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RESUMEN

La modulacion de receptores opioides es una de las principales estrategias para el alivio del dolor causado
por distintas afecciones. Estudios recientes se basan en estructuras obtenidas por difraccion de rayos X.
Algunos agonistas de estos receptores no contienen las caracteristicas estructurales de los ligandos
previamente conocidos. En particular, la herkinorina no tiene un nitrégeno basico en su estructura, en
contraste con los opioides como la morfina. La afinidad de la herkinorina hacia el receptor opioide mu, no
reclutamiento de arrestinas, no internalizacion del receptor en la célula y el hecho de que puede disminuir
efectos adversos, hace interesante su estudio. Por este motivo, nos dimos a la tarea de encontrar un modo
de unidn para la herkinorina observando diferencias en interacciones respecto de la morfina y DAMGO,
agonistas que pueden causar una baja o alta internalizacion, usando métodos de alineamientos flexibles,
docking molecular, dindmicas moleculares y calculos de energias libres de union alquimicas entre receptor
y ligando. Los sistemas proteina-ligando en las dindmicas y en el calculo de la energia estdn conformados
por moléculas de aguas, membrana e iones representados explicitamente, lo que hace al sistema mas real.
Los resultados obtenidos muestran que la herkinorina emplaza un grupo sustituyente en el sitio alostérico
del ion sodio cercano al aminoacido D114 ubicado en la segunda hélice transmembranal, el cual esta
implicado en la via de sefializacion del receptor, esto difiere a lo observado para la morfina y DAMGO.
Asi, se dan algunas bases para explicar la selectividad de senales dentro del receptor opioide mu y
recomendaciones en la busqueda de nuevas moléculas basadas en la estructura del receptor capaces de
modular distintos sitios en el receptor ademas del ortostérico.

Palabras claves: interaccion proteina-ligando, docking, dindmica molecular, energia libre alquimica,
receptor opioide mu, herkinorina, selectividad funcional.



1. INTRODUCCION

Los moduladores de receptores opioides tienen impacto sobre aspectos importantes en la salud publica,
por un lado son el principal mecanismo para el tratamiento del dolor en condiciones neuropaticas,
inflamacién, post-operacion y cancer. Por otro, lado estdn implicados en la modulacion de
comportamientos y emociones. El uso de estos compuestos ha llegado a ser un problema de salud publica
debido a efectos secundarios como la tolerancia, dependencia y adiccion. Se han encontrado que
mecanismos de desensibilizacion e internalizacién del receptor en la célula son pasos previos a la
dependencia. Analgésicos con menos efectos secundarios han sido un suefio para los cientificos en este
campo de busqueda. Las mejoras para entender estos mecanismos de accion han dado nuevas estrategias
para el disefio de moléculas selectivas y mas potentes, sin embargo falta mucho por conocer.

La determinacioén de algunas estructuras en estados activos o inactivos de la superfamila de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) se ha incrementado hasta el presente, entre ellos estan los receptores
opioides. Esto ayuda a obtener mejor informacion sobre los mecanismos de accion y sefializacion de los
modulares de los GPCR. Para el caso del receptor opioide mu (MOR), principal en la mediacion del dolor
fueron determinadas sus estructuras activa e inactiva, unidas a un agonista y antagonista, respectivamente.
También, el campo de la resonancia magnética nuclear (RMN) ha aportado informacion de movimientos
de hélices transmembranales que estdn presentes en los receptores de esta superfamilia. Estudios de
mutagénesis en el receptor y mediciones de afinidades de moléculas que interactiian con los receptores
opioides se han llevado a cabo para hallar las disposiciones de los grupos estructurales de los ligandos.
Otros en la parte bioquimica, biofisica y de modelado también van aportando informacién relevante que
complementa, sustenta y predice la forma de como funcionan los mecanismos de sefializacion.

Para el caso de modelado molecular a través de la dinamica molecular de estos receptores, se debe tener
claro incluir una membrana de bicapa lipidica que simule la membrana celular dejando un ambiente lo
mas cercano a las condiciones normales en la célula. Ademas, métodos computacionales tendran que estar
sujetos a algiin parametro experimental que lo avale, lo cual llega a ser un problema para procedimientos
como el acoplamiento (docking) de moléculas dentro del receptor debido a funciones de puntaje que
intentan predecir afinidades o por lo menos clasificar de una manera correlacionada a lo encontrado
experimentalmente. Las estructuras de rayos X facilitan la via de estudios de modos de la union entre
receptor y ligando, suponiendo que estructuras similares a los ligandos cristalograficos pueden generar
uniones homologas a los ligandos cristalograficos. El problema aparece cuando las moléculas son muy
diferentes y s6lo hay conocimientos previos sobre algiin analogo del ligando de interés. Por esto, métodos
implementando dinamica molecular y calculos de la energia libre alquimica son usados, éstos tienen en cuenta
componentes explicitos del sistema y pueden predecir valores mas precisos con referencia a datos
experimentales, comenzando a discriminar mejor las orientaciones de las moléculas en el sitio de uniéon dentro
de una proteina.

En la modulacion de MOR se encuentran algunos ligandos interesantes respecto a la selectividad y a la
activacion de vias de sefializacion. Seleccionandose para el trabajo las moléculas mas relevantes. Entre
ellas la herkinorina la cual es una molécula que difiere en una gran medida a la estructura de opioides con
esqueleto tipo morfinano. Pocos estudios del posicionamiento de la herkinorina dentro de MOR han sido
hechos pero no son concluyentes en su modo de union. El gran interés es que la herkinorina es una
molécula agonista funcionalmente selectivo que genera selectivamente la actividad canonica del receptor
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opioide mu, pero no permite que pueda reclutar arrestinas o que se internalice el receptor en el citoplasma
de las células. Por otro lado, se encuentra una molécula nombrada como DAMGQO la cual es un péptido
agonista selectivo que en cierta forma puede generar internalizacion del receptor. La informacién mas
concluyente sobre la posible orientacion experimental esta dada por un antagonista del receptor opioide
delta (DOR), el resto se basa en ensayos por mutagénesis de aminoacidos relevantes y quelacion de
metales como Zn** en MOR. Asi, una correcta ubicacion de estas moléculas en el receptor y estudios del
comportamiento de dicho receptor aportaria conocimiento sobre la modulacion. Otras moléculas incluidas
en el estudio son la morfina y la naloxona, estas estructuras son un agonista y un antagonista de MOR, sus
caracteristicas estructurales son similares a las de los ligandos en los cristales de MOR lo que permite una
facil ubicacion dentro del receptor. La morfina por una parte genera una baja internalizacion del receptor
pero tiene una marcada desensibilizacion experimentalmente hablando, ademas de servir de una rapida
referencia por los demas estudios que se han hecho sobre MOR. Por otro lado, la naloxona al ser un
antagonista y ser muy estudiado en MOR sirve como referente del estado inactivo del receptor.

En este trabajo se realiza un estudio computacional sobre las moléculas herkinorina, DAMGO, morfina y
naloxona enfocdndonos en célculos de dindmica molecular y de energias libres de union sobre MOR,
proponiendo modos de uniones razonables y comparables a las energias experimentales de unidn, que
ademas incluyen la region alostérica importante en la modulacion de MOR, la cual es encontrada
dependiente de la presencia de sodio en algunos ligandos agonistas. Con esto se tiene base para observar,
soportar y dar indicios de procesos estructurales dentro del receptor opioide mu con diferentes tipos de
agonistas antes de que las senales se generen.



2. ANTECEDENTES

2.1 Receptores opioides y Receptor opioide Mu

El sistema de receptores opioides (ORs, por sus siglas en inglés) controla el dolor, la recompensa y la
adiccion en los seres humanos y algunos animales; los ORs pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a las proteinas G (GPCR), clase A (también llamados tipo rodopsina), su estructura terciaria
esta formada por siete dominios transmembranales, ubicando su cadena N-terminal en la parte extracelular
y la C-terminal en la zona intracelular. La comparacién de secuencias de los GPCRs clase A llevo a
encontrar motivos conservados, como el segmento DRY de la tercera hélice transmembranal (TM3) y el
NPxxY ubicado en la séptima hélice transmembranal (TM7). Los GPCRs se caracterizan por unirse a
proteinas G heterotriméricas, las cuales constan de subunidades llamadas a, B y y (Massotte et al., 2005).
El efecto biologico de los ORs, por ejemplo, su efecto analgésico esta relacionado con su distribucion en
el cuerpo humano. Los OR estan ampliamente distribuidos en el cerebro, como también se pueden
encontrar en el tallo cerebral, la columna vertebral, en el intestino y en neuronas periféricas. Cuatro
principales subtipos de receptores opioides: Mu (n, MOR), Delta (3, DOR), Kappa (x, KOR) y ORLI
(Opioid receptor like-1), asi como sus genes, han sido caracterizados a nivel celular, molecular y
farmacologico (Al-Hasani et al., 2011; Chen et al., 1993; Dhawan et al., 1996; Yasuda et al., 1993).

Para ayudar en la nomenclatura y ubicacién de los aminoacidos en los GPCRs Ballesteros y Weinstein
crearon un método en donde se seleccionan los motivos mas conservados en cada uno de los siete dominios
(TMs) que son identificados por la relacion evolutiva de estas proteinas y se les asigna un valor de 50 a
cada uno de ellos, acompafniados por el numero en el dominio en el que se ubica. Luego se enumeran los
aminodcidos de cada dominio conforme avanza la secuencia, limitados a pasar por el nimero 50 del
aminoacido conservado. Asi, por ejemplo en la TM3 el aminoacido R165 es el mas conservado y le
corresponde el valor de 3.50, mientras que el residuo D147 del mismo dominio le corresponde el nimero
3.32 (Ballesteros et al., 1995). Para una réapida identificacion se nombraran como R165%%° y D147332;
puede omitirse el nimero correspondiente al aminodcido para generalizar dentro de la familia como R3-°
o D332,

Las moléculas que interaccionan con ORs son clasificadas como ligandos agonistas, agonistas parciales,
agonista-antagonista y antagonistas. Los agonistas activan al receptor opioide generando acciones de
respuesta como analgesia, euforia, dependencia fisica, etc. Un ejemplo es la morfina, alcaloide fenantreno
del opio que actia como agonista de MOR, siendo el analgésico mas importante de la medicina
contemporanea. Los agonistas parciales tienen una eficacia reducida (actividad méaxima) en los pasos de
sefalizacion respecto a la eficacia de los agonistas totales. Los agonistas-antagonistas pueden ser agonistas
bajo una condicion o antagonistas bajo otra condicion sobre un receptor, o sencillamente ser un antagonista
para un receptor y ser una antagonista para otro receptor cercano estructuralmente al primero. Finalmente
un antagonista es aquel que causa una actividad contraria a la que puede activar un agonista (Atanasov et
al.,2013). La Tabla 1 resume las principales respuestas fisioldgicas debidas a la interaccion de ligandos
con MOR, DOR y KOR (Fine et al., 2004).



Tabla 1. Receptores opioides, localizacion y sus respuestas farmacoldgicas

Receptor Localizacion en el SNC Respuesta

M Cerebro (lamina IIl y IV de la Analgesia supraespinal,
corteza, talamo y sustancia gris dependencia fisica.
central), medula espinal (sustancia
gelatinosa).

X Cerebro (hipotdlamo, sustancia gris Analgesia espinal, sedacidon, miosis,
central y claustrum), medula la inhibicién de la liberacion de la
espinal (sustancia gelatinosa). hormona antidiurética

0 Cerebro (nucleo pontino, amigdala, Analgesia, euforia, dependencia
bulbos olfatorios y corteza fisica.
profunda)

(Fine et al., 2004)

Tabla 2. Cristales resueltos por rayos X del receptor opioide Mu.

PDBID Ligando co-cristalizado Interacciones importantes
4DKL  B-FNA (antagonista) D147 (interaccion idnica),
Y 14833 (Puente de
hidrégeno), K233°3° (Enlace
covalente con el ligando),
M151336, 129651, H29752
(mediada por dos moléculas
de agua), V3003, W293648,
Y3267.43

H54 (ubicado en el extreme
N-terminal), V143328,
D147°32 (interaccion idnica),
Y 14833 (mediada por una
molécula de agua), M151336,
K23333? (desde el esqueleto
del receptor mediada por una
molécula de agua), V236°4%,
W293648 129651 H2976-2
(mediada por dos moléculas
de agua), V30053, W318733,
13227, Y3267




En afios recientes fueron reportadas las estructuras tridimensionales de MOR en su forma inactiva
y activa, obtenidas por cristalografia de rayos-X. Los correspondientes codigos identificadores en
la base de datos de proteinas PDB (Protein data bank) son 4ADKL y SC1M (Figura 1). La estructura
inactiva de MOR fue co-cristalizada con un antagonista llamado B-funaltrexamina (B-FNA) que se
une de forma covalente al residuo K2335.39 (resolucion 2.8 A). Mientras que el ligando co-
cristalizado con MOR en el estado activo fue el agonista BU72 (obtenida con mejor resolucion 2.1
A), esta estructura cristalina se logré gracias a la incorporacion de un nano cuerpo (Nb39) en la
parte intracelular del receptor, la cual homologa a las proteinas G. El éxito de la metodologia para
lograr la cristalizacion de estos receptores radica en la estabilidad debida a la unién con las
proteinas G. Los dos ligandos co-cristalizados con MOR tienen un esqueleto ciclico tipo morfina
y sus interacciones principales con dicho receptor se enlistan en la Tabla 2. Las diferencias
principales entre el receptor opioide inactivo y activo se encuentran en TM6 con un movimiento
de ~10 4 hacia afuera del receptor, en TM7 con un movimiento moderado hacia el interior del
receptor y en TMS5 acercandose a TM6 (Huang ef al., 2015; Manglik et al., 2012). Movimientos
que también podian apreciarse para la rodopsina en su forma activa e inactiva.

A B
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Figura 1. Receptor opioide Mu y aminodcidos importantes. A) MOR en su estado activo (verde) e inactivo (azul)
mostrando las siete hélices transmembranales nombradas como (TMs). B) Aminodcidos relevantes en el
sitio de union con agonistas/antagonistas visto desde la parte extracelular.



2.1.1 Conceptos de tolerancia, desensibilizacion e internalizacion en receptor opioide Mu

Los receptores opioides, particularmente MOR, son el principal blanco terapéutico para el control de dolor
agudo, crénico y post-operatorio. Sin embargo, el desarrollo de tolerancia, dependencia y adiccion
dificultan su uso clinico (Tsao et al., 2000; Williams et al., 2013), esto conduce a que la prescripcion de
estos medicamentos debe realizarse bajo estricta vigilancia médica. La tolerancia se define como el estado
en el cual un organismo deja de responder al efecto de una droga, esto lleva a que se requiera una dosis
cada vez mas alta para alcanzar el mismo efecto. La adiccion es definida como un dafio cerebral cronico
y recurrente que es caracterizado por la busqueda y uso compulsivo de una droga, a pesar de tener
conocimiento de sus dafiinas consecuencias. Se considera una enfermedad o dafio cerebral porque las
drogas cambian la estructura y funcion del cerebro. Los cambios en el cerebro pueden ser duraderos y
pueden llevar al comportamiento dafiino observado en personas adictas a las drogas. La dependencia por
su parte, se refiere al estado en el que un organismo funciona en forma normal solamente en presencia de
la droga, la remocion abrupta de la droga se manifiesta como un disturbio fisico que puede incluir
sudoracion, enrojecimiento de la piel, vomito, ansiedad, insomnio y dolor muscular.

Es dificil encontrar mecanismos celulares claros que den explicacion a la tolerancia, uno de estos que
puede estar asociado parcialmente es la internalizaciéon de MOR en el citoplasma (Figura 2). Esta hipotesis
se basa en que la internalizacion disminuye la disponibilidad de los receptores a la estimulacion por
agonistas (Zastrow et al., 2003). Estudios in vitro del cambio negativo de la sefializacion de MOR en un
tratamiento largo con agonistas pueden sustentar la idea (Elliott ef al., 1997; L. C. S. Purington, 2011).
Ademas, estudios de fluorescencia y microscopia confocal han mostrado que MOR se internaliza en el
citoplasma de la célula (Alvarez et al., 2002). Agonistas como DAMGO vy fentanil producen una alta
internalizacion de MOR (Alvarez et al., 2002; Zastrow et al., 1993), mientras la morfina no genera
internalizacién en condiciones normales (Keith ef al., 1996; Sternini et al., 1996). Sin embargo, se ha
observado que la morfina puede disminuir la sefializacion de MOR, lo que resultaria en tolerancia.

Lo sucedido con la morfina y otros ligandos, los cuales no inducen una fuerte internalizacion de MOR,
puede explicarse por un proceso llamado desensitizacion (Figura 3), el cual es un conjunto de cambios
moleculares en niveles de la sefializacion del receptor (Lefkowitz et al., 1983; Williams ef al., 2013), que
pueden ser de tipo homologos (en el que se engloba a la reduccion del efecto cuando un agonista actua en
un receptor especifico) o heterdlogo (reduccion del efecto cuando el agonista actua en otros receptores
que comparten un componente de la cascada de sefializacion). Esto hace que los agonistas generen bajos
niveles de sefalizacion (Rozenfeld et al., 2007; Sharma et al., 1975). Se piensa que la desensibilizacion
es precursor en la tolerancia (Rozenfeld et al., 2007).

La internalizacion y la desensitizacion pueden tratar de explicarse con estudios donde se muestran las
capacidades de ligandos agonistas para reclutar estructuras moleculares intracelulares como las fosfatasas,
quinasas y arrestinas (Zastrow et al., 2003; J. Zhang et al., 1998; L. Zhang et al., 1996). Para el caso de la
morfina y DAMGO la diferencia en la capacidad de internalizacion del receptor se ha explicado con la
fosforilacion hecha por cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK) sobre la treonina T370 y la
serina S375 del extremo C-terminal ubicado en la parte intracelular en MOR (Doll et al., 2011). En la que
DAMGO promueve esta fosforilacion en T370 y S375, catalizada por GRKs 2 y 3, generando
reclutamiento de las B-arrestinas 1 y 2 y una fuerte internalizacion posiblemente por el secuestramiento
debido a estas arrestinas. Esto precede y puede ser un paso a la tolerancia. Por el contrario, la morfina
induce la fosforilacion de S375 catalizada por GRKS que puede inducir pobremente el reclutamiento de



B-arrestina2 pero no la B-arrestinal (Doll et al., 2012; Chad E. Groer et al., 2011). A pesar de esto
DAMGO puede volver a ganar actividad cuando el receptor esta desensibilizado (resensibilizacion, Figura
2) antes de que se produzca la internalizacion, mientras la morfina no logra recuperar la actividad cuando
su receptor se encuentra desensibilizado (Dang et al., 2004; Koch et al., 2008; Koch et al., 1998). Por lo
que se ha propuesto que la activacion del camino GRKS5 puede contribuir a la analgesia y a la tolerancia
in vivo en la morfina (Doll et al., 2012).

La internalizacioén puede suceder por dos mecanismos translocacion y endocitosis, la diferencia es que la
endocitosis recubre al receptor con parte de la membrana y lo lleva a dentro de la célula, mientras la
trasloacacion no usa dicha envoltura lipidica. Experimentalmente, la endocitosis puede impedirse a baja
temperatura dejando evidente el mecanismo de translocaciéon. Se ha encontrado que la morfina no
promueve la translocacion mediada por B-arrestina2 de MOR, por el contrario DAMGO si lo hace. Pero,
cuando se sobre expresa a GRK2 en las células HEK-293, la morfina, esta vez si puede inducir la
translocacion del receptor hacia el interior de la célula (C. E. Groer et al., 2007). También, la sefializacion
mediada por las arrestinas se le ha atribuido efectos adversos incluyendo tolerancia, supresion respiratoria
y constipacion (Bohn ef al., 2000; Bohn ef al., 1999; Raehal et al., 2005).

A pesar del conocimiento que se tiene, no se puede explicar completamente las manifestaciones clinicas
de la tolerancia, por estar presente en sistemas muy completos y complejos con plasticidad en los
mecanismos; como se muestra en las Figuras 2 y 3 (Christie, 2008; Williams ef al., 2013).

2.1.2 Modulacion alostérica por sodio en GPCR y en receptores opioides

Un hallazgo relevante en los GPCRs de clase A es el descubrimiento de un sitio de unioén alostérico
conservado que aloja un ion sodio, (Katritch et al., 2014), el cual estd implicado en muchas funciones
fisiologicas (W. Liu et al., 2012). Los primeros experimentos en indicar un posible sitio de union para el
sodio en esta clase de receptores encontraron una modulacion negativa para las uniones agonistas para
receptores opioides, mientras que no afectan la afinidad para el agonista. Lo que servia para diferenciar
agonistas de antagonistas (Pert ef al., 1973; Snyder et al., 2003). Posteriormente, se observo que la
mutacion en el residuo conservado D2.50 en los GPCR tiene significancia en el efecto de dependencia del
sodio ya mencionado. Ademas, mutantes en D2.50 por aminoacidos no cargados reducen la sefial generada
dependiente del ligando para algunos GPCRs, sugiriendo que el ion sodio puede influir en la transduccion
de las sefiales (movimiento de sefiales desde fuera de la célula hacia dentro) en este tipo de receptores.
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Reciclaje

Intracelular

Agonista 2

Figura 2. Esquema general de la regulacion en GPCR ejemplificadas con dos tipos de agonistas selectivos. Se
muestra al estado inactivo (PDBID 4DKL, azul), estado activo (PDBID 5CIM, verde), la subunidad alfa
Gi (desde PDBID 1GG2), arrestina (desde PDBID 4ZWJ) y agonistas (etiquetados como 1 o 2). El paso de
sefializacion debido al acoplamiento del receptor con la proteina G de membrana son representados como
“paso de senalizacion A”. La serializacion debida al acoplamiento con las arrestinas se nombro “paso de
senializacion B”. En esencia el agonista 1 no promueve el reclutamiento de f-arrestina mientras el agonista
2 si lo hace. El agonista 2 genera internalizacion pero no el agonista 1.

G jjo / \ B-Arr

Sefial GRK Sefal
dependiente de B-Aﬂ' independiente
proteina G B-Arr de proteina G

D

Figura 3. Miultiples procesos en la cascada de seiializacion de MOR que pueden generarse por la union de un
agonista. Dependiendo del agonista unido se puede activar uno o un numero de estos pasos generando un
mecanismo selectivo en la sefializacion. Gy, representa la union con la proteina G de membrana, GRK a
la union de cinasas que se unen a estos tipos de receptores y f-Arr a la union con las arrestinas.



El receptor de adenosina Aza en su conformacion inactiva fue una de los primeras estructuras de GPCRs
resueltas por cristalografia de rayos X en alta resolucion (1.8 4). En dicha estructura se observa un
conglomerado de moléculas formado por un ion sodio, moléculas de agua y amino &acidos muy
conservados en las hélices TM2 y TM3 como D** y $*3° (W. Liu et al., 2012). Posteriormente, la
estructura en alta resolucion (1.8 4) de DOR en su conformacién inactiva, permitié encontrar densidad
electronica correspondiente a un dtomo de sodio en dicho sitio alostérico, revelando que N*-*° también es
un aminoécido importante (Fenalti ef al., 2014). Mas atn, la mutacion N>V reduce y la N*3°A anula el
efecto del sodio alostérico sobre la union de los ligandos, aumentando en ambos casos la sefalizacion
mediada por arrestina en estudios en DOR. Ambas mutaciones no afectan la sefializacion canonica
mediada por proteina G de membrana, lo cual sugiere que este ion afecta la union de las B-arrestinas y que
el efecto sobre la sefializacion mediada por proteina G pueda depender de un ligando y una mutacioén en
especifico. Por lo tanto, se ha sugerido que el sodio actia como un efectivo interruptor en los diferentes
caminos de la sefnalizaciéon de GPCRs (Fenalti et al., 2014).

Con agonista selectivo A
(Proteina G)

Receptor sin ligando o
con antagonista

Con agonista selectivo B
(B-arrestina)

RGPy
Py

Figura 4. Ejemplificacion del mapeo energético de las conformaciones de una proteina en la que la union con
agonistas selectivos de la sefializacion produce diferentes mapeos energéticos favoreciendo distintos caminos en
la actividad, “selectividad funcional” (Kenakin, 2011).

2.1.3 Selectividad funcional

Como comenta Kenakin (Kenakin, 2011), si representamos al receptor en un mapa energético con todas
sus posibles conformaciones, entonces un ligando que se una al receptor puede alterar energéticamente
las conformaciones y atravesar por nuevos mapas energéticos y por lo tanto tomar partida en nuevos
comportamiento funcionales (H. Ongun Onaran et al., 1997; H. O. Onaran et al., 2000). Experimentos
han mostrado que diferentes ligandos pueden estabilizar diferentes conformaciones del receptor,
desvaneciendo la idea de hay una solo estado del receptor activado en el agonismo (Kenakin ef al., 2010).
Asi, un mecanismo que describe la selectividad funcional para un agonista seria en la forma de
estabilizacion de conformaciones especificas dependientes del ligando que va a interactuar selectivamente,
acoplandose con proteinas celulares para inducir la activacion de procesos de sefializacion (Kenakin,

10



2005). En la Figura 4 se muestra un ejemplo mostrando un GPCR y dos vias de sefalizacion que pueden
mediarse por estos receptores.

2.2 Herkinorina

Salvia divinorum es una planta usada en practicas ancestrales por los indigenas de la Sierra Mazateca del
estado de Oaxaca para producir experiencias alucindgenas (Valdés et al., 1983). El compuesto activo
aislado de esta planta, la salvinorina A, es un diterpeno de tipo neoclerodano (Ortega et al., 1982)
altamente selectivo para KOR y el primero en conocerse que no tiene un atomo de nitrogeno basico en su
estructura. Este hallazgo marc6 una nueva era en el campo de los receptores opioides, ya que previo a esto
se pensaba que la interaccion de un grupo amino cargado positivamente con la cadena lateral del
aminoacido D**? en la hélice TM3 era esencial para en el reconocimiento de receptores opioides.

Durante la generacion de analogos de la salvinorina A se encontré una molécula a la cual se le cambi6 el
grupo acetiloxi de la salvinorina A por un grupo benziloxi. Dicho andlogo fue nombrado como herkinorina
(Figura 5), [(2S,4aR,6aR,7R,9S,10aS,10bR)-9-(benzoiloxi)-2-(3-furanil)dodecahidro-6a,10b-dimetil-
4,10-dioxo-2H-nafto-[2,1-c]piran-7-acido carboxilico metil éster] (Harding et al., 2005). Este cambio
resulto en la caida de afinidad hacia KOR (K; 90 nM frente 1.9 nM de la salvinorina A), una mejor afinidad
para DOR (K; 1170 nM frente 5790 nM) y una marcada mejora en la afinidad hacia MOR (Ki 12 nM vs
>1000 nM). Ademas, la actividad medida en los tres receptores mediante los ensayos con [*°S]-GTPyS
(GTP se une al complejo de proteina G para generar sefial) encuentra que la herkinorina pierde actividad
respecto a la salvinorina A en KOR (ECso 1320 nM vs 40 nM), sin actividad en DOR e inesperadamente
fue agonista en MOR (ECsp 500 nM). Asi, se obtuvo el primer agonista de MOR carente de un atomo de
nitrégeno basico en su estructura.

En estudios posteriores se encontré que la herkinorina conduce a muy poca fosforilacion, no recluta p-
arrestina2 y no es un buen internalizador, aun si se sobre expresa GRK2, quien si logra que la morfina
internalice al receptor cuando dicha cinasa es sobre expresada (C. E. Groer et al., 2007). Ademas, un dato
relevante es que la salvinorina A, ha mostrado que induce internalizacion de KOR en la célula (Al-Hasani
etal.,2011; Wang et al., 2005), mientras la herkinorina no lo hace con MOR, indicando modos de unioén
muy distintos en los dos receptores. Agonistas que no inducen interaccion entre el receptor y B-arrestina2
o subsecuentes internalizaciones son candidatos terapéuticos prometedores ya que podrian disminuir
efectos secundarios no deseados.

Salvinorina A Herkinorina

Figura 5. Comparacion estructural entre el producto natural salvinorina A y su andlogo herkinorina. La
diferencia subtancial se encuentra en la presencia del sustituyente en el C2-benziloxi en la herkinorina.

11



2.3 Métodos computacionales en sistemas bioldgicos

Los sistemas bioldgicos son tan complejos que pueden interactuar generando diversos comportamientos
coherentes, selectivos y multifuncionales en los seres vivos. A pesar de que la biologia molecular ha
logrado descubrir multitud de hechos tales como secuencias gendémicas o propiedades en proteinas, no ha
llegado por si sola a interpretar dichos sistemas, ya que no resultan ser puramente intuitivos. Asi, una
combinacion de aproximaciones experimentales y computacionales es necesaria para resolver las dudas
(Kitano, 2002).

La biologia computacional es la disciplina llamada en estos casos. Esta puede implementarse de dos
formas: la primera, basandose en el descubrimiento desde el conocimiento (mineria de datos), extrayendo
los patrones ocultos desde informacion experimental masiva almacenada en bases de datos, dejando
hipdtesis como resultados. Y la segunda en andlisis basados en simulaciones los cuales ponen a prueba las
hipotesis con experimentos in silico dando predicciones que pueden ser verificadas con estudios in vitro
o in vivo (Kitano, 2002).

Por otra parte, lo anterior se conecta con el disefio racional de farmacos, su optimizacion y generacion de
tratamientos. En donde sus primeras etapas se basa en disefiar ligandos que tengan un efecto deseado sobre
un objetivo molecular, en el entendimiento de la unién a este objetivo mediante la busqueda de
interacciones que forman un sitio de union especifico y en la determinacion afinidades entre el ligando y
el objetivo. En todo caso intentando controlar las incertidumbre de los procedimientos para generar buenas
predicciones (Kuntz, 1992; Lawrenz, 2011).

M¢étodos computacionales aplicados cominmente en dichas disciplinas son busquedas por similitud,
cribado virtual de alto rendimiento, modelos de farmacoforo, modelos QSAR, acoplamientos moleculares
automatizados (docking), simulaciones moleculares, entre otros (Sakkiah et al., 2012).

2.3.1 Docking y Alineamiento flexible de moléculas pequeiias

2.3.1.1 Alineamiento flexible

Esta herramienta es cominmente utilizada para hacer busquedas y comparaciones con base a similitud
estructural, la cual hace puntajes de caracteristicas estructurales analogas, por ejemplo grupos funcionales.
Para comenzar el anélisis por similitud estructural en tres dimensiones es necesario que las moléculas bajo
estudio estén alineadas respecto a una molécula de referencia. Es ahi donde programas como
Molecular Operating Environment (MOE) utilizan métodos de alineamiento de moléculas pequeiias, en
este caso un alineamiento flexible basado en la densidad de probabilidad de caracteristicas de una
molécula dada, detallado en el anexo A (Labute et al., 2001).

El alineamiento flexible ha sido implementado como una herramienta en la ubicacion inicial de tetra-
péptidos agonistas de KOR, con cerca de 22 enlaces rotables, en su sitio alostérico (tratamiento pre-
docking) para una posterior busqueda conformacional del sistema involucrando aminoécidos importantes,
con base a campos de fuerzas y modelos de solvatacion continuos. Esto debido a que el método de docking
usado no logr6é obtener una conformacion razonable y coherente con la informacion de la literatura
mientras que el alineamiento si lo hizo (Martinez-Mayorga, 2013). Estudios de docking sencillos y rapidos
de moléculas con un alto numero de enlaces rotables (mayor de 10) no logran abarcar una busqueda lo
suficientemente exhaustiva para encontrar modos de unidon adecuados (Lopez-Vallejo et al., 2012;
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Yongye et al., 2010). Explicado porque el numero de enlaces rotable (grados de libertad
conformacionales) incrementa el nimero de conférmeros requeridos para representar su espacio
conformacional. La exploraciéon entonces del espacio conformacional utilizando métodos
computacionales puede llegar a ser una tarea dificil y consume tiempo. Lo cual es cierto si la busqueda
comienza lejos del sitio de union. Indicando la importancia de puntos de partidas de docking cerca del
sitio de union (Joung et al., 2012). Asi, el alineamiento de moléculas pequefias puede darse como puntos
de partidas en estudios de modelado posteriores.

2.3.1.2 Docking

Los estudios de docking son ampliamente utilizados para sugerir modos de union de moléculas de interés
y/o para la seleccion de compuestos que se llevaran a ensayos bioldgicos. El estudio consiste en dos etapas
de calculo: la primera, la busqueda de los posibles modos de unién en el sitio de interés de la
macromolécula, usando algoritmos de muestreo. la segunda estapa, es el puntaje calculado para cada modo
de union de la molécula, utilizando funciones de puntaje (X.-Y. Meng et al., 2011).

Algoritmos de emplazamiento y funciones de puntaje han sido recopilados en revisiones de la literatura
(X.-Y. Meng et al., 2011). Destacandose lo siguiente:

Algunos algoritmos de emplazamientos pueden ser de tipo algoritmos de correspondencia (matching
algorithms) basados en la forma del ligando en la proteina usando caracteristicas de forma e informacién
quimica, algoritmos de construccion incremental (incremental construction) basados en la fragmentacion
del ligando entre sus enlaces rotables, emplazando un primer fragmento para luego afiadir los fragmentos
restantes incrementalmente, algoritmos desde métodos de Monte Carlo emplazando de forma estocastica
al ligando con base a rotaciones de enlaces y rotacion/translacion de cuerpo rigido, algoritmos genéticos
basados en métodos estocasticos, dinamicas moleculares basada en el progreso en pequefias etapas del
movimiento del sistema teniendo problemas en barreras conformormacionales energéticas altas y siendo
eficaces en optimizaciones locales (mas refinamiento luego de otros emplazamientos). Ejemplos con base
en los programas usados se encuentran en el anexo A.

Las funciones de puntaje pueden ser basadas en campos de fuerzas, funciones basadas en extensiones a
los campos de fuerza, funciones empiricas construidas ajustando los coeficientes que acompaifian los
términos de la energia respecto de complejos a los que se le conoce bien su energia de union, funciones
basadas en el conocimiento construidas para favorecer contactos preferidos y penalizar interacciones
repulsivas o funciones de consenso de puntajes (consensus scoring) el cual combina varias funciones de
puntaje. Pueden encontrarse mas funciones de puntaje, algunos ejemplos estan en los docking de ICM y
MOE del anexo A.

La primera etapa, el emplazamiento, conduce generalmente a modos de union razonables aunque en
algunos casos se usan refinamientos para mejorar la orientacion y conformacion usando métodos de
emplazamiento mejores que los anteriores (refinamientos). Sin embargo, la etapa de puntaje tiene un
margen de error mayor para el docking tradicional, la diferencia entre los valores de puntaje obtenidos no
permite discernir entre modos de unidon de una molécula o la afinidad de una molécula respecto de otra.
En el caso de busqueda virtual basada en docking tradicional, la falla de los métodos de puntaje conduce
a falsos positivos o falsos negativos (Brenk ef al., 2006). Por lo tanto, se hace evidente la necesidad de
tratamientos mas rigurosos para los célculos de la energia de union proteina-ligando y su afinidad. En
algunos casos se recalcula el puntaje (re-puntaje) considerando funciones de puntajes mejores a las

13



anteriores con términos de energia mdas explicitos como términos a los puentes de hidrogeno,
desolvatacion, entropia, etc. Cuando se requiere la comparacion de pocas moléculas (del orden de 5
comparado con los cientos o miles de moléculas en estudios de docking tradicional) es posible realizar
calculos de energia libre usando moléculas de aguas explicitas en simulaciones de dindmicas moleculares.
Estos calculos son computacionalmente mas demandantes ya que incluyen muestreos de los movimientos
del sistema pero permiten una estimacion muy cercana a los valores experimentales y por ende, permiten
discernir entre modos de union estructuralmente equivalentes pero energéticamente distinguibles (Boyce
et al.,2009).

2.3.2 Dinamicas moleculares y energias libres de union proteina-ligando

2.3.2.1 Dinamica Molecular

La energia de una molécula hablando a niveles atomicos es mas precisa calculada desde la mecéanica
cuantica resolviendo un Hamiltoniano H¥ = E¥. Muy usado en el estudio de geometrias y reactividad de
las moléculas (Friesner et al., 1998). Sin embargo, el uso de dindmica molecular (Mecanica Molecular) la
cual trata el movimiento de las moléculas de una forma clasica, gana terreno en sistemas y en escalas de
tiempos bioldgicamente relevantes. Esta trata a los atomos enlazados como esferas cargadas conectadas
con resortes armonicos dependientes del tipo de conexiéon y para los 4tomos no enlazados estan
correlacionados a través de interacciones vistas como fuerzas van der Waals y electrostaticas. Todo genera
un campo de fuerza, force field (Karplus et al., 2002; Lawrenz, 2011; Paquet et al., 2015). En el anexo A
se encuentra un ejemplo de un campo de fuerza.

Las fuerzas VU; pueden ser computadas por ejemplo por movimientos de Newton para cada dtomo i con
una posicion » y masa m;.

dzri
—VUi = miﬁ (2.1)

La ecuacion 2.1 es integrada numéricamente obteniendo velocidades y posiciones en etapas de tiempos a
través de posibles diferentes algoritmos (Grubmiiller ez al., 1991). Donde se usan condiciones periodicas
de frontera (PBC) para simular la fase del agregado molecular, bulk (H. Zhao et al., 2008). Llevados en
ensambles con moléculas y temperatura constantes, volumen contante (NVT) o presion constante (NPT),
presion y volumen son controlados a través de ajustes dindmicos del tamafio de celda unitaria y re-
escalando las coordenadas atomicas (Feller et al., 1995). Mientras para controlar la temperatura el sistema
es conectado a un bafio térmico virtual que puede remover energia cuando sea necesario (Evans et al.,
1985). Como se menciona en dinamicas de Langevin la integracion numeérica y el control de la temperatura
se hacen en el mismo momento a través de una fuerza de friccion disipadora y de la fuerza aleatoria R,
resolviendo la ecuacion 2.2 (Feller et al., 1995; Paquet et al., 2015).

v, —y iy R(®) Gl 2.2

—VU; —y— =m;—— .

l y dt L dtz ( )

Donde —VU; es la fuerza del 4tomo i, el término —y —Zrti una fuerza de friccidn, y es una frecuencia de

colision, m; es la masa del atomo i, 7; es la ubicacion del atomo i y R(?) es una fuerza aleatoria obtenida
desde un tipo de distribucion Gaussiana.
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Si se asume una buena descripcion del sistema, la hipotesis ergodica de la ecuacion 2.3, mantiene a un
observable el tiempo suficiente para proporcionar una probabilidad de distribucion en el equilibrio.

A_t = <A)ensamble (2-3)

En este sentido la probabilidad de distribucion del observable en los métodos de célculo de energia libre
alquimicos es seguida a lo largo de coordenadas de reaccion especiales (1) que puede dejar la energia libre
de enlace entre proteina-ligando.

2.3.2.2 Calculos de energia libre alquimicos

Se basan en trasformaciones alquimicas porque en esencia es la realizacion del suefio inaccesible de los
alquimistas de trasmutar la materia (Chipot et al., 2007).

Esto puede convertir una molécula en otra y determinar una energia relativa entre dos sistemas. O
simplemente llevar a una molécula de una fase a otra pudiendo calcularse energias absolutas.

Con base a lo recopilado por Gilson y colaboradores (Gilson ef al., 1997) se dice que los calculos describen
una aproximacioén en el cual un sistema, pasa a través de una serie de intermediarios no fisicos para poder
calcular la diferencia de energia libre entre dos estados fisicos relevantes.

El método de doble-desacoplamiento para el calculo de la energia libre absoluta (Figura 6) usa dos
sistemas, uno donde el ligando se encuentra con la proteina y otro en el que se encuentra libre rodeado de
moléculas de agua, los dos sistemas se unen a través de un ciclo termodindmico. El método hace
modificaciones al ligando a través de parametros A generando una especie de coordenada de reaccion en
cada sistema. Al final de ciclo se esté llevando el ligando del sistema con la proteina hasta un sistema so6lo
con agua.

Las modificaciones (A) del hamiltoniano del sistema son hechas a los 4tomos del ligando variando
términos de la energia potencial del campo de fuerza usado (ver anexo A). Para el caso de métodos de
doble-desacoplamiento, los términos del ligando que son escalados en etapas sucesivas hasta cero son los
correspondientes a los no enlazantes entre el ligando y el entorno (van der Waals y electrostaticas)
transformando al ligando en una molécula no interactuante. Para el desacoplamiento del ligando en la
proteina se tiene un estado con el ligando unido a la proteina y otro estado no unido a la proteina (Figura
6). Segun el ciclo termodinamico es necesario desacoplar una segunda vez dejando un estado rodeado de
moléculas de agua para llevarlo a un estado no interactuante.

