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Resumen

Objetivo. Construir un modelo molecular tedrico de la estructura terciara del receptor SHT,, de Homo sapiens a partir de estructuras
obtenidas experimentalmente como plantillas. Materiales y métodos. Para la realizacion del modelo tedrico se contempl6 el protocolo
establecido por Ballesteros y Weinstein para la construccion del receptor acoplado proteina G, por medio de alineamiento de la secuencia
de aminodacidos, perfiles de hidrofobicidad, refinamiento de bucles por restricciones espaciales, y minimizacion de energia con el campo
de fuerza OPLS_2005. Resultados. El modelo obtenido fue validado por el grafico de Ramachandran con un 91,7% de aminoécidos
dentro de los limites establecidos para angulos phi y psi, y un RMSD de 0,95 A con respecto a rodopsina de bovino. Conclusiones. Se
obtuvo un modelo tedrico validado, til para realizacion de estudios de acoplamiento ligando-receptor.

Palabras clave: receptor proteina G, perfil hidrofobicidad, grafico Ramachandran, enlace ortoestérico, modelaje molecular.

Abstract

Theoretical molecular model of the G protein-coupled SHT,, serotonergic receptor. Objective Build a theoretical molecular
model of the tertiary structure of the Homo sapiens SHT,, receptor from experimentally obtained structures as templates. Materials
and methods In the construction of the theoretical model we considered the protocol established by Ballesteros and Weinstein for the
construction of the G-protein coupled receptor, by the alignment of the amino acid sequence, hydrophobicity profiles, refinement of
loops by spatial restrictions and energy minimization with the force field OPLS_2005. Results The resulting model was validated by
the Ramachandran plot with 91.7% of amino acids within the limits set for angles phi and psi and a RMSD of 0.95 A with respect to
bovine rhodopsin. Conclusions We obtained a validated theoretical model useful in studies of ligand-receptor docking.

Key words: G protein receptor, hydrophobicity profile, Ramachandran plot, orthosteric site, molecular modelling.

Resumo

Modelo molecular teorico do receptor serotoninérgico 5-HT,, acoplado a proteina G. Objetivo. Construir um modelo molecular
tedrico da estrutura tercidria do receptor SHT,, de Homo Sapiens, com estruturas obtidas experimentalmente como moldes. Materiais
e métodos. Para a elaboracao do modelo tedrico se utilizou o protocolo estabelecido por Ballesteros e Weinstein para a construgao do
receptor acoplado a proteina G, por intermédio de alinhamento da sequiéncia de aminoécidos, perfis de hidrofobicidade, refinamento de
bucles por restricdes espaciais e minimizac¢ao da energia com o campo de forca OPLS_2005. Resultados. O modelo obtido foi validado
pelo grafico de Ramachandran com 91,7% dos aminoacidos dentro dos limites estabelecidos para os angulos phi e psi, e um RMSD de
0,95 A com respeito a rodopsina de bovino. Conclusoes. Obteve-se um modelo tedrico validado, til para a realizacao de estudos de
acoplamento ligante-receptor.

Palavras-chave: receptor proteina G, perfil de hidrofobicidade, grafico Ramachandran, unido ortoestérica, modelo molecular.
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Introduccion

En la basqueda constante por identificar nuevas moléculas
de fuentes naturales o sintéticas, que generen actividad
terapéutica, cumpliendo un papel agonista o antagonista frente
a los procesos mediados por receptores, la identificacion del
blanco molecular se plantea como una de las primeras etapas
en la terapia dirigida a blanco, ademas de la evaluacion de
su posible sitio de interaccion, donde se generara el efecto
y las caracteristicas de unién de la nueva molécula con su
blanco terapéutico.

Para entender el proceso de union del ligando con el receptor
se hace indispensable conocer el rol que desempeha el
ligando con los diferentes blancos biologicos en la fisiologfa
y bioquimica. Dentro de los diferentes blancos existen
proteinas con funciones de: estructura de la membrana
celular, mediadores de electrolitos como canales i6nicos,
sistemas enzimaticos que al estimularse catalizan reacciones,
o también aquellos que modifican la produccion y/o
estructura de diversas proteinas modificando los procesos
de transcripcion y sintesis proteicas (1). Entre estos blancos
existen los sistemas de proteinas G, los cuales pueden ejercer
todas las funciones mencionadas anteriormente mediante la
estimulacion puntual de sus blancos moleculares activos.
Estos sistemas son de interés farmacologico debido a que
son sitios clave donde los farmacos pueden interactuar con
el organismo. La accion final del ligando como farmaco se
ve mediada por la activacion de la proteina G generando
segundos y terceros mensajeros (1). Por tal razon, el
conocimiento de la estructura tridimensional es vital si se
desea comprender a fondo el mecanismo de interacciones
moleculares y asi formular un posible diseho racional de
farmacos de nuevas moléculas que ligadas a su receptor
ejerzan una actividad terapéutica deseada.

