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RESUMEN

La epilepsia es un trastorno del sistema nervioso central caracterizado por una
actividad neuronal anormal excesiva o sincrénica en el cerebro. Se caracteriza
por convulsiones recurrentes, episodios breves de movimiento involuntario, que
pueden involucrar a una parte o todo el cuerpo. Afecta a mas de 50 millones de
personas alrededor del mundo; en México se reportd dentro de las diez causas
de muerte en el afio 2020. Puede clasificarse de acuerdo con el tipo de crisis en
focal,generalizada y desconocida; o de acuerdo con su etiologia en genética,
estructural, metabdlica, infecciosa, inmunologica, y desconocida. Se ha
encontrado que un desequilibrio entre la excitacion y la inhibicién inducida por
una sefalizacibn GABAérgica alterada puede desencadenar varias formas de
epilepsia. El receptor a GABA es uno de los blancos mas significantes para el
tratamiento de desérdenes neuropsiquiatricos, como la epilepsia. Una estrategia
util para abordar el entendimiento de este trastorno y sus blancos es el uso de
herramientas computacionales que permitan el entendimiento del funcionamiento
de receptores de GABAAR para contribuir al andlisis de su activacion, para el
desarrollo de nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento de epilepsia. En
este proyecto se construyeron modelos computacionales de los subtipos de
receptores a GABA relevantes en esta patologia, como los son aif2y2, azBsyz,
asfBayz2 y asfBsyz, mediante modelado por homologia y alineacion de las
subunidades, posteriormente se relajaron los modelos mediante dinamica
molecular. Con estos modelos, se identificaron el sitio y forma de unién de los
ligandos selectos, GABA y padsevonil, por acoplamiento molecular, y se
optimizaron los complejos ligando-receptor para observar cambios
conformacionales en el receptor por simulaciones de dinamica molecular. Se
encontrd que cada variante se comporta de manera un poco diferente a pesar de
ser una misma familia de receptores. Por otro lado, observamos el
comportamiento del poro con y sin ligandos, donde, en presencia de los ligandos
seleccionados, se tendi6 a un comportamiento de apertura, lo cual era de
esperarse segun el comportamiento farmacoldgico de los ligandos estudiados.



1. ANTECEDENTES
1.1. Epilepsia

Los trastornos del neurodesarrollo, incluidos el trastorno del espectro autista, la
discapacidad intelectual y la epilepsia, son las consecuencias de una alteracion
del desarrollo del sistema nervioso central (SNC) que se presenta clinicamente
como alteraciones en el nivel personal, social, académico, o funcionamiento
ocupacional (Braat y Frank-Kooy, 2015). La epilepsia es un trastorno cerebral no
transmisible crénico que se caracteriza por convulsiones recurrentes, que son
episodios breves de movimiento involuntario,que puede involucrar a una parte o
todo el cuerpo (OMS, 2020). Se debe a una actividad neuronal anormal excesiva
o0 sincronica en el cerebro (Sucher y Carles, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que la epilepsia afecta a mas de 50
millones de personas alrededor del mundo. De ellos, 80% de los pacientes viven
en paises de ingresos bajos, donde cada afio se diagnostican hasta 139 de cada
100 mil personas. La proporcion estimada de la poblacion general con epilepsia
activa (ataques continuos o necesidad de tratamiento) oscila entre 4-10 por cada
1000 personas (OMS, 2019). Se estima que hasta el 70% de las personas con
epilepsia podrian vivir sin crisis epilépticas si tuvieranacceso a tratamientos

anticonvulsivos adecuados (OMS, 2020).

La prevalencia a lo largo de la vida, en América Latina y el Caribe, tiene una media
de 17.8 por cada 1000 habitantes. No hay diferencias significativas de acuerdo
con el sexo. Las tasas de mortalidad son més altas en las personas con epilepsia
gue en la poblacion en general, pues anualmente va de 1 a 8 por cada 100,000
habitantes. El indice de mortalidad por epilepsia en América Latina y el Caribe es
de 1.04 por cada 100,000 habitantes, superior al de Estados Unidos y Canada,
gue es de 0.50 por cada 100,000 habitantes (OPS, 2018). En México, la epilepsia
se encuentra dentro de las diez principales causas de muerte de acuerdo con las
estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica del afio
2020 (INEGI, 2021).
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De acuerdo a la Liga Internacional Contra la Epilepsia (International League
AgainstEpilepsy, ILAE) (Riney y col., 2017), la epilepsia es una enfermedad del
cerebro definida por cualquiera de las siguientes condiciones: al menos dos
convulsiones no provocadas que ocurren con mas de 24 horas de diferencia, una
convulsién no provocada y una probabilidad de nuevas convulsiones similar al
riesgo de ocurrencia general (60%) después de dos convulsiones no provocadas,
y por ultimo, convulsiones que ocurren como sintomas de un sindrome de
epilepsia conocido. La ILAE establece que los sindromes de epilepsia a una edad

variable pueden clasificarse en los siguientes grupos:

e Sindrome de epilepsia generalizado, con posible etiologia poligénica:
epilepsias generalizadas idiopéaticas (epilepsia de ausencia juvenil,
epilepsiamioclonica juvenil y epilepsia con convulsiones toénico-clonicas

generalizadas solas).

e Sindrome de epilepsia focal con etiologia genética, estructurales o
genético- estructurales: epilepsia hipermotora relacionada con el suefio,
epilepsia focalfamiliar con focos variables, epilepsia con caracteristicas

auditivas.

e Sindrome combinado de epilepsia generalizada y focal con etiologia
poligénica: epilepsia con convulsiones inducidas por la lectura.

e Encefalopatias epilépticas y/o del desarrollo: epilepsia mioclénica progresiva.

De igual forma puede clasificarse segun su etiologia como: genética estructural,
metabdlica, infecciosa, inmunoldgica, y desconocida; o segun el tipo de crisis en
generalizadas, focales y desconocidas (OPS, 2018). La epilepsia generalizada se
origina en un solo punto del cerebro, pero rapidamente se involucran redes
distribuidas bilateralmente en el SNC, que pueden incluir estructuras corticales y
subcorticales, pero no necesariamente se ve implicada toda la corteza. Por otro
lado, las convulsiones epilépticas focales se originan dentro de las redes de un
solo hemisferio y pueden estar localizadas de manera discreta o distribuidas

ampliamente, que de igual forma puede originarse en estructuras subcorticales
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(Sucher y Carles, 2015). Un desequilibrio entre la excitacion y la inhibiciéon
inducida por una sefalizacion GABAérgica alterada puede desencadenar varias
formas de epilepsia. Asimismo, el receptor a GABA es uno de los blancos mas
significantes para el tratamiento de desoérdenes neuropsiquiatricos como

epilepsia, insomnio, ansiedad, entre otras (Ghity col., 2021).
1.2. Acido gama-aminobutirico y su receptor

El acido gama-aminobutirico (GABA) (figura 1) es el principal neurotransmisor
inhibitorio en el cerebro adulto, modula el balance inhibitorio/excitatorio necesario
para la funcion del propio cerebro. GABA actla principalmente en la activacion de
la rapida hiperpolarizacion celular mediante los receptores a GABAA (GABAAR),
un receptor del tipo heteropentamérico ionotrépico. Cuando GABA se une a su
receptor, el canal se abre y iones cloruro difunden hacia dentro de la célula,
hiperpolarizando asi la neurona post-sinaptica (Wu y Sun, 2015). Se estima que
el 20-30% de las neuronas del sistema nervioso central son GABAérgicas
(Rudolph y Knoflach, 2011).

O

HO)J\/\/NHZ

Figura 1. Molécula del Acido gama-aminobutirico.

El complejo heteropentamérico de GABAAR esta formado por la combinacion de
19 subunidades: a1, B1-3, Y1-3, O, €, B, Ty p1-3. Generalmente, se reconoce que
la forma candnica del receptor estd conformada por dos subunidades a, dos
subunidades B y una subunidad y (Szodorai y col., 2018). Las subunidades
individuales, estan compuestas por alrededor de 450 residuos, y tienen la
caracteristica comun de contar con una estructura que consta de un dominio
extracelular amino-terminal (NH2-T), un dominio transmembrana (TM) compuesto

por cuatro regiones a-hélice (M1-4) y un extremo carboxilo-terminal (COOH-T)
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gue apenas se extruye hacia el citosol (Solomony col, 2019). La region M2 de cada
una de las 5 subunidades forman el poro del canalidnico, y cada region M2 esta
conectada por un pequefio bucle intracelular entre M1-M2 y un dominio
intracelular entre M3-M4 (Rudolph y Knoflach, 2011; Riney y col., 2017). La union
de GABA a su receptor da como resultado una perturbacion local de la estructura
gue se propaga a través del dominio extracelular provocando un cambio de
conformacién. Este ultimo resulta en cambios en el dominio transmembrana que
conducen al flujo de iones a través del poro, de una manera similar a la descrita
para el receptor de acetilcolina (Solomon'y col., 2019). La combinacion mas comun
del receptor es el subtipo a1fB2y2, pero existen multiples combinaciones mas, que
se sitlan en diferentes regiones del cerebro, como a2B3y2, asBsyz y asPsyz
(Rudolph y Knoflach, 2011; Chuang y Reddy, 2018; Bhagat y col., 2020).

La localizacion de los receptores varia de acuerdo con su expresion en el sistema
nervioso central. Por ejemplo, los GABAAR en los sitios postsinapticos estan
compuestos normalmente por las subunidades ai-3, B1-3, ¥ y2, donde GABA realiza
una inhibicién fasica, es decir, puede unirse y promover la entrada de iones
cloruro, aumentando asi la conductancia aniénica por milisegundos, conduciendo
a la hiperpolarizacion de una membrana despolarizada (Ghit y col., 2021). Por
otro lado, los GABAAR compuestos por las subunidades aass, B2z, y O pueden
localizarse en sitios extrasinapticos donde bajas concentraciones de GABA
pueden abrir los receptorespor un largo periodo de tiempo, lo cual se conoce como

inhibicion ténica (Maguire y col., 2005).

Se han reportado sitios de unidon en subtipos particulares de los receptores
GABAA, que determinan las distintas huellas farmacoldgicas de los receptores. El
sitio de union de GABA se conoce como el sitio activo o sitio ortostérico, y se
encuentra en la interfaz a- cercano al extremo amino terminal, donde se unen los
agonistas y antagonistas ortostéricos, resultando en un incremento o decremento
en la conductancia del ion cloruro, respectivamente (Ghit y col., 2021). Por otro
lado, los moduladores alostéricos pueden unirse en cualquier otro lado del

receptor y ejercen su efecto causando cambios conformacionales, ya sea
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positivamente  (como  barbitlricos, benzodiazepinas, farmacos no-
benzodiazepinicos, alcohol, etomidato, glutetimida, y anestésicos), o
negativamente (como el sulfato de pregnenolonay zinc) (Bhagat y col., 2020; Ghit
y col., 2021).

Los receptores funcionales GABAa se forman tipicamente a partir de 3 de 19
productos génicos diferentes codificados por GABRA1-GABRA6 (a1-s), GABRB1—-
GABRB3 (B1-3), GABRG1-GABRGS (y1-3), GABRR1-GABRRS3 (p1-3), GABRD
(6), GABRE (¢), GABRP (1), y GABRQ (8) (Ghit y col., 2021). Dichos genes son
de interés en desordenes de alteracion de la excitabilidad neuronal como la
epilepsia (Butler y col., 2018). Se hanreportado mutaciones en dichos genes
relacionados con distintos sindromes de epilepsia u otras patologias, tal como se

enlista en el cuadro 1.

Cuadro 1. Mutaciones reportadas en genes que codifican para los GABAAR
relacionados con la epilepsia y otras patologias (Butler y col., 2018, Maljevic,
2019).

Gen mutado Patologia relacionada

GABRA1 Epilepsia mioclonica juvenil hereditaria autosémica dominante, y encefalopatias

epilépticas esporadicas como sindrome de Dravet ysindrome de Ohtahara.

GABRB2 Epilepsia genética generalizada, encefalopatias epilépticas y de
desarrollo.
GABRA2Yy5 Epilepsia grave de inicio temprano, discapacidad intelectual,

hipotonia y microencefalia.

GABRA3 Retraso en el desarrollo o discapacidad intelectual, paladar hendido y baja estatura.
GABRB1 Espasmos infantiles.
GABRB3 Convulsiones febriles, epilepsia generalizada con convulsiones

febriles, epilepsia mioclénica-atonica, sindrome de Dravet, epilepsiafocalizada Y|

encefalopatia epiléptica de inicio temprano.

GABRG2 Epilepsia generalizada con convulsiones febriles, convulsiones

febriles, crisis de ausencia y encefalopatias epilépticas.

GABRD Susceptibilidad a epilepsia generalizada.

La composicion de los subtipos de GABAAR juega un papel importante en la
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determinacion de las propiedades intrinsecas de cada canal, incluida su afinidad
por GABA, cinética, conductancia, modulacion alostérica, probabilidad de
apertura del canal, interaccibn con proteinas moduladoras y distribucion
subcelular (Jing-Qiong K., 2017). Bajos niveles de GABA en el cerebro se han
asociado con algunas enfermedades como ansiedad, dolor, manias, depresion y
epilepsia (Bormann, 2000). Interrupciones en la neurotransmision dependiente de
GABA conduce a efectos inhibidores insuficientesen todo el cerebro, lo cual
contribuye a la patogenia de la epilepsia, trastornos del neurodesarrollo,
depresion, ansiedad, esquizofrenia, entre otras (Lorenz-Guertin y col., 2018). Las
caracteristicas de los ligandos que contribuyen a la activacion del receptor se
utilizan habitualmente como ansioliticos, anticonvulsivos, sedantes y relajantes

musculares (Rudolph y Knoflach, 2011).
1.3. Otros receptores a GABA.

Los receptores a GABA en los mamiferos se clasifican en dos grupos, receptores
ionotropicos (GABAa y GABA¢) y metabotropicos acoplados a proteinas G
(GABAg). Estructuralmente, los receptores GABAg se componen de dos
subunidades heterodiméricas: GB1 y GB2. La primera se une a GABA, pero no
es capaz de activar la proteina G, y la segunda si puede activar a la proteina G,
sin unirse directamente a GABA. Su activacion estd acoplada a canales de
potasio y/o calcio a través de la proteina G. Funcionalmente, este receptor media
la inhibiciénsinaptica lenta y esta implicado en muchos tipos de nocicepcion,
deterioro cognitivo,epilepsia, espasticidad y adiccién a farmacos (Wu 'y Sun, 2015;
Bhagat, 2020).