Las energias libres pueden corresponder energia libre de Helmholtz cuando se usa un ensamble NVT o
energia libre de Gibbs para el ensamble NPT (Y. Meng ef al., 2011). En este ultimo caso con la diferencia
de energia entre el sistema donde el ligando se desacopla de la proteina (AGy,oteing) ¥ €l sistema donde
el ligando se desacopla de un medio acuoso (AGygy,q) podra obtenerse la energia libre de union proteina-
ligando (AGynisn)-
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Hay métodos en los cuales se puede encontrar la diferencia entre dos estados de cada sistema, pero dan un
pobre acercamiento de la energia si, por ejemplo, no hay un solapamiento entre ellos.

Proteina Ligando Complejo

(P) (L)

+ 'I-elec-l-vdw

Sol ™=

&z (A AGY,

Proteina

Figura 6. Ciclo termodindamico para el computo de la energia libre absoluta alquimica (AGg:ilén = AG?,;’Oltema -

AGg;&a). Representados en dos sistemas en el que el ligando se acopla/desacopla rodeado de moléculas
de agua (AGygyq) y otro acoplando/desacoplando en un complejo proteina-ligando (AGproteina). LOS
superindices indican hacia que lugar toma sentido las interacciones en donde el “0” representa el estado

del ligando no interactuante y “1” al ligando interactuando totalmente con el sistema.

Como el estado interactuante y el no interactuante, en cada uno de los dos sistemas, estan alejados y no
presenta solapamiento entre si, hace que se requieran estados intermediarios, Ai, cercanos uno del otro
hasta conectar los estados extremos. El método comunmente usado para el computo de la energia libre de
un sistema, teniendo todos los intermediarios, es llamado el Bennett Accceptance Ratio, BAR (Bennett,
1976, Klimovich et al., 2015).
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2.3.3 Estudios entre las moléculas de interés y el receptor opioide Mu implementando
métodos computacionales

Estudios computacionales realizados en MOR y demas receptores opioides estdn enfocados en modos de
unioén, modelos QSAR, modelos del farmacoforo, sitios alostéricos, calculos energéticos, entre otros. En
este apartado nos enfocaremos en estudios de docking molecular, alineamiento, dindmicas moleculares y
energia libre con moléculas de aguas explicitas. Las moléculas abordadas son la morfina, DAMGO,
herkinorina y naloxona, las cuales son la parte central de este trabajo.

Herkinorina.

La herkinorina es una molécula interesante por su propiedad de no causar reclutamiento de las arrestinas
e internalizacion del receptor. Estudios de docking clasicos de la herkinorina han sugerido modos de unién
en MOR haciendo comparaciones con su andlogo estructural, la salvinorina A, el cual es un ligando
agonista selectivo para KOR, del que se tiene mucha mas informacion experimental. Distintos modos de
union de la salvinorina A se han propuesto, los primeros usando modelado molecular proponen que el
grupo furano presente en su estructura, segiin los datos experimentales encontrados, esta orientado hacia
el residuo Y’* de KOR, en la parte central del receptor (Kane et al., 2006; Vortherms et al., 2007; Yan
et al., 2005). Mientras que algunos otros modos de unién usando docking molecular proponen que la
salvinorina A, tanto en KOR como en MOR, emplazaria al grupo furano hacia la parte extracelular,
ubicando a los grupos sustituyentes de las posiciones C2 y C4 de su estructura hacia la parte central del
receptor (Bartuzi et al., 2015; Polepally et al., 2014). Sin embargo, la orientacion de este grupo C2 y C4
en modelos que parecen llevar esta ultima idea de orientaciéon de la molécula, no encuentran una
convergencia hacia residuos en especificos. En uno de estos tltimos modelos (de los pocos en la literatura),
la salvinorina A sirve como plantilla y comparacion para el docking de la herkinorina dentro de MOR
(Bartuzi et al., 2015). Ahora, también se pueden hacer observaciones desde analogos de la salvinorina A
como comparacion, a quienes se le conoce su afinidad hacia MOR, KOR y DOR y sus modos de unién
propuestos (Polepally et al., 2014).

La dindmica molecular de la herkinorina usando como plantilla la orientacion de la salvinorina A en MOR,
indica que el posible que la herkinorina pueda estar en el sitio ortostérico (zona en la que normalmente se
fija un ligando en la proteina) y no modular de una manera puramente alostérica en MOR (Bartuzi ef al.,
2015). Sin embargo, en dicho trabajo la eleccion de la pose inicial dentro de MOR se bas6 en la cercania
del grupo benziloxi con el aminoacido C3217, importante para algunos analogos sulfurados de la
salvinorina A (Yan et al., 2009). Asi, la posicion final de la herkinorina en la dindmica ancl6 al grupo
benziloxi entre los aminoacidos W31872%y Y29954 A pesar de los estudios realizados atin no es claro
como puede ser el modo de unién para la salvinorina A, lo que deja un campo un poco mas complicado
para la correcta ubicacion de la herkinorina dentro de MOR.

DAMGO.

DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-N-Me-Phe-Gly-ol), el cual es un péptido agonista selectivo para MOR, se ha
estudiado usando dindmicas moleculares de agonistas y antagonistas selectos. Las ubicaciones de
DAMGO en MOR generalmente se escogen desde docking clasico, aunque hay emplazamientos basados
en estudios de farmacoforo y afinidades evaluadas por mutagénesis. Estos modelos han resaltado la
importancia de la interaccion i6nica de la amina cuaternaria con el grupo aspartato D147, Ademas, el
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grupo fenol de DAMGO se ubica en una forma cis respecto a su cadena principal, interaccionando
principalmente con el residuo H297%2, hipétesis generada por relacion entre estudios de quelacion de zinc
en histidinas y mutagénesis del aminoacido (Bartuzi et al., 2015; Shim et al., 2013). A pesar de que esta
misma configuracion de DAMGO se relaciona con un antagonista tipo péptido cristalizado con DOR
(Fenalti et al., 2015), las dindmicas con DAMGO muestran elevada variacion de su conformacion respecto
de la inicial, vista a traves de su RMSD estructural y del cambio en angulos diedros selectos, sugiriendo
que la flexibilidad de DAMGO dificulta los estudios.

Un estudio reciente de dindmica molecular mostré la influencia del sodio alostérico en D114*% en
presencia de moduladores alostéricos positivos de la sefializacion como BMS986122 y del agonista (R)-
metadona, también selectivo para MOR como DAMGO. BMS986122 afecta positivamente la afinidad y
la sefalizacion de algunos ligandos como (S)-metadona, la cual no es tan eficaz por si sola como su
homologo R. Estos modelos teoricos predicen que los moduladores favorecen las interacciones de los
agonistas con el receptor, por estabilidades observadas, mientras el ion sodio puede interrumpir dichas
interacciones. Los resultados conducen a que la transmision de la sefial alostérica podria ocurrir en W7
y Y733 ubicados en TM7 (Bartuzi et al., 2016; Livingston et al., 2014).

Morfina y naloxona.

Dada la relevancia historica, terapéutica y estructural de la morfina y la naloxona, estas han sido estudiadas
desde diferentes perspectivas. En particular, estudios de modelado molecular utilizando las estructuras
cristalograficas de los receptores opioides recientemente publicadas han proveido de informacion
estructural detallada de procesos de reconocimiento molecular y de la activacidon de estos receptores. Por
ejemplo, diferencias en contactos y movimientos especificos de aminodcidos entre agonistas y
antagonistas, diferencias en la inclusion del sodio alostérico, movimientos transmembranales para la
activacion, entre otros (Shang et al., 2014; Shim et al., 2013).

Contactos importantes disminuidos por la morfina frente a antagonistas o agonistas parciales se encuentran
en los aminodcidos 13227 y Y3264 (Shim et al., 2013).

Aspectos importantes encontrados son el movimiento del egreso del sodio desde su sitio alostérico en
D*%_ Investigado mas a fondo en estudios en DOR, el cual ha sido el receptor opioide cristalizado con el
ion sodio en este lugar, aunque en su estado inactivo. Este sodio esta en un sitio alostérico cercano a D*>°
y N*-% y migra en presencia de un ligando agonista de DOR hacia la parte extracelular desde dos vias, una
por TM3 y otro por TM2, ademas del egreso por la parte intracelular entre TM2 y TM7, con porcentajes
de migracion desde un numero de dindmicas procesadas de 16, 14 y 15 %, respectivamente (Shang et al.,
2014). También, se han observado que las densidades de probabilidad espaciales en los tres receptores
opiodes respecto al tiempo de la dinamica cuando el sodio entra en ausencia de ligando tiene zonas
importantes de permanencia en los residuos D** y el mas importante D>° (Shang et al., 2014).

Estudios relevantes son los realizados sobre las moléculas de agua en el receptor cuando la mofina e
hidromorfina, que son analogos cercanos estructuralmente hablando, estan presentes en el sitio ortostérico
(zona en la que normalmente se fija un ligando en la proteina). Se muestra la permanencia de moléculas
de agua que hacen puente entre el amino 4cido H297%? y estos ligandos en MOR (Cong et al., 2015).
Este puente de interaccion es encontrado para el agonista BU72 en el cristal de MOR activo (Huang et al.,
2015).
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Ademas, uno de los pocos calculos de energia alquimicas hechas en receptores opioides se realizd para
comparar la energia libre relativa entre la morfina y hidromorfina, en donde la calculada estaba en 0.8
kcal/mol en direccion de la transformacion de la dihidromorfina a morfina, mientras que diferencia relativa
experimental fue de 0.4 kcal/mol (Cong et al., 2015). Aun asi, se observa que en sus dindmicas el
aminoacido W2965! en presencia de la morfina adopta una posicion que no esta en acuerdo con el cristal
de MOR activo resuelto a la postre. Para resaltar, en dicho estudio no incluyeron el sodio alostérico de
MOR para el calculo de energias enunciadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Desarrollar modelos estructurales de la union ligando-receptor hacia la elucidacion de la
selectividad funcional en el receptor opioide Mu

3.2 Objetivos especificos

Diferenciar los cambios estructurales del receptor opioide mu y los modos de union entre la
morfina, DAMGO vy la herkinorina. Los analisis realizados seran: contactos entre los ligandos y el
receptor, modos funcionales, helicidad, 4ngulos diedros de aminoéacidos relevantes y la
distribucion de las moléculas de agua dentro del receptor opioide mu.

Proponer bases iniciales de la sefializacion causadas por la morfina y DAMGO en eventos
anteriores al acoplamiento de las macromoléculas intracelulares.

Proponer un modo de unién para la herkinorina que explique los procesos iniciales en sefializacion
en el receptor opioide mu hacia el no reclutamiento de arrestinas.

20



4. METODOLOGIA

Las moléculas estudiadas fueron: la morfina, naloxona, DAMGO y herkinorina. Con especial interés en
la herkinorina. Todas las moléculas fueron alineadas a los ligandos co-cristalizados para estudios
posteriores de docking o directamente en dindmica molecular. La morfina y la naloxona pasan a las
dindmicas moleculares directamente desde el alineamiento flexible debido a su similitud estructural con
los ligandos cristalograficos, la cual se muestra mas adelante en la seccion 5.1. El resumen metodoldgico
esta en la Figura 7.

{ Docking con ICM \‘—ﬁ Crossdocking |

Herkinorin [ [ p 4 I Dinamica Molecular
DAMGO |, No - - — 200ns |
Morfina || Alineamiento flexible (MOE) .!' ; p| Analisis y seleccion | s Gromacs
Naloxona |~ Si “ N f ] / de poses | CHARMM36 all-atom

BU72 . Ol,; | J i CGenFF
B-FNA | Docking con MOE |
Validacién del ‘ ﬂ l
docking Energias libres

alquimicas
(Método de doble-
desacoplamiento) |

Analisis ‘

Figura 7. Diagrama de flujo de las metodologias realizadas sobre las moléculas estudiadas.

4.1 Alineamientos flexibles de moléculas pequeiias en MOR

El programa utilizando fue Molecular Operating Environment (MOE), desarrollado por Chemical
Computing Group Inc. El calculo termin6 cuando las conformaciones consideradas iguales (RMSD <
0.5 4) sumaban mas de 50 en 1000 iteraciones. Se descartan las conformaciones con puntajes mas grandes
que 15.0 kcal/mol respecto al puntaje minimo. La conformaciones fueron escogidas haciendo rotaciones
aleatorias de los enlaces rotables simples con un limite de configuraciones de 100, la orientacion se
encontré minimizando la funcion de similitud —kT - log(F) + U, donde F es la caracteristica de medida
de similitud referente a densidades de propiedades entre pares de atomos (Tabla A-1, Anexo A.1) y U es
la energia potencial promedio desde el campo de fuerza MMFF94x (Labute et al., 2001). Los parametros
dentro de F para cada propiedad son ¢ =1 y los W’s seleccionados por defecto (Tabla A-1). La
minimizacion es realizada con dos etapas continuas del método steepest decent y termind cuando el
gradiente RMS fue menor a 0.01. Los potenciales fijos serian el ligando cristalografico en el receptor
activo o inactivo, con protonacion a pH 7. Las estructuras alineadas fueron los agonistas DAMGO,
herkinorina, morfina y el antagonista naloxona seleccionando el mejor puntaje.

4.2 Docking de agonistas de MOR

El docking fue realizado para DAMGO vy la herkinorina, ya que la morfina y naloxona se alinearon
perfectamente con las estructuras de los ligandos co-cristalizados con los receptores activo e inactivo,
respectivamente. Las estructuras de MOR fueron obtenidas del Protein Data Bank (www.pdb.org). Se
utilizaron dos programas de docking, MOE e ICM, los cuales presentaron mejores resultados que otros
programas. En todos los casos se hizo docking con rigido, donde se elimind cualquier componente
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diferente de los atomos del receptor para dar mas libertad al ligando dentro del sitio activo. En la busqueda
conformacional los ligandos fueron libres de rotar y cambiar su conformacion. A manera de validacion,
con ambos programas, se realizé el docking de los ligandos cristalograficos BU72 y B-FNA, en sus
respectivos receptores. Los ligandos agonistas fueron acoplados utilizando MOR en estado activo, codigo
PDB 5CI1M, tomando la secuencia desde el aminoacido M65 hasta F347. El ligando antagonista f-FNA
fue acoplado al MOR en estado inactivo, codigo PDB 4DKL, desde M65 hasta I351. Para los receptores
fueron eliminaron los componentes no proteicos.

4.2.1 Docking con MOE

El docking fue realizado con el programa Molecular Operating Environment (MOE), desarrollado por
Chemical Computing Group Inc. Como primer paso se optimizaron los hidrégenos mediante el campo de
fuerza MMFF94x, dejando fijos a los demds dtomos en sus coordenadas originales. El sitio de unioén que
se exploro fue el generado automaticamente seleccionando los aminoéacidos del calcul6 de la interaccion
entre proteina-ligando para BU72 o B-FNA respecto al receptor activo e inactivo, respectivamente.

Los aminoacidos en el sitio de unidn se identifican en dos pasos: primero los que tienen una fuerte
interaccion con el ligando, tales como interacciones de enlaces de hidrogeno que se calculan con base a
conocimientos previos (como diccionario) segun Labute (Labute, 2001) y el segundo a los aminoacidos
del receptor que se encuentran cerca al ligando, pero cuyas interacciones con el ligando son débiles, tales
como interacciones hidrofobicas o electrostiticas colectivas con base a una distancia definida de 4.5 4
(Clark et al., 2006). Los aminodcidos se enlistan en la Tabla 3. La region donde se realiza el docking sera
encontrada como el tamano de la caja suficiente para englobar a estos aminoacidos.

Tabla 3. Aminodcidos en el receptor opioide mu para definir el sitio de union en MOE.

Aminoacidos Cristal Activo
Q124> W133(FCLD V143328 114472 D147°2 Y1483 M151°76 vV236°+ W29364¥
1296%°! H29763%2 V30093 W3187% 1322737 Y3264

Aminoacidos cristal Inactivo
D1473% Y 148333 M151336 T218ECL2 E2209535 K233°40 V236742 F237°4 W293648
1296%3! H297%32 V300°3° K303%38 W3187-35 132273 G32574? Y3267

Para DAMGO vy la herkinorina se usaron las coordenadas de las estructuras alineadas (originales en caso
del ligando cristalografico) y no alineadas al ligando cristalografico BU72. En los ligandos cristalograficos
se usaron su coordenada original y una coordenada aleatoria. Para todos los casos se realizaron dos
procedimientos de docking.

4.2.1.1 Primer Docking (D1)

En el primer docking se utilizo Alpha triangle como método de emplazamiento (MOE, 2010). Se impuso
que minimo se realizara 8x10° iteraciones y que no se sobrepasara un méximo de 5x107 iteraciones. La
opcidn de puntaje fue London dG (Corbeil et al.; MOE, 2010). Para mas detalle consultar el Anexo A.2.1.
Al final de la evaluacion se selecciond el mejor puntaje.
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Para mejor interpretacion se nombraran a los resultados del docking refeente a si se alinearon las moléculas
de estudio al ligando cristalografico (D1-A) o si vienen de coordenadas aleatoreas (D1-S).

4.2.1.2 Segundo Docking (D2)

En el segundo docking (D2-MOE) se usaron dos etapas continuas. La primera aplicando Alpha Triangle
y London dG para el emplazamiento y la funcion de puntaje, con los mismos parametros del primer
docking D1-MOE. Y la segunda, donde las 30 mejores salidas de D1-MOE se les realiz6 un esquema de
refinamiento por mecanica molecular con MMFF94x.

En esta etapa se utilizé un parametro que excluye aminoacidos a més de 6 4 de distancia del ligando para
acelerar el calculo, una restriccion tipo fether (distancia atomo-punto en el espacio) de 10 kcal/mol y un
criterio de terminaciéon con un gradiente RMS de 0.01 y 500 iteraciones. Nuevamente, se le realiza el
puntaje a cada orientacion con la funcidon London dG. Al final se seleccionan el mejor puntaje de esas 30
poses. Se nombraron a los resultados de docking referente a las moléculas alineadas o coordenadas
originales (ligandos cristalograficos) con prefijo D2-A. Las salidas desde puntos aleatorios de la molécula
seran con prefijo D2-S. Por ultimo, se compara los puntajes entre DI1-A, DI1-S, D2-A y D2-S,
seleccionandose el mejor de los cuatro.

4.2.2 Docking con Molsoft (ICM)

Modelamiento molecular basado en mecanica de coordenadas interna, ICM (Schapira et al., 1999) usando
la version ICM-3.8.4. Se realiz6 tinicamente con la estructura no alineada y desde una posicion aleatoria
para los ligandos cristalograficos del receptor. El sitio de union se establecio con el método independiente
del ligando llamado ICM PocketFinder (Ruben Abagyan ef al., 2009; An et al., 2005). Esto mediante un
potencial con 4&tomos de prueba en un entramado en tres dimensiones espaciado a 0.5 4, el cual rodea toda
la proteina. Mas detalles en el anexo A.

Los aminoacidos que se seleccionaron (Tabla 4) fueron los del sitio de union calculado anteriormente y
que estuviese mas cercano a las coordenadas del ligando cristalografico. La region donde se realiza el
docking fue el tamafio de la caja suficiente para englobar a estos aminoacidos.

Los términos de la energia para las minimizaciones se basaron en el campo de fuerza en todos los dtomos
ECEPP/3 (Némethy et al., 1992) con una constante dieléctrica dependiente de la distancia, ademas de
adicionar términos para la energia de solvatacion y contribucion entropica (R Abagyan et al., 2013; Ruben
Abagyan, Totrov, ef al., 1994; Wesson et al., 1992). Se llevo a cabo un procedimiento de minimizacioén
desde Biased Probability Monte Carlo, BPMC (Ruben Abagyan & Totrov, 1994; M Totrov et al., 1997;
Zhong et al., 2014). La unién se evalué mediante funcion de puntaje /CM ligand binding score en todos
los atomos (Schapira et al., 1999; Maxim Totrov et al., 1999; Zhong et al., 2014). Para mas informacion
ver anexo A.3. Terminado el proceso se selecciona el mejor resultado de la lista, mas los que concuerde
con trabajos y referencias anteriores. Las salidas se renombraran con el prefijo D-ICM.
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Tabla 4. Aminodcidos en el receptor opioide mu para definir el sitio de union en ICM.

Aminoacidos receptor activo
A117*% D147 Y1482 MI151°% K233°¥ V236>4 F237°% W293°% 12960
H297%52 V30053 13227% (G32574 Y3267

Aminoacidos receptor inactivo
D147°%% N150°% M151°%¢ K233°% V236>% F237°% W293%4 1296°°' H297%%
V300%°° 1301%% 1322737 G32574 Y32674

4.3 Dinamica molecular

Esencialmente fue un sistema proteina-ligando incluido en una bicapa lipidica, rodeado por moléculas de
agua e iones Na" y CI" a una concentracion fisiologica. Siguiendo las etapas descritas en las subsecciones
siguientes.

4.3.1 Preparacion del receptor

4.3.1.1 Receptor activado de MOR

Desde las coordenadas del PDB con cddigo SC1M de la estructura de MOR activa resuelta por difraccion
de rayos X y construida con la secuencia de Mus musculus (Huang et al., 2015). A la cual se le removio
todo aquello que no fuese ligando o receptor (Figura 8.1), incluyendo las moléculas de aguas cristalizadas.
Se uso la secuencia desde el aminoacido Metionina M65 hasta la fenilalanina F347, colocando un grupo
acilo en el extremo N-terminal y un grupo amida para el extremo C-terminal. Se mantuvo el puente
disulfuro entre las cisteinas C140 y C217. Los estados de protonacion se realizaron a pH 7, excepto para
el aminoacido de acido aspértico D114*%, al cual fue dejado con carga neutra en sistemas de la
herkinorina, morfina y DAMGO (Huang et al., 2015). Ademas, para observar la dependencia del ion sodio
cerca de D114*% (Bartuzi et al., 2016; Cheng et al., 2016), solamente en los sistemas de la morfina y
DAMGO, se emplazé un ion Na* cerca de este aminodcido, pero estd vez dejando su aspartato con carga
negativa. El campo de fuerza utilizado para la proteina fue CHARMM36 incluyendo todos los hidrogenos,
generado en linea desde CHARMM-GUI (Brooks et al., 2009; Jo et al., 2007; Jo et al., 2008; Jo et al.,
2009; Lee et al., 2016; Wu et al., 2014).

El hecho de colocar una carga neutra en el aminoacido D114%*%°, cuando no se incluy9 el sodio alostérico,
fue para que la region alostérica permaneciera con carga neutra, porque en las simulaciones con sodio
alostérico estuvieron presente D114*° cargado negativamente y un ion sodio contrarrestando dicha carga.
El hecho de mantener con carga neutra al sitio alosérico en las simulaciones con y sin presencia de ion
sodio, hace los resultados comparables.

4.3.1.2 Receptor inactivo de MOR

Desde las PDB con codigo 4DKL de la estructura de MOR inactiva resuelta por difraccion de rayos X y
construida desde la secuencia de Mus musculus (Manglik et al., 2012). Removiendo igualmente todo
aquello que no fuese ligando o receptor. Las aguas de cristalizacion y la lisozima T4 del receptor también
fueron removidas. Se uso la secuencia de aminoacidos desde la metionina M65 hasta la isoleucina 1351.
Los seis aminoacidos faltantes del lazo intracelular ICL3 (secuencia MLSGSK), fueron agregados con
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ProMod Version 3.70 implementado en linea por SWISS-MODEL (Arnold et al., 2006; Benkert et al.,
2011; Biasini et al., 2014). Para los extremos N-terminal y C-terminal, se afadieron un grupo acilo y un
grupo amida, respectivamente. De igual forma, se mantuvo el puente disulfuro entre las cisteinas C140 y
C217.Y los estados de protonacion se basaron en un pH 7 y se emplazé un atomo de sodio en cercanias
al aminodcido de 4acido aspartico D114*°° que tuvo carga negativa (Bartuzi et al., 2016; Cheng et al.,
2016; Huang et al., 2015). Como antes, el campo de fuerza utilizado para la proteina fue CHARMM?36
incluyendo todos los hidrégenos, generado en linea desde CHARMM-GUI (Jo et al., 2008; Jo et al., 2009).

4.3.2 Ligandos

Para la morfina y naloxona se usa la pose obtenida en el alineamiento flexible de MOE con referencia al
ligando del receptor activado y el ligando del receptor inactivo, respectivamente. Para la herkinorina se
selecciona la orientacion D-ICM-1 (Figura 8.3) y D-ICM-10, desde el docking con ICM. Para DAMGO
se usaron las poses D-ICM-1, D-ICM-2 y D-ICM-24 desde ICM. El campo de fuerza seleccionado fue
CHARMM General Force Field (CGenFF) version 1.0.0 y una version de topologia 3.1 (Vanommeslaeghe
etal.,2010; Vanommeslaeghe & MacKerell, 2012; Vanommeslaeghe, Raman, et al., 2012) implementado
en linea por CHARMM-GUI, el cual usa los servicios de ParamChem. CGenFF fue validado haciendo
una minimizacion y una dindmica NPT de 4 ns de la estructura cristalina del clorhidrato de morfina anhidro
(Gelbrich et al., 2012). Siguiendo los pardmetros descritos para la produccion de la dindmica de 200 #s,
excepto que se usd 173 K para la temperatura (cercana a la experimental) cambiando el termostato por V-
rescale debido al tamafo pequefio de la celda, el barostato de Parrinello-Rahman con una comprensibilidad
de 1.0x10° Bar!, acoplamiento isotrépico con tiempos de 2 ps y con un rango corto de 0.35 4 para las
interacciones no enlazantes. El RMSD durante los 4 ns es constante (Figura 9.A). El volumen de la celda
(Figura 9.B) en la dindmica fue de 1630 * 169 A° valor comparable al experimental de 1515.04 = 0.09 A°
(Gelbrich et al., 2012).

4.3.3 Construccion del sistema

4.3.3.1 Complejo proteina-ligando

Este sistema fue hecho con la ayuda del constructor de membranas de bicapa lipidica implementado en
linea por CHARMM-GUI (Jo et al., 2008; Jo et al., 2009), desde el receptor activado SC1M o el inactivo
4DKL ya preparados. Mediante minimizaciones y compactaciones de la membrana, ésta se va acoplando
al receptor o proteina que se seleccione, teniendo cuidado de no tener traslapes entre las moléculas. Para
la membrana de bicapa lipidica (Figura 8.4) se escogieron los lipidos 1-palmitoil, 2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, POPC, con fase de transicion de gel-liquido cristalino de 271 K, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, POPE, con fase de transicion 298 K (Tieleman et al., 1998) y colesterol
(CHL), usados en una proporcion 2:2:1 molar de POPC:POPE:CHL (Grossfield et al., 2008). El campo
de fuerza de los lipidos fue de CHARMM36 (all-atom). Se agregaron iones de Na” y ClI" (Figura 8.6) para
obtener una concentracion 150 mM y una carga neutra y se hidrato el sistema de aguas del tipo TIP3
(Figura 8.5). Esto con la ayuda del constructor de membrana en linea. Por ultimo, se afiadio las
coordenadas del ligando correspondiente antes preparado, y las coordenadas del receptor, lipidos, iones y
aguas son iguales para cada sistema.
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4.3.3.2 Hidratacion del bolsillo de union y del canal interno del receptor

Ya que el constructor de membrana de CHARMM falla en la hidratacion del canal interno del receptor
donde igualmente esta el bolsillo de unién de los ligandos, se realiz6 una etapa de hidratacion del receptor
tanto activo como inactivo. Esta consinti6 en simulaciones las cuales se tuvo al receptor con restricciones
rodeado solamente de aguas tipo TIP3 ¢ iones Na"y Cl a 150 mM y carga neutra, en una caja donde el
receptor se ubico en su centro. Para las simulaciones las restricciones armoénicas usadas en el receptor
fueron de posicion a un punto con valor de 239 kcal/ A* (100000 kJ/nm?) para todos los atomos. El proceso
paso por una minimizacion del sistema con el método de steepest decent y dindmicas consecutivas de dos
ensambles NVT y NPT a 310 K con tiempos de 25 ps y 100 ps, respectivamente (ver produccion de la
dinamica) hasta completar alrededor de 1 ns, donde ya no se observaron cambios 0 movimientos en las
aguas de hidratacion del canal interno (Figura 8.2). Usando el programa GROMACS version 5.0.4
(Berendsen et al., 1995; Hess et al., 2008) y el campo de fuerzas CHARMM36 (all-atom). Luego estas
aguas fueron incluidas en el sistema y en su topologia. Esto también fue de utilidad para reemplazar un
agua por el ion Na* en cercanias al aminoacido D114, en la preparacion del receptor.

4.3.4 Produccion de la dinamica molecular

Cada simulacion fue realizada en paralelo usando GROMACS version 5.0.4. Primero se realizé una
minimizacion con el método de steepest decent usando las restricciones mencionadas en la Tabla 5. Luego
se realizaron etapas de equilibracién comenzando con dos simulaciones de ensamble NVT de 25 ps con
intervalos de integracion de 1 fs, ambas a 310 K usando el termostato de Berendsen cada 1 ps. Seguido
por cuatro simulaciones NPT, la primera de 25 ps con paso de 1 fs y las tres Gltimas de 100 ps con pasos
de 2 fs, todas a una temperatura de 310 K controlada por el termostato de Berendsen con tiempo constante
de 1 ps y 1 Bar de presion usando el bardstato de Berendsen semiisotropico cada 5 ps y una
compresibilidad de 4 x 107 Bar”. Esto usando restricciones de la Tabla 5. La etapa de equilibracion
termind con una etapa de simulacion NPT sin restricciones de 10 ns con pasos de integracion de 2 fs a una
con un termostato y un barostato mas precisos (Sin problemas en la energia cinética y sus fluctuaciones)
termostato de Nose-Hoover a una temperatura de 310 K cada 1 ps y el bardstato de Parrinello-Rahman
semiisotropico a 1 Bar de presion cada 5 ps y una compresibilidad de 4 x 10 Bar”’. Las dindmicas
moleculares de produccion se realizaron con los mismos parametros de la tltima etapa de equilibracion y
con tiempos de 200 ns cada una. Todas la dindmicas se integraron con el algoritmo leap-frog, se
mantuvieron las distancias de los hidrogenos (Constricciones) usando el algoritmo LINCS, tres grupos de
acoplamiento de la temperatura (receptor-ligando, lipidos y solvente-iones), las interacciones no
enlazantes fueron finalizadas (cut-off) con un radio de 12 4 desde el esquema de Verlet, las interacciones
electrostaticas de larga distancia fueron computadas con el método Particle Mesh Ewald (PME) y se
termind suavemente al potencial de Lennard-Jones (LJ) hasta un valor de cero, entre distancias de 10 4
de radio hasta el corte de finalizacion de 12 4 (cut-off).
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Figura 8. Etapas de la construccion de los sistemas para el cdlculo de dinamicas moleculares en MOR. En donde
1, es la etapa de preparacion del receptor activo o inactivo. 2, etapa de hidratacion del canal interno en
los receptores activo e inactivo. 3, etapa de preparacion del ligando. 4, composicion de la membrana
lipidica usada. 5 y 6, son las etapas de solvatacion y los iones afiadidos al sistema.
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Figura 9. Validacion del campo de fuerza de moléculas orgdnicas pequeitas de CHARMM (CGenFF). (4)
Mostrandose en equilibrio durante 4 ns la posicion de las moléculas de clorhidratodo de la morfina en su

empaque cristalino. (B) Y la tendencia del volumen de la celda 1630 + 169 A’ comparable al experimental
de 1515.04 +0.09 A’ (Gelbrich et al., 2012).
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Tabla 5. Etapas y restricciones usadas en el proceso de estabilizacion de los sistemas en las dinamicas moleculares.

Valores de la constante k del potencial armonico en las restricciones

impuestas
Receptor (MOR) POPC, POPE y CHL Ligandos
keal/A? keal/A? keal/A?
Etapa (kJ/nm?)* (kJ/nm?)"" (kJ/nm?)
Atomos Atomos Atomo P en Diedros )
pesados de  pesados de  POPCy POPE, Atomos
. en POPC
la cadena la cadena Atomo O en POPE pesados
lateral principal CHL Y
( Sﬁle“lzltzsgézzt) 478 9.56 239 239 9.56
P (2000) (4000) (1000) (1000) (4000)
E?;%”;g‘oﬁ)l 4.78 9.56 2.39 2.39 9.56
4P (2000) (4000) (1000) (1000) (4000)
Egs;};’rggl"?f 2.39 4.78 2.39 0.96 478
4P (1000) (2000) (1000) (400) (2000)
E(‘}t]‘gl;’r;?o?f 1.20 2.39 0.96 0.48 2.39
1P (500) (1000) (400) (200) (1000)
E(jl\gjl}b?‘ocolon )4 0.48 1.20 0.48 0.48 1.20
HOUPS (200) (500) (200) (200) (500)
Equilibracién 5 0.12 0.48 0.10 0.24 0.48
(NPT, 100 ps)
(50) (200) (40) (40) (200)
Equilibracién 6 0.00 0.12 0.00 0.00 0.12
(NPT, 100 ps)
(0) (50) (0) 0) (50)
E(‘};‘EIT‘”%‘Z?; 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
' (0) 0) (0) 0) (0)
Produccién 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(NPT, 200 ns) (0) (0) (0) (0) (0)

Restriccion desde potenciales arménicos de la forma U(x) = k(x — x4)?/2. Donde U(x) es la energia
potencial, k es la constante eldstica de resorte y “x” es el valor de propiedad a restringir respecto de
“Xo”. Los valores de k son reportados en kcal/4? y entre paréntesis se encuentran en kJ/nm?.

" Sin tener en cuenta los hidrogenos, y imponiendo restricciones arménicas de posicion a un punto en cada dtomo.
" Para POPC y POPE se realizé sobre el atomo de Fosforo, mientras que en CHL se fijé sobre su alcohol usando
restricciones armonicas de posicion al plano y-z, teniendo en cuenta que el receptor se alineo al eje z. Ademas, dos
restricciones armonicas para los angulos diedros en POPC y POPE, el primero fue para cada C3-CI1-C2-O21 con

valores de p=120y Ap=2.5, cerca de los grupos éster y el segundo para cada C28-C29-C210-C211 =0y Ap=0,
en los dobles enlaces cis.

4.4 Calculos de la energia libre absoluta de la union proteina-ligando en MOR
Para el calculo de esta energia libre se realizaron dos etapas separadas: la primera de dindmicas usando el
método de desacoplamiento del ligando en un sistema ligando-receptor y la segunda del desacoplamiento

del ligando en dinamicas de un sistema ligando solvatado. Este método se le conoce como la aproximacion
de doble-desacoplamiento (Gilson et al., 1997).
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4.4.1 Dinamicas de doble-desacoplamiento

Ya fuese acoplando al ligando en el sistema ligando-receptor o en ligando-agua, cada una consistié en un
primer grado de acoplamiento A; sobre las interacciones de Vdw de la molécula y su entorno con intervalos
AA = 0.05, donde A = 0 se refiere a la molécula no interactuante y A = 1 a la molécula con todas sus
interacciones de Vdw con su ambiente, pero sin interacciones electrostaticas con el entorno. Un segundo
grado de acoplamiento A; sobre las interacciones electrostaticas con 44 = 0.05, donde A = 0 se refiere a
una molécula sin sus interacciones electrostaticas con su entorno, pero si de Vdw y A = 1 a la molécula
que tiene todas sus interacciones no enlazantes con su ambiente.

Cada simulacion, 4; o 4; fue precedida de una minimizacion de la energia usando el método de steepest
decent, equilibracion NVT de 100 ps, equilibracion NPT de 100 ps y una dinamica libre de 1 ns usando el
método de Langevin (integrador de dindmicas estocasticas SD) con intervalos de integracion de 2 fs, a 310
K controlados desde el mismo integrador cada 1 ps y 1 Bar de presion usando el bardstato de Parrinello-
Rahman semiisotropico cada 1 ps. Los demds parametros fueron similares a las dindmicas largas de 200
ns produccion. El coémputo de la energia libre de cada sistema, se realizd con el método de Bennett
accceptance ratio (BAR), el cual tiene en cuenta los vecinos hacia atras y delante de cada valor de 4
(Bennett, 1976; Klimovich ef al., 2015). Ver anexo A.6.

4.4.2 Restricciones en el sistema receptor-ligando

Ademéds, para asegurar convergencia de los célculos se realiz6 una restriccion usando un potencial
armonico (U(d) = K(d — dy)?/2) a la distancia (d) entre el centro de masa del correspondiente ligando
y un centro de masa sobre aminodcidos seleccionados de la proteina (Tabla 6) que pudiese estar
aproximadamente a 2 4 del centro de masa del ligando. Esto implicitamente mantiene al ligando en un
volumen restringido que serd aproximado al volumen de su sitio de unioén Vi, 511, (Lawrenz et al., 2012).
Se escogié 7,17 kcal - mol~" - A=2 (30,0 kJ - mol™t - A=2) como restriccion en todos las distancias de
los centros de masa (&d;). Valor respecto a la libertad de movimiento de la herkinorina en el sitio activo,
medida por la variacion de §d;, calculada segin el rmsd de los ultimos 50 ns de la produccion larga de
200 ns y la ecuacion K = 3RT /{(8d,*), donde (6d, %) = ((d — dy)?) = (rmsd?) (Roux et al., 1996). No
se vario las restricciones ya que no sé observo una relacion de aumento de la energia libre del complejo al
aumentar la restriccion a 11,95 kcal - mol™" - A2 (50,0 kJ - mol™" - A?), las energias libres dan cercanas
con las dos restricciones por lo que la convergencia de los célculos llegan a ser similares y la correccion
entonces serd influenciada mas por el Vg, 5i110- ES necesario corregir la energia libre de union proteina-
ligando debido a la restriccion para que el ligando no interactuante (gas ideal) esté en el volumen del sitio
activo y no en el volumen de su fase “bulk”, dicha restriccion estd representada en el segundo término
para la energia en la ecuacion 4.1 (Gilson et al., 1997; Lawrenz et al., 2012):

oU
1yN (=) 1

=(0-1) __ i=1\V§1/Ai Vbotsitio
AGProteina = j;) le + RT Ln (—

T (4.1)
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Donde U es la energia potencial, 4 es la etapa de desacoplamiento, VV° es el volumen estandar, Vg,siio
es el volumen del sitio activo.

Para corregir la energia libre AGS.")

proteings 12 Testriccion sobre el movimiento del ligando no interactuante
fue removida restando el valor RTLn(Vg,isi110/V°) al valor total de la energia libre en la proteina, que
seria la perdida de energia por pasar el ligando no interactuante de su volumen restringido hacia el volumen
de la fase (Lawrenz et al., 2012). El volumen restringido Vg,5i110 fue calculado explicitamente con el
programa trj cavity basado en un enmallado en 3D de voxeles (pixeles de volumen), haciendo la
diferencia entre el volumen que rodera al receptor Vi(t) y el volumen que rodea al receptor-ligando
Vgr_.(t), usando el pardmetro de busqueda en 2 direcciones (opcién —dim) sobre un entramado
tridimensional, recomendado para busquedas de sitios de unidén en una proteina (Paramo et al., 2014). Asi,
se tendrd un volumen dependiente del tiempo Vg,15i110(t). La trayectoria a tener en cuenta fue 1 ns de la
dindmica restringida del ligando con todas sus interacciones.

Generalmente, se tienen que realizar correcciones de largo alcance por usar puntos de corte para el término
de Vdw en sistemas no isotropicos. Frecuentemente no se usan distancias de mas de 10 A (valores mayores
aumentan el tiempo de célculo) para los cortes de la energia, teniendo que anadir entre 1 6 2 kcal/mol a la
contribucion de la afinidad segun el punto de corte escogido (Shirts ez al., 2007). Sin embargo, en nuestros
sistemas, para el punto de corte seleccionado de 12 4, no fue necesario usar dicha correccion, debido a
que los valores de la contribucion de la energia fueron menores que 0.1 kcal/mol seglin el método de EXP-
LR (Shirts et al., 2007). Estos son menores que las desviaciones estandar de las energias calculadas.

Tabla 6. Aminodcidos seleccionados en MOR para el cdlculo del centro de masa usado en la restriccion de la
distancia ente proteina y ligando dependiendo del ligando usado

Ligando Aminoacidos de MOR Ligando Aminoacidos de MOR
Herkinorina A117%3, Q124%*%, N127>%%, Naloxona A117%%3, Q124*%° N127%%3,
V143328 1144%% DI147332, V143328, 1144%%  DI147332,
Y 148333, M151336, K233337, Y148333, M15133¢, K233339,
W293648 1296551 H29762, V236°4, W29354 1296531
V30093, K303%%8, W318733, H297%%, V300%°°, K303%38
1322739, G325742 y Y3267, W3187%° G325742 y Y3267,
Morfina A117733 N127%9, V143328,  DAMGO A117%33, Q124*%, N1277%3,
114432°, D147%32, Y1483, V143328, 1144%%  DI147332,
M15133¢, K233°3%, V236°4, Y148333, M15133¢, K233339,
W293648 1296551 H29762, V236342 W29348 129651,
V30093, K303%%8, W3187%, H297%%2, V300%°°, K303%38
1322739, G32574 y Y3267, W3187%° 13227% G32574? y
Y32674.
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4.5 Analisis generales de las dinamicas
4.5.1 Analisis de modos funcionales (FMA)

Se obtuvo la visualizaciéon del movimiento maximamente correlacionado del ensamble-ponderado,
ewMCM, ensemble-weighted maximally correlated motion. ewMCM es mas dependiente de los
componentes principales (PCs) y del mapa energético de la proteina que s6lo el movimiento
correlacionado maximamente, MCM, maximally correlated motion (Hub et al., 2009). Para mas detalle
ver el anexo A.7. ewMCM es calculado desde un vector a optimizado y correlacionado a una funcion que
en nuestro caso es el RMSD del esqueleto del receptor (-N-Cq-CO-) en el tiempo de la dinamica. El vector
a estéd construido con base a PCs obtenidos de los vectores propios después de diagonalizar la matriz de
covarianza C de la trayectoria de los 200 ns. Para cada configuracion se seleccion6 un nimero de PCs que
tuviesen buenos coeficientes de correlacion tanto en los modelos construidos, como en la validacion
cruzada (Hub et al., 2009). Para la construccion del modelo se tomaron los primeros 160 ns, mientras los
ultimos 40 ns sirvieron para hacer la validacion cruzada del modelo.