En la determinacion experimental de proteinas existen
tres métodos para la elucidacion de estructuras terciarias y
cuaternarias con resoluciones que permiten identificar las
posiciones de las moléculas que lo conforman tales como lo
son la resonancia magnética nuclear (RMN), la difraccion de
rayos X y la criomicroscopia con difraccion de electrones;
sin embargo, éstos presentan problemas puntuales como:
La técnica de RMN, que se focaliza en su baja resolucion
al determinar estructuras de proteinas mayores a 35 KDa;
la cristalografia con difraccion de rayos X, que requiere en
primer lugar, cristales con un alto grado de ordenamiento lo
cual implica una gran dificultad en el caso de proteinas de
membrana, debido a las fuertes interacciones hidrofobicas
presentes en las proteinas y la necesidad de trabajar en
medios con agentes tensoactivos; la criomicroscopia con
difraccion de electrones, produce imagenes que se obtienen
de promediar varias imagenes independientes; para el caso de

proteinas de membrana éste Glltimo se ha utilizado haciendo
uso de cristales bidimensionales, el problema se define en
su baja resolucion (2).

Hoy en dia, las estructuras tridimensionales obtenidas
experimentalmente y publicadas se pueden obtener de la
base de datos de Brookhaven conocida como PDB (Protein
Data Bank), donde diariamente surgen investigaciones
con nuevas estructuras; en la actualidad poseen 79356
(Febrero de 2012) (3). No obstante, la gran mayoria de
estructuras que se encuentran en la base de datos de PDB
corresponden a proteinas inmersas en medios acuosos y
tan solo una porcion de ellas se refiere a proteinas que se
encuentran dentro de una membrana, lo cual dificulta el
estudio de interacciones de algunos principios activos con
sus blancos terapéuticos. Es por ésto que, al no disponer
de una estructura obtenida experimentalmente, se acude a
técnicas de modelaje molecular con las cuales se pretende
obtener un modelo tedrico de la estructura de la proteina o
receptor validado para el estudio de interacciones moleculares
aplicado al disefio de nuevos farmacos, ésto conlleva a los
métodos de prediccidon de proteinas como alternativa (4).

Hasta 2007 la estructura de rodopsina de bovino (1U19-
1GZM), fue la Ginica proteina disponible para la realizacion
de modelos homdlogos de receptores acoplados a proteina G
(GPCR); hoy en dia se dispone de mas estructuras de GPCR,
tales como el receptor 2 adrenérgico de humano (2RH1),
rodopsina de calamar (2Z73), receptor 81 adrenérgico
de pavo (2V74), opsina de bovino (3CAP) y receptor de
adenosina A2, de humano (3EML), las cuales dan amplia
informacion de la estructura y diferencias entre rodopsina de
bovino con respecto a las otras clases de GPCR subtipo A,
particularmente en la orientacidon y posicion de las hélices
transmembranales y en la region de la estructura de los
bucles (5). Eluso de rodopsina de bovino fue planteado por
Ballesteros y Weinstein en 1995, donde se contempla el uso
del mapa de densidad electronica de rodopsina de bovino
como topologfa transmembranal, identificando aminoécidos
conservados en la familia de GPCR subclase A (6).

El modelaje de proteinas G acopladas a receptor es un proceso
incierto, por lo tanto, es importante evaluar la calidad del
modelo obtenido para evitar errores en la conformacion
obtenida debidos a malos alineamientos, dificultad en el
modelamiento de regiones de bucles, asi como también en el
proceso de refinamiento utilizado. La calidad estereoquimica
del modelo puede ser evaluada mediante graficos de
Ramachandran, los cuales nos indican la correcta posicion
de los aminoacidos de acuerdo al estandar de los angulos
phi y psi de éstos para la formacion de hélices alfa (o),
hojas Beta (B) y bucles (7). Es asi que el modelo es valido
para estudios biomoleculares y/o aceptado con un 90 % de
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sus aminoacidos en regiones permitidas segin el grafico
de Ramachandran (5, 7, 8).