El receptor GABAc es un segundo tipo de canal ionotropico que ahora se
considera parte de las isoformas del receptor GABAAa (Ghit y col., 2021) que se
ha identificado en el sistema nervioso central y en la retina de los vertebrados. Su
estructura homopentamérica esta constituida por tres subunidades p (Wu y Sun,
2015).
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1.4. Actividades reportadas de las subunidades de los GABAAR.

La modulacion de la subunidad a; esta relacionada con efectos anticonvulsivos,
sedativos, ansioliticos, hipnéticos y amnésicos al interactuar con benzodiazepinas
(Braat y Frank, 2015; Calixto, 2016; Chen y col., 2019; Solomon y col., 2019;
Bhagat y col., 2020), y su agonismo inverso induce convulsiones (Bhagat y col.,
2020).

El agonismo de las subunidades a2 y a3 esté relacionado con efectos ansioliticos sin
sedacion, asi como su agonismo inverso produce efectos ansiogénicos (Braat y
Frank, 2015; Bhagat y col., 2019; Smart y Stephenson, 2019; Solomon y col,
2019). Se sabe también que o2 contribuye mas que oz para la accion

anticonvulsivante de las benzodiazepinas (Cheng y col., 2018).

La subunidad as juega un rol menor en efectos anticonvulsivantes, pero su agonismo
inverso mejora la memoria, cognitividad y vigilia, sin producir ansiedad o efectos
proconvulsivantes en animales (Braat y Frank, 2015; Cheng y col., 2018; Chen 'y
col., 2019). También estd asociado a amnesia cuando interactia con
benzodiazepinas (Smart y Stephenson, 2019). El agonismo parcial de az, az y as
produce efectos ansioliticos sin sedacion, y el minimo agonismo de a: produce
sedacion enhumanos (Cheng y col., 2018). El agonismo de la subunidad y2 con
01235 Y benzodiazepinas esta relacionado con efectos sedativos/hipnéticos,
anticonvulsivantes, miorrelajantes y ansioliticos (Lorenz-Guertin y col., 2018).

1.5. Farmacoterapia parala epilepsia.

En 1912, Hauptmann introdujo el fenobarbital como el primer farmaco sintético
antiepiléptico, y se consideré como superior a los anestésicos bromados que se
usaban desde 1850 y la fenitoina desde 1939 (Sucher y Carles, 2015).
Posteriormente, en 1955, el quimico Leo Sternbach descubrio a las
benzodiazepinas, agonistas del receptor a GABA, y se creia que eran un
prometedor reemplazo para los barbitlricos, pues estos ultimos causaban

muchos efectos adversos, como gran incidencia de abuso, dependencia y
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sobredosis. Las benzodiazepinas llegaron al mercado en la décadade los 1960, y
a pesar de tener un menor indice de toxicidad y abuso, su consumo repetido
también causaba dependencia, pero esto no se reconocié hasta la décadade los
1980 (Bhagat y col., 2020).

La segunda generacion de farmacos antiepilépticos surge también en la década
de los sesenta con la introduccién del valproato, que aumenta los niveles de
GABA, y la carbamazepina que reduce la liberacion de glutamato (Jing-Qiong,
2017). En los afios noventa llega la tercera generacion, la cual no resultd mas
eficaz que sus antecesores, pero parecia tener menos interacciones
farmacocinéticas con otros farmacos y presentaba menos efectos adversos,

como toxicidad y abuso (Sucher y Carles, 2015).

La eleccion del medicamento anticonvulsivo debe basarse en distintos factores
como el tipo de epilepsia, comorbilidades, el uso de otros medicamentos, el estilo
de vida, la preferencia y tolerancia a la medicacién del paciente, asi como su
efectividad (Liu y col., 2017). Los efectos secundarios del uso de anticonvulsivos
pueden incluir aturdimiento, vision doble, mareos, nauseas, marcha inestable,
depresion,irritabilidad, hiperactividad, sarpullido, ataxia, constipacién, dolor de
cabeza, somnolencia, vomito, agresion, insomnio, anorexia, problemas en el
comportamiento, agitacion, vértigo, sedacion, confusion, alucinaciones, letargo,

alteracion del juicio (Liu y col, 2017; Kaeberle, 2018).

Dentro de los medicamentos mas comunmente prescritos se encuentran: la
carbamazepina, fenitoina, acido valpréico, etosuximida, fenobarbital, lamotrigina,
levetiracetam, oxcarbazepina, topiramato, zonisamida, tiagabina, felbamato,
GABApentina y preGABAlina (Meldrum y Rogawski, 2007; Kaeberle, 2018).

La comprension del papel de GABA en la década de los setenta como
neurotransmisor inhibidor en el cerebro, llevdo al disefio de compuestos
anticonvulsivos que modifican la disposicion de GABA para mejorar la
sefializacion GABAérgica o mediante la modulacion de los GABAAR para

aumentar su actividad inhibitoria (Meldrum y Rogawski, 2007; Jing-Kiong, 2017).
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1.5.1. Nuevos farmacos para epilepsia

Los antiepilépticos aprobados en la ultima década han demostrado ser seguros y
tener un buen perfil farmacogenético. Desafortunadamente 1/3 de los pacientes
con epilepsia contindan experimentando convulsiones mal controladas a pesar de
su tratamiento. La politerapia es una estrategia de tratamiento para pacientes con

epilepsia resistente a farmacos (Leclerq y col., 2019).

Levetiracetam es el primer farmaco antiepiléptico que ejerce su actividad
terapéutica dirigiendose a elementos de la maquinaria de liberacion sinaptica,
mediante la unién de la proteina de la vesicula sinaptica 2A (SV2A). Esta y sus
otras isoformas (SV2B y SV2C) son glicoproteinas integrales de membrana que
estan presentes en vesiculas secretoras de neuronas y células endocrinas. Su
funcion precisa aun es desconocida, pero dada su presencia en vesiculas
excretoras, lo mas probable es que desempefien un papel en la exocitosis de
vesiculas (Wood y col., 2020). Se ha observado que en la coadministracion de
levetiracetam con agentes que actlan sobre los receptores a GABAa conduce a
una mayor proteccion contra las convulsiones sin efectos perjudiciales sobre la
seguridad, ademas de potencializar el efecto de las benzodiazepinas. En
consecuencia, se plantea la hipétesis de que una sola molécula que actue
simultAneamente sobre objetivos pre y postsinapticos, podria traducirse a una
mejor eficacia clinica en el tratamiento de pacientes con epilepsia, especialmente
en aquellos resistentes a medicamentos (Niespodziany y col., 2020).

Padsevonil es el primer farmaco antiepiléptico disefiado racionalmente que inhibe
la actividad convulsiva presinapticamente con alta afinidad sobre SV2A y
postsinapticamente mediante la inhibicibn GABAérgica, especificamente en el
sitio de benzodiazepinas, pero con menor afinidad. Se ha demostrado que
padsevonil se une a las tres isoformas de SV2 (SV2A pKi=8.5, SV2B pKi=7.4,
SV2C pKi=8.5) y que tiene una afinidad 100-2000 veces mayor que levetiracetam
y brivaracetam con SV2A (pKi=8.5 vs 6.6 y 5.2, respectivamente) (Bialer y col.,
2018). Post-sinapticamente, se une a los receptores a GABAA como modulador
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alostérico positivo, con baja-moderada afinidad (pKi 6.4) en el sitio sensible a
benzodiazepinas, mostrando un perfil de agonista parcial. La ventaja de que tenga
este perfil es que se disminuyen los efectos adversos sobre el sistema nervioso
central y respiratorio, desarrollo de tolerancia y se disminuye el potencial abuso
tipico por el uso de benzodiazepinas que son agonistas puros (Leclerq y col.,
2019). La actividad de padsevonil con GABAAR se determiné en la variante aif2y2
y se observo que no produce corrientes de Cl-en ausencia de GABA, confirmando
gue modula al receptor en un sitio alostérico. Se une al sitio de benzodiazepinas
(figura 2) como agonista parcial en comparacion de zolpidem (40% y 100%
respectivamente). Ademas, se une a todas las variantes sensibles a
benzodiazepinas, pero tiene mas potencia en a1y as, que en az y as (Niespodziany
y col., 2020). A pesar de que la estrategia de desarrollar un farmaco como
padsevonil es novedosa, éste no ha salido al mercado por razones comerciales
al no demostrar ser superior, desde el punto de vista clinico, a brivaracetam

(Contreras-Garcia y col., 2022).

Padsevonil
Sitio comun de benzodiazepinas

Figura 2. Diagrama general del receptor GABAAa. En la imagen se muestra la

estructura general del receptor GABAAa, donde podemos apreciar que se forma a
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partir de cinco subunidades con cuatro regiones alfa-hélice (M) cada uno. La
region M2 de cada una de las 5 subunidades forman el poro del canal iénico, y
cada region M2 esta conectada por un pequefio bucle intracelular entre M1-M2 y
un dominio intracelular entre M3-M4 (Rudolph y Knoflach, 2011; Riney y col.,
2017)

1.6. Disefio de farmacos asistido por computadora.

El aprendizaje automatico proporciona un marco tedrico para el descubrimiento y
lapriorizacion de compuestos bioactivos con efectos farmacolégicos deseados y
su optimizacion. Entre sus muchos enfoques en la informatica molecular, los
métodos quimiocéntricos han encontrado una aplicacion generalizada, que se
basa en tres pasos: primero, la seleccidén del conjunto de descriptores especificos
del problema que se cree que capturan las propiedades esenciales de las
moléculas involucradas;luego se utiliza un esquema métrico o de puntuacion para
comparar las moléculas codificadas entre si; por ultimo, se emplea un algoritmo
de aprendizaje para identificar las caracteristicas que pueden servir para
distinguir cualitativa o cuantitativamente los compuestos activos o inactivos. Una
razén de éxito en la aplicacion farmacoldgica se debe a que una parte importante
de la complejidad inherente de las interacciones moleculares se ha empleado en
los descriptores usados como patrones para el entrenamiento de modelos, lo que
permite que las arquitecturas de aprendizaje automatico aborden dicho problema
(Gawehn y col., 2016).

En afios recientes, la bioinformatica y farmacogendémica han creado un impacto
positivo en el descubrimiento de farmacos. El entendimiento detallado de las
interacciones entre pequefias moléculas y proteinas construyen la base de una
estrategia racional de disefio de farmacos (de Ruyck y col., 2016). Por lo tanto, el
enfoque computacional se ha convertido en una caracteristica primordial para
analizar de manera integrada todo el conocimiento disponible. Deben tomarse en
cuenta algunos puntos al disefiar un farmaco como, interacciones de tipo puente
de hidrégeno, cambios conformacionales, factores ambientales, distribucién de

atomos en la molécula, entre otros (Sneha y Priya, 2016).
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1.6.1. Modelado de proteinas por homologia.

En general, el modelado por homologia consiste en la seleccion de uno o0 mas
templados de una base de datos, su alineamiento con la secuencia blanco de
estructura tridimensional desconocida, y su refinamiento de la geometria de sus
cadenas laterales y regiones de baja identidad de secuencia (Floudas y col.,
2006).

La mayoria de las proteinas no tienen su estructura reportada la base de datos
publica Protein Data Bank (PDB), ademas de que existe una gran brecha entre
las estructuras resueltas por resonancia magnética nuclear, cristalografia de
rayos Xy las secuencias de proteinas en las bases de datos. Para minimizar dicha
brecha, las técnicas de modelado por homologia muestran un enfoque positivo,
buscando secuencias de plantilla para la proteina donde no hay estructuras 3D
disponibles en PDB (Sneha y Priya, 2016).

Existen distintos métodos para el modelado por homologia de proteinas, uno de
ellos es el modelado comparativo, donde se produce la estructura de la proteina
comparando su secuencia de aminoacidos con secuencias para las que ya se
conoce la estructura tridimensional nativa. Este método se basa en el principio
de que secuencias similares presuponen estructuras similares. La precision de las
predicciones mediante modelos comparativos depende en gran medida del grado
de similitud de secuencia. Si ambas secuencias comparten mas del 50% de
identidad, las predicciones suelen ser de alta calidad. Para un 30-50% de
identidadde secuencia, se puede esperar que mas del 80% de los a4tomos de
carbono estaran dentro de 3.5 A de sus posiciones reales, mientras que para
menos del 30% de identidad de secuencia es probable que la prediccion contenga
errores significativos. Algunos algoritmos se han establecido para el primer paso
(la identificacion de la plantilla) como BLAST, y SPI-BLAST para el refinamiento,
los cuales sirven como puntos de referencia a cualquier nuevo enfoque de
modelado de proteinas (Floudas y col.,, 2006). |- TASSER fue disefiado

originalmente para el modelado de estructuras de proteinasmediante simulaciones
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iterativas de ensamblaje de subprocesos. Para el 2015 se amplié para la anotacion
de funciones basadas en estructura al hacer coincidir las predicciones de
estructura con plantillas funcionales conocidas (Yang y col., 2015). El servidor I-
TASSER es una plataforma integrada para la prediccion automatizada de la
estructura y funcién de la proteina basada en el paradigma de secuencias
similares estructuras y funciones similares. A partir de una secuencia de
aminoacidos, generaprimero modelos atémicos tridimensionales a partir de
multiples alineaciones de subprocesos y simulaciones de ensamblaje estructural
iterativo. La funcidbn de la proteina se infiere luego haciendo coincidir

estructuralmente los modelos 3D con otras proteinas conocidas (Roy, 2005).
1.6.2. Acoplamiento molecular (Docking).

El desarrollo de métodos de cristalografia de alto rendimiento y resonancia
magnética nuclear han contribuido a la adquisicion de las estructuras atbmicas
de las proteinas y complejos proteina-ligando con un mayor nivel de detalle.
Cuando laestructura tridimensional de la diana existe, una técnica de uso
frecuente para el disefio de moléculas es el disefio de farmacos basado en la

estructura.