4.5.2 Helicidad

Fue calculada desde la rutina en GROMACS 5.0.4 llamada gmx hélix, basdndose en los angulos diedros
@ y ¥ (respecto al eje de rotacion N-C, y Co-Cc-0, respectivamente) y en una hélice conformada de por
lo menos por tres aminoacidos que asemejan estos angulos a valores ideales de hélice (Bystroff et al.,
2003; Hirst et al., 1994, 1995). Para cada aminodcido se calcul6 el porcentaje de tiempo, durante los 200
ns, en los que se encontrd dentro de una estructura de a-hélice.

4.5.3 Angulos diedros

Los angulos diedros en el tiempo para un aminodcido selecto fueron extraidos a traves de la rutina gmx
angle de GROMACS haciendo indices de los angulos (y; y/o y2) de las cadenas laterales de los
aminoacidos seleccionados importantes en el sitio alostérico y ortostérico. Tomandose una distribucion
en el tiempo.

4.5.4 Interaccion proteina ligando

Para los alineamientos y docking: Cada configuracion de receptor-ligando fue llevada al programa MOE
y se computo la rutina de interacciones de proteina-ligando para obtener los diagramas de contacto
representados en 2D. La rutina realiza dos pasos: el primero para encontrar interacciones del ligando con
los aminoacidos, los iones y el solvente, las cuales son interacciones fuertes tales como puentes de
hidrégeno, esto teniendo en cuenta los tipos de atomos, las distancias y los angulos entre ellos
relacionandolos con datos colectados experimentalmente. El segundo paso para aminoacidos y iones que
interactian débilmente o difusamente con el ligando como interacciones hidrofobicas y electrostaticas,
teniendo en cuenta principalmente distancias y atomos pesados del ligando (MOE, 2010).
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Dinamica molecular: Las interacciones del ligando durante los 200 ns de la dindmica se calcularon con
la rutina de Gonzalez-Andrade y colaboradores aplicada en el programa VMD (Gonzélez-Andrade et al.,
2016). Esta selecciona aminoacidos del receptor que estan en un rango de por lo menos 4.0 4 a cualquier
atomo del ligando de una trayectoria con intervalo de 0.5 ns. Por ultimo, se elimind contactos menores a
5 % de tiempo respecto de la dindmica total.

4.5.5 Ocupacion de moléculas de agua dentro del receptor

Fue calculado con el programa t7j _cavity basado en un entramado en tres dimensiones de voxeles (pixeles
de volumen), encontrando cavidades en el receptor usando el parametro de busqueda de enmallado en 6
direcciones rodeando a la proteina (opcidon —dim), recomendado para cavidades internas (Paramo et al.,
2014). Las moléculas de agua que se solapan con las cavidades encontradas son las tnicas consideradas.
A estas aguas se les asigna una ocupacién en una region sin distinguirlas. Se obtiene entonces una densidad
de probabilidad seglin la poblacion en una region durante los 200 zs de las dindmicas moleculares.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Moléculas estudiadas

En este trabajo se estudiaron cuatro moléculas con afinidad conocida al receptor opioide mu (MOR): la
morfina, naloxona, DAMGO vy herkinorina. Con especial interés en la herkinorina ya que tiene baja
fosforilacion, no recluta B-arrestina2 y no promueve internalizacion del receptor en la célula. La morfina
a pesar de que dificilmente recluta la B-arrestina2, genera poca fosforilacion, activa caminos como GRKS5
que puede provocar desensibilizacion y, al sobreexpresar GRK2 en este sistema, comienza a reclutar -
arrestina2 lo que provoca internalizacion. DAMGO recluta las B-arrestinas de tipo 1 y 2 ademas de que
internaliza a MOR. Finalmente, la naloxona se us6 como ligando antagonista de referencia. Los ligandos
cristalograficos BU72 y B-FNA fueron incluidos a manera de validacion de los estudios de docking en
MOR en estado activo e inactivo, respectivamente. La estructura de las moléculas, su afinidad
experimental y tipo de ligando, se muestran en la Tabla 7. La morfina, naloxona y DAMGO han sido
extensamente estudiados y, en este trabajo, fueron utilizados como punto de comparacion para los estudios
de doking, dinamica molecular y energia libre. También, se comparan datos reportados de la salvinorina
A, la cual fue el primer agonista conocido del receptor opioide kappa (KOR) sin tener un nitrogeno positivo
en su estructura. En la biisqueda de analogos de la salvinorina A, se obtuvo la herkinorina, que result6 ser
el primer agonista de MOR que al igual que la salvinorina A no tiene un nitrégeno positivo en su estructura.
La salvinorina A y la herkinorina, son estructuras diterpénicas con un indice de similitud de Tanimoto de
0.96 respecto al descriptor topoldgico de pares de atomos, Tabla 8.

5.2 Alineamiento molecular

Como primer paso, DAMGO, la herkinorina y la morfina fueron alineados al ligando cristalogratico BU72
de MOR en el estado activo (codigo PDB 5C1M), dejando fijas las coordenadas del cristal. El alineamiento
consistio en la optimizacion de la conformacion y la orientacion de la molécula con base a una funcion
construida de varias densidades de propiedad (Labute et al., 2001). Para la naloxona, siendo esta un
antagonista de MOR, la molécula que se utilizé como su referencia fue el ligando cristalografico f-FNA
de MOR en el estado inactivo.

El modo y el sitio en el que un ligando es reconocido por una macromolécula es generalmente propuesto
mediante estudios de docking. El cual, como primer paso obtiene un espacio conformacional del ligando
para lo cual existen diversos algoritmos y como segundo paso el célculo de una funcién de puntaje que
intenta correlacionar la conformacion con la energia de union proteina-ligando. La exploracion del espacio
conformacional desde métodos computacionales puede llegar a ser una tarea dificil y tardada, lo cual es
cierto si la busqueda comienza lejos del sitio de union, recalcando la importancia de puntos de partida de
docking cerca al sitio de unioén (Joung et al., 2012). Para optimizar el paso de la busqueda conformacional
en estudios previos han propuesto y realizado exitosamente un alineamiento molecular flexible como
tratamiento pre-docking, este paso es requerido cuando los modelos obtenidos por docking no logran
encontrar una pose inicial razonable frente a lo reportado anteriormente (Martinez-Mayorga et al., 2013).
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Tabla 7. Moléculas estudiadas y referenciadas en este trabajo.

Nombre Estructura Tipo de ligando*

Morfina Agonista

Naloxona Antagonista

DAMGO Agonista (péptido)

Herkinorina Agonista (terpeno)

BU72 Agonista (co-

cristalizado con MOR)

B-FNA Antagonista (co-

N/W cristalizado con MOR)

OH

Salvinorina A Selectivo para el

receptor opioide kappa




Tabla 8. Similitud estructural para las moléculas estudiadas en este trabajo.

Molécula Similitud estructural (Fraccion)*
BU72  B-NFA  DAMGO  Herkinorina Morfina  Naloxona  Salvinorina A

BU72 1.00  0.67 0.61 0.48 0.85 0.48 0.49
p-FNA 0.67 1.00 0.73 0.61 0.68 0.65 0.62
DAMGO 0.61 0.73 1.00 0.55 0.57 0.54 0.57
Herkinorina 0.48 0.61 0.55 1.00 0.49 0.80 0.96
Morfina 0.85  0.68 0.57 0.49 1.00 0.55 0.51
Naloxona 0.48  0.65 0.54 0.80 0.55 1.00 0.84
SalvinorinaA 049  0.62 0.57 0.96 0.51 0.84 1.00

* Valores calculados con PowerMYV version 0.61 (K. Liu et al., 2005) desde un descriptor topologico de pares de
atomos y similitud de Tanimoto (Willett, 2006). Estos descriptores topologicos son basados en la informacion de
las moléculas, lo que hacen que tengan mads bits resolucion (Sheridan et al., 1996).

Cabe mencionar que el paso de alineamiento genera conformaciones similares a la molécula de referencia
que pueden no ser relevantes para la molécula bajo estudio, y de ser posible debera ser confrontado con
informacion estructural contenida en la literatura. Si el alineamiento no es exitoso, puede deberse a que la
molécula de referencia y la molécula bajo estudio son estructuralmente diferentes, y por ende, no
comparten caracteristicas farmacoforicas similares (Martinez-Mayorga ef al., 2013).

En este trabajo utilizamos esa estrategia para enfocar la busqueda conformacional de las moléculas de
interés dentro del sitio de union de MOR como punto de partida para los estudios de docking o
directamente en simulaciones de dinamica molecular.

Si esto sucede, las salidas de los alineamientos en nuestro trabajo servirdn como puntos de partida para el
docking, indicandose cuando se realizan. Este procedimiento disminuye el esfuerzo computacional y
aumenta la probabilidad de encontrar una conformacion cercana a la verdadera.

5.2.1 Alineamiento de la morfina y naloxona sobre los ligandos cristalograficos de MOR

En el caso de los alineamientos para la morfina y naloxona se tuvieron conformaciones que encajaron bien
con los grupos espaciales de los ligandos cristalizados de MOR. Esto debido a contar con estructuras
ciclicas tipo morfina, obteniendo valores de similitud estructural de 0.85 entre la morfina y BU72 y de
0.65 entre la naloxona y B-FNA (Tabla 8). Estos valores de similitud son bajos debido a que los
descriptores con los que se realizé el calculo (Tabla 8) poseen buena resolucion (disminuyen valores de
similitud entre moléculas) lo que disminuye el limite de aceptacion para estructuras similares. También,
BU72 y B-FNA tienen sustituyentes en el esqueleto basico morfinano que pueden disminuir los valores de
similitud (Figura 10).
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Figura 10. Alineamiento flexible para la morfina y naloxona. Los resultados de la morfina (4) y naloxona (B)
son coloreados en verde frente a su referencia especifica en MOR, BU72 y BFNA (naranja),
respectivamente.

Por el lado de la morfina (Figura 10.A) las interacciones y contactos calculados desde MOE (ver seccion
2.2.1 Docking en MOE) comparadas con las calculadas para el agonista BU72 son iguales exceptuando
las interacciones que realiza el sustituyente fenilo en BU72, como el puente H — i entre el aminoacido
1144%2° y este grupo, o los contactos con los aminoacidos V143>, W133EH! y Q1242 Los demas
contactos para BU72 estan presentes en la conformacion para la morfina. Se destaca, entre las
interacciones con aminoacidos de contacto para la morfina y BU72 en MOR, la interaccion idnica entre
la amina cuaternaria de la molécula y el aminoacido D147, dicha interaccion es una de las principales
y mas conocidas sobre ORs, comprobada por estudios de mutagénesis, afinidad y en los mismos datos
cristalograficos de ORs (Huang ef al., 2015; Mansour et al., 1997; Surratt et al., 1994). El contacto con
H2975? de igual forma se encuentra relevante en dichos estudios y la morfina logra contactarlo de igual
forma en nuestro posicionamiento. Para BU72 existe un puente H — 7 entre el aminoéacido V300°%>° asi
como en las interacciones calculadas para la morfina, también el antagonista B-FNA logra realizar dicha
interaccion hidrofobica, Tabla 9 (Manglik et al., 2012). Se mencionan algunos contactos hidrofobicos
importantes para ligandos cristalograficos BU72 y B-FNA como en 1296%°!, W31873% y 13227 los cuales
estan calculados en las interacciones de MOE para el alineamiento de la morfina (Tabla 9).

En el caso de la naloxona sucede algo similar respecto a su referencia cristalografica como en la morfina,
sus interacciones calculadas con MOE son similares a B-FNA, no involucrando la parte de los aminoacidos
que interaccionan con el sustituyente unido covalentemente a MOR (Figura 10.B, Tabla 9). También se
encuentra la interaccion idnica entre la amina cuaternaria de la naloxona y el aminodcido D147%% y el
contacto entre la H297%? y el anillo aromatico de su esqueleto, reportado en datos cristalograficos para
B-FNA y experimentalmente por mutagénesis de MOR con la naloxona (Fowler et al., 2004; Surratt ef al.,
1994). Esto por tener esqueletos tipo morfinano. Dado que las conformaciones de estos dos ligandos estan
de acuerdo a datos experimentales y modelos computacionales (Shim et al., 2013) y teniendo en cuenta
que no hay ningln traslape entre las moléculas alineadas y el receptor, estas conformaciones son elegidas
como punto de inicio de las dindmicas moleculares. Omitiéndose estudios de docking para la morfina y
naloxona.
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Tabla 9. Interacciones proteina-ligando calculadas desde MOE para la morfina, naloxona después del
alineamiento flexible con sus referencias cristalograficas BU72 y 8-FNA de MOR.

Moléculas Interacciones proteina- Moléculas Interacciones proteina-
ligando 2D ligando 2D
BU72 ) p-FNA AR
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Para conocer el tipo de interaccion en 2D ver Anexo B.

5.2.2 Alineamiento de DAMGO y la herkinorina al ligando cristalografico de MOR en su
conformacion activa

Los alineamientos de DAMGO vy la herkinorina fueron coherentes con los grupos farmocoforicos de
BU72. Observandose, en ambos casos, buena superposicion de los grupos aromadticos (fenilo para la
herkinorina, p-hidroxifenilo y fenilo en DAMGO), de los atomos oxigeno para la herkinorina y de
nitrogeno en DAMGO en especial del grupo amino cuaternario respecto al de BU72. La herkinorina
emplaza un oxigeno de un carbonilo en la posicion de esta amina cuaternaria del ligando cristalizado
(Figura 11).

Las interacciones de la herkinorina y DAMGO con los aminoacidos de MOR respecto a BU72 incluyen
los que estan cercanos al grupo fenilo de este ligando cristalografico, contrario a lo que ocurre con la
morfina y naloxona. Antes de discutir mas sobre los aminoacidos que estan haciendo contacto y de los
que concuerdan con estudios experimentales y de modelamiento molecular previos, hay que notar que en
el caso de la herkinorina el grupo furano no es colocado adecuadamente dentro del sitio de union haciendo
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que se encuentre a una distancia de 1.63 4 del amino4cido 1296%!, traspasando los limites de contacto,
obteniéndose distancias de contacto de enlaces covalentes. En el caso de DAMGO su cadena peptidica se
emplaza a una distancia muy corta de Y148%3% (1.29 4). Esto se observa en el diagrama de interacciones
proteina-ligando calculado (Tabla 10), donde los grupos que pasan el limite de proximidad con la proteina
se colorean en rojo. Asi, es mejor realizar estudios de docking molecular para DAMGO vy la herkinorina,
discutir sus interacciones y la eleccion de una conformacién después de dicho calculo. Estas
conformaciones alineadas seran las entradas al calculo de docking cuando se indique.

TYR148

S Le208

Figura 11. Alineamiento flexible para DAMGO y la herkinorina. Los resultados en DAMGO (A y B) y la
herkinorina (C y D) son coloreados en verde, respecto de la referencia en MOR, BU72 (naranja). Las
figuras By D muestran los aminodcidos en donde se solapan DAMGO y la herkinorina al pasar los limites
de contacto.

5.3 Docking

Los estudios de docking realizados se enfocaron al sitio ortostérico (zona en la que normalmente se fija
un ligando en la proteina) y su vecindad en MOR, que incluye aminodcidos antes mencionados en la
metodologia (Tablas 3 y 4), dependiendo del estado activo o inactivo y del programa usado. Para el
docking del estado activo las moléculas de entrada fueron DAMGO, la herkinorina y el ligando
cristalografico BU72. En el estado inactivo so6lo se realizo el docking del ligando cristalografico B-FNA.
También, se tiene en cuenta que en el programa MOE se realizaron estudios desde las estructuras alineadas
al ligando cristalografico y estructuras con posiciones aleatorias al sitio activo del receptor. Esto porque
se encontré dependencia del resultado final del docking referente a su posicion inicial, tanto para el
algoritmo de emplazamiento usado en esta metodologia (A/pha Triangle) como para el algoritmo Triangle
Matcher, el cual se uso s6lo para comprobar dicha dependencia, ya que tiene un procedimiento similar de
emplazamiento que Alpha Triangle (MOE, 2010). Caso contrario, el programa Molsoft s6lo necesito de la
coordenada aleatoria para la entrada al docking ya que su procedimiento de emplazamiento BPMC no se
resultd que fuese dependiente de la posicidn inicial alimentada.
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Tabla 10. Interacciones proteina-ligando para DAMGO y la herkinorina después del alineamiento flexible,
respecto de su referencia en MOR, BU72.

Moléculas Interacciones Proteina- Moléculas Interacciones Proteina-
Ligando 2D Ligando 2D
Herkinorina

BU72

. (vl )
. N I
o ey e
(T g/
298/ T == o

DAMGO S

Para conocer el tipo de interaccion en 2D ver Anexo B.

Como primer resultado de comparacion entre los dos métodos ICM y MOE se calcul6 la desviacion media
cuadratica (RMSD), para cada uno, de la posicion de los 4&tomos sin incluir hidrogenos del mejor resultado
del docking, segiin los valores de puntajes de los ligandos cristalograficos teniendo referencia las
coordenadas originales del cristal. En el cual para la conformacion activa, el ligando BU72 tiene un valor
de RMSD de 0.85 A en D-ICM y de 5.71 A para MOE-D2-A (Figuras 12.A y 12.C). Para la conformacion
inactiva se tiene que el ligando B-FNA emplaza a 2.64 4 en D-ICM y a 3.02 4 para MOE-D2-A (Figuras
12.B y 12.D). En este resultado en particular, no se tuvo en cuenta el enlace covalente entre B-FNA y el
receptor en el amino4cido K233°2? y el grupo sustituyente del ligando fue libre de rotar, asi, omitiendo el
sustituyente que enlaza covalentemente al receptor, se obtienen 1.01 4 para D-ICM y 1.62 A para MOE-
D2-A (Figuras 12.B y 12.D). En este sentido ICM encuentra la mejor ubicacion respecto a las referencias,
resaltando que los valores de RMSD menores que 1.5 0 2.0 4 se consideran aceptables y satisfactorios
respecto a datos cristalograficos (Hevener et al., 2009).
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Figura 12. Validacion del docking a traves ligandos cristalogrdficos. De BU72 realizado en ICM (A).
Para -FNA en ICM (B). De BU72 hecho en MOE desde el resultado D2-A (C). Y f-FNA desde
MOE desde el resultado D2-A (D). El color verde representa a las coordenadas originales del
ligando cristalogrdfico, el azul resultado del docking y naranja es sustituyente que se une
covalentemente al aminodcido K233*3° de B-FNA en el receptor inactivo.

5.3.1. Docking de la herkinorina en MOR

Los modos de unién de la herkinorina-D-ICM-1 y la herkinorina-MOE (D2-S) coinciden en el esqueleto
ciclico basico de la herkinorina, la diferencia principal entre ambos resultados fue la orientacion del grupo
metil éster de C4, la del carbonilo del grupo benzoiloxi en C2 y del grupo furano (Figura 13). Estas
diferencias hacen que el RMSD de 1.24 A esté aumentado, aunque siga considerandose aceptable por ser
menor de 1.5 4 (Hevener et al., 2009). Se realizo entonces una referencia cruzada, donde la salida de MOE
fue usada como estructura de partida en ICM y viceversa. En este experimento, ICM logré reproducir su
resultado inicial mientras que con MOE no se obtuvo el resultado del primer ensayo de docking. Asi que,
para continuar explorando el modo de union de la herkinorina en MOR se tendra en cuenta a ICM como
pieza principal en la discusion de los emplazamientos, siendo la herkinorina-D-ICM-1 (posicion 1 en la
lista de resultados) clave en el estudio. Este y otros resultados de ICM tienen que ser comparados con
informacion acerca de la herkinorina y sus analogos, para tomar la orientacion mas razonada en el receptor.

Figura 13. Estructuras superpuestas que recibieron los mejores puntajes de calificacion en los estudios de
docking en MOR para de la herkinorina usando los programas ICM y MOE. Mostrandose a la
herkinorina-D-ICM-1 (azul) y la herkinorina-MOE-D2-S (naranja).

41



La herkinorina surgi6 como derivado de la salvinorina A, teniendo una similitud estructural de 0.96
(calculada en PowerMV v0.61, mostrado en la Tabla 8). La herkinorina tiene més afinidad hacia el receptor
opioide mu, afinidad mas baja para kappa y nula para delta (Harding ef al., 2005), mientras que, la
salvinorina A es agonista selectivo para el receptor opioide kappa (Roth et al., 2002). La estructura de
ambas moléculas se muestra en la Figura 14, se muestra también la estructura del ligando co-cristalizado
con MOR en estado activo. Cabe destacar la interaccion ionica con el aminoacido D1473-32 entre el grupo
aspartato y el atomo de nitrégeno positivo del ligando, BU72. Aunque la mayoria de interacciones son
hidrofébicas por naturaleza, se agrega una interaccion hidrofilica mediada por agua entre el alcohol de
BU72 con H297%32, Y148>% y K2333% (Huang et al., 2015). Dada la ausencia del 4tomo de nitrégeno
positivo en la salvinorina A y su analogo la herkinorina, es de esperarse un sitio y modo de union distinto
a los morfinanos, en particular, y a los ligandos aminérgicos, en general. Dado el potente efecto agonista
y selectivo para KOR de la salvinorina A y su peculiar estructura, se han realizado un gran nimero de
estudios de su farmacologia (Butelman et al., 2015), relaciones estructura-actividad (Béguin et al., 2008),
su farmacoforo (Munro ef al., 2005) y los detalles estructurales de su interaccion con KOR (Kane et al.,
2006; Yan et al., 2005).

(agonista co-cristalizado en
MOR activo)
Figura 14. Comparacion estructural entre BU72 (A), la salvinorina A (B) y la herkinorina (C).

Como primera aproximacion, es posible asumir que la salvinorina A y sus analogos tendran un modo de
union comin en KOR. Incluso, puede extrapolarse a un modo de unién en MOR vy, con base en las
diferencias en la secuencia de ambos receptores, ver estructuralmente la selectividad hacia KOR. De
manera andloga, puede postularse que la herkinorina tiene un modo de unién similar a la salvinorina A 'y
entender, desde esa perspectiva, su preferencia por MOR sobre KOR y DOR. Sin embargo, se debe tener
en cuenta que la salvinorina A, ha mostrado que induce internalizacion de KOR en la célula (Al-Hasani
etal.,2011; Wang et al., 2005), mientras la herkinorina no lo hace con MOR, lo que también puede indicar
modos de uniéon muy distintos en los dos receptores, los cuales involucren regiones que no solamente
abarquen los aminoacidos que dan la selectividad hacia un receptor entre la salvinorina A y la herkinorina.

Se han propuesto distintos modos de union para la salvinorina A en KOR (Bartuzi et al., 2015; Kane et
al., 2006; Polepally et al., 2014; Vortherms et al., 2007; Yan et al., 2005). Estos modelos coinciden en
sus interacciones relevantes en aminoacidos especificos pero difieren en algunas de ellas. Mas aun estos
modelos coinciden en el sitio de union pero difieren en el modo de unién de la salvinorina A en KOR.
Especificamente, en la orientacion general de la salvinorina A: (i) en donde modelos ubican al grupo
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furano de la molécula hacia la zona intracelular del receptor; (ii) en otros modelos, el grupo furano se
orienta hacia la zona extracelular del receptor.

Los estudios de docking realizados en este trabajo usando ICM encuentran ambas soluciones. Siendo la
de mejor puntaje aquella que orienta el grupo furano hacia la parte extracelular del receptor, nombrada
antes como la herkinorina-D-ICM-1 (posicidon 1 en la lista de resultados, Figura 15.D), la cual esta en
acuerdo con lo reportado por Polepally (Polepally et al., 2014) y Bartuzi (Bartuzi et al., 2015). Para
contrastar ambas orientaciones, se discute también el modo de union obtenido en la décima posicion de
D-ICM, relacionada a los trabajos de Yan (Yan et al., 2005) Kane (Kane et al., 2006) y Vortherms
(Vortherms et al., 2007), esta orientacion sera llamada la herkinorina-D-ICM-10, siendo la primera en la
lista con dicha conformacion (Figura 16.D).

5.3.1.1 Pose D-ICM-1 de la herkinorina en MOR

Una orientacién de la salvinorina A relacionada con la herkinorina-D-ICM-1 es propuesta en un trabajo
de acoplamiento molecular en MOR, usando un receptor construido con la secuencia de aminoacidos de
humano y plantillas de cristales de la familia de GPCRs (G protein-coupled receptor), siendo la mas
importante la de MOR en su estado inactivo, codigo PDB: 4DKL (Bartuzi et al., 2015). Bartuzi y
colaboradores reportan posibles modos de union de ligandos conocidos de MOR, utilizan modelado por
homologia, docking y dindmica molecular. Los sistemas que estudian son: La proteina sin ligando y unida
a la morfina, DAMGO vy la herkinorina. Ademads, con el fin de explorar sitios de union alostéricos,
exploran el modo de unidn de la salvinorina A, THC y cannabidiol en presencia y en ausencia de DAMGO.

La Tabla 11 resume las interacciones sugeridas y descritas por Bartuzi y colaboradores. Los primeros
cuatro grupos de interacciones se refieren a la afinidad, selectividad, y sitio de union, respectivamente.

Dada la similitud estructural entre la salvinorina A y la herkinorina, Bartuzi y colaboradores asumen un
modo de unidn igual entre ambas estructuras, y analizan la modulacion y activacion de MOR por la
herkinorina. Hay que recordar que la salvinorina A es selectiva a KOR, mientras la herkinorina es selectiva
a MOR, con algo de afinidad por KOR y que cambios sutiles en la estructura pueden cambiar
drasticamente una orientacion de un analogo. Segun su hipotesis, Bartuzi y colaboradores (Bartuzi et al.,
2015), la herkinorina emplazaria al grupo furano en cercanias de la TM7 y TM2 entre los aminoacidos
H319736, W3187% y Y128%%* (Figura 15.A), mientras que nuestro modelo de la herkinorina-D-ICM-1
(Figuras 15.D y 15.E) lo hace hacia TM3 entre V143328 y 114432° . TM2 con Q124*%° y ECLI en
W133EC, Bartuzi y colaboradores argumentan que W3187 est4 involucrado en selectividad en MOR 'y
algunos estudios mencionan que en el homoélogo Y31373% en KOR puede presumirse interaccion
hidrofobica con la salvinorina A y dar su selectividad para KOR (Kane et al., 2006; Yan et al., 2005).
Pero la herkinorina-D-ICM-1 también hace contacto con este aminodcido desde su esqueleto
hidrocarbonado (Figura 15.E). Ademas, nuestra posicion de la herkinorina-D-ICM-1 ubica al grupo furano
cerca del lugar donde BU72 emplaza su grupo fenilo en el cristal activo SC1M, visto en las Figuras 15.C,
15.D y 15.E (Huang et al., 2015). Para BU72 el diagrama de proteina-ligando realizado en MOE (Figura
15.C, Tabla 12) muestra que ese grupo fenilo interacciona con los aminoacidos en TM3, TM2 y ECLI
(V143328 11442, Q124> y W133ECL!) como lo hace la herkinorina-D-ICM-1.

Siguiendo el esquema y la posicion de la salvinorina A, la herkinorina emplazaria al grupo C2-benzoiloxi

en cercania de TM6 y TM7 entre los aminoacidos Y299%%* y W31873% después del estudio de sus
dinamicas. Ademds, en los inicios de la dindmica este sustituyente interacciona con el aminoacido C3217-*8
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(C3157* en KOR) similar al grupo acetiloxi de la salvinorina A. Se ha encontrado que analogos sulfurados
en esa posicion C2 de la salvinorina A pueden formar enlaces disulfuro con el aminoacido C3157% en
KOR, siendo selectivos a este receptor (Yan et al., 2009). En contraste, nuestro modelo de la herkinorina-
D-ICM-1 ubica al grupo C2-benzoiloxi de la herkinorina hacia TM7 en el aminoécido Y326 realizando
una interaccion hidrofobica tipo m — m entre los anillos aromaticos del receptor y el ligando. Esto va en
acuerdo con la retencion de la afinidad de la salvinorina A cuando se muta Y320F comparada con Y320A
en KOR, prediciendo una interaccion hidrofobica (Kane et al., 2006). Lo anterior se puede ver a mas
detalle en las Figura 15.A, 15.D y 15.E.

Por otra parte, Polepally y colaboradores disefiaron analogos de la salvinorina A y proponen sus modos
de union mediante docking molecular y selectividad sobre los receptores MOR, KOR y DOR. Reportando
también un modelo de union para la salvinorina A en KOR (codigo PDB 4DJH) que les sirve de
comparacion con sus moléculas propuestas (Polepally et al., 2014). Como se muestra en la Figura 15.B
proponen que el grupo furano de la salvinorina A y de algunos analogos sustituidos en C2 estan hacia
TM2, ECL1 y ECL2, haciendo contactos con los aminoacidos V118%%3, W124ECLl y C210ECE2 (N127263,
W133 ECL y €2175CE2 en MOR). Para destacar visualizan otros aminoacidos cercanos al grupo furano
sobre la hélice TM3 que incluyen a V13432% ¢ 113532° en KOR. Esto est4 de acuerdo con nuestro modelo
de la herkinorina-D-ICM-1 el cual emplaza al grupo furano en cercanias de TM3 y los aminoécidos
V143328 y 114432° en MOR (V13432 ¢ 113532° de KOR) y en contacto con ECL1 y ECL2 W133ECt y
C21752 de MOR (W124ECH y C2105¢12 en KOR). Sin embargo, el modelo de la salvinorina A indica
que el grupo acetiloxi de la posicion C2 estd en un sitio hacia TM3 en contacto con los aminoacidos
D138%% Y139°33 y M14233¢ de KOR (D147, Y148*3 y M151%3¢ en MOR). También, algunos de sus
analogos dejan el sustituyente en C2 alejado mas de 7 A del aminoacido C31578 antes mencionado como
importante para otros andlogos sulfurados. No obstante, el grupo C-2 benzoiloxi para la herkinorina-D-
ICM-1 est4 hacia TM7 y principalmente el amino4cido Y326’* en MOR (Y3207* de KOR) como antes
se menciona, donde también puede hacer contacto con M151336 (M1423-¢) igual que la salvinorina A.
Hay que destacar la cercania en el receptor activo e inactivo de MOR (codigo PDB 5C1M y 4DKL,
respectivamente) entre D147°3% y Y326743,

Por otra parte, el sustituyente metil éster en C4 de la salvinorina A, el cual es el mismo grupo funcional
en la herkinorina, emplaza en un sitio formado por los amino4cidos V10823 T111%%6, W28764y Y3207+
(A117%33 T120%3¢, W293%*® and Y326”* en MOR) de las hélices TM2, TM6 y TM7. Mientras la
herkinorina lo hace mas precisamente hacia la hélice TM6 en el amino4cido H296%? el cual ha sido
encontrado importante tanto en cristales como en pérdidas de afinidad por mutagénesis (Huang et al.,
2015; Manglik et al., 2012; Spivak et al., 1997).

5.3.1.2 Pose D-ICM-10 de la herkinorina en MOR

Otros modelos de union de la salvinorina A dentro de KOR han sido propuestos en afios anteriores a la
obtencion de la estructura por cristalografia de rayos-X, del estado inactivo, en el afio 2012. Dichos
modelos se han desarrollado mediante metodologias de modelado por homologia y mediante la
incorporacion de informacidon experimental como mutagénesis y afinidades en receptores quiméricos
(Kane et al., 2006; Vortherms et al., 2007; Yan et al., 2005). Estos modelos se muestran de manera
esquematica en las Figuras 16.A y 16.B (Kane ef al., 2006; Yan ef al., 2005). Cabe destacar que estos
modelos concuerdan en que el furano de la salvinorina A esta cercano al aminoacido Y3207+ de KOR
(Y326”4 de MOR). Sin embargo, Yan y colaboradores destacan la posibilidad de interacciones de puentes
de hidrégeno entre el furano y los aminoacidos Y32074 y el Y1192%* de KOR (Y3267* y Y1282 de
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MOR). Esta hipotesis es desmentida por Kane y colaboradores, argumentando que los aminodcidos
Y119%%* y Y3207 se encuentran separados por ~15 4 en el receptor, imposibilitando la formacion de
dichas interacciones. La retencion de la afinidad de Y320F comparada la mutacion Y320A, sugiere que
se favorece una interaccion hidrofobica con el furano de la salvinorina A. El resultado obtenido de la
herkinorina-D-ICM-10 (Figura 16.D y 16.E) muestra la posibilidad de una interaccion m — m entre el
grupo furano de la herkinorina con el amino4cido Y3267* en MOR (Homoélogo para Y3207+ de KOR).

Tabla 11. La salvinorina A, interacciones importantes para su selectividad sobre KOR y estudio en MOR.

Interacciones importantes Efecto
KOR: Q115%%° Y11926* Y3127 Y3137 | Listado de mutaciones realizadas en KOR que
13167% Y32074 apoyan la participacion de los aminoacidos con la
salvinorina A en la activacion del receptor.
Y3127% (KOR) Y3133 (KOR) Selectividad

W31872° (MOR) H31973¢ (MOR)
Grupo acetiloxi de la salvinorina A en | Docking de la salvinorina A: Anélogos sulfurados
proximidad a C32173% (MOR), C31573 | se unen covalentemente.

(KOR)

Y3264 (MOR), Y3207 (KOR)

Anillo de furano interacciona con Anadlisis de los contactos mas evidentes de la
H319736, W3187%, Y128%% (interaccién | salvinorina A con el receptor MOR luego de la
con anillo aromatico) dindmica de Bartuzi y colaboradores (2015).

Grupo 2-acetiloxi anclado en 132277

W31873 parece importante en el

reconocimiento de la selectividad de los

subtipos de los ORs por neoclerodanos.
(Bartuzi et al., 2015)
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Figura 15. Comparacion del resultado de docking de la herkinorina-D-ICM-1 con modelos cercanos. (4)
Contactos de la salvinorina A en MOR por Bartuzi y colaboradores (Bartuzi et al., 2015). (B) Contactos
de la salvinorina A en KOR por Polepally y colaboradores (Polepally et al., 2014). (C) Interacciones del
ligando BU72 con la proteina calculadas desde MOE. (D) Ubicacion de herkinorina-D-ICM-1 en MOR
(azul) con referencia a las coordenadas del ligando BU72 del cristal (gris). (E) Aminodcidos de contacto
de la herkinorina-D-ICM-1 desde interacciones proteina-ligando por MOE. Para conocer el tipo de
interaccion en 2D ver Anexo B.
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Figura 16. Comparacion del resultado de docking de la herkinorina-D-ICM-10 frente a modelos cercanos. (4)
Contactos de salvinorina A en KOR por Yan y colaboradores (Yan et al., 2005). (B) Contactos de la
salvinorina A en KOR por Kane y colaboradores (Kane et al., 2006). (C) Interacciones del ligando BU72
con la proteina calculadas desde MOE. (D) Ubicacion de la herkinorina-D-ICM-10 en MOR (naranja) con
referencia a las coordenadas del ligando BU72 del cristal (gris). (E) Aminodcidos de contacto de la
herkinorina D-ICM-10 desde interacciones proteina-ligando por MOE. Para conocer el tipo de interaccion
en 2D ver Anexo B.
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Por otro lado, Yan y colaboradores (Yan et al., 2005), disponen la ubicacién del grupo C2-acetiloxi de la
salvinorina A en interaccion hidrofobica con Y3137%¢ sobre TM7 de KOR (W3187-¢ para MOR; Figura
16.A). Explicado por la retencion de la afinidad cuando se muta Y313F y por la disminucién de la afinidad
cuando se cambia Y313A. También, discuten que el analogo 2-tiosalvinorina B no cambia su afinidad
mutando Y313C o C3158S, prediciendo que el grupo sustituyente que contenga —SH terminal en la posicion
C2 debe estar cerca de Y3137, Una doble mutacion en Y313C/C315S hace que disminuya la afinidad
de la salvinorina A sustentando esta hipotesis. Kane y colaboradores (Kane et al., 2006) llegan a esa misma
conclusion, de que el sustituyente C2 debe estar cerca de Y3137*¢ en KOR, al observar una retencion en
la afinidad cuando sustituyen Y313F en KOR, afiadiendo que el grupo 2-acetiloxi de la salvinorina A
podria, también interaccionar con Y31273¢ sobre TM7 (H3197¢ en MOR) debido a la cercania su cercania
con Y31372¢, Nuestra orientacion de la herkinorina-D-ICM-10 en MOR, emplaza al sustituyente C2-
benzoiloxi en una region diferente a la discutida (Figuras 16.D y 16.E). Este grupo sustituyente en C2 de
la herkinorina est4 en la cercania de los aminoacidos V143328 114432 Q1242° W133ECL! y C217ECL2;
dicho grupo sustituyente estd, entonces, en el sitio donde el agonista BU72 del cristal activado SC1M
(codigo PDB) ubica a su fenilo y tiene interacciones (segun interacciones proteina-ligando por MOE) con
cuatro aminoacidos (V143328 114432 Q124%%° y W133ECL!) con los que el sustituyente en C2 de la
herkinorina-D-ICM-10 también contacta (Figuras 16.C y 16.E, Tabla 12). Ademas, se encuentra que la
herkinorina-D-ICM-10 puede hacer contacto con posible interaccion hidrofobica entre el sustituyete C4 o
su esqueleto triciclico carbonado con el aminoacido W31873% (Y3137 en KOR). Los modelos anteriores
ponen énfasis en contactos hidrofébicos en la ubicacion de los grupos funcionales pero hay que recordar
que la salvinorina A y la herkinorina pueden participar en interacciones hidrofobicas en su esqueleto
ciclico carbonado.

Una tltima posible orientacion para discutir es la de un andlogo de la salvinorina A (Figura 17) que resultd
selectivo para MOR, realizado como aproximacion de aceptores de Michael en la posicion C2 (Polepally
et al., 2014). Este sustituyente en C2 contiene un grupo 3-piridil de un carbonilo a-fS-insaturado. El grupo
piridil lo disponen hacia el amino4dcido N127*% en TM2 desde modelado molecular usando el receptor
MOR inactivo (4DKL, en el PDB), dicho aminoacido es encontrado clave en la selectividad entre MOR
y DOR (Minami ef al., 1996). Ademas, se visualizan cerca de este grupo a los amino4cidos W133E¢H! y
C21752, La herkinorina-D-ICM-10, también presenta estos ultimos dos contactos con el sustituyente
C2-benzoiloxi. En el caso del grupo furano del analogo que sintetizaron, se discute interaccionando con
el aminoécido Y3267y W293%4% en las TM7 y TM6, respectivamente. La herkinorina-D-ICM-10, realiza
una interaccién  — 7 entre su furano y el aminoacido Y3264 (Figura 16.E). Ademas, W293%* aparece
cercano de la herkinorina-D-ICM-10 y su furano. Para el sustituyente C4 del esqueleto base de la
salvinorina A, tanto en su analogo y en la herkinorina-D-ICM-10 se ubican en los alrededores de W3187-,
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Figura 17. Modelo de union putativo de un andlogo de la salvinorina A con el sustituyente 3-piridil de un
carbonilo a-f-insaturado en C2 sobre MOR (Polepally et al., 2014)

Tabla 12. Interacciones proteina-ligando calculadas desde MOE para las poses de la herkinorina seleccionadas
en este trabajo.

Molécula Aminoécidos

Ligando co-cristalizado Q124 W133 V143 1144 D147 Y148
Mi151 V236 W293 1296

H297 V300 W318 1322 Y326

Herkinorina-D-ICM-1 Q124 W133 V143 1144 D147 Y148
M151 C217 V236 W293 1296
H297 V300 W318 1322 G325 Y326

Herkinorina-D-ICM-10 Q124 W133 V143 1144 D147 Y148
M151 C217 V236 W293 1296
H297 V300 W318 1322 G325 Y326

La ausencia de contactos con MOR para la herkinorina-D-ICM-1, la herkinorina-D-ICM-10 y el ligando
cristalografico BU72, se representa en colores. En donde, una coloracion roja indica los contactos presentes en la
herkinorina-D-ICM-1 y la herkinorina-D-ICM-10 y ausentes para el ligando cristalografico BU72. Una coloracion
verde para los contactos presentes solo en la herkinorina-D-ICM-1 y ausentes para la herkinorina-D-ICM-10 y
BU72. Y por tltimo, una coloracion azul para los contactos presentes en la herkinorina-D-ICM-10 y ausentes en la
herkinorina-D-ICM-1 y BU72.

