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Resumen

El canal idnico Transient Receptor Potential Melastatin 8 (TRPMS8) es un termocanal sensible a las
bajas temperaturas, que se encuentra principalmente en neuronas sensoriales primarias de los ganglios
trigéminos y dorsales. Se ha visto involucrado en hipersensibilidad al frio en contexto de dolor crénico al dafar
los nervios periféricos o por el uso de farmacos quimioterapeuticos para tratar algunos tipos de cancer. El
objetivo principal de este trabajo es la busqueda de antagonistas no competitivos del canal que podrian aliviar
los sintomas de la neuropatia periférica. Para este fin se construyé un modelo del canal TRPM8 a partir del de
otro miembro de la familia TRP, TRPV1 cuya estructura ha sido estudiada por crio-electromicroscopia de
particula unica. El nuevo modelo de TRPM8 construido por homologia se utilizd para realizar cribado virtual
computacional enfocado hacia la busqueda de sitios de union para los ligandos, entre sitios ya conocidos como
el del mentol o la icilina, ademas de los giros extracelulares. Los resultados obtenidos indican que un grupo de
ligandos que comparten similitudes estructurales tiende a unirse a residuos del sitio de mentol, mientras que
otro, a los giros extracelulares y al sitio de la icilina. Dicha preferencia podria explicarse por la diferente
estructura quimica de los distintos ligandos y el entorno quimico de los sitios de unién. A pesar de ello se
necesitara un estudio posterior que profundice mas en el comportamiento del canal tras la interaccion con el
efector.

The ionic channel Transient Receptor Potential Melastatin 8 (TRPM8) is a termochannel sensible to
low temperatures that is primarily localized on primary sensory neurons of the trigeminal and dorsal ganglia. It
has been seen to be involved in hypersensitivity to cold in a chronic pain context during the harm of peripheral
nerves or by the usage of chemotherapeutic drugs for the treatment of different types of cancer. The principal
objective of this work is the search of non-competitive antagonists of the channel which might ease the
symptoms of the peripheral neuropathy. In order to achieve it, a model of the TRPMS8 channel was built from
the model of another member of the TRP family, TRPV1, whose structure was studied by single-particle cryo-
electromicroscopy (cryo-EM). The new model of TRPMS8 built by homology was used to perform a
computational virtual screening focused on the search of binding sites for the ligands, from sites already
known, as the one of menthol, icilin or the extracellular loops. The obtained results indicate that a group of
ligands that have structural similarities join to the menthol binding site, while others, to the extracellular loops
or the icilin binding site. This preference can be explained due to the chemical structure of the different ligands
and the chemical environment of the binding sites. Nevertheless, a more profound study is needed, which

should center on the behavior of the channel after the interaction with the effector.
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1. Introduccion

1.1. La familia de canales TRP

1.1.1 Generalidades

Los canales TRP (Transient Receptor Potential) son canales idnicos no selectivos a cationes que median
el flujo de ca™ y Na* a través de la membrana celular. En las células excitables, la apertura de los canales TRP
causa una despolarizacion en la membrana lo que facilita la generacién de potenciales de accién. Por otra
parte, en células no excitables causan la entrada masiva de ca” que actla como mensajero, activando distintas
rutas de sefializacién intracelulares. Debido a la gran diversidad de mecanismos de apertura que presenta, esta
familia de canales tiene un papel importante en la fisiologia sensorial, incluyendo el gusto, visidn, olfato, oido,
tacto, nocicepcion, osmo y termocepcidn.

Los canales TRP comparten homologia de secuencia, lo que sirve para clasificarlos. Existen 7
subfamilias de canales TRP. Entre ellas estan TRPA (Ankyrin) cuyo nombre se debe a las numerosas repeticiones
de anquirina en el extremo N-terminal del canal, TRPP (Polycystin), también conocida como proteina de la
enfermedad de los rifiones poliquisticos. TRPML (Mucolipin) se relaciona con la mucolipidosis tipo IV,
enfermedad neurodegenerativa relacionada con el almacenamiento lisosomal. TRPN (No-mechano-potential C
channel) esta ausente en mamiferos y sélo aparece en un vertebrado, el pez cebra. TRPC (Canonical) fue el
primer canal TRP encontrado en mamiferos. TRPV (Vanilloid) cuyo primer ligando encontrado fue la capsaicina,
un compuesto vanilloide y finalmente, TRPM (Melastatin) que recibe el nombre del primer miembro
encontrado de esta subfamilia, llamado melastatina.

En cuanto a la estructura de los canales TRP, estos presentan 6 segmentos transmembrana (51-56) con
largas terminales N y C, intracelulares. La mayoria forman homotetrameros que dan lugar a poros permeables
a cationes. La activacion de los canales TRP puede estar modulada por voltaje, ligandos, temperatura o
estimulos mecdnicos, aunque existen algunos que estdn constitutivamente activos. Ademads, existen canales
TRP polimodales lo que significa que pueden ser activados por varios estimulos diferentes.

Las enfermedades relacionadas con los canales TRP son de dos tipos. Las canalopatias causadas por un
malfuncionamiento del canal y las enfermedades en las que estan involucrados dichos canales al ser la diana
natural de toxinas o productos irritantes e inflamatorios. La desregulacion de los canales TRP, tal como su
desensibilizacidn o cambios en el nUmero de canales expresados, puede conllevar a estados patoldgicos. Las
enfermedades causadas por una disfuncidon o desregulacion hacen de los canales TRP dianas prometedoras

para una modulacién farmacoldgica.

1.1.2. Canales termoTRPs y termotransduccion

Los canales idnicos termosensibles, presentes en las terminaciones nerviosas de las neuronas
sensoriales periféricas que inervan la piel y las mucosas, son cruciales para la percepcion de la temperatura. Los
canales TRP sensibles a la temperatura tienen una gran dependencia hacia ésta y por eso reciben el nombre de

termoTRPs. Entre estos canales se encuentran aquellos activados por el calor como algunos de la subfamilia
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TRPV y TRPM, y otros activados por el frio, entre ellos TRPA1, TRPC5 y TRPMS8. Entre todos, presentan un
umbral de activacion que va desde el frio mas insoportable hasta el calor quemante.

Son las fibras periféricas aferentes de las neuronas sensoriales las que detectan los estimulos
sensoriales por todo el cuerpo, y se encargan de transmitir la informacion recibida hasta el sistema nervioso
central. Las aferentes sensoriales periféricas de los ganglios trigéminos inervan todos los tejidos de la cabeza y
tienen la misma funcion. Las fibras aferentes periféricas forman tres grupos distintos basados en la velocidad
de conduccidn de los estimulos. Las fibras AR con gruesas capas de mielina tienen una velocidad de conduccién
alta. Las fibras tipo I y Il A con capas finas de mielina tienen una velocidad inferior. Finalmente, las fibras C sin
mielina son las que presentan la velocidad mas baja de conduccién de los estimulos. La termocepcion en
mamiferos estd mediada por las fibras A8 y C. Las C conducen los estimulos procedentes del calor moderado y

el frio doloroso, mientras que las AS, el frio moderado. Las AS tipo | transmiten estimulos de calor doloroso.

1.1.3. Subfamilia de canales TRPM

La estructura de los canales TRPM se diferencia de algunas de las demas subfamilias TRP por el hecho
de presentar en el extremo C-terminal una region altamente conservada de 23-25 aminoacidos que recibe el
nombre de dominio TRP. Ademds, en el extremo N-terminal no presentan repeticiones multiples de anquirina a
diferencia de otras subfamilias.

Algunos miembros de la familia TRPM como TRPM4 y TRPMS5 se caracterizan por ser impermeables al
ca”™, permeando soélo cationes monovalentes. Ambos miembros y ademas TRPM2 y TRPM3 se expresan en
células beta pancreaticas productoras de insulina. La reduccion de su expresion reduce la secrecién de insulina
inducida por glucosa. TRPM5 ademds participa en la transduccion de las sefiales producidas por el sabor dulce,
amargo y umami.

Finalmente, TRPMS8 es un sensor de temperaturas en un rango de frescor cémodo hasta frio doloroso.

Este es el canal en el que se centra el presente trabajo y se desarrollard mas ampliamente a continuacién.

1.1.4. El canal TRPMS8

En 1951 fueron descubiertas evidencias sobre un receptor de frio y mentol presente en neuronas,
pero no fue hasta el 2001 cuando se clond un gen que presentaba altos niveles de homologia con proteinas
TRP y a la proteina resultante de 1104 aminoacidos se le dio el nombre de TRPP8. Mds tarde, en el 2002, se
renombré como TRPMS.

Como otros miembros de la superfamilia TRP, TRPMS estd constituido por 4 subunidades, cada una de
las cuales comprende 6 dominios transmembrana con un poro iénico entre S5 y S6. El C-terminal con 120
residuos es mas corto comparado con otros miembros de la familia TRPM. Contiene dominios coiled-coil
conservados que se piensa estan involucrados en la tetramerizacion del canal. El C-terminal fue determinado
como una parte esencial para el correcto funcionamiento del canal. En el C-terminal también esta ubicado el
dominio TRP, altamente conservado, que es responsable de los cambios conformacionales en el canal cuando
se le une algun ligando. El dominio TRP ademas contiene sitios de unidn para fosfolipidos de membrana,

requeridos para la activacion del canal.
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El TRPMS8 es un canal dependiente de voltaje, sin embargo, todavia no se conoce bien del todo la
posicidon exacta del sensor de voltaje. Algunos autores sugieren que depende de la interaccidn entre S4 y S5,
mientras que otros, entre S3 y S4.

El mecanismo de dependencia a la temperatura estd regulado por el extremo C-terminal ya que fue
observado que un cambio entre dichas regiones de los canales TRPM8 y TRPV1, cambia la dependencia a la
temperatura en TRPMS, haciéndolo sensible al calor.

El dominio N-terminal contiene unos 700 aminoacidos y 4 regiones TRPM homdlogas (MHR),
presentes en todos los miembros de la subfamilia TRPM. La principal funcién del N-terminal es la correcta
localizacion del canal en la membrana plasmatica. Ademas algunos de sus residuos son fosforilados por la
proteina quinasa A, regulando la actividad del canal. Los residuos de cisteina 929 y 940 forman un puente
disulfuro y también son esenciales para la actividad del canal. Dicho puente flanquea el sitio de glicosilacion del
canal, encontrandose en el residuo Asn 934.

En general, la actividad de la mayoria de proteinas (enzimas, canales idnicos) aumenta con la
temperatura, sin embargo en el caso de TRPM8 esto no sucede, activandose éste a temperaturas bajas. Para
explicar este suceso se propuso un modelo de dos estados en los que el grado de cierre es mas dependiente de
la temperatura que el grado de apertura del canal. De esta forma, a temperaturas bajas, el grado de apertura
permanece constante mientras que el de cierre disminuye, provocando la activacién del canal. Ademas, la
transicion del estado cerrado al estado abierto es dependiente de voltaje, activandose el canal a potenciales
mas positivos. Este modelo es vdlido para temperaturas de 10°C a 45°C, que se pueden dar en condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, este modelo no explica algunos resultados experimentales, y debido a ellos se
propuso otro, un modelo alostérico. Segun éste, los distintos dominios de la proteina actuan como sensores de
voltaje, temperatura y agonistas, y modulan la apertura y cierre del canal. Este modelo es mas complicado y
tiene en cuenta mayor cantidad de variables.

El canal TRPMS8 se encuentra principalmente en las neuronas sensoriales primarias, en concreto, una
poblacién de neuronas sensibles al frio, de pequefio y mediano diametro en los ganglios trigéminos y dorsales.
Las terminaciones periféricas de estas neuronas inervan la piel, lengua, paladar, dientes, cérnea, colon y vejiga.
TRPMBS8 se expresa en fibras C sin mielina y en fibras AS recubiertas de finas capas de mielina. También se ha
visto expresado en tejido broncopulmonar y tejido no nervioso, en la préstata, testiculos, tracto urogenital,
higado, pulmones, la capa muscular vascular, espermatozoides y adipocitos blancos. Finalmente, TRPM8 fue
encontrado en células tumorales neuroendocrinas y del melanoma.

En cuanto a la farmacologia de TRPMS8, éste se ha visto activado por distintos agonistas naturales
como el mentol y el eucaliptol, alcoholes ciclicos monoterpenoides, y compuestos sintéticos como la icilina,
geraniol, hidroxicitronelal, linalool y derivados sintéticos del mentol utilizados en la industria cosmética. Entre
los antagonistas del canal se encuentran el BCTC o el bloqueador no especifico de canales permeables al calcio,
SKF96365, clotrimazol y econazol. Los agonistas provocan un desplazamiento en la dependencia al voltaje hacia
potenciales mas negativos, facilitando la apertura del canal en condiciones fisioldgicas, mientras que los
antagonistas, causan un desplazamiento hacia potenciales mas positivos. En cuanto a los sitios de union de los

ligandos mencionados anteriormente cabe destacar que el residuo Tyr745 (S2) tiene un papel crucial para la

Pagina 5 de 50



union del mentol. Recientemente también se ha comprobado que los residuos cargados positivamente Arg842
y Lys856, que se encuentran en S4 y el bucle entre S4-S5, estan implicados también en dicha unién y activacidn
del canal (Voets et al., 2007). La principal interaccidn que estabiliza la unidn entre el mentol y el residuo Tyr745
es un puente de hidrégeno formado con el grupo hidroxi del ligando. Por otra parte, varios residuos apolares
(Val742, val743, Phe744, lle746, Ala747, Phe748, Leu749, Leu750 en S2 y Leu806 en S3), estan involucrados en
contactos hidrofébicos con el esqueleto de la molécula del mentol. La iclina por su parte, interacciona con los
residuos Asn799, Glu802 y Gly805 (S3) aunque también con Tyr745.

El pH intracelular modula la actividad de TRPM8. Un aumento del pH intracelular acentua la activacién
por frio e icilina, mientras que una disminucion en el pH dificulta este hecho. Por otra parte, la activacion
inducida por mentol es independiente del pH en un rango de 6.5 hasta 8.

La N-glicosilacion del residuo Asn934 facilita la segregaciéon de TRPMS8 en balsas lipidicas ricas en
colesterol. La disminucién de los niveles de colesterol estimula la activacidén del canal inducida por mentol y

frio.

1.1.5. Papel fisiolégico de TRPMS8; analgesia y cancer

Una de las principales funciones fisioldgicas que recibe el canal TRPMS8 es actuar como un sensor de
frio. Indiscutiblemente el canal es un transductor del frio indoloro, sin embargo, cuando se quiso comprobar su
funcién en la transduccién del frio extremo y doloroso, los resultados no fueron tajantes. Algunos grupos
obtuvieron resultados que indicaban este hecho mientras otros no. Finalmente se llego a la conclusion de que
el canal transmite los estimulos por frio extremo aunque existen otros canales idnicos que tienen la misma
funcién y contribuyen a la sensibilidad hacia este rango de temperaturas. Algunos ejemplos de dichos canales
son el TRPA1 y algunos canales de potasio.

En ratas y ratones se ha observado un papel termorregulador y de termo génesis del canal, para
controlar y mantener la temperatura corporal. La activacién del canal por agonistas como el mentol, el
eucaliptol o la icilina, produce un aumento en la temperatura corporal, hecho que no se ha observado en
animales TRPMS8 knock-out. Por otra parte, los antagonistas del canal producen un descenso en la temperatura
corporal en animales silvestres.

Otras funciones fisioldgicas son la vasoconstriccidn y vasodilatacién cuando el canal se expresa en el
tejido muscular vascular. Ademas su presencia en el tracto urogenital, en los testiculos o en el esperma sugiere
un papel en la fertilidad masculina. En los pulmones TRPM8 puede causar una constriccion de las vias
respiratorias al inhalar aire frio. Por ultimo, en la cérnea controla el flujo lagrimal basal.

TRPMS8 también estd involucrado en la hipersensibilidad al frio en el contexto del dolor crénico
causado por algun dafio fisico. Daflo en los nervios periféricos puede causar dolor neuropdtico periférico,
caracterizado por un incremento en la intensidad del dolor hacia estimulos ligeramente dolorosos
(hiperalgesia) o estimulos indoloros (alodinia). En pacientes con trastornos en los nervios periféricos, el frio
inocuo provoca sensaciones dolorosas. Un agente quimioterapéutico utilizado para tratar el cancer colorectal,
llamado oxaliplatino, causa hipersensibilidad hacia el frio lo que restringe las dosis y duracion de los

tratamientos. En ratones, una inyeccidon de oxaliplatino o un dafio constrictor créonico en el nervio ciatico,
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producen hipersensibilidad hacia el frio. Se ha observado que en ratones TRPM8 knock-out o tratados con
capsazepina, un bloqueador inespecifico de TRPMS8, o PBMC, antagonista de TRPMS8, atenuan dicha
hipersensibilidad.

Por otra parte, TRPM8 es el mediador principal de la hipersensibilidad hacia el frio inducida por
inflamaciéon. Esto se debe posiblemente a que TRPM8 es modulado por mediadores inflamatorios como
fosfolipidos, protones y bradiquinina.

A pesar de todo ello, aplicaciones tdpicas de mentol y ligeros enfriamientos focalizados se han
utilizado para mejorar el dolor crénico de espalda, el dental, el postoperatorio, el dolor muscular y para la
artritis. Esto sugiere que TRPM8 podria tener un papel importante en la analgesia. A pesar de que el mentol
puede actuar sobre varias dianas moleculares una de las cuales son los receptores GABA, la analgesia que
produce se ha comprobado que es a través de TRPMS.

