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GABA Acido y-aminobutirico

GABAA Receptor de acido y-aminobutirico de tipo A
GPR18 Receptor acoplado a proteina G 18

GPR55 Receptor acoplado a proteina G 55
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NMDA N-metil-D-aspartato
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5HT1a Receptor de 5-hidroxitriptamina tipo 1A



RESUMEN

Al ser la epilepsia uno de los trastornos neuroldgicos con mas incidencia y
prevalencia en el mundo, ha cobrado importancia el desarrollo de nuevos farmacos
para tratar este padecimiento. Entre los candidatos a prototipo para el tratamiento
de la epilepsia esta el cannabidiol, fitocannabinoide que puede interactuar. con
varias dianas biologicas del sistema nervioso central, para modular ciertos procesos
que estan involucrados en el proceso epiléptico; sin embargo, estas interacciones
gue se generan son desconocidas. Una de las herramientas del disefio de farmacos
para evaluar las interacciones del cannabidiol con dianas biolégicas de interés
farmacolégico para la epilepsia son las técnicas in silico, las cuales proveen
informacion de estas interacciones de manera eficaz, en un corto periodo de tiempo
y a bajo costo. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar las interacciones y
afinidades tedricas del cannabidiol con dianas biolégicas relacionadas con la
epilepsia, obtenidas mediante técnicas in silico, para conocer mas acerca del
mecanismo antiepiléptico del cannabidiol. Los resultados demostraron que la
proteina vesicular SV2A, la enzima FAAH, los receptores GPR55, glicina a1,
TRPV1 vy la subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T se
presentaron como las dianas biolégicas mas relevantes en procesos anticonvulsivos
de acuerdo con los diagramas de interaccion realizados; ademas, los modelos
tridimensionales construidos cumplieron con los criterios de calidad establecidos.
Los acoplamientos moleculares realizados revelaron que los sitios de union de
cannabidiol en las dianas biolégicas son de naturaleza hidrofébica y las dinamicas
moleculares de los complejos proteina-ligando de SV2A, FAAHY GPR55 mostraron
cambios relacionables con la actividad anticonvulsiva; en contraste, los complejos
de los receptores glicina a1, TRPV1 y la subunidad a1G del canal de Ca?* voltaje
dependiente de tipo T no mostraron cambios relevantes, lo que sugiere que se
necesita de mas tiempo de simulacion para observar posibles cambios relacionables
con una actividad anticonvulsiva.

Palabras clave: epilepsia, cannabidiol, dianas bioldgicas, insilico, interacciones
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ABSTRACT

Epilepsy is one of the neurological disorders with more incidence and prevalence in
the world; therefore, is important to develop new drugs to treat this ailment. Among
the new prototype candidates to treat the epilepsy, exist cannabidiol, which is-a
phytocannabinoid that can interact with many biological targets of -the central
nervous system to modulate certain processes that are involved in the epileptic
process; however, these interactions are unknown. One of the tools of drug design
to evaluate the interactions of cannabidiol and biological targets with
pharmacological interest for epilepsy are in silico techniques, which provide
information about protein-ligand interactions in efficiently. way, in a short time and
low cost. The present work aims to evaluate the interactions and affinities of
cannabidiol with biological targets related with epilepsy, obtained through in silico
techniques to elucidate the possible mechanism of action of cannabidiol. The results
show that the vesicular protein SV2A, the enzyme FAAH, the GPR55, TRPV1,
glycine a1pB receptors, and the alG subunit of Ca2* T-type voltage-gated channel
were likely to be the most relevant biological targets in anticonvulsant process in
agreement with interactions: maps; on the other hand, the three-dimensional models
were built successfully according to the established quality criteria. The molecular
dockings made shows that the binding site of cannabidiol in the biological targets
are hydrophobic, and the molecular dynamics of SV2A, FAAH and GPR55 protein-
ligand complexes shows changes related with anticonvulsant effect; on the other
hand, the. TRPV1 and glycine a1 receptors, as well as the alG subunit of Ca?* T-
type voltage-gated channel do not show relevant changes, which suggest that more
extended simulation times are needed to observe changes related with

anticonvulsant activity.

Keywords: epilepsy, cannabidiol, biological targets, in silico, interactions
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1. INTRODUCCION

La epilepsia es un trastorno neuronal, de los mas comunes en el mundo, con cerca
de 50 millones de personas que lo padecen; este trastorno se caracteriza por la
apariciéon de crisis convulsivas, generadas a partir de despolarizaciones anormales
y sincronicas de las neuronas (OMS, 2017; Bueno Valenzuela y col., 2014). Estos
eventos se clasifican en crisis focales, en las cuales se generan varios focos
conwvulsivos en el cerebro que se restringen a solo una pequefia area, las generales,
gue se originan en una parte del cerebro y se diseminan en ambos hemisferios del
cerebro, y las desconocidas en donde no se sabe su origen (Fisher, 2017). La
epilepsia es generada por diversos factores como lesiones en el cerebro,
predisposicion genética, infecciones, deficiencias metabodlicas, alteraciones
inmunoldgicas, los cuales provocan alteraciones en el sistema inhibitorio y
excitatorio del sistema nervioso (Scheffer.y col., 2017).

Se han desarrollado diversos farmacos a lo largo de la historia para tratar el
problema de la epilepsia, los cuales se dividen en 3 generaciones acorde al tiempo
en el que fueron lanzados al mercado (Targas-Yacubian, 2014); sin embargo, no
todos los tratamientos desarrollados han sido efectivos en todos los pacientes con
este padecimiento, porlo que el desarrollo de nuevos farmacos anticonvulsivos es
una tarea de interés para generar nuevas estrategias terapéuticas (OMS, 2017).

Entre los blancos promisorios para el desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos
estan < los. componentes del sistema endocannabinoide, los cuales estan
involucrados en varios procesos biol6gicos de los mamiferos y que podrian ayudar
en la.inhibicion o prevencién de las crisis convulsivas (Wallace, 2003). Uno de estos
compuestos que puede interactuar con dianas biolégicas del sistema
endocannabinoide y sistema nervioso central para producir una respuesta favorable
en las crisis convulsivas es el cannabidiol. Este fitocannabinoide presente en las
plantas del género Cannabis, ha sido blanco de diversas investigaciones debido a
sus propiedades terapéuticas y a su nula capacidad psicoactiva (Mechoulam vy col.,
2014).



Actualmente, debido al avance tecnolégico, se pueden emplear herramientas
computacionales para la evaluacion de moléculas biolégicamente activas y el
desarrollo de nuevos farmacos (Ou-Yang y col., 2012). Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo es emplear técnicas in silico para determinar las dianas biolégicas del
sistema endocannabinoide y sistema nervioso central mas relevantes en el proceso
de crisis convulsiva y la interaccion del cannabidiol con estas dianas biologicas para
comprender las repercusiones moleculares en el proceso epiléptico que se generan

a partir de la unién del cannabidiol con estas moléculas diana.



2. ANTECEDENTES
2.1. Epilepsia

La epilepsia es un trastorno del sistema nervioso central, por lo general de tipo
cronico, que se caracteriza por la repeticion de dos o mas crisis convulsivas
provocadas por una descarga neuronal excesiva e hipersincronica en el cerebro o
a un defecto en la inhibicién neuronal (Bueno Valenzuela y col., 2014). Dicho
padecimiento es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes en el mundo, ya
que afecta a cerca de 50 millones de personas (OMS, 2017).-Las estimaciones de
incidencia de la epilepsia son de unos 2,4 millones de casos nuevos por afio. En el
caso de la poblacién infantil la incidencia es mayor y mas variable, la cual esta en
el rango de 25 a 840 personas por cada 100,000 personas por afo. En el caso de
los paises desarrollados, la incidencia es de 30 .a 50 por cada 100,000 personas,
mientras que en los paises en vias de desarrollo la incidencia es hasta el doble,
debido a que hay una mayor exposicién a ciertos factores de riesgo como el
paludismo, la neurocisticercosis, traumatismos derivados del parto, mayor
incidencia de traumatismos relacionados con accidentes de transito y la menor
disponibilidad de programas de salud preventiva (OMS, 2017). Los datos de
prevalencia, mostrados-enla Figura 1, indican que en los paises desarrollados este
valor se sitia en 5.8 personas por cada 1,000 habitantes, mientras en paises con
recursos limitados es de 10.3 personas por cada 1,000 habitantes en areas urbanas,
y en areas rurales esta en 15.4 personas por cada 1,000 habitantes (Bell y col.,

2014). En México se calcula que existen cerca de 2 millones de personas con
epilepsia (PPE, 2017).

En el aspecto cognitivo, los pacientes con epilepsia pueden presentar comorbilidad
con otros problemas neurolégicos, por lo que tienen problemas en el aprendizaje,
lenguaje e intelectuales, necesitando asi de cuidados especiales para su vida diaria.
Por otra parte, en el aspecto social estas personas pueden sufrir discriminacién, lo
gue provoca desmoralizacién, aislamiento y depresién, ademas de que el propio

padecimiento puede inducir estados de depresién de manera fisiolégica.
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Figura 1. Prevalencia mundial de la epilepsia (OMS, 2017)

Estas razones psicosociales presentan un reto a resolver para poder crear
conciencia entre la poblacion y asi poder integrar a las personas que sufren

epilepsia en la sociedad (Mula 'y col., 2016).

2.1.1. Tipos de-crisis convulsivas

De acuerdo con la clasificacion hecha por la Liga Internacional contra la Epilepsia
(ILAE) en 2017, las crisis se dividen en focales, generalizadas y desconocidas. Las
crisis focales se originan mediante focos convulsivos y se restringen a una pequefia
area, las crisis generalizadas se originan en una parte del cerebro y se propagan en
ambos hemisferios del cerebro, y las desconocidas son aquellas en donde no se

conoce la causa de la crisis (Fisher, 2017).

Las crisis focales pueden dividirse en motoras y no motoras, éstas a su vez se

dividen en subtipos los cuales se presentan en la Tabla 1.



Tabla 1. Subtipos de crisis convulsivas focales (Fisher, 2017)

MOTORAS

NO MOTORAS

Automatizadas: Se presentan movimientos
roboticos repetitivos.

Aténicas: Hay pérdida de tono y fuerza
muscular en las extremidades.

Clénicas: Implica movimientos ritmicos de las
extremidades.

Mioclénicas: Se presentan  sacudidas
musculares breves y recurrentes.

Ténicas: Hay contracciones breves de
miembros superiores.

Espasmos epilépticos: Se  presentan

flexiones de los brazos y la cintura.

Hipercinéticas: movimientos  de

golpeo y pedaleo.

Implican

Autondmicas: Se presenta una alteraciéon en
sistema nenioso autondmico (piloereccion,
presidn sanguinea, ritmo cardiaco, etc.).
Detencion del movimiento: Hay pérdida de
movimiento.

Cognitiva: Hay pérdida cognitiva durante la
crisis.

Emocional: Se presentan' sensaciones
espontaneas de miedo, ansiedad, o alegria.

Sensorial: Se presentan sensaciones visuales,
sonidos, olores, \értigo, frio o calor.

Las crisis generalizadas también se dividen en motoras y no motoras (crisis de

ausencia), los subtipos de estas se muestran en la Tabla 2. En el caso de las

desconocidas, se podrian clasificar en focales o generalizadas cuando alguna

informacion novedosa que dé un indicio de su causa esté disponible (Fisher, 2017).

Tabla 2. Subtipos de crisis convulsivas generalizadas (Fisher, 2017)

MOTORAS

NO MOTORAS

Tonicas: Se presenta rigidez de las extremidades,
seguido de una fase de espasmos.

Mioclénicas: Se muestran  contracciones
bilaterales  irregulares no  sostenidas de
extremidades, cara, ojos y parpados.

Tonico-clonicas: Hay pérdida de conciencia,
seguido de rigidez de la extremidades vy
contracciones ritmicas de estas mismas.

Clénicas: Se presentan espasmos bilaterales
sostenidos en extremidades y movimientos
irregulares en cara, 0jos y parpados.

Tipicas: Se presenta un cese en el movimiento,
a veces hay movimiento inwoluntario de los ojos,
de la cabeza y otros movimientos automaticos.
Atipicas: Son similares a las crisis tipicas, sin
embargo, hay una aparicion o recuperacién mas
lenta y cambios mas pronunciados en el tono
muscular.

Mioclénicas: Se presentan pocas contracciones

y después una crisis de ausencia.

Mioclonia de los parpados: Hay sacudidas de
los parpados y desviacion hacia arriba de los ojos.




Miocl6nicas-ténico-clonicas: Es similar a los
ataques tonico-clonicos, pero es precedido de
espasmos mioclénicos en ambos lados del cuerpo.

Mioclonicas-aténicas: Se presentan pequefias
contracciones mioclénicas, seguido de un estado
de flacidez muscular.

Atonicas: Se presenta una pérdida repentina del
tono muscular y la fuerza por lo que prowca
caidas.

Espasmos epilépticos: Son conwlsiones breves
con flexiones en el tronco y las extremidades.

2.1.2. Etiologia de la epilepsia

La epilepsia es el resultado de una sincronizacion -anormal de las neuronas en el
cerebro que interrumpe la correcta comunicacién de éstas (Moshé y col., 2014).
Existen diversos factores que pueden desencadenar las crisis convulsivas, entre las
cuales se encuentran: lesiones en el cerebro, predisposicion genética, infecciones,
deficiencias metabdlicas, alteraciones inmunolégicas, entre otras (Scheffer y col.,
2017). Estos factores tienen como resultado la muerte neuronal o la incorrecta
comunicacion sinaptica. A nivel molecular, la actividad convulsiva puede inducirse
mediante el bloqueo de los mecanismos de inhibicion neuronal y la estimulacion de
los mecanismos de excitacion neuronal (Staley, 2015).

Los mecanismos de excitacion estan regulados por los canales de Na*
dependientes de voltaje y receptores ionotropicos glutamatérgicos de N-metil-D-
aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolilpropiénico (AMPA),
y kainato (KA), por lo que, al ser activados, permiten la entrada de los iones Na*
(receptores AMPA y KA) y pequefias cantidades de Ca?* (receptor NMDA) lo que
provoca la despolarizacion de la membrana neuronal estimulando asi la actividad
neuronal. En el caso de los canales de Ca?" dependientes de voltaje, al ser
activados estimulan la liberacion de neurotransmisores como el glutamato por la
entrada de Ca?*, lo que también provoca el incremento de la actividad neuronal. Los

mecanismos de inhibicidon neuronal estan regulados por los receptores ionotrépicos



de acido y-aminobutirico de tipo A (GABAA), los cuales al ser activados sufren un
cambio conformacional que permite la entrada del ion Cl-; ésto da como resultado

la hiperpolarizacién de la membrana neuronal, inhibiendo su actividad (Noebels y
col., 2012).

Otros receptores involucrados en el mecanismo molecular de la epilepsia son los
receptores de potencial transitorio de tipo V1 (TRPV1), que al ser activados por
temperaturas corporales de 42°C permiten la entrada de Ca?*, produciendo la
excitacion de la neurona; porlo cual estaninvolucrados en las crisis febriles que son

comunes en los nifios (Saffarzadeh y col., 2016).

Los receptores y canales ionicos involucrados en la excitacién e inhibicion neuronal
pueden sufrir cambios estructurales a causa de -mutaciones en los genes que los
codifican; adicionalmente, la desregulaciéon de la concentracion de iones (Ca2*, Na*,
CI, K*) en el espacio intra y extracelular tienen como resultado la generacion de las

crisis convulsivas en la epilepsia (Staley, 2015).

2.1.3. Farmacos anticonvulsivos

Historicamente, los farmacos anticonwulsivos pueden clasificarse en 3
generaciones, como se observa en la Figura 2. La primera generacion comprende
aguellos comercializados entre 1857 y 1958, como el bromuro de potasio, el
fenobarbital, la primidona, la trimetadiona, y la etosuximida. La segunda generacion
comprende entre 1960 y 1975, entre estos se incluyen a la carbamazepina, el
valproato, y las benzodiazepinas. Después del afio 1980, se comercializaron
compuestos de tercera generacion, como la progabida, la gabapentina, la
vigabatrina y la tiagabina. Actualmente, el desarrollo de nuevos farmacos
antiepilépticos va enfocado en la generacién de nuevos compuestos con mejores
propiedades farmacocinéticas (Targas-Yacubian, 2014).
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Figura 2. Generaciones de farmacos anticonvulsivos (Targas-Yacubian, 2014)

Los mecanismos de accion de los farmacos anticonvulsivos son variados y tienen

como blancos biologicos aquellos que estan involucrados en el mecanismo

molecular de la epileptogénesis, como se indica en la Figura 3.

Entre. los mecanismos de los farmacos antiepilépticos estan:

Inhibicion de los canales de sodio: El bloqueo de los canales de sodio
postsinapticos tiene como objetivo evitar la despolarizacion de las neuronas,
lo que no permite una excitacion neuronal (Florez, 2014).

Potenciacion de la inhibicion GABAérgica: El GABA activa el canal de cloro
del receptor GABAA, lo que permite la entrada de este ion produciéndose

una hiperpolarizacion de la membrana neuronal. Su efecto puede



potenciarse aumentando la concentracion de GABA, o facilitando su accion
sobre el receptor (Florez, 2014).

Inhibicion de la excitacion glutamatérgica: Los receptores NMDA, AMPA y
KA son canales i6nicos dependientes de ligando que permiten la entrada de
sodio y calcio. Al activarse estos receptores se permite la entrada de estos
iones, provocando la despolarizacion de la membrana neuronal, por lo que
reduciendo la liberacion de glutamato y antagonizando su efecto se puede
conseguir efectos anticonvulsivos (Florez, 2014).

Inhibicion de los canales de calcio: La inhibicion de estos canales impide la
entrada delion calcio que es promotor de la liberacién de neurotransmisores
como el &cido glutamico y que dalugar a la'despolarizacion sostenida de las
neuronas (Florez, 2014).