Una comprension detallada de los mecanismos enzimaticos a nivel atémico y
electronico es crucial en la investigacion biomédica. A menudo se usan enfoques
combinados en los que los calculos normalmente utilizan un campo de fuerza de
mecanica molecular para el sistema en su conjunto y aplican un tratamiento ab
initio(quimica cuéntica) en el sitio de interés. Con este método se pueden abordar
diferentes aspectos de los sistemas bioldgicos estudiados, como sus propiedades
electronicas, sitios de interaccion o cambios conformacionales que ocurren en los

sitios activos de las proteinas (de Ruyck y col., 2016).

El acoplamiento molecular se define como la prediccion del modo y la afinidad
tedrica de union entre un ligando y su receptor (Xu y col., 2018). Calcula la
afinidad teorica del farmaco con la proteina (score), lo cual podria conotar la

especificidad de dicha molécula. El acoplamiento suele ser un proceso de varios
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pasos en el que cada paso introduce uno o mas grados adicionales de
complejidad para comprender las afinidades de enlace (Sneha y Priya, 2016).
Existe una gran variedad de paquetes de software disponibles para realizar el
acoplamiento proteina-ligando, algunos de los méas populares son DOCK,
AutoDock, LUDI, FlexX, GOLD, Glide, AutoDock Vina, entre otros (Grinter y Zou,
2014).

Las funciones de evaluacion (docking score functions) pueden agruparse en tres
clases, de acuerdo en cémo se derivan en: basado en su campo de fuerza,
enfoques empiricos, y basadas en potenciales estadisticos. La primera intenta
modelar exhaustivamente los muchos tipos de interacciones involucradas en la
unién proteina-ligando, utilizando formas y parametros funcionales basados en la
fisica que se derivan de experimentos o simulaciones de mecénica cuantica. Las
funciones basadas en enfoques empiricos utilizan métodos de regresion o
aprendizaje automatico para asociar la prediccion deseada, generalmente la
afinidad de unién de los complejos, con caracteristicas generales de esos
complejos.Y, por ultimo, las funciones basadas en potenciales estadisticos asignan
términos similares a la energia a caracteristicas estructurales de las interacciones
proteina- ligando en funcion de la frecuencia con la que esas caracteristicas
ocurren en un conjunto de entrenamiento de complejos proteina-ligando (Grinter
y Zou, 2014; Xu y col., 2018).

1.6.3. Simulaciones de dindmica molecular.

Las proteinas tienen la habilidad de cambiar su conformacion en respuesta a
factores externos como temperatura, pH, cargas, concentracion de iones,
fosforilacion o union a ligandos. Comprender las interacciones de union dentro y
entre las moléculas ha demostrado ser una parte importante en el disefio de
farmacos. Ademas, el estudio de patrones de interaccion y union a nivel molecular
del farmaco puede ayudarnos a entender su mecanismo de accion. Para analizar
los movimientos de un farmaco junto con el objetivo, el enfoque de dinamica

molecular elucida el movimiento detallado de todos los atomos presentes durante
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un periodo de tiempo definido y bajo condiciones constantes de presion, volumen

ytemperatura (Mitsutake y col., 2013; Damgen y Biggin, 2019).

El andlisis de las funciones de la energia potencial (campos de fuerza) aumenta
el conocimiento sobre la proteina. Un campo de fuerza es una expresion que
describematematicamente la dependencia de energia del sistema sobre todas las
coordenadas de sus particulas. Existen muchos campos de fuerza disponibles,
pero los mas utilizados son CHARMM, AMBER, GROMOS, OPLS y COMPASS.

El modelo de solvatacion juega un rol significante en describir la estabilidad
electrostatica del ambiente acuoso. En un sistema biol6égico puede haber una
granvariacion en el sistema de solventes que maneja ciertas reacciones para
mantenerla capacidad de sustentabilidad de todo el sistema. La interaccion del
farmaco difierecon el disolvente del sistema, ya que hay cambios mas grandes
para que la molécula produzca interacciones fuertes con el objetivo en presencia
de moléculasde agua. Es por ello que la solvatacion para dinamica molecular

debe ser disefiada de acuerdo con los requerimientos del sistema.

Por otro lado, la simulacion a diferentes temperaturas puede brindar una
descripcion general del comportamiento de la proteina con respecto a esta
variante. De manera similar, los gradientes de presion son otro conjunto de
pardmetros para comprender el movimiento de las proteinas. Las diferentes
regiones de proteinas reaccionan de manera diferente al gradiente de presion.
Bajo presion, las interacciones hidrofébicas tienden a alterarse afectando el
plegamiento de proteinas. Por tanto, tanto la temperatura como la presion tienen
un impacto directo en el mecanismo de plegado de proteinas (Sneha y Priya,
2016).

Los cambios en la energia libre proporcionan informacion valiosa para el
reconocimiento molecular, incluida la termodinamica y la cinética de unién de
ligando-receptor. El umbrella sampling es un método de calculo de energia libre
ampliamente utilizado durante mucho tiempo para explorar el proceso de

disociacion de los sistemas ligando-receptor y calcular la energia libre de enlace
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(Youy col., 2019).

Las técnicas computacionales mencionadas anteriormente son ampliamente
utilizadas en el desarrollo de nuevas moléculas con posible actividad biolégica,
puespermiten disminuir costos y tiempo de produccion; sin embargo, no se
descarta la posibilidad de fracaso, pues al final de cuentas son aproximaciones
obtenidas mediante calculos, la comprobacion experimental siempre debe
acompafar a los métodos computacionales, pues “la rata siempre tiene la razén”
(Aguilera-Durén, 2021).

Debido a la naturaleza multifactorial de la epilepsia, la farmacoterapia actual es
insuficiente debido a la tolerancia y la gran lista de efectos secundarios que sufren
los pacientes con el uso prolongado de farmacos antiepilépticos. Por ello, el
entendimiento del funcionamiento de receptores de GABAAR, mediante técnicas
computacionales, como modelado por homologia, acoplamiento y dinamica
moleculares pueden contribuir al andlisis de su activacion para el desarrollo de

nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento de epilepsia.
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2. HIPOTESIS

El modelado por homologia del receptor GABAAa y sus simulaciones por dindmica
molecular nos dara modelos fiables de las variantes, y la union de estos con
ligandos causaran cambios conformacionales relacionados al estado

activo/inactivo del receptor, observables por técnicas computacionales.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Observar, mediante técnicas computacionales, los cambios conformacionales del

receptor GABAAa inducidos por la union de ligandos selectos.
3.2. Especificos

e Construir los modelos computacionales de cuatro variantes

delreceptor heteropentamérico GABAA.
¢ Identificar el sitio y forma de union de los ligandos selectos.

e Cuantificar el efecto de la union de los ligandos selectos a la

estructura del receptor.
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4. METODOLOGIA
4.1. Modelado de las subunidades de los GABAAR.

La secuencia primaria de las subunidades az, 2 3, B2 3, ¥ Y2 Se obtuvieron de la
base de datos UniProt (codigos P14867, P47869, P34903, P47870, P28472,
P18507, respectivamente). Las estructuras tridimensionales de subunidades
modelo seobtuvieron de la base de datos Protein Data Bank (codigo PDB: 6D6TB
y 4COF, respectivamente). La secuencia de amino&cidos se cargo en el servidor
web |-TASSER para construir el modelo por homologia de las subunidades a>, 3, y B3,
usando los parametros predeterminados por el servidor, mismo que calcula los
modelos con la mejor identidad de secuencia encontrada por el servidor BLAST
(cédigo PDB: 6HUG).

4.2. Construccion de las variantes del receptor GABAA por
alineamiento y relajacién por simulaciones de dinamica
molecular.

Una vez que se obtuvieron los modelos de las subunidades requeridas, estas se
alinearon con el PDB 6CDU, la cristalografia correspondiente al receptor GABAAR
a1PB2y2, para construir los subtipos del receptor por el alineamiento proteina-
proteina de las subunidades construidas en I-TASSER con las presentes en esta
cristalografia. Este alineamiento y construccion del modelo pentamérico se realiz6

en el software Schroédinger-Maestro (Bowers y col., 2006; Schroédinger, 2019).

Las simulaciones de dindmica molecular se realizaron en el médulo de Desmond
disponible en el software Schrodinger-Maestro usando un ensamble isotérmico-
isobarico (NPT) a 1 atm y 310.15 K, empleando un acoplamiento de temperatura
y un reajuste de velocidad con un término estocastico y un esquema de 6 pasos
de equilibrio predeterminado en el programa, que consiste en simulaciones cortas
con restricciones de movimiento e incremento de temperatura hasta alcanzar un
sistema sin restricciones a la temperatura de trabajo, usando el termostato de
Nosé-Hoover y barostato de Martyna-Tobias-Klein (Nosé, 1984; Hoover, 1985;
Martyna y col., 1994). Se utilizo el modelo de agua TIP3P y lipidos POPC (ver

28



residuos de membrana en cuadro 2. La produccion de la simulacion fue de 300
ns para cada variante del receptor pentamérico construida con intervalo de
registro de la trayectoria cada 100 ps. El analisis de trayectoria se realiz6 en el
moédulo Desmond Trajectory Clustering para obtener la conformacibn mas
representativa de la simulacion (C1). Los andlisis de trayectoria se realizaron en

el modulo Simulations Interactions Diagram en Maestro.

Cuadro 2. Residuos de membrana (UNIPROT, 2021).

Subunidad a1 a ok}
Cédigo UNIPROT P14867 P14869 P34903
Residuos 252-273, 279-300, 252-273, 279-300, 277-298, 304-325,
313-334, 422-443. 313-334, 420-441. 338-259, 458-479.

4.3. Identificacion del sitio y forma de unién de los ligandos
selectos por acoplamiento molecular.

Para delimitar la zona de busqueda de conformaciones energéticamente
favorecidas en sitios de unién de la proteina, se calcul6 la gridbox utilizando la
posicion de los ligandos seleccionados (GABA y padsevonil) en las cristalografias
reportadas (6X3X y 6X3Z respectivamente, ver cuadro 3), siendo la posicién de
GABA entre las interfaces alfa-beta, y la interfaz alfa-gama para padsevonil,
utilizando AutoGrid 4.2.6. El acoplamiento molecular se realiz6 en el programa
AutoDock 4.2.6 optimizado para unidades de procesamiento grafico (AutoDock-
GPU) utilizando 100 corridas y 100 millones de evaluaciones con un algoritmo
genético Lamarckiano (Santos-Martins, 2021). De los resultados del acoplamiento
molecular se obtuvo la conformacion mas probable de unién, representada por el
cluster de resultados mas numeroso obtenido por docking, para los calculos
posteriores, descritos en el siguiente punto.

Cuadro 3. Coordenadas utilizadas para acoplamiento molecular (Kimy col., 2020).

Ligando Coordenadas Aminoécidos cercanos
1 93.04 128.24 95.1 TYR157, THR160,
THR202 y TYR205 de la
GABA subunidad beta2, y
2 X 115.54 Y 153.84 z 129.24 PHEG64 de la subunidad
alfal.
. HIS102 y GLY201 de la
Padsevonil 89.47 125.99 105.6 subunidad alfal, y PHE77,
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MET130y THR142 de la
subunidad gammaz2.

4.4,

Optimizacion de los complejos ligando-receptor por

simulaciones de dinamica molecular.

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular de los complejos ligando-

receptor, obtenidas por acoplamiento molecular en el objetivo anterior, en el

modulo de Desmond de Schrédinger-Maestro, usando las condiciones indicadas

en la seccion 4.2 para la simulacion de los modelos del receptor sin ligandos. El

agrupamiento se realizo en el médulo Desmond Trajectory Clustering para obtener

la conformacién mas representativa de la simulacion (C1). Los analisis de

trayectoria se realizaron en el mddulo Simulations Interactions Diagram en

Maestro.

4.5.

estructura del receptor.

Cuantificar el efecto de la unién de los ligandos selectos a la

Considerando que las subunidades forman un pentamero, se calcularon las

distancias entre cada subunidad adyacente para posteriormente obtener las

areas de cada variante del receptor a lo largo de la trayectoria, en ausencia y

presencia de los ligandos seleccionados, para finalmente encontrar las

diferencias entre los radios y areas iniciales y finales. Se utilizaron los cédigos

ASL (Atom Specification Language) (cuadro 4) de los segmentos

transmembranales dos de cada subunidad, ya que se ha reportado que el

movimiento de dicho segmento tiene como consecuencia la permeabilidad del

poro para el paso de los iones cloruro (Chuang y Reddy, 2018).

Cuadro 4. Cédigos ASL.

Subunidad Residuos segmento Cader.las Cédigo ASL
transmembranal 2 pertenecientes

(res.num 279-300) AND ((chain name A))

o ;;Zggg (res.num 279-300) AND ((chain name C))
- A

@ ye (res.num 304-325) AND ((chain name A))
as 304-325 (res.num 304-325) AND ((chain name C))

(res.num 270-292) AND ((chain name B))

270-292 ByD .

B 0-29 y (res.num 270-292) AND ((chain name C))
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B 271-293 (res.num 271-293) AND ((chain name B))
N (res.num 271-293) AND ((chain name D))
Y2 300-322 G (res.num 300-322) AND ((chain name G))

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Construccion de los modelos computacionales de cuatro variantes del

receptor heteropentamérico GABAA.

5.1.1 Modelado de las subunidades de los GABAaR

En el cuadro 5 se enlistan los resultados obtenidos del modelado de las subunidades
a estudiar. El C-score (puntuacion C) es una puntuacion de confianza para estimar
la calidad de los modelos predichos por I-TASSER. Se calcula en funcion de la
importancia de las alineaciones de la plantilla del templado y los pardmetros de
convergencia de las simulaciones de ensamblaje de la estructura. Esta puntuacién
suele estar en el rango de -5 a 2, donde una C-score de valor mas alto significa un
modelo de alta confianza (Yang J, 2015). Nuestros resultados de C-score para todas
las subunidades resultaron ser buenas debido a que se encuentran en el rango de

confianza.

Cuadro 5. Resultados de I-TASSER de las subunidades construidas por homologia.