Comparando las poses D-ICM-1 y D-ICM-10 de la herkinorina, se observa que pueden generar un mapa
de contactos similar con los aminoacidos de MOR (Tabla 12, Figuras 15.E y 16.E), revelandose
principalmente interacciones hidrofobicas del ligando debidas a sus sustituyentes aromaticos o a su
estructura ciclica carbonada. La posicion de la herkinorina-D-ICM-1 tiene contactos unicos en los
aminoacidos A117%3, N150°2° y $329746 (Tabla 12); este sitio estd ubicado mas internamente en el
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receptor y hace contactos con el sustituyente C2-beziloxi de la herkinorina. Se ha encontrado que la
mutacion S329A hace que DAMGO pierda actividad efectiva, mientras que la morfina y fentanil la
aumentan, asi que puede ser una interaccion clave en la herkinorina (Pil et al., 2003). Por otra parte, la
herkinorina-D-ICM-10 tiene contactos tnicos con K233°%° y K303%® (Figura 16.E y Tabla 12); este
ultimo aminoécido se orienta hacia la parte extracelular del receptor e interacciona con el sustituyente —
COOCHj3 de la posicion C4 de la herkinorina. Se observaron experimentos donde al cambiar en KOR los
aminodcidos E297K (homélogo de K303 en KOR), Y313H, Y312W y S310V se puede tener las
mismas afinidades con DAMGO que cuando se utiliza a MOR nativo, sugiriendo ser clave en selectividad
(Seki et al., 1998). La seleccion de alguna de las posiciones ayudara para discernir la ubicacion de
analogos de la salvinorina A con caracteristicas especiales como selectividad y las diferentes rutas de en
la cascada de senalizacion que pueden desencadenar. Aqui, se propone un estudio mas detallado con
dinamicas moleculares y calculos de energias absolutas de union entre proteina y ligando.

5.3.2 Docking de DAMGO en MOR.

Si comparamos los mejores modos de union respecto a los puntajes de ICM y MOE, encontramos que
estas dos conformaciones obtenidas de DAMGO tienen una diferencia de 7.88 4 entre las poses DAMGO-
D-ICM-1 y DAMGO-MOE-DI-A. Sin embargo, la segunda mejor pose en los resultados de ICM
(DAMGO-D-ICM-2) se observa que va en un sentido similar al resultado de DAMGO-MOE-D1-A, con
un RMSD de 4.01 4. Las orientaciones se pueden ver en la Figura 18. El resultado indica que DAMGO-
D-ICM-1 y DAMGO-D-ICM-2 o DAMGO-MOE-D1-A también tienen que estar en cuenta para los
estudios de dindmica molecular de DAMGO. Pero basados en los resultados de emplazamiento de los
ligandos cristalograficos y de los resultados del docking cruzado para la herkinorina entre ICM y MOE,
para los estudios posteriores se elegiran las conformaciones y orientaciones provenientes s6lo de ICM.

Por otra parte, la discusion acerca de la orientacion de DAMGO en estudios previos de docking y dindmica
molecular indican que la tirosina de esta molécula se orienta en direcciéon al aminoacido H297%? y su
amina primaria hacia D147°22, hecho obtenido al usar el agonista etorfina en MOR como plantilla para
DAMGO (Shim et al., 2013) o por resultados de docking molecular basados en datos experimentales
recolectados (Bartuzi et al., 2015). Ademas, un cristal inactivo de DOR que enlaza al péptido antagonista
DIPP-NH2, el cual posee una estructura similar DAMGO presenta la caracteristica de una conexion entre
el grupo fenol y H297%%2 mediante puentes de hidrogeno pasando por dos moléculas de aguas (Fenalti et
al., 2015). En este sentido, las poses DAMGO-D-ICM-1 y DAMGO-D-ICM-2 para DAMGO pueden
interaccionar con D147%%2, pero no cumplen el requisito del fenol hacia H297%2. La primera pose en
ICM que es similar al modelo es DAMGO-D-ICM-24, por lo que también fue considerada para los
estudios de dindmica molecular.
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Figura 18. Orientacion de las poses del docking de DAMGO en MOR. (A) DAMGO-D-ICM-1, (B) DAMGO-D-
ICM-2, (C) DAMGO-D-ICM-24 y (D) DAMGO-MOE-DI-A.

5.3.2.1 DAMGO-D-ICM-1 en MOR

Este modo de union encontrado 1lama la atencion por ubicar al grupo fenol de la tirosina de DAMGO de
una manera similar que el grupo fenilo del ligando cristalografico BU72, ubicandose en los alrededores
de V143328 y 1144%%° de la TM3 (Figura 19). Asi, mismo se encuentra que el aminoacido N127%% a pesar
de que no hace contacto, esta en las inmediaciones del grupo fenol. Este aminoacido fue encontrado como
relevante para la selectividad entre DOR y MOR, debido que DAMGO si se une a DOR al mutar
L108*%N, recordando que DAMGO es selectivo para MOR (Minami et al., 1996). Por otra parte,
contactos con el aminoacido H297%°? son importantes para mantener la afinidad de algunos agonistas, en
especial de DAMGO (Spivak et al., 1997). En este modelo, DAMGO-D-ICM-1, no se generan contactos
directos pero no se descarta la posibilidad de interacciones mediadas por moléculas de agua entre el
ligando y el receptor como se observa en el cristal en el estado activo de MOR (Huang et al., 2015).
Respecto al aminoacido Y326, cuando se muta por un aminoacido Y326F decrece la afinidad de
DAMGO, indicando una posible interaccion de puente de hidréogeno con el ligando (Pil ef al., 2003), la
cual se observa en el grafico de contactos de MOE para DAMGO-D-ICM-1. Una diferencia en el
reconocimiento de la selectividad de DAMGO entre KOR y MOR se debe a los aminoacidos K303%%,
S310ECH3, V316733, W3187% y H3197%¢ seglin mutaciones en KOR vy la recuperacién de la afinidad de
DAMGO (Seki et al., 1998). Guiandonos por los contactos mostrados de DAMGO-D-ICM-1 se encuentra
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que podria tener interacciones con el aminoacido W31873% y a pesar de no tener los demas contactos que

explican esta selectividad en MOR, puede postularse que los demas aminoécidos afecten a W318" por
estar en sus zonas aledafias.

Figura 19. Contactos proteina-ligando predichos por MOE de la pose DAMGO-D-ICM-1. Para conocer el tipo
de interaccion en 2D ver Anexo B.

5.3.2.2 DAMGO-D-ICM-2 en MOR

Esta conformacion (Figura 20) esta sustentada por el hecho de que DAMGO-MOE-D1-A present6 una
conformacion similar a DAMGO-D-ICM-2 en el receptor. A diferencia de DAMGO-D-ICM-1 y
DAMGO-D-ICM-24, esta conformacion puede llegar hasta un sitio alostérico cerca del aminoacido
D114%%° importante por albergar un ion Na* en algunos receptores de la familia GPCR, uno de ellos es
DOR en su estado inactivo con cddigo PDB 4NH6 (Fenalti ef al., 2014). En esencia, esta conformacion
no podria explicar el hecho de que DAMGO presente modificacion en su afinidad cuando se varia la
concentracion de sodio en el medio (Emmerson et al., 1994). Pero pudiese explicar el hecho de que al
mutar S32974A el ECso de DAMGO se vea afectado y se vuelva menos afin (Pil ef al., 2003). También,
puede hacer contacto con W3187° explicado antes da selectividad por MOR en DAMGO. La pose
DAMGO-D-ICM-2, a diferencia de DAMGO-D-ICM-1, si presenta un contacto con N127%¢3 dicho
aminoacido es importante en la selectividad de DAMGO en MOR (Minami et al., 1996).
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Figura 20. Contactos proteina-ligando predichos por MOE de la pose DAMGO-D-ICM-2 en MOR. Para
conocer el tipo de interaccion en 2D ver Anexo B.
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5.3.2.3 DAMGO-D-ICM-24 en MOR

Esta conformacion (Figura 21.A) resultod particularmente interesante ya que presenta una configuracion
cis entre el fenol de DAMGO vy su cadena principal, esto es observado experimentalmente en el péptido
DIPP-NH> co-cristalizado en el estado inactivo de DOR con PDBID 4RWA (Figura 21.B) y 4RWD
(Fenalti et al., 2015). Otros estudios ha propuestos modos de uniéon en MOR y DOR para péptidos
agonistas, que tienen caracteristicas compartidas con DAMGO. Dichos modos de union vienen desde
modelos por homologia construidos con plantillas de cristales de GPCRs, dinamica molecular y docking
los cuales ubican igualmente al grupo fenol de las moléculas hacia el aminoacido H297%%2 y en posicion
cis respecto a su cadena principal (H. I. Mosberg et al., 2002; Henry 1. Mosberg et al., 2013; L. C.
Purington et al., 2011). DAMGO-D-ICM-24 genera un contacto con el aminoacido implicado en
selectividad, W3187%, pero deja de tener contacto con el aminoacido N127%% igualmente importante en
la selectividad de este ligando hacia MOR. Por otro lado, el grupo amonio cuaternario a pesar de estar
cerca del amino4cido D147332 se muestra en una direccion hacia M15172°, A pesar de esto es la
conformacidn que puede acercarse mas al resultado cristalografico de DOR, sin olvidar que se trabaja en
su analogo MOR.

HSD297

A -\77 A B
Figura 21. DAMGO-D-ICM-24 y referentes cristalogrdficos. (A) Contactos de DAMGO en la conformacion D-
ICM-24 en MOR. (B) Comparacion entre DAMGO en MOR (gris) y DIPP-NH; en DOR (4RWA, violeta).
El mapa de interaccion se muestra en el Anexo B.

5.4 Dinamicas moleculares

Los estudios de alineamiento y docking (secciones 5.2 y 5.3) fueron realizados para la seleccion de los
puntos de partida para las simulaciones de dindmica molecular. Para la morfina y naloxona se
seleccionaron aquellas obtenidas desde las orientaciones de los alineamientos flexibles. Para DAMGO y
la herkinorina se usaron las poses obtenidas del docking de ICM nombradas como DAMGO-D-ICM-1,
DAMGO-D-ICM-2 y DAMGO-D-ICM-24 y herkinorina-D-ICM-1 y herkinorina-D-ICM-10. Cabe
mencionar que para la morfina, DAMGO y herkinorina se utilizo MOR en el estado activo, mientras para
la naloxona se uso6 el estado inactivo.

En todas las dinamicas moleculares del receptor MOR, en su conformacién activa, tuvieron el mismo

sistema de coordenadas iniciales tanto del receptor, la membrana lipidica (POPC/POPE/CHL), las
coordenadas de moléculas de agua de hidratacion dentro del receptor, moléculas de agua del entorno y
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para los iones. La dindmica en el receptor inactivo presenta diferentes ubicaciones de las moléculas de la
membrana, moléculas de agua e iones respecto al receptor activo. Se afiadié Na* en cercanias de D114>°
para MOR activo e inactivo, que es predicho para algunos receptores de la familia en cristalografia de alta
resolucion como Adenosina A2A, Bl-adrenérgico y DOR como se discute en algunos trabajos (Bartuzi et
al., 2016; Cheng et al., 2016). Se encontrd que para DOR el Na* se ubica entre D*3°, N33y §339 que de
igual manera estan presentes MOR. Cuando no se afiadid Na" en el receptor activado, el aminoécido
D114%%° fue puesto neutro como sugieren algunos trabajos (Huang et al., 2015).

La hidratacion del interior del receptor, antes de emplazar al ligando, permitié obtener resultados
consistentes y confiables, tanto en el estado activo como en el inactivo. La hidratacion requirié un tiempo
de simulacion de 1 ns para generar posiciones y orientaciones consistentes de las moléculas de agua dentro
de las estructuras de MOR.

Las dindmicas moleculares en general se observaron estables excepto en el sistema de la herkinorina-D-
ICM-10 y el sistema de DAMGO-D-ICM-2. El estudio de las dindmicas moleculares en la morfina y
DAMGO-D-ICM-24 colocando o no Na® en cercania de D114*° desprotonado y protonado,
respectivamente, ayuda para soportar al sodio como modulador en la activacion y la transicion de los
caminos de sefializacion de proteina-G y hacia a caminos de sefalizacion de las B-arrestinas, propuesto
desde datos para DOR (Katritch et al., 2014). El estudio de las poses herkinorina-D-ICM-1 y herkinorina-
D-ICM-10 fue hecho en ausencia de Na® y se justifica debido a que la herkinorina-D-ICM-1 ubica al
sustituyente benziloxi en el sitio alostérico del sodio y porque la herkinorina-D-ICM-10 dio una energia
libre de unidn pobre, la cual podria disminuir aiin mas agregando el sodio alostérico como se encontr6 en
la morfina y DAMGO-D-ICM-24, sustentado ademads experimentalmente por encontrarse dependencia de
la concentracion de sodio en algunos agonistas.

Para DAMGO se estudié la dindmica con y sin Na' usando a D114*% desprotonano y protonado,
respectivamente, para DAMGO-D-ICM-1 y DAMGO-D-ICM-24. La primera por ser la mas cercana a la
energia experimental de unioén proteina-ligando y la segunda por ser la configuracion mas cerca a lo
encontrado en los datos cristalograficos de DOR. DAMGO-D-ICM-2 ubica un grupo fenol en el sitio
alostérico del sodio impidiendo el estudio en presencia de sodio en dicho sitio. En todas las poses de
DAMGO se predicen energias libres de union mas elevadas que a la referencia experimental, detallada
mas adelante.

Los célculos de las energias absolutas de union proteina-ligando tienen resultados a discutir en la
orientacion de la morfina y DAMGO especialmente cuando se presenta o no el ion Na* en cercanias de
D114>%° desprotonado o protonado, respectivamente. Los calculos de energia libre para las
conformaciones de la herkinorina ayudaron a distinguir entre los dos modos de union propuestos, mientras
la cercania con el valor experimental hace que la balanza gire hacia uno de estos. Para DAMGO se
encuentra que los valores de la energia libre calculados para todas las configuraciones, no correspondieron
con el valor experimental, aun teniendo una ubicacion coherente con algunos datos experimentales de
cristalografia y de mutagénesis de MOR. En la naloxona y su configuracion con Na®, el resultado de la
energia fue comparable con lo experimental, sin embargo, no se indagd configuraciones sin sodio
alostérico como en la morfina y DAMGO, porque se tenia més interés en la activacion de MOR que en su
estado inactivo.
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El estudio de los contactos, movimientos de algunos residuos, desplazamientos de hélices y lazos de MOR
para la herkinorina, morfina y DAMGO, que se mostraran mas adelante, abren paso a la observacion y
deduccion de los inicios de la activacion del receptor que al final produciran diferentes rutas de
sefalizacion y actividad.

5.4.1 Seguimiento estructural, conformaciones y orientaciones de los complejos receptor-
ligando

Los puntos finales de cada dindmica fueron comparados respecto de los docking iniciales calculando su
RMSD, gracias al alineamiento de los esqueletos del receptor (-N-Co-CO-) de los sistemas. Se encontrd
que la naloxona fue el ligando que menos cambi6 respecto a la pose predicha por el del docking (0.747
A), mientras la configuracién que mas vari respecto su referencia fue la pose herkinorina-D-ICM-10
(5.900 4). La morfina, en ausencia y presencia de sodio, tuvo valores cercanos de RMSD entre ellos, pero
la diferencia est4 en que en presencia de sodio la estructura de la morfina se adentra un poco en el receptor.
La configuracion de DAMGO con menos cambio fue DAMGO-D-ICM-1 ya fuese en ausencia o presencia
de sodio. DAMGO-D-ICM-24, en ausencia o presencia de sodio, tuvieron mayor cambio respecto de su
conformacion inicial, comparado con las demas configuraciones de este ligando (DAMGO-D-ICM-1,
DAMGO-D-ICM-1+Na" y DAMGO-D-ICM-2). Para la herkinorina se encontré que herkinorina-D-ICM-
1 permanecid mas cercana al docking que herkinorina-D-ICM-10. Esto se representa en la Tabla 13.

Las dinamicas realizadas de la morfina emplazando o no un ion sodio en cercanias de D114
desprotonado y protonado, respectivamente, tuvieron un comportamiento similar en el RMSD tanto para
el esqueleto del receptor de MOR, como para el propio ligando (Figuras 22.A y 22.B). En ambos sistemas
(+Na" y —Na") el esqueleto del receptor se observa un aumento controlado, el cual pude ser esperado por
la busqueda de una nueva conformacion activa. El RMSD del ligando morfina varia muy poco teniendo o
no el sodio presente y llegan a un equilibrio lo que puede ser problematico para la seleccion del sistema
mas real. Ademas, éste comportamiento no explica la dependencia del sodio en la familia de GPCR,
discutida en la literatura (W. Liu et al., 2012; Miller-Gallacher et al., 2014).

Para la herkinorina, las configuraciones herinorina-D-ICM-1 y herkinorina-D-ICM-10 se dispuso de una
carga neutra para el aminodcido D114*° porque no se emplazé el ion Na* en su vecindad, como ya se
explicaba antes en 5.4. Se sabe que la herkinorina no genera fosforilacion del receptor, ni reclutamiento
de B-arrestina2 en MOR y no produce internalizacion del receptor en la célula (C. E. Groer ef al., 2007).
El efecto en la dependencia de sodio en el ambiente de la mutacién del aminoacido N131%%° por valina o
alanina en DOR (N150%*% de MOR) puede explicar el reclutamiento de las arrestinas (Katritch et al., 2014)
y conllevar a una internalizacién como lo sugieren algunos trabajos (C. E. Groer ef al., 2007), mecanismo
que puede estar asociado en la generacion de dependencia y tolerancia (Keith ef al., 1998). En este caso,
herkinorina-D-ICM-1 emplaz6 su grupo C2-benzoiloxi en el lugar donde se ubico el ion sodio en las
dindmicas de la morfina y naloxona (Figura 23). Esto sugiere que el grupo C-2 benziloxi puede estabilizar
mejor al aminoacido N1503%. Asi, el resultado representa una ventaja respecto a D-ICM-10 de la
herkinorina, la cual tiene el espacio suficiente para que el Na" pueda acomodarse, con posibilidades de
entrada y salida como en los sistemas de la morfina y DAMGO; lo que posiblemente resulte en
reclutamiento de arrestinas.
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E1 RMSD del esqueleto del receptor (-N-Cy-CO-) de MOR cuando estuvo presente la herkinorina-D-ICM-
1 tuvo un aumento constante y controlado, el cual puede suponer los cambios que tiene que hacer el
receptor para lograr un nuevo estado activo. Para la herkinorina-D-ICM-10 se observé un cambio mas
importante cerca de los 100 ns (Figura 22.C). El RMSD obtenido para la estructura de la herkinorina-D-
ICM-1 tuvo valores mas bajos y con menos fluctuaciones que en la conformacion de la herkinorina-D-
ICM-10 durante los 200 ns calculados. Los cambios en el RMSD en la estructura de la herkinorina-D-
ICM-10 se deben a que luego de 150 ns se generan nuevas conformaciones caracterizadas por el
movimiento del grupo furano que se aleja de la orientacion propuesta, cerca de Y3267+ (Figura 22.D).
Con mas detalle, la Figura 24 distingue una transicion del grupo furano de la herkinorina-D-ICM-10 desde
su punto inicial (verde) y algunos de sus estados intermedios (blanco y azules claros), mientras que algunos
estados finales de la dindmica se encuentran alejado al furano mas de 4 4 de su posicién inicial. La
herkinorina-D-ICM-1 conservo sus grupos funcionales espacialmente de inicio (verde) a fin (azul). La
poca estabilidad de la herkinorina-D-ICM-10 comenz¢ a darle peso a la herkinorina-D-ICM-1, ademaés de
que en esta Gltima, ya se discutia su cercania con el aminoacido N15033°  clave en la actividad de las
arrestinas.

En el sistema de la naloxona (Figura 22.E) se observo que el RMSD del esqueleto del receptor tiene un
aumento pronunciado luego de los 150 ns, que puede deberse a los seis aminoacidos faltantes agregados
en el ICL3, (ver a més detalle en los analisis de RMSF). Para el RMSD de la molécula de naloxona,
referido a las coordenadas después de equilibrar el sistema, se observé que la conformacion en el receptor
se mantuvo estable con un par de pequeias variaciones que no cambian drasticamente las dinamicas
moleculares con su valor (Figura 22.F).

Para DAMGO los cambios mas pronunciados en el RMSD del esqueleto del receptor (Figuras 22.G y 22.1)
estan sobre las poses DAMGO-D-ICM-1+Na" y en DAMGO-D-ICM-2, mientras la que se observa mas
estable en las configuraciones de DAMGO-D-ICM-1 (sin Na"), DAMGO-D-ICM-24 (sin Na') y
DAMGO-D-ICM-24+Na". En principio, DAMGO-D-ICM-24 con y sin sodio alostérico comienzan desde
orientaciones sugeridas en trabajos anteriores de dindmica molecular (Bartuzi et al., 2015; Shim et al.,
2013) y similar al péptido DIPP-NH> en los cristales inactivos de DOR 4RWA y 4RWD (Fenalti et al.,
2015). DAMGO-D-ICM-1 fue diferente de DAMGO-D-ICM-1+Na" en el RMSD del esqueleto del
receptor a pesar de comenzar de la misma conformacion.

Respecto al RMSD de la molécula de DAMGO se observo que DAMGO-D-ICM-24 y DAMGO-D-ICM-
1 en ausencia o presencia de sodio presentan una mejor estabilidad durante la dindmica. DAMGO-D-ICM-
24 (sin Na") present6 un mayor cambio a su conformacion inicial dentro de MOR pero logré estabilidad
después de los 50 ns (Figuras 22.H y 22.J). La presencia del sodio mejoré la estabilidad desde el inicio
de las dinamicas de 200 ns, con una mejor estabilizacion para la configuracion DAMGO-D-ICM-24+Na".
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Tabla 13. Comparacion entre las posiciones provistas por alineamiento flexible o docking (azul celeste) frente a
las posiciones finales luego de 200 ns de dinamica molecular (naranja).

Herkinorina (D-ICM-1) Herkinorina (D-ICM-10)

2.094 4 5.900 A
Morfina (-Na")
1.764 4 1.856 4
Naloxona
2.506 4

0.747 A

+Na*: con sodio alostérico cercano a D114%>° desprotonado.
-Na': sin sodio en el sitio alostérico cercano a D114*° protonado.
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DAMGO (D-ICM-1+Na") DAMGO (D-ICM-2)

2246 4

4.400 4
DAMGO (D-ICM-24) DAMGO (D-ICM-24+Na")

4.500 4 5871 4

+Na": con sodio alostérico cercano a D114%3° desprotonado.
-Na': sin sodio en el sitio alostérico cercano a D114>° protonado.

58



N I I ' 4 T T T T T T
3 — Morfina (+Na+) = 3 ]
— Morfina (-Na")
05 cg [
2 5.l |
E z — Morfina (+Na")
LS — Morfina (—Na+)
1 -
0 1 1 L L ! !
Tiempo (ns 0 50 ~ 100 150 200
empo {ns) A Tiempo (ns) B
4 T T T T 4 T T . ;
3 — Herkinorina-D-1CM-1

— Herkinorina-D-1CM-10

=3 o
Z 2
2 =
~ =
— Herkinorina-D-ICM-1
— Herkinorina-D-ICM-10 E
0 L ! L | L ! L | | |
4] 50 100 150 200 L - L -
Tiermpo (ns) % 50 100 150 200
C Tiempo (ns) D
4 . ' ‘ . . 4 : | ; .
o — Naloxona (+Na+) 4
3 — —
.:ﬁ us
g 22+ i
= 2‘ — Naloxona (+Na"
-4 o 4
- n
0 . L L L 0 I |
0 50 . 100 150 200 0 50 100 150 200
Tiempo (ns) E Tiempo (ns) F

Figura 22. RMSD calculado para el esqueleto (-N-C,-CO-) de MOR y para cada ligando en su sistema. Las
letras A, C, E, G e I representan el RMSD del esqueleto del receptor para el sistema de la morfina,
herkinorina, naloxona y DAMGO, respectivamente. Las letras B, D, F, H y J representan el RMSD del
ligando para el sistema de la morfina, herkinorina, naloxona y DAMGO, respectivamente. El aumento del
RMSD del esqueleto del receptor en la naloxona puede deberse a que el lazo ICL3 tiene una alta fluctuacion
(ver figura 34). Los RMSD estan referidos al punto inicial de los 200 ns de la dinamica molecular luego de

las etapas de equilibrio.
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Figura 22. RMSD calculado para el esqueleto (-N-Co,-CO-) de MOR y para cada ligando en su sistema. Las letras
A, C, E, G e I representan el RMSD del esqueleto del receptor para el sistema de la morfina, herkinorina,
naloxona y DAMGO, respectivamente. Las letras B, D, F, Hy J representan el RMSD del ligando para el
sistema de la morfina, herkinorina, naloxona y DAMGO, respectivamente. El aumento del RMSD del
esqueleto del receptor en la naloxona puede deberse a que el lazo ICL3 tiene una alta fluctuacion (ver
figura 34). Los RMSD estdn referidos al punto inicial de los 200 ns de la dindmica molecular luego de las
etapas de equilibrio. (Continuacion)

Figura 23. Disposicion del ion ']\.’ciJ“ en las éindh;icas de la morfina y naloxona en MOR. La morfina (gris), la
naloxona (naranja) y el emplazamiento del grupo C2-benzoiloxi de la herkinorina-D-ICM-1 (cian).
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Figura 24. Comportamiento de la herkinorina en sus poses D-ICM-1 (A) y D-ICM-10 (B) dentro de MOR. Los
200 ns se representan por el cambio de color la ubicacion de la herkinorina en el receptor, en donde, una
coloracion verde se uso para las ubicaciones en el inicio de la dinamica, blanco para las de la mitad de la
dinamica y azules para las ubicaciones finales.

5.4.2 Calculo de la energia libre absoluta para la union proteina-ligando de los agonistas
estudiados en MOR

Los valores de la energia libre para la herkinorina y la morfina que se acercaron mas a los valores
experimentales fueron: herkinorina-D-ICM-1 y morfina+Na®. De igual forma, el modelo para la naloxona
con un valor mas cercano al experimental fue el obtenido en presencia del sodio. Cabe mencionar que no
se estudid la naloxona en ausencia de sodio, ya que nuestro estudio se enfoca en la conformacion activa
del receptor. En estas tres configuraciones, las energias libre calculadas fueron consistentes al tener valores
mas negativos que los valores experimentales (~0.6 kcal/mol més negativos).

Los cambios de la energia libre se apreciaron con mayores diferencias en los sistemas acoplando las
interacciones electrostaticas entre el ligando y el entorno (20 < Etapa < 40). Esto sucedio después de
aplicar las interacciones de Van der Waals (Vdw) ya anteriormente acopladas desde 0 < Etapa <20y
encendidas para el intervalo de 20 < Etapa < 40 (Figuras 25 y 26). La Figura 25 muestra la variacion
acumulativa de la energia libre. Para obtener el valor real de la energia libre el nimero graficado debe de
ser multiplicado por k7, donde & es la constante de Boltzmann y T la temperatura en escala Kelvin (310
K, en nuestro caso).

5.4.2.1 Volumen del sitio de union en MOR

Como un primer paso en la correccion de la energia libre del sistema proteina-ligando se necesité conocer
aproximadamente el volumen de confinamiento por haber restringido al ligando en el volumen del sitio
activo del receptor. Dicho volumen puede definirse y calcularse desde:
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Viotsitio(t) = Ve(t) = Ve_i(£)  (5.1)

El volumen del bolsillo de unién, Vg, 50 (t) fue calculado restandole al volumen que rodea al receptor
Vg (t), el volumen que rodea al complejo receptor ligando Vi_; (t). Cada volumen cambi6 con el tiempo
de simulacion y la resta se hizo en cada punto de dicho tiempo.

Para la herkinorina se observo una diferencia en el volumen del bolsillo de union entre la herkinorina-D-
ICM-1y herkinorina-D-ICM-10. Esta diferencia se reflej6 en el RMSD calculado para las dos
conformaciones (Figura 22.D), indicando que la herkinorina-D-ICM-1 fue mas estable y tuvo mejor
complementariedad en el receptor. Por su parte, la herkinorina-D-ICM-10, al generar un volumen mas
grande, sugirié un acoplamiento menos estable respecto a herkinorina-D-ICM-1. En el caso de las
simulaciones de la morfina colocando o no el ion sodio cerca del aminoacido D144%*% desprotonado y
protonado, respectivamente, no se encontraron diferencias significativas entre los volimenes del sitio de
union, algo esperado si la conformacion en el interior del receptor fue similar para las dos simulaciones
(ver RMSD en la Figura 22.B). Mientras que para DAMGQO, a pesar de presentar distintas configuraciones
en los inicios de la dinamica, al final de la simulacién se obtuvo que el volumen del sitio de union fue
igual para todas sus poses, excepto para DAMGO-D-ICM-24+Na, la cual fue significativamente mas
grande que DAMGO-D-ICM-1 en presencia y ausencia de sodio (Tabla 14).

Por otro lado, como es de esperarse, al ser distintas moléculas, se encontraron diferencias entre los
volumenes del sitio de unidn para la herkinorina-D-ICM-1 frente a las conformaciones de la morfina,
naloxona o DAMGO. Mientras la morfina y naloxona ocuparon similares volimenes del bolsillo de union,
al poseer conformaciones y ocupaciones similares (Tabla 14).

Habiendo calculado los volimenes aproximados del confinamiento de las moléculas, se procedio a
calcular el valor del segundo término energético de la energia libre del complejo receptor-ligando (Gilson
etal., 1997):

6U

_ DGO Vsolsi

AGOTD = J =T g 4 RTin (~2810)  (5.2)
0 N Vo

Este segundo término de la energia aparece luego de restringir al ligando no interactuante (gas ideal) en

el volumen del sitio receptor que es un volumen mas pequeno que el de la fase, “bulk”. Esto genera una
contribucion a la energia libre (Gilson ef al., 1997). Los resultados se muestran en la (Tabla 14).

5.4.2.2 Energia libre de union receptor-ligando para la herkinorina en MOR

Se obtuvo una diferencia significativa entre la energia de la herkinorina-D-ICM-1 y la herkinorina-D-
ICM-10, de aproximadamente ~7.6 kcal/mol (Tabla 15). Estudiar el efecto de incluir al sodio en la region
alostérica cerca de D114%° en la conformacién D-ICM-10 no fue necesario porque su energia libre de
unioén es muy baja, ademas de que experimentalmente aumentar la concentraciéon de sodio en el medio
hace que la afinidad de los agonistas de mu decrezcan y por ende también desfavorece sus energias de
unién (Emmerson et al., 1994; Pert et al., 1974; Yabaluri ef al., 1997), asi se obtendria una energia de
union mucho mas desfavorable que la calculada emplazando el sodio en el sitio alostérico, alejandose mas
de la energia libre experimental como ocurri6 para las configuraciones de la morfina y DAMGO-D-ICM-
24,
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La herkinorina-D-ICM-1 fue mas acorde con la energia experimental. Tampoco se estudid la ausencia o
presencia de sodio en D-ICM-1 por el emplazamiento del grupo benziloxi en la region alostérica del sodio
solapando con la ubicacién dicho ion sodio lo que desfavorece la presencia del cation. Esto hace pensar
que la conformacion de la herkinorina no depende de ese sodio alostérico, que parece ser energéticamente
desfavorable (visto en las configuraciones de morfina y DAMGO-ICM-24). La herkinorina-D-ICM-1
podria realizar un control en esta region alostérica con su grupo benziloxi, haciendo el trabajo que hace
normalmente el ion sodio para que no se genere sefializacion via arrestinas.

5.4.2.3 Energia libre de union receptor-ligando para la morfina y naloxona en MOR

Con la morfina se encontr6 algo muy interesante. La conformacion energéticamente mas favorable fue en
la ausencia del sodio en el sitio alostérico por ~3.1 kcal/mol (Tabla 15). Diferencia que puede sustentar el
hecho de que dindmicas moleculares en el receptor de adenosina Aza en su conformacion inactiva, llegan
a la conclusion de que los movimientos de las hélices TM3 y TM7 pueden colapsar el sitio de union del
sodio en GPCRs y hacer que este ion migre. También, podria explicar en parte porque la hidromorfina
(analogo de la morfina) y la mayoria de agonistas de opioides se unen menos con el receptor cuando se
realizan los estudios experimentales variando concentraciones de sodio en el medio (Emmerson et al.,
1994; Pert et al., 1974; Yabaluri et al., 1997).

En la morfina, la energia libre més cercana a la experimental fue en la que el sodio estd presente con
morfina. Esto no quita el hecho de que el ion sodio migre como muestran algunos estudios con dinamicas
moleculares, los cuales explican como el sodio puede egresar en el receptor por la parte extracelular y por
la zona intracelular (Shang et al., 2014). Suponiendo que el ligando entra en presencia de sodio y luego
quizas por estar a favor de la energia libre (la morfina en ausencia de sodio se mostré mas afin en nuestro
trabajo, Tabla 15) o por atravesar el gradiente electroquimico (~3 kcal/mol en favor), el ion salga hacia el
interior de la célula (Katritch et al., 2014). Dependera de alguna forma de la conformacion que adopte el
receptor en ausencia del sodio alostérico, la cual pueda seguir unida o no a la proteina-G o ser mas apta
para la unidn de otra estructura intracelular como una cinasa, arrestina, etc. El hecho de que la falta de
sodio en dicho sitio alostérico pueda llevar al reclutamiento de arrestinas por parte del receptor, como se
propone para DOR a través de los estudios de mutagénesis en N> por alanina y valina (Fenalti ef al.,
2014; Katritch et al., 2014), puede explicar la pérdida del ion sodio en presencia de la morfina para que
generen pasos subsecuentes en la uniéon con arrestina, la cual cominmente no ocurre en condiciones
normales pero que es probable bajo ciertas condiciones (C. E. Groer et al., 2007). También, al ser la
energia libre mas favorable en ausencia de sodio alostérico con la morfina puede que impida que el sodio
alostérico vuelva a entrar en el receptor.

La naloxona se estudi6 en presencia de sodio debido a que en DOR se encuentran cristales con el ion sodio
en la region alostérica del amino4cido D> es el estado inactivo (Fenalti et al., 2014; Fenalti et al., 2015).
Ademas, resultados experimentales demuestran que la afinidad de antagonistas muy similares a naloxona
como la naltreoxona no dependen de la concentracion de sodio en el ambiente (Yabaluri ez al., 1997), hace
pensar que no es necesario en el sitio. Pero, respecto a la activacion de los receptores opioides se comenta
que en presencia o ausencia de un ligando, esta la posibilidad de que se emplace el sodio en dicho sitio
alostérico (Katritch ef al., 2014; Shang et al., 2014). Entones, es de importancia estudiar al estado inactivo
en presencia de sodio ya que la concentracion extracelular lo contiene y es muy probable que esté presente
en el receptor antes de que el ligando entre.

63



La energia libre de unioén entre receptor y ligando calculada para la naloxona emplazando el sodio
mencionado fue cercana al valor experimental de la energia libre y sigue la misma tendencia para la
herkinorina-D-ICM-1 y la morfina+Na" de valores de energia un poco mas afines que el valor
experimental (~0.6 kcal/mol).

5.4.2.4 Energia libre de union receptor-ligando para DAMGO en MOR

Para DAMGO los resultados de la energia libre de unién no son satisfactorios para las conformaciones
estudiadas, al estar alejadas al valor experimental comparado con la herkinorina, morfina y la naloxona.
Es posible que los parametros del campo de fuerza asignados no fueron los suficientes y 6ptimos, ademas
de que DAMGO tiene mas grados de libertad dificultando el muestreo de las dindmicas o puede que haya
eventos termodinamicos acoplados con DAMGO, diferentes de la herkinorina y la morfina. Esto sugiere
una mejor eleccion de sistemas en los que esté presente DAMGO y macromoléculas acopladas al receptor,
mejor parametros o conformaciones de DAMGO que sean distintas a D-ICM-1, D-ICM-2 y D-ICM-24.
También, se debe de tener en cuenta que DAMGO genera, experimentalmente, cambios conformacionales
en la region amino terminal del receptor, lo cual es detectado por resonancia magnética nuclear (Huang et
al., 2015; Sounier et al., 2015). Hay que tener en cuenta que los aminoacidos amino terminales fueron
removidos de la estructura de MOR en nuestras dinamicas.

La pose con la energia de unién mas cercana a la energia libre experimental fue DAMGO-D-ICM-1,
evaluado sin la presencia de sodio, con una diferencia promedio de ~10.86 kcal/mol, mostrando mas
afinidad comparada con la experimental (Tabla 15). La afinidad debe disminuir en presencia de sodio
(Emmerson, 1994), pero la configuracion DAMGO-D-ICM-1+Na" incluyendo el ion sodio cerca del
aminoacido D114%°° desprotonado, tuvo una energia significativamente igual que DAMGO-D-ICM-1 en
ausencia de sodio con D114?°° protonado. Las energias libre para las poses DAMGO-D-ICM-2 y
DAMGO-D-ICM-24 (presencia y ausencia de sodio) se puntuaron mas favorables que D-ICM-1. Esto,
caso contrario a lo que propone el docking de ICM. Segun esta nueva forma de colocarlas, DAMGO-D-
ICM-24 estaria mas afin a MOR. Lo que va en acuerdo con algunos modelos para péptidos en MOR y
para DIPP-NH: en el cristal 4ARWA y 4RWD de DOR (Fenalti ef al., 2015). Pero la energia difiere de la
experimental en ~25.6 kcal/mol. DAMGO-D-ICM-2 ocupa un grupo fenol donde se posiciona el sodio
alostérico, asi que no se realiz6 estudios en presencia de este ion en dicho sitio.

Por otra parte, DAMGO-D-ICM-24 en presencia de sodio alostérico desfavorece la energia de afinidad en
~10 kcal/mol respecto a su misma configuracion en ausencia de sodio. Esto si logra explicar la
disminucioén de la afinidad cuando se va aumentando la concentracion de sodio en el ambiente (Emmerson
et al., 1994). Por ser la conformacion que representa la dependencia del sodio alostérico y por estar de
acuerdo con propuestas anteriores de modelos de union de DAMGO, la configuracion DAMGO-D-ICM-
24 se uso para efectos comparativos en este estudio.

Como tal, la presencia y ausencia de sodio en nuestro estudio no podria compararse con los valores de
afinidades experimentales, ya que en dichos ensayos se varia la concentracion en el ambiente y en nuestro
caso la concentracion de sodio en el ambiente fue igual, aunque se demuestra la dependencia del ion sodio
en el sitio alostérico por el cambio de energia libre principalmente con las configuraciones morfina y
DAMGO. Dicha migracion del ion sodio se puede incluir en la explicacion de los procesos subsecuentes
a la activacion. Asi, como la diferencia relativa de energia libre de DAMGO-D-ICM-24 en presencia y
ausencia de sodio alostérico (~10 kcal/mol) es mucho mas grande que para la diferencia relativa entre la
morfina en presencia o ausencia de sodio (~3.1 kcal/mol), se podria explicar de una manera cualitativa el
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por qué DAMGO recluta més facilmente arrestina, ya que se favorece la pérdida del sodio alostérico y se
favoreceria los subsecuentes procesos de la sefializacion hasta el reclutamiento de las arrestinas y la
internalizacion del receptor.

Tabla 14. Volumen del bolsillo de union para cada sistema y configuracion de los ligandos estudiados mediante
la energia libre alguimica dentro del receptor opioide mu.

Volumen Volumen del

Volumen alrededor de la bolsillo de
Molécula alrededor del proteina- e, %
. union

receptor V(&) ligando v 110 (D)
VR—l(t) Bolsillo
Herkinorina 71948.34 71557.78 390.57
(D-ICM-1) (2009.37) (2010.61) (34.17)
Herkinorina 66539.64 65978.02 561.62
(D-ICM-10) (3084.63) (3079.84) (39.66)
Morfina 73474.95 73206.60 268.35
(+ Na*) (2048.69) (2048.54) (32.67)
67903.44 67606.83 296.61
Morfina (2387.35) (2388.01) (35.96)
Naloxona 77856.10 77595.77 260.28
(+ Na*) (2496.39) (2493.03) (31.74)
63906.94 63430.51 476.43
(gﬁg\(jg) (2434.99) (2431.16) (33.21)
70496.94 70025.45 471.49
(D-IIC)II?/Il\-/[lGJrONa*) (2355.07) (2353.06) (45.48)
63255.28 62726.79 528.49
(gﬁg\(/fg) (2161.69) (2154.28) (44.40)
68416.91 67834.51 582.40

DAMGO

(D-ICM-24+Na") (2061.90) (2057.98) (42.06)
DAMGO 63414.54 62895.10 519.44
(D-ICM-24) (2425.41) (2422.30) (43.65)

" Vioisitio €s €l promedio de las restas punto a punto en cada tiempo de la dindmica entre Vi 'y Vr
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Tabla 15. Energia libre alquimica para las uniones receptor-ligando de los sistemas estudiados en MOR.