El canal TRPMS8 se ha encontrado en tejidos de cancer de prdstata y se ha convertido en una diana
para la deteccidn y tratamiento del cancer. Recientemente se ha observado un aumento en los niveles de
ARNm del canal, en sangre y orina de pacientes con cancer de préstata en metdastasis. TRPMS8 se localiza en la
membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmatico de las células cancerosas de la préstata, donde
probablemente regule los niveles de Ca”" intracelular, necesarios para la viabilidad y proliferacion de las células
cancerosas. La inactivacion de TRPM8 por medio de un ARN de interferencia, ha dado como resultado una
disminuciéon en el grado de proliferacién de dichas células. Después del cdncer de prostata se han estudiado
otros tipos de cancer como el de mama, el neuroendocrino o el melanoma, en busca de TRPMS, vy
efectivamente se ha encontrado.

En resumen, TRPMS resulta ser una diana terapéutica prometedora, al estar involucrado en multitud
de estados patoldgicos y distintos tipos de cancer. La busqueda de moduladores eficaces permitiria tratar los
problemas de salud relacionados, ademdas de ayudar a entender mejor los mecanismos moleculares

involucrados.

1.2. Modelado por homologia

Dada la inexistencia de un modelo 3D del canal TRPMS8 hasta el momento y dada la importancia de
éste para realizar el presente trabajo, la primera tarea a llevar a cabo para seguir adelante fue modelar el canal
por homologia. Para ello se utilizé la estructura 3D existente del canal TRPV1 debido a la gran homologia
estructural entre ambos.

Uno de los mecanismos evolutivos es la duplicaciéon de genes asociada a mutaciones, lo que conlleva a
una divergencia y por tanto a la formacién de familias de proteinas relacionadas, con secuencias aminoacidicas
y estructuras 3D parecidas. Las proteinas que cumplen dichas premisas llevan el nombre de proteinas
homodlogas. En realidad, la secuencia de aminodcidos entre proteinas homdlogas esta menos conservada que la
similitud estructural entre ellas. Esto se debe a que las diferencias mas drasticas se encuentran en regiones de
la superficie de la proteina, los denominados bucles. En estas regiones incluso las propiedades fisicoquimicas
de las cadenas laterales pueden cambiar, sin embargo, en el interior de la proteina, los residuos varian con

menor frecuencia. Esto conlleva a la generacién de un nucleo comun, con las estructuras secundarias
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altamente conservadas entre las proteinas homdlogas. Las estructuras secundarias de proteinas homdlogas
pueden cambiar de longitud o moverse en relacidn una hacia la otra, pero en general una hélice-a no se
intercambia por una hoja-B, ni siquiera suele cambiar la orientacion de ésta. Los aminoacidos involucrados en
puentes salinos, enlaces de hidrégeno o puentes disulfuro es mas probable que estén conservados también. En
resumen, la conformacién general de las proteinas homdlogas esta altamente conservada durante la evolucion,
hecho que forma la base del modelado por homologia.

Si se tuviera que modelar una proteina cuya estructura se desconoce por completo y no se tiene
ninguna referencia de cdmo podria ser, se deberian buscar las secuencias aminoacidicas mas parecidas, y
modelarla segun la estructura de alguna de las proteinas encontradas. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que no todas las veces, la mejor opcidn, es la secuencia con mayor parecido, sino que tiene mayor importancia

el parecido estructural. El proceso tradicional de modelado por homologia comprende los siguientes pasos:

Busqueda de proteinas relacionadas con la proteina estudiada.

En este caso la secuencia que debe ser modelada pertenece a una familia de proteinas bastante
conocida. Sin embargo, para determinar qué miembro de las distintas subfamilias es conveniente utilizar para
el modelado habria que basarse en una técnica central utilizada para comparar secuencias aminoacidicas
denominada alineamiento de secuencias. Dicha técnica sirve para buscar en bases de datos para encontrar
secuencias relativas y para identificar regiones en las proteinas encontradas que estan conservadas, sugiriendo
de este modo que la proteina estudiada presenta también partes estructuralmente conservadas. Si las
secuencias son mas largas de 100 aminodcidos y tienen una identidad mayor al 25% es muy probable que estén
relacionadas. Si el grado de parecido estd comprendido entre 15-25% entonces la probabilidad de relacion
disminuye pero sigue existiendo. Sin embargo, si el parecido esta por debajo del 15%, es muy improbable que
las proteinas estén relacionadas. Debido al paso crucial que representa el alineamiento de secuencias para el
modelado por homologia, han sido desarrollados varios métodos y distintos programas que siguen siendo
perfeccionados. Uno de los primeros métodos fue el de Needleman y Wunsch cuya mayor ventaja es la
garantia de la deteccién final del mejor alineamiento global entre dos secuencias. Por otra parte, otras
aproximaciones buscan identificar el mejor alineamiento local y son importantes para la identificacion de
regiones altamente conservadas que estan dispersas en secuencias largas.

Durante la comparacion de dos secuencias, los procedimientos de alineamiento buscan duplicar el
proceso evolutivo que participa en la conversion de una secuencia en otra. Para esta operacidn se requiere un
esquema de puntuacion que dicta el peso de alinear un aminoacido con otro, denominada matriz. Las
puntuaciones de éstas se basan en propiedades fisicas, quimicas o estadisticas de los aminoacidos, donde las
altas puntuaciones indican que una determinada sustitucion es probable.

Hay que tener en cuenta que los alineamientos automaticos estan lejos de la perfeccidon y por eso
deben ser siempre comprobados para ver si son razonables. En dichas comprobaciones debe incorporarse toda

la informacidn sobre los distintos grados de organizacién de las proteinas (primario, secundario y terciario).
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Identificacidn y construccion de regiones estructuralmente conservadas (SCRs)

Existen regiones en las proteinas que pertenecen a una misma familia, que son casi idénticas en sus
estructuras 3D. Son las asi denominadas regiones estructuralmente conservadas (SCRs) que se corresponden
con las estructuras secundarias hélices-a y hojas-B, que permiten la asignacion de las coordenadas atdmicas
desde una proteina a otra que se pretende modelar.

Si se dispone de varias estructuras cristalograficas para asignar la estructura de una proteina de
interés, se pueden superponer las estructuras 3D de las proteinas molde en busca de SCRs. Esta superposicidon
es mas complicada porque a priori se desconocen las partes que deberian encajar perfectamente y por tanto,
hay que decidir qué atomos elegir para efectuar la superposicién. Normalmente se utilizan los C, y después, la
superposicion inicial se optimiza utilizando elementos estructurales secundarios. Hay que tener en cuenta que
las estructuras secundarias deben asignarse antes de la busqueda de SCRs. La forma mas facil para obtener
informacion acerca de la estructura secundaria es a partir de los archivos cristalograficos, como los PDB.
Ademas, existen programas para detectar elementos estructurales secundarios en base a caracteristicas
geométricas como el patron de enlaces de hidrégeno o los angulos diedros del esqueleto peptidico.
Finalmente, las SCRs determinadas deben tener secuencias idénticas o muy parecidas. Debido a la similitud

estructural de estas regiones, no se permiten huecos en las zonas conservadas.

Construccion de las regiones estructuralmente variables (SVRs)

Dichas regiones se corresponden sobre todo con los bucles superficiales, cuya construccidn es un reto.
Dependiendo del caso se debera seguir un método u otro. Una forma de conseguir modelar los giros es basarse
en un segmento de tamafio equivalente de una proteina homdloga. Distintos estudios han demostrado que en
proteinas homdlogas donde los giros de las regiones variables tengan la misma longitud y el mismo caracter
aminoacidico, tienen la misma conformacién, permitiendo la transferencia de coordenadas atdmicas de la
misma forma que para las SCRs.

Si no existen giros comparables, las SVRs se pueden construir a partir de segmentos peptidicos de
otras proteinas que encajan adecuadamente en la configuracién espacial de la proteina modelada y por tanto
cumplen con unos criterios geométricos determinados. Este método recibe el nombre de busqueda de bucles y
basandose en las distancias y coordenadas de referencia que le son proporcionadas, da como resultado varios
giros puntuados seguln lo bien que encajan en la estructura deseada. Este método tiene la ventaja de que todos
los bucles proporcionados tienen una geometria razonable, sin embargo no garantiza que el segmento elegido
encaje perfectamente en la estructura ya modelada de la proteina de interés, de forma que se pueden detectar
solapamientos estéricos importantes. Si esto sucede, la técnica de generacion de novo es la mejor opcidn.

Con esta aproximacidon se construye el esqueleto peptidico entre dos segmentos conservados
utilizando valores aleatorios para todos los angulos diedros del esqueleto. Existen varios algoritmos para
optimizar la estrategia de busqueda y minimizar el tiempo de cdlculo. A pesar de ello, esta técnica se utiliza

solo para giros formados por hasta 7 aminoacidos.
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Todos los giros generados por un método u otro, estdn lejos de la perfeccidn, por lo que es
conveniente realizar un refinamiento por medio de minimizaciones de energia que relaje las conformaciones

de los giros y elimine los choques estéricos.

Modelado de las cadenas laterales

La prediccién de las numerosas conformaciones de las cadenas laterales es un problema mucho mas
complejo que la prediccidon de la conformacion del esqueleto peptidico. Muchas de las cadenas laterales
poseen varios grados de libertad y por tanto pueden adoptar varias conformaciones energéticamente
permitidas. Se asume generalmente que residuos idénticos entre proteinas homdlogas adoptan
conformaciones similares. También cadenas de residuos de una misma pareja (Val e lle o GIn y Glu) adoptan
una misma orientacidn. Sin embargo, cuando los aminodcidos entre las proteinas homdlogas no coinciden y en
la proteina que se quiere modelar, la cadena lateral es mas larga que la del aminodcido correspondiente de la
proteina molde, la cadena lateral deberd adoptar una posicion aleatoria que evite contactos indeseados con
otras cadenas laterales. Existen librerias de rotdmeros construidas a partir de las combinaciones de las
posiciones anti- y gauche de cada cadena lateral. Seleccionar una conformacion a partir de la libreria puede
resultar problematica ya que no se tendra en cuenta la conformacién de la cadena lateral del aminoacido
correspondiente en la proteina homologa, ni el entorno local al que se enfrenta la cadena lateral.

Por otra parte, las posiciones de las cadenas laterales deberdn refinarse manualmente en casos
especiales cuando el aminoacido forma interacciones especificas como puentes disulfuro, puentes de
hidrégeno internos o puentes idnicos. También, cuando el aminoacido se encuentra en la superficie y es
totalmente accesible al medio. Igualmente, es conveniente utilizar la dindmica molecular para explorar la

region local del espacio conformacional y refinar la estructura.

1.3. Dinamica molecular

Los modelos proteicos derivados a partir de modelado por homologia necesitan un posterior
refinamiento de la estructura tridimensional. En general, las cadenas laterales y los giros proteicos generados
durante el modelado adoptan unas conformaciones que no se corresponden con estructuras razonables
energéticamente. Debido a la gran cantidad de 4tomos que supone una proteina, la Unica forma de conseguir
dicho refinamiento es mediante célculos de dindmica molecular. Este método se basa en las implicaciones de la
Mecanica Molecular donde los electrones y el nicleo de los 4&tomos no se incluyen explicitamente. La Mecanica
Molecular a diferencia de la Mecdanica Qudantica, considera que la composicion atdmica de las moléculas es una
coleccién de masas interactuando entre si por medio de fuerzas armdnicas. Los atomos se toman como esferas
de diferentes tamafios unidas entre si por muelles de distinta longitud. Para calcular la energia potencial del
conjunto de dtomos se utiliza la ley de Hooke.

F =—k&,

donde F es la fuerza ejercida en el muelle con el alargamiento 6 producido y k es la constante elastica.
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El objetivo principal de la dindmica molecular es reproducir el movimiento de una molécula,
dependiendo del tiempo. A intervalos regulares de tiempo, se resuelve la ecuacion de la segunda ley de
Newton:

Fi(8) = mya; (¢),
donde F; es la fuerza ejercida sobre el &tomo i a tiempo t, m; es la masa del atomo i y a; es la aceleracién del
atomo i a tiempo t.

En base a las coordenadas atdmicas iniciales del sistema se pueden calcular nuevas posiciones y
velocidades para los atomos a tiempo t. Como resultado de este procedimiento se crea una nueva
conformacion. La dinamica molecular es capaz de superar barreras de energia entre las diferentes
conformaciones de una molécula. De esta forma seria capaz de encontrar otros minimos locales que se
encuentran en la superficie de energia potencial. A pesar de ello, si las barreras energéticas son demasiado
grandes o si existen muchos grados de libertad para la molécula, algunos de los conférmeros existentes no se
podrian alcanzar. Un punto importante en todos los protocolos de dinamica molecular es la eleccion de la
temperatura de simulacion. Normalmente, las simulaciones se realizan a temperaturas comprendidas entre
300 y 400 K. Por una parte, la temperatura debe ser suficientemente elevada como para evitar que el sistema
se quede atrapado en una region particular del espacio conformacional, pero por otra, no debe ser demasiado
elevada para no resultar en conformaciones distorsionadas de elevada energia. Otro problema que causa la
elevada temperatura en las simulaciones de péptidos y proteinas, es la interconversion de enlaces peptidicos
del estado trans al cis.

En muchos casos, el algoritmo del descenso mas pronunciado (steepest descent) es el primero en
utilizarse. Este método utiliza la primera derivada de la funcidn de energia para aproximarse al minimo
energético. La energia se calcula para la geometria inicial y para las nuevas geometrias que se generan cuando
alguno de los 4&tomos se mueve en alguna direccidn. El proceso se repite para todos los atomos resultando en
un posicionamiento cuesta abajo en la superficie de energia potencial. El proceso de optimizacion se hace mas
lento cuanto mas se aproxima al minimo global, por lo que este método se utiliza para estructuras que se
encuentran lejos de dicho minimo.

Se considera que los atomos de la molécula interaccionan entre si segln las reglas del campo de
fuerza utilizado. Estos se basan en las ecuaciones de energia potencial. Los campos de fuerzas utilizados para
proteinas o macromoléculas en general, presentan simplificaciones como incluir los atomos de hidrégeno
apolares en las descripciones de los atomos pesados a los que estan unidos, en vez de representarlos
explicitamente. También se introducen radios de corte para reducir el tiempo de célculo de las interacciones
débiles entre dtomos separadas por distancias mayores al limite fijado. Debe tenerse en cuenta que cada
simplificacion afiadida puede resultar en una pérdida de exactitud en el resultado obtenido. Para conseguir una
mayor reduccion en el tiempo de célculo, diversas partes de la proteina pueden mantenerse rigidas, llevando a
cabo entonces las simulaciones de dinamica molecular solo para las partes flexibles como cadenas laterales o
giros.

El campo de fuerza utilizado para las simulaciones de dinamica molecular para el canal TRPMS8 fue

YASARA2 implementado en el programa YASARA (http://www.yasara.org). Este ha sido optimizado para
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prediccion de estructuras, refinamiento, minimizacion de energia y validacion, y se utiliza sobre todo para
refinamiento de estructuras obtenidas por modelado por homologia. Contiene potenciales diedros vy
potenciales de interaccién basados en el conocimiento que dan resultados mas precisos de los modelos

proteicos refinados, en comparacion con otros campos de fuerza.

1.4. Cribado virtual

El cribado de alto rendimiento (HTS) de librerias quimicas es un método bien establecido para
encontrar nuevos compuestos lideres durante el descubrimiento de farmacos. A pesar de ello, debido a que las
librerias de compuestos aumentan cada vez mas su tamafio, los costes de cribado se ven incrementados,
mientras que el nivel de acierto disminuye. Este problema se podria solucionar si, en vez de cribar
experimentalmente toda la libreria, sélo se cribase una parte pequefia de compuestos propensos a unirse al
receptor. Esta preseleccion podria realizarse mediante cribado virtual (VS), un método computacional utilizado
en la seleccién de los compuestos mas prometedores de una libreria quimica. Para limitar el nimero de
compuestos a cribar se pueden utilizar distintos filtros, uno de los cuales es la Regla del 5 de Lipinski. A pesar
de que en el caso de este trabajo el nimero de compuestos a cribar es limitado, se comprobd que todos ellos
cumplieran con dicha regla ya que de lo contrario podrian presentar una baja absorcién o permeabilidad en los
ensayos experimentales, y no ser unos buenos candidatos farmacolégicos.

Los trabajos de cribado pueden ser rigidos, semiflexibles o flexibles y realizarse considerando al
receptor y al ligando como moléculas rigidas, al receptor como rigido y a los ligandos como flexibles 0 a ambos
elementos como flexibles, respectivamente. También, en el cribado semiflexible se puede tratar a unas pocas
cadenas laterales del receptor como flexibles y mantener el resto de la estructura rigida. Debido a que las
proteinas son moléculas altamente flexibles, a la hora de realizar el cribado virtual, lo mejor seria tratar al
receptor como flexible. Sin embargo, dada la gran carga computacional que implicaria, requeriria de
ordenadores mas potentes, con mayor capacidad de disco duro, RAM y procesador. Por tanto, para agilizar el
trabajo, podria elegirse una de las siguientes dos opciones: a) considerar el receptor totalmente rigido y al
ligando totalmente flexible, ya que los ligandos son moléculas mucho mas pequefias y su flexibilidad es mas
facil de considerar, o b) considerar el receptor semiflexible dando libertad de movimiento a algunas cadenas
laterales, y el ligando totalmente flexible. En este segundo caso es necesario conocer el sitio de unién del
ligando.