Activacion de los canales de potasio: Los canales de potasio de KCNQ2 y
KCNQ3 permiten la entrada de K* a la neurona, lo que permite la
repolarizacion de la membrana. La activacion de estos canales mediante
farmacos permite la regulacién de las despolarizaciones membranales que
ocasionan las crisis epilépticas (Florez, 2014).

Regulacion de proteinas especificas involucradas con la sintesis,
degradacion o liberacion de neurotransmisores: Algunos farmacos tienen la
capacidad de unirse a enzimas que tienen la capacidad de regular a los
neurotransmisores, como la inhibicién de GABA transaminasa Yy el acido
succinico deshidrogenasa, que participan en la degradaciéon de GABA, lo
gue resulta en una mayor disponibilidad de este neurotransmisor. Ademas,
existe otro tipo de farmacos, que inactiva a la proteina SV2A, involucrada en
la fusién de las vesiculas sinapticas para la liberacion de neurotransmisores

en el espacio sinaptico (Targas-Yacubian, 2014).
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Figura 3. Dianas biologicas de los farmacos anticonvulsivos (L6éscher, 2017,
tomado de: Chavez-Elias, 2018)

No todos los pacientes responden al tratamiento farmacolégico, cerca del 70 % de
los casos que han sido tratados solo con un farmaco antiepiléptico han tenido éxito
en controlar las crisis convulsivas; sin embargo, el otro 30 % de los casos no
responden al tratamiento, por lo que se deben asociar otros medicamentos
anticonvulsivos. ‘Ante esto, es importante la busqueda de nuevos farmacos para

asegurar una mayor eficacia en el tratamiento de la epilepsia (OMS, 2017).
2.2. Sistemaendocannabinoide

El sistema endocannabinoide estd compuesto por ligandos lipidicos endégenos y
es de suma importancia debido a que participa en aspectos fisiologicos de los
mamiferos como la regulacién del hambre, la ansiedad, dolor, neuroproteccion,
entre otros. Existen dos endocannabionoides que son los principales ligandos de

este sistema, la anandamida y 2-araquidonoilglicerol, los cuales son afines a los
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receptores cannabinoides CB1y CB2 y son sintetizados por las enzimas FAAH y

DAGL, como se observa en la Figura 4 (Di Marzo, 2014).
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Figura 4. Sistema endocannabinoide EtNH2: etanolaminas, AA: acido
araquidénico, FAAH: &cido graso amida hidrolasa, MAGL:
monoacilglicerol.  lipasa, DAGL: diacilglicerol lipasa, NAPE-PLD:

fosfolipasa D de N-acilfosfatidiletanolamina (Di Marzo, 2014)

Existen otros tipos de ligandos de naturaleza lipidica derivados de acido
araquidonico, como la virhodamina y el N-araquidonoildopamina, los cuales pueden
activar también a los receptores a cannabinoides, ademas, de unirse a otros
receptores como PPARa, GPR55 y TRPV1. Ademas, de estos compuestos existen
otros estructuralmente parecidos a los endocannabinoides antes mencionados,
como N-palmitoiletanolamida, N-oleiletanolamida y N-esteroiletanolamida, que no
presentan afinidad a CB1 o CB2, pero son sustratos o moduladores de las enzimas
metabdlicas o de los receptores no endocannabinoides a los que se unen los
compuestos endocannabinoides (Hansen y col., 2014).
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2.2.1. Biosintesis y degradacion de los endocannabinoides

La biosintesis de los compuestos endocannabinoides se origina por medio de los
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de membrana, principalmente por las vias de las N-aciletanolamidas y
-araquidonoilglicerol, como se observa en la Figura 5. La biosintesis de
tanolamidas, como la anandamida, es generada a partir. de las N-

letanolamidas; estos compuestos son generados primero por una
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Figura 5. Esquema general de la sintesis de los endocannabinoides, a) sintesis de
la anandamida, b) sintesis del 2-araquidonoilglicerol, NAT: N-
aciltransferasa, NAPE-PLD: fosfolipasa D de N-acilfosfatidiletanolamina,
PLC: fosfolipasa C, DAGL: diacilglicerol lipasa (Muccioli, 2010)

La siguiente via consiste en la biosintesis de 2-araquidonoilglicerol,. primero la
formacion de diacilglicerol se lleva a cabo mediante fosfatidilinositol, por medio de
la actividad de PLC; después, el diacilglicerol es hidrolizado a 2-araquidonoil glicerol
mediante la enzima DAGL (Muccioli, 2010).

La hidrdlisis de las N-aciletanolamidas, como la anandamida, ocurre por la accion
de la enzima FAAH, que degrada estos compuestos a &acido araquidonico y
etanolaminas. En el caso de la degradacion del 2-araquidonoilglicerol, esto ocurre
por medio de la enzima MAGL que hidroliza a la 2-araquidonoilglicerol en &cido

araquidonico y monoacilglicerol (Muccioli, 2010).

2.2.1. Sistema endocannabinoide vy epilepsia

En el proceso de las crisis convulsivas, la entrada de calcio a la membrana de la
neurona  postsinaptica - fomenta la  biosintesis de los compuestos
endocannabinoides, que a su vez interactian con diversos receptores como CB1,
PPARa o GPR55, los cuales son reguladores de la liberacion de neurotransmisores

y por lo tanto estan asociados con una actividad anticonvulsiva (Wallace, 2003).

El mecanismo anticonvulsivo de CBL1 al ser activado por endocannabinoides se
explica debido a que su activacion, produce la disociacion de la subunidad ai del
trimero que conforma a la proteina G, en este caso una proteina Gi, por lo que
promueve la inhibicion del adenilato ciclasa, provocando una disminucién de AMPc.
Esto causa una disminucion de la actividad de la proteina cinasa A, lo que a su vez
resulta en la inhibicion de la fosforilacion de canales de Ca?* presinapticos, lo que
impide la entrada de este ion y con esto la supresion de liberacion de
neurotransmisores (Fernandez-Ruiz y col., 2014).
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En el caso del receptor PPARQ, se sabe que esta asociado a diferentes genes que
expresan proteinas involucradas en la regulacion de la inflamacion y en la liberacién
de neurotransmisores de tipo aminoacido como GABA, por lo que su activacion
estimula la expresion de estas proteinas produciendo una neuroproteccion
(Cullingford, 2008).

La inhibicion del receptor GPR55 implica la regulacién de entrada de Ca?*, lo que
impide la liberacion de neurotransmisores excitatorios como glutamato, los cuales
promueven la excitabilidad neuronal (Sharir, 2012).

Debido a la capacidad regulatoria de la actividad neuronal por parte del sistema
endocannabinoide, sus componentes resultan atractivos como blancos de posibles

farmacos anticonvulsivos.
2.3. Generalidades de Cannabis spp.

Cannabis es un género de plantas de origen asiatico que pertenece a la familia
Cannabaceae la cual se puede observar en la Figura 6, se reconocen 13 especies,
entre las que estan: C. americana,C. chinensis, C. erratica, C. faetens, C. generalis,
C. gigantea, C. intersita, C. kafiristanica, C. lupulus, C. macrospermay C. ruderalis
(Angeles-L6pez y col., 2014).

Estas plantas han sido utilizadas desde la antigliedad hasta nuestros tiempos como
fibras textiles, combustible, alimento y fuente de medicamentos. Ademas, se les ha
atribuido « propiedades analgésicas, relajantes musculares, antidepresivas,
hipnéticas e inmunosupresoras, debido a que contienen importantes compuestos
medicinales como cannabinoides, terpenoides, flavonoides y alcaloides (Farag y
col., 2016).

En el afio 1972, mediante el protocolo del régimen global de control de drogas, las
Naciones Unidas incluyeron normas contra la manufactura y el trafico ilicito de
drogas estupefacientes, entre estas sustancias fueron incluidos el Cannabis, las

resinas y extractos de Cannabis, por lo que se le dio el estatus de ilegal de manera

14



global debido al abuso de esta sustancia. Recientemente, acontecimientos como la
regulacién del mercado de marihuana en Uruguay, la aprobacion del uso médico e
incluso el uso recreacional en algunos estados en Estados Unidos, la autorizacion
por primera vez de una investigacion cientfica sobre el uso medicinal de la
marihuana por parte del departamento de salud de dicho pais (Téllez-Mosquera,
2013), y la legalizacion del uso medicinal y cientifico en México (DOF, 2017); han

generado una atencion y una mirada mas profunda hacia el tema de la marihuana.

Figura 6. (A) Planta, (B) flores, (C) pistilo, (D) porcién de una flor, y (E) semillas
de Cannabis sativa (Farag y col., 2016)

2.3.1. Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides son sustancias quimicas que presentan un esqueleto de 21
carbonos de naturaleza terpendlica, estas sustancias se encuentran en las plantas

del género Cannabis.

Se han aislado 104 fitocannabinoides clasificados en 11 tipos, los cuales son: A°®-
trans-tetrahidrocannabinol, A8-trans-tetrahidrocannabinol, cannabigerol,
cannabicromeno, cannabidiol, cannabinodiol, cannabielsoina, cannabiciclol,

cannabinol, cannabitriol y cannabionides de varios tipos (Elsohly y col., 2014).
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La ruta de estos compuestos se origina a partir de la condensacion de los
precursores &cido olivetdico y genarildifosfato, para formar al acido cannabigerdlico,
el cual es el precursor clave para formar a los diferentes cannabinoides. El acido
cannabigerdlico es convertido mediante tres enzimas: la sintasa de &cido
tetrahidrocannabindlico, la sintasa de acido cannabididlico, y la sintasa ‘de acido
cannabicroménico que catalizan la estereoselectividad, y la ciclizacion para formar
acido tetrahidrocannabindélico, acido cannabididlico y acido cannabicroménico.
Estos compuestos a su vez sufren de distintas reacciones -de oxidacion,
descarboxilaciones y reacciones asistidas por ultravioleta para formar alos distintos
cannabinoides (Degenhart y col., 2016), como se describe en la Figura 7.
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Reducmcﬁ ?i‘\/ Isomerizacion
CsHuq

Delta-8-Tetrahidrocannabinol

Figura 7. Biosintesis de cannabionoides a partir del &acido cannabigerélico
(Degenhart y col., 2016)

2.3.2. Cannabidiol
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El cannabidiol es un componente de Cannabis sativa y constituye cerca del 40% del
extracto de la planta; sin embargo, las concentraciones son variables dependiendo

de las condiciones de crecimiento, diferentes fenotipos, y de la parte de la planta
que se analiza (Bergamischi, 2011).

Este compuesto no se considera psicoactivo, a diferencia del tetrahidrocanabinol,
debido a su baja afinidad a los receptores CB1 y CB2 (Mead, 2017). En ensayos
con animales se ha reportado tener propiedades neuroprotectoras, ansioliticas,
antieméticas y antiinflamatorias. Mientras que en pacientes humanos ha mostrado
efectos ansioliticos y anticonwulsivos, por lo que se considera una buena opcién
para el tratamiento de la epilepsia (Mechoulam y col., 2014).

2.3.3. Efecto anticonvulsivo del cannabidiol

Se han realizado diversos estudios para probar el efecto anticonvulsivo de
cannabidiol. En uno de ellos, realizado en 2017 en la Universidad de Minas Gerais,
Brasil, se usé un modelo de pentilentetrazol en ratén. En este estudio se observo
gue la administracion de 60 mg/kg de cannabidiol, 30 minutos antes de la induccién
epiléptica de los ratones con pentilentetrazol, produjo un efecto anticonvulsivo.
Ademas, se necesitd de una mayor concentracion de pentilenterazol para inducir el

estado epiléptico enlos ratones previamente tratados con cannabidiol (Vilela y col.,
2017).

En estudios realizados por Karler y Turkanis en 1988 en modelos de raton, se
evaluaron distintos cannabinoides para determinar la concentracion efectiva media
a la cual producian el efecto anticonvulsivo. Dichos autores encontraron que el
cannabidiol produjo este efecto a una concentracion de 120 mg/kg comparandolo
con el A’-tetrahidrocannabinol que produjo el efecto anticonwulsivo a una
concentracion de 100 mg/kg, y el A8-tetrahidrocannabinol, el cual tuvo un efecto

anticonvulsivo a 80 mg/kg (Devinsky y col., 2014).

En humanos, se llevd a cabo el estudio clinico abierto en 11 centros de epilepsia de

Estados Unidos entre enero del 2014 y enero del 2015, en donde 169 pacientes
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epilépticos con resistencia farmacoldgica entre las edades de 1-30 afios fueron
tratados con cannabidiol a una dosis de 2 a 5 mg/kg por dia para aumentar la dosis
hasta 25 mg/kg por dia, ademas del tratamiento farmacolégico base de cada
persona. Los resultados mostraron, que hubo una reduccion media de las
convulsiones motrices mensuales del 36,5 %, con una buena seguridad y
tolerabilidad del cannabidiol, ya que solo el 3 % de los pacientes detuvo el
tratamiento con cannabidiol por los efectos adversos provocados como somnolencia

excesiva, intolerancia gastrointestinal e hiperamonemia. (Devinsky y.col., 2016).

El mecanismo anticonwvulsivo de cannabidiol se puede explicar por su union a ciertos
receptores implicados en el mecanismo de la epilepsia, como los mostrados en la
Tabla 3. Porejemplo, este cannabinoide reduce la liberacion sinaptica de glutamato,
como resultado de su actividad antagonista al receptor GPR55. Ademas, su unién
a receptores TRPV1 y TRPV2 provoca su desensibilizacion, impidiendo la entrada

de Ca?* a la neurona evitando su excitabilidad (Devinsky y col., 2014).

Tabla 3. Algunos receptores y enzimas con los que interactia cannabidiol (Pertwee,
2014)

_ Concentracion _ Concentracion
Receptores y enzimas ) ) Receptores y enzimas _ _
efectiva media efectiva media
Canales i6nicos dependiente de
CB1 (B) <1l uM >10 uM
glicina subtipo a1y a1p (P)
CB2 (B) <1 pM TRPM8 (B) <1 pM
TRPV2 (A) 1-10 pM TRPA1 (A) <1 pM
5HT1a (P) <1uM GPR18 (A o B) >10 pM
Canales de Ca?* wltaje
GPR55 (B) <1 pM 1-10 uM
dependiente de tipo T (-)
PPARYy (A) 1-10 uM Receptores 'y 0 opioides (B) >10 uM
FAAH (-) >10 M Fosfolipasa Az (A) 1-10 yM

(A) activacion, (B) bloqueo, (P) potenciacién, (-) inhibicién o antagonismo

El cannabidiol también regula la accién de FAAH, esta enzima se encuentra

relacionada con la regulaciéon del sistema GABAérgico y glutamatérgico. La afinidad
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del cannabidiol por los receptores 5HT1a es otro importante factor en su actividad
antiepiléptica debido a que la activacion de este receptor tiene como resultado un

efecto ansiolitico, relajante y antidepresivo (Samba y col., 2016).

La actividad anticonwvulsiva derivada de la unién de cannabidiol con las dianas
biolégicas relacionadas con las crisis convulsivas, es interesante para el desarrollo
de nuevos tratamientos eficaces contra la epilepsia, por lo que un estudio in silico
puede contribuir a determinar la manera de actuar del cannabidiol con estas dianas
biolégicas y descubrir que rol esta jugando este compuesto cannabinoide en su
actividad anticonvulsiva.

2.4. Técnicas insilico en la busqueday disefio de farmacos

El proceso de busqueda y desarrollo de nuevos farmacos generalmente consume
mucho tiempo, recursos y es arriesgado. El tipico ciclo de busqueda y desarrollo de
nuevos farmacos tarda aproximadamente de 7 a 14 afos y el costo va de los 800 a
1000 millones de délares; como consecuencia de esto y al gran avance tecnolégico
de la actualidad, varias técnicas in silico se han desarrollado para acortar el ciclo de

busqueda, reducir los gastos y el riesgo de fallar en el descubrimiento de nuevos
farmacos (Ou-Yang vy col., 2012).

La aplicacion de técnicas in silico, como la relacion cuantitativa estructura actividad,
acoplamiento molecular, dindmica molecular y modelado molecular por homologia;
tienen como objetivo la busqueda virtual y el calculo de un perfil de afinidad, lo cual
es util en la identificacion de moléculas activas para un objetivo de interés (Sacany
col,, 2012). Dentro de estas técnicas existen ventajas y limitaciones en comparacion
con los métodos experimentales; sin embargo, no se debe de considerar que éstas
son el reemplazo de los estudios experimentales, sino un complemento (Gilbert,
2011). En la Tabla 4, se muestran algunas ventajas y desventajas de las técnicas in

silico en comparacién con los métodos experimentales.

19



Tabla 4. Ventajas y desventajas de
2014)

la quimica computacional (Valles-Sanchez,

Ventajas

Desventajas

Son seguras ya que no se emplean
reactivos o materiales dafiinos.

Son limpias con el medio ambiente debido a
que no se utilizan sustancias
contaminantes.

El costo invertido es barato en comparacién

En algunas ocasiones los calculos obtenidos
pueden ser erréneos - debido a posibles
problemas con los programas.

Existe la probabilidad de obtener en los
resultados falsos positivos o falsos negativos ya
que los calculos son aproximaciones.

Conforme los modelos computacionales de

con los resultados obtenidos. estudio 'sean mas complejos, habrd una menor

reproducibilidad en los resultados.

En algunos casos donde se aplica la mecanica
cuantica, los calculos son demasiado lentos y
los métodos muy complicados de usar.

Son técnicas que se pueden aplicar cuando
las  condiciones en los  métodos
experimentales son dificiles (altas
temperaturas, condiciones de vacio, altas
presiones, etc).

2.4.1. Modelado molecular por homologia

El modelado por homologia es una técnica de construccion predictiva de la
estructura terciaria y cuaternaria de una secuencia de aminoacidos, basado en la
premisa de que las proteinas relacionadas evolutivamente comparten una
estructura similar. Esta herramienta es util cuando las estructuras de proteinas
grandes o proteinas transmembranales no pueden ser elucidadas mediante
cristalografia de rayos X o espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear,
ademas de ofrecer ventajas ante estas dos técnicas, como el tiempo requerido para

llevar acabo estos procesos y los costos (Vyas, 2012).
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En la practica, el modelado por homologia es un proceso que puede ser resumido

en 7 pasos, mismos que también se pueden observar en la Figura 8:

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

Modelado de reconocimiento y alineacion inicial.
Correccion de la alineacion.