Energia libre de Gibbs (kcal/mol)

Votsitio (0-1) Exp. (%) T
Moléculas AGE,OTZ;)],M AGSL_;}I) —RTLn <—o> AGynien  AGynisn Referencia Radlmll%aq:ilod
(Correccion) (10 K) (298 K) para fa afinca
. -11.52 (H Xuetal
Herkinorina -35.23 0.89 ’
(D-ICM-1) (1.14) (0.05) (1.14) -10.91 2007) [35S]-GTP-y-S
(0.20)
-22.83 -10.80 (Harding et al., [1251]-10XY
Herkinorina -27.40 (0.10) 0.67 -3.90 (0.05) 2005)
(D-ICM-10) (0.55) (0.04) (0.56) 10.02 [3H]-DAMGO
(ND) (Jiet al., 2013)
-12.2 hill .
Morfina 67.73 112 -12.88 © 02; (Se lzoeoroit al.,
(+Na®) (0.23) (0.08) (0.29) ’ [3H]-DAMGO
-53.73 -11.92 (Mignat et al.,
(0.14) (0.2) 1995) [3H]-DAMGO
Morfina -70.95 1.06 -16.17
(0.39) (0.08) (0.42) 1171 (yer et al., [3H]-DAMGO
(0.01) 2012)
-12.41 (Peng et al.,
(0.02) 2007) [3H]-DAMGO
Naloxona -64.67 -50.57 1.14 -12.97 -11.93 (Magnan et al.,
(+Na") (0.43) (0.06) (0.08) (0.44) (0.08) 1982) [3H]-DAMGO
-11.89 (Lewanowitsch [3H]-DAMGO
(ND) et al., 2003)
DAMGO '542'?3 0.77 -23.39
(D-ICM-1) : (0.04) (1.24)
-86.07
DAMGO 0.78 -24.63 .
N (1.23) -12.91 (Zadina et al.,
(D-ICM-1 +Na’) -60.68 (0.06) (1.27) (0.12) 1997) [3H]-DAMGO
DAMGO '(%9;;‘;' 0.31) 0.71 -28.08
(D-ICM-2) (0.05) (0.83) -12.15 (G.-M. Zhao et [3H]-DAMGO
DAMGO '(?)9577? 0.72 -38.42 (0.06) al,2003)
(D-ICM-24) ’ (0.05) (0.65)
DAMGO -88.32 0.65 -27.02
(D-ICM-24+Na") (0.88) (0.05) (0.93)

Los datos en paréntesis para los valores calculados son errores estandares de un muestreo independiente. ND = No
Determinado.

) Energia libre de unién medida de forma experimental, mediante el uso de ligandos de refeencia marcados con

isotopos radiactivos. Los valores experimentales fueron hallados desde los K; reportados, usando las expresiones:
Ln(K;) = —Ln(Kp), AG, = —RT - Ln(Kp), AG, = RT - Ln(K;)
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Figura 25. Perfil de los valores acumulados de la energia libre en funcion de lambda por el andlisis BAR. Para
A. Herkinorina, B. Morfina, C. Naloxonay D. DAMGO. Las lineas gris y naranja representan la activacion
de las interacciones de Vdw y electrostaticas, respectivamente. Los valores estan divididos por kT y son
adimensionales.
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Figura 26. Perfil energético de las interpolaciones entre estados consecutivos usando el método de BAR, para
el acoplamiento de la herkinorina-D-ICM-1 y la herkinorina-D-ICM-10 en sus sistemas proteicos y el
acoplamiento de la estructura de la herkinorina en un sistema de aguas. Las lineas gris y naranja
representan la activacion de las interacciones de Vdw y electrostaticas, respectivamente.
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5.4.3 Conformaciones de los ligandos en MOR

Para los analisis a continuacion se seleccionaron solamente la pose de la herkinorina- D-ICM-1, la morfina
en presencia y ausencia de sodio alostérico y DAMGO-D-ICM-24 en presencia y ausencia de sodio, y la
naloxona en su unica pose en presencia de sodio. Tomadas como la mas realistas segun la energia libre y
el soporte experimental (como en el caso de DAMGO).

5.4.3.1 Eleccion representativa para DAMGO dentro de MOR

DAMGO se discute a detalle para soportar la eleccion de DAMGO-DICM-24 en ausencia y presencia de
sodio como representativas de DAMGO en MOR. Asi, complementar los resultados de la energia libre,
ya que las conformaciones para DAMGO obtenidas en este estudio, no llegaron a una energia cercana a
la experimental. La discusion permite discernir y elegir entre las diferentes configuraciones.

Las conformaciones finales de la estructura de DAMGO en todas las configuraciones estudiadas se
muestran en la Figura 27. Se observo que la pose DAMGO-D-ICM-1 con ausencia de sodio alostérico
orienta la cadena lateral del aminoacido W293%* hacia una posicion horizontal dentro del receptor
dejando un valor para el segundo angulo diedro de la cadena lateral y, de -127 grados. Este angulo no se
observa en el cristal activo SC1M de MOR, el cual estd en un angulo de 121 °, ni en el estado inactivo
4DKL, donde se orienta hacia 79 ° (Huang et al., 2015; Manglik et al., 2012). La misma pose DAMGO-
D-ICM-1 con presencia de sodio controlé y estabilizo mejor la cadena lateral del aminoacido W29364%
generando un angulo y, de 110 ° (Figuras 27.A, 27.C y 28).

Para DAMGO-D-ICM-24 en ausencia y presencia de sodio se observo una posicion eclipsada entre el
enlace de los carbono C8-C2 (grupo fenol) y C25-C9 (grupo metilo) para las dos configuraciones variando
su valor alrededor de 0 grados (Figuras 27.B, 27.E). Para D-ICM-24+Na" se observd que el alcohol
primario y el fenilo de DAMGO van hacia los aminodcidos N127%% y V143328 respectivamente. Mientras
en ausencia de sodio alostérico D-ICM-24 ubica al fenilo hacia K233°>% y al alcohol primario hacia ECL2.

Para el analisis de contactos entre el ligando y aminoacidos durante la dinamica de 200 ns (seleccionando
aminodcidos a menos de 4.0 A4 de distancia a cualquier atomo del ligando) se omitieron los aminoécidos
con menos de 5 % de probabilidad de contacto en el tiempo, para dejar datos mas relevantes. Recordando
que se calcula mediante la rutina de Gonzales-Andrade y colaboradores usando paqueterias del programa
de visualizacion VMD, obteniendo contactos cada 0.5 ns (Gonzalez-Andrade et al., 2016).

La pose DAMGO-D-ICM-1 en presencia y ausencia de sodio, orientd al grupo fenol cercano al
aminodcido N127%% lo que produce contactos prolongados en las dindmicas, aumentando su probabilidad
de contacto en un ~18 % en presencia de sodio (Figuras 27.A, 27.C y 29). Este aminodcido es determinante
de la selectividad (MOR/DOR) de DAMGO hacia MOR (Minami et al., 1996). Sin embargo, DAMGO-
D-ICM-24+Na" (100 % probabilidad de contacto en el tiempo de la dindmica) es mas probable que
interactiie con N127%% respecto de DAMGO-D-ICM-1+Na" (87.53 %). No obstante, DAMGO-D-ICM-
24 (0 %) pierde toda posibilidad de contacto en ausencia de Na* alostérico (Figuras 27.B, 27.E y 29).
DAMGO-D-ICM-2 tiene baja probabilidad de contacto en el tiempo (27 %).
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Figura 27. Puntos finales de la dinamica de 200 ns para las configuraciones de DAMGO dentro de MOR. (A)
D-ICM-1, (B) D-ICM-24, (C) D-ICM-1+Na", (D) D-ICM-2 y (E) D-ICM-24+Na".
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Figura 28. Segundo dangulo diedro () de la cadena lateral del aminodcido W293 en MOR. El dngulo x, esta
formado por los dtomos —C,—Csg—C,—Cs— de dicho aminodcido.

Las configuraciones estudiadas presentaron, en todos los casos, una alta probabilidad de contacto con el
aminoacido W31873 (Figura 29). Este aminoacido esté incluido en el grupo de aminoécidos que dan la
selectividad experimental, MOR/KOR, de DAMGO hacia MOR. Los aminoacidos que dan la selectividad
en MOR respecto de KOR son K303%%% W318"%, H31973¢ y V316" (Seki et al, 1998). Las
conformaciones DAMGO-D-ICM-1 en presencia y ausencia de sodio no hicieron contactos con los otros
tres amino4cidos importantes para la selectividad de DAMGO K303%%%, H3197%6 0 V316”3 (Figura 29).
DAMGO-D-ICM-2, si puedo llegar hasta el aminoacido H3197-¢, con una probabilidad baja debido a que
esto ocurre en sus ultimos 40 ns, cuando hay un cambio en la posicion del ligando dentro del receptor.
Para tener en cuenta, DAMGO-D-ICM-24 (sin sodio alostérico) tampoco logré hacer contacto con
H31973¢, mientras, DAMGO-D-ICM-24+Na" si tuvo un probabilidad de contacto alta (81 %). DAMGO-
D-ICM-24 sin Na" alostérico (25 %) y DAMGO-D-ICM-2 (14 %) pueden lograr una baja probabilidad de
contacto con el aminoacido K303%°%, algo que conformaciones de D-ICM-1 en presencia y ausencia no
se lograron (0 %).

DAMGO-D-ICM-2 es el tinico que hizo contactos con aminoacidos que estan en el sitio alostérico del
sodio como N150°3%, S154>3% y §329746, Los primeros con una probabilidad alta en la dinamica y el
ultimo con una mas reducida. Sin embargo, la herkinorina-D-ICM-1 ubicé a su grupo benziloxi en el sitio
alostérico del sodio, lo que podria controlar el reclutamiento de arrestina, lo que es consistente para los
experimentos con la herkinorina. Por otro lado, el modelo de DAMGO-D-ICM-2 sugiere que se puede
controlar directamente al sitio alostérico del sodio, pero DAMGO es un buen internalizador haciendo que
el modelo sea contrario a lo reportado experimentalmente.

Los resultados mostraron a DAMGO-D-ICM-24+Na con una alta probabilidad de contactar a N127%°,
W3187° y H31973¢, importantes en la selectividad de DAMGO hacia MOR distinguiendo a KOR y DOR.
Ninguna otra configuracion logra hacer estos tres contactos. Ademas, puede que la ausencia de sodio haga
que DAMGO-D-ICM-24 cambie su conformacion y con ello el poder hacer contacto sobre K303%8, como
se observo en los los resultados (Figura 29).
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Figura 29. Frecuencias observadas para los contactos entre las configuraciones de DAMGO y aminodcidos de
MOR con menos de 4.0 A de distancia. Cada circunferencia representa un 20 % de probabilidad de
contacto en el tiempo, aumentando de adentro hacia afuera.

Los movimientos del esqueleto del receptor (-N-C,-CO-) que mostré el FMA (Calculado con los
parametros de la Tabla 16), los cuales no dieron indicios de la inactivacion de MOR, fueron DAMGO-D-
ICM-1 con ausencia de sodio y la configuracion DAMGO-D-ICM-24 sin sodio alostérico presente
(Figuras 30.A y 30.D), ya que la TM6 permanecio6 controlada en dichos configuraciones. En ambos casos
se mostrd un movimiento de ICL3 hacia afuera del receptor. Por otro lado, en la configuracion DAMGO-
D-ICM-2 (Figura 30.C), el movimiento de TM6 mostro6 caracteristicas de inactivacion del receptor, por
su movimiento desde la parte media de la hélice hasta la parte baja hacia dentro de MOR. También,
DAMGO-D-ICM-1+Na" (Figura 30.B) tuvo un movimiento en TM6 en la parte que conecta con ICL3
hacia dentro en el receptor. Para el caso de DAMGO-D-ICM-24-+Na" (Figura 30.E), s6lo se desplazé TM6
en su parte mas baja, conectando con el movimiento de ICL3 y desplazandose hacia TM7. Tanto D-ICM-
2 D-ICM-1+Na", D-ICM-24+Na" movieron la ECL3 hacia dentro; sin embargo, D-ICM-24+Na" lo hace
de una forma mas lateral hacia TM7 y anclada de una forma particular en la region de acoplamiento entre
el receptor con la proteina G, la cual se mantuvo desde la fase de 10 ns de equilibrio hasta los 200 ns de
la dinamica, lo que puede indicar la necesidad del receptor por acoplarse con alguna estructura en su parte
intracelular, en este caso ICL3 al no encontrase macromoléculas cercanas (ICL3 en Figura 30.E) o
sencillamente obstaculizar la unién con las biomoléculas haciendo que sea necesaria otra configuracion.
La forma es algo peculiar y podria obstaculizar la unién de la proteina-G o de las arrestinas.
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Figura 30. FMA de las configuraciones de DAMGO. Para las poses: A) D-ICM-1. B) D-ICM-1+Na". C) D-ICM-
2. D) D-ICM-24. E) D-ICM-24+Na. Los colores verde, blanco y azul representan el movimiento donde
verde se refiere a movimientos correlacionados con valores bajos de RMSD y tiempos iniciales de las
dinamicas, azul al movimiento en valores altos de RMSD correspondientes a tiempos finales de la dinamica
y el blanco es un intermedio entre los anteriores.
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Tabla 16. Componentes principales seleccionados, PCs, para la construccion del andlisis de modos funcionales,
FMA, del movimiento del esqueleto de MOR en los sistemas del ligando DAMGO.

DAMGO PCs R R.
D-ICM-1 30 0.9695 0.6139
D-ICM-1+Na" 11 0.9825 0.8938
D-ICM-2 1 0.7946 0.8934
D-ICM-24 10 0.9266 0.8771
D-ICM-24+Na* 50 0.9759 0.8992
* Rn (coeficiente de correlacion del modelo) y R. (coeficiente de correlacion de la validacion cruzada) esta
determinado por el coeficiente de correlacion de Pearson: R = %

Un movimiento importante observado en la mayoria de configuraciones de DAMGO fue en TM1. Para
las configuraciones de DAMGO-D-ICM-1 sin sodio, DAMGO-D-ICM-2 sin sodio y DAMGO-D-ICM-
24+Na" esta hélice va hacia TM7, mientras que s6lo en DAMGO-D-ICM-1+Na" fue hacia afuera del
receptor (Figura 30). Para DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio, TM1 no tuvo movimiento alguno.
Esto se observo en los resultados de FMA para la herkinorina-D-ICM-1 y la morfina+Na®, los cuales son
las configuraciones que parecen ser las mds representativas del receptor activo en cada sistema, sin
embargo, esto se discutira mas adelante. En este FMA, para H8 se observaron movimientos de mayor
amplitud en las configuraciones DAMGO-D-ICM-1+Na", DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio
alostérico y DAMGO-D-ICM-2 sin dicho sodio (Figura 30), que pueden estar indicando la sefalizacion
que pasa por TM7.

Por ultimo, DAMGO-D-ICM-24 en ausencia y presencia de sodio pueden ser complementarias entre si,
en donde, en el inicio de la activacion DAMGO pueda estar en presencia de sodio y luego ocurrir
migracion del sodio (por ser mas afin energéticamente) y su posterior union con la proteina-G o las
arrestinas.

5.4.3.2 Configuraciones representativas de los sistemas en el receptor activo, interacciones receptor-
ligando e interacciones mediadas con moléculas de agua

Contactos receptor-ligando para los sistemas estudiados

Para la probabilidad en el tiempo de contactos durante la dindmica de 200 ns (encontrados a menos de 4.0
A de distancia de cualquier 4tomo del ligando) se omitieron los amino4cidos con menos de 5 % de
probabilidad de contacto en el tiempo para seleccionar los datos mas relevantes. El analisis FMA se hace
por la medicién del movimiento como ewMCM, calculado con la combinacion de PCs que ajustara mejor
el modelo. Para la herkinorina y DAMGO so6lo se analizaron las configuraciones de la herkinorina-D-
ICM-1 y DAMGO-D-ICM-24 en la ausencia o presencia de sodio. La configuracion de la herkinorina
escogida desde la energia libre de union (seccion 5.4.2.2) y la configuracion de DAMGO entre analisis a
la energia libre y acercamiento a demas datos experimentales (Secciones 5.4.2.4 y 5.4.3.1).

Los contactos mostraron que no hubo una diferencia marcada entre agonistas y antagonistas en los
contactos observados. La herkinorina-D-ICM-1 y DAMGO-D-ICM-24+Na" difirieron de la naloxona en
algunos contactos como N150%%, A117%%3, T120%¢, Q124>%°, W133ICL1 5154339 832974 etc. Pero son
los mismos contactos a los que no llega la morfina en la ausencia y presencia de sodio alostérico. También,
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se observo que los agonistas morfina+tNa’, DAMGO-D-ICM-24+Na" y herkinorina-D-ICM-1, en el
aminoacido K233°3 tuvieron probabilidades de contacto en el tiempo de la dindmica de 79.30, 58.11 y
68.33 %, respectivamente con una cantidad de contactos menores que la naloxona, la cual tuvo un 95.01
% (Figura 31.A y Tabla 17). A pesar de que la morfina y la naloxona son similares estructuralmente, hay
diferencias en la probabilidad de contactos en los aminoacidos G32574* y Y3267, la morfina+Na" tuvo
valores mas bajos de contacto que la naloxona. DAMGO-D-ICM-24+Na, por su parte, disminuyé el
contacto en el aminoacido G3257? mientras que Y326"4* permaneci6 con referencia a la naloxona. Sin
embargo, la herkinorina logré mantener un contacto continuo y alto con estos dos aminoacidos (Figura
31.A y Tabla 17). Experimentalmente, Y326} es un aminodcido de contacto que mantiene la afinidad de
la morfina cuando se hacen estudios del mutante Y326F (Pil et al., 2003). Asi, una probabilidad de
contacto de 42.64 % con dicho aminoécido en el sistema de morfina puede explicar porque no cambia
mucho la afinidad al realizar la mutacion de tirosina a fenilalaniana.

El que no hubiera una marcada diferencia entre los contactos para antagonistas y agonista puede deberse
a que la herkinorina es un agonista funcionalmente selectivo (no genera todas las sefiales del OR), mientras
que DAMGO vy la morfina no lo son, sin importar las diferencias estructurales. Puede entonces pensarse
que un agonista y antagonista puede contactar aminoacidos iguales con una probabilidad de contacto que
sea marcada entre los dos y la forma del ligando pueda variar el desplazamiento de los aminoécidos de
contacto junto con el movimiento de las hélices transmembranales para llegar a una forma activa o
inactiva.

Las diferencias marcadas encontradas entre la morfinatNa® o DAMGO-D-ICM-24+Na" frente a la
herkonrina-D-ICM-1 en ausencia de sodio alostérico, se observaron principalmente en los aminoacidos
que hacen contacto con el grupo beziloxi de la herkinorina-D-ICM-1, el cual se estabilizé en la region
alostérica del sodio. Los contactos mencionados de menor a mayor en probabilidad de contacto son
N32874 < D114*% < §154°3% < 832974 < A117%3% = N150° (Tabla 17). Experimentalmente, se podria
proponer la mutacion de N1503%, A117%33 y §329746 el receptor opioide mu para comprobar la pose D-
ICM-1 de la herkinorina. Estos contactos pueden ser la explicacion del por qué la herkinorina no activa
procesos subsecuentes como la fosforilacion del receptor en aminodcidos especificos o el reclutamiento
de las arrestinas.

Los otros aminoéacidos que fueron diferentes durante toda la dindmica entre la morfina y la herkinorina-
D-ICM-1 corresponden a los contactos que pudo realizar el grupo furano de la herkinorina-D-ICM-1 en
los que se incluyen V143328 y 11443 de 1a TM3, N127%% de TM2, W133ECL! del primer lazo extracelular
y C2175¢12 del segundo lazo extracelular. Estos mismos aminodcidos por su parte tuvieron contactos con
probabilidades cercanas para DAMGO-D-ICM+Na®, excepto N127>%, en donde la herkinorina-D-ICM-
1 hizo mucho menos contacto durante la dinamica (29.43 %). Sin embargo, el contacto de la herkinorina-
D-ICM-1 con N127%% podria explicar la selectividad de la herkinorina hacia MOR respecto de DOR. Se
sabe que N127%%% es importante para diferenciar a los receptores MOR/DOR con el ligando selectivo
DAMGO (Minami et al., 1996). Las interacciones hidrofobicas con V143328 y 114432° de MOR desde el
furano de la herkinorina-D-ICM-1 vy el fenilo de DAMGO-ICM-24+Na" pueden ser las que estabilicen a
cada uno de estos ligandos. Algo que podria no estar ocurriendo en el receptor DOR debido a que su lisina
K108%% (homéloga de N127*%* en MOR) no permita la estabilizacion al tener una cadena lateral mas
larga y con un nitrogeno cargado positivamente. DAMGO-D-ICM-24+Na" se diferencio de las demas
moléculas sobre contactos en TM2, ECL1 (N127%%, Y128%%4 G131 ECt! y W133ECLl) y TM7 (H319779)
en donde es relevante su selectividad (Minami et al., 1996; Seki et al., 1998).
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Figura 31. Frecuencias observadas para los contactos a menos de 4.0 A del ligando en el receptor opioide mu.
(A) Contactos para las configuraciones de la herkinorina-D-ICM-1, morfina+Na", naloxona+Na" y
DAMGO-D.ICM-24+Na". (B) Comparacion de contactos para la morfina en presenciay ausencia de sodio
alostérico. (C) Comparacion para DAMGO-D-ICM-24 en presencia y ausencia de sodio alostérico. Cada
circunferencia representa un 20 % de probabilidad de contacto en el tiempo, aumentando de adentro hacia
afuera.

No se observo diferencia entre los contactos para la morfina en ausencia y en presencia de sodio, excepto
para el aminoécido K233%3° con una diferencia del 16 % a favor de la morfina en ausencia de sodio (Figura
31.B y Tabla 17). Por otra parte, DAMGO-D-ICM-24 en presencia y ausencia de sodio alostérico
mostraron diferencias en los aminoécidos de contacto debido al cambio de la orientacion del ligando en
el receptor a pesar de venir desde el mismo punto de docking, indicando la influencia del sodio (Figura
31.C y Tabla 17). En dichas configuraciones de DAMGO-D-ICM-24 (ausencia o presencia de sodio), los
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contactos fueron diferentes en la region donde cada una intent6 ubicar al grupo fenilo de DAMGO, asi en
ausencia de sodio la probabilidad de contacto fue marcada en los aminoacidos cercanos a K233%%,
mientras que en presencia de sodio los contactos mas marcados fueron para los aminoécidos cercanos a
N127%%3 (Figuras 27.B y 27.E). Para resaltar, DAMGO en presencia de sodio H3197¢ (importante en
selectividad) es un contacto que difiere de cuando esté ausente el sodio.

Tabla 17. Valores estimados para la probabilidad de contactos en el tiempo entre el ligando y aminodcidos de
MOR que estaban a menos de 4.0 4 de distancia cada 0.5 ns durante los 200 ns de la dindmica.

Probabilidad de contacto (%)

Aminodcido Herkinorina Naloxona Morfina DAMGO Morfina DAMGO
DICM-1  (+Na")  (+Na') D-ICM-24(+Na*)  (-Na*)  D-ICM-24(-Na®)
Y75 0.00 0.00 0.00 22.44 0.00 0.00
D114 42.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Al17 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.47
T120 0.00 0.00 0.00 67.33 0.00 64.59
L121 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.48
F123 0.00 0.00 0.00 11.72 0.00 0.00
Q124 100.00 0.00 0.00 100.00 0.00 49.38
N127 29.43 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00
Y128 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00
G131 0.00 0.00 0.00 87.03 0.00 0.00
w133 71.57 0.00 0.00 86.28 0.00 0.00
C140 0.00 0.00 0.00 27.68 0.00 0.00
V143 99.50 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00
1144 100.00 7.48 0.00 99.75 0.00 99.75
1146 10.22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
| D7 100.00 100.00  100.00 99.75 100.00 100.00 |
Y148 50.62 100.00  100.00 57.86 99.50 99.75
| NI150 100.00 11.47 0.00 0.00 8.23 0.00 |

M151 100.00 100.00  100.00 98.50 100.00 96.26
S154 54.36 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K209 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 17.96
R211 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 72.32
Q212 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.24
D216 0.00 0.00 0.00 41.90 0.00 6.98
217 98.00 0.00 0.00 99.50 0.00 45.39
T218 7.73 0.00 0.00 9.23 0.00 97.51
L1219 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 99.25
F221 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 90.02
T225 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 14.96
E229 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 91.52
1.232 0.00 5.24 0.00 0.00 0.00 90.52
K233 68.33 95.01 79.30 58.10 95.26 99.50
V236 67.33 94.76 100.00 99.75 98.00 90.52
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Probabilidad de contacto (%)

Aminodcido Herkinorina Naloxona Morfina DAMGO Morfina DAMGO
D-ICM-1 (+Na*) (+Na*)  D-ICM-24(+Na") (-Na*) D-ICM-24(-Na*)

F237 0.00 0.00 0.00 8.98 0.00 0.00

C240 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 28.93
W293 100.00 100.00 99.75 97.51 98.75 100.00
1296 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
H297 100.00 94.26 99.50 99.50 98.50 99.50
V300 99.00 99.75 100.00 99.75 99.75 100.00
K303 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 25.69
E310 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 10.22
W318 100.00 100.00 99.00 99.75 97.76 91.77
H319 0.00 0.00 0.00 80.80 0.00 0.00

1322 100.00 97.76 99.75 99.75 99.75 100.00
G325 99.25 82.54 12.47 0.00 0.00 5.99

Y326 100.00 93.52 42.64 83.04 39.65 98.75
N328 22.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

S329 95.76 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Conformaciones y red molecular de aguas en configuraciones de la herkinorina, morfina y naloxona
dentro de MOR

Algo que se observo fue la formacion de una red de agua entre los aminoacidos de MOR, el ligando y/o
el ion sodio emplazado en su sitio alostérico.

En la Figura 32 se observa una red de agua importante ya que conecta a los aminoacidos del sitio de union
con los aminoacidos del sitio alostérico del sodio implicados en la modulacion de los caminos de
sefalizacion (estudios en DOR) o modificacion de la actividad de MOR por mutacion de algunos de estos
aminoacidos (Katritch ef al., 2014; Mansour et al., 1997). Se muestra a la herkinorina-D-ICM-1 en
ausencia de sodio, los sistemas de la morfina 0 DAMGO-D-ICM-24, ambos en presencia y ausencia de
sodio alostérico y a la naloxona en presencia de sodio.

En todos los casos, excepto en DAMGO-D-ICM-24 sin sodio, se formo una interaccion mediada por aguas
entre la cadena lateral de H297%>?, la cadena principal de K233°3° y un grupo aceptor de puente de
hidrégeno del respectivo ligando. En el caso de la herkinorina (Figura 32.A) , el carbonilo del sustituyente
ubicado en C4, fue dicho grupo aceptor de puente de hidrogeno, mientras la morfina, DAMGO vy la
naloxona lo hicieron respecto al hidroxilo del fenol de su estructura. Esta interaccion es vista en el ligando
BU?72 cristalizado en el receptor activo de MOR, mediado por dos moléculas de agua (Huang et al., 2015).
Para la morfina (Figuras 32.C y 32.D) se encontrd6 que en la mayoria del tiempo de simulacion, la
interaccion anterior estd mediada inicamente por una molécula de agua cuando esta en presencia de sodio
(hay momentos en los que esta mediada por dos moléculas de agua). Sin embargo, cuando la morfina esta
en ausencia de sodio la geometria es apropiada para que la interaccién sea mediada por dos moléculas de
agua. En el caso de la herkinorina y la naloxona se observo una interaccion mediada por dos moléculas de
agua como en el cristal activo de MOR. Mientras DAMGO en presencia de sodio tiene de preferencia solo
a una molécula de agua para la interacciéon con H297%32,
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Figura 32. Colocacion de los ligandos en MOR con énfasis en puentes y contactos mediados por moléculas de
aguas. A) Herkinorina-D-ICM-1. B) Naloxona. C) Morfina+Na". D) Morfina (-Na"). E) DAMGO-D-ICM-
24+Na". E) DAMGO-D-ICM-24 (-Na"). Cuando se indica +Na" o -Na" se refiere a en presencia o ausencia
de sodio alostérico, respectivamente.
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También, se observo interaccion mediada por agua entre los ligandos y la cadena lateral del aminoacido
K233%%* encontrada igualmente en todos los casos, excepto en DAMG-D-ICM-24 sin sodio (Figura 32.F),
el cual realiza una interaccion hidrofobica con su grupo fenilo con K233%%°. La naloxona se observé mas
cercana a esta cadena lateral por lo que de preferencia se mostr6 la interacciéon mediada con el ligando por
una molécula de agua, mientras la morfina en presencia de sodio y la herkinorina-D-ICM-1 necesitaron
de dos de estas moléculas de agua para hacer el puente. La morfina en ausencia de sodio vari6 en el nimero
de moléculas de agua que puede usar como intermediarias en el puente con K233337,

42.50 73.32

Una red de moléculas de agua conectd al aminoacido D14 con el resido D147°°“, igualmente
observada en MOR activado (codigo PDB: SCIM) y en DOR inactivo, el cual si tiene un sodio alostérico
en su cristal (PDB: 4RWA). Dicho puente, esta en los sistemas y configuraciones de la morfina, DAMGO-
D-ICM-24 (ambas en ausencia o presencia de sodio alostérico) y naloxona. En el caso de la herkinorina
esta red de moléculas de agua se vio interrumpida por la presencia del sustituyente C2-bezoiloxi, puede
ser entonces, que la herkinorina estabilice la region con interacciones hidrofobicas y que no sea tan
dependiente del ion sodio.

Otras ubicaciones de moléculas de agua que se observaron diferentes en nuestros sistemas fueron las que
unen a los aminoéacidos N150°3°, T120%¢ y D147°2, En el caso de la morfina en presencia de sodio y
DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio la red no estuvo bien definida en esos puntos y el aminoacido
N150%% se alejé hacia la membrana y no participé en los contactos directos o mediados por aguas respecto
a T120%°¢ y D147°2. Por otro lado, en los sistemas de la morfina en ausencia de sodio, DAMGO-D-ICM-
24+Na", la herkinorina-D-ICM-1 y la naloxona, se observo que al menos una molécula de agua estuvo
mediando la conexién entre los aminoacidos N150°°, T120%°¢ y D147332,

La red de moléculas de agua que sorprendid, fue la que se form¢ hacia el aminoacido H297%°? desde el
aminodcido D114%*%, encontrada en todas las configuraciones de interés. La cual puede estar mediada o
no por sodio como lo es para la naloxona, DAMGO-D-ICM-24+Na" y morfina+tNa®. En las
configuraciones de DAMGO-D-ICM-24 en presencia de sodio y la morfina en ausencia de sodio se
observaron formaciones de redes que abarcan mayor nimero de moléculas de agua entre estos
aminodcidos.

La ocupacion de las moléculas de agua en MOR (Figura 33) revel6 que la herkinorina-D-ICM-1 tiene una
distribucion similar a la morfina en presencia de sodio y a la de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio.
Ademas en la region del sitio alostérico la naloxona tiene una distribucion parecida a los dos sistemas
mencionados, sin embargo, en la zona intracelular la distribucion de moléculas de agua es despreciable
para la naloxona, probablemente porque en el estado inactivo la hélice TM6 en esta zona se orienta hacia
adentro del receptor impidiendo generacion de volimenes y la ocupacion por el agua. Por otra parte, la
morfina en ausencia de sodio y DAMGO-D-ICM-24+Na" presentaron distribuciones distintas y con
valores promedio mas recurrentes, generando en ambas distribuciones contintias a lo largo del sitio de
union hasta la mitad del receptor. También, puede que la distribucion de las moléculas de agua dentro del
receptor para evitar que se generen fosforilaciones que lleven al reclutamiento de las arrestinas sea la
mostrada en la herkinorina-D-ICM-1, la cual no encontr6é un volumen ni distribuciones de moléculas de
agua en el centro del receptor.
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Figura 33. Probabilidad de encontrar moléculas de agua en 200 ns dentro del sitio activo de MOR en los sistemas
seleccionados como relevantes. El andlisis de cavidades internas y de ocupacion de agua dentro de MOR,
a través del programa trj_cavity, genera cavidades en el receptor que pueden variar en tamaiio y
frecuencia respecto a cada punto de la dinamica. Asi, se puede encontrar por ejemplo una cavidad pequeria
que no perdure y en la que no se encuentren moléculas de agua (zonas rojas) y cavidades grandes o
pequerias que son mds frecuentes en la dinamica y en las cuales se encuentre presencia de moléculas de
agua (zonas rosas, blancas y azules).

5.4.4 Movimientos importantes en los lazos y hélices transmembranales en la transmision
de sefales alostéricas

Se discutirdn los siguientes andlisis: la fluctuacion de la media cuadratica (RMSF) la cual mide la
fluctuacion de un movimiento alrededor de un promedio, la helicidad que tiene en cuenta el grado
formacion de hélice alfa para las TM y algunos lazos del receptor, el andlisis de modos funcionales (FMA)
que puede observar los principales movimientos del receptor en el tiempo de la dinamica y angulos diedros
de las cadenas laterales de aminoécidos importantes para observar diferencias en los sistemas.

5.4.4.1 Fluctuacion del esqueleto del receptor (-N-Co-CO-) del receptor mu

Segun el analisis de RMSF se observa mayores fluctuaciones en los lazos que en las TMs (Figura 34). El
primer lazo extracelular ECL1 que se encuentra entre TM2 y TM3 tuvo diferencia entre los agonistas y el
antagonista naloxona, al igual que los aminoacidos finales de TM2. La herkinorina-D-ICM-1 ubica al
grupo furano cerca de TM2 pero no se observaron diferencias en las fluctuaciones de TM2 y ECL1 entre
la herkinorina-D-ICM-1, morfinatNa" y DAMGO-D-ICM-24+Na", pero hay diferencia entre la
herkinorina-D-ICM-1 y DAMGO-D-ICM-24+Na" en TM1.
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Los aminoécidos F152%7 y F156*#! de la TM3 mostraron tendencia diferente para la herkinorina-D-ICM-
1 respecto de la morfina+Na* y DAMGO-D-ICM-24+Na", cercanos a los aminoacidos N150%%, M1513-3¢
y S154*% donde contacta principalmente el sustituyente C2-benziloxi de la herkinorina-D-ICM-1. Esto
también puede estar influyendo en la fluctuacion del segundo lazo intracelular ICL2 ubicado en medio de
TM3 y TM4 para los agonistas.

La mayor fluctuacion del receptor en todos los ligandos, menos en DAMGO-D-ICM-24+Na", est4 en el
tercer lazo intracelular ICL3 ubicado entre la TM5 y la TM6. DAMGO-D-ICM-24+Na" parece
estabilizar al lazo ICL3, puede ser porque se estabiliza con la region intracelular del receptor. Para la
naloxona este lazo tiene seis aminoacidos reconstruidos, debido a que el cristal inactivo 4DKL de MOR
estd unido a la lisozima T4 por esta zona (Manglik et al., 2012), lo que puede aumentar la desviacion y
la fluctuacion. Asi, que por ahora no es posible decir que dicho fluctuacion en ICL3 sea una diferencia
entre los agonistas y el antagonista naloxona.

T T T T T
8 — Herkinorina-D-ICM-1 —
— Morfina (+Na*) |
- —— Naloxona (+Na") I 5 il
— DAMGO-D-ICM-24 (+Na") \
6 m— TMI [ |
T™2 ‘
- T™3 |
- T™4 l

= TM5

RMSF (A)

|
200
Aminoacido

Figura 34. RMSF calculado para los sistemas de MOR y los ligandos mas relevantes. Los puntos de fluctuacion
importantes estan enumerados y representados sobre la estructura de MOR del respectivo sistema
receptor-ligando

5.4.4.2 Helicidad

La helicidad es un pardmetro que mide el grado de hélice de la proteina segin el nimero de a-hélices.
Esta medida es dependiente de los angulos diedros @ y ¥ (con base al eje de rotacion N-Cy y Co-Cc-o,
respectivamente) y conformada por lo menos por tres aminoacidos que asemejan estos angulos a valores
ideales de hélice (Bystroff et al., 2003; Hirst et al., 1994, 1995). Para cada aminoacido se tiene el
porcentaje en el tiempo de la dindmica en el que se encontraran en conformaciones de a-hélice. El analisis
de helicidad se realiz6 para la herkinorina-D-ICM-1, morfina 0o DAMGO-D-ICM-24 (estas dos tltimas en
presencia y ausencia del sodio alostérico) y la naloxona. Una pérdida de helicidad puede asociarse a una
flexion en un punto de la hélice.
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Agonismo vs antagonismo

Si observamos el resultado de los antagonistas herkinorina-D-ICM-1 y morfina+Na" y el antagonista
nalonoxa, se encuentra una baja helicidad para el antagonista en el aminoacido T103%*° en la hélice TM2.
Sin embargo, DAMGO-D-ICM-24+Na" tiene una baja helicidad en este aminoacido, aunque la
morfina+Na" también tiene una perdida menor respecto a las configuraciones sin sodio.

Ahora Y106%** en TM2 tuvo una ganancia en la helicidad en la naloxona (Figura 35.B). De igual manera
DAMGO-D-ICM-24+Na" tuvo la misma tendencia que la naloxona, pero puede estar influenciado por el
movimiento de TM3. Se destaca que el aminoacido Y106>4? estd implicado en la potenciacion de la
respuesta de MOR inducida por insulina en estudios con DAMGO mediada por defosforilacion de dos
tirosinas incluida Y106*4? (McLaughlin et al., 2001). Tanto T103%3° y son Y106**? aminoacido que estan
ubicados hacia la parte intracelular en el receptor, entonces puede ser una caracteristica del receptor
inactivo quizas por el acercamiento de TM6 a esta zona.

Para el A113** que esta en la zona media de TM2 no hubo mucha diferencia entre la naloxona y los
agonistas morfina (tanto en presencia y ausencia de sodio alostérico) y herkinorina-D-ICM-1, s6lo hubo
una ganancia menor de helicidad a favor de la naloxona. Sin embargo, esta vez la configuracion de
DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico es la que trata de seguir la tendencia de la naloxona.

Cambiando de hélice, los amino4cidos en TM3 C159** T160°* y M161°, en donde la naloxona reduce
su helicidad (Figura 35.C) se encuentra que C159*%* est4 muy cerca del aminoacido Y106%** de TM2 ya
discutido y puede influenciar el cambio de valor entre agonistas y antagonista. Estos aminoacidos de TM3
también estan hacia la parte intracelular. Esta vez ninguna de las configuraciones de DAMGO-D-ICM-24
(con o sin sodio) presentaron similitud con la naloxona. Asi, que este punto en TM3 realmente parece ser
una diferencia entre agonistas y antagonistas.

La hélice transmembranal en donde se observaron mayores diferencias entre agonistas y antagonistas fue
en la TM7. Curiosamente, el aminoacido W3187> muestra diferencias de helicidad, éste es importante
para la retencion de la afinidad de la morfina y es uno de los aminoécidos que puede distinguir DAMGO
en el reconocimiento entre MOR/KOR (Seki et al., 1998; Ulens et al, 2001), sin embargo, la
configuracion DAMGO-D-ICM-24+Na" pareci6 seguir la tendencia de la naloxona. El valor de helicidad
se redujo para los agonistas, lo que supone que estos atraen al anillo de indol del triptofano. También otro
aminodcido en TM7 con pérdida en la helicidad para los agonistas estudiados fue Y3267, el cual si se
muta por Y326F decrece la afinidad para agonistas como la morfina, DAMGO vy fentanil. Ahora en
naoloxona hay una inflexion en 32974, y los agonistas lo hacen en C33077 en todas sus configuraciones.
La region mas importante en TM7 con pérdida de helicidad para agonistas se encontrd en los aminoacidos
V334731 1.3357°2 y Y336"% (Figura 35.G). Y3367 parece ser un punto importante en la transmision de
sefales alostéricas (Bartuzi et al., 2016). La pérdida de helicidad en TM7 de MOR activo podria darse
para la trasmision de la sefal del receptor y debe estar influenciada por TM6.

El segundo lazo intracelular ICL2 fue tenido en cuenta en la helicidad debido que en el cristal activo SC1M
de MOR, ICL2 se encuentra interaccionando con el nano cuerpo Nb39 que emplaza en la misma zona que
emplazaria el complejo de proteina G. Los aminoacidos que hacen puentes de hidrégeno con el nano
cuerpo son P172112 117612 y R179'°!? (Huang et al., 2015). La alteracion en esta zona también puede
suponerse importante para generar la actividad canonica o la actividad de arrestina. L176'°? mostro
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perdida de helicidad en el receptor inactivo (Figura 35.H). La estabilidad de la formacion de una hélice
alfa en ICL2 parece primordial para la activacion.