Para el presente trabajo de cribado virtual se tienen datos estructurales de la proteina diana, asi como,
se conocen varias moléculas activas que se unen a ella para modularla. El método mas idéneo a utilizar, es el de
acoplamiento proteina-ligando o cribado virtual basado en estructura, donde se busca la complementariedad
electrdnica y estérica entre los ligandos y la diana macromolecular. A pesar de que se conocen varios sitios de
unién de moléculas moduladoras del canal, el cribado realizado es global, es decir, sin determinar un bolsillo de
unién especifico donde se tengan que acoplar los ligandos. El programa YASARA permite mantener el ligando
completamente rigido o darle flexibilidad. También permite mantener flexibles distintas partes de la proteina

diana, especificando los residuos correspondientes. Los parametros “rigid” y “flexres” que corresponden al
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control de la flexibilidad del ligando y la proteina, respectivamente, se mantuvieron con los valores
predeterminados, es decir, el cribado se realizé con los ligando flexibles y la proteina completamente rigida.

Es necesario evaluar y clasificar los distintos acoplamientos ligando-proteina para identificar el modo
de unidn mas probable y asignarle una prioridad. La evaluacion se realiza asignando a cada ligando una
puntuacién proveniente de funciones relacionadas con la energia libre de asociacién entre las dos moléculas
(proteina-ligando). La energia libre de unién proviene de la ecuacién de Gibbs — Helmhontz:

AG = AH —TAS,
donde AG es la energia libre de unidn, AH es la entalpia, T es la temperatura en grados Kelvin y AS, la entropia.
AG se relaciona con la constante de unién K; por la ecuacion:

AG = —RT InKi,
donde R es la constante de los gases.

Existe una gran variedad de técnicas distintas para predecir la energia libre de unién de pequefias
moléculas en base a una estructura 3D dada. Estas técnicas se diferencian significativamente en cuanto a
velocidad y precision. Si lo que se quiere predecir es la diferencia de energia libre de uniéon entre un ligando y
una molécula de referencia, de forma muy precisa aunque muy lenta, se recomienda el uso de las
perturbaciones de energia libre. Si por otra parte, el objetivo principal es comparar las energias libres de union
de varios cientos de complejos ligando-proteina, con mucha mayor rapidez, se deben utilizar funciones de
puntuacién de menor precision. Las funciones de puntuacién se pueden dividir en tres grupos: funciones de
puntuacién empiricas, funciones basadas en el campo de fuerza y potenciales basados en conocimiento. En el
cribado virtual, las funciones de puntuacion se utilizan con dos propésitos: durante el proceso de cribado sirven
para optimizar el posicionamiento del ligando, mientras que después de completar el cribado, se utilizan para
clasificar a los ligandos como ya se menciond anteriormente.

El campo de fuerza utilizado por YASARA para llevar a cabo los trabajos de cribado virtual es el
AMBERO3 (Duan Y et al., 2003), que ha sido desarrollado para usos generales en cualquier tipo de aplicacion. La
funcién de puntuacién utilizada en este caso se basa en el potencial de Lenard-Jones que describe las
interacciones van der Waals y en la energia de Coulomb que describe los componentes electrostaticos de la

interaccién. La funcidn de energia tiene la siguiente forma:
lig rec 4 B
E =ZZ J_J+332w
riz 6 Dry;
i=1i=1
donde A; y B; son los parametros de repulsién y atraccién de van der Waals entre los dtomos i y j a una
distancia ry, g; y g; son las cargas puntuales de los dtomos iy j, D es la constante dieléctrica y 332 es una factor

que convierte la energia electrostatica en kilocalorias por mol. La mayor desventaja de esta funcidn de energia

es la omisidn del componente entrépico de la energia libre de unidn.
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2. Antecedentes y objetivos

2.1. Antecedentes

Se ha observado que varios farmacos utilizados en quimioterapia para tratar distintos tipos de cancer,
causan efectos secundarios como la neuropatia periférica, agravada por el frio, que limita la dosis utilizada y
compromete seriamente la eficacia de los tratamientos. Un ejemplo de dichos farmacos es el oxaliplatino,
utilizado en el tratamiento del cancer de pancreas y el cancer colorrectal.

Dado el papel primordial que recibe el canal TRPMS8 en la sensibilizacion hacia el frio, se piensa que un
inhibidor de dicho canal idnico podria aliviar los sintomas. Sin embargo, la busqueda debe centrarse en
antagonistas no competitivos o en bloqueadores de canal abierto, ya que los antagonistas competitivos
podrian producir efectos secundarios indeseados.

La existencia de un modelo estructural del canal iénico TRPV1 de Liao M. et al., 2013, ha permitido crear
un modelo por homologia del canal TRPM8 que facilitara la busqueda de moduladores especificos de dicho

canal idnico.

2.2. Objetivos

2.2.1. Generales

Desarrollo de nuevos moduladores TRPM8 basados en el conocimiento detallado de la estructura y la
actividad del canal TRPM8.
2.2.2. Especificos

e Modelado de TRPMS8 en estado abierto, con modificaciéon de los bucles extracelulares, analisis de la
estructura y minimizacién de la energia por dindmica molecular.

e Definicién de una libreria de compuestos organicos que serdn chequeados frente al modelo TRPMS8
mediante cribado virtual computacional basado en estructura.

e Descubrimiento de antagonistas no competitivos de TRPM8 capaces de unirse especificamente al
estado abierto del canal, lo que permitird bloquear preferentemente receptores muy activados, frente a

canales poco activos o silentes.

3. Materiales y métodos

3.1. Modelado por homologia de TRPMS a partir de TRPV1.

Tener un modelo fiable del canal TRPMS8 representa un paso fundamental en la bdsqueda de moduladores
de su actividad. A pesar de que existan modelos de TRPMS8 a partir de canales de potasio (K,) cuya estructura
ha sido determinada por cristalografia de rayos-X, no se sabe hasta qué punto la familia TRP comparte
similitudes estructurales con estos. Dado que la obtencidn de cristales de proteinas de membrana de
mamiferos constituye un reto, sobre todo para canales TRP que responden a diversos estimulos y son por tanto
altamente dinamicos, recientemente se ha optado por el uso de la crio-electromicroscopia de particula Unica

(cryo-EM) para la reconstruccion tridimensional de grandes complejos proteicos con resolucion casi atomica.
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Dicha técnica ha sido utilizada para la determinacién de la estructura del canal TRPV1 en los estados abierto y
cerrado, llegando a una resolucion de 3.8 Ay 3.4 A, respectivamente (Liao M. et al., 2013; Cao E. et al., 2013).
Al pertenecer a la misma familia de canales idnicos, se esperaria que TRPV1 y TRPMS8 tuviesen mayor parecido
estructural entre si que TRPMS8 y los canales de potasio. Es por eso que TRPM8 fue modelado a partir de

TRPV1, en los estados abierto y cerrado.

3.2. Construccion de giros extracelulares del estado abierto del canal TRPMS8

Debido a que el modelo inicial del canal en estado abierto presentaba unos giros extracelulares
incorrectos, tal y como se puede observar en la Figura 1, éstos fueron reemplazados por los giros del canal en
estado cerrado donde ya habian sido conseguidos anteriormente. Para dicho fin se utilizé el programa YASARA
(http://www.yasara.org) debido a las posibilidades que ofrece para el reemplazo de dominios de proteinas.
Antes de todo, se alinearon estructuralmente los modelos de los dos estados del canal, por el método
MUSTANG (Konagurthu AS et al, 2006), que utiliza un algoritmo para alineamiento estructural multiple
utilizado para proteinas (Analyze>Align>Objects with MUSTANG), para visualizar los mejores puntos de
solapamiento entre sus giros (Figura 2), intentando a la vez conservar su total integridad. Se determiné que los
mejores puntos de corte en cada una de las subunidades del canal serian Phe 712, Ser 733, Leu 889 y Pro 958.
De esta forma, el reemplazo realizado fue entre los segmentos Phe 712 — Ser 733 y Leu 889 — Pro 958 de cada
subunidad, del estado abierto por los del estado cerrado. Para lograrlo se siguieron los pasos siguientes:

e Eliminar las partes de la proteina en cada estado que no interesan (Edit>Delete>Residue y seleccionar
los residuos que se quieran eliminar). En este caso, los giros extracelulares del estado abierto y el canal
completo excepto los giros del estado cerrado.

e Crear puntos de corte en la proteina en estado abierto para poder insertar los segmentos
anteriormente mencionados de la proteina en estado cerrado (Edit>Split>Residue y seleccionar el residuo
donde se quiera realizar el corte). A continuacion se debe dividir el objeto principal en objetos hijos para poder
unir al final todos los objetos en uno (En la ventana de “Scene Content”, boton derecho sobre el objeto principal
y seleccionar Split).

e Unir los distintos segmentos utilizando el comando JoinObj X, Y (se une el objeto X al Y, quedando el X
vacio; se debe tener en cuenta la secuencia numérica de los residuos de cada segmento).

e Finalmente se deben crear los enlaces peptidicos correspondientes en cada corte. Para ello se utiliza el
comando AddBond Z, W, 1. Zy W se corresponden con el nimero concreto de cada atomo de carbono y
nitrégeno entre los que se quiera crear el enlace. 1 se corresponde con el tipo de enlace que se quiera crear,

siendo en este caso, un enlace simple.
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Figura 1. Los bucles del estado cerrado (rojo) ya habian sido corregidos previamente, y se habia creado un puente
disulfuro entre €929 y C940. Dado que el modelo abierto presenté bucles incorrectos a), se procedio a trasplantar dichos
bucles desde el estado cerrado al abierto, obteniendo un modelo abierto corregido b).
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Figura 2. Se ilustran los aminoacidos considerados en ser los mejores puntos de corte para la insercion de los bucles
desde el modelo cerrado hasta el abierto. A pesar de que en algunos casos, el aminoacido proveniente de la proteina en
estado cerrado adopta una estructura secundaria distinta, la estructura del canal en estado abierto con los nuevos bucles
se ha mantenido igual que la original.

3.3. Analisis del nuevo modelo del canal en estado abierto

Con el fin de comprobar la existencia de cualquier error que se haya podido producir durante la

construccién de los giros correctos del canal en estado abierto, tanto en cuanto a deleciones como a

duplicaciones de cualquier aminoacido, se buscd la secuencia de aminoacidos del canal _ -
Z-score | Description

TRPMS de rata en la base de datos UniProt y se realizé un alineamiento mediante el |- _3 disgusting
programa ClustalW entre dicha secuencia y la secuencia del canal en estado abierto =4 terrible
extraida mediante el programa SPDBV, en formato fasta. Tal y como se puede observar | = -3 bad

= .0
en el Anexo 1, no hubo ninguna mutacién en la secuencia del canal en estado abierto. - |poer

; i =-1 satistactory
Ademas, para validar estructuralmente el nuevo modelo del canal en estado

=1 good
abierto, se llevd a <cabo un andlisis mediante el programa YASARA -

=10 optimal

(Analyze>Check>All>Elegir paradmetro) que muestra como resultado un valor de Z, que Tabla 1. Escala de valores
clasifica el modelo en bueno o malo segun la escala de la Tabla 1. Los pardmetros 2 Y su significado.
analizados fueron la exactitud de los estereoisémeros o la presencia de D-aminoacidos en la proteina (Isomers),

la presencia de enlaces peptidicos en cis (PepBonds), y la normalidad de la longitud de los enlaces (Bonds), de
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los angulos de los enlaces (Angles), de los dngulos diedros (Dihedrals), de la planaridad de los angulos diedros
(Planarity), de las interacciones de Coulomb y Van der Waals (NonBonded), de las interacciones de
empaguetamiento dependientes de distancia unidimensional en el campo de fuerza YASARA2 (PackinglD), de
las interacciones de empaquetamiento dependientes de distancia tridimensional en el campo de fuerza
YASARA2 (Packing3D) y finalmente la calidad global del modelo (ModelQuality) determinada por tres de los
parametros anteriores (Dihedrals, Packing1D y Packing3D). Hay que tener en consideracion que los valores de Z
se obtienen comparando la estructura de la proteina con un estandar de referencias estructurales. Dichas
referencias no son proteinas de membrana y en general los valores de Z obtenidos de esta forma son muy
bajos. Sin embargo, esto no significa que el modelo de la proteina de interés sea incorrecto.

El analisis se realizd dos veces, la primera antes de llevar a cabo la minimizacién de energia por
dindmica molecular y la segunda, después. La forma de efectuar dicha minimizacion se explicara en el siguiente
subapartado. En la siguiente tabla se muestran los distintos valores de Z obtenidos para cada parametro, en las

dos fases mencionadas anteriormente.

Parametro analizado Antes de la minimizacién de energia  Después de la minimizacién de energia
*Estereoisdmeros (Isomers) 8 0
*Enlaces peptidicos (PepBonds) 16 16
Longitud de enlace (Bonds) -1.725 -1.020
Angulos de enlace (Angles) -0.371 0.031
Angulos diedros (Dihedrals) -2.356 -2.183
Planaridad (Planarity) -1.119 -0.635
Interacciones débiles (NonBonded) -146.531 -0.748
(Packing1D) -3.253 -2.929
(Packing3D) -3.788 -3.693
Calidad global (ModelQuality) -3.372 -3.176

Tabla 2. Resultados de la calidad estructural del estado abierto antes y después de la minimizacién de energia. Los dos
parametros que aparecen con el simbolo (*) no siguen la escala de valores Z anterior, sino que cuanto mds se acercan a
cero, mayor es la calidad de modelo ya que no deben haber D-aminoacidos, y la presencia de enlaces cis es condicional y
dependiente de la estructura secundaria donde se encuentran.

Por medio del analisis se encontraron 8 D-aminodcidos, que fueron HIS 928 y CYS 929 en las cuatro
subunidades. Utilizando YASARA, éstos se cambiaron a L-aminoacidos mediante la opcién Swap>Residue
haciendo clic con el botdn derecho sobre el aminoacido que se quera cambiar. Se tuvo en cuenta que el
residuo CYS 929 forma un puente disulfuro con el residuo CYS 940, y que al cambiar su configuracion, este
puente probablemente se romperd. Debido a este hecho se volvid a reconstruir. Para hacerlo se mutaron los
residuos de cisteina que participan en la formacidn del enlace (Boton derecho sobre el residuo>Swap>Cyx) y se
cred el enlace sencillo entre los dos residuos (Seleccionar ambos residuos>Boton derecho>Add>Bond>Single).
Finalmente, por dindmica molecular se relajaron los nuevos enlaces formados.

En cuanto a los enlaces peptidicos cis, se encontraron 16, 8 de los cuales pertenecian a residuos de

prolina, PRO 764 y PRO 938 en las cuatro subunidades, por lo que no hizo falta cambiarlos. Por otra parte, los 8
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enlaces restantes se encontraron en residuos no-prolina, ASP 920 y GLU 942 en las cuatro subunidades. Debido
a que la configuracion del enlace peptidico es dependiente de la estructura secundaria que adoptan los
residuos entre los que se forma, al pertenecer ASP 920 y GLU 942 a una estructura secundaria con mayores
grados de libertad, como son los giros, tampoco hizo falta cambiarlos, ya que no desestabilizan la estructura.
Tal y como se puede observar en la Tabla 2., la minimizacidn de energia en el modelo ha mejorado el
valor de Z en la totalidad de los parametros, sobretodo en el caso de las interacciones débiles, debido a la

disminucion de los choques estéricos entre los distintos elementos.

3.4. Minimizacidn de energia mediante dindmica molecular

La minimizacion de energia por dindmica molecular se hizo con los modelos de ambos estados del
canal, el abierto y el cerrado y para ello, se utilizé el programa YASARA. Para ejecutar la simulacién se debe
elegir un campo de fuerza, en este caso YASARAZ2 (Simulation>Force Field>YASARA2> Cutoff=7,89 A>Set these
two parameters instead), fijar una celdilla de simulacién alrededor de la proteina completa (Simulation>Define
simulation cell>Extend 5,0 A around all atoms), fijar la parte de la proteina que no debe moverse durante la
simulacién, que en este caso es el esqueleto peptidico de la proteina excepto el de los giros extracelulares. Para
ello, en la consola se escribe FixAtom backbone Mol X (donde X es el nombre que recibe la molécula en
YASARA), fijando todo el esqueleto peptidico sin las cadenas laterales y FreeRes Z-Y Mol X (donde Z-Y
corresponde al intervalo de residuos que se quieren liberar, en este caso los giros extracelulares 712-733 y 889-
958). Finalmente se debe controlar la temperatura de simulacién (Simulation>Temperature control>Steepest
descent minimization). El control de temperatura se puede efectuar también directamente desde el panel de
“Simulation Parameters”, que se muestra al presionar “Crtl + Insert”. El control se realiza con la tecla F10. Al ver
que la simulacién bajo este control de temperatura no efectuaba muchos cambios en la estructura de la
proteina, se decidid, realizarla bajo el control de temperatura “Step-10 annealing” donde el cambio de
temperatura es mas pronunciado. Para iniciar la simulacidn se debe presionar F12 y dejarla durante unos 1000
fs. Hay que tener en cuenta que cuanto mas extrema es la temperatura de la simulacién, los cambios en la

estructura se producen con mayor rapidez.