Generacion de la estructura base.

Modelado del loop.

Modelado de las cadenas laterales
Optimizacién del modelo.

Validacion del modelo.

*Alineacioén
secuencial e

identificacion
del modelo

«Generacion
dela
estructura
base

*Modelado del

loopy
cadenas

laterales

*Optimizacion
y validacion

Figura 8. Proceso general del modelado por homologia (Krieger, 2005)

Esta técnica permite a los usuarios utilizar de forma segura modelos de proteinas in
silico generados rapidamente, en todos los contextos donde solo las técnicas
experimentales podian hacerlo (Krieger, 2005).
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2.4.2. Acoplamiento molecular (docking)

Las herramientas computacionales pueden proveer el conocimiento de cuales
proteinas interaccionan con determinados ligandos, y como estan interactuando.
Las predicciones de estas interacciones pueden llevarse a cabo con el acoplamiento
molecular para identificar los modos de union mas promisorios, acorde al puntaje

de las interacciones moleculares y estéricas (Kuzu y col., 2012).

El acoplamiento molecular es aplicado como una técnica estandar del disefio
basado en la estructura para la identificacion temprana de compuestos prototipo, en
donde el puntaje se usa para elegir a los compuestos potencialmente afines a las
estructuras proteicas elegidas (Von Grafenstein. y col.,2014), para realizar un
acoplamiento molecular y conseguir resultados exactos y confiables es necesario

seguir diferentes pasos que se describen en la Figura 9.

Existen diferentes técnicas de acoplamiento molecular basadas en la rigidez o

flexibilidad del ligando y la proteina de estudio, éstas son:

e Docking rigido: En esta técnica de docking tanto los ligandos como las
proteinas son rigidas, por lo que los algoritmos se basan en las
caracteristicas.' de la compatibilidad a distancia. Estas caracteristicas
incluyen, .interacciones de puente de hidrogeno, distancias o segmentos de
volumen del sitio de unién de la proteina con los ligandos.

e Docking con ligando flexible: En este caso el ligando es flexible tomando en
cuenta la rotacion de los enlaces del compuesto asumiendo que la proteina
es rigida, por lo que el ligando puede adoptar diferentes conformaciones que
contribuyen en la afinidad del ligando con la proteina.

e Docking con proteinas semiflexibles: En ambos casos, el ligando es flexible
y la proteina se considera flexible en la vecindad del sitio de union, se adopt6
esta modalidad debido a que en muchos casos la proteina ajusta su

conformacién por la unién con algun ligando (Muegge y col., 2004).
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2.4.3. Simulaciones de dinamica molecular

La dindmica molecular es util para analizar los mecanismos que la proteina muestra
cuando su sitio activo interactla con algun ligando, mostrando una descripcién mas
realista del proceso debido a que las corridas experimentales de la proteina, el
ligando y el solvente de los alrededores del complejo; muestran una.simulacion
“animada” de cémo la estructura de la proteina cambia cuando el ligando entra al
sitio activo (Young, 2009).

Preparacion de la estructurade la
proteina:
Remover moléculas de agua exteriores
Adicién de hidrégenos
Union correcta de enlaces ytipos de atomos
Optimizacion

Reconocer los sitios de
busqueda

L

Construir o seleccionar los
ligandos

Incluir los parametros de
acoplamiento molecular

Desarrollo del
acoplamiento molecular

Figura 9. Proceso general del acoplamiento molecular (Young, 2009)

Esta técnica es descrita como el estudio de un sistema quimico aplicando
constantes termodinamicas a lo largo del tiempo, en donde el célculo de las

ecuaciones de Newton representa el movimiento para cada atomo del sistema
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molecular, por lo que los atomos son representados como una coleccién de “bolas
de billar’, que mediante su interaccion generan fuerzas intermoleculares, las cuales

pueden ser calculadas mediante campos de fuerza (Marshall y col., 2002).

La estrategia general en la dinamica molecular mostrada en la Figura 10, es calcular
las fuerzas sobre los atomos en el sistema y luego permitir que los-atomos se
muevan bajo la influencia de esta fuerza, por lo general para un femtosegundo
después, se calculan nuevas fuerzas a partir de estas posiciones para ser aplicadas
en el siguiente paso de la dinamica y asi sucesivamente, ademas se aplican
diferentes parametros de presioén, volumen, temperatura y solvatacion en el campo
de fuerza. Esto permite concebir un modelo apropiado y mas cercano a la realidad
(Hubbard y col., 1996).

w0

Construccion u Param etrizacién
obtencién dela delcomplejo
proteinay el (constantes

ligando termodinamicas)

Anélisis de
resultados

Simulacién

Figura 10. Proceso general de dinamica molecular (Cohen, 1996)
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3. JUSTIFICACION

La epilepsia es un trastorno neuroldgico que lo padecen cerca de 50 millones de
personas por lo que se considera uno de los trastornos neurolégicos mas comunes
en el mundo; de éstos, cerca del 30 % no encuentra una opcion eficaz para tratar
sus crisis convulsivas, por lo que la busqueda de nuevas opciones terapéuticas
cobra gran importancia.

Ciertos acontecimientos actuales, como la autorizacién del Departamento de Salud
de Estados Unidos para la investigacién de Cannabis como un agente terapéutico,
la legalizacién de la marihuana con motivos cientificos y medicinales en Uruguay y
recientemente en México, han abierto la posibilidad de realizar investigaciones
relacionadas con Cannabis y sus constituyentes,  los fitocannabinoides, para el
desarrollo de nuevos farmacos que pueden ser empleados contra distintas

enfermedades.

Dentro de la busqueda experimental de cannabinoides como agentes terapéuticos,
sobresale el cannabidiol, que ha mostrado tener efectos anticonvulsivos en
diferentes estudios, tanto en modelo de rata, como en estudios clinicos. Por otra
parte, el cannabidiol no posee actividad psicoactiva como otros cannabinoides; por
lo tanto, este compuesto es de gran interés como una alternativa para el tratamiento

de la epilepsia.

El cannabidiol se une con diferentes dianas biolégicas del sistema nervioso central
y sistema endocannabinoide, modulando su actividad y produciendo asi un efecto
anticonwulsivo; sin embargo, no se conoce con certeza las interacciones y los
cambios conformacionales que produce en sus dianas biolodgicas, para generar el
efecto antiepiléptico. Asi mismo, la interaccién del cannabidiol con estas dianas
biolégicas tiene consecuencias metabdlicas que, vistas en un contexto de sistemas
bioldégicos, tendran mayor o menor participacion en la manifestacién del efecto
anticonvulsivo. Un estudio de sistemas metabdlicos permitira definir cuales dianas

son relevantes en los efectos biolégicos del cannabidiol, ya que sélo se ha descrito
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la afinidad de este compuesto a ciertas dianas bioldgicas, pero la relevancia de

éstas en la manifestacion del efecto antiepiléptico no ha sido definida claramente.

Bajo estas interrogantes, las técnicas computacionales, como la generacion de
redes de interaccion, el acoplamiento molecular, la dindmica molecular y el
modelado por homologia; pueden proveer informacién acerca de las interacciones,
la afinidad y los cambios conformacionales que produce el cannabidiol con dianas
biolégicas que tienen relevancia en el proceso epiléptico, con el propésito de

comprender mejor el mecanismo antiepiléptico del cannabidiol.

4. HIPOTESIS

El cannabidiol interactia con las dianas bioldgicas seleccionadas induciendo un
cambio estructural y conformacional del complejo ligando-receptor, observable

mediante técnicas in silico.
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5.1

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar las interacciones moleculares del cannabidiol con dianas bioldgicas

relacionadas con la manifestacion de las crisis convulsivas en la epilepsia, a través

de técnicas in silico.

5.2.

Objetivos especificos

Describir la afinidad experimental del cannabidiol. por medio de la
construccion de una red de interacciones proteina-proteina de dianas
biolégicas relacionadas con la epilepsia y el cannabidiol, para seleccionar a
las mas relevantes en la manifestacion de las crisis conwulsivas en la

epilepsia.

Construir, utiizando modelado molecular por homologia, la estructura
tridimensional de las dianas bioldgicas seleccionadas del perfil de afinidad.

Calcular y describir la interaccion, en forma y modo de unién, del cannabidiol
con las dianas biologicas seleccionadas, utilizando acoplamiento molecular

y simulaciones de dinAmica molecular.

Proponer-un modelo de interaccién ligando-proteina general que defina los
requerimientos estructurales ideales, para la posible manifestacion

anticonvulsiva del cannabidiol.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Los siguientes programas computacionales, bases de datos, y servidores web se

emplearon para evaluar la interaccién del cannabidiol con las dianas biolégicas
seleccionadas:

e Base de datos: UniProt (The Uniprot Consortium, 2018).

e Servidor web para la obtencion de las interacciones de las proteinas diana:
String 10.5 (Szklarcyk y col., 2017).

e Software para el andlisis de cavidades: Caver Analyst 2.0 (Jurcik y col.,
2018).

e Software para la realizacion del diagrama de interaccion de dianas biolégicas
relacionadas con la epilepsia: Cytoscape 3.5.1, (Shannon y col., 2003).

e Servidor web para la realizacion del disefio de proteinas basado por
homologia: F-TASSER 5.1 (Yang y col., 2015).

e Software para la preparacion del ligando y visualizacion de resultados:
Schroédinger-Maestro 2017-4, version académica (Schrodinger, 2017).

e Software para la realizacion de los acoplamientos moleculares: MGLTools
1.5.4, AutoGrid 4.2.6 y AutoDock 4.2.6. (Morris, 2009).

e Sernvidor web para la preparacién de archivos para las simulaciones de
dinamica molecular: Charmm-GUI (Jo y col., 2008).

e Software para la realizacion de las dinamicas moleculares: Gromacs 2016.4
(Pronk y col., 2013).

6.2. Meétodos

6.2.1. Construccion de una red de interaccion de dianas bioldgicas que incluye

la informacién sobre la afinidad del cannabidiol y las interacciones de

sus dianas biolégicas
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Para identificar las posibles interacciones proteina-proteina, se realizé la busqueda
de informacion acerca de las dianas biolégicas relacionadas con la epilepsiay el
cannabidiol mediante la base de datos UniProt, para obtener informacion general
de las proteinas como su funcién, taxonomia, localizacién celular, interacciones,

estructura, familia y dominios, y proteinas similares.

Posteriormente, se hizo una busqueda de las interacciones entre dianas bioldgicas
relacionadas con la epilepsiay el cannabidiol mediante la base de datos String 10.5,
en el cual se utlizaron los parametros de busqueda basada en la vecindad
cromosoOmica, determinaciones experimentales, anotaciones de bases de datos y
concurrencia filogenética. Se usaron los resultados que tuvieron una alta
confiabilidad (del 70 al 90%), y con un maximo numero de interacciones no mayor
a 10. Con esta informacion, se llevd a cabo'la construccién de dos diagramas de

interaccion entre proteinas con el software Cytoscape 3.5.1.

En el primer diagrama se incluyeron las interacciones entre dianas bioldgicas
relacionadas con la epilepsiay cannabidiol, obtenidas de la base de datos de String
10.5, después se determinaron como atributos de interaccion de la red a los
parametros de busqueda de vecindad cromosomica, fusion génica, concurrencia
filogénetica, coexpresion, interaccion determinada experimentalmente, anotaciones
de datos de base, menciones textuales y puntaje combinado, esta red tuvo como
objetivo poder observar las interacciones y la influencia metabdlica de cada una de

las dianas bioldgicas a las cuales se une cannabidiol.

La segunda red de interaccion se construyd a partir del indice de Tanimoto (el cual
es un valor entre 0y 1 que determina la similitud estructural de moléculas) calculado
entre cannabidiol y fArmacos anticonwvulsivos; los farmacos que presentaron un
indice de Tanimoto mayor o igual al promedio de los valores de todos los farmacos
se seleccionaron para la red de interaccibn y se determinaron las dianas
farmacoldgicas de estos farmacos. A partir de estas dianas farmacologicas se

calculd el porcentaje de similitud estructural entre éstas y dianas bioldgicas a las
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cuales se une cannabidiol. La informacién obtenida se tom6 como base para la
construccion de la segunda red de interaccion, posteriormente se incluyeron los

datos de numero de reacciones adversas graves por cada farmaco anticonvulsivo
en la red de interaccion.

6.2.2. Construccion de la estructura tridimensional de las dianas biol6gicas

seleccionadas utilizando modelado por homologia

Se construyeron las estructuras tridimensionales de las dianas bioldgicas,
seleccionadas mediante los diagramas de interaccion proteina-proteina, utilizando
los servidores web I-TASSER, ROBETTA y SWISS-MODEL en el cual se introdujo
la secuencia primaria de aminoacidos de las dianas biologicas, restricciones de
contacto/distancia y restricciones de la estructura secundaria para construir el
modelo tridimensional.

Para validar los modelos por homologia construidos por los servidores web, se
calcularon los diagramas de Ramachandran con el servidor web MOL-PROBITY, y
se realizd una simulacién de dinamica molecular con el programa GROMACS

2016.4 utilizando el campo de fuerza CHARMM36, previamente preparando los
archivos en el servidor web CHARMM-GUI.

6.2.3. Acoplamiento molecular del cannabidiol con las dianas biol6gicas
elegidas

Se obtuvo la estructura tridimensional del cannabidiol de la base de datos PubChem
y se sometio una optimizacion de geometria utilizando el programa Maestro 2017-4
de Schrédinger. Posteriormente, se identificaron los enlaces rotables (raiz y ramas
torsionales) y se asignaron cargas atdmicas tipo Gasteiger-Marsilli con el programa
MGLTools 1.5.4. Este archivo preparado se guardé en el formato PDBQT para su

uso en el acoplamiento molecular en AutoDock 4.2.6.

Por otra parte, se calcularon los mapas atdmicos (grids) necesarios para realizar el

acoplamiento molecular en AutoGrid 4.2.6 usando una malla cubica lo
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suficientemente grande para cubrir las regiones de las proteinas que tengan
cavidades lo suficientemente grandes para albergar a cannabidiol, con

espaciamiento entre puntos de 0.375 A, la bGsqueda de estas cavidades se realizo
con el programa Caver Analyst 2.0.

Finalmente, los acoplamientos moleculares de las dianas biolégicas elegidas'y el
cannabidiol se llevaron a cabo con el software AutoDock version 4.2.6. Se utilizé un
algoritmo genético de tipo Lamarkiano como método de busqueda conformacional,
en 20 corridas con un maximo de 5x106 evaluaciones de energia y una poblacién

inicial de 150 conformaciones del cannabidiol.

6.2.4. Calculo de la afinidad del cannabidiol a las dianas biolégicas

observando cambios estructurales. en las mismas

Para el estudio de los complejos cannabidiol-proteina, se realizaron simulaciones
de dinamica molecular con el software -Gromacs versiéon 2016.4 usando el campo
de fuerza CHARMM36 y preparando las proteinas con el servidor web CHARMM-
GUI. En estas simulaciones se utilizaron moléculas de agua tipo punto triple (TIP3)
en una celda unitaria suficientemente grande para tener 15 A de espacio libre en
condiciones periédicas' de frontera y una concentracion total de 0.15 M
neutralizando la carga del sistema con iones Na+ y Cl-. Cuando se requirid, se
construyd una membrana homogénea de fosfatidilcolina (POPC).

El sistema preparado se sometié a una minimizacion de energia con un algoritmo
de gradiente conjugado de 1000 pasos maximo y una tolerancia de 1000 kJ/mol nm.
Posteriormente, se sometid a una serie de procesos de equilibrio de variables
termodinamicas de 25 ps cada una, disminuyendo gradualmente las restricciones
torsionales de la proteina o del complejo proteina-ligando, en un ensamble
isotérmico-isobarico (1 atm).

Los sistemas ligando-proteina, solvatados y en equilibrio, se sometieron a una
simulacion de dinamica molecular sin restricciones de 10 ns en un ensamble

isotérmico-isobarico (310.15K y 1 atm). A las trayectorias obtenidas se les realizo
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un analisis matricial de la desviacion de la media cuadratica (RMSD) de los atomos
de la proteina para elegir las conformaciones representativas, y a éstas Ultimas se

les calcularon los diagramas de interaccion ligando-proteina, segun fue necesario.

Por ultimo, el célculo de la energia de unidn se realizé utilizando la ecuacion de
energia de interaccion lineal (método LIE) (Aguayo-Ortiz y col., 2013).

6.2.5. Cuadro metodoldégico

Evaluar las interacciones moleculares del cannabidiol con
dianas bioldgicas relacionadas con la manifestacion de las
crisis convulsivas en la epilepsia, a través de técnicas in
silico. |

!

Red de interaccién de dianas biolégicas
relacionadas con cannabidiol y epilepsia.

Base de datos UniProt.

\ 4

\ 4

Base de datos String.

v

Estructura tridimensional de las dianas
biolégicas seleccionadas utilizando
modelado por homologia.

Servidor web IF-TASSER.

\ 4

Acoplamiento molecular del cannabidiol con

las dianas bioldgicas elegidas. Softw are AutoGrid 4.2

AutoDock 4.2.6.

\ 4

A 4

Afinidad del cannabidiol a las dianas
biolégicas observando cambios Softw are Gromacs
estructurales en las mismas. 2016.4.

\ 4

A 4

Andlisis de resultados y discusiones.