Entre los receptores acoplados a proteinas G se encuentran los
receptores de serotonina, estudios realizados han identificado
numerosos receptores de serotonina en el sistema nervioso
central (SNC), desde el SHT  hasta SHT,. Los receptores de
serotonina difieren en su funcion, en su respuesta a diversos
compuestos, en sus efectos sobre el sistema de segundo
mensajero o en su capacidad excitatoria o inhibitoria; en
especifico, los receptores SHT,, se expresan en grandes
cantidades en diversas regiones corticales, estos receptores
son esenciales para la accion de la serotonina SHT en un gran
niimero de procesos del SNC en donde se ven involucrados
la regulacion de la conducta, la agresion, estado de dnimo,
la modulacion de la percepcidn, el dolor y la ansiedad,
entre otros procesos fisioldgicos. Debido a que las drogas
alteran la conducta, se ha pensado que dichas alteraciones
son producto de una modificaciéon en la comunicacion
intraneuronal; gran cantidad de psicofarmacos, incluyendo
antipsicOticos atipicos, antidepresivos y ansioliticos, actlian
sobre S5HT,, en ello radica la importancia de conocer el
mecanismo por el cual se pueda generar un efecto agonista
0 antagonista para regular la expresion de dicho receptor
con respecto a aminas biogénicas en enfermedades que
involucran trastornos psiquiatricos; por tal motivo se hace
relevante la investigacion y disefio de nuevos farmacos con
el fin de brindar ayuda a aquellos que padecen este tipo de
patologias. (9, 10, 11). Basados en la informacion obtenida,
el blanco terapéutico central aelucidar tedricamente en la
presente investigacion es la estructura terciaria del receptor
SHT,, por medio de métodos computacionales validados.

En este trabajo se ha construido un modelo teoérico del
receptor SHT,,, utilizando mdltiples alineamientos de la
secuencia con estructuras o y 3 adrenérgicas obtenidas
experimentalmente como plantillas, fusion de dos propuestas
de modelos basados en su estructura y sometido a su
respectiva validacion.

Materiales y métodos

Para el modelo teorico se partid de la identificacion de la
secuencia de aminoécidos del receptor SHT,, de Homo-
sapiens. (NCBI Reference Sequence: NP_000612.1
PUBMED http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), se
abordd la técnica de topologia de membrana debido a
que ésta contempla la realizacion de modelos homologos
con un porcentaje de identidad inferior al 30% entre la
secuencia en estudio con respecto a estructuras obtenidas
experimentalmente (4, 5, 6, 8)

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos

Se identificaron los residuos mas conservados usando el
esquema numérico establecido por Ballesteros y Weinstein,
(Tabla 1) (6, 12, 13, 14). Para la generacion del modelo
se empled como herramienta el servidor de prediccion de
proteinas I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.
edw/I-TASSER/ [Fecha de calculo: 09/03/2011]) del cual
se ha comprobado su eficacia en los experimentos de
CASP7, CASPS, CASP9 (15,16). Para iniciar el proceso
de modelado de la secuencia de aminoacidos se registra
en el servidor, donde se establecen restricciones en los
aminoacidos CYS 110 y CYS 187 en la estructura de
rodopsina de bovino (1GZMA) como posible plantilla
propuesta desde el usuario al servidor para conservar el
puente disulfuro. El servidor contempla alineamientos
miltiples con diferentes plantillas para la construccion de un
esqueleto base (Tabla 2), conformado por carbonos a. y sus
cadenas laterales que vienen de la identificacion de regiones
o sectores homologos de la secuencia con las plantillas y
que tomara su forma y estructura por la superposicion de
la secuencia con respecto a las regiones identificadas de
estructuras obtenidas experimentalmente y las regiones no
alineadas con estructuras experimentales son calculadas
por métodos ab initio (especialmente las regiones de los
bucles) estructuradas por intercambio de simulaciones de
Monte Carlo; 160 modelos son generados por 8 servidores
contenidos en LOMETS -con sus algoritmos propios
de calculo de probabilidad cada servidor- (herramienta
de I-TASSER) donde cada servidor genera 20 modelos
ordenados por sus Z-scores en cada algoritmo. Los diez
mejores modelos se escogen de acuerdo a una funcion de
puntuacion con respecto a su geometria, desviacion estandar
y diferencia entre el calculo de la estructura nativa y el
calculo de la estructura propuesta (17).