Subunidad o1 az as B2 B3 Y2
Referencia 6D6TB 6D6TB 6D6TB 6D6TB 4COF 6D6TB
% de identidad - 81.34 74.14 - - -
C-score 0.61 1.44 2.23 -2.22 -1.79 -2.18
TM-score 0.64+0.13 0.54+0.15 0.45+0.15 0.45+0.15 0.50+0.15 0.46+0.15
RMSD (A) 8.3+4.5 10.3+4.6 12.5+4.3 12.6%£4.3 11.3+4.5 12.2+4.4

El TM-score (puntuacion TM) y RMSD son estandares conocidos para medir la
similitud estructural entre dos estructuras proteicas, que generalmente se usan para
medir la precision del modelado de estructuras cuando se conoce la estructura

nativa. En caso de que no se conozca la estructura nativa, es necesario predecir la
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calidad de la prediccion del modelo, es decir, la distancia entre el modelo predicho y
las estructuras nativas. Para ello se predice la TM-score y RMSD de los modelos
predichos en relacion con las estructuras nativas basadas en el C-score. El propdsito
de proponer TM-score es resolver el problema de RMSD que es sensible al error
local. Debido a que el RMSD es una distancia promedio de todos los pares de
residuos en dos estructuras, un error local generara un gran valor de RMSD, aunque
la topologia global sea correcta. Sin embargo, en el TM-score, la distancia pequefia
se pondera mas que la distancia grande, lo que hace que la puntuacion sea
insensible al error de modelado local. Un TM-score > 0.5 indica un modelo de
topologia correcta y TM-score < 0.17 significa una similitud aleatoria. Estos cortes no
dependen de la longitud de la proteina (Yang J, 2015). En el caso de nuestras
subunidades de estudio podemos observar que a1 y az tienen una topologia correcta
ya que sus TM-score son mayores a 0.5 (0.64+0.13 y 0.54+0.15, respectivamente).
Para el caso de los RMSD de todas las subunidades son mayores a 2 A, por lo cual
podemos decir que hay diferencias significativas entre las estructuras predichas y los
modelos nativos.

Posteriormente, se evalué la calidad de las subunidades en el servidor web

Molprobity (Williams y col., 2018), cuyos resultados se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Calidad de las subunidades en Molprobity

Subunidad a1 o2 a3 B2 Bs Y2
Rotameros aceptables (%) 10.21 13.03 6.11 13.73 11.50 11.73
Ramachandran favorecidos (%) 79.63 77.43 77.43 74.23 75.34 72.07
Ramachandran atipicos (%) 9.13 8.08 6.93 9.07 8.74 13.15
Z-score -4.16+0.36 | -4.22+0.35 | -4.22+0.35 | -5.76+0.29 | -3.84+0.35 | -5.54+0.32

Los diagramas de Ramachandran nos informan la distribucién de los angulos de
torsion (@, w) de la columna vertebral de la proteina y son métricas de mejor calidad
de los modelos de estructura experimental. Por lo general, el software de validaciéon

informa la cantidad de residuos que pertenecen a las regiones "atipicas", "permitidas"
y "favorecidas". Si bien "cero valores atipicos no explicados" puede considerarse el
"estandar de oro" actual, esto puede ser engafioso si no se consideran las

desviaciones de las distribuciones esperadas, incluso dentro de la regién favorecida.
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Por lo tanto, debemos revisar también el Z-score (el puntaje Z de Ramachandran),
gue es una métrica global que proporciona una evaluacion general de la calidad del
modelo, pero no puede informar sobre problemas locales con la conformacién
principal de la cadena (Sobolev, 2020). Los residuos de Ramachandran favorecidos
deben tener un valor =2 98 % para considerarse bueno, 95-98% para considerarse
con precaucion, y < 95 % se considera como malo. Podemos observar que la
puntuacion para los residuos de Ramachandran favorecidos no es nada favorable
para todas las subunidades (cuadro 6). Para el caso de los atipicos (outliers), se
consideran en un rango bueno si estos son < 0.05 %, precaucioén si son de 0.05a 0.5
%, y peligro si es mayor a 0.5 %. En el cuadro 6 podemos ver que todas las
subunidades obtuvieron valores por encima de los 0.5 % por lo que podemos decir
gue sus aminoacidos outliers de Ramachandran no son buenos. Para los valores del
Z-score, este es bueno cuando es < 2, precaucion cuando es de 2 a 3, y peligro
cuando su valor es > 3. Todas las subunidades evaluadas obtuvieron valores de Z-
score menores a 2, por lo cual podemos decir que son resultados buenos (Sobolev,
2020).
Debido a que los resultados de calidad de las subunidades en general no fueron
favorables, se realizaron simulaciones de dinamica molecular una vez construidos
los pentameros para relajar las conformaciones de los complejos.

5.1.2 Construccion de las variantes del receptor GABAAa por alineamiento y

relajacion por simulaciones de dindmica molecular.
Una vez construidos los pentameros se evalué su calidad en el servidor web
Molprobity. Podemos observar en el cuadro 7 que los residuos favorecidos de
Ramachandran y los outliers no obtuvieron valores buenos, pero si de Z-score, para
todos los pentameros construidos.

Cuadro 7. Calidad de los pentameros en Molprobity previos a la simulacion.

Subunidad aifay2 a2B3y2 a3P2y2 a3P3y2
Rotameros aceptables (%) 13.50 13.73 13.29 12.04
Ramachandran favorecidos (%) 75.51 77.45 76.25 76.72
Ramachandran atipicos (%) 9.96 7.41 8.88 9.32
Z-score -4.8+0.15 -4.58+0.15 -5.04+0.14 -4.44+0.15
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Se construyeron los sistemas para cada pentdmero con modelo de membrana
POPC, usando como referencia los residuos de membrana de cada subunidad alfa
como se pudo observar en el cuadro 2, solvente TIP3P, tamafio de caja a:15 b:15
c:25, NaCl 0.15 M. Se corrieron dinamicas de 300 ns ya que se ha reportado que se
requieren largos tiempos de simulacion (desde 100 hasta 300 ns) para observar
cambios relevantes en este tipo de receptores (Alegria-Gonzalez, 2019), con
ensamble NTP, temperatura 310.15 Ky presion 1.01325 bar constantes. Los analisis
de trayectoria se realizaron en el médulo Simulations Interactions Diagram en

Maestro.

RMSD dindmica molecular 300ns

Tiempo

1 32y2  em—2(33y2 03B32y2 e q333y2

Figura 3. RMSD de la dinamica molecular de 300ns todas las variantes.

El seguimiento del RMSD (desviacion cuadratica media) de la proteina puede brindar
informacion sobre su conformacion estructural a lo largo de la simulacién,
proporcionando una indicacion de la estabilidad de la proteina y si la simulacion se
ha equilibrado (Schrédinger, 2019). En la grafica de RMSD de todas las variantes de
la figura 3 se demuestra que los pentdmeros llegan a un estado de convergencia a

partir de los 200 ns y se mantienen estables durante el resto de la trayectoria.
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RMSF dindmica molecular 300ns
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Figura 4. RMSF de la dinamica molecular de 300ns todas las variantes.

Las fluctuaciones cuadraticas medias de la raiz (RMSF) de los residuos nos permite
la visualizacién de segmentos a lo largo de la proteina que fluctian méas durante la
simulacién. La grafica de RMSF de la figura 4 nos muestra el grado de movimiento
de los carbonos alfa de cada variante a lo largo de la simulacién de dinamica
molecular (Schrodinger, 2019). Podemos observar un patron de movimiento en las
convergencias de las sefiales para cada subunidad de cada pentdmero . En el cuadro
8 se muestran los giros representativos de cada subunidad de cada variante

estudiada para este caso.

Cuadro 8. Cantidad de movimientos representativos de las variantes en sus

dindmicas moleculares de 300ns.

Variante Cadena Residuo RMSF (A) Variante Cadena Residuo RMSF (A)
LEU31 6.73 A ASNG63 5.54
A GLY346 5.16 ALA377 5.83
HIS455 5.76 SER26 8.76
PHE330 4.98 B SER225 5.00
w@Bay: B THR408 6.40 asBayz VAL421 5.65
ASP480 4.65 ALA377 6.93
PRO29 10.80 C THR415 5.80
Cc GLN32 8.65 THR444 4.01
GLN465 13.18 GLN492 5.01
D MET33 5.90 D THR417 6.84
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ASP44 12.44 VAL484 5.15
ALAS50 9.39 G GLU47 10.48
TRP316 3.45 HIS435 5.62
LEU350 5.10 GLU384 3.82
GLU378 4.93 GLN446 8.32
LYS380 4.70 B ILE414 5.52
ASN448 1.67 ILE338 11.42
a2Bay2 TYR172 2.90 asBayz ARG462 5.16
ASP30 2.26 D ALA332 4.41
ALA324 4.11 PRO415 5.68
ILE360 4.17 LYS52 17.42
PRO20 4.97 G ASN323 3.51
GLY393 5.38 HIS392 5.70

Para obtener la conformacién mas representativa de la trayectoria, como se muestra
en el cuadro 9, se uso6 el modulo Desmond Trajectory Clustering. Elprograma utiliza
los fotogramas (frames) utilizados para calcular el RMSD para el agrupamiento que
se seleccionan de la trayectoria en un intervalo especifico y, de forma
predeterminada, los frames se superponen antes de calcular el RMSD. A
continuacion, la matriz RMSD se utiliz6 en el método de agrupamiento por
propagacion de afinidad, el cual toma como entrada medidas de similitud entre pares
de puntos de datos, con un numero maximo de agrupaciones especificado. Los

resultados incluyen un marco representativo de cada grupo (Frey y Dueck , 2007).

Cuadro 9. Eleccion del cluster representativo de las variantes.

) ] Total de Total de conformaciones en )
Variante Frecuencia Frame Tiempo
clusteres cada cluster
a1B2y2 6 31 17y 14 732 219.ns
02B3y2 8 46 17,15y 14 776 232.8 ns
asPay2 9 44 17,15y 12 927 278.1ns
asPay2 10 35 13,12y 10 820 245.7 ns

En el cuadro 10 se muestran las evaluaciones de la calidad del complejo aifzy2 en
el tiempo cero (F1), cluster representativo (C1) y la estructura final de la trayectoria
(F1001) en el servidor web MolProbity.
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Cuadro 10. Calidad de las variantes en diferentes tiempos.

Variante Estructura Rotameros Ramachandran | Ramachandran 7 score
aceptables (%) | favorecidos (%) atipicos (%)

F1 8.21 78.62 5.78 -5.39+0.13
al1B2y2 C1l 4.80 83.02 2.63 -4.94+0.13
F1001 4.85 82.89 2.76 -5.00+0.13
F1 7.61 80.05 5.32 -5.20+0.14
azPBsy2 C1l 5.09 84.95 3.47 -4.79+0.14
F1001 4.84 84.07 3.24 -4.65+0.14
F1 8.21 83.02 5.78 -4.94+0.13
asP2y2 C1 4.80 78.62 2.63 -5.39+0.13
F1001 4.85 82.69 2.76 -5.00+0.13
F1 8.21 78.62 5.78 -4.94+0.13
asPsy2 C1 4.80 83.02 2.63 -5.39+0.13
F1001 4.85 82.89 2.76 -5.00+0.13

Se alinearon los tres complejos en Pymol para conocer sus RMSD (cuadro 11), esto
con la finalidad de buscar diferencias significativas entre las distancias de cada

variante a diferentes tiempos.

Cuadro 11. Alineacion de las variantes a diferentes tiempos.

Variante Pentameros alineados RMSD (A)
aiBay2 Cl/F1 3.793
F1001/F1 3.691
C1/F1001 1.764
o2Bay2 Cl/F1 3.643
F1001/F1 3.787
C1/F1001 1.643
asP2y2 C1/F1 4,759
F1001/F1 4.881
C1/F1001 1.405
asBay2 Cl/F1 4.276
F1001/F1 4.252
C1/F1001 1.602

Las alineaciones nos demuestran que tan parecida es una estructura con otra.
Podemos observar en el cuadro 11 en los RMSD de las comparaciones del cluster 1

con el frame 1, y el frame 1 con el dltimo frame, que hay diferencias significativas
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entre esas estructuras, ya que su RMSD es mayor a 2 A. Por otro lado, en la
comparacion entre el clister 1 con el dltimo frame, no hay diferencias significativas
ya que su RMSD es muy pequefio, por lo cual podriamos decir que la estructura del
cluster 1 es parecida a la del dltimo frame. Con la informacion obtenida del clustering
y del alineamiento, se decidio utilizar la estructura del clister uno para cada variante

para realizar los calculos posteriores.

5.2 Identificacién del sitio y forma de unién de los ligandos selectos por
acoplamiento molecular.

5.2.1 Identificacion del modo de union de GABA y padsevonil por acoplamiento
molecular.

Se realizaron los acoplamientos moleculares con las coordenadas de los PDB
obtenidos de las cristalografias 6X3X para GABA, y 6X3Z para padsevonil, ligando
gue se ha demostrado que se une al sitio comun de benzodiazepinas (Niespodziany
y col., 2020). Para este ultimo caso se utilizaron las coordenadas de la molécula
unida en la variante ai132y2 para las simulaciones de dinAmica molecular en el resto
de las variantes. En el caso de GABA, se usaron las conformaciones mas cercanas
a los ligandos de la cristalografia (ver Cuadro 12) para construir los complejos de los

siguientes célculos.

Cuadro 12. Resultados de acoplamiento molecular.

Docking score (kcal/mol)

Pentamero GABA 1 GABA 2 Padsevonil
a1B2y2 -4.09 -4.66 Best Cluster -4.43
az2B3y2 -3.43 -3.39
a3Pay2 -3.80 -5.17
03Pay2 -4.39 -3.92

5.2.2 Optimizacién de los complejos ligando-receptor por simulaciones de
dindmica molecular.
Se realizaron simulaciones de dinamica molecular de 100 ns utilizando el clister 1

de la dinamica anterior del pentamero solo, con GABA, con padsevonil, y con GABA
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y padsevonil. Los analisis de trayectoria se realizaron en el modulo Simulations

Interactions Diagram en Maestro para cada variante con todos los experimentos.

RMSD dinamica molecular 100ns de a1p2y2

RMSD (A)

O 00 O T ANO VWO ST NOOWOITTNONM O ITITNON OSSN O
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Frames
o500 e gaba padsevonil e gaba-pad

Figura 5. RMSD de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero ai12y2cony

sin ligandos.

Para el complejo aiBzy2, la grafica de RMSD de la figura 5 demostr6 que el pentdmero
solo se estabiliza alrededor de los 70ns, en comparacién con los demas
experimentos, tarda mas en estabilizarse en ausencia de ligandos. Por otro lado,
podemos observar que en presencia de GABA, padsevonil, y GABA con padsevonil,
el pentdmero llega a un estado de convergencia alrededor de los 15 ns, y los cambios

posteriores que presentan son minimos.
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RMSF dinamica molecular 100ns de a132y2
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Figura 6. RMSF de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero aif2y2cony

sin ligandos.