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia del presente trabajo
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Seleccion de las dianas biolégicas mas relevantes en el proceso de la
epilepsia a partir de las redes de interaccién

Se construyeron dos redes de interaccion con el programa Cytoscape 3.5.1 parala
seleccién de dianas bioldgicas. La primera de ellas se construyd con el propésito de
observar la influencia metabdlica de cada diana biol6gica de acuerdo al nimero de
interacciones que presentaran cada una de éstas, seleccionando de esta red a
aguellas que son blanco de cannabidiol, que estén relacionadas con un proceso
convulsivo y presenten pocas interacciones, ya que esto podria sugerir una menor
alteracion de otros procesos metabodlicos. La segunda red de interaccion se
construyé para determinar la relevancia en el proceso de las crisis convulsivas de
dianas bioldgicas blanco de cannabidiol y de farmacos anticonwvulsivos, tomando
como base el porcentaje de similitud de la secuencia primaria entre dianas
bioldgicas, el numero de interacciones gque presentaron, y el numero de farmacos
anticonvulsivos que se unen a cada diana, seleccionando a aquellas dianas que
presentaran un mayor nimero de interacciones, lo cual es representativo de una

mayor relevancia en un proceso anticonvulsivo.

En la Tabla 5 se muestran las dianas biolégicas que son blanco de cannabidiol y
que se tomaron en cuenta para la construccion de ambas redes. En la Tabla 6 se
muestran a los farmacos anticonwvulsivos con su correspondiente indice de Tanimoto
calculado con respecto al cannabidiol (valor entre 0 y 1 que indica la similitud
estructural entre dos moléculas), y las dianas farmacologicas que son blanco de
estos farmacos.

De la informacion de la Tabla 6 se seleccionaron los farmacos fenitoina, vigabatrina,
pregabalina, levetiracetam, felbamato, gabapentina, brivaracetam retigabina,
lacosamida, etosuximida, tiagabina, primidona, fenobarbital, y acido valproico, ya
que cumplieron con un indice de tanimoto mayor o igual a 0.3 (promedio), de estos

farmacos se seleccionaron sus dianas biolégicas y posteriormente se calculo el
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indice de similitud entre estas proteinas y con las dianas biolégicas de cannabidiol,

con esta informacion se construyd la segunda red de interaccion.

Tabla 5. Dianas biolégicas que son blanco de cannabidiol

Dianas biolégicas

CB1
TRPV3 Receptor nuclear PPARy
CB2
GPR18 5-lipooxigenasa
GPR55 .
Receptor | opiode CYP1A1
5HT1A .
Receptor & opioide CYP2B6
5HT3A .
Receptor de glicina al CYP2C9
TRPM8 -
Receptor de glicina a1 CYP2D6
TRPA1
Receptor de glicina a3 CYP3AS5
TRPV4
) FAAH CYP2A6
Canal de Cav de tipo T . )
Indolamida 2-3 dioxigenasa Glutatiéon peroxidasa
TRPV1
Fosfolipasa A2 Glutatién reductasa
TRPV2

En la red de interaccion metabdlica, la cual se presenta en totalidad en la Figura 59
del Anexo, se observaron diferentes clisteres de dianas biolégicas, mientras que
en la Figura 12 se observa uno de ellos que contiene a la enzima FAAH, la cual es
la encargada de la degradacion de los endocannaninoides anandamida, N-
oleoiletanolamida, = oleamida, N-palmitoiletanolamida,  N-stearoiletanolamida
(McKinney y Cravatt, 2005). Experimentalmente, cannabidiol ha demostrado tener
una actividad inhibitoria de FAAH a una concentracion de 15.2 + 3.2 uM, esto puede
relacionarse con una actividad anticonvulsiva que depende indirectamente de la
activacion del receptor CB1 mediado por los endocannabinoides, por lo cual esto
representa a FAAH como un blanco con efecto anticonvulsivo (Bihy col., 2015). Del
andlisis del cluster de la Figura 12, FAAH no parece alterar muchos procesos

metabodlicos debido a las pocas interacciones que produjo con otras dianas
bioldgicas, ya que se situé en un clister con pocas dianas biologicas.
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Tabla 6. Farmacos anticonvulsivos con su indice de Tanimoto calculado con

respecto al cannabidiol y dianas bioldgicas a las cuales se unen

Farmacos Indice de Dianas farmacolégicas

anticonvulsivos Tanimoto

Lamotrigina 0.16 Canales de Nav, Canales de Cav de tipo T, tipo N, tipo. P/Q
Zonisamida 0.20 Canales de Nav, Canales de Cav de tipo T, tipo N, tipo P/Q
Carbamazepina 0.21 Canales de Nav
Clonazepam 0.22 Receptor de GABAA
Perampanel 0.26 Receptor AMPA
Topiramato 0.27 Receptor AMPA, Receptor de GABAA, Canales de Nav
Sultiame 0.27 Canales de Nav, Anhidrasa carbonica
Oxcarbazepina 0.28 Canales de K de tipo KCNQ, Canales de Nav, Canales de Cav
de tipo N, tipo P/Q
Fenitona 0.31 Canales de sodio-Nav
Vigabatrina 0.33 GAT-1
Pregabalina 0.33 Canales de Cav de tipo N, tipo P/Q
Levetiracetam 0.33 SV2A
Felbamato 0.33 Receptor GABAA
Gabapentina 0.36 GAT-1, Canales de Cav de tipo N, tipo P/Q
Brivaracetam 0.36 SV2A
Retigabina 0.37 GAT-1, Canales de K de tipo KCNQ
Lacosamida 0.39 Canales de Nav
Etosuximida 0.39 Canales de Cav de tipo T
Tiagabina 0.42 GAT-1
Primidona 0.45 Receptor GABAA
Fenobarbital 0.46 Receptor GABAA
Acido valpréico 0.52 Canales de Nav, succinato aldehido deshidrogenasa, GABA

transaminasa, Receptor AMPA, Receptor NMDA
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Figura 12. Cluster de la red de interaccion metabdlica que contiene a FAAH

Otra diana bioldgica que se eligi6 para el posteriorestudio computacional es TRPV1,
del andlisis de la red de interaccion metabdlica TRPV1 se situ6 en un clister que
contiene pocas dianas biolégicas e interacciones, como se puede observar en la
Figura 13, porlo que pudiera no alterar muchos procesos metabdlicos. Este receptor
ionotropico esta asociado a la excitabilidad neuronal debido a que su activacién
permite el paso de los iones Ca?ty Na* los cuales estan involucrados en la etiologia
de la epilepsia (Naziroglu, 2015). Estudios experimentales demostraron que
cannabidiol, a una concentracion de 30 uM activa al receptor TRPV1, seguido de
una rapida desensibilizacién, estos resultados demuestran que cannabidiol puede
estar mediando un efecto anticonvulsivo al desensibilizar a este receptor (lannotti y
col, 2014).
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Figura 13. Cluster de la red de interaccion metabdlica que contiene a TRPV1
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Por dltimo, se selecciond al receptor GPR55, del andlisis de la red de interaccién
metabdlica, se observd que esta diana biolégica se situé en un clister con pocas
interacciones y dianas biologicas, por lo que su posible influencia en otras rutas
metabdlicas es poca, como se observa en la Figura 14. Se ha demostrado que la
activacion este receptor huérfano, favorece la liberaciéon de Ca?* intracelular, lo que
facilita la neurotransmisién en el hipocampo y por lo tanto la activacién prolongada
de este receptor pudiera estar correlacionada con la aparicion de las crisis
convulsivas en la epilepsia (Marichal-Cancino y col., 2017). El.cannabidiol se une
con una alta afinidad a GPR55 y se ha reportado que tiene un. efecto antagonico,
con un ICso de 445 nM, esto tiene como resultado una posible regulacion de la
transmision sinptica, que puede estar relacionado con un efecto anticonvulsivo
(Ryberg vy col., 2007).
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Figura 14. Cluster de la red de interaccion metabolica que contiene a GPR55

No se observaron otros nodos de relevancia que pudieran estar relacionados con
un efecto anticonwulsivo y que estuvieran implicados en pocos procesos

metabdlicos en la presente red de interaccion.

Del andlisis de la red de interaccidén basada en la similitud de las dianas biolégicas
deanticonvulsivos, mostrada en la Figura 15, se observa que la subunidad a1G del
canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T, (CACNALG) se presenta como un
nodo central, debido a que posee un mayor nimero de interacciones. Estos canales
de Ca2*de tipo T son una diana importante para el tratamiento de la epilepsiadebido
a su asociacion con la excitabilidad neuronal, siendo blanco de un farmaco

anticonwulsivo, la etosuximida (Slobodan y col., 2010). El cannabidiol puede inhibir
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a estos canales hasta en un porcentaje mayor al 50% a una concentracion de 50

MM, por lo que el efecto anticonvulsivo de cannabidiol puede estar en parte mediado
através de estos canales (Ross y col., 2008).
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Figura 15. Diagrama de interaccion basado en el porcentaje de similitud estructural
entre dianas biologicas

Otra diana biolégica que se presenté como un nodo central observado en la Figura
15, fue la proteina vesicular SV2A la cual también tuvo un mayor nimero de
interacciones. Adicionalmente, esta proteina es blanco de dos importantes farmacos

anticonvulsivos de Ultima generacion, levetiracetam y brivaracetam (Loscher y col.,
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2016), los cuales producen pocos efectos adversos en comparacion con otros
farmacos anticonvulsivos, lo cual es acorde con el tamafio de nodo de los farmacos.
Esta proteina se localiza en la membrana de las vesiculas secretoras de las
neuronas y en células endocrinas con una alta prevalencia en el cerebro (Madeoy
col., 2014). La funcion de SV2A no esta bien entendida, aunque se propone que
juega un papel importante en la liberacién de neurotransmisores (Wan y col. 2011).
De manera experimental, estudios realizados en la Universidad de Bonn, Alemania,
demostraron que cannabidiol se une con una gran afinidad a SV2A; sin embargo,
se desconoce que esto pudiera estar correlacionado con una actividad
anticonvulsiva (Danish, 2017).

Otra diana importante que se presentd como relevante en el proceso de la epilepsia
y que puede contribuir con un efecto anticonwulsivo, es el receptor ionotropico de
glicina a1B. En este caso, el nodo de la subunidad ol de receptores de glicina
(GLRA1) se presentdé como un nodo importante debidoa su parecido estructural con
la subunidad al del receptor GABAA (GABRAL1) ya que ambos nodos se encuentran
cercanos, como se observa en la Figura 15 y esto es indicativo de un mayor
porcentaje de similitud estructural. Debido a este parecido estructural con la
subunidad ol del receptor GABAA y a que este receptor es blanco de muchos
farmacos anticonvulsivos se determiné como blanco de estudio al receptor de glicina
al1B. De manera experimental, se evalub el efecto de cannabidiol a una
concentracion de 10 pmol/L en los receptores a y alp expresandolos en células
embrionarias renales, los resultados demostraron que cannabidiol potencio las
corrientes mediadas en los receptores de glicina, por lo tanto, esto se asocia con
una actividad anticonvulsiva debido a que la potenciacion de la actividad de
receptores de glicina a y alf produce una hiperpolarizacion de la membrana

neuronal (Ahrens y col. 2009).

No se observaron otros nodos relevantes que pudieran estar mediando una mayor
actividad anticonvulsiva en la red de interaccion basada en el porcentaje de similitud
entre dianas biolégicas.
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7.2. Modelos tridimensionales

Los modelos tridimensionales de las dianas biologias seleccionadas (SV2A,
GPR55, receptor de glicina a1, FAAH, TRPV1, canal de calcio voltaje dependiente

de tipo T) representados en la Figura 16 se construyeron a partir de diferentes
estrategias. En el caso del receptor de glicina a1B, que es un heteropentamero
constituido por 3 subunidades B y dos subunidades o, y TRPV1 el cual es un
homotetrdmero, se modelaron las subunidades individuales de cada uno de ellos
con el servidor IF-TASSER, y posteriormente se alinearon con otros receptores
(receptor de glicina al y TRPA1) para dar forma y construir de ' manera completa a
estos receptores. El modelo de la subunidad a1G del canal de Ca2* dependiente de
voltaje de tipo T se construyd a partir de diferentes partes debido a su complejidad,
la parte transmembranal correspondiente a los aminoacidos 81-1854, se construyo
con el servidor web SWISS-MODEL, la parte citoplasmatica correspondiente de los
aminoacidos 1-80 se construyd con. el servidor web I-TASSER vy la parte
citoplasmatica de 1854-2377 aminoécidos se construyd con el servidor web
ROBETTA. Posteriormente estas partes se unieron con el programa Maestro-
Schrodinger 10.0. EI modelo de SV2A (Correa-Basurto y col., 2015) y el modelo de
GPR55 (trabajo de Doctorado en Ciencias Quimico-Biolégicas de Edna Hurtado
Santiago) ya habian sido construidos previamente en nuestro grupo de trabajo. Por
altimo, el modelo de la enzima FAAH se obtuvo en su totalidad con el servidor |-
TASSER.

La Tabla 7 muestra informacion acerca de la validacion de los modelos construidos,
estos se obtuvieron de los servidores web que se emplearon para su construccion,
también se determind el porcentaje de aminoacidos favorecidos del diagrama de
Ramachandran. Los datos de C-score de I-TASSER y GMQE para el caso de
SWISS-MODEL son aceptables para todos los modelos ya que se encuentran entre
los rangos de -5 a 2 lo que indica una calidad aceptable de los modelos construidos.
Para el caso del Z-score de -TASSER y QMEAN para SWISS-MODEL los valores

presentados son de la plantilla con el valor mas alto, lo que determina que la plantilla
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usada para el modelado presenta una mayor similitud de la secuencia primaria. Los
datos de aminoacidos favorecidos calculados en el diagrama de Ramachandran
antes de la aplicacién de la dindmica molecular, muestran que los modelos de
GPR55 y FAAH fueron los que presentaron un mayor porcentaje, por lo que son de
una mayor calidad; para los demas modelos los valores son aceptables, estos
valores aumentaron con la aplicacion de la dinamica molecular, obteniéndose

valores mayores al 80% por lo que la calidad de los modelos aumentd; para cada

diana bioldgica los diagramas de Ramachandran se presentan-en-las Figuras 60,
61y 62 del Anexo.

Figura 16. Modelos tridimensionales de las dianas bioldgicas seleccionadas: A) SV2A
B) GPR55 C) Receptor de glicina a1 D) FAAH E) TRPV1 F) CACNA1G
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Tabla 7. Valores de calidad para los modelos construidos

Aminoéacidos
Diana Subunidades Plantilla C-score Z-score

biolégica  oregiones (resolucion,A) (GMQE) (QMEAN)

favorecidos

Antes  Después

4J05
SV2A - -0.89 2.12 79.73% 89.64%
(2.9)
4AMBS
GPR55 - 0.60 4.36 85.80% 91.72%
(2.71)
3JAD
Subunidad a -0.63 4.62
Receptor de (3.9
. 67.18% 86.90%
glicina a1 ACOF
Subunidad B -2.39 4.94
(2.97)
2WJ2
FAAH - 0.39 5.87 84.40% 89.51%
(2.5)
Subunidad de 3J5P
TRPV1 -2.18 6.58 69.71% 87.41%
TRPV1 (3.2)
5YFP
1-80 -2.63 1.54
(4.4)
CACNA1G 5GJIW 78.21% 85.42%
81-1854 0.46 -7.23
(3.9

1855-2377

7.3. Dinamica molecular de los modelos tridimensionales

Para determinar la estabilidad de las dinAmicas moleculares realizadas para cada
modelo tridimensional se graficaron los valores de temperatura, presién, densidad,
volumen, energia total y RMSD, los cuales se presentan en la Figura 17. Las
simulaciones de un tiempo de 50 000 ps fueron suficientes para observar y
determinar cambios conformacionales drasticos de cada diana biolégica ya que los

valores no presentaron gran variacion a lo largo del tiempo de simulacién.
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Figura 17. Valores de temperatura, presion, densidad, volumen, densidad, energia total,

RMSD de las simulaciones de dinamica molecular de 50 ns

Para el valor de RMSD, la mayoria de los modelos parecen estabilizarse alrededor

de los 10 ns, ya que se observa un incremento inicial seguido de una estabilizacion
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antes y a los 10 ns de simulacion; sin embargo, algunos modelos presentaron un
mayor tiempo en el que se estabilizaron, como TRPV1 donde parece que se
estabilizo alrededor de los 30 ns y presenté una mayor fluctuacién de los valores de
RMSD en todo el tiempo de simulacion, por otra parte SV2A parece estabilizarse a

los 10 ns pero presentd una mayor fluctuacion a lo largo del tiempo de simulacion.

7.3.1. Determinacion de los clisteres mas numerosos

Del andlisis matricial de RMSD de la trayectoria de las dinAmicas moleculares se

obtuvieron los clusteres de las conformaciones presentadas en el tiempo de
simulacion, que se pueden observar en la Tabla 8.

Tabla 8. NUumero de conformaciones para cada cluster de las dianas biolégicas
Numerode SV2A FAAH GPR55 Glicina TRPV1  Subunidad a1G de

Claster (0.5) (0.3) (0.25) alp (0.43) CavdetipoT
(Cut-off A): (0.3) (0.3)
1 3260 3768 2651 8276 3271 465
2 1430 535 1123 1608 1011 435
3 210 458 658 72 546 434
4 88 179 379 40 321 431
5 12 21 105 5 112 430
6 1 20 58 - 55 427
7 - 15 - - 12 396
8 - - - - 11 381
9 - - - - 2 343
10 - - - - 1 335

De la Tabla 8 se seleccionaron el clister 1 y clister 2 para cada diana biolégica
debido a‘que incluyeron el 80% o mas del nUmero de conformaciones; de cada
clister se determinaron las estructuras mas representativas, las cuales se usaron
para realizar los acoplamientos moleculares. Por otra parte, el nUmero de clisteres
obtenidos para cada simulacién da una nocién del grado de movimiento de los
modelos construidos, por lo que un mayor nimero de clisteres como en las
simulaciones de TRPV1 y la subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de
voltaje detipo T demostraron un mayor grado de movimiento y porlo tanto un menor

grado de estabilidad; por el contrario, a un menor nimero de clisteres como en las
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simulaciones de SV2A, el receptor de glicina a1p, FAAH y GPR55 demostraron un
menor grado de movimiento y por lo tanto una mayor estabilidad del modelo.