3.5. Libreria de compuestos — construccion y andlisis

A partir de la lista de ligandos seleccionada al principio del presente trabajo debido a la similitud
estructural de los compuestos con la serotonina y la melatonina que tienen efecto sobre distintos receptores
celulares, se comprobaron todos los archivos .sdf para ver la coincidencia en la estructura con la presente en la
base de datos PubChem. Cualquier cambio estructural en los ligandos se efectud con el programa Marvin
Sketch  (https://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch/). Después se analizaron las
caracteristicas fisico-quimicas de los ligandos con el programa Marvin View. Los parametros analizados fueron
el peso molecular (Tools>Elemental analysis), el nUmero de aceptores y donadores de puentes de hidrégeno
(Tools>Other>H Bond Donor/Acceptor), el punto isoeléctrico (Tools>Protonation>Isoelectric Point), el
coeficiente de particiéon octanol-agua (logP) (Tools>Partioning>LogP) y la polarizabilidad de la molécula

(Tools>Charge>Polarizability). Ademas para obtener el nombre exacto segin la IUPAC, se utilizd la opcion
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Tools>Naming. Los pardmetros anteriores fueron analizados para comprobar si cada molécula cumple con las
reglas de Lipinski importantes durante la buisqueda de nuevos farmacos. Segun dicha regla, el peso molecular
debe ser menor de 500 Da, los donadores de puentes de hidrogeno deben ser menos de 5, los aceptores de
puentes de hidrégeno deben ser menos de 10 y el coeficiente de particién octanol-agua (logP) que determina

la hidrofobicidad de la molécula debe ser menor de 5.

Donadores Aceptores

Peso
Nomb in/ b - d t d t Punt
om rjecg::;r;/ ase Estructura quimica Nombre IUPAC molecular ep:zn es ep:zn es isoeIL:érltorico LogP
(Da) hidrégeno hidrégeno
o n,c\
H,CAF N —¢H,
) | 3-[2-{dimethylamino}ethyl]-
4-acetoxyDMT { 1H-indol 4.yl acetate 282.766 2 2 13.29 191
NH
- ‘\(H] N,N—dimethvlflj(Sf
5-bencyloxygramine phenylmethoxy-1H-indol-3- 280.364 2 2 12.76 3.58
ylimethanamine
5-bencyloxytryptamine @ B e 266338 4 2 13.59 3.05
N
CH,
. . f N-[2-(6-hydroxy-5-methoxy-
6-hidroxymelatonin o 1H indole.3 yhethyl] 248.278 3 6 4.17 0.84
A
HO ]
- }/(cn,
Z P =
Alpha-metylserotonin m & BT T 50 20 5 2 9.85 1.60
S :
N —/_/ N-{3-aminopropyl}-2-[{3-
Q_\§ methylphenyljmethoxy]-N-
AMTB {thiophen-2- 394,530 3 4 - 4.25
ylmethyl)benzamide
hydrofluoride
i
i
CHEMBL236265 FFaddomopy) smethos= 330 266 1 5 6.39 2.70
mc’c“ N
i

Tabla 3. Recoge a los compuestos elegidos para realizar el cribado virtual computacional. Las caracteristicas detalladas de
cada uno son el nombre comtin o en caso de no existir, el nombre que recibe en la base de datos, su nomenclatura segtin
la IUPAC, el peso molecular en Daltons, el nimero de donadores y aceptores de puentes de hidrégeno, el punto
isoeléctrico y el coeficiente de particion octanol-agua (LogP).

Pagina 19 de 50



Donadores Aceptores

Peso
Nombi Y d t d t Punt
ombre comin Estructura quimica Nombre IUPAC molecular © puentes € puentes . u,n c. LogP
base de datos (Da) de de isoeléctrico
hidrégeno hidrégeno
L‘H3

~ 9 N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-

Melatonin yljethylJacetamide 232.278 2 4 7.40 1.15
CH,

N-acethyl-5- N-[2-{5-hydroxy-1H-indol-3-

hydroxvtriptamine yljethyl]acetamide 218.252 3 4 4.31 1.00
HN,CH.
N-methylserotonin { Flrmetvlamnolethl - 190,242 4 2 9.95 1.62
NH
HN
\
Serotonin O 3-{2-aminoethyl)-1H-indol-5-ol 176.215 5 2 9.78 1.18
H,N

2-[S-{benzyloxy)-2-methyl-1H-
ST038837 @\/ \ bR Teen e 280.364 4 2 13.65 3.25
SureCN8058324 B (gEhenogHHdol 3 278.348 4 0 13.66 3.30

vlicyclobutan-1-amine

Tabla 3bis. Recoge a los compuestos elegidos para realizar el cribado virtual computacional. Las caracteristicas detalladas
de cada uno son el nombre comuin o en caso de no existir, el nombre que recibe en la base de datos, su nomenclatura
segun la IUPAC, el peso molecular en Daltons, el nimero de donadores y aceptores de puentes de hidrégeno, el punto
isoeléctrico y el coeficiente de particion octanol-agua (LogP).

3.6. Lanzamiento de trabajos de cribado virtual al servidor Proteo.

Para poder realizar el cribado virtual de todos los ligandos con YASARA, se necesitan archivos .pdb.
Para ello se utilizé el programa OpenBabelGUI (http://openbabel.org/) que tiene la capacidad de convertir unos
formatos de archivo en otros, convirtiendo los archivos .sdf de los ligandos en .pdb. Para llevar a cabo el
cribado global con el programa YASARA mediante el método VINA, es decir, sin fijar una regién donde debe
producirse la interaccion ligando-receptor, se crean dos archivos .pdb que reciben el mismo nombre pero se
diferencian en la terminacién. Esta debe ser _ligand para el ligando y _receptor para el receptor. A
continuacioén se debe preparar el macro, un archivo de texto con formato .mcr, que contiene el script con las
instrucciones para ejecutar el cribado. El script completo se puede visualizar en el Anexo 2 bajo el nombre
dock_run.mcr. Las dos principales lineas que se deben acomodar a cada trabajo son la ruta principal donde se
encuentran los archivos del ligando y el receptor y el nimero de acoplamientos a realizar, que cuanto mayor
es, mayor significancia estadistica tendra el resultado del cribado, pero necesitard mayor tiempo de célculo. En

este caso se eligido que cada cribado se repetiria 500 veces. Ambas lineas aparecen remarcadas en el Anexo 2.
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Una vez preparado el script, debe moverse a la misma carpeta donde se encuentran los archivos del ligando y
el receptor. Finalmente, desde la terminal, se llega hasta dicha carpeta y se ejecuta el macro mediante el
programa YASARA. Este programa debe ejecutarse en formato texto para requerir una menor capacidad de
calculo del servidor y agilizar el trabajo. EI comando que debe ejecutarse en la carpeta de trabajo es el
siguiente:

nohup /home/... ruta hasta llegar a la carpeta de YASARA/ yasara —txt dock_run.mcr > log_trabajoX.txt &
“nohup ... &” es un comando que libera el ordenador personal del peso del célculo una vez lanzado al servidor.
“yasara —txt” es el comando para ejecutar el programa YASARA en formato de texto, sin un entorno grafico
pesado. “dock_run.mcr” es el macro a ejecutar mediante YASARA. Finalmente, “> log_trabajoX.txt” es un
comando que indica al programa escribir todo el progreso del calculo, incluido cualquier tipo de error que se
puede dar, ademas del resultado final, en un archivo de texto que recibe el nombre de log_trabajoX.txt.
Algunas consideraciones a tener en cuenta son que los ligandos en cuyo archivo existen dos moléculas que
actian como contraiones como es el caso de 4-acetoxyDMT (HCl) y AMTB (HF) no se pueden cribar
directamente y antes deben eliminarse dichas moléculas pequefias. Por otra parte, hay que asegurarse de que
el receptor no presenta ningun residuo o 4tomo suelto del resto de proteina.

En el caso del cribado virtual local realizado para algunos de los ligandos, el método a seguir es muy
parecido. Primero se debe preparar una escena de YASARA con el receptor y el ligando en la posicién donde se
quiere cribar, envuelto por una celda de simulacidn. El archivo que se crea es por tanto un complejo que
contiene a estos tres elementos. Debe utilizarse el script “dock_runlocal.mcr”, muy parecido al script anterior,
pero en él debe especificarse el programa que se quiere utilizar para realizar el cribado, en este caso
AutoDockLS, el nimero de intentos de cribado y finalmente los residuos cuyas cadenas laterales se quieren

dejar sin fijar, que en este caso fueron Asn741, Tyr745 y Tyr826, por estar mds proximos al ligando.

3.7. Andlisis de los resultados del cribado virtual

Los archivos que se crean por YASARA una vez finalizado el trabajo de cribado tienen el formato .yob y
representan a cada uno de los agrupamientos o clusters creados por el programa, debido a la coincidencia del
sitio de interaccion en cada uno de los 500 intentos de cribado. Ademas se crea un archivo con extensidn .sce,
que representa a una escena en el programa donde estdn agrupados todos los clusters anteriores. Para
visualizar los sitios de interaccidon de los ligandos con la proteina se utilizé el macro dock_play.mcr, desde
YASARA (Options>Macro & Movie >Play macro).

Adicionalmente se utilizaron dos scripts para agilizar el analisis de los resultados. El primero de ellos
analiza el archivo de texto donde se vuelcan los resultados para organizarlos, indicando el numero de intentos
de cribado de cada ligando que muestran interaccion con una, dos, tres o cuatro subunidades de la proteina,
ademads de los residuos donde se produce la interaccidén. Asimismo, efectia la misma tarea, utilizando la
proporcion de clusters o agrupamientos. Finalmente, proporciona otro archivo de texto donde resume lo
anterior, mostrando solamente el porcentaje de intentos de cribado segun el nimero de subunidades con las
que hay interaccion. Repite lo mismo para los clusters. Para ejecutarlo se utiliza el programa Python IDLE. El

script completo se puede visualizar en el Anexo 3.

Pagina 21 de 50



El segundo de ellos, se ejecuta mediante YASARA. Sirve para realizar una busqueda entre los
resultados obtenidos y comprobar si ha habido interaccion entre los ligandos y alguna zona determinada de la
proteina que nos interesa. Dicha zona debe especificarse en el script. Si hay distintas zonas que se quieren
comprobar, el script debe ejecutarse con distinto nombre final para no escribir sobre resultados anteriores, ya
obtenidos. Ademas debe especificarse el nombre que recibe el ligando en YASARA. Ese nombre es de tres letras
y algunas de las posibilidades son UNK o LIG. El script completo puede verse en el Anexo 4. Se han resaltado las
lineas que deben modificarse segun cada caso. Los residuos que fueron comprobados para la interaccién con
los ligandos son 712-733 y 889-958 que corresponden a los giros extracelulares. Estos fueron elegidos debido a
que se sospecha que algunas moléculas que interaccionan con el canal TRPMS8 lo hacen a través de esta
estructura. También se comprobaron los residuos 742-750, 842 y 856 (Bandell. M et al., 2006) ya que
corresponden al sitio de unién del mentol y ademas se ha visto que son el sitio de unidn de varios antagonistas
del canal (Malkia A. et al., 2009). Y finalmente, los residuos 799, 802-806, correspondientes al sitio de union de

laicilina.

4. Resultados

4.1. Andlisis de interaccion global

La Figura 3 muestra las interacciones de los ligandos con los estados abierto y cerrado del canal, segin
el nimero de cadenas con las que se producen dichas uniones. Del analisis de la interaccidn de los ligandos con
el estado cerrado del canal queda claro que hay una tendencia por la unién a una Unica subunidad de la
proteina. Aun asi, se observa aunque con bajo porcentaje, que algunos de los ligandos tienden a unirse a la vez
a dos de las subunidades. Finalmente, existen tres ligandos (4-acetoxyDMT, 6-hidroximelatonina y AMTB) que
se unen a las cuatro subunidades del canal a la vez, quedando en una posicidn central del canal. El analisis de
los clusters que interaccionan con ese mismo estado del canal muestra unos resultados muy parecidos, lo que
es de esperar ya que los clusters son simplemente agrupaciones de intentos de cribado en los que el ligando se
posiciona cerca de unos determinados residuos.

En cuanto al estado abierto del canal se observa que casi el mismo porcentaje de ligandos tienden a
unirse tanto a una como a dos de las subunidades del canal. Este hecho puede deberse a la posibilidad de que
el canal abierto forme sitios de unién entre dos subunidades que no estan formados, o no completamente, en
el estado cerrado, a pesar de que la diferencia entre ambos estados sea minima. Finalmente, hay solamente
dos ligandos (4-acetoxyDMT y AMTB) que interaccionan con las cuatro subunidades a la vez. A pesar de que se
podria pensar que estos ligandos fuesen bloqueadores de canal abierto, por localizarse en el centro del poro,
esto resulta improbable ya que esta interaccion deberia darse solamente en el caso del canal en estado
abierto. Hay que resaltar también que debido al cambio tan pequefio en el canal entre sus dos estados,
posiblemente no permita limitar la unién de los ligandos anteriores a un estado determinado del canal.

En ninguno de los casos se puede observar interaccion de los ligandos con tres de las subunidades, lo
cual se debe a la forma del canal, centrada en el poro, la cual limita las posiciones que pueden ocupar los

ligandos para unirse solamente a tres subunidades.
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Figura 3. Analisis de interaccion global donde se representa el porcentaje de ligandos o de clusters frente al numero de
cadenas con las que interaccionan, en el estado abierto y cerrado del canal.
4.2. Analisis de interaccion individual

La interaccién de cada ligando con el receptor se analizé individualmente fijandose en el sitio concreto
de unidén. Se tuvieron en cuenta varios sitios ya conocidos como el del mentol, la icilina y los giros
extracelulares en cuyo caso, aunque no se ha documentado una clara interaccidn con estos, existen sospechas
de que se dé. La energia de union fue clave para determinar la union mas probable de ocurrir. También se
analizo la interaccidn con partes de la proteina que aunque no sean conocidas como sitio de unién de ninguna
molécula, pueden tener alguna importancia por sus caracteristicas y papel en la funcionalidad del canal.

Dado que se trata de un modelo del canal TRPM8 construido a partir del canal TRPV1, en cuyo caso es
posible que los residuos que forman parte del sitio de unién del mentol o la icilina se enfrenten a un entorno
distinto, se realizd un cribado virtual local con la molécula de mentol y el estado cerrado del canal, para
asegurarse de que se da una interaccidn entre dicha molécula y el residuo Tyr 745, y que sirva como control
positivo. Efectivamente se observd que el mentol adopta una posicidn cercana a la Tyr 745, dirigiendo su grupo
hidroxilo hacia el del aminoacido tirosina, posibilitando la formacién de un puente de hidrégeno entre ambos,
tal y como se muestra en la Figura 4. La energia de unidn del mentol en este caso es 5.870x10°® kcal/mol y
ayudard a determinar si las interacciones de los compuestos estudiados con el canal son mas propensas de

ocurrir o no.
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Figura 4. llustracion del resultado del cribado virtual local, donde el mentol se posiciona cerca de la Tyr 745 posibilitando
la formacion de un puente de hidrégeno entre los dos grupos hidroxilo que aparecen en rojo.

En las siguientes imagenes se observa la interaccidn de los distintos ligandos con varias partes del
canal TRPM8 en estado cerrado y abierto. Las partes del receptor sefialadas en amarillo representan a los
residuos que forman parte del sitio de unién del mentol, mientras que en verde los de la icilina. En rojo se
muestran los residuos que pertenecen a los giros extracelulares y que estan en contacto con el ligando. No en
todas las imagenes aparecen etiquetados la totalidad de residuos con los que contacta el ligando, con el fin de

facilitar la visualizacidn, aunque si aparecen en las tablas correspondientes.

4-acetoxyDMT

TYR 10054

Figura 5. Interacciones de los clusters de 4-acetoxyDMT con TRPMS8 en estado cerrado (a-mentol, b-bucles extracelulares,
c-poro y e-buecles extracelulares) y abierto (a, d-mentol y e).

Figura 5 a) b) c) d) e)
Energia de unién 7.791/
7.554 7.500 7.783 7.370/6.972
(x10¢kcal/mol) 7.473 /
, A747 L750. | R895,W896, R897, W898, 1939, 1888, L889, Q891,
Residuos de T803’R842J V941 (A) V976, A977, Y924, 1955 (D) L750, N799, T803,
unioén ’ * | T930,5932, P938, 1939, €940, G980, Y981 F712, K715, K719 ¥1005, L1009
Y1005 V941 (8) (©
Sitio de union M?’Tm'/ Giros extracelulares Poro Giros Mentol/Icilina
Icilina extracelulares
C d .
Estado del canal :glr:rt‘;/ Cerrado Abierto Cerrado/ Abierto

Tabla 4. Resume las caracteristicas mdas destacadas de los sitios de union representados en la Figura 5 para el 4-
acetoxyDMT. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las

Pagina 24 de 50



interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (7.791-7.236), estado abierto (8.195-6.800). Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870
kcal/mol.

Hay que tener en cuenta que la falta de informacidén bibliografica y experimental relacionada con este
ligando limita la comprobacién de la veracidad de los resultados obtenidos (Figura 5y Tabla 4). Estos indican
que existe la posibilidad de interaccidn con residuos pertenecientes tanto al sitio de unidn del mentol como de
la icilina. En cuanto al sitio del mentol, los residuos que aparecen implicados en la mayoria de uniones son
Leu750 y Tyr1005, mientras que en el caso de la icilina es Thr803. Por otra parte, destaca el hecho de que 4-
acetoxyDMT es capaz de unirse a las cuatro subunidades del canal a la vez, posicionandose en el centro del
poro y obstruyéndolo. Por ultimo, 4-acetoxyDMT se une a diversos residuos de los giros extracelulares uno de
los cuales es una de las cisteinas implicadas en la formacién del puente disulfuro, Cys940. Sin embargo y a
causa del desconocimiento de la funcién del resto de residuos, sobre la configuracion del canal, unido a la falta
de informacion experimental donde se haya demostrado la union de algin ligando a dicha parte del canal,
solamente se podria especular acerca de la funcion de los compuestos que se unan a ellos. Los sitios de unidn

representados anteriormente presentan en todos los casos energias de unidn mayores que la del mentol.