La grafica de RMSF de la figura 6 nos muestra el movimiento de los carbonos alfa
de esta variante a lo largo de las simulaciones de dinamica molecular, en presencia
y ausencia de ligandos. En el cuadro 13 se muestran los giros representativos de
cada subunidad de cada experimento estudiado para esta variante. Podemos
observar que, globalmente, aparenta haber menos giros y con un RMSD menor en
la subunidad gama de esta variante en los distintos experimentos. Cuando esta
variante se encuentra en ausencia de ligandos, sus residuos se mueven mas en
comparacién al comportamiento que observamos cuando se encuentra con GABA,
donde se mueven menos residuos. También podemos apreciar que hay
coincidencias en los movimientos de algunos residuos para cada experimento (las
cuales se marcan en amarillo), por ejemplo, para la cadena A, el residuo ASP345
sobresale en los experimentos del pentamero solo, con padsevonil, y con GABA y
padsevonil, y VAL349 en el pentamero solo y con GABA,; para la cadena B, GLU410
en el perntamero solo, con padsevonil, y con GABA y padsevonil, LYS412 en el
pentamero solo, con GABA y con padsevonil, VAL484 para el pentamero solo y con
padsevonil, y LEU409 para el pentamero con padsevonil y con GABA y padsevonil.

Estas coincidencias de movimientos de residuos en cada experimento corresponden
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a distintas zonas del receptor, como, los de la cadena A, B, C y G (subunidad alfa,

beta, alfa y gama, respectivamente) corresponden a residuos del dominio

citoplasmatico de cada subunidad, y los de la D corresponden al dominio extracelular

de la subunidad beta.

Cuadro 13. Movimientos representativos de la variante aif2y2 con y sin ligandos.

a1B2Y2 solo 0132Y2 con GABA 0132Y2 con padsevonil 0132Y2 con GABA y padsevonil
pY) py) pY) By
2 g = 3 = = 2 = = 3 2 =
D o > 5 o > D o > @ o >
GLY106 3.14 A VAL349 | 3.15 A ASP345 | 2.32 TRP344 3.00
GLN231 2.59 GLN456 | 4.42 LYS347 | 2.50 ASP345 3.82
SER233 3.14 B | LYS412 | 6.18 ASP196 | 2.55 LYS347 4.16
TYR342 2.59 C GLN28 7.61 ASN197 | 2.44 VAL349 2.98
A TRP344 4.27 SER26 8.67 LEU409 | 2.99 A LYS353 2.25
ASP345 541 D VAL135 | 2.31 GLU410 | 3.20 SER392 2.48
VAL349 4.16 PHE224 | 2.83 B | LYS412 | 3.86 LYS411 2.72
VAL350 3.36 GLY425 | 4.01 ALA416 | 2.90 HIS455 2.92
LYS353 2.40 ALA50 3.50 ILE487 3.10 GLY344 2.26
GLU399 2.68 G | GLY64 3.88 LEU481 | 2.57 LEU409 3.19
PHE330 2.12 HIS435 2.65 VAL484 | 3.06 B GLU410 3.19
GLY332 2.45 TRP344 | 2.37 ALA471 2.81
GLY334 2.74 c LYS347 | 2.85 GLN473 2.64
GLU410 2.64 GLY385 | 2.72 THR482 3.44
LYS412 2.74 THR404 | 2.18 GLY346 2.48
B ASN413 2.73 VAL223 | 2.18 TRP344 2.69
PHE451 2.64 SER228 | 3.37 c GLY385 3.11
GLY452 291 D | PHE224 | 3.57 PHEA413 2.58
THR482 3.07 TYR229 | 2.67 PHE224 2.72
VAL484 3.15 GLY423 | 3.05 D SER407 2.29
ASNA485 2.82 ASN393 | 2.44 SER429 3.05
SER233 2.48 G ILE438 3.91 MET391 2.98
c SER415 3.66 ALA439 | 4.54 G ASN393 2.67
VAL416 2.60 ARG433 2.68
ALA451 2.59
THR134 3.70
ASP356 2.33
VAL357 3.34
ILE411 2.98
D LYS412 3.33
GLU414 3.37
ASP426 3.58
SER429 2.14
TRP490 2.14
G GLY432 3.36
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ARGA433 2.87

HIS435 2.52

Figura 7. Diagrama de interacciones proteina-ligando de las dinamicas moleculares

de 100ns del pentamero aif2y2 con ligandos.

En lafigura 7, la seccion A corresponde a la dinamica molecular 100ns del pentamero
a1B2yz2 con los ligandos GABA, los cuales forman puentes de hidrégeno con los
residuos ASP211 y ARG214 de la cadena A, GLU177 y ASN381 de la cadena B,
ASN143 y ARG159 de la cadena C, LEU123 y ASP125 de la cadena D. La seccion
B corresponde a la dinamica con padsevonil, que forma una interaccion de tipo pi-pi
con PHE116 de la cadena G, y se encuentra cerca del residuo PHE127 de la cadena
C. La seccion C corresponde a la dindmica con GABA y padsevonil, donde los
ligandos GABA forman puentes de hidrogeno con los residuos ARG214 de la cadena
A, LEU123 y GLU177 de la cadena B, ARG74 y THR75 de la cadena C, LEU123,
ASP125 y GLY380 de la cadena D, por otro lado, Padsevonil se encuentra cerca del
residuo PHE116 de la cadena G.

Se han reportado que existen residuos importantes para la union de GABA, que
corresponden a: TYR157, THR160, THR202 y TYR205 en la subunidad beta, y
PHEG64 para la subunidad alfa. Por otro lado, los residuos importantes para la union
a benzodiazepinas en su sitio conservado son: HIS102 y GLY201 en la subunidad
alfa, y los residuos PHE77, MET130 y THR142 de la subunidad gama. Se sabe
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también que hay residuos que influencian en la afinidad de las benzodiazepinas a su
sitio, como lo son: TYR159, TYR161, THR162, THR206, TYR209 y VAL211 en la
subunidad alfa, y los residuos LYS41-TRP82 y ARG114-ASP161 en la subunidad
gamma 2 (Mehta y Ticku, 1999). En contraste con los resultados del diagrama de
interacciones para esta variante podemos observar que nuestros ligandos no forman
interacciones con los aminoacidos reportados importantes para la union de GABA y

de benzodiazepinas con padsevonil.

Para obtener la conformacion mas representativa de la trayectoria se usé el médulo
Desmond Trajectory Clustering de Maestro como se muestra en el cuadro 14, donde
podemos ver que la estructura representativa se encuentra alrededor de los 70 ns
para los experimentos del pentamero solo y con GABA, y alrededor de los 90 ns para

los experimentos con padsevonil y GABA con padsevonil.

Cuadro 14. Eleccién del cluster representativo del pentamero aifzye.

Total de
. . Total de . .
Experimento Frecuencia , conformaciones en Frame Tiempo
clusteres ,
cada cluster

a1B2Y2 solo 9 22 12y 10 711 71ns
0132Y2 con GABA 10 30 13,9y 8 760 75.9 ns
GlBZYZ con padsevonil 9 42 16, 14 y 12 927 92.6 ns

G12yz2 con casay 8 26 14y12 920 92 ns

padsevonil

Cuadro 15. Calidad del pentamero ai1f2y2 a diferentes tiempos.

Experimento Tiempo Rotdmeros Ramachandran Rartlgchandran 7-score
aceptables (%) favorecidos (%) atipicos (%)

F1 7.04 80.22 4.84 -5.21+0.14
a1B2y2 solo C1l 5.52 83.16 3.33 -4.85+0.14
F1001 6.26 83.02 3.78 -5.13+0.13
F1 6.80 82.04 4.31 -5.25+0.13
a1B2Y2 con GABA C1 5.12 82.71 3.51 -5.03+0.14
F1001 5.57 82.01 4.04 -5.12+0.13
F1 7.49 82.58 4.53 -5.06+0.14
a12Y2 con padsevonil C1 5.62 82.40 4.36 -4.74+0.14
F1001 6.16 83.91 3.16 -4.82+0.14
F1 6.75 81.07 4.62 -5.15+0.14
a1ayz concaBay -~y 6.35 82.58 3.64 ~4.90%0.14
padsevon F1001 5.96 82.84 3.64 -4.78+0.14
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Figura 8. RMSD de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero a23y2cony

sin ligandos.

Para el complejo azB3y2, podemos observar en la figura 8 que esta variante en
ausencia de ligando se estabiliza alrededor de los 70 ns y tiene un cambio minimo
en los ultimos 10 ns. Por otro lado, cuando el receptor se encuentra con ligandos, su
RMSD se estabiliza alrededor de los 60 ns. para este caso podriamos concluir que

el receptor tarda menos en estabilizarse en presencia de ligandos.

RMSF dindmica molecular 100ns de a233y2
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Figura 9. RMSF de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero azBsyzcony
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sin ligandos.

La grafica de RMSF de la figura 9 nos muestra el movimiento de los carbonos alfa
de esta variante a lo largo de las simulaciones de dinamica molecular, en presencia
y ausencia de ligandos. Podemos observar que, en presencia de GABA y de GABA
con padsevonil el receptor presenta mayor movimiento que cuando el receptor se
encuentra solo o con padsevonil. En el cuadro 16 se muestran los cambios
representativos de cada subunidad de cada experimento estudiado para esta
variante, y marcados en amarillo las coincidencias de movimientos de residuos para
cada experimento. Podemos apreciar que en la cadena A el residuo VAL321 coincide
en el experimento del pentamero solo y con GABA y padsevonil, y el residuo VAL421
en el pentamero solo y con padsevonil; en la cadena B los residuos ALA201 y
ASN341 coinciden en el pentdmero solo y con padsevonil; en la cadena C GLY318
y LYS319 para el pentamero solo, con padsevonil, y solo este ultimo residuo en el
experimento con GABA y padsevonil; para la cadena D, LYS315 para los
experimentos del pentamero con GABA y el pentamero con padsevonil, GLY359 para
el pentamero solo, con GABA y con GABA y padsevonil, ILE360 para el pentamero
con GABA y con GABA y padsevonil. Para la cadena G, GLY393 para el pentdmero
solo y con padsevonil, ARG394 para el pentdmero solo, con GABA y con GABA y
padsevonil. Estos aminoacidos que coinciden en los distintos experimentos
pertenecen a distintas zonas del receptor, como, los de la cadena A (subunidad alfa)
a los segmentos transmembrales 3 y 4 de dicha subunidad, los de la cadena B
(subunidad beta) corresponden al segmento extracelular y al segmento
transmembrana 3 de dicha subunidad, los de la cadena C y D (subunidades alfa y
beta respectivamente)al segmento citoplasmatico y el segmentro transmembranal 3
de ambas subunidades, y los residuos los de la cadena G (subunidad gama) al
segmento citoplasmatico de dicha subunidad.
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Cuadro 16. Movimientos representativos de la variante azpBsy2 con y sin ligandos.

o

® L.
/“\/K./v

&

GZBSYZ solo GZB3Y2 con GABA GZBSYZ con padsevonil GZB3Y2 con GABA y padsevonil
& o = O Py 2 0O pe 2 o - P
?%) 4] 7 a 3 7 2 3 % g o =
> c ) g g- 1 g 8_ :I;I @© =X TI
L 2B s =P s | 2||B] § |=

VAL321 | 2.11
ASP324 | 2.57 A ZRL%;; ;ié 'T‘\H(zzz; 2?2 GLY318 | 3.21
LYS325 | 2.89 B | GLY392 | 2.62 A [ Asnaiz | 286 VALS21 | 3.34
A | GLU328 | 2.15 C [ sErRi75 | 222 oLva0 (343 A | VAL322 | 3.04
ARG415 | 2.34 ALAT3 | 211 YAV | 585 LYS375 | 2.88
VAL421 | 3.78 GLN312 | 2.46 AWEEl | 15 ALA379 | 3.14
PRO423 | 3.36 YS315 | 393 SRo3LL | 246 GLY308 | 2.16
ALA201 | 2.11 D [AsnNza1 (345 8 Va336 307 PRO311 | 2.34
g | ASN341 | 311 GLY359 | 258 AlAs3s | 331 B | LEU344 | 2.33
ILE342 | 2.36 ASP362 | 2.79 e T ARG378 | 2.41
ILE360 | 2.20 SER381 | 2.62
ILE360 4.41 GLY313 | 2.33
GLY318 | 2.16 ASN336 | 2.10 C | 6GLY318 | 2.62 c [ VALs2l | 2.52
LYS319 | 3.78 vS332 | 251 —— BT LYS319 | 3.10
C | VAL321 | 4.14 PRO337 | 2.60 Veais [250 GLN312 | 2.23
PRO417 | 2.56 PRO339 | 2.05 VS350 [ 277 o | SERS57 | 3.40
VAL418 | 3.25 G GIN3sl | 211 D 338 388 GLY359 | 4.16
ALA201 | 2.74 MET352 | 2.43 is339 1 239 ILE360 | 3.81
THR202 | 3.27 GLY393 | 252 Sivo69 | 283 G GLU364 | 2.66
D ALA324 | 2.23 ARG394 | 2.60 G | HIS396 | 2.58 ARG394 | 3.00
GLY359 | 3.27 BEEE 51t
THR363 | 2.43
ASP416 | 2.14
THR278 | 2.57
G GLY393 | 3.28
ARG394 | 4.39
ILE397 | 3.63
) A B C

(o

Figura 10. Diagrama de interacciones proteina-ligando de las dinamicas
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moleculares de 100ns del pentamero azBsy2 con ligandos.

La seccion A de la figura 10 corresponde a la dindmica molecular 100ns del
pentamero azB3y2 con los ligandos GABA, los cuales forman puentes de hidrégeno
con los residuos ARG66 y ARG119 de la cadena A, GLU155, TYR157, PHE200 y
TYR205 de la cadena B, ASN87 de la cadena C, ASP95 Y TYR157 de la cadena D.
La seccién B corresponde a la dindmica con padsevonil, que forma una interaccion
de tipo pi-pi con TYR58 de la cadena G, y otra de tipo puente de hidrogeno con
LYS203 de la cadena C. La seccion C corresponde a la dindAmica con GABA y
padsevonil, donde se demuestra que solo interactia uno de los ligandos GABA
formando puentes de hidrégeno con los residuos LEU85, ANS87, LYS116 y LEU188
de la cadena C, ASP95 de la cadena D. Padsevonil interactia con TYR58 de la
cadena G.