Herkinorina vs morfinay DAMGO

Las evidencias que son relevantes para explicar la diferencia en la sefializacion entre la herkinorina-D-
ICM-1 y los agonistas de referencia pueden estar asociadas a TM2, TM3, TM7, TM6 e ICL2. Hay que
resaltar que para la hélice H8 no esta totalmente constituida en las secuencias del receptor asi que no se le
dio relevancia en la helicidad.

En TM2, la herkinorina-D-ICM-1 tuvo diferencias con las dos configuraciones de DAMGO-D-ICM-24
(con y sin sodio) en los aminoacidos T10322°, Y106*4? y A113%4°, Como se menciona en el anterior
apartado Y106%**? esta involucrado en la potencia de DAMGO (requerir dosis mas bajas de la droga para
igual respuesta) por sufrir fosforilaciones. Ademas, se observd una pérdida de helicidad para el
aminoacido S1453° en TM3 cuando la herkinorina-D-ICM-1 est4 presente, recordando que este ligando
interacciona con V14332 y 1144%% mientras la morfina (con y sin sodio) no lo hace (Figura 35.C).
DAMGO-D-ICM-24+Na" hace contactos con estos dos aminoacidos con su grupo fenilo y en ausencia de
sodio contacta a 1144>2° con la cadena peptidica de este ligando y un grupo metilo, haciendo que también
se produzcan pérdidas de helicidad en S145°° como en la herkinoin-D-ICM-1.

Por otro lado, la herkinorina-D-ICM-1 tuvo sobre TM3 una ganancia de helicidad en los aminoacidos
Y 14933 a diferencia de la morfina (en sus configuraciones con y sin sodio; Figura 35.C). Esta zona est4
el sitio alostérico del sodio y N150°2°, que estd implicado en la activacion de la sefializacion de arrestinas
(Fenalti et al., 2014; Katritch ef al., 2014). DAMGO-D-ICM-24+Na" puede actuar como la herkinorina-
D-ICM-1, posiblemente por la disposicién del aminoacido N1503°, la cual se observo en el analisis de
los angulos diedros de las cadenas laterales para este aminoacido. DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de
sodio si tiene gran diferencia en Y149%3*y N150%*% con la herkinorina-D-ICM-1. La morfina en presencia
y ausencia de sodio alostérico tuvieron diferencias en dicha zona con la herkinorina-D-ICM-1 pero no
entre ellas. Asi, configuraciones en ausencia de sodio pueden ser responsables de la sefializacion de las
arrestinas. También, hubo una importante pérdida de helicidad en el amino4cido Y166°°! de TM3 para la
configuracion de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico, respecto al valor de la herkinorina-
D-ICM-1 y morfina (con y sin sodio). Se sabe que Y166°°! reduce la eficacia (actividad maxima) de
DAMGO cuando hay fosforilacion en esta tirosina (Clayton et al., 2010).

Para W3187% en TM7 se pierde helicidad en la herkinorina-D-ICM-1 (~15% de diferencia) respecto de
la morfina en sus dos configuraciones (con y sin sodio) y DAMGO-D-ICM-24 sin sodio alostérico. Aun,
hubo mas pérdida de helicidad respecto a la configuracion de DAMGO-D-ICM-24+Na" (~20 %
diferencia). Este punto de inflexion en W3187- para la herkinorina-D-ICM-1 puede ser importante en la
sefalizacion, ya que se ha encontrado que un modulador alostérico positivo BMS986122 interactia con
W31873% sobre dindmicas moleculares en un sistema donde se encontraba metadona y el sodio alostérico
en D?*° (Bartuzi et al., 2016). Otro punto importante es la ganancia de helicidad de la herkinorina D-ICM-
1 sobre Y326 respecto de las configuraciones de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia y presencia de sodio
alostérico.

TM6 tuvo perdida de helicidad en el aminodcido V300 para los tres agonistas pero fue mas marcada
para la herkinorina-D-ICM-1, igualmente es una zona afectada por el modulador alostérico BMS986122
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en dinamicas moleculares (Bartuzi et al., 2016). También, el lazo ICL2 pierde helicidad para la
herkinorina-D-ICM-1 en los aminoacidos P172 y V173 respecto a la morfina+Na®. P172 hace contacto
con el nano cuerpo Nb39 del cristal activo SCIM de MOR, en este cristal los contactos con el nano cuerpo
son P172, L176 y R179 (Huang et al., 2015). La morfina en ausencia de sodio presenta una pérdida de
helicidad en V173 y K174 de ICL2 respecto de los otros agonistas y configuraciones. Esto puede tenerse
en cuenta para estudios de senalizacion.

Hay que resaltar que para la hélice H8 no esté totalmente constituida en las secuencias del receptor asi que
no se le dio relevancia.

Configuraciones en presencia y ausencia de sodio alostérico

Entre la morfina en presencia y ausencia de sodio se encontraron diferencias en los aminoacidos G8
y L83"47 (Figura 35.A), con un valor de helicidad bajo para la configuracién en ausencia de sodio. Esto
se relaciona con el movimiento de TM1 por el analisis de FMA (Figura 36.D), detallado mas adelante, lo
que podria explicar este cambio en la helicidad. Quizés el movimiento en TM1 puede influir en la
sefalizacion.

21.46

Hubo una pérdida muy marcada de la helicidad en ICL2 para la configuracion de morfina sin sodio
alostérico respecto a la configuracion con sodio alostérico de morfina. Propiamente en los aminoécidos
V173102 K174€L2 0 A175°12 y L176'"? que podrian variar la forma de union de la proteina G o las
arrestinas. Acoplandose al resultado de FMA, podria pensarse que morfina en ausencia de sodio
desestabiliza la conformacion para la unidon con proteina G (Figuras 36.B y 36.D).

Por su parte, DAMGO-D-ICM-24 en presencia y ausencia de sodio (Figura 35) tuvieron diferencias en su
helicidad sobre TM2 (T103*¥, Y106** y A113%%°) donde Y106**? es uno de los amino4cidos implicados
en la potencia de DAMGO (requerir dosis mas baja de la droga para igual respuesta) inducida por la
insulina, debido a procesos de fosforilacion/defosforilacion (McLaughlin et al., 2001). Diferencias sobre
TM3 en Y1493 y Y166°7!, este tltimo est4 relacionado con la pérdida de eficacia (actividad maxima)
de DAMGO cuando hay fosforilacién (Clayton et al., 2010). También, sobre TM5 en L257°% ubicado
en la parte intracelular de dicha hélice, se observo perdida de helicidad sobre DAMGO-D-ICM-24+Na",
esto puede deberse al movimiento del lazo ICL3 como se observa en el FMA (Figura 36.E).

Las principales diferencias entre la morfina y DAMGO-D-ICM-24, ambas en sus configuraciones en
ausencia de sodio estdn presentes en las hélices TM1 (G826 y L83!%7), TM2 (A113%%) y TM3
(Y166°"). Asi como en el lazo ICL2 (V1732 y K174 '“'2), En estos aminoacidos podria hacer la
diferencia entre la desensibilizacion causada por la morfina y la internalizacion generada por DAMGO.
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transmembranales y en los lazos importantes de MOR, calculado para los sistemas seleccionados como

relevantes.
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5.4.4.3 Analisis de modos funcionales (FMA)

El movimiento maximamente correlacionado del ensamble ponderado (ewMCM) usdé como base la
proyeccion p, relacionandose con el RMSD del esqueleto del receptor (-N-Co-CO-) como funcién de
analisis (ver el anexo A). Dicha proyeccion fue construida con base a un nimero determinado de
componentes principales (PC) mostrados en la Tabla 18.

FMA para la herkinorina, morfina y DAMGO

El FMA de la herkinorina-D-ICM-1 mostré que en general las hélices transmembranales conservan la
posicion del receptor activado, solamente en la parte mas baja de la hélice TM6 donde se une con el lazo
ICL3 tuvo un desplazamiento minimo. El movimiento de ICL3, en la herkinorina-D-ICM-1, fue hacia
adentro del receptor (Figura 36.A), pero aun tiene espacio para poder acoplar sistemas moleculares en la
parte inferior del receptor, no como DAMGO-D-ICM-24+Na" el cual pareciera que impide la unidn por
la posicion de dichos sistemas (Figura 36.E). También, ICL2 en el sistema de la herkinorina-D-ICM-1
tuvo un movimiento adentrandose en el receptor, el cual se observo en la morfina+Na®, aunque muchisimo
mas pronunciado en la herkinorina-D-ICM-1.

Tabla 18. Numero de componentes principales, PCs, usados para construir el andlisis de modos funcionales, FMA,
sobre el movimiento del esqueleto de MOR en los sistemas y configuraciones seleccionados como
representativos.

Molécula PCs R R
Herkinorina-D-ICM-1 21 0.9286 0.7107
Morfina+Na"* 42 0.9452 0.9321
Morfina 30 0.9583 0.8537
Naloxona 50 0.8815 0.9270
DAMGO-D-ICM-24+Na* 50 0.9759 0.8992
DAMGO-D-ICM-24 10 0.9266 0.8771
*Rm (Coeficiente de correlacion del modelo) y R. (coeficiente de correlacion de la validacion cruzada) esta
determinado por el coeficiente de correlacion de Pearson: R = %

La hélice H8 tuvo movimientos distintos en los sistemas representativos (Figura 36). Para la herkinorina-
D-ICM-1 y DAMGO-ICM-24+Na" se observd un movimiento hacia dentro del receptor y para la
morfina+Na" se mostro hacia el interior de la célula e ICL1. La morfina en ausencia de sodio alostérico
movid a H8 hacia ICLI, algo distinto de la configuracion de la morfina con sodio. DAMGO-D-ICM-24
en ausencia de sodio gird a H8 hacia adentro del receptor con un movimiento que implicé mayor amplitud
referente a los demas sistemas. Se observo que la herkinorina-D-ICM-1, morfina+Na* y DAMGO-D-
ICM-24+Na" controlaron mas el movimiento de H8, sin movimientos fuertes. Esto est4 en acuerdo con
que TM7 esté involucrado en la trasmision de la senal alostérica (Bartuzi ef al., 2016) y entonces influir
en el movimiento de H8. Ahora, para TM7 se observo que los sistemas mantuvieron su forma y sus puntos
de inflexién, que seglin la helicidad discutida anteriormente estin en W3187%, Y3267, C33074" y
V334751.Y33673 (puntos que tienen diferencia con la conformacion inactiva). Hay que recordar que los
aminoacidos W31872° y Y336”>3 son importantes en la transmision de la sefial alostérica (Bartuzi ef al.,
2016). Sin embargo, la helicidad en estos puntos no puede correlacionarse con un movimiento en
especifico, por lo que se cree que los demas aminoacidos en las TM2, TM3 y TM1 pueden influir en la
transmision de la sefial alostérica de TM7. Ademas, el hecho de que H8 no tenga su secuencia de
aminoacidos completa dificulta la interpretacion.
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Figura 36. Modelos para el movimiento del esqueleto de MOR identificados desde el andlisis de modos
funcionales para: A. Herkinorina-D-ICM-1, B. Morfina+Na', C. Naloxona (+Na'), D. Morfina (-Na’*),
E. DAMGO-D-ICM-24+Na* y F. DAMGO-D-ICM-24 (-Na®). Los colores verde, blanco y azul
representan el movimiento donde verde se refiere a movimientos correlacionados con valores bajos de
RMSD e inicios de la dindmica, azul al movimiento en valores altos de RMSD correspondientes a tiempos
finales de la dinamica y el blanco es un intermedio entre los anteriores.

En TM3 est4 el aminoacido N150°3°, involucrado en la unién hacia las arrestinas (Fenalti et al., 2014). La
herkinorina-D-ICM-1 no presentdé movimientos importantes en dicha hélice y fue controlado en una
posicidon, mientras los demds ligandos, la morfina y DAMGO-D-ICM-24, en sus configuraciones con
sodio y sin sodio tuvieron movimientos ya fuese en TM3 o en TM4. El hecho de que la herkinorina-D-
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ICM-1 y DAMGO-D-ICM-24+Na* mantuvieran la helicidad de TM3 en cercania del aminoacido N1503%
logré que la hélice se estabilizara sobre dicho punto, sin mayores movimientos.

Un movimiento del segundo lazo intracelular ICL2 podria estar disminuyendo la afinidad de enlaza a la
proteina G, debido a que se hacen puentes de hidrogeno entre el nano cuerpo Nb39 en el cristal activo
S5CIM y los aminoacidos en ICL2: P172, L176 y R179 (Huang et al., 2015). Por lo que la conformacion
de MOR con la morfina en ausencia de sodio puede que sea menos afin a la proteina G por tener un
movimiento pronunciado y contrario a morfina+Na" acompafiado de la perdida de helicidad en dicha
region. Esto podria estudiarse posteriormente incluyendo al Nb39 o la misma proteina G, midiendo la
afinidad en el acoplamiento de cualquiera de estas dos estructuras, en sistema con los ligandos aqui
estudiados.

FMA entre configuraciones en ausencia y presencia de sodio alostérico para DAMGO y la morfina
Es claro que MOR con la morfina en ausencia de sodio alostérico no tuvo indicios de inactivacion porque
su hélice TM6 no tuvo un movimiento que fue hacia adentro del receptor. Por otra parte, DAMGO-D-
ICM-24+Na" pareci6 estar siendo inactivado al orientar TM6 e ICL3 hacia dentro del receptor (Figura
36.E), algo que coincide con algunos puntos en la helicidad similares entre esta configuracion y la de la
naloxona, mencionada antes y vista en la Figura 35.

Las diferencias marcadas entre las configuraciones de la morfina y DAMGO-D-ICM-24+Na", ambas en
ausencia de sodio alostérico (Figuras 36.D y 36.F), estuvieron en los movimientos de ICL2, ICL1 y TM1,
los cuales fueron mas pronunciados en la morfina en ausencia de sodio. Ademas, de observar movimientos
destacados sobre TM3 y H8 en DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico respecto de la morfina
sin sodio.

La configuracion de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico (Figura 36.F) fue muy similar a
la conformacion del sistema de la morfina+Na" (Figura 36.B) con solo diferencias marcadas en el
movimiento de H8 y TM2. Lo que hace pensar que sean las conformaciones aceptables para las uniones
con sistemas moleculares en la parte intracelular del receptor y que por estar DAMGO-D-ICM-24 en
ausencia de sodio genere inestabilidad y se den sefiales hacia la fosforilacion y reclutamiento de las
arrestinas, que llevan a la internalizacion del receptor. No obstante, la morfina podria retener mas tiempo
la configuracion con sodio (apoyado con las energias relativas calculadas entre la configuracion en
ausencia y presencia de sodio en cada sistema), lo que permite que produzca menos fosforilaciones y
menos reclutamiento. Luego de que la morfina pasa a su configuracion en ausencia de sodio, las
diferencias con la configuracion con DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio podrian ser la clave entre
la internalizacion de DAMGO y la desensibilizacion en la morfina (diferencias en H§, TM1, ICL1 y TM2).
De igual forma son procesos molecularmente tan complejos que pueden estar también muy influenciados
por otros sistemas.

Ahora el desplazamiento lateral de las hélices TMS5 y TM6 cuando el sodio estd ausente en su sitio
alostérico en la morfina 0 DAMGO-D-ICM-24 (Figuras 36.D y 36.F) causa el traslado de ICL3, dicho
lazo tiene al aminoacido E270 implicado en la interaccion con el nano cuerpo en el cristal activo SCIM
de MOR que homologa a la proteina-G (Huang et al., 2015). Esto puede afectar entonces la unioén con la
proteina-G en los sistemas en ausencia de sodio alostérico.
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Segun el analisis de FMA, andlisis de contactos y posiciones de las aguas dentro del receptor sugieren que
la herkinorina-D-ICM-1, morfina+Na" y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico sean las
configuraciones que den soporte a la selectividad funcional encontrada para cada uno de ellos.

5.4.4.4 Angulos diedros de las cadenas laterales para aminoacidos importantes en el sitio de unién
y en el sitio alostérico del sodio

Aminodcidos en el sitio ortostérico

Para el aminoacido T120%*%, hubo una gran similitud entre la forma de distribucion del 4ngulo x; entre las
dos configuraciones de la morfina (con sodio y sin sodio), la naloxona y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia
de sodio alostérico (62 ° el mas poblado y -51 ° poblacién muy pequeiia; Figura 37.A). La distribucion
mas poblada de este angulo en los sistemas mencionados se debe a un mayor acercamiento hasta el
aminoacido D14733? desde interacciones directas o través de moléculas de agua entre el hidroxilo de la
treonina y dicho aspartato. Por otra parte, T120*® en el sistema de la herkinorina-D-ICM-1 esta generando
una mayor distribucion sobre -54 ° para x1, donde el hidroxilo de la treonina esta posicionado hacia afuera
del receptor, aunque puede interactuar con el aspartato D147332 a través de moléculas de agua. Hay que
mencionar que la distribucidn para la morfina en presencia y ausencia de sodio alostérico es igual, mientras
DAMGO-D-ICM-24+Na" comienza aumentar la distribucion sobre -54 © (como la herkinorina) después
de que este sistema cambia la posicion de T120%¢ en los 169 ns de la dindmica, respecto de la
configuracion sin sodio. Sin embargo, hay que recordar que la disposicion de ICL3 en esta configuracion
de DAMGO-D-ICM-24+Na" podria desfavorecer alguna union molecular en la parte intracelular del
receptor.

Para D147°3? (Figura 37.B), todas los sistemas trataron de seguir la misma tendencia de distribucion para
su angulo x2. En este aminodcido, las distribuciones son mas alternadas por la rotacion del grupo
carboxilato, pero que son indistinguibles una de otro. La herkinorina-D-ICM-1 desplaza la distribucion x»
hacia angulos mas positivos (-120 ° y 63 ° para configuraciones de DAMGO-D-ICM-24, la morfina [con
y sin sodio] y naloxona, mientras -100 ° y 83 © para la herkinorina-D-ICM-1). La herkinorina-D-ICM-1
tiene preferencia hacia el angulo de 83 °. DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio comienza a generar
distribuciones sobre los angulos -60 ° y 120 °, que recorre la distribucidon a valores mas positivos que la
herkinorina-D-ICM-1 lo que puede afectar la forma en que TM3 transformaria la sefial respecto de los
demas sistemas.

Para Y 14833 (Figura 37.C), esta vez la herkinorina-D-ICM-1 presenta dos distribuciones para x2 (-65 ° y
95 °), las cuales son indistinguibles entre si pero que pueden hablar del hecho de que este aminoacido
puede rotar mas libremente para el sistema de la herkinorina-D-ICM-1. Mientras para las configuraciones
de DAMGO-D-ICM-24 (con y sin sodio), la morfina (con y sin sodio) y naloxona tienen preferencia por
una distribucion lo que indica menos libertad de rotacion en este aminoacido. Lo que puede afectar,
también, la sefializacion alostérica trasmitida por la hélice TM3. Asi, la libertad de rotacion en el sistema
de la herkinorina puede estar afectando de forma positiva la sefializacion de TM3.
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Figura 37. Distribucion en la dindmica molecular de los dngulos diedros de las cadenas laterales de los
aminodcidos involucrados en el sitio de union ortostérico del receptor opioide mu, en los sistemas
representativos.
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W293548 (Figura 37.D), tiene diferencia de ~40 ° para x2 entre la estructura activa (121 °) e inactiva (79
°) en los cristales resueltos de MOR vy esta pensado como uno de los aminoécidos involucrados en el
movimiento de la hélice TM6 en la activacion (Huang et al., 2015; Manglik et al., 2012). En la dindmica
se observa que la naloxona que conserva al estado inactivo se distribuye alrededor 95 ° aumentando su
valor respecto al cristal inactivo, mientras los agonistas, sin importar la ausencia de sodio, se distribuyen
alrededor del valor 108 ° y 113 ° lo que disminuye el valor respecto del cristal activo. A pesar de esto
sigue conservandose una diferencia de ~15 © entre los dos estados del receptor sobre los valores mas altos
de la distribucion.

H297%%2 (Figura 37.E), llegd a una distribucion igual en el valor del 4ngulo X2 sobre todos los sistemas y
configuraciones, permaneciéndose alrededor de -65 ° en todos los casos. Sin embargo, para la
configuracion de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico hay un cambio en el angulo x>
distribuyéndose sobre 95 ° lo que no permite que puedan formarse interacciones entre el fenol de DAMGO
y este aminoacido mediadas a través de moléculas de agua, lo que obliga a tener una interaccion directa.
Experimentalmente es un aminoacido compartido para agonistas y antagonistas, reduciendo la afinidad en
ambos casos (Spivak et al., 1997).

El 4ngulo x> de W3187-° (Figura 37.F), tiene una sola distribucion alrededor de los -108 ° en la naloxona
y DAMGO-D-ICM-24+Na", en los -101 ° para la morfina en ausencia o presencia de sodio y -120 ° en la
herkinorina-D-ICM-1. La diferencia para la herkinorina-D-ICM-1 se relaciona con los resultados de
helicidad, al generar una mayor pérdida de hélice alfa en W3187-*°, Esto puede estar asociado con la
transmision de sefial alostérica en TM7 como muestran estudios de dindmica molecular (Bartuzi et al.,
2016; Livingston et al., 2014), usando al sodio alostérico, presencia de un agonista total y un modulador
alostérico positivo en la parte extracelular. En nuestro caso la herkinorina-D-ICM-1 no emplaza al ion
sodio, pero modula en este aminoacido lo que puede favorecer positivamente la sefializacion.

Y3264 (Figura 37.G), involucrado en efectos sobre pérdida de la afinidad para algunos agonistas cuando
se muta por fenilalanina (Pil e al., 2003), encuentra diferencias en la distribucion del angulo x2 con valores
para la herkinorina-D-ICM-1 de -76 °, para la morfina con o sin sodio alostérico y DAMGO-D-ICM-24
sin sodio de -70 ° y para DAMGO-D-ICM-24+Na" y la naloxona de -54 °. Hay distribuciones de x> para
los sistemas DAMGO-D-ICM-24+Na" alrededor de 118 °, igualmente DAMGO-D-ICM-24 en ausencia
de sodio tiene pequenas distribuciones en estas regiones, que los demas sistemas no la presentan. Asi, que
puede modificar la sefializacion que genere TM7.

Aminodcidos en el sitio alostérico

Los movimientos en el sitio alostérico de sodio en MOR se diferencian entre la herkinorina-D-ICM-1,
morfina+Na" y naloxona en el aminoacido D114%*° ya que la herkinorina-D-ICM-1 (157 °) y naloxona (-
38 °) se presenta una sola distribucion de probabilidad del 4ngulo x2, mientras la morfina+Na" presenta
dos distribuciones de probabilidad, las cuales estdn ubicadas una en la distribucion de la herkinorina-D-
ICM-1 y la otra que ocupa la naloxona. Asi, la herkinorina-D-ICM-1 parece darle menos libertad
rotacional a D114>3 al ubicar un grupo aromatico cerca del sitio alostérico. Por su parte, DAMGO-D-
ICM-24+Na" se distribuye cerca de la herkinorina-D-ICM-1 generando una sola distribucion, mientras
DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio se distribuye en una sola poblacion cerca de la naloxona,
cambio que puede favorecer en la sefializacion de arrestinas.
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En uno de los aminoacidos importantes en la selectividad funcional N1503° (Figura 38.B), se tiene una
preferencia sobre la distribucion del angulo x; sobre -70 © en todos los sistemas. Sin embargo, el sistema
de DAMGO-D-ICM-24-+Na" muestra aumento sobre el angulo de 80 ° donde el grupo carbonilo de la
amida comienza a realizar interacciones directas con el sodio alostérico al igual como en estudios de
dindmicas en MOR, DOR y KOR con dicho ion sodio y algunos agonistas (Shang et al., 2014), lo que
indicaria el no reclutamiento de arrestina (Fenalti ez al., 2014). La morfina en ausencia de sodio comienza
a dar distribuciones distintas (-28 ° y 147 °) de las que hacen los otros sistemas en el angulo de -70 °, lo
que desfavorece tener procesos indeseados. La herkinorina-D-ICM-1 en sus ultimos 8 nanosegundos hace
un cambio en el d&ngulo hacia -160 © el cual podria aumentar su probabilidad con el correr de las dinamicas
y que sea la clave para la sefializacion de TM3. Sin embargo, DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio
alostérico no da indicio alguno de dngulos favorables en X1 que impidan la sefializacion hacia procesos no
deseados como fosforilaciones, reclutamiento de arrestinas e internalizacion.

Para el angulo x> de N150%*% se observa una importante separacion de la distribucion para la herkinorina-
D-ICM-1 (-36 °) y configuraciones de la morfina con o sin sodio, naloxona y DAMGO-D-ICM-24 en
ausencia de sodio (-73 °). Esta altima distribucién deja a la cadena lateral de N150°° con poca interaccion
con el sito ortostérico y el ion sodio. El sistema DAMGO-D-ICM-24+Na" por su parte orienta a x> en un
angulo para que el carbonilo de la amida haga interaccion con el sodio alostérico (73 ©). También, como
en x1 en el aminoacido N150°3%, la configuracién de la morfina en ausencia de sodio encuentra a otras
distribuciones para x> (148 ° y 40 °) diferentes de la principal, que las configuraciones de DAMGO-ICM-
24 en ausencia y presencia de sodio no logran hacer, lo que puede dar forma a la diferencia de sefalizacion
entre la morfina y DAMGO. La herkinorina-D-ICM-1 en sus ultimos 8 nanosegundos cambia su angulo
hacia 40 °, esto que hace que el grupo amida también se adentre hacia el receptor, lo que modularia
positivamente la sefial del receptor hacia procesos no deseados.

En el resido S154°° puede observarse una diferencia para el antagonista naloxona la cual tiene solamente
una distribucion alrededor del angulo -57 ° para X1, mientras que para los agonistas morfina+Na®,
DAMGO-D-ICM-24+Na" y herkinorina-D-ICM-1 parecen importantes las distribuciones alrededor de los
angulos -60 ° y -165 °. Hace pensar que esta sea una distribucion caracteristica de agonistas. Ahora, para
la herkinorina se encuentra una distribucién no compartida en 66 °, ésta solo se ve en las configuraciones
de DAMGO-D-ICM-24 y la morfina, ambas, en ausencia de sodio alostérico. El hecho de que la
herkinorina posea tres distribuciones puede cambiar la forma de senalizacion sobre TM3 con esta serina.
Para agregar en la morfina y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de este sodio se observan dos distribuciones
importantes en los angulos de 65 ° y -170 ° (compartidas con herkinorina-D-ICM-1), pero no logran
generar una distribucion en -60 ° como la herkinorina-D-ICM-1.

$329746 presenta el dngulo X1 en la naloxona, la morfina+tNa" y DAMGO+Na" sobre el angulo de -61 °,
sin ninguna otra distribucion. Por otro lado, la herkinorina-D-ICM-1 presenta distribucion sobre 74 ©, -57
°y -169 °, con una mayor poblacion a los 74 °. Por otra parte, la morfina y DAMGO-D-ICM-24 en
ausencia de sodio presentan poblaciones al igual que en la herkinorina-D-ICM-1, con la diferencia de que
en este ultimo sistema la distribucion encontrada en -60 °, estd mas poblada que para las mencionadas
configuraciones de morfina y DAMGO-D-ICM-24. Otra vez la herkinorina presenta una distribucion
distinta en un aminoécido de serina implicado en la zona del sodio alostérico pero esta vez sobre TM7, lo
que puede influir en su sefalizacion.
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Figura 38. Distribucion en la dinamica molecular de los angulos diedros de las cadenas laterales de los aminodcidos involucrados en el
sitio alostérico del sodio en el receptor opioide mu, para los sistemas representativos.

5.5 Resultados importantes

Los estudios de docking y dindmica molecular presentados en este trabajo permitieron obtener posibles
modos de unidn de ligandos agonistas y antagonistas de MOR. Los subsecuentes célculos de energia libre
permitieron discernir un modo de union realista. Dichos resultados fueron comparados y contrastados con
datos experimentales disponibles en la literatura. Finalmente, las diferencias en las disposiciones
espaciales sugeridos por estos modelos y apoyados por datos experimentales disponibles, permitieron
postular las diferencias para soportar los caminos de sefalizacion debidos a los diferentes ligandos, es
decir la selectividad funcional debida a ellos.

93



Para la morfina y la naloxona, los modos de uniéon concuerdan con lo reportado previamente y fueron
usados en este trabajo como referencia. Para la herkinorina y DAMGO, los modos de unién fueron
discernibles entre ellos a través de las energias de unidn calculadas y del anélisis de las interacciones
presentes en el proceso de reconocimiento molecular. Ademas, este trabajo destaca la importancia del sitio
de union del ion sodio en el reconocimiento de la morfina, herkinorina y DAMGO.

Seleccion de DAMGO: Las conformaciones DAMGO-D-ICM-24, en presencia y ausencia de sodio,
permiten explicar los datos experimentales disponibles para dicha molécula. En particular, los modelos
DAMGO-D-ICM-24 tienen soporte en datos cristalograficos de DOR, contactos que explican la
selectividad de DAMGO hacia MOR vy la dependencia del ion sodio.

Seleccion de la posicion de la herkinorina: El calculo de energia de union permitio discernir entre posibles
modos de unidén de la herkinorina, encontrandose que la configuracion nombrada D-ICM-1 tiene una
energia de unidn calculada cercana a la reportada experimentalmente y puede contactar con N127%6
implicado en ensayos de selectividad entre MOR y DOR, soportando la selectividad de la herkinorina-D-
ICM-1 hacia MOR. Esto permite postular que la herkinorina actia como agonista alostérico. El modelo
permite proponer que la herkinorina se une en el sitio alostérico del sodio, teniendo interaccion con el
amino4cido N150°%* y manteniendo contactos con los aminodcidos S154°3° y §32974¢ Esto podria
redundar, posblemente, en la ausencia de fosforilacion de aminoacidos implicados al reclutamiento de las
arrestinas y posterior internalizacion del receptor.

Dependencia del ion sodio: Con las diferencias relativas de la energia libre entre los sistemas en ausencia
y presencia de sodio de las configuraciones de la morfina y DAMGO-D-ICM-24, se logro observar la
dependencia del ion sodio en el sitio alostérico. Esto es relevante ya que esta dependencia es observada
experimentalmente para ligandos agonistas.

La morfina tiene una diferencia en la energia libre relativa entre sus configuraciones con ausencia y
presencia de sodio mas baja respecto a DAMGO-D-ICM-24 con esas mismas configuraciones. Esto
permitiria que la morfina retenga mas facilmente dicho sodio alostérico y prevenga el reclutamiento de
las arrestinas. Por otro lado, la morfina en ausencia de sodio alostérico ve favorecida poblaciones en los
angulos diedros de las cadenas laterales del aminoacido N150°2° hacia conformaciones que no trasmitirian
la sefializacion de las arrestinas. En contraste, esto no se logra para el modelo de DAMGO-D-ICM-24 en
ausencia de sodio.

Efecto de los modos de union propuestos en la selectividad funcional de MOR: La configuracion
DAMGO-D-ICM-24, en presencia de sodio alostérico, muestra que su lazo ICL3, unido a TMS y TM6,
muy probablemente impediria la unidén con alglin sistema en la parte intracelular del receptor. No obstante,
la configuracion de DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio no tendria dicho obstaculo. Sin embargo,
al desplazar el sodio alostérico podria beneficiar la sefializacion de arrestinas y su reclutamiento, como
comentan algunos estudios experimentales.

La mayor flexibilidad de DAMGO respecto a la morfina y la herkinorina, afecta la sefializacion alostérica.

Con DAMGO-D-ICM-24 se obtuvo que, en presencia de sodio alostérico, su grupo fenilo y alcohol
primario se ubican hacia TM3 y TM7, mientras que en ausencia de sodio estos grupos se orientan hacia
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TMS5. La pérdida de interacciéon con aminoacidos en TM3 y TM7 implica la pérdida de sefalizacion
alostérica sobre dichas hélices.

La herkinorina-D-ICM-1 induce linealidad a la hélice TM3, es decir no esta presente el evidente punto de
inflexion cercano a N1503%, observado en los demas sistemas. La linealidad en la TM3 podria estar
asociada a la falta de sefializacion de arrestina y su reclutamiento.

Finalmente, la hidratacion dentro de MOR con la herkinorina-D-ICM-1, la morfina en presencia de sodio
alostérico y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico, resultd un tanto similar. La hidratacién
especifica observada en estos tres sistemas de la herkinorina-DICM-1, morfina en presencia de sodio y
DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio alostérico puede permitir que el receptor genere su sefal
canodnica y ayude a explicar el hecho de que DAMGO presente sefializacion via arrestina y la subsecuente
internalizacion al ser el Unico, dentro de estos tres arreglos, que no tiene como modular el sitio alostérico
de sodio.

Con la identificacion del modo de union mas plausible de la herkinorina (D-ICM-1), quizé sea posible

mejorar la seleccion de moduladores de MOR, tomando en cuenta puntos de contacto en el sitio alostérico
del ion sodio, con el fin de disminuir efectos adversos a la salud.
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6. CONCLUSIONES

El modo de unién relevante encontrado para la herkinorina fue la herkinorina-D-ICM-1 en ausencia de
sodio alostérico. Para la morfina y el DAMGO fueron: DAMGO-D-ICM-24 y morfina, tanto en sus
configuraciones en ausencia como en presencia de sodio alostérico.

Los puntos relevantes en los distintos modos de unién propuestos son: 1) la presencia del grupo C2-
benziloxi de la herkinorina-D-ICM-1 y contactos con aminoacidos del sitio alostérico del sodio impiden
la presencia de dicho ion. 2) los contactos del aminoacido N127%* con la herkinorina-D-ICM-1 y con
DAMGO-D-ICM-24+Na", son consistentes con la selectividad reportada entre MOR y DOR. 3) las
interacciones mediadas por moléculas de agua, entre el ligando y el aminoacido H296%°2 presentes en los
modos de union relevantes son consistentes con lo reportado en datos cristalograficos. 4) la presencia o
ausencia de sodio condujo a cambios conformacionales y de contactos en DAMGO-D-ICM-24.

Los puntos relevantes en cambios estructurales del receptor opioide mu son: 1) La linealidad en TM3
debida a Y149°%, la pérdida de helicidad en TM7 inducida por W3187 y el cambio de los dngulos X de
los aminoacido N150°% y en W3187*°fueron caracteristicas en la herkinorina-D-ICM-1. 2) La
herkinorina-D-ICM-1 impide la formacién del canal de agua en el receptor opioide mu como si se observo
en los otros sistemas. 3) Los patrones de distribucion de las moléculas de agua y el movimiento ewMCM
del FMA de la herkinorina-D-ICM-1, la morfina en presencia y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de sodio
alostérico, fueron similares entre ellos. 4) En el modelo de la herkinorina-D-ICM-1 se produjo un
movimiento en ICL3 contrario a lo observado en la morfina en presencia de sodio alostérico y DAMGO-
ICM-24 en ausencia de dicho ion sodio. 5) La presencia de sodio alostérico en el sistema de DAMGO-D-
ICM-24 en ausencia de sodio alostérico gener6 un movimiento pronunciado en la hélice H8. 6) El
movimiento de las siete hélices transmembranales, en general, es similar en los sistemas de la herkinorina-
D-ICM-1, morfina en presencia de sodio alostérico y DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de dicho ion.

Los modelos receptor-ligando que soportan el hecho de que la morfina no produzca y que DAMGO
presente una marcada internalizacion son los referidos a morfina en presencia de sodio alosérico y
DAMGO-D-ICM-24 en ausencia de dicho ion, prediciendo que en DAMGO se desfavorece la retencion
del ion sodio referente a morfina.

El modelo receptor-ligando que soportan el hecho de que un ligando favorezca el reclutamiento de
arrestinas e internalizacion del receptor aun asi se modifiquen condiciones en el ambiente, se presentaria
en la herkinorina-D-ICM-1, la cual no dependera del hecho de que el sodio module el sitio alostérico
cercano a D114>°° sino que dicha molécula modularia directamente sobre esta zona.
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8. ANEXOS

Anexo A

A.1 Alineamiento flexible en MOE

El alineamiento flexible del programa MOE se enfoca en la idea de que un alineamiento es bueno si la
energia de cada molécula es pequeiia, tienen una forma similar, sus grupos aromaticos se traslapan y que
sus grupos donadores y aceptores de electrones se traslapen. Seglin el método las orientaciones alineadas
se encuentran minimizando la funcion de similitud —kT - log(F) + U, donde F es la caracteristica de
medida de similitud referente a densidades de las propiedades (tabla A-1) entre pares de atomos y U es la
energia potencial promedio desde el campo de fuerza MMFF94x (Labute ef al., 2001). Los parametros
dentro de F para cada propiedad generalmente son &« = 1 y los W’s se enlistan en la tabla A-1. La
minimizacion es realizada con dos etapas continuas del método steepest decent y terminan cuando el

gradiente RMS es menor a un valor prestablecido.

La caracteristica F puede comprobarse, segin Labute y Williams (Labute et al., 2001), teniendo una
probabilidad de densidad con la forma funcional:

flx) = 53(2n)‘3/2e{_%|x_x°|252} (14)

Donde s? es la varianza inversa a lo largo de todos los ejes y x, es el centro de la densidad. Un 4tomo

con nucleo en x; con un radio de Van der Waals (r) se representa:

1
fo) = (afr)?(2m) =322l @) g
Donde a indica que tan amplia puede ser la densidad.

Ahora x,es la coordenada en 3D del 4&tomo n de una molécula. Y si el &tomo i tiene una propiedad,
entonces W; serd el grado de asignacion dado para esta:

n 3/2 2
w; ([ a? A X2
fo(xq, v x) = E —l< > e{ 27'1'2|x i } (34)

n \2mr;?
i=1

Teniéndose la densidad de una propiedad fp. Se puede considerar que dada una propiedad para dos
moléculas o dos conformaciones de una sola, el traslape de las dos densidades estard dado por:

Jei—x°

n o m 3/2 a?
W, W; a? g——, }
ey Y ()T )
i jj

Lo que indicara que tan similar serdn las dos moléculas o las dos conformaciones. Asi, teniendo un
conjunto de propiedades se puede definir una caracteristica de similitud:
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Hdon + FHdon—proj + FHaCC—PTOJ'
Hacc

F= Fvol + FHdon + FHacc + thdrophobe +F

hydrophobe—

+ Fcentroid—COZ

(54)
Los subindices se especifican en la Tabla A-1.

Tabla A- 1. Pardametros del grado de asignacion de las densidades de propiedad.

Propiedad w;
Termino de similitud basado en 4&tomo
Volumen (vol) 1
Donador de H (Hdon) 3
Aceptor de H (Hacc) 3
Hidrofobo (hydrophobe) 1
Hidréfobo comparado contra Donador de H o Aceptor de H -1
(hydrophobe — Hdon/Hacc)
Término de similitud basado en protecciones de farmacoforo
Caracteristica de enlace de H donador proyectada (Hdon — proj) 1
Caracteristica de enlace de H aceptor proyectada (Hacc — proj) 1
Centroide tipo CO, (centroid — C0,) 1

Si un atomo no cumple con la caracteristica de inmediato su valor serd de 0.

A.2 Docking en Molecular Operating Environment (MOE)

A.2.1 Emplazamiento

En nuestro caso para el programa de Molecular Operating Environment (MOE) se utilizé Alpha triangle
como método de emplazamiento, el cual genera orientaciones aleatoriamente por superposicion de
tripletas de a&tomos del ligando y tripletas de puntos en el receptor, los cuales son centros de esferas alfas
(MOE, 2010). Fijando un minimo y un méaximo de iteraciones.

A.2.2 Puntaje
La opcidén de puntaje fue London dG (Corbeil et al., 2012; Labute, 2008; MOE, 2010).

AGrac = ¢+ Efjex + z Chbfnp + z Cmfm + z AD; (64)

h—bonds metal-lig atomsi

Aqui c¢ representa el promedio de perdida/ganancia de entropia rotacional y translacional, Efj., es la
energia debida a la perdida de flexibilidad del ligando (calculada desde la topologia del ligando), fy;, son
medidas de imperfecciones geométricas de los puentes de hidrégeno y toma un valor en [0,1], ¢y, es la
energia de un puente de hidrogeno ideal, f,,, medidas de imperfecciones geométricas de uniones metalicas
y toma valor de [0,1], ¢,,, es la energia de una ligadura metélica ideal y D; es la energia de desolvatacion
del atomo i. La diferencia de desolvatacion es calculada con:
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AD; = ¢;R;? fff |ul~6du — ﬂ.flul_ﬁdu (74)

u¢AUB u¢B

Donde 4 y B son los volumenes de la proteina y el ligando con un dtomo i que pertenece al volumen B, R;
es el radio de solvatacion del atomo i (tomado como el parametro sigma de van del Waals OPLS-AA, més
0.5 4) y cies el coeficiente de solvatacion del dtomo i. los coeficientes [c, ¢, cm, ci] son ajustados desde
mas de 400 estructuras de rayos X de complejos proteina-ligando con datos de pKi experimentales
disponibles. Las integrales tiples son aproximadas usando formulas de integrales de Generalized Born.