5-benciloxigramina

ARG 842

Figura 6. Interacciones de los clusters de 5-benciloxigramina con TRPMS8 en estado cerrado (a-mentol, b-icilina y c-bucles
extracelulares) y abierto (a, b y d-mentol).

Figura 6 a) b) c) d)
Energia de unién
(x10%keal/mol) 8.987/9.448 | 8.795/10.136 8.524 9.280
Residuos de F744, A747,
e W748, T803 W798,N799 | P716, W725,Y¥726,Y727 K856
" Mentol - .
Sitio de union Icﬁznn(;/ Icilina Giros extracelulares Mentol
Estadodel canal Cerrado/ Abierto Cerrado Abierto

Tabla 5. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unién representados en la Figura 6 para el 5-
benciloxigramina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (8.987-8.524), estado abierto (10.136-8.926). Se recuerda que la energia de union del mentol es de 5.870
kcal/mol.
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Los resultados obtenidos del cribado global (Figura 6 y Tabla 5)
indican la posibilidad de que el ligando se una a los sitios de unién de la
icilina (Asn799 y Thr803) y el mentol. El parecido estructural entre la 5-
bencilocigramina y la 5-benciloxitriptamina, que se tratara a continuacion,
(nucleo aromatico, grupo amina y benciléter) hace sospechar sobre la
posibilidad de que 5-benciloxigramina se pueda unir a la Tyr745, aunque

este residuo no haya interaccionado con el ligando durante el cribado

global. Por eso se realiz6 un cribado local que indica que la union con este  gioyra 7. Resultado del cribado local
aminoacido se puede dar con una energia de union de 5.640 kcal/mol. El de 5-benciloxigramina.

resultado se puede observar en la Figura 7. La distancia entre el grupo hidroxilo de la tirosina y la amina
secundaria del ligando es de 2.845 A, suficientemente corta como para que ambos elementos puedan
interaccionar. Por otra parte parece que el ligando puede interaccionar con varios residuos pertenecientes a los
giros extracelulares ademas de la Lys856 que se sospecha de que esté implicada en el sitio de union del mentol

(se tratard con mayor detalle en la “Discusion”). Finalmente, los sitios de unién representados anteriormente

presentan en todos los casos energias de unién mayores que la del mentol.

5-benciloxitriptamina (5-BT)

a) BILEU 88
A ASPYR
770 YR Y

R 4 &
PHI ‘
: >MWTHR 956

- I A ASP 802
3 ATRP 798

ET 9119 ’ THR 80 \ /‘

Figura 8. Interacciones de los clusters de 5-benciloxitriptamina con TRPMS8 en estado cerrado (a-bucles extracelulares, b-
mentol, c-icilina y d-icilina) y abierto (b y c).

Figura 8 a) b) c) d)
Energiade unién
W10 keal/mol) 10.011 9.606/9.620 | 9.398/10.097 9.093
Residuos de e e Loaa” | F744,A747, \799 W798, D802,
unién ! Yas6 ’ ’ F748, T803 G805
Sitio de unién Giros extracelulares rv“l;ﬁ::/ Icilina Icilina
Cerrado/ Cerrado/
Estadodel canal Cerrado Abierto Abierto Cerrado

Tabla 6. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de union representados en la Figura 8 para el 5-
benciloxitriptamina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (10.011-8.959), estado abierto (10.097-9.442). Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870
kcal/mol.

En diversos estudios (DeFalco et al., 2010; Tesis doctoral Jan-Albert, 2014) se demuestra que el ligando
5-benciloxitriptamina (5-BT) actia como antagonista del canal TRPMS, tanto activado por frio como por

mentol. En dichos casos se propone una posible unién al sitio del mentol y la icilina, por medio de los residuos
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Tyr745 y Asn799, respectivamente. Sin embargo, se demuestra por mutagénesis que solamente Tyr745
realmente media la interaccion entre el ligando y el canal.

Los resultados de cribado virtual global (Figura 8 y Tabla 6) muestran que puede producirse una
interaccién tanto en el sitio de unién del mentol como de la icilina, a través de distintos residuos. Dichas
interacciones se producen con ambos estados del canal, el abierto y el cerrado y todas ellas presentan una
energia de unién mayor que en el caso del mentol. Dadas las evidencias experimentales se decidio realizar un
cribado local, para comprobar si se produce la interaccion del ligando con la Tyr745. La Figura 9 refleja el
resultado obtenido. A pesar de que la distancia entre la amina secundaria del
ligando y el hidroxilo de la tirosina sea de 4.236 A, es posible que ambos grupos
interaccionen, con una energia de unién de 7.260 kcal/mol.

A pesar de haber obtenido varias posibles interacciones entre el ligando

y las distintas partes del receptor durante el cribado global, al existir evidencias

experimentales acerca de que la unién se produce con la Tyr745, los demas

resultados cobran menor importancia. Figura 9. Resultado del cribado local
de 5-benciloxitriptamina.

6-hidroximelatonina

ARG 842

‘LYS 85

Figura 10. Interacciones de los clusters de 6-hidroximelatonina con TRPM8 en estado cerrado (a-icilina, b-mentol y c-
bucles extracelulares) y abierto (a, d-mentol y e-bucles extracelulares).
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Figura 10 a) b) c) d) e)
Energia de
e 8.045
unién (x10¢ / 7.674 7.537 8.662 8.059
8.662
kcal/mol)
. R895, W896, R897, WS98 (A) R895, W896, R897 (C)
RESIdI:IOS Ge| W798, | F744,A747, €929, 7930, P938, 1939, K856 H928, C929(e.p), TI30, C940(e.p),
unién N799 F748,7803 €940 () V941, E945, Y946, N947(e.p), R950 (D)
S't'?,de Icilina Me.n.tol/‘ Giros extracelulares Mentol Giros extracelulares
union Icilina
Estadodel | Cerrado/ Cerrado Abierto
canal Abierto

Tabla 7. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unién representados en la Figura 10 para el 6-
hidroximelatonina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (8.045-7.479), estado abierto (8.662-8.011). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccidn con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

El ligando 6-hidroximelatonina tiene un parecido estructural con el 4-acetoxyDMT basado en el grupo
éter y amino, ademas del nucleo central aromatico. Probablemente este parecido posibilite el hecho de que
ambos ligandos puedan posicionarse en el poro del canal, uniéndose a sus cuatro subunidades a la vez (imagen
no presentada, pero informacion reflejada en los graficos de barras de la Figura 3). Segun los resultados del
cribado (Figura 10 y Tabla 7), el ligando es capaz de unirse a diversos residuos de los giros extracelulares, entre
los que destacan las Cys929 y Cys940. También se observa la posibilidad de unidn al sitio de la icilina a través
del residuo Ans799 y Thr803 y el del mentol a través de Phe744, Ala747 y Phe748. Los sitios de union

representados anteriormente presentan en todos los casos energias de unién mayores que la del mentol.

Alfa-metilserotonina y alfa-metilserotonina2

ARG 842

Figura 11. Interacciones de los clusters de alfa-metilserotonina (a, b, c y d) y alfa-metilserotonina2 (todos los apartados)
con TRPMS en estado cerrado(a-icilina) y abierto (a, b-bucles extracelulares, c-mentol, d-icilina y e-mentol).
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Figura 11 a) b) c) d) e)
Energia de unién 8.370/ 7.805/
(10 keal/mol) 7940 9.077/9.007 9.051/8.339 9.033/8.133 7.827
L889, R890, F900,
Residuos de Q914, 5921, 7922, F744, A747,
unién W798,N793 | 1923, ya24, DO25, K856 (e.p) W798,D802 | t2ag (e.p)
L943, Y946
- 4] - Giros -
Sitio de union Icilina Mentol Icilina Mentol
extracelulares
. Alfa- Alfa- Alfa- et , Alfa-
& metilserotonina/2 metilserotonina/2 | metilserotonina/2 5 metilseratonina2
Estadodel canal | Cerrado/ Abierto Abierto

Tabla 8. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de union representados en la Figura 11 para el alfa-
metilserotonina y alfa-metilserotonina2. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia
de cada una de las interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan
comprendidas: Alfa-metilserotonina (Estado cerrado (8.572-8.232), estado abierto (9.128-8.317)) y alfa-metilserotonina2
(Estado cerrado (8.404-7.575), estado abierto (9.007-7.741)). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y
representan el hecho de que la interaccion con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena
lateral de un aminoacido. Se recuerda que la energia de union del mentol es de 5.870 kcal/mol.

Se observa que segun los resultados del cribado (Figura 11 y Tabla 8), las dos formas del ligando son
capaces de unirse al sitio del mentol, la icilina y a varios residuos de los giros extracelulares (con una energia de
unién mayor que la del mentol), lo que indica una falta de esteroespecificidad por parte de los sitios de union.
En este caso llama la atencién que las dos formas del ligando se unen sobre todo al canal abierto, mientras que
con el cerrado interaccionan solamente con Asn799. Ya que se observd un parecido estructural (cadena
alifatica con grupo amino terminal) con otros ligandos como el 5-benciloxigramina y el 5-BT que se unen a la
Tyr745, se realizd un cribado local para comprobar si el alfa-metilserotonina o el alfa-metilserotonina2 son
también capaces de hacerlo. En el resultado obtenido, el ligando se posicionaba muy lejos del aminoacido

tirosina, por lo que no se puede unir a éste (imagen no mostrada).

AMTB

Figura 12. Interacciones de los clusters de AMTB14 con TRPMS8 en estado cerrado (a-mentol y b-poro) y abierto (c-icilina).

Figura 12 a) b) )
Energia de unién
8.549 8.469 8.880
(x10°6 kcal/mol)
Residuos de unién | K715, P716,Y745 | D918 (A, B, C, D) N799, W798
- - Mentol/ Giros -
Sitio de union extracelulares Poro Icilina
Estadodel canal Cerrado Abierto

Tabla 9. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unidn representados en la Figura 12 para el AMTB. En
el apartado b), las siglas A, B, C y D representan el hecho de que la interaccién se produce con el residuo D918 de las
cuatro subunidades. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
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interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (9.305-8.469) estado abierto (9.601-8.772). Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

/

&

Debido al parecido estructural entre el antagonista AMTB y el 5-BT que se

refleja en que ambos ligandos tienen un benciléter y una amina primaria ademas de
un nucleo central aromatico, es de esperar que se unan al mismo sitio. De hecho
este es el Unico compuesto cuyos resultados de cribado global (Figura 12 y Tabla 9)
muestran una interaccion con la Tyr745, clave para el sitio del mentol. Sin embargo,
como la distancia entre el compuesto y la cadena lateral de la tirosina parece ser TYR 7
bastante grande, se realizd un cribado local para acomodar mejor el ligando. Asi se Figura 13. Resultado del
cribado local de AMTB.

puede demostrar una clara interaccion con la Tyr745, tal y como se muestra en la
Figura 13. La distancia entre el grupo hidroxilo de la tirosina y el carboxilo del ligando es de 2.396 A, lo que
indica que ambos estan suficientemente cerca para interaccionar, presentando una energia de unién de 6.730
kcal/mol.

Es posible que AMTB se una al sitio de la icilina dada la proximidad de la cadena lateral de Asn799 y el
grupo amina del ligando. Finalmente y a pesar de la diferencia estructural existente entre este compuesto, 4-
acetoxyDMT y 6-hidroximelatonina, reflejada en su mayor tamafio, parece ser que AMTB también es capaz de
posicionarse en el centro del poro.

Todas las interacciones de este ligando con el canal tienen una mayor energia de unién que la del

mentol.

CHEMBL236265

PHE 744
/, PHE 748

ALA 74

/

LYS 8 /

&, LYS 937 anS 9208
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Figura 14. Interacciones de los clusters de CHEMBL236265 con TRPMS8 en estado cerrado (a-icilina y b-mentol) y abierto
(a, c-mentol, d-bucles extracelulares y e-bucles extracelulares).
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Figura 14 a) b) c) d) e)

Energiade 7.995/
unidn (x106 ) 7.684 8.511 8.164 8.075
7.974
keal/mol)

1899, F926 (e.p), 5927, HI28, H928, C929, T930, P938, L939,

Residuos de w798, 4
F744,A747, K856 | €929,K937,C940,V941, E945, | €940, E945, Y946, N947, RI50

unién N799 F748,T803 Y946 (e.p), N947, R950 (D) R895, W896 (e.p), R897 (C)
Sitio de - . .
fnicn Icilina Mentol Mentol Giros extracelulares Giros extracelulares
Estadodel | Cerrado .
. / Cerrado Abierto
canal Abierto

Tabla 10. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de union representados en la Figura 14 para el
CHEMBL236265. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (8.108-7.650) estado abierto (8.918-7.974). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccién con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

Los resultados del cribado (Figura 14 y Tabla 10) muestran que el ligando es capaz de unirse al sitio de
la icilina a través de Asn799 y otros residuos cercanos a este sitio de unién como W798. Ademas, se posiciona
entre las cisteinas 929 y 940. Finalmente también es capaz de unirse a residuos del sitio de union del mentol.
Todas las interacciones de este ligando con el canal tienen una mayor energia de unién que la del mentol.

Melatonina

Figura 15. Interacciones de los clusters de melatonina con TRPMS8 en estado cerrado (a-bucles extracelulares, b-mentol y
c-mentol) y abierto (a, b y d-icilina).

Figura 15 a) b} c) d)

Energia de unién

(x10° keal/mol) 8.884/10.167 8.754/9.030 8.474 9.237

L889, R890, F900, A910, 5921, T923, F744, A747, F748

Residuosdeunion | ), . ) "0o25. 1943, Y946, T956 W798,N795 (e.p), T803 K856
Sitio de unién Giros extracelulares Icilina Mentol/ Icilina Mentol
Estado del canal Cerrado/Abierto Cerrado Abierto

Tabla 11. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de union representados en la Figura 15 para la
melatonina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (8.884-8.295) estado abierto (10.167-8.633). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccion con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

La melatonina tiene un gran parecido estructural con la serotonina, y aunque tiene un tamafio
ligeramente superior, tiene el mismo nucleo central y una cadena lateral con un grupo amina. Este hecho se
refleja en que se sintetiza a partir de la serotonina. Dado que la serotonina es incapaz de unirse al sitio del

mentol (tratada mas adelante), es de esperar que con la melatonina ocurriera lo mismo, aunque uno de los
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resultados anteriores (Figura 15 y Tabla 11) muestre la posibilidad de interaccionar con varios residuos
pertenecientes a dicho sitio de unién. Por otra parte destaca el residuo Asn799 del sitio de la icilina. Debido a la
falta de informacién experimental, es dificil garantizar que esto se produzca. Parece ser capaz también de
interaccionar con Lys856. Las energias de union del ligando en el caso de todas las interacciones anteriores
resultan ser mayores que la de referencia del mentol.

N-acetilhidroxitriptamina

< ARG 890) »
c) TVR 924« d o' PHE 744
SP 250 W\ M -

<R SN 7

ADAT4T

HE 748'

THR 803

Figura 16. Interacciones de los clusters de N-acetilhidroxitriptamina con TRPM8 en estado cerrado (a-icilina, b-icilina, c-
bucles extracelulares y d-mentol) y abierto(a, b, ¢, e-mentol, f-bucles extracelulares y g-bucles extracelulares).

Figura 16 a) b) c) d) e} f) g)
Energia de
union (x10°6 9.170/ | SR/ 8.671/9.971 8.583 9.433 8.952 8.821
8.861 8.968
kcal/mol)
R895, W896, R897 (C) 1909, G913, 5917,
R890, F900, A910, 911
d ’ 2 | F744, AT47, H928, €929 (e.p), L939 V919 (A)
7 } ; 4
Rest::‘i‘:: P Vgggi’ N799 (31?’333(22;)’;992; F748 (e.p), K856 €940 (e.p), V941, E945 Q914, (D918, V919,
T 943 yoas ’ 7803 (e.p), Y946, N947 (e.p), D920,5921) (e.p),
’ R950 (D) T922, D944 (B)

Sitio de union | Icilina | Icilina Giros extracelulares | Mentol/ Icilina | Mentol | Giros extracelulares | Giros extracelulares

Estado del

Cerrado/ Abierto Cerrado Abierto
canal

Tabla 12. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unidn representados en la Figura 16 para la N-
acetilhidroxitriptamina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de
las interacciones representadas, a continuacidn se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (9.170-8.268) estado abierto (9.971-8.786). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccion con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

La N-acetilhidroxitriptamina tiene una estructura quimica muy parecida a la serotonina,
diferenciandose solamente por un grupo acetilo presente en la cadena alifatica que en el caso de la serotonina
tiene un grupo amino terminal. Parece que el ligando es capaz de posicionarse entre los residuos de cisteina de
los giros extracelulares, aunque en este caso, la interaccidon con éstos es sobre todo a través de su esqueleto
peptidico. Ademas, puede unirse al residuo Asp920 que se cree relevante para el mantenimiento de la

estabilidad de los estados del canal, y se encuentra en los giros extracelulares (B. Nilius et al., 2005).
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Finalmente, es capaz de unirse al sitio del mentol y la icilina a través de diversos residuos (Figura 16 y Tabla 12),
presentando energias de unién mayores que las del mentol.