También en este protocolo se contempld el anélisis de perfiles
de hidrofobicidad para identificar regiones inmersas en la
membrana y regiones expuestas a un medio hidrofilico. De
los cinco modelos obtenidos por I-TASSER del receptor
SHT,, los cuales provienen de alineamientos mltiples
(Tabla 2), se evalud su conformacion estereoquimica por
medio de graficos de Ramachandran y se fusionaron los
modelos 1 y 2 manteniendo en la fusion la estabilidad del
puente disulfuro (Maestro, version 9.1, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2010.), (18).

Refinamiento de bucles

Se considero la prediccion de los bucles (bucle del citoplasma
CL, bucle Extracelular EL) debido a que sus posiciones
conformacionales dentro del grafico de Ramachandran se
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encontraban en regiones de alta energfa en el medio siendo
no permitidas para las posiciones estandar de los angulos
phi y psi (7), usando el método de restricciones espaciales
propuesto por Andrei Fiser y colaboradores en el 2003,
contenido en el programa ModLoop-MODELLER (http://
modbase.compbio.ucsf.edu/modloop/ [Fecha de Calculo:
15/03/2012]) (19), se refinaron bucles extracelulares (BE1
137-147, BE2 211-227A 227-235B, BE3 349-360) y bucles
citoplasmaticos (BC1 101-108, BC2 177-189, BC3 256-315)
con una longitud maxima de 12 aminoacidos por segmento
a excepcion del bucle extracelular No 2 el cual contiene
24 aminoacidos y la cisteina presente en este bucle es la
que enlaza a la hélice transmembranal No 3 formando el
puente disulfuro. Se adicionaron protones en la estructura
utilizando la herramienta de MOLPROBITY previo analisis
de graficos de Ramachandran.

Minimizacion de energia

El proceso de minimizacion se llevo a cabo luego de haber
obtenido una estructura con arreglos conformacionales
y/o refinamiento de ésta, con el fin de disminuir los
impedimentos estéricos de la estructura de la proteina
obtenida. La minimizacion de energia del receptor se
realizd por mecanica molecular, utilizando como campo
de fuerza OPLS-2005 (20) en 100 pasos con radio de
corte de 10 A para interacciones no enlazantes, el cual
permite arreglar la proteina haciendo un reordenamiento
espacial a su geometria disminuyendo asf la energia en
su conformacion; lo que finalmente se busca es que mas
del 90% de los aminoacidos de la estructura se encuentren
en regiones permitidas, en la evaluacion por graficos de
Ramachandran (http://molprobity.biochem.duke.edu/
[Fecha de calculo: 21/03/2011]) (5, 6, 7, 21).

Resultados y discusion

La construccion del Modelo 3D Tebrico de la estructura
terciaria del receptor SHT,, contempla la topologia de
membrana de rodopsina de bovino y maltiples alineamientos.
Los aminoacidos mas conservados de la secuencia en estudio
y de las plantillas son parte esencial para la identificacion de
las regiones bioldgicamente mas conservadas y homodlogas
en las proteinas G acopladas a receptor. De acuerdo con
los alineamientos propuestos por el servidor se observa
la conservacion de los aminoacidos establecidos segin
Ballesteros y Weinstein, incluyendo el puente disulfuro,
indicando que las plantillas seleccionadas se acomodan para
la construccidn del esqueleto base utilizando estructuras
experimentales de Glltima generacion las cuales han mejorado
su resolucion (Tabla 1).

Generalmente, el primer paso en el reconocimiento de
estructuras es la bausqueda sistematica por algoritmos
heuristicos, los cuales se generan por el programa
BLAST con la base de datos del PDB, mostrando las
plantillas que representan resultados significativos en su
blsqueda, identificando sus porcentajes de identidad y
las mas homologas de acuerdo al logaritmo empleado.
Sin embargo, en estas blisquedas se encontrd que estas
estructuras presentan el inconveniente que su identidad esta
focalizada a algunas regiones de la secuencia problema no
cubriendo en su totalidad los 471 aminoacidos del receptor
(5HT,4 Homo Sapiens); o cuando cubre gran parte de la
secuencia problema su identidad se encuentra por debajo
del 30% (alrededor de 21 %), dificultando realizar una
superposicion, ya que estructuralmente se estaria representado
la plantilla (6); también en algunos casos no conservan
los aminoacidos propuestos por Ballesteros y Weinstein
ni el puente disulfuro, es asi que empleando la técnica
de mdltiples alineamientos de secuencias se escogen las
protefnas que contengan mayor estructura y que conserven
los aminoacidos de acuerdo al esquema establecido por
Ballesteros y Weinstein, para tomar de cada una de ellas
un segmento de la estructura experimental y acoplarla a la
secuencia en estudio (receptor SHT,,) (Figura supl. A),
hasta cubrir gran parte de la secuencia problema, para dar
un acercamiento a la representacion tedrica con respecto a
estructuras experimentales. Debido a que estas proteinas G
comparten caracteristicas estructurales evolutivas, se propone
el uso del mapa de densidad electronica de rodopsina --la cual
ha sido preestablecida por afios como plantilla de proteinas
G, para el estudio de proteinas transmembranales debido a
su dificultad en la extraccion (8)-- basandose principalmente
en la conservacion de dominios especificos para cada hélice
transmembranal como huella dactilar y patron evolutivo
(Tabla 1), (5, 6, 12, 13, 14).