Los residuos TYR157 y TYR205 de las cadenas B y D que forman interacciones con
los ligandos GABA en la seccion A (que corresponden a subunidades beta) son
aminoécidos importantes para la union de GABA reportados en la bibliografia. Por
otro lado, en la seccion B podemos observar que padsevonil forma interacciones con
el residuo LYS203 de la cadena C (correspondiente a una subunidad alfa), el cual no
se ha reportado como relevante, pero se encuentra bastante cercano a GLY201 el
cual es un residuo importante para la unién de benzodiazepinas (Mehta y Ticku,
1999). Para obtener la conformacién mas representativa de la trayectoria se uso el
modulo Desmond Trajectory Clustering en Maestro. Como se muestra en el cuadro
17, las estructuras representativas de los experimentos se encontraron en su
mayoria después de la mitad del tiempo de simulacién (el pentamero solo, con
padsevonil, y GABA con padsevonil a los 88, 84.5 y 63.9 ns respectivamente), por
otro lado, en el experimento del pentdmero con GABA esta se encontr6 a los 44.6

ns.
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Cuadro 17. Eleccion del cluster representativo del pentamero a2B3y-.

. . Total de Total de conformaciones .
Experimento Frecuencia , , Frame Tiempo
clisteres en cada cluster
a233y2 solo 10 22 10y 12 880 88 ns
02P3Y2 con GABA 3 35 19y 16 447 44.6 ns
GZBSYZ con padsevonil 9 36 16, 10 Yy 10 846 84.5ns
Gzsy2 con GaBA 10 20 11y9 640 63.9 ns
padsevonil

Cuadro 18. Calidad del pentamero a2f33y2 a diferentes tiempos.

Experimento Tiempo Rotameros Ramacl_wandran Ramgchandran 7-score
aceptables (%) favorecidos (%) atipicos (%)

F1 6.74 83.46 3.75 -5.12+0.13
a2B3y2 solo C1 4.84 84.66 3.15 -4.98+0.14
F1001 4.84 84.66 3.01 -4.80+0.14
F1 6.07 82.99 3.75 -5.25+0.13
0233Y2 con GABA C1 4.84 84.01 3.10 -4.58+0.14
F1001 5.71 84.24 2.97 -4.79+0.14
F1 6.74 83.09 3.61 -4.88+0.14
0233Y2 con padsevonil C1 5.35 85.82 2.69 -4.76+0.14
F1001 5.71 84.29 3.15 -4.70+0.15
2332 con GABA Y F1 6.12 83.18 4,12 -4.94+0.14
padsevonil C1 5.61 83.97 3.10 -4.89+0.14
F1001 5.76 84.40 3.34 -4.87+0.14

RMSD dinamica moelcular 100ns de a332y2
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Figura 11. RMSD de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero asf2y2 con

y sin ligandos.
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Para el complejo asB2y2 podemos observar en la figura 11, que el RMSD de este
complejo se estabiliza alrededor de los 30 ns en ausencia de ligandos. En
comparacién a su estabilizacion en presencia de ligandos podemos ver que el
receptor llega a un estado de convergencia a partir de los 60 ns. Para esta variante
podemos concluir que se estabiliza mas rapido en ausencia de los ligandos

seleccionados.

RMSF dindmica molecular 100ns de a332y2

10

RMSF (A)

NS < 0W!mANQW®MO
ONOIFTMHANO DO N LN
AN MmN O ON©

Residue index

<
<
S
i

1131
1218
1305
1392
1479
1566
1653
1740
1827
1914
2001
2088
2175
2262

o500 e gaba padsevonil e gaba-pad

Figura 12. RMSF de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero asf2y2 con

y sin ligandos.

En la grafica de RMSF de la figura 12 podemos observar que, en presencia de
ligandos el receptor presenta movimientos mas grandes que en ausencia de ellos;
por lo que podemos decir que presenta mayor niumero de aminoacidos con gran
movimiento cuando se encuentra solo. En el cuadro 19 se muestran los giros
representativos de cada subunidad de cada experimento estudiado para esta
variante. En esta variante también podemos apreciar coincidencias en residuos
(marcados con amarillo) que se mueven significativamente para algunos
experimentos por ejemplo, para la cadena A, el residuo THR395 para el experimento
de la variante sola, con GABA, y con padsevonil, ILE398 para el pentamero solo y

con GABA, GLY400 para el pentamero con GABA y el pentamero con padsevonil;
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para la cadena B, THR226 para el pentamero con padsevonil y el pentamero con
GABA y padsevonil; para la cadena C, LYS373 para el pentamero solo, con
padsevonil, y con GABA y padsevonil, THR444 para el pentamero con padsevonil, y
el pentdmero con GABA y padsevonil; para la cadena D, el residuo GLY334 para el
pentamero con GABA y el pentamero con padsevonil, ALA471 para el pentdmero
con GABA, y con GABAGAB y padsevonil; y para la cadena G, el residuo GLY427
para el pentdmero con padsevonil, y el pentamero con GABA y padsevonil. Estos
residuos que coinciden en los distintos experimentos de esta variante, en la cadena
A, C, Dy G (subunidades alfa, alfa, beta y gama, respectivamente) corresponden al
segmento citoplasmatico, y los residuos de la cadena B (subunidad beta) al

segmento extracelular de dicha subunidad.

Cuadro 19. Movimientos representativos de la variante aspzy2 con y sin ligandos.

GSB3Y2 solo G3BZY2 con GABA G3BZY2 con padsevonil GSB2Y2 con GABA y padsevonil
0 Py 2 0 o 2 o P Y Q Y 2
© @ = & D = & @ = 8 ® 0
(=} 24 (%) o 2 () o 0 w ) = T
g 2 2 g g B g g I 2 s >
D e > o S :\)30 o ) :)>o © =

PRO394 | 3.15 LYS372 | 2.20 GLY226 | 3.29
LYS382 | 2.74 A SER336 | 2.79
THR395 | 3.41 GLU376 | 2.48 :
ALA389 | 3.55 ILE461 2.85
SER397 | 3.98 ALA377 | 3.12 SER393 | 3.78 :
A . THR226 | 3.03
ILE398 3.57 MET380 | 3.51
A THR395 | 2.43 ARG333 | 3.32
THR401 | 2.37 ALA387 | 2.45 :
GLY400 | 3.06 LYS363 | 2.79
GLY459 | 2.63 THR395 | 2.30 :
SER414 | 2.60 ILE365 276
SER329 | 2.70 A ILE398 2.44 B :
ALA424 | 3.71 ARG466 | 2.32
GLU332 | 2.61 GLY400 | 2.57 :
VAL223 | 4.03 PRO479 | 3.14
B SER333 | 2.85 ILE430 2.07 :
THR226 | 5.75 ILE478 293
VAL336 | 3.27 ALA484 | 2.36 :
ASP399 | 4.18 ASP283 | 261
ASN341 | 3.42 ILE485 2.78 :
PRO480 | 3.99 GLY226 | 2.95
ASN200 | 3.05 GLY487 | 2.92 :
VAL421 | 3.11 ASN228 | 5.76
GLY343 | 2.17 ARG490 | 4.78 B :
GLY423 | 4.19 LYS229 | 4.24
LYS362 | 3.31 VAL202 | 2.56 :
GLY425 | 4.07 LYS373 | 4.89
SER365 | 3.38 SER225 | 2.90 C :
ASP426 | 3.25 VAL374 | 4.16
LYS373 | 2.45 SER228 | 2.39 :
LEU481 | 4.19 THR415 | 2.66
TYR375 | 3.64 TYR362 | 2.29 ASP483 | 3.12 :
C : GLU445 | 2.65
PRO376 | 3.97 ASP399 | 2.54
B ASN327 | 2.47 THR444 | 3.45
ASN378 | 3.49 PRO400 | 2.74 :
GLY371 | 3.42 THR226 | 2.40
LYS381 | 4.01 SER407 | 2.22 :
LYS373 | 4.27 PHE331 | 2.72
ASP382 | 4.49 MET415 | 3.37 c D :
GLU376 | 2.97 ARGA470 | 3.50
LEU379 | 4.82 ALA416 | 3.54 :
LYS390 | 3.65 SER418 | 2.59 THR444 | 3.23
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ALA392 | 2.61 VAL484 | 2.92 VAL135 | 3.64 GLN473 | 4.00
ARG462 | 3.48 ARG489 | 3.00 SER225 | 2.53 ALA378 | 3.21
LYS363 | 3.36 THR384 | 2.08 D | ARG333 | 3.93 G ILE389 2.26
GLY171 | 2.83 C ILE489 2.94 GLY334 | 3.79 TRP429 | 2.27
ASP172 | 2.99 GLN492 | 3.81 MET422 | 4.18 GLY427 | 2.79
PRO311 | 2.04 PHE331 | 3.87 G GLY427 | 2.00
LYS320 | 2.68 GLY334 | 2.99 TYR466 | 2.24
D ILE342 | 3.89 MET415 | 3.36
LEU344 | 3.10 D GLY423 | 7.59
THR345 | 2.51 GLY425 | 6.10
ILE412 | 4.06 THR430 | 2.36
ILE414 | 3.06 ARG468 | 2.31
ASP192 | 2.47 ALA471 | 2.93
THR193 | 2.44 G | ARG437 | 2.56
VAL312 | 2.47
PRO326 | 2.26
G SER327 | 2.39
TRP390 | 2.24
ARG391 | 2.92
GLY393 | 4.21
HIS396 | 3.42
ILE394 | 3.50
A B C
? £ @

Figura 13. Diagrama de interacciones proteina-ligando de las dinamicas

moleculares de 100ns del pentamero asP2y2 con ligandos.

En la seccién A de la figura 13 corresponde a la dindmica molecular 100ns del
pentamero asP2y2 con los ligandos GABA, los cuales forman puentes de hidrégeno
con los residuos GLU11 y ARG184 de la cadena A, ARG33 y ASP115 de la cadena

C, LYS126 y SER128 de la cadena D. La seccion B corresponde a la dinamica con
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padsevonil, el cual no forma interacciones, pero se encuentra cerca de TYR97 de la
cadena G. La seccion C corresponde a la dindmica de GABA y padsevonil, donde
los ligandos GABA forman puentes de hidrogeno con los residuos ASP115, HIS162
y ARG184 de la cadena A, LYS126 de la cadena B, SER101 y ASP115 de la cadena
C, LYS126 y SER128 de la cadena D. Padsevonil interactia con TYR97, y se
encuentra cerca de TYR262 de la cadena G. Las interacciones observadas para los
experimentos de esta variante no se han reportado como relevantes en la
bibliografia. Para obtener la conformacion méas representativa de la trayectoria se usé
el médulo Desmond Trajectory Clustering. Como se observa en el cuadro 20, se
encontré una estructura representativa del pentamero solo a los 40.9 ns, por otro
lado, para el resto de los experimentos, estas se encontraron mas cercanas al final
de la simulacion, es decir, el pentdmero con GABA a los 95.9 ns, con padsevonil a

los 71.9 ns, y GAPA con padsevonil a los 91.8 ns.

Cuadro 20. Eleccion del cluster representativo del pentamero asB2ye.

. . Total de Total de conformaciones .
Experimento Frecuencia , , Frame Tiempo
clusteres en cada cluster
a3P2y2 solo 10 24 13y 11 410 40.9 ns
a3P2Y2 con GABA 3 50 15,12,12y 11 966 95.9 ns
GSBZYZ con padsevonil 10 26 15 y 11 720 71.9ns
a3B2Y2 con GABA Y 6 30 17y 13 918 91.8 ns
padsevonil
Cuadro 21. Calidad del pentdmero asf2y2 a diferentes tiempos.
Experimento Tiempo Rotameros Ramachandran Rarr)qchandran 7_score
aceptables (%) favorecidos (%) atipicos (%)
F1 6.67 80.95 3.71 -5.01+0.13
a3P2y2 solo C1 4.75 82.28 2.89 -5.13+0.13
F1001 4.94 83.02 2.72 -4.94+0.13
F1 5.47 82.04 3.75 -5.25+0.13
03B2Y2 con GABA C1 4.13 82.71 3.15 -5.03+0.14
F1001 5.09 82.01 3.28 -5.1240.13
F1 6.57 82.41 3.84 -5.02+0.14
asBzYz con padsevonil C1l 5.13 83.58 3.62 -4.52+0.14
F1001 571 84.01 2.67 -4.77+0.13
03B2Y2 con GABAY F1 6.29 80.99 3.71 -5.01+0.13
padsevonil C1 5.47 83.10 2.89 -4,93+0.13
F1001 4.75 82.84 3.10 -4.57+0.14
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Figura 14. RMSD de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero asfsy2 con

y sin ligandos.

Para el complejo asfsy2, en la figura 14 podemos observar que esta variante llega a

un estado de convergencia a partir de los 70 ns en presencia y ausencia de ligandos.

RMSF dinamica molecular 100ns a333y2
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Figura 15. RMSF de las dinamicas moleculares de 100ns del pentamero asfsy2 con
y sin ligandos.