N-metilserotonina

PHE 744

ALA 747

) £ \ ARG 890
PHE 748 2 ! N

ARG 842 NP ARG 895
‘ f)
{4 ,
= ARG 95048
4 A QL YS 940 3 N

RG 897, &N A
VAL 910
\ YR 944 SER 217
- 2 o)~
Figura 17. Interacciones de los clusters de N-metilserotonina con TRPMS8 en estado cerrado (a-icilina, b-icilina y c-mentol)

y abierto (b, c, d-bucles extracelulares, e-mentol, f-bucles extracelulares y g-bucles extracelulares).

CYS 929

LYS 856

Figura 17 a) b) c) d) e) f) g)
Energia de union 7.509/ 7.267/
7.972 8.394 7.239 7.608 7.585
(x10°¢ kcal/mol) 7.720 7.578
g 1889, R890, F900, m:?;z’;ig?) {fq)gzg 1909, G913, 5917,
Residuos de W798, W798, A747 FT:'48 M911,Q914, 5921, K856 C929,(e ) ngé C946 V919 (A)
union D802 N799 ! T923,Y924, D925, Ph ! (D918,Vv919, D920,
(ep). T8O3 | 943 yaag, To56 (e.p). V941, 945 (e}, | o510 o) 7922 (8)
W2, Y946, N947 (e.p), R950 (B) Pl
- 1 - - Mentol/ ! K .
Sitio de union Icilina Icilina cilina Giros extracelulares | Mentol Giros extracelulares Giros extracelulares
Estado del canal | Cerrado Cerrado/Abierto Abierto

Tabla 13. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unién representados en la Figura 17 para la N-
metilserotonina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estdn comprendidas: Estado
cerrado (7.972-7.244) estado abierto (8.394-7.573). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccion con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

La N-metilserotonina se diferencia de la serotonina en un grupo metilo unido al amino terminal de la
cadena alifatica de la serotonina, lo cual transforma la amina de primaria a secundaria. Sin embargo, este es un
cambio muy pequefio y es de esperar que este ligando se comporte de igual forma que la serotonina. De hecho
en los resultados (Figura 17 y Tabla 13) se destacan varios residuos del sitio de unién de la icilina, en vez del
sitio del mentol. También, al igual que en el caso de la serotonina, se observa que el ligando se posiciona en los
giros extracelulares, entre los residuos de cisteina y el residuo Asp920. Asimismo las energias de unidén en todas

las interacciones son mayores que la del mentol.
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Serotonina

Figura 18. Interacciones de los clusters de serotonina con TRPMS8 en estado cerrado (a-icilina) y abierto (a, b-bucles
extracelulares, c-mentol y d-bucles extracelulares).

Figura 18 a) h) o) d)
Energia de unién (x10¢ 7.800/
keal/mol) 7471 8.421 8.156 7.483
R895, R897 (A)

L889, R890, F900, 5921,

Residuos de union W78, 1922 (e.p), T923, Y924 (e.p), K856 F926, 5927 (e.p), HI28,
N799 D95 1843 Y46, TA56 (929, C940, V941 (e.p),
’ ’ ’ E945, Y946, N947, 950 (B)
Sitio de unidn Icilina Giros extracelulares Mentol Giros extracelulares
Estado del canal Cerrado/ Abierto
Abierto

Tabla 14. Resume las caracteristicas mdas destacadas de los sitios de unién representados en la Figura 18 para la
serotonina. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (7.800-7.492) estado abierto (8.421-7.458). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interacciéon con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminodacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

Debido a que 5-BT actua como agonista para el receptor de la serotonina, es de esperar por tanto que
la serotonina tenga algun efecto sobre el canal TRPMS8. Sin embargo, tal y como se muestra en el trabajo de
DeFalco et al.,2010, esto no se observa. De hecho, los resultados del cribado global (Figura 18 y Tabla 14)
muestran que existe interaccion solamente con el residuo Lys856 de los pertenecientes al sitio de union del
mentol. Sin embargo, la serotonina si podria unirse a Asn799.

Por otra parte se observa que la serotonina es capaz de interaccionar con residuos posicionados en los
giros extracelulares del canal posicionandose entre dos residuos de cisteina (Cys929 y Cys940). Todas las
interacciones de este ligando con el canal tienen una mayor energia de unién que la del mentol.

ST038837

ARG 842 _

Figura 19. Interacciones de los clusters de ST038837 con TRPMS8 en estado cerrado (a- mentol y b-icilina) y abierto (a, by
c- mentol).

Pagina 34 de 50



Figura 19 a) b) c)
Energia de uni6n (x10- kcal/mol) 9.791/10.271 9.497/10.588 9.587
Residuos de unién F744, A747, F748, T803 N799,T803 K856
Sitio de unién Mentol/ Icilina Icilina Mentol
Estadodel canal Cerrado/ Abierto Abierto

Tabla 15. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unidn representados en la Figura 19 para ST038837.
Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las interacciones
representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado cerrado (9.791-
8.999) estado abierto (10.588-9.587). Se recuerda que la energia de uniéon del mentol es de 5.870 kcal/mol.

El ligando ST038837 tiene una estructura quimica bastante parecida al
5-BT, diferencidandose solamente en la presencia de un metilo unido al nucleo
central aromatico. Es por eso que se realizé un cribado local, para comprobar la
posible interaccidn con la Tyr745 del sitio de unién del mentol. El resultado
obtenido se puede observar en la Figura 20. La distancia existente entre el grupo

hidroxilo de la tirosina y la amina secundaria del ligando es de 3.959 A, mientras

que con la amina primaria es de 4.065 A. A pesar de que no sean distancias Figura 20. Resultado del cribado
relativamente cortas y que garanticen la formacidn de puentes de hidrégeno, es local de ST038837.

posible que dicho puente se forme (presentando una energia de unién de 5.700 kcal/mol), mas teniendo en
cuenta que se trata de un modelo del canal. Por otra parte cabe destacar el resultado de cribado global (Figura
19 y Tabla 15) que muestra una interaccidon del ligando con el residuo Lys856 que estad involucrado en
mantener la conformacion del canal a través de la interaccién con varios residuos pertenecientes al sitio de
unién del mentol (A. Pedretti et al., 2009). Finalmente, también se deberia destacar la interaccidon repetida con
el residuo Asn799 del sitio de unién de la icilina. Todas las interacciones anteriores presentan una energia de

unién mayor que la del mentol.

SureCN8058324

b)
TYR 727

Figura 21. Interacciones de los clusters de SureCN8058324 con TRPMS8 en estado cerrado (a-icilina, b-bucles
extracelulares y d-mentol) y abierto (a, c-bucles extracelulares y d).

Figura 21 a) b) c) d)
Energia de union (x10°¢ 10.415/
keal/mol) 10.523 9.618 10.485 9.770/10.224
W798, p716, W72, y726, | Q014 D18, (V919 , D920, S921) (e.p),

Residuos de unién T922, D944 (D) F744, A747 , F748, L750, T803

N799 vizz L909, F912, G913, P916, S917, V919 (C)
Sitio de unién Icilina Giros extracelulares Giros extracelulares Mentol/ Icilina
Cerrado, . .
Estado del canal Ab|erto/ Cerrado Abierto Cerrado/ Abierto
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Tabla 16. Resume las caracteristicas mas destacadas de los sitios de unidon representados en la Figura 21 para
SureCN8058324. Para obtener una idea mejor de la probabilidad de ocurrencia y/o importancia de cada una de las
interacciones representadas, a continuacion se presenta el rango de energia entre el que estan comprendidas: Estado
cerrado (10.415-9.196) estado abierto (10.914-10.224). Las siglas (e.p.) significan “esqueleto peptidico” y representan el
hecho de que la interaccion con el ligando se produce a través del esqueleto peptidico y no la cadena lateral de un
aminoacido. Se recuerda que la energia de unién del mentol es de 5.870 kcal/mol.

'

Por ultimo, este ligando también tiene un parecido estructural con el 5-
BT, diferenciandose en poseer en vez de una cadena alifatica donde se une el
grupo amino, un ciclobutano al que se une dicho grupo. En este caso también se
realizé un cribado local, con el mismo objetivo que en los casos anteriores. El
resultado se observa en la Figura 22. La distancia entre la amina primaria y el

grupo hidroxilo de la tirosina es de 2.955 A, lo que indica que existe una gran

probabilidad de que haya interaccidén entre ambos grupos, con una energia de Figura 22. Resultado del cribado
unién de 7.710 kcal/mol. Por otro lado, la interaccidn con el sitio de la icilina se local de SureCN8058324.

puede producir a través de Asn799 o Thr803.

5. Discusion

Los ligandos analizados en el presente trabajo podrian clasificarse en tres grupos principales segun su
parecido en cuanto a la estructura quimica. En primer lugar destacan los ligandos 5-benciloxigramina, 5-
benciloxitriptamina, AMTB, ST038837 y SureCN8058324, todos ellos caracterizados por poseer un nucleo
central aromatico al que se une un benciléter y una cadena alifatica con un grupo amino (excepto en el caso de
SureCN8058324, donde se trata de un ciclobutano). Parece claro que todos ellos son capaces de unirse a la
Tyr745 ademas de interaccionar con varios de los residuos comprendidos entre 742 y 750 del sitio de unidn del
mentol, por medio de contactos apolares. En el modelo de TRPMS8 construido a partir del canal K,1.2 (Malkia A,
et al., 2009) se especifica que los residuos Tyr745 y Glu802 interaccionan entre si de forma polar, estabilizando
el estado cerrado del canal. En este caso el mentol que se une a Tyr745 rompe esta interaccién y provoca un
cambio conformacional que abre el canal. En dicho modelo estos dos aminoacidos estan muy cercanos entre si,
hecho que no sucede en el modelo construido a partir de TRPV1, por lo que la unidn de los ligandos a la Tyr745
no produciria el mismo efecto. Para ello se ha intentado buscar otro residuo que esté cerca de la Tyr745 y que
pueda tener alguna funcidn en la estabilizacién de los estados del canal. De
entre todos los residuos analizados, el Unico que parece que podria
interaccionar con la Tyr745 es la Tyr826 que se encuentra en el giro
extracelular que conecta S2 y S3. Como se puede observar en la Figura 23, el
puente de hidrogeno que posiblemente se forme entre estas dos tirosinas
puede romperse cuando un ligando interaccione con la Tyr745. Debido al

cambio tan ligero que se produce en la estructura del canal al pasar del

estado cerrado al abierto es dificil ver diferencias en las posiciones de Figura 23. Posicién de Tyr745 y Tyr826.

estos dos residuos de tirosina en ambos estados del canal.
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Hasta el momento, en la bibliografia no se ha especificado una interaccién directa de algun ligando
con Lys856, sin embargo se cree que este residuo tiene un papel importante en el mantenimiento de la
conformacion del canal a través del contacto con Arg842, siendo ambos residuos destacables para el sitio de
union del mentol (A. Pedretti et. al, 2009). A pesar de ello, los resultados del cribado virtual indican la
interaccion de varios de estos ligandos con el residuo Lys856, posiciondndose entre éste y el residuo Arg842,
dificultando la interaccién entre ambos. Cabe destacar que la unidn al residuo Lys856 se da Unicamente en el
caso del canal iénico en estado abierto.

Por otra parte, los cinco ligandos son capaces de interaccionar con residuos pertenecientes al sitio de
unién de la icilina, como Asn799, Asp802 y Thr803, tanto en el caso del canal en estado cerrado como abierto.
Ademas, y aunque hasta el presente momento no existian evidencias sobre la interaccion con el residuo
Trp798, los resultados obtenidos indican que en un gran numero de casos, los ligandos interaccionan con él. Es
posible que debido a la cercania entre Asp802 y Trp798 ademads de los grupos quimicos que presentan ambos
residuos, exista una interaccién entre ambos, que de normal estabilice la hélice de la que forman parte. Si un
ligando se posiciona entre ellos, esta interaccion se romperia produciendo una desestabilizacion. Teniendo en
cuenta las energias de unién de todos los intentos de cribado de estos ligandos, destaca el hecho que en el
caso del canal abierto, las interacciones con mayor energia son las que se producen con los residuos del sitio de
unién de la icilina. En el caso del estado cerrado, las interacciones de mayor energia se producen tanto con
residuos del sitio de mentol como la icilina. Las interacciones con los giros extracelulares son menos
energéticas y por tanto tienen menor prioridad de suceder. Entre ellas hay que destacar la que se produce con
Asp920 que se encuentra en la entrada del poro, y varios residuos adyacentes. Estudios mutacionales revelan
que la neutralizacién de este residuo resulta en un canal inactivo, hecho que podria lograrse por los ligandos.
Ademas de normal Asp920 interacciona con Arg890 y Arg897 y al posicionarse un ligando entre ellos dicha
unién podria romperse y conllevar a la obstruccién del poro.

En segundo lugar, cabria destacar el grupo formado por los ligandos serotonina y sus derivados N-
metilserotonina, N-acetilhidroxitriptamina, alfa-metilserotonina y 4-acetoxyDMT cuyo parecido no es tan alto
pero aun asi comparte el ndcleo aromatico y la cadena alifatica del resto de compuestos del grupo. A pesar de
que los resultados del cribado muestran que estos ligandos son capaces de unirse a residuos que forman parte
del sitio de unién del mentol, debido a que ya ha sido determinado en varios trabajos que la serotonina es
incapaz de unirse a la Tyr745, estos se despreciaran. Ademas se realizé un cribado local en el sitio del mentol
para comprobar que efectivamente no hay interaccidn con la Tyr745. A pesar de que se obtuvo un cluster que
se posiciona cerca de este residuo, la energia de unién que presentaba era la mas baja. Por otra parte, en un
gran numero de ocasiones, estos ligandos interaccionan con Asn799 y otros residuos del sitio de union de la
icilina, estando el canal en estado abierto y cerrado. Aun asi, lo que mas llama la atencidn de este grupo, es la
capacidad de los ligandos de posicionarse en los giros extracelulares, entre los residuos de cisteina 929 y 940
que forman el puente disulfuro. Ademas, esta interaccidon se produce Unicamente con el canal en estado
abierto, por lo que si se produce un cambio conformacién, el canal podria quedar bloqueado o inactivo. De
entre todos los clusters formados por estos ligandos, para el canal abierto y que indican una posible unién con

alguna de las partes consideradas como primordiales del canal (sitio del mentol, la icilina y los giros
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extracelulares), el 49.33% muestran union a Cys929 y Cys940, frente al 0% en el caso del canal cerrado. Todos
los ligandos de este grupo presentan la energia de unién mas alta cuando interaccionan con residuos del sitio
de union de la icilina, en el caso del canal en estado cerrado. Por otra parte, con el canal abierto, las
interacciones de mas energia se producen con los giros extracelulares, en concreto con el residuo Asp920 u
otros adyacentes. Por ultimo, cabe decir que la totalidad de este grupo interacciona con Lys856 solamente en
el caso del canal abierto.

Finalmente el tercer grupo compuesto por la melatonina, CHEMBL236265 y 6-hidroximelatonina
parece ser capaz de interaccionar con residuos del sitio del mentol, la icilina y los giros extracelulares,
destacando en este Ultimo caso Cys929 y Cys940 y el Asp920. Viendo las energias de unién de cada ligando, no
se observa ningun sitio de unidn primordial para los dos estados del canal.

Los ligandos del grupo de 5-BT parecen ser los Unicos suficientemente grandes como para
interaccionar con la Tyr745 y algunos de los residuos 742-750, por medio de interacciones hidrofébicas.
Ademas son los que mejor se adaptan al espacio que queda entre las hélices S2 (sitio del mentol) y S3 (sitio de
la icilina), pudiendo contactar a la vez con residuos de ambos sitios de unidn. En este caso, las interacciones
hidrofdbicas se forman con los residuos Phe744, Ala747 y Phe748 sobre todo, quedando la cadena alifatica con
el grupo amino dirigido hacia los residuos polares Asp802 y Asn799. Estas interacciones se observan en el caso
de otros ligandos pero con energias de unidon menores, lo cual puede deberse al tamafio mas reducido del resto
de ligandos que limita el contacto con los aminodcidos mds importantes. Los compuestos del grupo de la
serotonina, al presentar menor tamafo se posicionan la mayoria de veces cerca de Asn799 interaccionando
solo con este residuo. En el caso de los giros extracelulares, en concreto los residuos cercanos a Asp920,
parecen ser preferidos por ligandos como la serotonina. Esto posiblemente se deba a que los residuos de estas
posiciones son polares y algunos de ellos presentan carga. La serotonina y sus derivados son los Unicos que
presentan un grupo hidroxilo en su estructura quimica, el cual junto con el grupo amino es capaz de formar
facilmente puentes de hidrégeno. El resto de ligandos suelen presentar un grupo éter, el cual es incapaz de
compartir hidrégenos y por tanto no puede formar puentes de hidrégeno. En el caso de las interacciones con
los giros extracelulares en la zona donde estan Cys929 y Cys940 hay una gran cantidad de residuos polares,
algunos de ellos cargados. Ademds en esta regién parece que las Subunidad A
distintas subunidades se estabilizan por medio de la formacién de
puentes de hidrégeno entre residuos que se encuentran enfrentados
Yy que tienen grupos electronegativos. Parece ser que los ligandos que
mas tienden a unirse a esta parte de los giros son aquellos que tengan
un tamafo mediano-reducido y que presentan grupos hidroxilo y

amino en su estructura. En la Figura 24 se pueden observar los

residuos enfrentados que posiblemente ayuden a estabilizar las Figura 24. Estabilizacion de las subunidades
subunidades y cdmo la cercania con el ligando podria interferir en esa estabilizacion.