7.4. Acoplamientos moleculares (dockings)

Se realizaron acoplamientos moleculares del cannabidiol y un ligando endégeno o
exogeno de cada diana biol6gica con una malla cubica lo suficientemente grande
para abarcar todo el espacio de las dianas bioldgicas (ciego), posteriormente se
hizo un analisis de tuneles y cavidades para localizar aquellos- sitios de union lo
suficientemente grandes para albergar a cannabidiol. Adicionalmente, se llevaron
acabos acoplamientos moleculares enfocados a los a sitios de unién de los ligandos
enddgenos o0 exdgenos especificos para cada diana, esto con el propésito de
comparar la afinidad e interaccion del cannabidiol -entre ambos acoplamientos

moleculares.

7.4.1. SV2A

El ligando seleccionado para realizar los acoplamientos moleculares, ademas del
cannabidiol con la proteina vesicular SV2A, fue el farmaco anticonvulsivo
levetiracetam. Del andlisis. de cavidades se determino evaluar al cannabidiol en el
sitio de unién reportado para los racetams, ya que la regién formada por los
aminoacidos Phe667, Trp300, Tyr462, Lys694, Phe658, Val661, Gly303, Asn667,
Ser294, Met301, Phe227, Cys297, Thr456, Ser665, Trp666, Asp670, y Leu689
(Correa-Basurto y col., 2015; Shi y col., 2011) se presentd como un sitio idéneo de
acuerdo a los andlisis de cavidades para albergar al cannabidiol debido al espacio

gue presenta, como se puede observar en la Figuras 18 Ay B.

De los resultados presentados, en la Tabla 9, se observa que para el cannabidiol,
la conformacién de minima energia obtenida del acoplamiento molecular ciego de
la estructura representativa del clister 1 fue la més favorable, la cual se sitia en la
parte citoplasmatica de la proteina, como se puede observar en la Figura 19 A; por
otro lado, los resultados de levetiracetam demostraron que el sitio de mayor afinidad

fue el que constituye a los aminoacidos antes mencionados del sitio de unién a
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racetams de la estructura representativa del clister 1 localizado, en la parte

transmembranal de la proteina, como se observa en la Figura 20 A.

Figura 18. Cavidades mas importantes encontradas en SV2A: A) Estructura

representativa del cluster 1, B) Estructura representativa del cluster 2, El

rectangulo rojo indica la region del sitio de union a racetams

Tabla 9. Energias de union de los acoplamientos moleculares de las estructuras

representativas del cluster 1 y 2 de SV2Acon CBD y LEV

Acoplamientos moleculares

Acoplamientos moleculares

Diana ciegos (kcal/mol) dirigidos (kcal/mol)
biol6gica Minima Cluster mas Minima Cluster mas
energia numeroso energia numeroso
SV2A_1: CBD -5.76 -4.78 -2.78 -2.78
SV2A_1: LEV -4.35 -3.54 -5.48 -4.71
SV2A_2: CBD -5.69 -5.69 -3.51 0.66
SV2A_2: LEV -4.03 -4.03 -4.33 -4.33
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Figura 19. Sitio de unién de cannabidiol en la proteina SV2A: A) Posicion del sitio
de unién de cannabidiol en la proteina SV2A, B) Acomodo tridimensional e
interacciones del cannabidiol en el sitio de union, C) Diagrama

bidimensional de interaccién del cannabidiol en el sitio de unién

Los aminoacidos que interactuaron por medio de puentes de hidrogeno con
cannabidiol en el sitio de unidbn mas afin fueron la Cys159 y la Asp379 como se
observa en la Figura 19 B; ya que la naturaleza de varios de los aminoacidos que
forman a este sitiocomo la Val377, Gly160, Met382, lle155, Leul56 son de caracter
hidrofébico como se observa en la Figura 19 C, este ambiente ayuda a una mejor
afinidad y al posicionamiento tridimensional del cannabidiol, debido a que es una
molécula hidrofébica. En contraste, el sitio de unién de los racetams no se presento

como un sitio de union favorable para cannabidiol debido a que varios aminoacidos
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como la Ser665, Asn690, Thr673 y Thr456 favorecen a un entorno polar que no

ayuda a la afinidad del cannabidiol con ese sitio.
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Figura 20. Sitio de unidn de levetiracem en la proteina SV2A: A) Posicion del sitio
de unién.de levetiracetam en la proteina SV2A, B) Acomodo tridimensional
e interacciones del levetiracetam en el sitio de union, C) Diagrama

bidimensional de interaccion del levetiracetam en el sitio de unién

Por otra parte, el sitio de union de mayor afinidad para levetiracetam corresponde
al sitio de unién propuesto para los racetams observado en la Figura 20 A, en donde
interactué por medio de puentes de hidrogeno con los aminoacidos Asp670, Thr456
y Ser665 como se observa en la Figura 20 B. Este sitio esta conformado por varios
amino&cidos polares como Asn690, Thr456, Ser665 y Thr673 que contribuyen a la

afinidad y la produccion de puentes de hidrogeno con levetiracetam observados en

48



la Figura 20 C, ya que esta molécula presenta varios donadores y aceptores de

puentes de hidrégeno como los grupos amino y carbonilo.

De los resultados obtenidos de cannabidiol se observd que no coinciden con lo
reportado experimentalmente, en donde cannabidiol se une con una alta afinidad al
sitio de uniébn a racetams (Danish, 2017). Por otra parte, los resultados de
levetiracem si concuerdan con lo reportado en donde este ligando interactué con los
mismos aminoacidos y con una afinidad similar con la proteina vesicular SV2A

(Correa-Basurto y col., 2015).

7.4.2. FAAH

Para la enzima FAAH se eligio a la anandamida (AND).que es su ligando end6geno
y a su sitio de unidén en esta enzima para llevar acabo los acoplamientos dirigidos,
debido a que el andlisis de cavidades situ6 a esta localizacion como una importante
cavidad para un posible sitio de unién de cannabidiol como se puede observar en la
Figura 21 A y B. Esta region esti constituida en parte por tres aminoacidos
fundamentales, los cuales son la Lys142 la Ser2l7 y la Ser241 que son
responsables de llevar acabo el mecanismo catabdlico de las N-aciletanolamidas
gue consiste fundamentalmente en 4 pasos: 1) el ataque nucleofilico por parte de la
Ser241 para generar un intermediario tetraédrico 2) la subsecuente eliminacién del
grupo saliente delsustrato para formar un intermediario acil-enzima 3) el ataque de
una molécula deagua activada para crear un segundo intermediario tetraédrico y 4)
liberaciéon de acido araquidénico y etanolamina con la regeneracion de la enzima
(Mileni. y col., 2010). Este mecanismo se puede observar detalladamente en la
Figura 21 C.

Los resultados demostraron que el sitio de unién de mayor afinidad para cannabidiol
y anandamida fue el realizado en los acoplamientos moleculares dirigidos en el sitio
de union de la anandamida como se observa en la Figura 22 A y Figura 23 A, en

donde las conformaciones de menor energia correspondientes a la estructura
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representativa del clister 1 presentadas en la Tabla 10 fueron las elegidas para su

analisis.
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Figura 21. Cavidades mas importantes encontradas en FAAH: A) Estructura
representativa del clister 1, B) Estructura representativa del clister 2, C)

Mecanismo enzimatico de la FAAH
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Tabla 10. Energias de union de los acoplamientos moleculares de las estructuras

representativas del clister 1y 2 de FAAH con CBDy AND

o Acoplamientos moleculares Acoplamientos moleculares
iana

o ciegos (kcal/mol) dirigidos (kcal/mol)

biolégica - , , . , .

i Minima Claster mas Minima Claster mas
(Claster 1y 2) ) §

energia numMeroso energia nUMeroso

FAAH_1: CBD -5.67 -5.67 -8.16 -8.11
FAAH_1: AND 2.21 -2.21 -7.23 -7.23
FAAH_2: CBD -4.33 -4.33 20.66 22.86
FAAH_2: AND -3.04 -3.04 16.13 16.13

Los aminoacidos que interactuaron con cannabidiol fueron la Gly272, Val276 y
Leu278 de la cadena A por medio de puentes de hidrégeno; ademas, se observo
que cannabidiol no pudo penetrar completamente al sitio catalitico, debido a que no
se localiz6 cerca de la Ser241, responsable del ataque nucleofiico hacia la
anandamida como se observa en la Figura 22 B. Este sitio de unién presenta un
ambiente de poca polaridad, debido ala presencia de varios aminoacidos no polares
0 que presentan poca polaridad como la Val270, Cys269, Val276, Leu266 y Leu278
como se puede observar en la Figura 22 C, por lo que esta caracteristica ayuda a
la afinidad y al acomodo tridimensional del cannadibiol debido a que es una
molécula hidrofébica.

Por otra parte, la anandamida interactué con la Gly265 y Leu266 de la cadena A en
forma de puentes de hidrégeno; a diferencia de cannabidiol se observd que la
anandamida pudo penetrar mas hacia el sitio catalitico debido a que se localizd a
una mayor cercania con la Ser 241 como se puede observar en la Figura 23 B,
ademas este ligando presenta una naturaleza de baja polaridad, por lo que su sitio
de union ayuda a la afinidad y acomodo tridimensional debido a que el ambiente de
esta region es de poca polaridad debido a los aminoacidos que lo conforman y que

se presentan en la Figura 23 C.
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Figura 22. Sitio de union de cannabidiol en la enzima FAAH: A) Posicién del sitio de
union de cannabidiol en la proteina FAAH, B) Acomodo tridimensional e
interacciones del cannabidiol en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional

de interaccion del cannabidiol en el sitio de unién

Estos resultados coinciden con otros trabajos in silico, donde el cannabidiol no
puede penetrar lo suficiente hacia el sitio cataltico de FAAH humano a diferencia
de FAAH de rata, con una mayor penetracion por parte de cannabidiol hacia este
sitio. La diferencia radica en que FAAH humano posee dos aminoacidos, la Phe192
y Met495 en la entrada al canal del sitio catalitico que en FAAH de rata no estan
presentes, los cuales impiden la entrada de cannabidiol hacia este sitio. Esta
situacion no se presenta en la anandamida, ya que es el sustrato natural de esta
enzima y en FAAH humano como en FAAH de rata puede penetrar al sitio catalitico
y acercarse lo suficiente hacia la Ser241 para que se lleve a cabo el mecanismo

catabdlico (Elmes y col., 2015).
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Figura 23. Sitio de union de la anandamida en la enzima FAAH: A) Posiciéndel sitio de
unién dela anandamida en la proteina FAAH, B) Acomodo tridimensional e
interacciones de la anandamida en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional

de interaccion de la anandamida en el sitio de unién

7.4.3. GPR55

Se realizaron los acoplamientos moleculares ciegos y dirigidos con cannabidiol y
rimonabant, el cual es un antagonista de este receptor. El analisis de cavidades
mostré que el sitio de unidén de los antagonistas competitivos reportado para este
receptor, el cual estd conformado por los aminoacidos Lys80, Tyrl01, Phel82,
His170, GIn249, Ser273, Phe276 presentado en las Figuras 24 Ay B (Kotsikorou y
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col., 2013); éste es un buen sitio para evaluar debido al tamafio de esta cavidad,

por lo que se eligi6é para llevar acabo los acoplamientos dirigidos.

Figura 24. Cavidades mas importantes encontradas en GPR55: A) Estructura

representativa del clister 1, B) Estructura representativa del cluster 2

Las energias de union de los acoplamientos moleculares realizados demostraron
que el sitio mas favorable para el cannabidiol y rimonabant fue el reportado para el
sitio de union de antagonistas para este receptor, en donde las conformaciones de
minima energia de la estructura representativa de GPR55 del clister 1 para
cannabidiol y rimonabant fueron las mas favorables, como se observa en la Tabla
11, las cuales se situaron-en la parte transmembranal de este receptor como se

observa en las Figuras 25 Ay 26 A.

Tabla 11. Energias de union de los acoplamientos moleculares de las estructuras
representativas del cluster 1y 2 de GPR55 con CBDy RBT

Acoplamientos moleculares Acoplamientos moleculares
Diana bioldgica ciegos (kcal/mol) dirigidos (kcal/mol)
(Cluster1y 2) Minima Cluster mas Minima Cluster mas
energia numeroso energia numeroso
GPR55_1: CBD -5.23 -5.23 -6.95 -6.43
GPR55_1: RBT -6.24 -5.84 -10.30 -9.83
GPR55_2: CBD -5.23 -5.23 -5.92 -7.92
GPR55_2: RBT -7.13 -5.48 -9.6 -8.18
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Los aminoacidos que interactuaron con el cannabidiol en forma de puente de
hidrégeno fueron la Glul86 y la Serl78 como se observa en la Figura 25 B. Por otra
parte, este sitio de unidon esta conformado por varios aminoacidos no polares o de
poca polaridad como se puede observar en la Figura 25 C por lo que este ambiente

hidrofébico ayuda a la unidon del cannabidiol y a su acomodo tridimensional.
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Figura 25. Sitio de unién del cannabidiol en el receptor GPR55: A) Posicion del sitio de
union del cannabidiol en receptor GPR55, B) Acomodo tridimensional e
interacciones del cannabidiol en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional de

interacciéon del cannabidiol en el sitio de unién
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El antagonista rimonabant presenté una interacciéon aromatica de tipo -1 con la
Phe246 y con la His170 en forma de puente de hidrogeno como se observa en la
Figuras 26 B y C, al igual que cannabidiol, esta molécula es hidrofébica por lo que
este sitio de union es favorable debido a que presenta un ambiente poco polar por

los aminoacidos que lo conforman, como se observa en la Figura 26 C.
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Figura 26. Sitio de unidén de rimonabant en el receptor GPR55: A) Posicion del sitio
de union de rimonabant en el receptor GPR55, B) Acomodo tridimensional e
interacciones de rimonabant en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional

de interaccion de rimonabant en el sitio de unién

De acuerdo con lo reportado, el cannabidiol funciona como un antagonista de este
receptor (Ryberg y col., 2007). Los resultados del acoplamiento molecular coinciden
con la localizacion del sitio de union de antagonistas debido a que presentd los

valores mas favorables; por otra parte, hay dos diferencias significativas en los
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resultados de cannabidiol y rimonabant: por una parte, el acomodo tridimensional,
en donde cannabidiol se situ6 de manera horizontal penetrando mas hacia el interior
del canal de la proteina, mientras que el rimonabant se localiz6 de manera vertical
penetrando menos hacia el interior de la proteina, la segunda diferencia radica en
la interaccién que se presentd con la Phe246 en el caso de rimonabant y que esta
ausente en las interacciones de cannabidiol con GPR55. Tanto. el acomodo
tridimensional como la interaccion con la Phe246 son caracteristicas propias de los
antagonistas especificos como el rimonabant. Por otra parte, la-ausencia de estas
caracteristicas en cannabidiol sugieren que esta molécula actta como un

antagonista no especifico (Shore y col., 2015).

7.4.4. TRPV1

En los acoplamientos moleculares realizados para TRPV1 se evalué a la capsaicina
el cual es un activador de este receptor. Del andlisis de cavidades se obtuvo el sitio
de unidon de capsaicina determinado por los aminoacidos Tyr511, Met547, Thr550,
Glu570, Leu669 (Darre y col., 2015),.como una region interesante para evaluar al
cannabidiol como se puede observar en la Figura 27 Ay B.

Figura 27. Cavidades mas importantes encontradas en TRPV1: A) Estructura

representativa del clister 1, B) Estructura representativa del claster 2
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Los resultados de energia de union demostraron que las conformaciones de minima
energia de cannabidiol y capsaicina de los acoplamientos moleculares dirigidos
correspondientes a la estructura representativa del clister 1 de TRPV1 fueron las
mas favorables como se observa en la Tabla 12. Ademas, estas conformaciones se
localizaron en el sitio de unién a capsaicina localizado en cualquier interfaz delas
cadenas de TRPV1, como se puede observar en las Figuras 28 Ay 29 A. Por otro
lado, las conformaciones de minima energia de los acoplamientos moleculares

ciegosy dirigidosde cannabidiol coincidieron en el mismo sitio, lo.que aumenta mas
la probabilidad de la uniéon de cannabidiol a ese sitio.

Tabla 12. Energias de union de los acoplamientos moleculares de las estructuras
representativas del cluster 1 y 2 de TRPV1 con CBDy CAP

Acoplamientos moleculares Acoplamientos moleculares
Diana bioldgica ciegos (kcal/mol) dirigidos (kcal/mol)
(Cluster1y 2) Minima Claster mas Minima Claster mas
energia numeroso energia nuUMeroso
TRPV1_1: CBD -5.58 -5.58 -5.84 -5.84
TRPV1_1: CAP -5.16 -5.16 -5.93 -5.93
TRPV1_2: CBD -5.68 -5.68 -4.64 -4.54
TRPV1_2: CAP -4.76 -4.76 -4.25 -4.25

El cannabidiol interactué con la Tyr511 en forma de puente de hidrogeno, como se
observa en la Figura 28 B. Este sitio de union est4d conformado por varios
aminoacidos no polares como la Leu518, Leu515, Val508, lle573, Leu547 ademas

de otros como se observa enla Figura 28 C, que ayudan a la afinidad de cannabidiol
por ese sitio de union.
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Figura 28. Sitio de union de cannabidiol en el receptor TRPV1: A) Posicion del sitio de
union de cannabidiol en el receptor TRPV1, B) Acomodo tridimensional e
interacciones-de cannabidiol en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional

de interaccion de cannabidiol en el sitio de unién

La capsaicina interactud con la Phe507 como se observa en la Figura 29 B vy, al
igual que en el caso del cannabidiol, los aminoacidos que conforman al sitio de union

son poco polares o no polares que ayudan a la afinidad y al acomodo tridimensional
de la capsaicina como se puede observar en la Figura 29 C.