53



La grafica de RMSF de la figura 15 nos muestra los movimientos de los carbonos
alfa de esta variante a lo largo de las simulaciones de dinamica molecular, en
presencia y ausencia de ligandos. Podemos observar que, en presencia de los
ligandos el receptor presenta mayor cantidad de aminoacidos con mayor movimiento
gue en ausencia de ligandos. En el cuadro 22 se muestran los movimientos
representativos de cada subunidad de cada experimento estudiado para este
complejo. En esta variante también encontramos coincidencias de residuos
(marcados con amarillo); por ejemplo, para la cadena A, el residuo SER397 para el
pentamero solo, con GABA y con GABA y padsevonil, SER398 para el pentamero
solo y con GABA, PRO400 para el pentamero con GABA y con GABA y padsevonil,
THR401 para el pentdmero solo y con GABA; para la cadena B, VAL199 para el
pentamero con GABA, con padsevonil, y con GABA y padsevonil, ALA201 y 202 para
el pentamero con GABA y el pentamero con padsevonil, SER333 y 336 para el
pentamero solo y con padsevonil, LYS413 para el pentdmero con GABA y el
pentamero con GABA y padsevonil, ILE414 para el pentamero con GABA y el
pentdmero con padsevonil; para la cadena C, el residuo GLY343 para el pentdmero
solo, con GABA, y con GABA y padsevonil, LYS345 para el pentamero con
padsevonil y con GABA y padsevonil, VAL346 para el pentamero con GABA vy el
pentamero con padsevonil, LYS353 para el pentamero con GABA y con GABA y
padsevonil, TYR375 y PRO376 para el pentamero solo y con GABA, LEU379 para el
pentdmero solo y con GABA y padsevonil, LYS390 para el pentamero solo y con
GABA,; para la cadena D, ILE414 para el pentAmero solo, con GABA y con GABA 'y
padsevonil; y para la cadena G, ASP192 y VAL312 para el pentamero solo y con
padsevonil, HIS396 para el pentamero solo, con GABA, y el pentamero con
padsevonil. Los residuos que coinciden en movimientos de la cadena A (subunidad
alfa) corresponden al segmento citoplasmatico de la subunidad, los residuos de la
cadena B (subunidad beta) corresponden al segmento extracelular y al
citoplasmatico de dicha subunidad, los de la cadena C (subunidad alfa) al segmento
transmembranal 3 y al segmento citoplasmatico de la subunidad, los de la cadena D
(subunidad beta) al segmento citoplasmatico de la subunidad, y los de la cadena G

(subunidad gama) al segmento extracelular, al segmento transmembranal 2 y al
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segmento citoplasmatico de la subunidad.

Cuadro 22. Movimientos representativos de la variante asBay2 con y sin ligandos.

a3B3Y2 solo a3B33Y2 con GABA 0333Y2 con padsevonil 0333Y2 con GABA y padsevonil
o) 4 g
a 4 %) @ a m < 2 :I-I\ o o T
e g | T |||&8]| & > PlLs |z’ 5 | =
D o T — =
~ PRO400 | 2.61 A | GLU384 | 2.09 PRO257 | 2.88
PRO394 | 3.15 SER397 | 3.43 MAIRTED | 2.48 CYS258 | 2.42
PRO395 | 3.41 A 'SER398 | 3.16 SIECEEN | 3.42 ASN369 | 2.85
, | SER397 [ 398 THR401 | 252 Ml EWE | 3.42 THR367 | 3.50
SER398 | 3.57 VAL199 | 2.01 ALA318 | 2.08 ILE370 | 2.94
THR401 | 2.37 ALA201 | 2.88 GLU322 | 4.70 A [GLY391 | 425
GLY459 | 2.63 ALA202 | 2.79 B | EESSEE | 5.62 SER397 | 3.44
SER329 | 2.70 ILE305 | 2.14 ARGS55 | 2.54 PRO400 | 2.96
GLU332 | 2.61 LEU343 | 2.33 MASSSE | 3.11 VAL445 | 3.14
B | SER333 | 2.85 B | VAL349 | 2.88 MET382 | 3.11 TYR450 | 2.72
VAL336 | 3.27 GLU355 | 352 LYS413 | 2.74 ALA456 | 2.95
ASN341 | 3.42 SER357 | 459 ICEa#d | 2.91 VAL199 | 3.19
ASN200 | 3.05 GLY361 | 258 SER230 | 341 GLY308 | 2.33
GLY343 | 2.17 LYSa13 | 248 ARG228 | 2.56 GLY310 | 3.47
LYS362 | 3.31 ILE414 | 2.72 TRP339 | 3.81 ARG313 | 3.17
SER365 | 3.38 VAL346 | 3.16 c | BLus4z | 4.35 B "ALA338 [ 277
THR373 | 2.45 GLY343 | 353 ERIES | 3.5/ LYS411 | 2.64
TYR375 | 3.64 GLU351 | 2.21 BiEREs | 3.36 LYSa13 | 3.17
PRO376 | 3.97 LYS353 | 2.75 MALSLS | 285 ASP416 | 3.25
C | ASN378 [ 3.49 LYS354 | 3.01 GLUAal7 | 2.39 GLU342 | 4.41
LYS381 | 4.01 THR356 | 2.48 p | 1HR202 | 3.20 GLY343 | 4.94
ASP382 | 4.49 VAL371 | 2.73 SN | 243 LYS345 | 4.70
LEU379 | 4.82 c [TYR375 | 2.11 MRS | 3.36 GLU348 | 3.33
LYS390 | 3.65 PRO376 | 2.00 MEESEZ | 2.95 GLU351 | 3.77
ALA392 | 2.61 ASP382 | 2.17 ASN354 | 2.26 C Ivs3ss [ 438
ARG462 | 3.48 LYS390 | 2.30 HIS357 | 3.11 PRO357 | 3.72
LYS363 | 3.36 ALA396 | 2.75 G | GLNS359 | 4.75 LEU379 | 4.34
GLY171 | 2.83 GLU417 | 2.95 ASP362 | 6.56 PHE385 | 3.78
ASP172 | 2.99 THR420 | 3.30 ARG391 | 2.83 ALA393 | 556
PRO311 | 2.04 MET460 | 2.75 ARG394 | 2.21 ALA322 | 2.34
LYS320 | 2.68 GLY308 | 2.08 WSS9E | 2.84 ASP337 | 2.38
D [ ILE342 | 3.89 2RG300 | 2.17 D [ ASN341 | 3.42
LEU344 | 3.10 GLY358 | 4.12 ILE414 | 3.79
THR345 | 2.51 D | GLY359 | 3.89 LYS411 | 4.53
ILE412 | 4.06 GLY361 | 2.23 THR281 | 2.34
ILE414 | 3.06 ILE414 | 4.18 G | LEu287 | 3.05
ASP192 | 2.47 SRO41E | 358 LEU287 | 3.05
THR193 | 2.44 VAL302 | 2.40
G | VAL312 | 2.47 ALA338 | 2.35
PRO326 | 2.26 C 'MET352 | 2.6
SER327 | 2.39 ALA355 | 2.77
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TRP390 | 2.24 HIS357 | 3.98
ARG391 | 2.92 GLN359 | 5.63
GLY393 | 4.21 ASP362 | 10.09
HIS396 | 3.42 GLU363 | 2.93

ILE394 | 3.50 HIS396 | 2.33

ILE399 2.65

SER404 | 2.65

A B

ARG H

o ~7

Figura 16. Diagrama de interacciones proteina-ligando de las dinamicas

moleculares de 100ns del pentamero asPsy2 con ligandos.

La seccion A de la figura 16 corresponde a la dinamica molecular 100ns del
pentamero asBsy2 con los ligandos GABA, donde solo interactia uno de los ligandos
formando puentes de hidrogeno con los residuos LYS23, ARG144 y ARG156 de la
cadena A, GLU155 y TYR157 de la cadena B. La seccion B corresponde a la
dinamica con padsevonil, el cual no forma interacciones con el receptor, y podemos
apreciar como la molécula esta expuesta con el disolvente. La seccion C corresponde
a la dindmica de GABA con padsevonil, donde los ligandos GABA forman puentes
de hidrégeno con los residuos SER21, LYS23 y ARG156 de la cadena A, GLU155y
TYR157 de la cadena B, ARG91 y ARG144 de la cadena C. Padsevonil interactia
con GLU225 y ARG228 de la cadena G.

El residuo TYR157 de la cadena que forman interacciones con los ligandos GABA

en la seccion A y C (que corresponden a subunidades beta) son aminoacidos
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importantes para la uniébn de GABA reportados en la bibliografia (Mehta y Ticku,
1999). El resto de las interacciones encontradas en los experimentos para esta
variante no se han reportado como relevantes en la bilbiografia. Para obtener la
conformacién mas representativa de la trayectoria se usé el médulo Desmond
Trajectory Clustering en Maestro. En el cuadro 23 podemos apreciar que en los
experimentos del pentdmero solo y con GABA, encontramos sus estructuras
representativas cercanas al inicio de la simulaciobn, con 46.9 y 27.8 ns
respectivamente, mientras que para los experimentos del pentdmero con padsevonil
y GABA con padsevonil encontramos sus estructuras representativas casi en la

ultima cuarta parte de la simulacion, a los 85.5y 71.9 ns respectivamente.

Cuadro 23. Eleccion del cluster representativo del pentamero asBaye.

. . Total de Total de conformaciones .
Experimento Frecuencia , , Frame Tiempo
clusteres en cada cluster
azB3y2 solo 5 38 15,12y 11 470 46.9 ns
a3B3Y2 con GABA 9 38 16,13y9 279 27.8ns
03[33Y2 con padsevonil 8 30 17 y 30 856 85.5ns
G3BSY2 con GABA y padsevonil 9 37 15, 12 y 10 720 719 ns

Cuadro 24. Calidad del pentamero asBay2 a diferentes tiempos.

Experimento Tiempo Rotameros Ramachandran Rartlgchandran 7-score
aceptables (%) favorecidos (%) atipicos (%)

F1 6.12 80.64 4.87 -5.18+0.13
a3P3y2 solo C1 5.12 83.44 3.71 -4.94+0.13
F1001 5.67 81.21 3.30 -4.88+0.14
F1 7.31 82.01 4.33 -4.82+0.14
03B3Y2 con GABA C1 5.82 82.77 3.48 -4.73+0.14
F1001 5.52 82.63 3.66 -4.89+0.14
F1 6.07 82.54 4.06 -4.82+0.14
03B3Y2 con padsevonil C1 4.93 82.81 4.06 -4.7610.14
F1001 4.93 82.86 3.88 -4.89+0.13
03B3Y2 con GABA Y F1 6.67 81.92 3.88 -5.02+0.14
padsevonil C1 5.27 84.29 2.68 -4.67+0.14
F1001 5.67 83.17 3.39 -4.66+0.14
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5.3 Cuantificacién del efecto de launion de los ligandos selectos a la estructura
del receptor.

5.3.1 Determinacion de la apertura del canal ibnico GABAa en presencia o
ausencia de ligandos.

Cuadro 25. Diferencias de &reas del analisis de apertura del poro a lo largo de la
dinamica molecular de 100ns.

Variante Solo (A?) Con GABA (A?) | Con padsevonil (A?) Con GABA(‘ Ayz)p adsevonil
a1Bay> 23.34 119.14 38.92 95.31
az2B3y2 39.99 336.54 64.74 149.55
asPay2 -5.34 43.433 31.14 29.77
azfay2 197.86 102.34 -7.81 233.62

Considerando que el receptor GABAa forma un pentamero, y que en la presencia de
agonistas este deberia abrirse (aumentar su area superficial), se calcularon las
distancias entre los segmentos transmembranales dos entre cada subunidad
adyacente, pues se ha demostrado que el movimiento de este segmento forma la
permeabilidad del poro para el paso de los iones cloruro (Chuang y Reddy, 2018),
para posteriormente calcular el area del poro a lo largo de la trayectoria de la
dindmica, y finalmente observar las diferencias entre las areas iniciales y finales del
receptor en ausencia y presencia de los ligandos seleccionados, y con esto poder
concluir si el comportamiento del poro corresponde a una apertura (cuando dicha
diferencia de areas sea positiva), 0 a un cierre (cuando dicha diferencia de areas sea

negativa).
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Analisis de areas a lo largo de la dindmica
molecular de 100ns de alp2y2

700

Area (A2

450

gaba padsevonil gaba-pad

Figura 17. Analisis de areas del pentamero aif32y2 en ausencia y presencia de

ligandos.

Podemos observar en la figura 17 que el area del pentdmero se mantiene con
cambios poco significativos durante la dinamica en ausencia de ligandos y en
presencia de padsevonil. Podriamos decir que hay “puntos de maxima apertura” (ver
cuadro 26) refiriéndonos al area maxima de apertura que alcanza el poro durante la
dinamica, siendo para este caso un area de 572.93 y 552.38 A2 en los experimentos
del pentamero solo y con padsevonil respectivamente. Por otro lado, si observamos
el comportamiento de las lineas correspondientes a GABA y GABA con padsevonil,
aparentemente el receptor comienza a abrirse desde los 0 ns hasta los 20 ns, para
posteriormente mantenerse abierto durante el resto de la trayectoria, obteniendo
puntos de méaxima apertura de 679.76 y 688.48 A2, respectivamente. Con ello
podriamos concluir que esta variante necesita de la presencia de su ligando natural
para poder mantenerse en un estado abierto. Ahora bien, si comparamos los estados
iniciales y finales del receptor en cada uno de sus experimentos (cuadro 24) se
observa que la diferencia de areas del poro en ausencia de ligandos y con padsevonil
es muy similar (23.34 A2y 38.92 A2, respectivamente). Sorprendentemente, cuando
el poro se encuentra con GABA y GABA con padsevonil, su diferencia de apertura
(119.14 y 95.317 A2, respectivamente) es hasta 5 y 4 veces mayor (se abre mas) que

cuando esta solo, y se mantiene asi durante el resto de la trayectoria. Por altimo,
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podemos observar que cuando el receptor esta en presencia de GABA con
padsevonil, mantiene un momento de “maxima apertura”, es decir, el momento en el
que el poro alcanza su maxima apertura para posteriormente comenzar a cerrarse
un poco, pero no por completo. Este fendmeno podemos observarlo para estos
experimentos que acontece entre los 68 a los 91 ns de la dinamica para GABA, y de
los 15 a los 40 ns de la dinamica para GABA con padsevonil. ElI hecho de que el
receptor no tenga una apertura tan grande cuando se encuentra s6lo con padsevonil
concuerdan con lo reportado la bibliografia (Niespodziany y col., 2020), ya que se
sabe que se necesita de la presencia de GABA para que dicho farmaco cumpla con

su efecto.

Cuadro 26. Areas en los puntos maximos de apertura del poro a lo largo de la

dinAmica molecular de 100ns.