El residuo Lys856 importante para el sitio del mentol parece ser capaz de interaccionar con un gran
numero de ligandos. Sin embargo, en la zona donde se encuentra, que corresponde al linker S4-S5, se observa

un espacio vacio donde se podria posicionar cualquiera de los compuestos aqui estudiados. Este hecho junto
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con las bajas energias de unién correspondientes a la interaccién con este residuo hace sospechar que se trata
de un falso positivo. A pesar de que dicha interaccion pueda darse en algin caso concreto se necesitaria un
estudio mas profundo.

Finalmente, comparando las energias de unién de todos los ligandos en las diversas interacciones con
alguno de los estados del canal se observa que casi la totalidad de ellas son mayores que la energia de unién
del mentol que se ha tenido como referencia. Esto indica que en teoria casi cualquiera de las interacciones

estudiadas tiene mayor probabilidad de suceder que la interaccién con el mentol.

6. Conclusiones y proyeccion futura

En primer lugar, no hay que olvidar que el cribado virtual es una herramienta como muchas otras, que
nos ayuda en el estudio y busqueda de nuevos moduladores, sin embargo no es sustitutiva de las técnicas de
laboratorio humedo e incluso a veces pueden existir discrepancias con ellas, sobre todo a la hora de trabajar

con modelos de proteinas y no estructuras reales como es el caso.

Los resultados obtenidos indican que existen preferencias de algunos tipos de ligando por un sitio de
unién de entre los considerados en este trabajo, en concreto, el del mentol, la icilina y los giros extracelulares.
Aungue no existan pruebas experimentales y/o bibliograficas hasta el momento, parece factible el hecho de
que algunos compuestos puedan interaccionar con residuos de los giros extracelulares tal y como se
sospechaba. Sin embargo, este es solo un primer paso en el estudio de gran parte de dichos compuestos, por lo
que haria falta profundizar mas en él y entender los mecanismos a través de los cuales se podria modular el
canal TRPMS8. Una vez que existen evidencias de la interaccion de los ligandos con diversos sitios del canal,
habria que estudiar la funcién que tienen éstos, es decir, si son agonistas o antagonistas a través de estudios de
electrofisiologia, por ejemplo. Habria que observar el comportamiento del canal en presencia de los efectores
en distintas condiciones de temperatura, concentracidn de mentol e icilina y voltaje para entender mejor la

funcién de cada ligando ademas de su competitividad por un sitio de unién concreto.
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Anexos

Anexo 1.

Alineamiento entre secuencias proteicas de TRPMS8 de rata y TRPMS8 en estado abierto.

PR R R R IR FT IR AR TTAIAFART AR ARIRES
Program: needle
Rundate: Mon 16 Mar 2015 11:40:41
Commandline: needle
—auto
—-stdout
—asequence emboss needle-E20150316-114040-0229-41678241-pg.aupfile
-bsequence emboss_needle-E20150316-114040-02259-41678241-pg.bupfile
—datafile EBLOSUME2
—-gapopen 10.0
-gapextend 0.5
—endopen 10.0
—endextend 0.5
—aformatd pair
—-sproteinl
—-sproteind
Align format: pair
Report file: stdout
PR R R R IR FT IR AR TTAIAFART AR ARIRES

Aligned sequences: 2
1: TRPMEopened+loop
2: TRFME& RAT

Matrix: EBLOSUMEZ
Gap_penalty: 10.0
Extend penalty: 0.5

Length: 1104

Tdentity: 554/1104 (50.2%)
Similarity:  554/1104 (50.2%)
Gaps: 550/1104 (49.8%)

Score: 2531.0

TRPMBopened+1 1 4]
TRFME_RAT 1 MSFEGARLSMRSRRNGTILGSTRTLYSSVSRSTDVSYSESDLVNFIQANFE 50
TRPMESopened+l 1 s}
TRFME_RAT 51 KRECVFFTRDSEAMESICECGYAQSQHIEGTQINQNEEWNYREHTEEFPT 100
TRPMBopened+1 1 4]
TRFME_RAT 101 DAFGDIQFETLGEKEGKYLRLSCDTDSETLYELLTQHWHLETPNLVISVIG 150
TRPMESopened+l 1 s}
TRFME_RAT 151 GRARNFALKPRMREIFSRLIYIAQSKGAWILTGGTHYGLMKYIGEVVRDNT 200
TRPMBopened+1 1 4]
TRFME_RAT 201 ISRNSEEMIVAIGIAAWGMVSHNRDTLIRNCDDEGHFSAQYIMDDFMEDPL 250
TRPMESopened+l 1 s}
TRFME_RAT 251 YILDNNHTHLLLVDNGCHGHPTVEAKLRNQLEKYISERTSQDSNYGGEIP 300
TRPMBopened+1 1 4]
TRFME_RAT 301 IVCFAQGGGRETLEAINTSVESKIPCVVVEGSGQIADVIASLVEVEDVLT 350
TRPMEopened+1 1 s}
TRFME_RAT 351 SSMVEEKLVRFLPRIVSRLPEEEIESWIKWLEEILESPHLLTVIEMEEAG 400
TRPMBopened+1 1 4]
TRFME RAT 401 DEVVSSAISYALYKAFSTHNEQDEDNWNGQLELLLEWNQLDLASDEIFTND 450
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TRPMEopened
TRPME_RAT
TREME8opened
TRPME_RAT
TRFMEB8opened
TREME_RAT
TRPMEopened
TREME_RAT
TRPMEopened
TRFME_RAT
TRPMEB8opened
TRPME_RAT
TRPMEopened
TRFME_RAT
TREMEopened
TREME_RAT
TRPMEopened
TREME_RAT
TREPMEBopened

TREMS_RAT

TRPMEopened
TRPME_RAT
TREFMEB8opened

TREME_RAT

451

39

201

fid]

551

138

601

188

651

239

701

289

751

339

801

389

851

439

901

489

851

539

1001

———————————— FIALIKDRPKFVELFLENGLNLOKFLTNEVLTELFSTH

TRERREERE e e e e e e e e
RRWESADLQEVMFTALIKDRPEFVRLFLENGLNLOKFLITNEVLTELFSTH

FSTLVYRNLOIRAKNSYNDALLT FVWELVANFRRSFWEEDRSSREDLOVEL

TRRRRREEERRR e e e e e e e e e e e e e e e reenl
FSTILVYRNLOIAKNSYNDALLTFVWELVANFRRSFWEEDRSSREDLDVEL

HDASLTTRHPLOALFIWATLONEKELSEVIWEQTHGCT LARLGASKLLET

FEREEEREERERE R b e e b e e e e e e e e e
HDASLTTRHPLQALFIWATLONKKELSKVIWEQTKGCT LAALGASKLLKT

LAKVENDINAAGE SEELANEYETRAVELFTECYSSDEDLAEQLLVYSCER

FEREEEREERERE R b e e b e e e e e e e e e
LAKVENDINAAGESEELANEYETRAVELFTECYSSDEDLAEQLLVYSCER

WGGEENCLELAVEATDQHFIAQPGVONF LSKQWYGEISRDTENWKIILCLE

FEREEEREERERE R b e e b e e e e e e e e e
WGGSNCLELAVEAT DQHFIAQPGVONFLSKQWYGEI SRDTKNWKITLCLE

IIPLVGCGLVSFREKPIDEHEE LLNYYVAFFT SPEVVESWNVVEYIAFLL

FRRERREER R e e e e e e e e e e e el
IIPLVGCGLVSFREEPIDEHEKLLWY Y VAFFTSPEVVESWNVVEYIAFLL

LFAYVLLMDFHSVPHTIPELILYALVFVLFCDEVRQWYMNGVNYFTDLWNV

FRRERREER R e e e e e e e e e e e el
LEAYVLIMDFHSVPHTPELILYALVEVLEFCDEVROWYMNGVNYFTDLWNV

MDTLGLFYFIAGIVFRLHSSNESSLYSGRVIFCLDYIIFTLRLIHIFTVS

FEREEEREERERE R b e e b e e e e e e e e e
MDTLGLEYFIAGIVFRLHSSNKSSLYSGRVIFCLODYIIFTLRLIHIFTVS

RNLGPEIIMLORMLIDVFFFLFLFAVNMVAFGVARQGILRONEQRWRWIF

FEREEEREERERE R b e e b e e e e e e e e e
RNLGPKITMLORMLIDVFFFLFLEAVWMVAFGVARQGILRQNEQRWRWIF

RSVIYEPYLAMFGQWVPSDVDSTTYDFSHCTFSGNE SKPLCVELDEYNLPR

TERLEEREERREREErr e e e e e e e e e e e e et
RSVIYEPYLAMFGQVPSDVDSTTYDFSHCTFSGNE SKPLCVELDEYNLER

FPEWITIPLVCIYMLSTNILLVNLLVAMFGYTVGIVQENNDOVWEFQRYF

TRRERERER R b e e ee e e e b e i e el
FPEWITIPLVCIYMLSTNILLVNLLVAMFGYTVGIVQENNDOVWEFQRYF

LVQEYCHNRLNIPFEFV -

(NRRRRNRRRNERRRT]
LVQEYCHNRLNIFPFPFVVFAYFYMVVEKCFRCCCRERNTESSACCFRNEDN

38

500

88

250

138

600

188

650

238

T00

288

750

338

800

388

850

438

900

488

950

538

1000

554

1050

El modelo comprende a los residuos 463 hasta 1116 de la proteina original que tiene un tamafo de 1050

aminoacidos.
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Anexo 2.
Macro “dock_run.mcr” para ejecucion de cribado virtual global.

# YASARA MACRO

# TOPIC: 5. Structure prediction

# TITLE: Docking a ligand to a receptor

# REQUIRES: Structure

# RAUTHCR: Elmar Krieger

# LICENSE: GPL

# DESCRIPTICN: This macro predicts the structure of a ligand-receptor complex. It can also continue
# a docking run that got interrupted.

$# An analysis log file i= written at the end.

# Parameter section - adjust as needed, but NOTE that some changes only take effect
$# if you start an entirely new docking job, not if you continue an existing one.

#

# You can either set the target structure by clicking on Options > Macro > Set target,
# or by uncommenting the line below and specifving it directlwy.

|HacroTarget='fhomefmynamefprojects!dockingflsdf'

# Docking method, either AutoDockLGL or VWINL
method="VINA"

t Mumber of docking rons (maximally 999, sach run can take up to an hour)
runs=25

# Docking results usually cluster around certain hot spot conformations,

# and the lowest energy complex in each cluster is saved. Two complexes belong to
# different clusters if the ligand RMSD is larger than this minimuam [A]:
rmsdmin=5.0

# Set to 1 to keep the ligand completely rigid (alternatively you can provide
# the ligand as a *.yob file and fix certain dihedral angles only).

rigid=0
$# L selection of receptor residues to keep flexible, e.g. flexres = 'Lys 91 Leu 100°',
$# or (if the receptor i= not a monomer) flexres = '"Res Lys 91 Mol A or Res Leu 100 Mol B'.

$ Alternatively you can provide the receptor as a *.gce or *.yob file with fixed

# atoms, which gives better control (e.g. you can keep only part of a gide-chain
# or even a terminal backbone flexible).

flexres=""

# Set to 1 to calculate the binding energy spread in each cluster (takes longer)
calcspread=1

# Force field used for charge assignment, not used by VINA.
ForceField AMBERO3

# Normally no change required below this point

#

# Sanity checks

if MacroTlarget=="'"
RaiseError "This macro requires a target. Either edit the macro file or click Options > Macro >
Set target to choose a target structure”

if runs>»9359
RBaizeError 'Too many docking runs selected, (run=) would take forewver!'

structlisct="receptor', "ligand’

# Load receptor and ligand
Clear
# Do we already have a receptor scene?
scefilename="' (MacroTarget)_ receptor.sce'
scene = FileSize (scefilename)
if !scene
# Mo, load PDE or YOB files of receptor and ligand
for struct in structlist
[struct)=0
for type in 'vob', 'pdb’
filename=' (MacrcoTarget)_(struct).(type)'

exizsts = FileSize (filename)

if exists
[struct) = Load(type) (filename)
break

if not (struct)
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RaiseError 'The (struct) was not found at (filename). Please follow the instructions in the
"Recipes" section exactly, especially when setting
the macro target'
# Orient the receptor, create a docking cell that includes the entire receptor
# and also ha= enough empty =Space around to accomodate the ligand (which has to
# be removed temporarily, since 'Cell Auto' encloses the entire soup) .
ligandradius = RadiusCbj (ligand)
NiceOriCbj (receptor)
Removelbj (ligand)
Cell Aunto,Extension=(ligandradius*2})
AddCbj (ligand)
else
# Yes, a scene is present
LoadSce (scefilename)
# Verify that the cell is present
simcell = CountObj SimCell
if !simcell
RaiseError 'If yvou provide a scene, it must contain a simmlation cell, but none was found in
(scefilename) '
# The receptor is the object containing the first atom
receptor = ListCbj Atom 1
if Chijects>»2
ShowMessage 'Your scene contains (Objects) cobjects, while only the receptor and the docking cell are
expected. '
Wait ContinueButton
HideMes=sage
# Load the ligand
ligand=0
for type in 'yob', 'pdb’
filename=' (MacroTarget)_ ligand. (type)}'
exists = FileSize (filename)
if exists
ligand = Load(type) (filename)
break
if not ligand
RaiseError 'The ligand was not found at (filename)’
ligandradius = RadiusCbi (licgand)
# Warn if the cell is too large
X, ¥,Z = Cell
if =x»96 or y>»96 or =z>96
ShowMessage "A cell axis is longer than 96 A, which may reduce docking accuracy.
Consider focusing on the active site.™
Wait ContinueButton
HideMes=szage
# Rename receptor and ligand objects to make sure they can be identified later
NameCkj (receptor),Receptor
NameOb]j (ligand),Ligand
# Keep selected side-chains flexible
if flexres!=""
FixCb]j Receptor
FreelAtom Res (flexres) and Sidechain Cbkj Receptor
FixRes Cys Atom 5G with bond to Btom 5G or Ala Pro and Obj Receptor
# The segment name C**% is used to tag ligand Conformations, and cannot be used for
the receptor
hit = Listitom Segment C?7?? Obj Receptor

if hitc
Markltom (hit)
segname = SeghAtom (hit)

RaiseError 'Segment names starting with "C" are unfortunately reserved to identify
ligand conformations, please click "Edit > Rename > Segment™
to rename the receptor segment " (segnames) ™!
# Docking is done without pericdic boundaries
Boundary Wall
Longrange None
# Do not show secondary structure for protein ligands, this slows things down
HideSecS3trCb]j Ligand
ShowCbj Ligand
StickCkij Ligand
# Move the ligand out of the cell, so that it does not block the wview
cellpns () = PosCbj 5imCell
PosCb]j (ligand), (cellposl), (cellpos2+y*0.5+1ligandradius), (cellpos3)
# Perform rigid docking if regquested
if rigid
FixChi Ligand
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# Perform the docking
Experiment Docking
Method (method
ReceptorCb] (receptor)
LigandObj (ligand)
Runs (runs)
ClusterRMSD (rmsdmin)
# Result file number must be separated with '_"s in case MacroTarget also ends with number
ResultFile (MacroTarget)_ 001
$# Uncomment below to set the number of energy evaluations (AutoDock ga_num evals):
# DockPar ga num evals 25000000
# Uncomment below to add 1000 to the AutoDock random number seed when more than 999 runs are needed
# DockPar seed 1000
# Uncomment the two lines below to provide your own atom parameters (VdW radii etc.)
# GridPar parameter file /Path/To/Custom/AD4 parameters.dat
# DockPar parameter file /Path/To/Custom/AD4 parameters.dat
$# Uncomment below to keep temporary files in the current working directory:
# TmpFileID ladb tmp
# Uncomment below to stop after the setup step (combine with TmpFileID above to use YASARAZ only
$# for setup)
# SetupCnly ves
Experiment Cn
Wait ExpEnd
$# Save a scene with receptor and all ligand conformations
SaveSce (MacroTarget)

# Save a log file with an analysis

Console Off

RecordLog (MacroTarget)

print "Global docking result analysis'

print ' '

print

print ' ({runs) (method) docking runs of the ligand object (ligand) to the receptor object (receptor) yielded
the following results,"

print 'sorted by binding energy [more positive energies indicate stronger binding, and negative energies mean
no binding]*

nrint
print 'Run |Bind.energy[kcal/mol] |Dissoc. constant [pM]| Contacting receptor residues'

print '-———4--———————————————————— +-———— + "
clusters=0
for i=001 to runs
% Ligands have SegmentID C001, C0O02 etc.
result = DockingResult i, 'Obj (receptor)', 'Segment C(i)'
print (result)
# Count the clusters
exists = FileSize (MacroTarget) (i).yob
if exists
clusters=clusters+l
if ! (i%10)
ShowMessage 'Analyzing docking results, (100%i/runs)% completed...'
Wait 1
print
print 'After clustering the (runs) runs, the following (clusters) distinct complex conformations were found:'
print '[They all differ by at least (rmsdmin) A heavy atom RMSD]'

print
print 'Clu |Bind.energyl[kcal/mol] |Dissoc. constant [pM]| Contacting receptor residues'
print '-———4--—-——————————————————— === + "
for i=001 to clusters