Los resultados antes presentados mostraron que, como el cannabidiol y la
capsaicina son moléculas hidrofébicas, el sitio de unién de la capsaicina fue
favorable debido al ambiente poco polar que presenta este sitio; por otra parte, solo

el cannabidiol mostré una interaccion con la Tyr511 que es de gran importancia para
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la sensibilidad y afinidad de los agonistas de TRPV1 (Hanson y col., 2015), lo cual
podria ser un indicio de una posible actividad como un agonista; sin embargo esta
situacion no se presentd en la capsaicina que al ser un agonista identificado de este
receptor se deberia presentar; esta situacion podria deberse a que la conformacion

de menor de energia de los acoplamientos moleculares no fue la méas favorable para
producir esta interaccion.
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Figura 29. Sitio de unidon de capsaicina en el receptor TRPV1: A) Posicion del sitio de
unién de capsaicina en el receptor TRPV1, B) Acomodo tridimensional e
interacciones de capsaicina en el sitio de unién, C) Diagrama bidimensional de

interaccion de capsaicina en el sitio de unién
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7.4.5. Receptor de glicina a1

Para el receptor de glicina a1f3 se decidi6 probar a su ligando enddgeno, la glicina;
para los acoplamientos dirigidos se evalu6 a la interfaz entre las cadenas a1f3 ya
que se ha reportado previamente que ese es el sitio de unién de glicina (Grudzinska
y col., 2005). Por otra parte, el andlisis de cavidades demostré que esta regién es
ideal debido a su tamafio para la union de ligandos como se puede observar en la
Figuras 30 Ay B.

Figura 30. Cavidades mas importantes encontradas en el receptor de glicina a1f:
A) Estructura representativa del clister 1, B) Estructura representativa del

clister 2

Las conformaciones mas favorables, en cuanto a energia de unién, fueron la
conformacion de minima energia de la estructura representativa del clister 1 para
cannabidiol y la conformacion de minima energia de la estructura representativa del
claster 2 para la glicina, como se puede observar en la Tabla 13, y que se sitlan en
la interfaz de la cadena a1 y 3, como se puede observar en las Figuras 31 Ay 32 A.
Cabe destacar que la mejor afinidad por parte de glicina hacia la estructura del
clister 2 y no hacia el clister 1, esto puede deberse al acomodo de la region de
aminodcidos 245-255, la cual se encuentra mas cercana a glicina en la estructura
representativa del clister 2 que en la estructura representativa del cluster 1.
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Tabla 13. Energias de union de los acoplamientos moleculares de las estructuras

representativas del clister 1 y 2 del receptor de glicina a1 con CBDy GLY

Acoplamientos moleculares Acoplamientos moleculares
Diana bioldgica ciegos (Kcal/mol) dirigidos (Kcal/mol)
(Cluster1y 2) Minima Cluster mas Minima Cluster mas
energia numeroso energia NnUMeroso
Glicina_1: CBD -5.96 -5.96 -5.98 -5.83
Glicina_1: GLY -3.11 -2.93 -3.39 -3.29
Glicina_2: CBD -5.71 5.71 -5.81 -5.81
Glicina_2: GLY -3.76 -3.76 -3.68 -2.84

El cannabidiol interactué con el aminoacido His229, Asp219 y Val221 de la cadena
a en forma de puente de hidrégeno como se puede observar en la Figura 31 B, este
sitio de unién favorece la afinidad de cannabidiol, debido a que se presentan varios
aminoacidos de poca polaridad como-la Leu223B, Val221B, Pro220B como se
puede observar en la Figura 31 C.

La glicina interactu6 en forma de enlace ionico con la Glu202 y la Lys248 e
interactué en forma de puente de hidrégeno con la Lys248 con la Cys243y la Tyr253
como se puede observar en la Figura 32 B, al parecer este sitio de unién favorece
la afinidad de glicina debido a que est& conformado por los aminoacidos Lys248 y
Glu202 los cuales estan cargados negativamente y positivamente, lo que favorece
la produccion de enlaces iénicos con el ion carboxilato y el grupo amino cargado

positivamente de la glicina como se puede observar en la Figura 32 C.
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Figura 31. Sitio de union de cannabidiol en el receptor de glicina a1B: A) Posiciéon
del sitio de-union de cannabidiol en el receptor de glicina a1, B) Acomodo
tridimensional e interacciones de cannabidiol en el sitio de union, C)

Diagrama bidimensional de interaccion de cannabidiol en el sitio de unién

Estos resultados demuestran que el cannabidiol y la glicina se situaron en un sitio
similar, aunque no en la posicion exacta, ya que las interfaces de las cadenas a1y
B son de un gran tamafio por lo que la localizacion puede variar, esto también se
puede observar en las interacciones de ambos ligandos, ya que los aminoacidos

con los que interactuaron no tuvieron alguna similitud.
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Figura 32. Sitio de unidn de glicina en el receptor de glicina a1f: A) Posicion del
sitio de unién de glicina en el receptor de glicina a1p, B) Acomodo
tridimensional e interacciones de glicina en el sitio de unién, C) Diagrama

bidimensional de interaccion de glicina en el sitio de unidn

7.4.6. Subunidad alG del canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T

Para losacoplamientos moleculares de la subunidad alG del canal de Ca?*
dependiente de voltaje de tipo T, se evalud a la etosuximida, el cual es un farmaco
anticonvulsivo que su principal blanco es este canal (Todorovic y col., 2011); sin
embargo, se desconoce el sitio de unién de este ligando por lo que se decidié en
este caso realizar un acoplamiento molecular ciego, para localizar a aquel sitio que
fuera mas favorable para la afinidad de ambos ligandos, para posteriormente

realizar un acoplamiento molecular dirigido hacia esa zona.
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Como se puede observar en la Tabla 14, las conformaciones de minima energia de
cannabidiol y etosuximida, que se localizaron en la superficie del tercer dominio
transmembranal de la estructura representativa del clister 2, las cuales se observan
en las Figuras 33 Ay 34 A fueron las mas afines y mas favorables.

Tabla 14. Energias de unién de los acoplamientos moleculares de las estructuras
representativas del clister 1 y 2 de la subunidad a1G del receptor de Ca?*
dependiente de voltaje

Acoplamientos moleculares Acoplamientos moleculares

Diana Biolégica ciegos (kcal/mol) dirigidos (kcal/mol)
(Claster1y 2) Minima Cluster mas Minima Cluster mas
energia numeroso energia numMeroso

CACNA1G_1: CBD -5.04 -5.04 -7.79 -7.79

CACNA1G_1: ETO -2.99 2,79 -4.12 -3.80

CACNA1G_2: CBD -6.50 -4.88 -7.89 -7.75

CACNA1G_2: ETO -3.41 -3.41 -4.42 -4.42

El cannabidiol, localizado en la superficie del tercer dominio transmembranal,
interactu6 con la Argl1390, Leul239, Leul386 mediante puentes de hidrégeno,
como se observa en la Figura 33 B. Al parecer, la afinidad de cannabidiol por este
sitio de union se debe a la presencia de aminoacidos no polares como Leul386
Leul389, Vall348 que favorecen al acomodo tridimensional del cannabidiol

observado en la Figura 33 C.

Por otro lado, la etosuximida que también se localiz6 en la superficie del tercer
dominio intramembranal, interactuando con la Arg1387 y Arg1390 como se observa
en la Figura 34 B; la presencia de estos dos aminoéacidos favorece la afinidad y el
acomodo tridimensional de la etosuximida en el sitio de unién, debido a su
capacidad de producir puentes de hidrdgeno como se observa en la Figura 34 C.
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Figura 33. Sitio de unién de cannabidiol en la subunidad a1G del canal de Ca?*
dependiente de voltaje de tipo T: A) Posicion del sitio de union de cannabidiol
en la subunidad a1G del receptor de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T, B)
Acomodo tridimensional e interacciones de glicina en el sitio de unién, C)

Diagrama bidimensional de interaccién de glicina en el sitio de unién

De estos resultados obtenidos, cabe sefalar que cannabidiol presentd una afinidad
mayor a la etosuximida y que el sitio de unién mas favorable para la unién fuera el
mismo, ademas de que se presentara en comun la interaccién por medio de puente
de hidrégeno con la Arg1390. Toda esta informacion puede estar correlacionada
con la informacion experimental, en donde cannabidiol y la etosuximida presentan

la misma actividad biolégica como antagonistas de este canal. Por otra parte, la
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presencia de aminoacidos no polares en este sitio de union parece ser la clave para
la afinidad de cannabidiol por este sitio.
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Figura 34. Sitio de uniéon de etosuximida en la subunidad a1G del canal de Ca?*
dependiente de voltaje detipo T: A) Posiciondel sitio de union de etosuximida
en la subunidad a1G del receptor de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T,
B) Acomodo tridimensional e interacciones de glicina en el sitio de union, C)

Diagrama bidimensional de interaccion de glicina en el sitio de unién
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7.5. Simulaciones de dinamica molecular

7.5.1. Complejos de SV2A

Las dinAmicas realizadas de los complejos SV2A-cannabidiol y SV2A-levetiracetam
dieron informacién acerca del comportamiento molecular de esta proteina vesicular
en presencia de estos dos ligandos. En el caso de los parametros termodinamicos
de temperatura, presion, densidad, volumen, energia total y RMSD, presentados en
la Figura 63 del Anexo, los valores fueron estables en el tiempo de simulacion ya
gue no presentaron gran variacion. De la diferencia de RMSF (raiz de la media
cuadratica de la fluctuacion de movimiento para cada residuo) entre los complejos
de SV2A con la proteina sin ligando que se presentan enla Figura 35, se observo
que en presencia de los dos ligandos hay una alteracion de los valores en las
regiones que corresponden de 1 a 100 aminoacidos y de 500 a 600 aminoacidos;en
la primer region se observa una disminucion de los valores de diferencia de RMSF
y por lo tanto una disminucion de movimiento, esta region corresponde a una parte
intracelular de la proteina donde esta incluida la parte N-terminal; en la segunda
region que corresponde a una parte extracelular de la proteina, se observa un
aumento en presencia de cannabidiol y una disminucion en presencia de

levetiracetam; cabe destacar que estas regiones en ausencia de ligandos presentan
un mayor grado de movimiento que otras regiones de SV2A.

De estas regiones donde se presentd una alteracion del grado de movimiento, la
region: N-terminal es de gran importancia, debido a que interactia con la
sinaptotagmina-1 para llevar a cabo la union con esta proteina, esta union es
importante, debido a que funciona como un regulador de la interaccion de

sinaptotagmina-1 con otras proteinas de la membrana neurona para llevar a cabo
la exocitosis de los neurotransmisores (Schivell y col., 2005).

Por otra parte, en la Figura 36 se observa el calculé de afinidad mediante la técnica
de energia de interaccion lineal, donde el complejo SV2A-cannabidiol presento

valores negativos y estables a lo largo del tiempo de simulacién; en contraste, en el
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complejo SV2A-levetiracetam los valores de energia de interaccion lineal
presentaron un aumento en el lapso de 0 a 1850 ps y después los valores volvieron

a disminuir y a permanecer estables durante todo el tiempo de simulacion.
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Figura 35. Valores de diferencia de RMSF de los complejos SV2A-CBDy SV2A-LEV.

CBD: cannabidiol, LEV: levetiracetam

Esta caida de afinidad en el lapso de 0 a 1850 ps por parte del complejo SV2A-
levetiracetam se puede explicar debido a que en ese tiempo de simulacion,
levetiracetam . adoptd una conformacion que no permite su acercamiento e
interaccion con la Tyr462 lo cual se puede ver en la Figura 37 A, este aminoacido
esta reportado como importante para la afinidad de los racetams (Correa-Basurto y
col., 2015; Shi y col., 2011). Por otra parte, después del tiempo de simulacion en el
que se presentd una menor afinidad, levetiracetam adoptd una conformacion que lo
posiciond mas cerca de la Tyr462, favoreciendo la interaccion con el oxigeno del
grupo amida de levetiracetam como se observa en la Figura 37 B; esta diferencia
parece ser la clave de la disminucion de la afinidad en la conformacion menos afin.

69



Energia de interaccion lineal: SV2A

_5-

©
£
§ 10+
j:’ Estructura
O
g SV2A CBD
g == SV2A LEV
S 15+
o
(]
C
w

_20-

0 2500 5000 7500 10000
Tiempo de simulacién (ps)

Figura 36. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos SV2A-CBD
y SV2A-LEV. CBD: cannabidiol, LEV: levetiracetam
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Figura 37. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo SV2A-LEV durante
la dinAmica molecular: A) conformacion representativa del lapso de 0 a 1850

ps, B) conformacién representativa del lapso de 4000 a 10000 ps

En el caso de complejo SV2A-cannabidiol se presentaron dos interacciones, una de

tipo de puente de hidrégeno conla Cys159 y una interaccion 1r-cation con la His161
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como se puede ver en la Figura 38, comparando estos resultados con el
acoplamiento molecular se observé que la interaccion con la Cys159 se mantuvo en

la dindmica molecular, por lo que esta interaccion parece ser necesaria para la
afinidad de cannabidiol con la proteina vesicular SV2A.

Cys 159

Asp 379

Figura 38. Conformacion representativa del complejo SV2A-CBD durante la

simulacién de dindmica molecular

Los resultados presentados de SV2A indican que tanto cannabidiol como
levetiracetam fueron afines en sus respectivos sitios de unidn, siendo el
levetiracetam la molécula mas afin, después de un tiempo de simulacién de 5000
ps. Por otra parte, la disminucion del grado de movimiento en la region N-terminal
de SV2A que es el sitio de union de la sinaptotagmina-1 en presencia de los
ligandos, podria-estar indicando una alteracion en la capacidad de formacion de
interacciones - entre SV2A vy sinaptotagmina-1, esta alteracién podria estar
correlacionada con un mayor efecto regulador de SV2A hacia sinaptotagmina-1, que
pudiera disminuir la exocitosis promovida por Ca?* y por la interaccion de
sinaptotagmina-1 con proteinas de la membrana neuronal, lo que tendria como
resultado una menor liberacion de neurotransmisores y por lo tanto un efecto

anticonwvulsivo.

Por ultimo, llevar a cabo la construccion del complejo SV2A-sinaptotagmina-1 con

la aplicacion de las técnicas de acoplamiento molecular y dinamica molecular,
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podria ser de gran utilidad para la determinacion de las interacciones, mecanismo
molecular y cambios conformacionales ocurridos en presencia de cannabidiol y

levetiracetam para asi poder comprobar la propuesta mencionada con anterioridad.

7.5.2. Complejos de FAAH

Las dinamicas realizadas de los complejos FAAH-cannabidiol y FAAH-anandamida
fueron estables en los parametros termodinamicos presentados en la Figura 64 del
Anexo. De los valores de diferencia de RMSF presentados en la Figura 39 de los
complejos de FAAH, se observan dos regiones de aminoacidos con cambios
importantes en presencia de los dos ligandos, las cuales corresponden a regiones
cercanas a los 600 aminoacidos, que es la region. N-terminal de la cadena B de la
enzima, antes de los 600 amino4cidos se observa una disminucion, y después de
los 600 aminoacidos se observa un incremento, por otra parte la region en donde
se sitlan los aminoacidos Ser241, Ser217y Lys142 responsables del catabolismo
de la anandamida, no sufren ningln cambio importante en los valores de diferencia
de RMSF y por lo tanto del grado de movimiento.

Estos resultados podrian indicar un cambio conformacional de la region N-terminal
de la cadena B de la enzima FAAH en presencia de los dos ligandos. Sin embargo,
no ha sido reportado, la injerencia de las regiones N-terminal en procesos de
activacion e inhibicion. En contraste, las regiones que han sido reportadas como
importantes en procesos de activacion e inhibiciéon, como la triada catalitica de
Ser241, Ser217,y Lys142 y la regién de 404 a 433 aminoacidos, la cual forma la
cara hidrofébica que se inserta en la membrana y que es importante para la union y

desunién de FAAH con la membrana para adoptar su forma activa o inactiva (Bracey
y col., 2002) no presentaron cambios importantes.
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Figura 39. Valores de diferencia de RMSF de los complejos FAAH-CBD y FAAH-AEA.
CBD: cannabidiol, AEA: anandamida

En el caso de los valores de energia de interaccion lineal, presentados en la Figura
40, indicaron que el complejo FAAH-cannabidiol presenté un aumento de los valores
alrededor de 2500-3750 ps y por lo tanto una disminucion en la afinidad, después
de ese tiempo, los valores volvieron disminuir por lo que la afinidad aumento; los
valores del complejo FAAH-anandamida, disminuyeron en la region de 5000-7500
ps, aumentando la afinidad. Por otra parte, después de este tiempo los valores
aumentaron alrededor de los 8750 ps y vuelven a disminuir hasta el final del tiempo
de simulacion.

La disminucion de afinidad del complejo FAAH-cannabidiol en el lapso de 2500-
3750 ps parece estar provocado por la conformacion que adopté el cannabidiol en
ese tiempo, como se observa en la Figura 41 A, en donde cannabidiol no pudo
interactuar con la GIn273. En contraste, la conformacion del lapso de mayor afinidad
que corresponde de 5000 a 10000 ps, cannabidiol pudo interactuar con GIn273

como se presenta en la Figura 41 B; adicionalmente, se observd que ambas
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conformaciones, no estan lo suficientemente cerca de la Ser241 lo que explicaria la

ausencia de algun tipo de interaccion que provocaria un cambio conformacional que
podria ser observable en los valores de diferencia de RMSF.
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Figura 40. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos FAAH-CBD
y FAAH-AEA. CBD: cannabidiol, AEA: anandamida

En el caso del complejo FAAH-anandamida el aumento de afinidad en el lapso de
5000-7500 ps puede estar correlacionado con la conformacion adoptada en ese
tiempo, en donde se observd que la cadena alifatica de la anandamida esta mas
cercana a aminoacidos no polares como se presentd en la Figura 42 C, en
comparacion de la conformacién menos afin mostrada en la Figura 42 D. Por otra
parte, se observa en las conformaciones de menor y mayor afinidad representadas
en las Figuras 42 Ay B que se sitlan mas cercanas a la Ser241, lo que coincide
con los acoplamientos realizados anteriormente; sin embargo, el posicionamiento
de la anandamida no fue lo esperado, ya que el carbono carbonilo de la amida
deberia orientarse hacia la Ser241, para que se lleve a cabo el ataque nucleofilico.
(Elmes y col., 2015).
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Figura 41. Conformaciones de menor y mayor afinidad. del complejo FAAH-CBD
durante la dinamica molecular: A) Conformacién representativa del lapso de

2500 a 3750 ps, B) Conformacioén representativa del lapso de 0 a 10000 ps

De los resultados presentados, la diferencia enla cercania con respecto a la Ser241
entre cannabidiol y anandamida encontrada tanto en los acoplamientos moleculares
como en las dinamicas moleculares, parece ser la clave por el cual cannabidiol no
puede actuar como un inhibidor competitivo, lo cual ha sido probado en trabajos
experimentales en donde. cannabidiol no puede inhibir la degradacion de la
anandamida por parte de la enzima FAAH humana; esto se debe a la presencia de
los aminoacidos Phe 192y Met 495 que provocan un impedimento estérico que no

permiten el paso de cannabidiol hacia el sitio catalitico (Ahn y col., 2009).