A.2.3 Refinamiento

El refinamiento por Force field con MMFF94x. el cual estd parametrizado para moléculas orgénicas
pequetias en fase gas para quimica medicinal. Modificado desde MMFF94s para la fuerza de nitrégenos
conjugados planares. Usa todos los d&tomos sin Lone Pairs. Usa modelos de carga interna de incrementos
de carga enlace (Halgren, 1999; MOE, 2010). Conformada por:

E(x) = Estr + Eang + Estb + Eoop + Etor + Evdw + Eele + Esol + Eres 84

Cada energia es una sumatoria en la que involucra interacciones de 4&tomos de un tipo en particular. Donde
E¢ representa los enlaces entre atomos, E, 4 angulos entre dtomos, Egy, termino cruzado entre enlace-
angulo, E,,, a la deformacion de un grupo planar, Ey,, a los angulos diedros, Eyg,, a interacciones Van
der Waals, E,;, a interacciones electrostaticas, E,; solvatacion implicita y E,.¢ a restricciones impuestas.
Solo se usaron funciones especiales para los términos E,;, colocandola de la forma del tipo Reaction Field
y para E,; calculada desde Generalized Born Model/Volume Integral, GB/VI (Labute, 2008; MOE, 2010).

Welee Z _an 1—-a) ele d—d,
- )Tyl = — 94
Eere = dre,d qiq; [TU ¥ bo RC3 R, S(Tl]) ijlij a d + 2d, (94)

n n
B _ 1 qi9;/ GiG;j
Esor = _WsolW(d t— dy 1) _Ez z S(Tij)Tij Yij = TisziGj (104)

Donde wgg;, Weie y W son valores peso, d = 1y d,, = 80 son las constantes dieléctricas del soluto y del
solvente, g es la carga parcial en un atomo, R, = 10 A es la distancia de corte del calculo, s(r) es una
funcion de suavizado en el corte de la energia encendida en 8 4 y acotada por R, T es un factor de escala
de interaccion generalmente para interacciones no enlazantes, 1% es un factor de interaccion (valor 0 para
1-2 y 1-3), b, €s una constante amortiguadora para evitar, cero en el denominador r es la distancia entre
dos atomos, e es la carga del electron, &, es la permitividad en el vacio y G es la energia misma de cada
atomo.
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A.3 Docking Molsoft (ICM)

A.3.1 Sitio de union de ICM

El sitio de unidn se establecié con el método independiente del ligando llamado ICM PocketFinder el
cual genera una convolucion Gaussiana del potencial de Lennard-Jones alrededor de la proteina (Ruben
Abagyan et al., 2009; An et al., 2005). Esto mediante un potencial en puntos r (a&tomos de prueba) en un
enmallado 3D de espacio 0.5 4, el cual rodea toda la proteina.

Y su valor es calculado con:

A B
Py(r) = Z (d - y "“6> (114)
a ar ar

Truncado para que el min[Py(r)] = —0.8 Kcal/mol, para dar importancia a interacciones atractivas.
Luego este se suaviza y realiza un espacio promedio del potencial ya creado en cada punto haciendo una
convolucion:

P(T) = f e(_(¥) )PO(X)dX , A= gNiter Niter =10 (1214)

En donde P, (r) es potencial de interacciones Van der Waals en un punto, r es un punto en el entramado,
Ay, Y By, son parametros tomados desde el campo de fuerza Empirical Conformational Energy Program
for Peptides, ECEPP/3 (Némethy et al., 1992), d,, es la distancia entre un punto r y un atomo a de la
proteina, P(r) es el potencial suavizado, x es la coordenada de cualquier punto r y A1 parametro de
suavizado dependiente de iteraciones (Nj¢er)-

Cinco tipos de potenciales de interaccion representan el sitio de union: (1) Van der Waals para hidrégenos,
(2) Van der Waals para atomos pesados, (3) un término electrostatico optimizado (4) términos hidrofobos
y (5) y términos basados en potenciales de lone-pair.

A.3.2 Emplazamiento

Los calculos de la energia fueron basados sobre el campo de fuera ECEPP/3 con una constante dieléctrica
dependiente de la distancia, ademas de adicionar términos para la energia de solvatacion y contribucion
entropica (R Abagyan et al., 2013; Ruben Abagyan, Totrov, ef al., 1994; Wesson ef al., 1992).

Se llevd a cabo un procedimiento de minimizacion “Biased Probability Monte Carlo” (BPMC) que
consiste en (i) busqueda de conformaciones aleatorias independientes debido a distribuciones de
probabilidad del muestreo, (ii) energias de minimizaciones locales de los términos diferenciables
analiticos, (iii) calculos de la energia incluyendo los términos no diferenciales como solvatacion y entropia
(iv) rechazo o aceptacion del criterio de energia basado en el criterio de Metropolis (Metropolis et al.,
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1953) y regresar a la etapa (i) con 250 iteraciones (Ruben Abagyan & Totrov, 1994; M Totrov et al., 1997,
Zhong et al., 2014).

A.3.3 Puntaje
La unidn se evalué mediante funcion de puntaje /ICM ligand binding score en todos los atomos (Schapira
et al., 1999; Maxim Totrov et al., 1999; Zhong et al., 2014).

Sbind = Eint + TASTOT + alEHBond + aZEHBDesolv + +a3ESolEl + a4EHPhob + astize (13A)

E;n: es la energia del ligando, incluyendo las interacciones de van der Waals. ASr,,- es la perdida de
entropia conformacional al unirse a la proteina, T = 300 K relacionado al numero de torsiones libres en
el ligando (Niwr) y @ un factor. @; son constantes independientes del ligando y del receptor que fueron
optimizadas. Eygong ©S €l término relacionado a puentes de hidrégeno que incluyen a los atomos
donadores y aceptores de enlaces de hidrogenos. Eypong €s €l término debido a la perdida de enlaces de
hidrégeno con el solvente (desolvatacion de 4tomos donadores y aceptores de puentes de hidrogeno).
Eupnop ©s el término debido a la ganancia de energia libre hidrofobica siguiendo el modelo de area
superficial accesible (ASA). Y Qg;ze €s un término de correccion del tamafio del ligando.

A.4 Campo de fuerza de CHARMM

El campo de fuerza de CHARMM es usado para moléculas bioldgicas y para moléculas tipo drogas (Drug-
like; vsando CHARMM General Force Field, CGenFF) y las versiones varian cuando se agregan mas
parametros calculados en el campo de fuerza. (Best et al., 2012; Klauda et al., 2010; MacKerell et al.,
1998; Vanommeslaeghe et al., 2010; Yu et al., 2012). El campo de fuerza tiene la forma siguiente:

U(R) = Z Ky (b — bo)* + Z Kyp(S — So)% + Z Kg(6 — 6)* + z K,(1+ cos(ny — 8))

bonds UB Angulos diedro
R \12 R \® 4:9
min;; min;; iqdi
b oot Y el (Fr) o (B ] 8 g
impropios no enlazante Y L L

Donde K», Kus, Ko, K, y Kimp son los las constantes de fuerzas de enlaces, Urey-Bradley (UB), angulos,
angulos diedros, y angulos diedros impropios, respectivamente. Las letras b, S, 0, x y ¢ son la distancia de
enlace, distancia 1,3-Urey-Bradley, angulo de enlace, angulo diedro, angulo de torsién impropio,
respectivamente. Con el subindice cero representando al punto de equilibrio para cada termino. Las
interacciones externas y no enlazantes se representan con Coulomb y Lennard-Jones 6-12. € es la
profundidad del pozo de Lennard-Jones 6-12 y R.i» es la distancia minimo de Lennard-Jones, g; es la carga
parcial atomica, €] es la constante dieléctrica efectiva, r;; es la distancia entre dos 4&tomos.

A.5 Parametros para los ligandos desde CHARMM CGenFF.
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A.5.1 Herkinorina

* Topologies generated by
* CHARMM General Force Field (CGenFF) program version 1.0.0
*

36 1

"penalty" is the highest penalty score of the associated parameters.
Penalties lower than 10 indicate the analogy is fair; penalties between 10
and 50 mean some basic validation is recommended; penalties higher than

!
|
!
! 50 indicate poor analogy and mandate extensive validation/optimization.

RESI * 0.000

GROUP ! CHARGE CH_PENALTY
ATOM C1 CG2R61 -0.115 ! 0.000
ATOM H1 HGR61 0.115 ! 0.000
ATOM O1 0G302 -0.320 ! 9.485
ATOM C10 CG321 -0.168 ! 2.945
ATOM H10 HGA2 0.090 ! 0.000
ATOM C11 CG311 -0.120 ! 8.193
ATOM HI11 HGA2 0.090 ! 0.000
ATOM C12 CG301 -0.014 ! 11.919
ATOM H12 HGA2 0.090 ! 0.125
ATOM C13 CG311 0.052 ! 7.895
ATOM H13 HGA2 0.090 ! 0.125
ATOM C14 CG301 -0.009 ! 13.012
ATOM H14 HGAL1 0.090 ! 1.898
ATOM C15 CG321 -0.194 ! 1.661
ATOM H15 HGA2 0.090 ! 0.692
ATOM C16 CG321 -0.176 ! 2.259
ATOM H16 HGA2 0.090 ! 0.692
ATOM C17 CG311 -0.111 ! 10.595
ATOM H17 HGA1 0.090 ! 0.723
ATOM H18 HGA1 0.090 ! 0.330
ATOM C18 CG311 0.175 ! 32.534
ATOM C19 CG321 -0.191 ! 7.420
ATOM H19 HGR52 0.140 ! 0.000
ATOM 02 0G2D1 -0.493 ! 0.000
ATOM C2 CG2R61 -0.115 ! 0.000
ATOM H2 HGR61 0.115 ! 0.000
ATOM C20 CG202 0.900 ! 58.361
ATOM H20 HGR51 0.178 ! 0.055
ATOM C21 CG2R51 0.093 ! 1.550
ATOM H21 HGR52 0.161 ! 0.030
ATOM H22 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C22 CG2R51 -0.336 ! 14.112
ATOM H23 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C23 CG2R51 -0.033 ! 27.749
ATOM H24 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C24 CG2R51 0.023 ! 21.160
ATOM H25 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C25 CG331 -0.271 ! 6.608
ATOM C26 CG331 -0.271 ! 6.608
ATOM H26 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C27 CG202 0.876 ! 11.328
ATOM H27 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C28 CG331 -0.012 ! 0.239
ATOM H28 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM H29 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C3 CG2R61 -0.115 ! 0.000
ATOM H3 HGR61 0.115 ! 0.000
ATOM 03 OG3R60 -0.429 ! 58.543
ATOM H30 HGA3 0.090 ! 0.000
ATOM C4 CG2R61 -0.112 ! 0.000
ATOM H4 HGR61 0.115 ! 0.000
ATOM 04 0G2D3 -0.501 ! 0.978
ATOM C5 CG2R61 0.083 ! 0.532
ATOM H5 HGR61 0.115 ! 0.000
ATOM 05 0G2D1 -0.625 ! 6.532
ATOM C6 CG2R61 -0.112 ! 0.000
ATOM H6 HGA1 0.090 ! 0.330
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Cc2
C1l
H2
Cc2
H1
C1l
Cl
Cc2
H1
H1
H2
Cc2
Cl
Cl
c2
H2
Cc2
H1
C9
c2
Cl
08
Cl
Cl
04
Cc8
08
H2
H2
H7
Cc8
H8
Cc8
o1
c7
c7
C5
Ccé
c4

OG2R50
CG202
HGA2
0G2D1
CG311
HGA2
0G302
HGAL
CG205

0
4
6

7
8
6

3
7
5
7
4
1
5
3
4
9
5
2
0
2
5
4
4
2
9
9
3
6
5
6
0
6
3
1
6
7
7
8

8
1

1
0

9
8

-0.

0.
.090
.607
.314
.090
.495
.090
.225

302
472

=

[y

[y

OO oo O N

.944
.556
.195
.989
.660
.195
.106
.436
.609
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BOND H5 C6

BOND H4 C4

BOND C6 Cl

BOND C4 C3

BOND C1 H1

BOND C1 C2

BOND C3 H3

BOND C3 Cc2

BOND C2 H2

IMPR C20 C1l7 05
IMPR C27 Cl1 o7
IMPR C7 C5 02
IMPR C9 Cl13 C8
BONDS

CG202 OG3R60 150.00
CG2R51 CG311 229.63
CG311 OG3R60 280.00
ANGLES

CG311 CG202 OG3R60
0G2D1 CG202 OG3R60
CG311 CG205 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG202 CG311 CG301
CG205 CG311 CG301
CG205 CG311 CG321
CG205 CG311 0G302
CG2R51 CG311 CG321
CG2R51 CG311 OG3R60
CG2R51 CG311 HGAL
CG301 CG311 CG301
CG321 CG311 OG3R60
OG3R60 CG311 HGAl
CG301 CG321 CG311
CG202 OG3R60 CG311
DIHEDRALS

0G2D1 CG202 CG311
0G302 CG202 CG311
OG3R60 CG202 CG311
OG3R60 CG202 CG311
OG3R60 CG202 CG311
CG2R61 CG202 0G302
CG2R61 CG202 0G302
CG2R61 CG202 0G302
CG311 CG202 OG3R60
0G2D1 CG202 OG3R60
0G2D1 CG202 OG3R60
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
CG311 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311
0G2D3 CG205 CG311

55.
90.
35.
45.
52.
52.
52.
45.
58.
75.
55.
52.
45.
55.
58.
20.

CG301
CG301
CG301
CG321
HGA1

CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG301
CG301
CG301
CG301
CG321
CG321
CG321
CG321
0G302
0G302
0G302
0G302
HGAl

CG301
CG301
CG301
CG301
CG321
CG321
CG321
CG321
0G302

03
08
0ol
04

1.3340
1.5000
1.4000

00
00
00
80

00
00
00
35
70
00

00
00
35
00

’

’

109.00
125.90
115.60
130.00
108.00
108.00
108.00
109.00
114.00
110.10
109.50
108.00
111.50
111.50
113.50

99.00

.0500
.0500
.0500
.0500
.0000
.2500
.5000
.0500
.0500
.9650
.8500
.7500
.1800
.0650
.0300
.7500
.1800
.0650
.0300
.7500
.1800
.0650
.0300
.1000
.7500
.1800
.0650
.0300
.7500
.1800
.0650
.0300
.0000

cNeoNoNoNoNoNoNoNoloNoRoNoNoNoloNoNeoNolNolNoNoNtNel Vel Sl Sl oo NolNeNol

from
from
from

CG202 0G302,
CG2R51 CG321,
CG321 OG3R60,

penalty= 55
penalty= 4
penalty= 4

0G302,
0G302,

.2

0.6

cG321,
30.6

€G321,
cG321,
cG321,
€G321,
HGA1,

penalty= 7
penalty= 7

penalty= 0.

penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty= 7

~ O~

CG2R61 CG202 0G302 CG331, penalty=1
CG2R61 CG202 0G302 CG331, penalty= 1
CG2R61 CG202 0G302 CG331, penalty= 1
penalty= 55.

€G321,
cG311,
cG311,
cG321,
€G321,
€G321,
cG321,
cG321,
cG321,
€G321,
cG321,
cG321,
cG321,
cG321,
cG321,
HGA2,

cG321,
cG321,
€G321,
cG321,
cG321,
cG321,
cG321,
cG321,

20.00 2.32600 ! * , from CG311 CG202
160.00 2.25760 ! * from 0G2D1 CG202

! * , from CG321 CG205 CG321, penalty= 1

! *, from CG2R51 CG2R51 CG321, penalty=

! *, from CG202 CG311 CG321, penalty= 1.8

>, from CG202 CG311l CG321, penalty= 3.8

!>, from CG202 CG31l1l CG321, penalty= 2

! *, from CG203 CG311 0G301, penalty= 12.5

' * , from CG2R51 CG321 CG311l, penalty= 4.6

!>, from CG2R61 CG321 0G302, penalty= 19.5

!>, from CG2R51 CG321 HGA2, penalty= 4

! * , from CG301 CG311 CG311l, penalty= 1.2

! *, from CG321 CG321 0OG3C6l, penalty= 4.7

!>, from OG3R60 CG321 HGA2, penalty= 4
11.16 2.56100 ! * , from CG301 CG321

! *, from CG2D10 OG3R60 CG321, penalty=

6 180.00 ! ~* from 0G2D1 CG202 CG311

6 180.00 ! * from 0G302 CG202 CG311

6 180.00 ! * from 0G302 CG202 CG311

6 180.00 ! ~* from 0G302 CG202 CG311

1 0.00 ! * from 0G302 CG202 CG311

1 180.00 ! * from

2 180.00 ! * from

6 180.00 ! * from

2 180.00 ! ~* from CG311 CG202 0G302

1 180.00 ! * from 0G2D1 CG202 0G302

2 180.00 ! * from 0G2D1 CG202 0G302

1 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

2 180.00 ! * from CG321 CG205 CG321

3 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

6 0.00 ! ~* from CG321 CG205 CG321

1 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

2 180.00 ! * from CG321 CG205 CG321

3 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

6 0.00 ! ~* from CG321 CG205 CG321

1 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

2 180.00 ! * from CG321 CG205 CG321

3 0.00 ! * from CG321 CG205 CG321

6 0.00 ! ~* from CG321 CG205 CG321

3 0.00 ! ~* from CG321 CG205 CG321

1 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

2 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

3 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

6 0.00 ! ~* from 0G2D3 CG205 CG321

1 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

2 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

3 180.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG321

6 0.00 ! ~* from 0G2D3 CG205 CG321

2 0.00 ! * from 0G2D3 CG205 CG311

0G311,

penalty= 55
penalty= 55
penalty= 6.
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty= 4

BB oY O O

@

Y OY O O) i b D

penalty= 49.
penalty= 49.
penalty= 49.
penalty= 49.

penalty= 4.6
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=
penalty=

[~ S S G I G I I E) |

(€2}

@ 00 0O @

ooy O O
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CG2R51 CG2R51 CG2R51
CG311 CG2R51 CG2R51
CG311 CG2R51 CG2R51
CG311 CG2R51 CG2R51
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG2R51 CG2R51 CG311
CG311 CG301 CG311
CG311 CG301 CG311
CG311 CG301 CG311
CG321 CG301 CG311
CG321 CG301 CG311
CG321 CG301 CG311
CG331 CG301 CG311
CG331 CG301 CG311
CG331 CG301 CG311
CG311 CG301 CG321
CG331 CG301 CG321
CG202 CG311 CG321
CG205 CG311 CG321
CG205 CG311 CG321
CG2R51 CG311 CG321
CG2R51 CG311 CG321
0G302 CG311 CG321
OG3R60 CG311 CG321
OG3R60 CG311 CG321
OG3R60 CG311 CG321
OG3R60 CG311 CG321
OG3R60 CG311 CG321
HGA1 CG311 CG321
CG205 CG311 0G302
CG2R51 CG311 O0OG3R60
CG321 CG311 O0OG3R60
HGA1 CG311 OG3R60
IMPROPERS

CG202 CG311 0G2Dh1
CG205 CG311 CG311
A.5.2 Morfina

* Topologies generated by

* CHARMM General Force Field

*

36 1

! "penalty" is the highest penalty score of the associated parameters.

! Penalties lower than 10 indicate the analogy is fair; penalties between 10
! and 50 mean some basic validation is recommended; penalties higher than

! 50 indicate poor analogy and mandate extensive validation/optimization.

RESI *
GROUP

ATOM C1
ATOM N1
ATOM O1
ATOM C2
ATOM 02
ATOM C3
ATOM 03
ATOM C4

1
CG2R61
NG3P1
0G311
CG321
0G311
CG2R61
0G3C51
CG2RCO
CG3RC1
CG311
CG321
CG324
CG334
CG2R61
CG2R61
CG2RCO
CG3RC1
CG311
CG2D1
CG2D1
CG314
HGR61
HGP2

1.000
CHARGE
-0.219
-0.392
-0.530
-0.151
-0.656
-0.189
-0.227

0.079

0.072
-0.046
-0.176

0.141

0.152
-0.147

0.018
.158
.059
.179
.148
.147
.155
.196
.320

CG311
OG2R50
HGR51
HGR52
CG321
CG321
CG321
OG3R60
OG3R60
OG3R60
HGAl
CG202
CG205
CG301
CG202
CG205
CG301
CG202
CG205
CG301
CG311
CG311
CG311
CG311
HGAZ2
CG301
HGA2
CG311
CG301
CG301
CG301
CG301
HGA2
CG301
CG202
CG202
CG202
CG202

OO OO O OO OHFHROODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOOOOORF KK Wb

OG3R60 62.
0G2D3 70.

.0000
.0000
.0000
.0000
.2000
.2700
.0000
.2000
.2700
.0000
.0000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.2000
.0400
.2000
.1950
.1900
.0000
.6000
.0800
.1950
.1950
.0000
.7000
.7000
.9000

0000
0000

WHE WWWWHWNE WWWWWWWWWWWWwWWwWwWwWwWwWNDEREWNhEDNdDNDDNDDND

o

180.
180.
180.
180.

o

o
[ee)
o

(CGenFF) program version 1.0.0

CH_PENALTY
5.398
25.936
3.568
43.485
9.602
36.332
26.088
67.831
44.265
48.845
30.018
9.233
1.957
0.000
3.646
41.430
37.679
27.350
8.172
11.754
58.262
0.000
0.520

OO OO OO0 ODODOODODODODODODOOOOOOoOo

.00
.00

LR R S SR T I I S S . S S N N TS S S S N S I N T
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from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from

from
from

CG2R51 CG2R51 CG2R51 CG3C52,
CG321 CG2R51 CG2RS51
CG321 CG2R51 CG2R51
CG321 CG2R51 CG2R51

CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG201
CG201
CG311
CG201
CG201
CG321
CG201
CG201
CG331
CG311
CG331
CG202
CG202
CG202

CG321
CG321
CG321
CG321
CG321

HGA1l CG311 CG321 CG311,

CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51
CG2R51

CG321 HGA2,

CG311 CG311 CG321,
CG311 CG311 CG321,
CG301 CG311 CG311,
CG311 CG311 CG321,
CG311 CG311 CG321,
CG301 CG311 CG311,
CG311 CG311 CG331,
CG311 CG311 CG331,
CG301 CG311 CG311,
CG301 CG321 CG321,
CG301 CG321 CG321,
CG311 CG321 CG321,
CG311 CG321 CG321,
CG311 CG321 HGA2, penalty= 2
CG2R61 CG321 CG321 CG321,
HGAl CG311 CG321 CG2R51,
CG321 CG321 0G302,
CG321 CG321 0G3Ce1,
CG321 CG321 0G3cCe1,
CG321 CG321 0G3Ce1,
CG321 CG321 0G3Ce1,
0G3C61 CG321 CG321 HGA2,

CG2R61 CG321 0G302 CG202,
CG2DC1 CG321 OG3R60 CG2D20, penalty= 56
CG321 CG311 0G302 CG202,
HGA2 CG321 OG3R60 CG2D10, penalty= 34

CG202 CG311 0G2D1 0G302,
CG205 CG321 CG321 0G2D3,

NG2R51, penalty= 45
HGR52, penalty=
HGR52, penalty=
CG321 CG311l, penalty=
CG321 CG311l, penalty=
CG321 CG311l, penalty=
CG321 CG311l, penalty=
CG321 CG311l, penalty=
CG321 CG311l, penalty=

.1

.6
.6
.6
.6

BB B D D O

9.
9.
9.
penalty= 4
penalty= 11.1
penalty= 11.6
penalty= 1.2
penalty= 10.5
penalty= 11
penalty= 1.2

penalty= 10.5
penalty= 11

penalty= 1.2
penalty= 0.6
penalty= 0.6
penalty= 0.6
penalty= 2.6

penalty= 14.3
penalty= 8.1
penalty= 4.6

penalty= 6.5

penalty= 6.5

penalty= 6.5

penalty= 6.5
penalty= 4.7

penalty= 1.2

penalty= 29

penalty= 55

penalty= 5.5
penalty= 0.8

penalty= 31
.6

.5
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ATOM H3 HGP1 0.420 ! 0.075

ATOM H4 HGP1 0.413 ! 0.300

ATOM H6 HGAl1 0.090 ! 2.606

ATOM H10 HGR61 0.196 ! 0.000

ATOM H13 HGAl1 0.090 ! 3.729

ATOM H14 HGAl1 0.090 ! 1.172

ATOM H15 HGA4 0.150 ! 1.078

ATOM H16 HGA4 0.150 ! 1.547

ATOM H17 HGAl1 0.090 ! 3.424

ATOM H21 HGA2 0.090 ! 0.086

ATOM H22 HGA2 0.090 ! 0.086

ATOM H71 HGA2 0.090 ! 2.501

ATOM H72 HGA2 0.090 ! 2.501

ATOM H81 HGA2 0.090 ! 0.691

ATOM H82 HGA2 0.090 ! 0.691

ATOM H91 HGA3 0.090 ! 0.030

ATOM H92 HGA3 0.090 ! 0.030

ATOM HO93 HGA3 0.090 ! 0.030

BOND H10 C10

BOND H1 Cl

BOND C10 C1

BOND C10 C11

BOND C1 Cc3

BOND O1 Cl1

BOND 01 H3

BOND Cl11 C12

BOND H21 C2

BOND H92 C9

BOND C3 c2

BOND C3 c4

BOND H82 C8

BOND H22 C2

BOND C2 c17

BOND Cl2 C4

BOND Cl1l2 03

BOND C4 Cc5

BOND C9 H91

BOND C9 HI93

BOND C9 N1

BOND C8 H81

BOND C8 N1

BOND C8 c7

BOND C17 N1

BOND C17 H17

BOND C17 C6

BOND N1 H2

BOND H72 C7

BOND 03 C13

BOND C7 Cc5

BOND C7 H71

BOND C5 c6

BOND C5 C13

BOND C6 Cl6

BOND C6 H6

BOND H16 Cl16

BOND C13 H13

BOND C13 C14

BOND Cl16 C15

BOND C15 HI15

BOND C15 C14

BOND H4 02

BOND C14 02

BOND C14 H14

BONDS

CG2D1 CG311 365.00 1.5020 ! * , from CG2D1 CG321, penalty= 4

CG2RCO CG3RC1 305.00 1.5200 ! * , from CG2RCO CG3C52, penalty= 20

CG314 NG3P1 200.00 1.4800 ! * , from CG324 NG3P1l, penalty= 4

ANGLES

CG2D1 CG2D1 CG311 48.00 123.50 ! * , from CG2D1 CG2D1 CG321, penalty= 0.6
CG311 CG2D1 HGA4 40.00 116.00 ! * , from CG321 CG2D1 HGA4, penalty= 0.6
CG2RCO CG2R61 CG321 45.80 120.00 ! * , from CG2R61 CG2R61 CG321, penalty= 1.5
CG2RCO CG2R61 0G311 45.20 120.00 ! * , from CG2R61 CG2R61 0G31l1l, penalty= 1.5
CG2R61 CG2RCO CG3RC1 60.00 130.00 ! * , from CG2R61 CG2RCO CG3C52, penalty= 1.1
CG2RCO CG2RCO CG3RC1 110.00 110.00 ! * , from CG2RCO CG2RCO CG3C52, penalty= 1.1
CG2D1 CG311 CG314 32.00 112.20 ! * , from CG2D1 CG321 CG321, penalty= 21
CG2D1 CG311 CG3RC1 32.00 112.20 ! * , from CG2D1 CG321 CG321, penalty= 17.8
CG2D1 CG311 O0G311 75.70 110.10 ! * , from CG2D1 CG321 0OG311l, penalty= 4
CG2D1 CG311 HGAL 45.00 111.50 ! * from CG2D1 CG321 HGA2, penalty= 4

CG314 CG311 CG3RC1 53.35 111.00 8.00 2.56100 ! * , from CG314 CG311 CG321, penalty= 13.8
CG311 CG314 CG321 58.35 113.50 11.16 2.56100 ! * from CG321 CG314 CG321, penalty= 0.6
CG311 CG314 NG3P1 40.00 110.00 ! * , from CG321 CG314 NG3P2, penalty= 1.2
CG321 CG314 NG3P1 40.00 110.00 ! * , from CG321 CG314 NG3P2, penalty= 0.6
NG3P1 CG314 HGAl 45.00 102.30 35.00 2.10100 ! * , from NG3P2 CG314 HGAl, penalty= 0.6
CG324 CG321 CG3RC1 58.35 110.50 11.16 2.56100 ! * , from CG321 CG321 CG324, penalty= 13.8
CG2RCO CG3RC1 CG311 62.00 103.00 ! * , from CG2R51 CG3C54 NG3P2, penalty= 70.5
CG2RCO CG3RC1 CG321 62.00 103.00 ! * , from CG2R51 CG3C54 NG3P2, penalty= 70.5
CG2RCO CG3RC1l CG3RC1 70.00 113.70 ! * , from CG3RC1l CG3RC1l NG2R51, penalty= 52
CG311 CG3RC1 CG321 58.35 113.50 11.16 2.56100 ! * , from CG311 CG3RC1l CG331, penalty= 0.9
CG311 CG3RC1 0OG3C51 45.00 111.50 ! * , from CG321 CG3C51 0OG3C51, penalty= 16.6
CG314 NG3P1 CG324 45.00 115.20 ! * , from CG324 NG3P1l CG324, penalty= 0.6
CG314 NG3P1 CG334 45.00 109.50 ! * from CG324 NG3P1 CG334, penalty= 0.6
CG314 NG3P1 HGP2 30.00 110.80 27.00 2.07400 ! * from CG324 NG3P1 HGP2, penalty= 0.6
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CG2RCO 0G3C51
DIHEDRALS
CG311 CG2D1
CG311 CG2D1
CG311 CG2D1
CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1
HGA4 CG2D1
HGA4 CG2D1
HGA4 CG2D1
HGA4 CG2D1
CG2R61 CG2R61
CG321 CG2R61
CG321 CG2R61
0G311 CG2R61
0G311 CG2R61
CG2RCO CG2R61
CG2RCO CG2R61
CG2RCO CG2R61
CG2R61 CG2RCO
CG3RC1 CG2RCO
CG2R61 CG2RCO
CG2R61 CG2RCO
CG2R61 CG2RCO
CG2RCO CG2RCO
CG2RCO CG2RCO
CG2RCO CG2RCO
CG2R61 CG2RCO
CG2RCO CG2RCO
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG3RC1 CG311
CG3RC1 CG311
CG3RC1 CG311
HGAl1 CG311
HGAl1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG314 CG311
CG314 CG311
CG314 CG311
0G311 CG311
0G311 CG311
HGAl CG311
HGAl1 CG311
HGAl CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG2D1 CG311
CG311 CG314
CG311 CG314
NG3P1 CG314
NG3P1 CG314
CG311 CG314
CG311 CG314
CG311 CG314
CG321 CG314
CG321 CG314
CG321 CG314
HGAl1 CG314
HGAl1 CG314
HGAl CG314
CG3RC1 CG321
CG3RC1 CG321
CG324 CG321
CG324 CG321
CG324 CG321
HGA2 CG321
HGA2 CG321
CG321 CG324
HGA2 CG324
HGA3 CG334
CG2RCO CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG311 CG3RC1
CG321 CG3RC1
CG311 CG3RC1
CG3RC1 CG3RC1
HGAl CG3RC1
IMPROPERS

CG3RC1

CG2D1
CG2D1
CG2D1
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG311
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG321
CG321
0G311
CG2RCO
CG2RCO
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
0G3C51
0G3C51
CG314
CG314
CG314
CG314
CG314
CG314
CG314
CG314
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
0G311
0G311
0G311
CG321
CG321
CG321
CG321
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
CG324
CG324
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
NG3P1
NG3P1
NG3P1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
0G3C51
0G3C51
0G3C51

76.00

CG311
CG311
HGA4
CG314
CG3RC1
0G311
0G311
0G311
HGAl
CG314
CG3RC1
0G311
HGAl
CG3RC1
CG2RCO
CG3RC1
CG2RCO
0G3C51
CG314
HGA2
HGP1
CG3RC1
0G3C51
CG311
CG321
CG3RC1
CG311
CG321
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG321
NG3P1
HGAl
CG321
NG3P1
HGAl
CG321
NG3P1
CG2RCO
CG321
CG3RC1
0G3C51
HGAl
CG2RCO
CG321
CG3RC1
0G3C51
HGAl
CG2RCO
CG321
0G3C51
HGP1
HGP1
HGP1
CG2R61
HGA2
CG2R61
HGA2
CG324
CG334
HGP2
CG324
CG334
HGP2
CG324
CG334
HGP2
NG3P1
HGA2
CG2RCO
CG311
CG3RC1
CG2RCO
CG311
CG314
CG314
CG314
CG311
0G3C51
HGAl1
0G3C51
0G3C51
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO

108.05
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* , from CG2RCO
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.00
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.00
.00
.00
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.00
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0G3C51 CG3C52, penalty=

from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from

CG321 CG2D1 CG2D1
CG321 CG2D1 CG2D1
CG321 CG2D1 CG2D1
CG2D1 CG2D1 CG321
CG2D1 CG2D1 CG321
CG2D2 CG2D1 CG321
CG2D2 CG2D1 CG321
CG2D2 CG2D1 CG321
CG2D1 CG2D1 CG321
HGA4 CG2D1 CG321 Ci
HGA4 CG2D1 CG321 Cf
HGA4 CG2D1 CG321 Of
HGA4 CG2D1 CG321 H

1.1

cG321,
ce321,
HGA4,
cG321,
cG321,
06311,
0G311,
0G311,
HGA2,
G321,
G321,
G311,

penalty= 1.2
penalty= 1.2
penalty= 0.6
penalty= 21
penalty= 17.8
penalty= 7.5
penalty= 7.5
penalty= 7.5
penalty= 4
penalty= 21
penalty= 17.8
penalty= 4

GA2, penalty= 4

CG2R61 CG2R61 CG2RCO CG3C52, penalty= 1.1
CG2R61 CG2R61 CG2R61 CG321, penalty= 61.5
CG331 CG2R61 CG2R61 CG331, penalty= 55.6
CG2R61 CG2R61 CG2R61 0G311, penalty= 61.5
NG311 CG2R61 CG2R61 OG3R60, penalty= 75.1

CG2R61
CG2R61
CG2R61

CG2R61
CG2R61
CG2R61

CG321 CG314,
CG321 HGAZ2,
0G311 HGPI,

penalty= 1.5
penalty= 1.5
penalty= 1.5

CG2R61 CG2RCO CG2RCO
CG3C52 CG2RCO CG2RCO

CG2R61 CG2RCO CG3C
CG2R61 CG2RCO CG3C
CG2R61 CG2RCO CG3C
CG2RCO CG2RCO CG3C
CG2RCO CG2RCO CG3C
CG2RCO CG2RCO CG3C
CG2R61 CG2RCO 0OG3C
CG2RCO CG2RCO 0OG3C
CG321 CG311 CG321

CG3C52, penalty= 1.1
NG3C51, penalty= 37.

52 CG3C52, penalty= 51
52 CG3C52, penalty= 51
52 CG3C52, penalty= 61.
52 CG3C52, penalty= 51
52 CG3C52, penalty= 51
52 CG3C52, penalty= 61.
51 CG3C52, penalty= 1.1
51 CG3C52, penalty= 1.1

cG2p1,

penalty= 5

NG3P3 CG314 CG321 CG2R61, penalty= 26.5

HGAl CG311 CG321 Ci

G2D1,

penalty= 5

CG321 CG311 CG311 CG3RC1, penalty= 1

CG321 CG311 CG314
CG3RC1 CG311 CG311
CG321 CG311 CG311

NG3P3, penalty= 15.3
HGAl, penalty= 1
HGAl, penalty= 1

HGALl CG311 CG314 NG3P3,
CG201 CG311 CG321 CG2R51, penalty= 125
CG331, penalty= 70.9
CG3RC1, penalty= 70
0G3C51, penalty= 97.5

CG321 CG311 CG3RCl
CG321 CG311 CG3RCl
0G303 CG321 CG3C51
CG321 CG311 CG3RC1
CG321 CG311 CG3RC1
CG321 CG311 CG3RC1
CG321 CG311 CG3RC1
0G311 CG321 CG3C51
0G311 CG321 CG3C51
HGAl CG311 CG3RC1
HGAl CG311 CG3RC1l
HGA2 CG321 CG3C51
CG2D1 CG321 0G311
CG2D1 CG321 0G311
CG2D1 CG321 0G311
CG331 CG311 CG321
CG321 CG314 CG321
NG3P3 CG314 CG321
NG3P2 CG314 CG321
CG311 CG324 NG3P1
CG311 CG324 NG3P1
CG311 CG324 NG3P1
CG321 CG324 NG3P1
CG321 CG324 NG3P1
CG321 CG324 NG3P1
HGA2 CG324 NG3P1 Ci
HGA2 CG324 NG3P1 Ci

HGA1,

penalty= 1.5

penalty= 70

CG3C52, penalty= 91
CG331, penalty= 17.9
CG3RC1, penalty= 17
0G3C51, penalty= 20

HGA1,

penalty= 20

CG3C52, penalty= 74

CG331,

penalty= 0.9

0G3C51, penalty= 20

HGP1, penalty= 4
HGP1l, penalty= 4
HGP1, penalty= 4

CG2R61, penalty= 2.5

HGA2,

penalty= 0.6

CG2R61, penalty= 1.5

HGA2, penalty= 0.6
CG324, penalty= 4
CG334, penalty= 4
HGP2, penalty= 4
CG324, penalty= 4
CG334, penalty= 4
HGP2, penalty= 4
G324, penalty= 4
G334, penalty= 4

HGA2 CG324 NG3P1 HGP2, penalty= 4

CG321 CG321 CG324
CG3RC1 CG321 CG321

NG3P1,
HGA2,

penalty= 13.8
penalty= 1

CG321 CG321 CG3RC1 CG3C52, penalty= 91
CG321 CG321 CG3RC1 CG331, penalty= 18.5
CG321 CG321 CG3RC1l CG3RCl, penalty= 17
HGA2 CG321 CG3RC1l CG3C52, penalty= 74

HGA2 CG321 CG3RC1
CG321 CG324 NG3P1
HGA2 CG324 NG3P1 Ci
HGA3 CG334 NG3P1 Ci

cG331,
cG324,
G324,
G324,

penalty= 1.5
penalty= 0.6
penalty= 0.6
penalty= 0.6

CG311 CG3RC1 CG3RC1 CG3C52, penalty= 74

CG3C52 CG3RC1 CG3RC1
NG2R51 CG3RC1 CG3RC1L
CG3C52 CG3RC1 CG3RC1
CG3C52 CG3RC1 CG3RC1

CG3C52 CG3C52 0G3C
CG3C52 CG3C52 0G3C

0G3C51, penalty= 74
HGAl, penalty= 52

0G3C51, penalty= 31
0G3C51, penalty= 31

51 CG2R51, penalty= 52
51 CG2R51, penalty= 62.
HGA2 CG3C52 0OG3C51 CG2RCO, penalty= 20

1

1
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A.5.3 Naloxona

* Topologies generated by

* CHARMM General Force Field

*

36 1
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|
|

RESI

GROUP

ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

N
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H20
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H20
Cc19
C18
C18
H11

H10
H22

c17
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CG2R61
CG2R61
CG2RCO
CG2RCO
CG2R61
CG2R61
CG3RC1
CG301
CG314
CG321
CG3RC1
CG205
CG321
CG321
0G2D3
0G3C51
0G311
CG321
CG324
NG3P1
CG324
CG2D1
CG2D2
0G311
HGR61
HGR61
HGAl
HGA2
HGA2
HGAl
HGA2
HGA2
HGA2
HGA2
HGP1
HGA2
HGA2
HGA2
HGA2
HGA2
HGA2
HGA4
HGAS
HGAS
HGP1
HGP2

C19
C19
c1s
H18
C17
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Cc9

Cl4

Cc17
c8

H16

c8

C10
Clé6
C13

C13
HS

C10
C13
Cl2
C10
Cc5

Cle
C15
C15
H15
C15
Cl1

1.

000

CHARGE

-0.
0.
0.
0.

-0.

-0.
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-0.
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(CGenFF)

CH_PENALTY
0.