Deldll

Load¥0b (MacroTarget)_ (1)
# Determine SegmentID of the ligand that seeds this cluster
segnamelist (i) = SeghAtom Segment C?7?7
# Ligands have SegmentID C001, C002 etc.
result = DockingResult i, 'Segment !C??7?', 'Segment C??7?'
print (result)
print
if calcspread
# Additionally calculate the binding energy spread in each cluster (average and standard deviation)
print 'While the table above lists the best binding energy in each cluster, it is sometimes'
print 'helpful to also look at the energy spread [average and standard deviation]:'
print
print 'Clu |Members|Bind.energy spread [kcal/mol]’
print '-———4-—————- +—————————————————————————
# Join the flexible receptor residues to the ligand for BMSD calculation
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LoadS5ce (MacroTarget)
JoinObj RecepFlex,Ligand
for i=001 to clusters
$ Collect the binding energies of all posges that belong to the current cluster
ShowMes=zage 'Calculating emnergy spread, (100%i/clusters)% completed...’'
Wait 1
bindnrgli=t()=0
lastbindnrg=-1=99
members=0
for j=001 to runs
if !'count assigned(j)
r = RM5DAtom Segment C(j),Segment (segnamelisti(i))
if r<rmsdmin
# Found a member of this cluster
bindnrg = BFactorAtom Segment C(j)
if bindnrg!=lastbindnrg
# Not a duplicate pose
members=members+l
bindnrglist (members)=bindnrg
lastbindnrg=bindnrg
asszigned(j)=1
# Print the spread
print ' (000+i) | (0004+menbers) | (000000.00004mean bindnrglist)+- (000000.0000+=tddev bindnrglist)'
print
print 'The results of the (runs) runs have been combined in a single scene at (MacroTarget) .sce',Convert=HNo
print 'The (clusters) clusters have been saved as:'
LoadSce (MacroTarget)
for i=001 to clusters
print ' (MacroTarget)_(i).yob',Convert=No
Stoplog
HideMessage
Console On
# Exit YASARA if this macro was provided as command line argument in console mode
if runWithMacro and ConsoleMode
Exit

# EXTRACT DOCKING RESULT
# Returns a result string and binding energy, extracted from atomic BFactor and Property.

# 'mum' i=s a sequential number, 'recsel' selects the receptor, 'ligsel' the ligand.
def DockingRes=sult num, recsel,ligsel
# Get the binding energy from the B-factor...
bindnrg = BFactorAtom (lig=el)
# ...and the dissociation constant from the atomic property.
dissconst = PropAtom (ligsel)
if bindnrg<=0
dissconst=" Hone'
else
dissconst= 00000000000000.0000+dissconst
# Get receptor residues that contact the ligand
reslistc () = ListRes (recsel) with distance<4.0 from (ligsel), Format='RESNAME MCLMAME RESHUM®
if !count reslist
rezlist='No residues in contact'

else
reslist=join reslist
result="' (000+num) | (000000.00004+bindnrg) | (dissconst) | (reslist)'

return result
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Anexo 3.
Script para andlisis estadistico.

¥ -#*— coding: cpl252 -*-
#Analiza los archivos *.log de experimentos de docking
#CUTEUT : out_residuos.txt ¥ out_statistic.txt
import os
main_path=' pitufo/varios/Belmonte
if not os.path.exists (main path+'out_analys
out_path=main path+'out_ana is/"*
contenido=os.walk (main_path)
out=open (out_path+'out_residuocs.txt', 'w',0)
out2=cpen(out_path+'out_statistic.txt','w',0)
out3=open (out_path+'out_energiles.txt', 'w',0)
out4=cpen(out_path+'out_best snergiles.txt', 'w',0)
outd.write('Li=sta glokal de gandos v energiash n')
for root,ds,fs in contenido:$#Barre todo el espacio de raiz, directorios y archivos
root=root+'/
#print root#Barre las ruta actual
#for d in ds:#Barre los directorios
$print root,d
for fileinput in fs:#Barre los archivos
if fileinput.endswith('.log') and not fileinput.startswith('autodock'}:
lines=open (root+fileinput, 'r').readlines ()
out.write ('*****x*~xrxvrrs QESULTADOS DEL DOCEING DE F33s #Reassrasskasrsassss
out2.write ['**sFsrEsareas ULTADCS DEL DO NG
out.write (' Analisis de los sitios de interaccl 1 Ligando con el Receptor
out2.write ("< Inalis=is de los sitios de interaccion del Ligando con el Receptor
for tipos in ['Run','Clu']:
dataraw=[]:;data=[]s;cluster=False;stop=False;cont=0;agrupar=[] ragrupar2=[]
#out.write (" ******x&xsx&*x* QESULTADOS DEL DOCKING DE %s%s *****‘**************\n'%(main_path,fileinput”
for line in lines:
estrin=line.replace('PER ','PERL X')#5i hay lipidos, afiadir CHAIN como X
line=estrin
estrin=line.replace('No residues in contact','PER X 1")
line=estrin
linesplit=line.splitc('|"})
if linesplit[0].strip()=—tipos:
cluster=Truef{Localiza cuando empieza el cluster
#print linesplirt, tipos, coco
if cluster==True:
if linesplit[0]=—
if stop<>True:
dataraw.append (linesplitc)
cont+=1
yob=cont-2 #Yob son cont-2
out.write ("\nTIFO: %= con %= ensayos\n':(tipos,vyob))
out2.wrice (' TIPZ: %= con %= ensayos\n':(tipos,yob))
#dataraw es matriz de matrices raw con 4 columnas. Vamos a refinar
#['001 E: 1B 000005.8000 ', ' 0000056160000.0000 ', " ASN D 217 ILE D 220 PRC D 221 CYS
D 222 LEU D 224 PHE D 225 LEU D 228 LEU D 253 PHE D 256 LEU D 257 ILE D 260 THR E 263 ILE E 264 LEU
E 266 PHE E 267 ILE E 269 ALA E 270 SER E 234 ILE E 237 VAL E 238\n’']
del dataraw[1]:;cont=0
for clus in dataraw:#Extrae los datos v los mete de matriz de matrices data
cont+=1;new=[]
if cont==1:
for £ in clus:
f=f.strip()
new.append (£)
data.append (new)
else:
campol=clus[0] .strip () rnew.append (campol)
campo2=float (clus[1l].strip() ) snew.append (campol)
if clus[2].strip() !="Hone':
campo3=float (clus[2].strip()) snew.append (campo3)
else:
campo3=clus[2].strip() ;new.append (campo3)
campod4=clus[3] .strip () .splic ()
campo4l=[];campo42=[];campo43=[]4#Lista de RE3, CHAIN, POS
for £ in range (0,len(campo4),3):
campo4l.append (campo4 [£]) #Lista de RES
for £ in range (1,len({campo4),3):
campo42.append (campo4 [£] ) #Lista de CHAIN
for £ in range (2,len(campo4),3):
campo43.append (campo4 [£] ) #Lista de POS
new.append (campo4l) ;new.append (campo42) ;new. append (campo43)
$print new

ico/dockin =
i=z/'):oz.mkdir (main path+'out_analys

is/')

% (main path,fileinput)})
% (main_path,fileinput))

:stop=True#localiza cuando acaba el cluster
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data.append (new)
#data son== ['0B81', 2.B8799999999999999, 7689999872.0, ['ILE"
'YnL', 'SER', 'ILE', 'PHE', 'SER', 'LEU'], ['E', 'B', .
'B', 'B'l, ['289', '290', '293', '441', '444', '445', '448', '449', '452', '453', '45§']]
cont=-1;temp=[];dictl={}
for clasi in data:#Clasificar los datos
cont+=1
if cont>0:
Setl=len(set (clasi[4]))#Indica con cuantas cadenas interaciona
temp.append ( [cont, Setl] ) #temp matriz tiene las posiciones y las cadenas afectadas
if tipos=='Cluster':
agrupar.append([Setl, li=t (=et (clasi[4])),clasi[3],cla=si[4],clasi[5]])$#Para agrupar las
posiciones de los clusters. Para estaadistica
$formate [2, ['E', 'D'], ['ASN', 'ILE', 'PRO', 'CYS', 'LEU', 'BHE', 'LEU', 'LEU', 'PHE',

'LEU', 'PHE', 'TYR', 'PHE',

’
g B B B B B B
B', 'B', 'B', 'B', 'B B', 'B',
'

'LEU', 'ILE', , 'ILE', 'LEU', 'PHE', 'ILE', 'ALA', 'SER', 'ILE', 'VAL'], ['D', 'D',
‘D', 'D', 'D', 'D', 'D', 'E', 'E', 'E', 'E', 'E', 'E', 'E', 'E', 'E'],
v, '222', '224', '225', '228', '253', '25§', '257', '260', '263', '284',
, '270', '294', '297', '298'

if tipos=='Cluster':4Para estadistica
for £ in agrupar:#Barre agrupar para cambiar el formato de los residuos afectados
residues=[]
for g in range (0,len({f[2])):
residues.append (£[2] [g]1+£[3]1 [gl+£[4][gl)
agrupar?.append ([E[0],£[1], residues])

#formato [2, ['E', 'D'], ['ASND217', 'ILED220', 'PROD221', 'CYSD222', 'LEUD224', 'PHED225',
'LEUODZ228"', 'LEUD253', 'PHED2S56', 'LEUD257', 'ILED260', 'THREZ263', 'ILEEZ64', 'LEUE266', 'PHEE2&7',
'ILEEZ269"', 'ALAE270', 'SERE294', 'ILEE297', 'VALEZ2S58']
agrupar=agrupar2
cont=0
for £ in temp:
cont+=1

dictl[f[1]]=cont#cont no vale para nada

#5e calcula el numero de cadenas diferentes: {1: 81, 2: 80, 4: 1
for keys in dictl:#5e barre el numerc de veces del diccionario

out.write ('\n** Ligando interacciona con %= cadenas **'%(keys)+’'

out2.write('\n** Ligando interacciona con %= cadenas **'%(keys)+

cont=0

for g in temp:#se barren los datos

if g[l]==keys:

cont+=1
wvalor=data[g[0] ]#captura el valor que cumple las condiciones
$valor=['004', 5.0, 217300000.0, ['TYR', 'VAL', 'PHE', 'ILE', 'PRO', 'C¥5',

E', 'LEU', , 'LEU', 'TYR', 'PE *ILE', 'LEU', 'VAL', 'VAL', 'PHE']
e e ety ‘cr, e, ety cty ‘ct, g, tct, 'cty,
cr, , , '233', '235', '236', '239', 12740,

12941, 2857, 12991, '302', '471']]
out.write {'\tCompl 23'% (valor[0])+"\n')

Setl=set (valor[4])#da las cadenas diferentes para este objeta
for h in Setl:#Barre las cadenas
new=[]
out.write ('\t\tCadena %s: '%(h))
for i in range (0,len(valor[4])) :#Barre las cadenas
if valor[4] [i]=h:#SI hay coincidencia...
#print valor
new.append (valor[3] [i]+valor[5] [i])#Almacena residuo ¥ posicion para esa cadena
out.write(',".join(new)+'\n'}
out.write(" VENETOTAL= %=/%= complejos (3s5%%)° % (cont, yob, (cont*100/yob)})
out?.write ('\n\t\tTOTAL= %3/%= complejos (%3%%)} '% {cont, yob, (cont*100/vob) )
#Extraccion y presentacion de datos de energia a partir de los CLUSTER
if tipos=='Cluster':
temp=[];agrupa dict={};cuenta_dict={}
for £ in agrupar:$Barrido doble de agrupar para clustering de posicicnes y residuos
#countls=1
#count2=0
for g in agrupar:
if f[i]==g[1
#count2+
#councl=1
if tuple(f[1]) not in agrupa_dict:
agrupa_dicc[tuple (£[1]) =[] #ksigna valor de lista para evitar error la primera vez
cuenta_dict[tuple (£[1])]=1#ksigna valor 1 a la cusnta de esa tupla. Restamos las comparaciones con sigo mismo
else:

Compara si hay mas complejos gue interaccionen con 1, con 2, &tc o con las que sean, ¥y los agrupa

cuenta_dict [tuple (£[1])]=cuenta dict[tuple(£[1])]+1#Cusnta las veces que se repite cada interaccion con las cadenas
agrupa dict[tuple(£[1])]=agrupa dict[tuple (E[1])}]+£[2]1+g[2]1#5uma listas de coincidencias y las asigna/reasigna a2l dicecionario

Pagina 48 de 50



for keys in cuenca_dicc:* formato {('A',): 9, ('E', 'D"): B, ('C",): 9, ('A', 'C' 'B', 'E', 'D"): 1, ('B',): 8,
('E',): &, ('m', 'C', 'E', 'D'): 2, ('D',): 8, ('C', 'B'): &, ('L', ' el
'o'y: 1, ("A', 'B'): 11}
cuenta_dict[keys]=inc((cusnta_dict[keys])**0.5)
#print agrupa dict[('A',"E')], coco
out.write('
out2.write('\n
for keys in agrupa dict
'SERRZZ&', "PHER227T', 'THRA223', 'GLYARZ30',
'CY5R418', '"LEUAR223', '"SERAZZ&6', 'PHERZZ2T',
no_redun=settagrupa_dict[keys]]*Elinina posiciones repetidas
out.write (
('+stricu
out2.write ('\n**Interacciones con cadenas '+'-'.Joln(keys)+'= "+str(cuenta_dict[kevs])+'/"+str(vob)+'
('+str(cuenta_dict[key Jyob)+'%)\n")
#out.write ("\tResiduos totales (+multiplicados): '+5tr(lentagrupa_dict[kEys]]]+'\nﬂ
out.write ("\tResiduos (no red ntesz): '+2tr(len(no_redun))+ '
out2.write('\tResiduos (no redundantes): '+str(len(no_redun))+'
chain_dict={}
for £ in no_redun:#sa hace asi para imprimir las cadenas por separado, no en una linea
chain=Ff[3:4]
if chain not in chain_dict:*Diccionario gue contiene las cadenas v los residuos correspondientes
chain dict[chain]=[]
chain_dict[chain]=chain_dict[chain]+[f]
for kevs in chain dict:
out.write ("4t +keys+' 1> '+','.join(chain_dict[keys])+'
out3.write ('Resumen de energia de binding del
for clasi in data
if clasi[1]
out3.write (clasi[O0]+
else:
out3.write (clasi[0]+'\t"+s5tr ("%.3f"%float (clasi[l]))+' ")

gan }
Formato {('A',): ['LEUA223',
"LEUA410', 'VALA413', 'PHER414', '"ILER417',

nta_

out.clase ()
out2.claose ()
out3.clase ()
out4.clase ()
$#break
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Anexo 4.
Script para busqueda de interacciones en zonas de interés ya conocidas.

#x’,{ﬁ#z’x’##ﬁz’# Gregﬂrio LR R R R L R R R R R R R Rl
#x’###n’x’### 3 DECElTbEI EO:LE o R R R R R R R R R R R R R R o R R R R

# Dockin selection by proximity ks ded e ds e dr
#x’###n’x’###H’###H’x’###H’x’##n’x’###H’x’###n’###H’x’###n’x’##n’x’###n’

# Define unos criterios de proximidad del ligando

# 2 un residuo o grupo de residucs.

# Carga todos los yob v decide =i el ligando UNE esta

# lo suficientemente cerca ¥ 21 no e asi lo descarta

# 5i esta cerca elimina la proteina vy deja el ligando
#Finalmente graba un archivo con los nombres de lo=s yob
# seleccionaados

P L L L e e T T T
#Limpieza

Clear

fDefine e arge

#Def 1T £

| HMacroTarget="E:\pitufo\varios\Belmonte'hialuronico\Belmonte\7994739"

# load YOB files of receptor and ligand.
# Criterioz de busqueda. Puede ser Res UNE o Mol

[ 1igando="unK"

#En L
distancia=3.5

#Un residuo o conjunto de residuocs: '257-265'" o '"Lys Arg Tyr'==>» '535-538' '£13-6£18"

[ residuos="613-618"

#Un nombre para el ensayo 3i hay que hacer muchos distintos

|nonbre_ensayo='55'

R

#Calcula el numero de yob que hay en el folder
cluster=0
for i=001 to 9959
filename="' (MacroTarget) (i) .vob"
exists = FileSize (filename)
if exists
cluster=cluster+l
else
break
print (cluster)
:E:!F!'_r'n? 'In.: wnh en hunsca de Tns eriterins
position=2
for j=001 to cluster
filename=" (MacroTarget)_(]j).vob'
#Load YOB
Load¥CE (filename)
#CRITERIC DE BUSQUEDA: Cercania a M2 (258-277). Siempre en el Cbj 1
proximity=CountRes (ligando) Obj 1 with distance « (distancia) from Res
if proximicy==
DelCbi 1
else
#Cambiar el objeto y eliminar las cadenas repetidas
Renumber0b]j 1, (position)
if (position)»2
DelMol A BE C D X Cbj (position)
position=position+l
Style Ribbon
RenumberOCbhj A1l
ZoomAll
Centerill
ColorMol 2 B C D E,Blue, second=Yellow, Segments=No
StickMol _
#ColorRes 259-277,green
ShowSurfMol _,Type=Molecular,Update=Dynamic, Specular=Yes
#ColorRes 228-252,cyan
HideAtom Element H
Console Off
RecordLog " (MacroTarget) (nombre ensayo) lista vobs.txt'
pwd
print distance=(distancia) of ligand (ligando) to residues (residuos)
ListCkj Res (ligando)
StoplLog
Conzole On
SaveSce ' (MacroTarget)_ (nombre ensayo) lista_yobs.sce'!

(residuos)
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