Ante esta situacion, se han propuesto otras vias por los cuales cannabidiol si puede
impedir la degradacion de la anandamida, una de ellas propuesta de trabajos
experimentales, en donde se evalud la capacidad inhibitoria de cannabidiol con las
proteinas transportadoras de &cidos grasos FABP 3, 5y 7, las cuales son las
responsables de transportar a la anandamida hacia el interior de la célula para ser
degradada por la FAAH; los resultados de este trabajo demostraron que cannabidiol
fue afin a estas proteinas y ademas inhibi6 la capacidad transportadora de estas

proteinas, estos resultados sugieren la posibilidad de que cannabidiol inhiba la
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degradacion de la anandamida, via por esta proteinas transportadoras y no por la
FAAH (Elmes y col., 2015).

Ser 241

Gly 265 Leu 266

Figura 42. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo FAAH-AEA
durante la dinamica molecular: A) Conformacion representativa del lapso de 0
a 5000 ps, B) Conformacién representativa del lapso de 5000 a 7500 ps, C)
Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad D)

Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad

Por dltimo, cabe aclarar que tanto los acoplamientos moleculares como las
dindmicas moleculares realizadas se llevaron a cabo con la Ser 241 fosforilada, ya
que es una modificacién post-trasduccional reportada en esta enzima (Bian y col.,
2013), por lo que el llevar acabo estos experimentos sin la presencia de la

fosforilacion puede ser de gran ayuda para observar variaciones en el
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posicionamiento del cannabidiol y de la anandamida que pudieran generar otro tipo

de respuesta en el cambio conformacional de la enzima FAAH.

7.5.3. Complejos de GPR55

Las dinamicas moleculares de los complejos GPR55-cannabidiol y GPR55-
rimonabant, mostraron ser estables para los parametros termodinamicos de
temperatura, presion, densidad, volumen, RMSD y energia total como se presenta
en la Figura 65 del Anexo; ademas se observd un comportamiento similar y pocas
diferencias de los valores de diferencia de RMSF entre los complejos, presentados
en la Figura 43; una de estas diferencias se observd en la region de 240-280

aminoacidos de la proteina GPR55, en donde ambos ligandos disminuyeron el valor
de diferencia de RMSF y por lo tanto del grado de movimiento de manera similar.
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Figura 43. Valores de diferencia de RMSF de los complejos GPR55-CBD y GPR55-
AEA. CBD: cannabidiol, RBT: rimonabant

Esta region de 240-280 aminoacidos de GPR55 incluye a los segmentos

transmembranales 6 y 7; en el segmento transmembranal 6 se ubican dos
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aminoacidos de gran importancia para la activacion de GPR55: la Phe239 vy la
Serl04; al presentarse una interaccion de GPR55 con un agonista, ambos
aminoacidos actian como una especie de “switch’, debido a que sufren un cambio
conformacional primero llevado a cabo por la Phe239 y después por la Serl04,
estos cambios conformacionales producen un efecto “domino” en ‘la parte
intracelular del segmento transmembranal 6, debido a que esta parte de la proteina

GPR55 se encuentra inclinada.

El cambio conformacional produce un enderezamiento de esta parte; este fendmeno
se ha detectado como importante para la activacion de GPR55, ya que el
enderezamiento rompe con un puente de hidrogeno, formado por los amino&cidos
GIn221 del segmento transmembranal 6y la Arg119 del segmento transmembranal
3, el cual forma un candado que al romperse provoca la exposicién de la parte
intracelular del segmento 6 con la proteina G, para llevarse a cabo la cascada de

sefializacion (Shore y Reggio, 2015).

Por otra parte, en los valores de la energia de interaccion lineal presentados en la
Figura 44 se observd que en el complejo GPR55-cannabidiol se mantuvieron
estables después de los ‘5700 ps, en el caso del complejo GPR55-rimonabant, los
valores presentaron una disminucion en el lapso de 3750 a 5200 ps y por lo tanto
un aumento de la afinidad, seguido después de este tiempo, se observd un aumento
de los valores de 5200 ps, hasta el final del tiempo de simulacion lo que significo

una pérdida de la afinidad.

En las interacciones del complejo GPR55-cannabidiol se observé en la Figura 45
que se formd un puente de hidrogeno con la Serl78, esta interaccion parece ser
importante para la afinidad de cannabidiol hacia esta proteina, ya que se presentd

en los resultados de los acoplamientos moleculares como en las dinamicas
moleculares.
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Figura 44. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos GPR55-CBD
y GPR55-RBT. CBD: cannabidiol, RBT: rimonabant
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simulacion de dinAmica molecular

En el caso del complejo GPR55-rimonabant las conformaciones de menor afinidad
como de mayor afinidad no presentaron ningun tipo de interaccion de tipo de puente
de hidrogeno, como se observé en las Figuras 46 A y B. Por otra parte, si se

presentaron interacciones de tipo 1r-11 con la His160 y la Phel82 observadas en las
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Figuras 46 C y D, en la conformacioén de mayor afinidad, lo cual puede ser la causa

de la diferencia de afinidad entre la conformacion de menor y mayor afinidad.

u - Ser104 -

C i D
/ 53; E"I'gjj__-‘--_——'_lm‘-\
HD % /\ 02
B @ ( .
y @
s NE o =
\ Y 1 7/
: A PO
’ / gﬂ ;;'*\_»e ovs A c
—N cl ;fé-' C

) u
?
H 186
N . /
LB
[./ : = { 8
ﬁ e
Vﬁ 3
182
e
s
A
246
s /
179

GLN
249

e =

250

Figura 46. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo GPR55-RBT
durante la dinamica molecular: A) Conformacion representativa del lapso de
5200 a 10000 ps, B) Conformacion representativa del lapso de 3750 a 5200
ps C) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad

D) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad
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Comparando estos resultados con los acoplamientos moleculares se observd que
ocurrié una alteracion de las interacciones que se formaron, por una parte, la
ausencia del puente de hidrégeno con la His170y, por otra parte, la ausencia de la
interaccion del tipo 1-11 con la Phe246, esta Ultima es una interaccion importante
para el efecto antagénico de moléculas que presentan esta caracteristica
(Kotsikorou, y col., 2013).

Comparando los resultados de los complejos GPR55-cannabidiol y GPR55-
rimonabant se observd una diferencia importante que indicaria una accion
antagonica especfifica para rimonabant y una accion antagénica no especifica para
cannabidiol que radica en la posicion de ambos ligandes. Por un lado, como se
observa en la Figura 45, que cannabidiol no penetré demasiado hacia el interior de
la proteina GPR55; en contraste, se observd que rimonabant si penetré mas hacia
el interior de la proteina, esto coincide con los acoplamientos moleculares realizados
ademas de trabajos experimentales realizados con anterioridad. Por otra parte, en
el caso de rimonabant, las conformaciones de menor y mayor energia mostraron
una orientacién relacionada con su efecto antagénico, ya que los anillos aromaticos
estan posicionados hacia elinterior de la proteina y mas cercanos a los aminoacidos
Serl04 y Phe239; esta caracteristica parece impedir algiin cambio conformacional
de la Serl04 y Phe239, provocado por un impedimento estérico de los anillos
aromaticos de los antagonistas, lo que tiene como resultado una inactivacion de la
proteina GPR55 (Shore y Reggio, 2013).

Este mismo fenbmeno se tiene registrado para cannabidiol, en donde la cadena
alifatica es la responsable del impedimento estérico hacia la Serl04 y Phe239 ya
gue se encuentra mas cercana hacia estos aminoacidos (Bian y col., 2018). Sin
embargo, los resultados presentados no correlacionan con lo reportado, ya que no
se encontr6 durante el tiempo de simulacion alguna conformacién, en donde la
cadena alifatica se localizara mas cercana hacia la Serl104 y Phe239; para este caso

el llevar acabo méas acoplamientos moleculares de cannabidiol y GPR55 para validar
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estos u otros resultados es lo que proponemos para encontrar o no lo reportado con

anterioridad.

Por dltimo, la disminucién de los valores de diferencia de RMSF en la regién de 240
a 280 aminoacidos correspondientes a los segmentos transmembranales 6 y 7 por
parte de cannabidiol y rimonabant, podrian también indicar un efecto antagdnico;
debido a que esta region debe de poseer cierta plasticidad, para llevar a cabo un
cambio conformacional y asi poder activarse, por lo que la perdida, de plasticidad
en esta region en presencia de los ligandos, disminuiria la capacidad de GPR55 de
llevar acabo un cambio conformacional y por lo tanto la proteina permaneceria
inactiva.

7.5.4. Complejos de TRPV1

Las dinamicas moleculares de los complejos TRPV1-cannabidiol y TRPV1-
capsaicina mostraron ser estables para los parametros termodinamicos de
temperatura, presion, volumen, densidad, energia total y RMSD, mostrados en la
Figura 66 del Anexo. Los valores de diferencia de RMSF presentados en la Figura
47 muestran que el receptor TRPV1 en presencia de los ligandos cannabidiol y
capsaicina sufrio de cambios similares, se observaron cuatro regiones en donde se
presentaron una disminucion del grado de movimiento ya que la diferencia con
respecto a los valores del receptor sin presencia de ligandos fue negativa, estas
regiones correspondieron a los aminoacidos 1-200 800-1000, 1600-1800, 2500-

2700 de las cadenas A, B, Cy D, las cuales pertenecen a las partes intracelulares
del receptor.

Por otra parte, no se observaron cambios relevantes en aminoacidos involucrados
en la activacion del receptor TRPV1, especfficamente en la region de 659-687
aminoacidos de la cadena A que corresponde al segmento transmembranal 6, el
cual al llevarse a cabo la activacion del receptor TRPV1, por un agonista, sufre un
cambio conformacional, que provoca la inhibicion de la obstruccion del canal
permitiendo el paso de los iones Ca?*y Na* (Yang y Zheng, 2017).
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Figura 47. Valores de diferencia de RMSF de los complejos TRPV1-CBD y TRPV1-
CAP. CBD: cannabidiol, CAP: capsaicina

En el caso de los valores de la energia de interaccion lineal presentados en la Figura
48 el complejo TRPV1-cannabidiol, presentd una caida de los valores en el lapso
de 4370-5625 ps, lo que significo un aumento de la afinidad y posteriormente los
valores regresaron-a la estabilidad; por parte del complejo TRPV1-capsaicina se
presentd una disminucion de los valores y por lo tanto un aumento en la afinidad
en el lapso de 0-2750 ps, después de esta caida los valores aumentaron hasta el
final del-tiempo de simulacion y por lo tanto se presentd una disminucion de la

afinidad en el complejo.

Para el complejo TRPV-cannabidiol se presentaron dos conformaciones de menor
y mayor afinidad, de las imagenes tridimensionales ilustradas en las Figuras 49 Ay
B se observd que en ambas conformaciones se produjo una interaccién de puente
de hidrégeno con la 1Ie573, en contraste en las Figuras 49 C y D de los diagramas
bidimensionales se observd que en la conformacion de mayor afinidad, la cadena

alifatica CsHi1 se posicioné de tal forma que permiti6 un mayor acercamiento y
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contacto entre esta cadena y aminoacidos hidrofobicos de alrededor, no se
observaron interacciones con aminoacidos importantes para la activacion de TRPV1
como la Thr550, Tyr 511 y GIu570 (Yang y Zheng, 2017), debido a que ambas

conformaciones no se localizaron lo suficientemente cerca para producir algun tipo
de interaccion.
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Figura 48. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos TRPV1-CBD y
TRPV1-CAP. CBD: cannabidiol, CAP: capsaicina

Por otra parte, en las conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo
TRPV1-capsaicina, se observdo en las Figuras 50 A y B que se presentd una
interaccion de puente de hidrégeno con la Tyr511, la cual es una interaccion
importante reportada que favorece la afinidad y sensibilidad de la capsaicina en su
sitio de unidon (Hanson y col., 2015); en cuanto a los diagramas de interaccion
bidimensionales, se present6 en las Figuras 50 C y D que la conformacion de mayor
afinidad estableci6 una interaccidn de tipo -1, por parte del grupo aromético de la

capsaicina con la Tyr511 adicional a la interacciéon de puente de hidrogeno, esto
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puede ser la clave, por lo cual se presentd una diferencia de afinidad entre ambas

conformaciones.
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Figura 49. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo TRPV1-CBD durante
la dinamica molecular: A) Conformacién representativa del lapso de 3750 a 4200
ps, B) Conformacion representativa del lapso de 4200 a 5200 ps C) Diagrama de
interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad D) Diagrama de

interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad

Estos resultados que se presentaron en cuanto a las interacciones y valores de
diferencia de RMSF no satisfacen los requerimientos para llevar acabo un cambio
conformacional que este correlacionado con la activacién de TRPV1 en el caso de
cannabidiol, debido a que las alteraciones que produjo este ligando en el grado de

movimiento, se localizaron en amino&cidos que al parecer no tienen importancia en
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un mecanismo de activacion y desactivacion del receptor, comparando los
resultados del acoplamiento molecular y la dinamica molecular se observd un
cambio en la orientacion de la conformacion debido a que ya no se present6 la
interaccion con la Tyr511 con cannabidiol, este cambio de orientacién, ademas de
la nula interacciébn con los aminoacidos Thr550 y GIlu570, pudieron. estar
correlacionados con la ausencia de algin cambio importante para la activacién del
receptor TRPV1 por parte de cannabidiol.
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Figura 50. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo TRPV1-CAP
durante la dinamica molecular: A) Conformacién representativa del lapso de
7500 a 10000 ps, B) Conformacién representativa del lapso de 2500 a 3000 ps
C) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad D)

Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad
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Este paso de activacion, por parte de cannabidiol, parece estar seguido de la
desensibilizacion del receptor, sin embargo, este paso parece estar mas asociado
a procesos de desfosforilacion de ciertos aminoacidos del receptor (lanotti y col.,
2014), por lo que en las técnicas computacionales de acoplamiento molecular y
dinamica molecular no se podria observar tal fendbmeno. Este proceso de activacion-
desensibilizacion por parte de cannabidiol, tiene como resultado la inactivacion del
receptor TRPV1 y por lo tanto el impedimento de la entrada de los iones Ca?*y Na*
que provocan la excitabilidad de las neuronas, lo cual estd asociado a un
mecanismo anticonvulsivo.

En el caso del complejo de TRPV1-capsaicina los resultados mostraron la
interaccion caracteristica con la Tyr511, sin. embargo no se presentaron
interacciones de tipo de puente de hidrogeno con la Thr550 y Glu570, las cuales
estan involucradas con la activacién del receptor; este proceso inicia cuando la
capsaicina adopta una conformacion de tipo “cabeza” (grupo aromatico) abajo y
“cola” (isobutilo) arriba, produciendo la interaccion primero con la Thr550 que se
encuentra en el loop de union entre los segmentos transmembranales 4 y 5 para
estabilizar el complejo, posteriormente se forma la interaccion con la Glu570, la cual
se encuentra en el segmento transmembranal 6, la formacion de esta interaccién
produce un fendbmeno parecido a un movimiento de “palanca” que retira al segmento
transmembranal 6 del poro del receptor, lo que permite el paso de los iones Ca?*y
Na* (Salazar y col., 2009).

Al parecer esta conformacién no se presentd en los acoplamientos moleculares y
dinamica molecular y por lo tanto no se observaron las interacciones con la Thr550

y Glu570, esto podria ser la causa por lo que la capsaicina no produjo cambios
conformacionales relevantes que estuvieran asociados a la activacion del receptor.

Ante esta situacibn en donde no se observaron cambios conformacionales
importantes en presencia del cannabidiol y capsaicina, proponemos simulaciones

mas largasal menos de 100 ns para observar si se presentan conformaciones
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favorables para la produccion de las interacciones con la Thr550 y la Glu570

ademds de cambios conformacionales relacionados con la activacion del receptor.

7.5.5. Complejos del receptor de glicina a13

Las dinAmicas moleculares de los complejos de glicina mostraron ser estables para
los parAmetros de temperatura, presién, densidad, volumen, RMSD, y energia total,
estos valores se pueden observar en la Figura 67 del Anexo.
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Figura 51. Valores de diferencia de RMSF de los complejos GLICINA-CBD vy
GLICINA-GLY. CBD: cannabidiol, GLY: glicina

En cuanto a los valores de diferencia de RMSF presentados en la Figura 51 se
observaron tres regiones en donde se presentd una mayor variacion de los valores
en presencia de los glicina y cannabidiol, estas correspondieron a las regiones de
400-500, 900-1000, 1300-1400, 1700-1800 aminoacidos que se sitian en la parte
intracelular del receptor, en las cuales el grado de movimiento disminuyd, por otra
parte también se observd que hubo un incremento significativo de los valores de

diferencia de RMSF de otras regiones solo en presencia de glicina, estas fueron
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aminoacidos cercanos a los 300y a los 1600, lo que significd un aumento del grado
de movimiento.