3100
3000
2900
2800

Variante Solo (A2 Con GZABA Con padsevonil (A2) Con GABA yzpadsevonll
%) (R?)
a1Bay2 572.93 679.76 552.38 688.48
azBay2 3390.69 3586.90 3165.49 3258.23
asPay2 521.00 537.77 545.47 521.80
asBay2 3616.19 3523.68 3417.14 3580.55
Analisis de areas de a23y2
3700
3600
3500
— 3400
< 3300
o 3200
<

O OO 0™~ OWL ST N N o a0~ O N M AN < O O 0NN O N
N MN~N = 1N NN W N O O < 0N OO < 0 o Wn O MmN
I " NN MM < < 0 onown O NN ™ 00 0 0 O O
Tiempo (ns)
solo gaba padsevonil gaba-pad

60



Figura 18. Analisis de areas del pentamero azf33y2 en ausencia y presencia de
ligandos.
Podemos ver en la figura 18 que esta variante en ausencia de ligandos mantiene un
comportamiento muy neutral a lo largo de la simulacién, con una diferencia de areas
de 39.99 A2y un punto de maxima apertura de 3390.69 A2, En presencia de GABA
el poro alcanza su estado de maxima apertura de los 80 a los 93 ns de la dindmica
con un area de maxima apertura de 3586.90 A2, y con una diferencia de areas de
336.55 A2, 8 veces mas que en ausencia de ligando. En presencia de padsevonil el
receptor también adopta un comportamiento neutral, con un area de maxima apertura
de 3165.49 A?, y una diferencia de areas de 64.74 A2, mucho menor que en presencia
de GABA. Por otro lado, podemos observar que en presencia de GABA con
padsevonil el receptor también adopta un comportamiento muy neutral a lo largo de
la dinamica y no se aprecia claramente un momento de maxima apertura, siendo su
area de maxima apertura de 3258.23 A2, y con una diferencia de areas de 149.55 A2
casi 4 veces mayor que cuando el receptor se encuentra solo. Podemos concluir que
esta variante no es tan sensible a GABA con padsevonil en comparaciéon a su
comportamiento en presencia de GABA. Aun asi, es necesaria la uniéon de GABA
para que el poro tenga una apertura significativa cuando también se una padsevonil.
La respuesta observada de esta variante con padsevonil puede deberse a que las
variantes de este receptor que contienen la subunidad a2 son menos sensibles en su
sitio a benzodiazepinas en comparacién con aquellos receptores que contienen la

subunidad a1 y as (Niespodziany y col., 2020).
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Figura 19. Analisis de areas del pentamero asf2y2 en ausencia y presencia de

ligandos.

En la figura 19 podemos ver que, cuando el receptor se encuentra solo, éste tiene
una diferencia de areas de -5.34 A2, ya que dicha diferencia es negativa podriamos
decir que se cierra, y un punto de maxima apertura con un area de 521.00 A2. En
presencia de GABA podemos decir que tiene una zona de maxima apertura que va
de los 40 a los 87 ns, alcanzando un area de 537.77 A2 en su punto de maxima
apertura, y una diferencia de &reas 43.43 A2, En presencia de padsevonil
encontramos una zona de maxima apertura de los 10 a los 30 ns, alcanzando los
545.47 A2 de area en su punto de maxima apertura, y con una diferencia de areas
de 31.14 A2. Cuando el receptor se encuentra con GABA y padsevonil podemos ver
gue hay un momento de maxima apertura de los 5 a los 60 ns, con un area en su
punto de méaxima apertura de 521.80 A2, y los cambios posteriores a este momento
son muy sutiles. La diferencia de areas en este Gltimo caso es de 29.77 A2, sutiimente
menor al comportamiento del receptor con padsevonil. Aunque la diferencia de areas
sea mayor cuando el receptor se encuentra con padsevonil, podemos apreciar que
en presencia de GABA con padsevonil el momento de maxima apertura del poro es
muy prolongado. Para esta variante podriamos decir que su baja respuesta a

padsevonil pudiera deberse a que la subunidad alfa corresponde a asy se ha
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encontrado que los receptores con esta variante son menos sensibles a padsevonil

(Niespodziany y col., 2020).

Andlisis de areas de a333y2
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Figura 20. Analisis de areas del pentamero asfsy2 en ausencia y presencia de

ligandos.

En la figura 20 podemos observar que el receptor requiere de mas tiempo para
incrementar su area en comparacion con las otras variantes en los distintos
experimentos que se muestran. Cuando se encuentra solo, se toma hasta 19 ns para
hacerlo, pero es hasta los ultimos 20 ns de la trayectoria en que presenta su momento
de méaxima apertura, con un area de maxima apertura de 3616.19 A2, y obtiene una
diferencia de areas de 197.86 A2 En presencia de GABA podemos observar que
esta variante mantiene un comportamiento de pulsaciones, pues aparenta abrirse y
cerrarse constantemente durante toda la dinamica. Su momento de maxima apertura
se encuentra de los 39 a los 90 ns, alcanzando un punto de maxima apertura con un
area de 3523.68 A2. Su diferencia de areas es de 102.34 A2, casi la mitad de la
diferencia de la apertura cuando el receptor se encuentra solo. Cuando el receptor
se encuentra con padsevonil podemos apreciar un momento de maxima apertura de
los 10 a los 50 ns, alcanzando un area de maxima apertura de 3417.14 A2, con una
diferencia de areas de -7.81 A2, es decir, se cierra. En el caso de GABA con
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padsevonil podemos observar que el receptor también presenta un comportamiento
de pulsaciones, y también presenta un momento de maxima apertura que va de los
19 a los 90 ns, alcanzando su punto de méxima apertura con un area de 3580.55 A2,
y una diferencia de areas de 233.62 A2, dos veces mas que cuando el receptor se
encuentra con GABA.

Podemos ver que, para esta variante, su actividad de apertura es mayor cuando se
encuentra solo en comparacion cuando se encuentra con ligandos. Por otro lado,
cuando el receptor se encuentra en presencia de padsevonil su apertura es menor
gue cuando se encuentra con GABA y padsevonil, lo que concuerda con lo reportado
en la bibliografia, ya que se sabe que el receptor necesita de la presencia de GABA

para que padsevonil haga su efecto (Niespodziany y col., 2020).

5.4. Analisis global

En el caso del heteropentamero aif2y2, cuando el pentdmero se encuentra con
ligandos, su RMSD se estabiliza mas rapido que en ausencia (15 ns vs 70 ns), y
presenta menos giros en su RMSF en presencia que en ausencia de GABA. En
cuanto a las coincidencias de movimientos de residuos en cada experimento, los de
la cadena A, B, C y G corresponden a residuos del dominio citoplasméatico de cada
subunidad, y los de la cadena D corresponden al dominio extracelular de dicha
subunidad. En los diagramas de interacciones proteina-ligando nuestras moléculas
a pesar de formar interacciones, estas no se han reportado como relevantes. El
comportamiento del area del poro se comporta de manera similar cuando el
pentdmero esta solo y con padsevonil, en cambio podemos decir que en presencia
de GABA y padsevonil con GABA el area del poro aumenta, teniendo areas de
méaxima apertura de 679.76 y 688.48 A2, respectivamente, y una diferencia de areas
de 119.14 y 95.317 A?, respectivamente, 5 veces mayor que cuando se encuentra
solo (23.34 A?) y y 4 veces mayor que cuando esta con padsevonil (38.92 A2?).

Para la variante azBsy2, podemos decir que su RMSD se mantiene mas estable
cuando esta solo que en presencia de ligandos. En cuanto a su RMSF podemos decir
gue en presencia de GABA y de GABA con padsevonil el receptor presenta mayor

movimiento que cuando el receptor se encuentra solo o con padsevonil. Los
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aminoacidos que coinciden en los distintos experimentos pertenecen a distintas
zonas, como, los de la cadena A a los segmentos transmembrales 3 y 4, los de la
cadena B corresponden al segmento extracelular y al segmento transmembranal 3,
los de la cadena C y D al segmento citoplasmético y el segmento transmembranal 3,
y los residuos de los de la cadena G al segmento citoplasmatico. En los diagramas
de interacciones proteina-ligando pudimos ver que GABA forma interacciones con
TYR157y TYR205 de la cadena B y D, las cuales se han reportado como importantes
para la union de GABA a su receptor. EI comportamiento del area del poro en
ausencia de ligandos y con padsevonil y es muy neutral a lo largo de la dindmica, en
cambio cuando el receptor se encuentra con GABA podemos ver que su incremento
de area es mas drastico, pues alcanza un area de maxima apertura de 3586.90 A2y
una diferencia de areas de 336.55 A% cuando se encuentra con GABA y padsevonil
su comportamiento también es bastante neutral con un area de maxima apertura de
3258.23 A2 y con una diferencia de areas de 149.55 A2, casi 4 veces mayor que
cuando el receptor se encuentra solo. Esta variante no es tan sensible a GABA con
padsevonil en comparacién a su comportamiento en presencia de GABA, aun asi, es
necesaria la union de GABA para que el poro tenga una apertura significativa cuando
también se una padsevonil.

La variante asPzy2 estabilizé su RMSD mas rapido que cuando se encuentra con
ligandos (30 vs 60 ns). Su RMSF present6 mayor numero de movimientos cuando se
encuentra sin ligandos. Los residuos que coinciden en los distintos experimentos de
esta variante, en la cadena A, C, D y G corresponden al segmento citoplasmético de
cada subunidad, y los residuos de la cadena B al segmento extracelular de la
subunidad. Las interacciones observadas para los experimentos de esta variante no
se han reportado como relevantes en la bibliografia. Hablando del comportamiento
del area del poro pudimos observar en cuando se encuentra solo se cierra, pues
obtiene una diferencia de areas de -5.34 A2. En presencia de ligandos, el poro se
abre, con una diferencia de areas de 43.43 A2 y una maxima apertura de 537.77 A2
cuando se encuentra con GABA, 31.14 A? y 545.47 A2 cuando se encuentra con
padsevonil, y 29.77 A2 y 521.80 A2 en presencia de GABA con padsevonil, ademas

de que se observé un momento de maxima apertura mas prolongado (55 ns).
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Por altimo, la variante asBsy2llego a un estado de convergencia en su RMSD de igual
manera sin importar la presencia o ausencia de ligandos. El RMSF mostré que en
presencia los ligandos el receptor presentdé mayor cantidad de aminoacidos con
mayor movimiento que en ausencia de ligandos. Los residuos que coincidieron en
movimientos de la cadena A corresponden al segmento citoplasmatico de la
subunidad, los residuos de la cadena B corresponden a los segmentos extracelular
y al citoplasmético de la subunidad, los de la cadena C al segmento transmembranal
3 y al segmento citoplasmético, los residuos de la cadena D al segmento
citoplasmatico de la subunidad, y los de la cadena G al segmento extracelular, al
segmento transmembranal 2 y al segmento citoplasmatico de la subunidad. En los
diagramas de interaccion proteina-ligando se observo la interaccion de GABA con
TYR157, la cual se ha reportado como importante para la unién de dicho ligando. En
cuanto al comportamiento del area del poro pudimos observar que a esta variante le
cuesta mas tiempo para incrementrar su area en todos los experimentos. Cuando se
encuentra solo alcanzé un area de maxima apertura de 3616.19 A2 y una diferencia
de areas de 197.86 A2, en presencia de GABA alcanza un area de maxima apertura
de 3523.68 A2 y una diferencia de areas de 102.34 A% cuando se encuentra con
padsevonil podemos apreciar un area de maxima apertura de 3417.14 A2 y una
diferencia de éareas de -7.81 A2 es decir, se cierra; en el caso de GABA con
padsevonil alcanza un area de maxima apertura de 3580.55 A2y una diferencia de
areas de 233.62 A2, dos veces mas que cuando el receptor se encuentra con GABA.
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6. CONCLUSIONES

Se construyeron los modelos computacionales de 4 variantes del receptor
GABAA, cuyo control de calidad demostré que los modelos por homologia no
fueron apropiados para célculos posteriores, mejorando su calidad por medio de
simulaciones de dinamica molecular.

Por acoplamiento molecular se identifico el modo de union de los ligandos GABA
y padsevonil, identificAandose ademas de formar algunas interacciones relevantes
coincidentes con las interacciones reportadas, con lo que se consideré como

validado el proceso de acoplamiento molecular.

Mediante simulaciones de dinamica molecular, observamos cambios
conformacionales del receptor GABAa inducidos por la unién de GABA y
padsevonil, expresados como el aumento del area del poro, pero de diferente

forma dependiendo de la variante:

e El heteropentamero aif32y2 en presencia de GABA y GABA con padsevonil
estabiliza su RMSD en menor tiempo, presenta menos giros en su RMSF
y estos corresponden a movimientos de residuos de los dominios
citoplasmaticos y extracelular, ademas de que el area del poro presenta
un comportamiento de apertura durante las simulaciones, en comparacion

a los experimentos del pentdmero solo o con padsevonil.

e La variante azBsy2 estabiliza su RMSD en menor tiempo cuando se
encuentra en ausencia de ligandos, asi como menos giros en su RMSF
cuyos residuos corresponden al segmento citoplasmatico, transmembranal
3y citoplasmaético del receptor; adicionalmente, se formaron interacciones
con GABA reportadas como relevantes en la bibliografia y el
comportamiento del area del poro es de apertura en presencia de GABA 'y
GABA con padsevonil, en comparacion con el comportamiento neutro que

mostro al estar solo o con padsevonil.

e La variante asB2y2 cuando se encuentra sola estabiliza su RMSD mas

rapido y presentd mayos numero de movimientos en su RMSF con
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residuos que corresponden al segmento citoplasmatico y extracelular del
receptor. Particularmente esta variante disminuye el area de su poro en

ausencia de ligandos, pero se abre en el resto de los experimentos.

La variante asBsy2 no demuestra comportamiento particular en su RMSD
en los distintos experimentos, por otro lado, su RMSF aumenta en
presencia de ligandos y los residuos que coinciden en los experimentos
corresponden a los segmentos extracelular, transmembranal 2 y 3, vy
citoplasmatico del receptor. Se observd una interaccion reportada como
relevante para la union de GABA. Se observo un comportamiento de
apertura del poro en presencia de GABA y GABA con padsevonil, y se

cerro en presencia de padsevonil.
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8. ANEXOS

C.U., Querétaro, octubre 29, 2021
Mo. de oficio. CBQ21/122

Dr. Rubén Antonio Romo Mancillas
Facultad de Quimica
Presente

At'n. lvonne Acosta Buitron

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleoc de muestras
biologicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Estudio computacional de variantes del
receptor GABA. unido con ligandos selectos para el disefio de nuevos
farmacos antiepilépticos", del cual Usted es responsable, fue evaluado con una
resolucion de exento.

Sin mas por el momento, quedamos a sus érdenes para cualguier duda o aclaracion.

g QY M-
Zé e 7, ____:%%m“
'.-TW T e
Dra. lza Fernanda Pérez Ramirez M.I.M. David Gustavo Garcia Gutieérmez
Presidente Representante investigador
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