3.
38.
67.
36.
5.
50.
35.
47.
43.
48.
42.
8.
13.
.243
33.
16.
30.
14.
31.
57.
56.
.574
.568
.000
.000
.008
L1121
.121
.335
.690
.690
.905
.905
L4117

17

ES

HOOOBWWOONNTIOOOOBROO WO OW

000
646
158
997
336
398
568
748
999
131
044
830
002
559

933
116
080
875
237
908
957

504

.504
.691
.691
.688
.688
.413
.850
.850
.075
.189

program version 1.0.0

"penalty" is the highest penalty score of the associated parameters.
Penalties lower than 10 indicate the analogy is fair;
and 50 mean some basic validation is recommended; penalties higher than
50 indicate poor analogy and mandate extensive validation/optimization.

penalties between 10
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2 C13 Cl

BOND C15 H13
BOND Cl12 Cl11
BOND Cl12 01
BOND C5 c4
BOND C5 C6
BOND H6 Cl1
BOND Cl11 02
BOND C4 Cc3
BOND H2 C6
BOND C6 C1
BOND C3 02
BOND C3 c2
BOND C1 c2
BOND C1 H1
BOND C2 04
BOND H21 04
IMPR C1

BONDS

CG2D1 CG324
CG205 CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG301 CG314
CG301 CG3RC1
CG314 NG3P1
ANGLES

CG2D2 CG2D1
CG324 CG2D1
CG321 CG205
CG3RC1 CG205
CG2RCO CG2R61
CG2RCO CG2R61
CG2R61 CG2RCO
CG2RCO CG2RCO
CG314 CG301
CG314 CG301
CG314 CG301
CG321 CG301
CG321 CG301
CG3RC1 CG301
CG301 CG314
CG301 CG314
CG301 CG314
CG321 CG314
NG3P1 CG314
CG324 CG321
CG2D1 CG324
CG2D1 CG324
CG205 CG3RC1
CG205 CG3RC1
CG205 CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG2RCO CG3RC1
CG301 CG3RC1
CG301 CG3RC1
CG314 NG3P1
CG314 NG3P1
CG2RCO 0OG3C51
DIHEDRALS
CG324 CG2D1
CG2D2 CG2D1
CG2D2 CG2D1
CG2D2 CG2D1
CG2D2 CG2D1
HGA4 CG2D1
HGA4 CG2D1
CG3RC1 CG205
CG3RC1 CG205
CG3RC1 CG205
CG3RC1 CG205
CG3RC1 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
CG321 CG205
0G2D3  CG205
0G2D3 CG205
0G2D3 CG205
0G2D3  CG205
0G2D3  CG205
0G2D3  CG205
CG2R61 CG2R61
CG321 CG2R61
CG321 CG2R61
0G311 CG2R61
0G311 CG2R61
CG2RCO CG2R61

365.00
330.00
305.00
222.50
222.50
200.00

CG324
HGA4
CG3RC1
0G2D3
CG321
0G311
CG3RC1
CG3RC1
CG321
CG3RC1
0G311
CG3RC1
0G311
0G311
CG321
NG3P1
HGAl
NG3P1
HGAl
CG3RC1
NG3P1
HGA2
CG3RC1
0G3C51
HGAl
CG301
CG321
CG3RC1
CG321
CG3RC1
CG324
HGP2
CG3RC1

CG2D2
CG324
CG324
CG324
CG324
CG324
CG324
CG321
CG321
CG321
CG321
CG321
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG2RCO
CG321
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48.
40.
35.
75.
45.
45
60.
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53.
53.
75.
53.
75.
75.
58.
40.
34.
40.
45.
58.
45.
45.
70.
110.
50.
62.
62.
70.
58.
53.
45.
30.
76.
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00
00
00
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.20

00
00
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70
35
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35
00
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00
35
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35
35
00
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HGAS
NG3P1
NG3P1
NG3P1
HGA2
NG3P1
HGA2
CG321
CG321
CG321
CG321
HGA2
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
0G3C51
0G3C51
0G3C51
0G3C51
HGAl1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
CG3RC1
0G3C51
HGA1
CG3RC1
CG2RCO
CG3RC1
CG2RCO
0G3C51
CG314

.5020
.5000
.5200
.5000
.5240
.4800

8558585 B335
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115.
.20
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111.
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113.
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111.
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108.
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00
00
60

00
00
00
00
00
00
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70
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50
00
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00
30
50
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50
70
00
00
00
00
70
50
00
20
80
05

.2000
.9000
.4000
.6000
.1200
.2000
.0000
.7500
.1800
.0650
.0300
.1000
.7500
.1800
.0650
.0300
.7500
.1800
.0650
.0300
.1000
.7500
.1800
.0650
.0300
.0000
.0000
.0000
.1000
.4000
.1000
.5800
.2300
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from
from
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from
from
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5B BBB3B38508

CG2D1
CG205

CG321,
CG321,

penalty= 1

penalty= 75

CG2RCO CG3C52, penalty= 20
penalty= 1

CG301
CG311
CG324

CG311,
CG3RC1
NG3P1,

, penalty= 8

penalty= 4

from CG2D2
from CG321
from CG321
from CG321
from CG2R61
from CG2R61
from CG2R61
from CG2RCO

CG2D1
CG2D1
CG205 CG321,
CG205 0G2D3,
CG2R61 CG32
CG2R61 0G31
CG2RCO CG3C
CG2RCO CG3C

cG321,
HGA4,

from CG2D1 CG321 HGA2,

from CG3RC1 CG3RC1 NG2R61,

from NG2R61 CG3C51 0G3C
from CG201 CG3C51 HGAIL,
from CG2R51 CG3C54 NG3P

penalty= 17
penalty= 17
penalty= 13.8
penalty= 13.8
1, penalty= 1.5
1, penalty= 1.5
52, penalty= 1.1
52, penalty= 1.1

penalty= 1
penalty= 48
51, penalty= 64
penalty= 19

2, penalty= 70.5

from CG2RCO 0OG3C51 CG3C52,

180.00
180.00
180.00
180.00
0.00
0.00
0.00
0.00
180.00
0.00
0.00
0.00
0.00
180.00
0.00
0.00
0.00
180.00
0.00
0.00
0.00
180.00
180.00
180.00
0.00
0.00
0.00
180.00
180.00
180.00
180.00
180.00
180.00

BB B3B335 B3B3B83B3B35B83583B838333835838333838383838338335835858

from
from
from
from
from
from

penalty= 1.1

.00 2.56100 ! n , from CG314 CG311l CG321, penalty= 8

.00 2.56100 ! n , from CG314 CG31l CG321, penalty= 21.8
from CG324 CG311 0G311l, penalty= 8.6

.00 2.56100 ! n , from CG321 CG31ll CG3RC1l, penalty= 8
from CG331 CG301 0G311l, penalty= 0.9
from CG3RC1 CG311 0G311l, penalty= 8

.16 2.56100 ! n , from CG301 CG311l CG321, penalty= 1
from CG321 CG314 NG3P2, penalty= 2.4

.53 2.17900 ! n , from CG301 CG31l HGAl, penalty= 1
from CG321 CG314 NG3P2, penalty= 0.6

.00 2.10100 ! n , from NG3P2 CG314 HGAl, penalty= 0.6

.16 2.56100 ! n , from CG321 CG321 CG324, penalty= 13.8

.00 2.10100 ! n , from CG2R61 CG324 NG3Pl, penalty= 21

from CG2R51 CG3C54 NG3P2, penalty= 70.5
from CG3RC1 CG3RC1l NG2R51, penalty= 52
.16 2.56100 ! n , from CG311l CG3RCl CG331, penalty= 2.1
.00 2.56100 ! n , from CG311l CG3RCl CG3RC1l, penalty= 1.
from CG324 NG3P1l CG324, penalty= 0.6
.00 2.07400 ! n , from CG324 NG3P1 HGP2, penalty= 0.6

CG321
CG2D2
CG2D2
CG2D2
CG2D2

CG2D1
CG2D1
CG2D1
CG2D1
CG2D1

CG2D2
CG321
CG321
CG321
CG321

HGAS,
0G311,
0G311,
0G311,
HGA2,

HGA4 CG2D1 CG321 0G311,

penalty= 17
penalty= 45
penalty= 45
penalty= 45

penalty= 1

penalty= 45

from HGA4 CG2D1 CG321 HGA2, penalty= 1

from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 13.8
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 13.8
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 13.8
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 13.8
from CG321 CG205 CG321 HGA2, penalty= 13.8
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 140
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 140
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 140
from CG321 CG205 CG321 CG321, penalty= 140
from CG321 CG205 CG321 HGA2, penalty= 75
from OG2D3 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from 0G2D3 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from 0G2D3 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from OG2D3 CG205 CG321 CG321, penalty= 148.
from 0G2D3 CG205 CG311 0G311l, penalty= 114
from 0G2D3 CG205 CG321 HGA2, penalty= 75
from CG2R61 CG2R61 CG2RCO CG3C52, penalty=
from CG2R61 CG2R61 CG2R61 CG321, penalty= 6
from CG331 CG2R61 CG2R61 CG331, penalty= 55
from CG2R61 CG2R61 CG2R61 0G311l, penalty= 6
from NG311 CG2R61 CG2R61 OG3R60, penalty= 7
from CG2R61 CG2R61 CG321 CG314, penalty= 1.

2

© © ® ®

© ® ® ®

1.1
1.5
.6
1.5
5.1
5
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CG2RCO CG2R61 CG321 HGA2 0.0020 6 0.00 ! n, from CG2R61 CG2R61 CG321 HGA2, penalty= 1.5
CG2RCO CG2R61 0OG311 HGP1 0.9900 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2R61 0OG31l HGP1l, penalty= 1.5
CG2R61 CG2RCO CG2RCO CG3RC1 6.5000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2RCO CG2RCO CG3C52, penalty= 1.1
CG3RC1 CG2RCO CG2RCO 0OG3C51 6.0000 2 180.00 ! n , from CG3C52 CG2RCO CG2RCO NG3C51, penalty= 37.1
CG2R61 CG2RCO CG3RC1 CG301 3.0000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 51
CG2R61 CG2RCO CG3RC1l CG321 3.0000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 51
CG2R61 CG2RCO CG3RC1 CG3RC1 3.0000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 61.1
CG2RCO CG2RCO CG3RC1 CG301 1.0300 3 180.00 ! n , from CG2RCO CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 51
CG2RCO CG2RCO CG3RC1l CG321 1.0300 3 180.00 ! n , from CG2RCO CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 51
CG2RCO CG2RCO CG3RC1 CG3RC1 1.0300 3 180.00 ! n , from CG2RCO CG2RCO CG3C52 CG3C52, penalty= 61.1
CG2R61 CG2RCO OG3C51 CG3RC1 0.3000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG2RCO OG3C51 CG3C52, penalty= 1.1
CG2RCO CG2RCO 0OG3C51 CG3RC1l 0.3000 2 180.00 ! n , from CG2RCO CG2RCO OG3C51 CG3C52, penalty= 1.1
CG321 CG301 CG314 CG321 0.2000 3 0.00 ! n, from CG321 CG301 CG311l CG321, penalty= 1

CG321 CG301 CG314 NG3P1 0.2000 3 0.00 ! n , from CG321 CG311l CG314 NG3P3, penalty= 9.5
CG321 CG301 CG314 HGAl 0.1950 3 0.00 ! n , from CG321 CG301 CG311l HGAl, penalty= 1

CG3RC1 CG301 CG314 CG321 0.1500 3 0.00 ! n, from CG321 CG311l CG311l CG3RC1, penalty= 9
CG3RC1 CG301 CG314 NG3P1 0.2000 3 0.00 ! n, from CG321 CG311l CG314 NG3P3, penalty= 23.3
CG3RC1 CG301 CG314 HGAl 0.1500 3 0.00 ! n, from CG3RCl CG311l CG311l HGAl, penalty= 9

0G311 CG301 CG314 CG321 0.1400 3 0.00 ! n, from CG311 CG311l CG311l 0G311l, penalty= 9.6
0G311 CG301 CG314 NG3P1 0.1950 3 0.00 ! n, from 0G311 CG311l CG324 NG3Pl, penalty= 12
0G311 CG301 CG314 HGAl 0.1950 3 0.00 ! n, from OG311 CG311l CG311l HGAl, penalty= 9

CG314 CG301 CG321 CG321 0.1950 3 0.00 ! n, from CG324 CG311 CG321 CG321, penalty= 8.6
CG314 CG301 CG321 HGA2 0.1950 3 0.00 ! n, from CG314 CG311l CG321 HGA2, penalty= 8

CG3RC1 CG301 CG321 CG321 0.1500 3 0.00 ! n, from CG3RCl CG311l CG321 CG321, penalty= 8
CG3RC1 CG301 (CG321 HGA2 0.1500 3 0.00 ! n, from CG3RC1l CG311l CG321 HGA2, penalty= 8

0G311 CG301 CG321 CG321 0.8000 3 0.00 ! n, from OG301 CG301 CG321 CG331, penalty= 5.9
0G311 CG301 CG321 HGA2 0.1600 3 0.00 ! n, from OG301 CG301 CG321 HGA2, penalty= 5

CG314 CG301 CG3RC1l CG2RCO 0.5000 4 180.00 ! n , from CG321 CG311l CG3RC1l CG3C52, penalty= 99
CG314 CG301 CG3RCl CG321 0.0500 3 0.00 ! n , from CG321 CG311l CG3RC1l CG331, penalty= 25.9
CG314 CG301 CG3RC1l CG3RC1 0.1500 3 0.00 ! n, from CG321 CG311 CG3RC1l CG3RC1l, penalty= 25
CG321 CG301 CG3RC1l CG2RCO 0.5000 4 180.00 ! n , from CG321 CG311l CG3RC1l CG3C52, penalty= 82
CG321 CG301 CG3RC1l CG321 0.0500 3 0.00 ! n, from CG321 CG311l CG3RC1l CG331, penalty= 8.9
CG321 CG301 CG3RC1 CG3RC1 0.1500 3 0.00 ! n, from CG321 CG311 CG3RC1l CG3RCl, penalty= 8
0G311 CG301 CG3RC1l CG2RCO 0.1580 3 0.00 ! n, from OG311l CG311l CG3RCl CG3C51, penalty= 82.4
0G311 CG301 CG3RCl CG321 0.1580 3 0.00 ! n, from 0G311l CG311l CG3RC1l CG331, penalty= 8.9
0G311 CG301 CG3RCl CG3RCl 0.4500 2 0.00 ! n, from OG311l CG311l CG3RC1l CG3RCl, penalty= 8
CG314 CG301 O0G311 HGP1 0.5000 1 0.00 ! n, from CG324 CG311 OG31l HGPl, penalty= 8.6
CG314 CG301 0G311 HGP1 0.7000 2 0.00 ! n, from CG324 CG311 0OG31l HGP1l, penalty= 8.6
CG321 CG301 0G311 HGP1 1.1300 1 0.00 ! n, from CG331 CG301 OG31l HGP1l, penalty= 0.9
CG321 CG301 0G311 HGP1 0.1400 2 0.00 ! n, from CG331 CG301 OG311 HGPl, penalty= 0.9
CG321 CG301 0G311 HGP1 0.2400 3 0.00 ! n, from CG331 CG301 OG31l HGP1l, penalty= 0.9
CG3RC1 CG301 0G311 HGP1 1.5000 1 0.00 ! n , from CG3RCl CG311l 0OG311l HGP1l, penalty= 8
CG3RC1 CG301 0G311 HGP1 0.3000 2 180.00 ! n , from CG3RCl CG311l 0G311l HGP1l, penalty= 8
CG3RC1 CG301 0G311 HGP1 0.5000 3 0.00 ! n , from CG3RCl CG311l 0OG31l HGP1l, penalty= 8

CG301 CG314 CG321 CG2R61 0.0400 3 0.00 ! n, from CG331 CG31l CG321 CG2R61, penalty= 3.7
CG301 CG314 CG321 HGA2 0.1950 3 0.00 ! n, from CG301 CG311l CG321 HGA2, penalty= 1

NG3P1 CG314 CG321 CG2R61 0.2000 3 0.00 ! n, from NG3P3 CG314 CG321 CG2R61, penalty= 1.5
NG3P1 CG314 CG321 HGA2 0.1950 3 0.00 ! n , from NG3P2 CG314 CG321 HGA2, penalty= 0.6
CG301 CG314 NG3P1 CG324 0.1000 3 0.00 ! n, from CG311l CG324 NG3P1l CG324, penalty= 5.2
CG301 CG314 NG3P1 HGP2 0.1000 3 0.00 ! n, from CG311l CG324 NG3Pl HGP2, penalty= 5.2
CG321 CG314 NG3P1 CG324 0.1000 3 0.00 ! n , from CG321 CG324 NG3P1l CG324, penalty= 4

CG321 CG314 NG3P1 HGP2 0.1000 3 0.00 ! n, from CG321 CG324 NG3P1 HGP2, penalty= 4

HGAl1 CG314 NG3P1 CG324 0.1000 3 0.00 ! n, from HGA2 CG324 NG3Pl CG324, penalty= 4

HGAl CG314 NG3P1 HGP2 0.1000 3 0.00 ! n , from HGA2 CG324 NG3Pl HGP2, penalty= 4

CG205 CG321 CG321 CG301 0.2100 1 180.00 ! n , from CG205 CG321 CG321 CG321, penalty= 1.8
CG205 CG321 CG321 CG301 0.3900 2 0.00 ! n, from CG205 CG321 CG321 CG321, penalty= 1.8
CG205 CG321 CG321 CG301 0.3500 3 180.00 ! n , from CG205 CG321 CG321 CG321, penalty= 1.8
CG205 CG321 CG321 CG301 0.1100 4 0.00 ! n, from CG205 CG321 CG321 CG321, penalty= 1.8
CG205 CG321 CG321 CG301 0.0900 6 180.00 ! n , from CG205 CG321 CG321 CG321, penalty= 1.8
CG3RC1 CG321 CG324 NG3P1 1.0000 3 0.00 ! n, from CG321 CG321 CG324 NG3P1l, penalty= 13.8
CG3RC1 CG321 CG324 HGA2 0.1950 3 0.00 ! n , from CG3RCl CG321 CG321 HGA2, penalty= 1

CG324 CG321 CG3RC1 CG2RCO 0.2000 3 0.00 ! n, from CG321 CG321 CG3RCl CG3C52, penalty= 91
CG324 CG321 CG3RC1 CG301 0.2000 3 0.00 ! n, from CG321 CG321 CG3RC1 CG331, penalty= 19.7
CG324 CG321 CG3RCl CG3RC1 0.1500 3 0.00 ! n, from CG321 CG321 CG3RC1l CG3RC1l, penalty= 17
HGA2 CG321 CG3RC1l CG2RCO 0.1950 1 0.00 ! n, from HGA2 CG321 CG3RCl CG3C52, penalty= 74
HGA2 CG321 CG3RC1 CG301 0.1900 3 0.00 ! n , from HGA2 CG321 CG3RC1l CG331, penalty= 2.7
CG2D1 CG324 NG3P1 CG314 1.7000 1 180.00 ! n , from CG2R61 CG324 NG3P1l CG324, penalty= 21.6
CG2D1 CG324 NG3P1 CG314 0.8000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG324 NG3P1 CG324, penalty= 21.6
CG2D1 CG324 NG3P1 CG314 0.5800 3 0.00 ! n, from CG2R61 CG324 NG3P1 CG324, penalty= 21.6
CG2D1 CG324 NG3P1 CG324 1.7000 1 180.00 ! n , from CG2R61 CG324 NG3Pl CG324, penalty= 21
CG2D1 CG324 NG3P1 CG324 0.8000 2 180.00 ! n , from CG2R61 CG324 NG3P1 CG324, penalty= 21
CG2D1 CG324 NG3P1 CG324 0.5800 3 0.00 ! n, from CG2R61 CG324 NG3P1l CG324, penalty= 21
CG2D1 CG324 NG3P1 HGP2 0.0400 3 0.00 ! n, from CG2R61 CG324 NG3P1l HGP2, penalty= 21
CG321 CG324 NG3P1 CG314 0.1000 3 0.00 ! n, from CG321 CG324 NG3P1l CG324, penalty= 0.6
HGA2 CG324 NG3P1 CG314 0.1000 3 0.00 ! n , from HGA2 CG324 NG3Pl CG324, penalty= 0.6
CG205 CG3RC1 CG3RC1l CG2RCO 0.1500 3 0.00 ! n, from CG3C52 CG3RCl CG3RC1l NG2R61, penalty= 122
CG205 CG3RC1 CG3RC1 CG301 4.0000 3 0.00 ! n, from CG311l CG3RCl CG3RC1l CG321, penalty= 72.2
CG205 CG3RC1l CG3RC1l CG321 0.1500 3 0.00 ! n, from CG321 CG3RCl CG3RC1l CG321, penalty= 71
CG2RCO CG3RC1 CG3RC1 0OG3C51 1.2000 3 0.00 ! n, from CG3C52 CG3RC1l CG3RC1l 0OG3C51, penalty= 74
CG2RCO CG3RC1 CG3RC1 HGAl 0.1500 3 0.00 ! n , from NG2R51 CG3RC1l CG3RC1l HGAl, penalty= 52
CG301 CG3RC1l CG3RC1 0OG3C51 1.2000 3 0.00 ! n , from CG3C52 CG3RC1l CG3RC1l 0OG3C51, penalty= 31
CG301 CG3RC1 CG3RC1 HGAl 0.1500 3 0.00 ! n, from CG311 CG3RCl CG3RC1l HGAl, penalty= 1.2
CG321 CG3RC1 CG3RC1 0OG3C51 1.2000 3 0.00 ! n, from CG3C52 CG3RC1l CG3RC1l 0OG3C51, penalty= 31
CG205 CG3RC1 OG3C51 CG2RCO 0.3100 1 180.00 ! n , from CG2R51 CG3C52 OG3C51 CG2R53, penalty= 70.5
CG205 CG3RC1 0G3C51 CG2RCO 0.2800 6 0.00 ! n, from CG2R51 CG3C52 OG3C51 CG2R53, penalty= 70.5
CG3RC1 CG3RC1 0G3C51 CG2RCO 0.7300 3 0.00 ! n, from CG3C52 CG3C52 OG3C51 CG2R51, penalty= 62.1
HGAL CG3RC1 0OG3C51 CG2RCO 0.3000 3 0.00 ! n , from HGA2 CG3C52 OG3C51 CG2RCO, penalty= 20
IMPROPERS

CG205 CG321 CG3RC1 0G2D3 70.0000 O 0.00 ! n , from CG205 CG321 CG321 0OG2D3, penalty= 7.5

A.5.4 DAMGO

* Topologies generated by
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is the highest penalty score of the associated parameters.
Penalties lower than 10 indicate the analogy is fair;
and 50 mean some basic validation is recommended; penalties higher than
50 indicate poor analogy and mandate extensive validation/optimization.

penalties between 10
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0G2D1 CG201
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! mydock , from CG311 NG2S1
107.00 ! mydock , from CG201
113.50 ! mydock , from CG321
108.00 ! mydock , from NG2S1
119.50 ! mydock , from CG201
121.00 ! mydock , from CG331
0.6000 1 0.00 ! mydock
0.0000 1 0.00 ! mydock
2.6000 2 180.00 ! mydock
2.6000 2 180.00 ! mydock
0.2000 3 0.00 ! mydock
0.2000 3 0.00 ! mydock
0.2000 1 180.00 ! mydock
0.2000 1 180.00 ! mydock
1.8000 1 0.00 ! mydock
1.8000 1 0.00 ! mydock
0.0000 1 0.00 ! mydock
0.4200 3 0.00 ! mydock
0.2000 3 0.00 ! mydock
0.4200 3 0.00 ! mydock
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IMPROPERS
CG201 CG314 NG2S1 0G2D1 120.0000 © 0.00 ! mydock , from CG201 CG311l NG2S1 0G2D1l, penalty= 0.1

A.6 Calculos de energia libre alquimicos

Para el célculo de la energia libre usando esta metodologia tiene en cuenta que:

(P)sol + (L)gas - (P L)sol AGI(J);Z)ltel’na
(L)so1 = (L)gas AG&;L?a

(P)sol + (L)sol - (P L)sol 051 001
AGU:ién = AGP;:)teina - AGX;ula

Proteina Ligando Complejo
(P) (L) (P--L)

01 MY
AGUnit.')n
+ 'Lelecwdw

Sol ==

P

Sol R o 2
elec+vdw
P o L Sol

A 0—1
Proteina

vdw 0-1
‘Lsm A 'Agua

Res = vdw
ey L

P

Sol Sol

0-1

Figura A-1. Ciclo termodindamico para el computo de la energia libre absoluta alquimica (AGy,is, =
AGY L i — AGE,;;,,). Representados en dos sistemas en el que el ligando se acopla/desacopla rodeado

de moléculas de agua (AGpgye) y otro acoplando/desacoplando en un complejo proteina-ligando

(AGproteina)- Los superindices indican hacia que lugar toma sentido las interacciones en donde el “0”
representa el estado del ligando no interactuante y “1” al ligando interactuando totalmente con el sistema.
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1-0 0—1 . . . . .
AGprptein Y AGproteing SON la energias hbrei roelac1ona0dai al desacoplamiento y al acoplamiento del
- -

ligando en la proteina, respectivamente. AGyg,q ¥ AGagyq son las energias libres relacionadas a la

0-1

desolvatacion y solvatacion del ligando en agua, respectivamente. AGy,isn

entre proteina y ligando.

es la energia libre de union

Segun lo demostrado por Gilson y colaboradores (Gilson et al., 1997) puede considerarse un sistema de
un ligando dentro de la proteina como:

_ L SUA 1,100 75) Oy v, &
(0-1) » oy LS Ts p-l pocket A
AG L= —1dA —=RTIn|—— RTL (—) RTL (—)

Protein J;) ( SA )1.1(53)—1 n (Gpal) + n Vo + n 872

+P0(VI’_VP—I) (154)
154

Op-1» Op Y 0; €s el nimero de simetria para el complejo proteina-ligando, proteina y ligando,
respectivamente. I(€5) = 1 es la funcion de paso que define el complejo, en este caso cuando el ligando
estd cerca al sitio activo. U (/1, T, 11,6, l,rs) es la energia potencial dependiente de la etapa de
desacoplamiento 4, las posiciones de la proteina, ligando y entorno (7, 1; y ), la posicion del ligando
segun tres coordenadas cartesianas externas y tres angulos de Euler relativas a la proteina, llega a ser
coordenadas internas del complejo (. I7p y Vp_l son los volimenes parciales de la celda cuando se
encuentra solo la proteina y cuando esta el complejo proteina-ligando, respectivamente. V° es el volumen
estandar. P es la presion estandar. {4 son tres angulos de Euler cuando se restringe al ligando en el sitio
activo.

El tercer y cuarto término de la ecuacion anterior se expresan para hacer la correccion cuando se ha hecho
restriccion para que el ligando se mantenga cerca del sitio activo o cuando se hacen restricciones para que
no rote libremente en este mismo sitio, respectivamente. Las restricciones aportan a la energia por lo que
hay que restarle esa energia. En nuestro, caso la correccion tendra la forma del tercer término de la
ecuacion.

El altimo término de la ecuacion es una correccion cuando hay un cambio de volumen en el sistema luego
de desacoplar al ligando, el cual siempre se espera sea despreciable.

A.6.1 Interacciones desacopladas en los sistemas estudiados

Las interacciones desacopladas seran vistos desde los potenciales entre 4tomos no enlazantes (tanto
potenciales electrostaticos y potenciales de interacciones de Vdw) entre cada dtomo del ligando y cada
atomo del entorno (4tomos de moléculas de aguas, proteina, lipidos y iones). Para el caso de sistemas
solvatados los atomos del entorno s6lo corresponden a los de moléculas de agua e iones del ambiente.
Como ejemplo se presenta el acoplamiento de la herkinorina-D-ICM-1, morfina+Na® y DAMGO-D-ICM-
24 en ausencia de sodio, observado en las Figuras A-2 y A-3.
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\/ ligando-agualion
V ligando-agualion ligando-agualion

Vdw,

¢ S 2 'S

Figura A-2. Interacciones acopladas/desacopladas para el sistema receptor opioide mu y ligando herkinorina.
A) Representa el estado donde no hay interacciones vistas con potenciales entre atomos no enlazantes. B)
Representa el estado donde se acoplan las interacciones de Vdw vistas con potenciales Vya, entre dtomos
de cada grupo del sistema. B) Representa el evento de acoplar las interecciones electrostaticos vistas como

potenciales V. entre atomos de cada grupo del sistema, todo esto luego de que estan acoplados todos los
Vde-
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Figura A-3. Etapas en el acoplamiento de las interacciones tipo Van der Waals (Vdw) y electrostdticas (Elec) en
el complejo receptor-ligando de los sistemas representativos. Desde () < Etapa < 20 los potenciales que
representan las interacciones de Vdw son acoplados (0 < 1; < 1), mientras que los potenciales de
interacciones Elec se encuentran apagados (2; = 0). Para 20 < Etapa <40 se acoplan los potenciales que
representan las interacciones Elec (0 < J; < 1), mientras los potenciales de interacciones de Vdw se
encuentran encendidos (J; = 1). A) Es la configuracion de herkinorina-D-ICM-1. B) Morfina+Na". Y C)
DAMGO-D-ICM-24 sin sodio alostérico.
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A.6.2 Método de BAR

El método de Bennett acceptance ratio (BAR) es una técnica de ajuste de curva que introduce a métodos
de distribucion de solapamiento, se trata de una interpolacion entre dos estados consecutivos uno final 4,
y uno inicial A; con la cual se puede calcular la diferencia de energia libre entre estos estados (Bennett,
1976, Klimovich et al., 2015). Para los ensambles NPT puede llegarse a la siguiente expresion que calcula
la diferencia de energia libre:

(fWU; —Uz + O
AG " In <(f(U2 - C)>/’11> +C (164)
Aqui, f'es la funcion de fermi:
f(x)= (174)

1 + exp(fx)

Donde U(qy, ..., qy) es la funcion del potencial de un sistema de N grados de libertad configuracionales.

AG#*71 1a energia libre de Gibbs entre dos estados consecutivos. § = 1/kT, k es la constante de
Boltzmann y 7 la temperatura en unidades Kelvin.

El valor de C es determinado iterativamente hasta (f(U; — U + )y, = (f(U; —U; —C)),,. La
diferencia de energia entonces sera (de Ruiter et al., 2013):

AGY~M = —g~1In (%

A1

) +C  (184)

En la anterior ecuacion ny, y n,, son el nimero de muestras para el estado 4, y A,, respectivamente.

La varianza (62) con la cual puede extraerse el valor estindar (o) de la simulacién individual debe estar
daba por la siguiente expresion (Bennett, 1976):

, AFGPW, —(f)E,  (F0]1P), — (F(=x))3,
7= m (f )3, " m, (f (=), (154

x=[U,—U, —C] (204)

Asi, la energia libre del sistema cuando el ligando estd en la proteina o cuando estd en agua serd la
sumatoria de las diferencias de las energias libre entre todos los pares intermediarios entre los dos estados
finales.
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A.7 Analisis de modos funcionales (FMA)

Segun los creadores de esta rutina (Hub et al., 2009), el analisis de modos funcionales (FMA) tiene como
objetivo detectar el movimiento colectivo que esta directamente relacionado con una funcion particular
de una proteina. Basado en un conjunto de estructuras con una “cantidad funcional” arbitraria que
cuantifica el estado de la proteina. La técnica detecta el movimiento colectivo que se correlaciona
maximamente a la cantidad funcional.

Esto dado una trayectoria X(t) € R3Y, de 4tomos en una proteina, esqueleto del receptor (-N-Co-CO-),
etc. Donde X(t) denota las 3N coordenadas cartesianas de N atomos en tiempos t. Los movimientos se
pueden relacionar a una funcion f(t) para los atomos seleccionados. Como punto de partida para un
movimiento correlacionado méximamente (MCM) se tiene que encontrar un vector colectivo normalizado
a € R3Y tal que el movimiento a lo largo de @ esté maximamente correlacionado a la funcién f(t). El
MCM es una proyeccion relacionada a:

Pa(t) = [X() =(X)]-a  (214)

Correlacionando p,(t) con f(t) por ejemplo a través del coeficiente de correlacion de Pearson definido
como:

R = M (224)
O'fO'a

Donde cov(f,p,) es la covariancia entre la funcién f(t) y la proyeccion p,(t). o5 y g, son las
desviaciones estandar de la funcion y la proyeccion, respectivamente.

Siguiendo, hay que reducir dimensiones y una forma de hacerlo es a través de analisis de componentes
principales (PCA), para esto se debe diagonalizar la matriz de covarianza:

Cij = (i — D (x = (x;)))  (234)
Dado 3N coordenadas cartesianas x;(t) con (i = 1,2,3,...,3N).

El procedimiento da un conjunto de 3N vectores propios ortonormales e; con sus correspondientes valores
propios 7. Ahora la proyeccion:
pi =[XO —X)]-e  (244)

Es llamada el i-esimo componente principal (PC) y cuantifica la posicion de la proteina a lo largo del i-
esimo vector. Para simulaciones de proteinas, los primeros 10-20 PCs con mayores valores propios
describen la mayor parte (80-90%) del movimiento de las fluctuaciones del cuadrado medio (RMSF). Asi,
se escoge un conjunto de vectores que puedan construir un conjunto de base para a. Esto de la forma:

a;e; (2514)

-
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a; son las coordenadas de a respecto al conjunto los primeros d vectores propios base {e;}.

Ahora al maximizar R, se obtiene un modelo cuantitativo de f(t) respecto a los PCs p;(t), que puede
verse como:

d
m(©) = (N+ ) Blp@®© - @] (264)

Ahora si se asume que a = Y&, a;e; fue optimizada tal que p,(t) = Y&, a;p;(t) esta maximamente
correlacionado a f(t) desde la medida de R. Se puede fijar a; y p,(t) cuatificar el estado funcional de la
proteina. En los ensambles de entrada p, varia entre su minimo pI*" y su maximo pI***. Ahora para
definir un movimiento correlacionado maximamente del ponderado del ensamble (ewMCM) se selecciona
un p, fijo y arbitrario denotado como p; € [p{l”i", p{{lax]. Considerando también el desplazamiento
colectivo (v*) mds probable desde una estructura promedio (X) genera el estado funcional p,

representado como:
P(v*) » max, v'-a=p; (264)

Esto también se restringe al subespacio expandido por los primeros d vectores propios {e;}. Entonces el
ewMCM puede escribirse como v* = Y%, p;(t)e; y la condicién reescrita como:

da
P(pi,,p2) > max, ) api=ps  (274)

i=1

P(pi, ..., py) es la probabilidad del conjunto particular de PCs pj, ..., pg, éste se puede aproximar a:

d d
. _ ISl
P(pi, ...,pa) = ﬂPi(pl-) ~ Ny 'exp (—— —l> (284)
i=1

2 Luof
=1

Con esta aproximacién la maximizacion de P(pj, ..., p;;) usando la restriccion Y&, a; p; = p;, puede
resolverse con multiplicadores de Lagrange, teniendo:

. wol . (294)
pi = —rt—pl
l ?:1(ajaj2)

Asi, los componentes @; de MCM son ponderados segin la varianza o/ de p; del ensamble dado.
Justificando el término de ensamble ponderado (ewMCM). Las estructuras pueden representar en

programas de visualizacion molecular desde X = (X) + Y&, pre;.
Una ventaja de ewMCM es que puede ser mas dependiente del mapa energético de una proteina dada,

mientras que MCM no. MCM es un movimiento paralelo de la proyeccion respecto de a lo hace mas
restringido.
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Anexo B

B.1 Interacciones de ligando-proteina segan MOE

Las siguientes son las leyendas de las interacciones del diagrama en dos dimensiones realizado para las
configuraciones receptor-ligando

O polar > sidechain acceptor O solvent residue ©@arene-arene
O acidic <+ sidechain donor O metal complex ©@Harene-H

O basic - backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
O greasy “* backbone donor metal contact

-~ proximity - ligand C\‘ receptor

- contour exposure - contact

Figura B- 1. Tipos de interacciones que se computan en el calculo de proteina-ligando del programa MOE.
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B.2 Mutaciones reportadas en el receptor opioide Mu.

Tabla B- 1. Listado de mutaciones en los aminodcidos importantes en el receptor opioide Mu.

peptidicos. La morfina decrece
su afinidad y actividad.

Residuo Numeraciéon | Aminoacido | Mutacién | TM Efecto Referencia
natural
Disminuye la afinidad en
DAMGQO, la morfina y etorfina. :
114 2.50x50 D A TM2 | Lanaloxona no disminuye (Challkrabartl et
dramaticamente. Diprenorfina al., 1997)
aumenta levemente.
Disminuye actividad efectiva
114 2.50x50 D N TM2 | para el fentanil y analogos. (llgg;et al,
También la morfina y otros. )
Restaura la afinidad de (Pil et al.,
114 2.50x50 D N TM2 | DAMGO cuando esta mutado
N332D. 2003)
- Involucrado en la selectividad (Minami et al.,
127 (rata) 2.63x63 N K ™2 de DAMGO hacia MOR. 1996)
Reduce dramaticamente la
147 3.39%32 D A ™3 act1v1d’ad efectiva para la (Befort et al.,
mayoria de compuestos 1996)
estudiados, no todos.
Produce incremento de 3 a 20
unidades en la afinidad para
agonistas opioides morfina,
150 3.35x35 N A TM3 | DAMGO, fentanil, JOM-13, %%nsour etal,
etc. Con ningun cambio en la 7)
afinidad de antagonistas como
la naloxona, naltrexona, etc.
R . Lo q (Claude-
196 4.54x54 S A T™4 espuestas analgésicas usando Geppert ef al.
La naloxona y nalorfina. >
2005)
Aumenta actividad agonista
para DAMGO y nalorfina. La (Claude-
196 4.54x54 S L TM4 | naloxona se convierte de Geppert et al.,
antagonista a agonista parcial. 2005)
Disminuye para diprenorfina.
No esta envuelto en puentes hah :
R . . restanifar
2357 (rata) | 5.41x42 C S TM4 | disulfuros con el ligando (Shahrestanifa
estudiado. et al., 1996)
Decrece afinidad de la
naloxona. Es preferido por )
297" (rata) | 6.52x52 0 Q T™e | ligandos peptidicos. La morfina (Spivak et al.,
no tiene preferencia muy 1997)
notoria en la afinidad pero su
actividad se ve disminuida.
Decrece afinidad de la
naloxona. Afinidad y actividad : :
297" (rata) | 6.52x52 H N TM6 | efectiva disminuida en ligandos Spivak (Spivak

etal., 1997)
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Esta implicado en selectividad

(Jones et al.,

303*(rata) | 6.58x58 K E TM6 | de MOR para los compuestos 1998
estudiados. )
Reduce actividad efectiva para
318 7.35x34 Y Y TM7 | la morfina y la morfina-6- gg})elns etal.,
glucuroénido. )
Mejora la actividad para la
morfina y morfin-6- (Ulens et al.,
glucurénido en presencia de 2001)
319 7.36x35 H Y ™7 W318Y. (Seki et al.,
Selectividad para DAMGO 1998)
hacia MOR respecto KOR
Decrece la afinidad para los
319 7.36x35 H A TM7 | ligandos estudiados, excepto (1139)51 etal,
bremazocina. )
No esta envuelto en puentes :
321%(rata) 7.38x37 C S disulfuros con el ligando (Shgllhrle ;'[9216nlfar
estudiado. etal., )
Decrece la afinidad para la (Pil et al.,
326 7:43x42 Y F ™7 morfina, DAMGO y el fentanil. | 2003)
La naloxona exhibe agonismo (Claude-
327 7.44x43 T A TM7 | total cuando también esta Geppert et al.,
S196L. 2005)
Aumenta la actividad agonista )
en la morfina, fentanil y f- (Pil et al.,
329 7.46x46 S A ™7 hidroxifentanil. Decrece en 2003)
DAMGO.
La naloxona exhibe agonismo (Claude-
330 7.47x47 C S TM7 | total cuando también esta Geppert et al.,
S196L. 2005)
Elimina la actividad de (Pil et al.,
332 7.49x49 N D ™7 DAMGO 2003)

Todas las mutaciones son en el receptor de la secuencia Mus musculus. Cuando se indique (rata) se reporta
resultados usando la secuencia de rata Rattus norvegicus.
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Anexo C

C.1 Publicaciones

Capitulos de libros

Marmolejo AF, Medina-Franco JL, Giulianotti M, Martinez-Mayorga K. “Interaction Fingerprints and
Their Applications to Identify Hot Spots”, G Protein-Coupled Receptors in Drug Discovery: Methods and
Protocols, Marta Filizola (ed.), Springer Science+Business Media, New York, 2015, pp:313-324.

Articulos cientificos

Marmolejo-Valencia AF, Martinez-Mayorga K. “Allosteric modulation of the mu opioid receptor by
herkinorin, a potent not alkaloidal agonist”, RSC Advances, 2016, en revision.

C.2 Eventos cientificos

12" German Conference on Chemoinformatics, noviembre 6-8, 2016. MARITIM Hotel am
Schlossgarten, Fulda Alemania. Cartel Allosteric Modulation of the mu Opioid Receptor by Herkinorin a
Computational Study.

Simposio Frontiers in Computational Chemistry 2016, agosto 24-26, 2016. Auditorio A, Facultad de
Quimica, Ciudad Universitaria, Universidad Nacional Autobnoma de México, Ciudad de México, México.
Cartel Docking, Molecular Dynamics Simulations and alchemical Free Energy Studies of Herkinorin into
the Mu Opioid Receptor.

Simposio. Ciclo de conferencias y actividades académicas en la celebracion de los 75 afios del instituto
de quimica, abril 5-8 ,2016. Torre de Ingenieria, Ciudad Universitaria, Universidad Nacional Autébnoma
de México, Ciudad de México, México. Cartel Functional selectivity at the mu opioid receptor revealed
by molecular dynamics simulations and free energy calculations.

C.3 Cursos impartidos

Taller. Quimica: "Una ventanilla a la quimica contempordnea”, julio 25-31, 2016. Centro de
Investigacion en Matematicas, Guanajuato, México. Taller de Ciencia para Jovenes.
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