En cuanto a la energia de interaccion lineal para el complejo receptor de glicina-
cannabidiol, presentado en la Figura 52 los valores se mantuvieron estables en todo
el tiempo de simulacién, por lo que la conformacion tanto del ligando como del
receptor, no presentaron variaciones relevantes para modificar estos valores, en
cuanto al complejo de receptor de glicina-glicina, los valores variaron
considerablemente a lo largo del tiempo de simulacién, presentandose una region
de mayor afinidad correspondiente al lapso de tiempo 3750-5200 ps, por otra se
presentd una region de menor afinidad al final de la simulacién en el lapso de tiempo
de 8750-10000 ps.
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Figura 52. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos GLICINA -
CBDYy GLICINA-GLY. CBD: cannabidiol, GLY: Glicina

La conformacion adoptada por cannabidiol en el tiempo de simulacion presentada
en la Figura 53 A produjo 3 interacciones de puente de hidrégeno con la Vall99 y

la His201 por parte de los grupos hidroxilo de la molécula, comparando estos
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resultados con los acoplamientos moleculares, se observa un cambio importante en
el acomodo tridimensional, por lo que ninguna interaccibn se mantuvo en la
dinamica molecular. Por otra parte, se observd en la Figura 53 B que la mayoria de
los aminoacidos del sitio de union de cannabidiol fueron no polares lo que ayuda al

cannabidiol a presentar una energia de interaccion lineal negativa.
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Figura 53. Conformacion representativa. del complejo GLICINA-CBD durante la simulacion
de dinamica molecular A) Conformacion tridimensional B) Diagrama de interaccion

bidimensional

Por otra parte, las conformaciones de menor y mayor afinidad que se presentan en
las Figuras 54 A y B se observd que hay una diferencia relevante en las
interacciones que se produjeron en ambas conformaciones, en el caso de la
conformacién de mayor afinidad se observaron interacciones de puente de
hidrégeno con la Tyr231 y la Glul80 , ademas de dos interacciones iénicas con la
Lys226 y la Glul80 que se observan en la Figura 54 D, y en la conformacion de
menor afinidad se presentaron solamente una interaccion de puente de hidrogeno
y un enlace idnico con la Lys226 que se observa en la Figura 54 C. Esta diferencia

de interacciones parece ser la razén por lo cual se presentaron conformaciones con
una mayor afinidad y una menor afinidad durante el tiempo de simulacion.
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Figura 54. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo GLICINA-GLY
durante la dinamica molecular: A) Conformacion representativa del lapso de
8750 a 10000 ps, B) Conformacion representativa del lapso de 3750 a 5200 ps
C) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad D)

Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad

De acuerdo a los resultados de dindmica molecular, tanto el cannabidiol como la
glicina no fueron capaces de producir un cambio conformacional en el receptor de
glicina a1 relevante que estuviera correlacionado con la activacion de este
receptor; por otra parte, se tiene reportado que el cambio conformacional
relacionado con la activacion del receptor, estd dado por el movimiento del
segmento transmembranal 2 del receptor, lo que provoca el desplazamiento del
amino&cido Pro266, lo que tiene como resultado una orientacion mas simétrica de

los segmentos transmembranales 2 del poro del receptor permitiendo la apertura
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del poro y por lo tanto la permeabilidad de los iones CI- hacia el interior de las
neuronas. Sinembargo, este fendmeno se presentd en un tiempo de simulacion de
200 000 ps en una corrida final de 300 000 ps (Cerdan, 2018), por lo que al parecer
nuestros tiempos de simulacion de 10000 ps fueron insuficientes para observar

algun cambio relacionado con el fenbmeno de activacion del receptor.

Cabe aclarar que la dinamica reportada correspondié a un receptor de glicina de
tipo a por lo que area de estudio del receptor de glicina de tipo a1p3 es prometedor
para llevar acabo mas estudios computacionales y experimentales, para elucidar un

mecanismo molecular asociado con la activacion de este receptor por parte de
cannabidiol y glicina.

Por ultimo, consideramos que la extension del tiempo de simulacion hasta los 300

000 ps con el cannabidiol y la glicina seria importante para observar cambios
relevantes en el receptor de glicina a1f3.

7.5.6. Complejos de la subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de

voltaje detipo T

Las dindmicas de los complejos del receptor de calcio dependiente de voltaje de
tipo T demostraron ser estables en los parametros termodinamicos de energia total,
temperatura presion, volumen, densidad, RMSD como se muestra en la Figura 68
del Anexo, por lo tanto, se consideraron confiables. En los valores de diferencia de
RMSF que se presentan en la Figura 55, se observaron ciertas regiones de la
proteina que sufrieron cambios importantes con respecto a la proteina sola, estas
regiones comprendieron de 400-750,1000-1250 y de 1900-2377 aminoacidos.

Las regiones antes mencionadas que corresponden a las regiones intracelulares de
la proteina tuvieron comportamientos similares en presencia de los ligandos
cannabidiol y etosuximida, ya que se presentd una disminucion en los valores de
diferencia de RMSF y por lo tanto una disminucién en el grado de movimiento de la

proteina.
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Figura 55. Valores de diferencia de RMSF de los complejos CACNA1G-CBD y
CACNALG-ETO. CBD: cannabidiol, ETO: etosuximida

Por otra parte, la energia de interaccion lineal presentada en la Figura 56 demostrd
gue el complejo CACNAL1G-cannabidiol sufrié de variaciones importantes para este
valor en donde en el lapso de 0-2500 ps presento los valores mas negativos y por
lo tanto de mayor afinidad, en contraste en el lapso de 7500-10000 ps los valores
de energia de interaccion lineal fueron los mas positivos y por lo tanto la afinidad
disminuy6. En el caso del complejo CACNAlG-etosuximida se observa una
tendencia positiva de los valores y por lo tanto una pérdida de afinidad del ligando
en ellapso de 0-2500 ps y en el lapso de 5000 a 6250 ps se presentaron los valores

mas negativos y por lo tanto de mayor afinidad.

Para el complejo CACNAL1G-cannabidiol la conformacion de menor afinidad no
presentd ninguna interaccion, como se observa en las Figuras 57 Ay C. En cambio,
la conformacién de mayor afinidad si presentd interacciones de tipo de puente de
hidrégeno por parte de un grupo hidroxilo con los aminoacidos Leul386 y Arg1390,
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estas interacciones explicarian la diferencia de afinidad entre ambas
conformaciones.

Energia de interaccion lineal: CACNA1G
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Figura 56. Valores de energia de interaccion lineal (LIE) de los complejos CACNA1G-
CBDy CACNA1G-ETO. CBD: cannabidiol, ETO: Etosuximida

Por otra parte, como se puede observar en las Figuras 57 By D, el entorno del sitio
de unién de cannabidiol contiene varios aminoacidos hidrofébicos lo que ayuda a la
union de este ligando con el canal de calcio dependiente de voltaje de tipo T.
Comparando estos resultados con los acoplamientos moleculares, se puede
observar-que las interacciones con la Leul386 y Arg1390 se conservaron en la
conformacién de mayor afinidad de la dinAmica molecular, por lo que ambas
interacciones podrian contribuir a una mayor afinidad del cannabidiol con la

subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T.
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Figura 57. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo CACNA1G-CBD
durante la dinamica molecular: A) Conformacion representativa del lapso de
7500 a 10000 ps, B) Conformacion representativa del lapso de 0 a 2500 ps
C) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad D)

Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de mayor afinidad

Por otra parte, las conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo
subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T-etosuximida,
presentadas en la Figuras 58 A y B, mostraron que en la de mayor afinidad si se
presentaron interacciones de tipo de puente de hidrégeno con la Argl387, en

cambio en la de menor afinidad, no se presentd ninguna interaccion, esta diferencia
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parece ser la clave de la diferencia de afinidad entre las conformaciones de menor
y mayor de afinidad. En las Figuras C y D correspondientes a los diagramas de
interaccion bidimensionales también se puede observar que la conformacion de
menor afinidad no se encontré cerca de la Arg1387y porlo tanto no pudo interactuar
con este aminoacido; en contraste, la conformacién de mayor afinidad. si-se
posiciond lo suficiente con este aminoacido para producir una interaccion; esta

diferencia también parece influir en la afinidad de las conformaciones.
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Figura 58. Conformaciones de menor y mayor afinidad del complejo CACNA1G-ETO
durante la dinamica molecular: A) Conformacion representativa del lapso de
0 a 2500 ps, B) Conformacién representativa del lapso de 5000 a 6250 ps
C) Diagrama de interaccion bidimensional del complejo de menor afinidad

D) Diagrama de interaccién bidimensional del complejo de mayor afinidad
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Los resultados sugieren que cannabidiol y la etosuximida podrian compartir un
mismo sitio de union, ya que este sitio estd conformado por aminoacidos
hidrofébicos, ademas de los aminoacidos Argl387 y Argl390 y Leul386 que
interacttan por medio de puentes de hidrégeno, con los grupos hidroxilo del
cannabidiol y carbonilo de la etosuximida. Ambos ligandos se tienen reportados
como inactivadores de este canal evitando la entrada de Ca?* a las neuronas y por
lo tanto la hiperexcitabilidad de estas, por lo que su eficacia contra las crisis de

ausencia esta demostrada (Ross y col., 2008).

El mecanismo por el cual se inactiva este canal no parece estar del todo claro, sin
embargo, estudios han demostrado que el dominio de unién de los segmentos
transmembranales uno y dos parece actuar como una “tapa” que bloquea el poro
del canal. Adicionalmente, las interacciones intramoleculares con el loop del
dominio tres y cuatro, o la asociacion del dominio de unién de los segmentos uno y

dos con la subunidad B pueden, restringir la movilidad del canal y por lo tanto
favorecer la inactivacion (Zamponi y An, 2013).

El proceso de inactivacion antes descrito no pudo ser observado en el tiempo de
simulacion de las dinamicas de los complejos, por lo que la extension del tiempo de
simulacion parece ser la clave para observar un cambio conformacional relacionado
con la inactivacion del receptor, ademas, el llevar a cabo la construccion del
complejo con la subunidad f la cual parece tener relevancia en el proceso de
inactivacion seria importante para corroborar el mecanismo de inactivacion

propuesto.
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7.6. Modelode interaccion del cannabidiol

Por dltimo, se propone un modelo de interaccion general de cannabidiol con las
dianas biol6gicas que seleccionamos, relacionado con su actividad anticonvulsiva
representado en la Figura 59; con base en la bibliografia consultada y a los
resultados obtenidos de este trabajo, dicho modelo es descrito en los siguientes

pasos:

1. El cannabidiol interactia con los aminoacidos Cys159 y Asp 379 de la parte
intracelular de la proteina vesicular SV2A, la interaccion provoca una
disminucion del grado de movimiento de la parte ‘N-terminal, que podria
modificar las interacciones con la sinaptotagmina-1, lo cual podria resultar en
una regulaciéon de la formacion de las interacciones de sinaptotagmina-1, con
las proteinas de la membrana y porlo tanto de la exocitosis mediada por la
entrada Ca?*.

2. En el caso de la FAAH, el cannabidiol no puede penetrar hacia el sitio
catalitico y llevar a cabo una accién inhibitoria competitiva con la
anandamida, esto es debido a la presencia de los aminoacidos Phel92 y
Met495 los cuales impiden la entrada de cannabidiol. Se propone por trabajos
experimentales’ que cannabidiol actia como un inhibidor de las proteinas
transportadoras FABP 3,5y 7, lo cual no permite el paso de la anandamida
hacia el interior de la célula para poder ser degradada por la FAAH, ésto
resulta en una disponibilidad mayor de este endocannabinoide el cual puede
llevar a cabo un efecto regulador de la sinapsis mediado por la activacion del
receptor CB1.

3. El cannabidiol actia como un antagonista competitivo no especifico de
GPR55 al situarse en el sitio de union de agonistas/antagonistas e interactuar
con la Serl78, ésto provoca un impedimento estérico al cambio
conformacional de los aminoacidos Serl04 y Phe239, los cuales estan
involucrados con la activacion del receptor, ésto tiene como resultado la

inactivacion de la cascada de sefalizacion mediado por las proteinas Rho-
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GEF/RhoA/PLC/IP3, lo cual impide la liberacion de Ca?* del reticulo
endoplasmico y por lo tanto se produce una regulacién de la sinapsis.

Para el receptor TRPV1 el cannabidiol se situé en el mismo sitio de la
capsaicinay se observd una interaccion con la Tyr511 en los acoplamientos
moleculares y otra interaccidn con la llel173, de otros trabajos experimentales
se deduce que el cannabidiol actiia como un activador y desensibilizador del
receptor, lo que impide la entrada de Ca?*y Na*' lo cual resulta en una
regulacion de la sinapsis.

El cannabidiol actia como un activador del receptor. de glicina al1f e
interactué con Vall99 y la His201. A falta de mas estudios, se propone que
el cannabidiol, puede provocar un cambio conformacional del segmento
transmembranal 2 C, lo que tendria como resultado una abertura del poro y
la permeabilidad de los iones ClI, provocando una hiperpolarizacion de la
membrana neuronal.

El cannabidiol actlia como un inhibidor de la subunidad a1G del canal de Ca?*
dependiente de voltaje de tipo-T, se identificaron las interacciones Leul386
y Arg1390 en los acoplamientos moleculares y un mismo sitio de uniéon con
el farmaco anticonvulsivo etosuximida, la inactivacion de este canal impide la
entrada de Ca?* y por lo tanto se lleva a cabo una regulacion liberacién de

neurotransmisores.
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Figura 59. Propuesta de mecanismo anticonvulsivo del cannabidiol.
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8. CONCLUSIONES

Los diagramas de interaccibn metabdlico y de porcentaje de similitud
estructural permitieron identificar a las dianas bioldgicas relacionadas con la
epilepsia mas relevantes, de acuerdo a su nimero de interacciones con otras
dianas, el acercamiento entre los nodos de las dianas bioldgicas y las
interacciones con farmacos antiepilépticos; las dianas biol6gicas mas
relevantes seleccionadas, fueron la proteina vesicular SV2A, la enzima
FAAH, y los receptores GPR55, TRPV1, glicina a1, y la subunidad a1G del
canal de Ca?* dependiente de voltaje.

Los modelos tridimensionales construidos y obtenidos de las dianas
bioldgicas relacionadas con la epilepsia: cumplieron con los criterios de
calidad, obtenidos de los servidores web y de los aminoacidos favorecidos
para los diagramas de Ramachandran, por lo tanto, los modelos construidos
resultaron ser confiables.

Las dinamicas moleculares realizadas a los modelos tridimensionales fueron
estables en un tiempo de simulacién de 50 ns para los parametros
termodinamicos de temperatura, presion, densidad, volumen, energia total y
RMSD, ademas la aplicacion de este proceso mejoré el porcentaje de los
aminodacidos favorecidos en los diagramas de Ramachandran.

Los andlisis de cavidades y acoplamientos moleculares permitieron conocer
sitios de unidon favorables para el cannabidiol, en donde la mayoria
coincidieron con los sitios de union de ligandos endégenos y exdgenos
propios de cada diana bioldégica (FAAH, GPR55, TRPV1, subunidad a1G del
canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T), ademas los sitios de unién
localizados para el cannabidiol estuvieron conformados en su mayoria por
aminoacidos no polares, que favorecieron la unién del cannabidiol en esos
sitios.

Las dinAmicas moleculares de los complejos de SV2A, FAAH, GPR55

mostraron cambios conformacionales de las dianas biolégicas que se
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pudieron relacionar con una posible actividad anticonvulsiva. Por otra parte,
en los complejos de TRPV1, receptor de glicina a1, y la subunidad a1G del
canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T, no se observé algin cambio
conformacional relacionado con alguna actividad anticonvulsiva, debido a

gue necesitan mas tiempo de simulacion.
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9. PERSPECTIVAS

El presente trabajo deja una gran area de oportunidad para llevar a cabo estudios

que puedan complementarlo, algunos que se pueden realizar posteriormente son

los siguientes:

Incluir parametros toxicologicos e informacion de dosis del cannabidiol y de
farmacos anticonvulsivos en la construcciéon de los diagramas de interaccion
para obtener diagramas mas completos y con mayor confiabilidad para la
seleccion de otras dianas biolégicas relacionadas conla epilepsia.

Llevar a cabo la construccion del complejo .SV2A-sinaptotagmina para
someterlo a acoplamiento molecular con.cannabidiol y simulaciones de
dinamica molecular, para determinar las interacciones y mecanismos que
puedan estar correlacionados con alguna actividad anticonvulsiva.

Realizar los acoplamientos moleculares de la enzima FAAH sin la
fosforilacion del aminoacido Ser241, para determinar si hay una diferencia en
las interacciones y cambios conformacionales que se pudieran presentar con
respecto a la enzima fosforilada.

Construir el complejo. GPR55-proteina G, para llevar a cabo estudios de
acoplamiento . ‘molecular con cannabidiol y dinamica molecular y
agonistas/antagonistas de este receptor, para poder observar cambios
conformacionales asociados a la separacion de las subunidades a By y.
Extender el tiempo de simulacién hasta los 250 000 ps de las dinamicas
moleculares de los complejos de TRPV1, el receptor de glicina a1 y la
subunidad a1G del canal de Ca?* dependiente de voltaje de tipo T, para
observar cambios conformacionales que pudieran estar correlacionados con
alguna actividad anticonwvulsiva.

Construir el complejo del canal de Ca?*dependiente de voltaje de tipo T con
las subunidades B, y, a20 y someterlo a acoplamiento molecular con
cannabidiol y la etosuximida, asi como simulaciones de dinamica molecular

para poder observar un mecanismo completo de inactivacion.
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11.ANEXO

Figura 60. Diagrama de interaccion metabdlico
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Figura 67. Estabilidad de la simulacion de los complejos de TRPV1
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Figura 68. Estabilidad de la simulacién de los complejos del receptor de Glicina a1f3
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Figura 69. Estabilidad de la simulacion de los complejos del receptor de calcio voltaje-

dependiente de tipo T.