De acuerdo con los alineamientos propuestos por el servidor,
calculados con el algoritmo TM-ALIGN, se observa la
conservacion de los aminoécidos propuestos por Ballesteros
y Weinstein incluyendo el puente disulfuro, indicando que
las plantillas seleccionadas se acomodan para la construccion
del esqueleto base utilizando estructuras experimentales de
altima generacion diferentes de las usualmente utilizadas:
las rodopsinas. Las identidades por debajo del 30 % y
la cobertura que no supera el 85%, la gran mayoria se
encuentran entre el 75% y 68%, sobre la secuencia SHT,,
son muy pequenas para hacer uso de una sola plantilla
como estructura base, por tal razon se contemplan multiples
plantillas basadas en el parametro Z-score, definiendo as{
la energia de separacion entre el plegamiento nativo de la
estructura experimental con respecto al conjunto de unidades
calculadas del plegamiento de la secuencia SHT,, y usando
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Tabla 1. Residuos mas conservados localizados en la familia de las rodopsinas.

Resultados modelo SHT:a

Dominio hélice . . . , .
Tipo de Numero de residuo  Numero de residuo en

trans?;ﬁl))ranal residuo en rodopsina (1) SHT,,
T™M1 N 55 92
™2 D 83 120
™3 (D/E)RY 134,135, 136 172,173, 174
T™4 W 161 200
™S5 P 215 246
TM6 CWXP 264, 265, 266, 267 335, 336, 337 338
™7 Nexxy 20 302’03705’ e 376,377, 378, 379, 380
PUENTE S-S C 110-187 148-227

-Residuos en negrilla nimeros y letras, siempre se tienen que conservar.

Tabla 2. Plantillas alineadas de secuencias con mayor porcentaje de similitud con respecto a secuencia SHT,,

Rango a Secuencia identificada PDB idenlb iden2c Covd Norm. Z-score e
! Receptorzé(eS 9Sﬁstancia P 18% 19% 76% 2,29
2 Plasmindgeno 3Apcl:il\2d0r inhibidor 1 32% 25% 67% 3,39
3 Receptor éﬁogﬁrenérgico 35% 23% 9% 4,98
4 3em1A Nucledsido difosfato kinasa 22% 22% 69% 3,67
> Receptorzgzgsﬁstancia P 17% 19% 76% 3,58
6 Receptor [23r2h]Aé1renérgico 28% 24% 68% 4,33
7 Receptor fgtzzrenérgico 3% 24% 68% 11,29
8 Receptor églk?irenérgico 19% 24% 8% 3.83
? Receptor 3[3112}/1?\1:“1renérgico 28% 24% 68% 4,98
10 2vi4B 37% 23% 57% 3,95

Receptor B1 Adrenérgico

a) El rango de las plantillas, representan las mejores diez plantillas utilizadas por I-TASSER para realizar maltiples alineamientos.
b) Idenl: Es el porcentaje de identidad de la secuencia consultada con respecto a las plantillas en regiones especificas. ¢) Iden2: Es
el porcentaje de identidad de la secuencia consultada con respecto a toda la cadena de las secuencias de aminoéacidos alineados. d)
Cov: representa la cobertura de los alineamientos propuestos y es igual al nimero de residuos alineados dividido por la longitud
de la proteina consultada. e) norm z-score: Es el estandar del z-score de los aminoacidos introducidos. Alineamientos con un
z-score estandarizado > 1 significa un buen alineamiento y viceversa.
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como algoritmo TM-Align contemplando alineamientos
globales y locales para el ensamble de la estructura base
donde extraen de cada proteina experimental fragmentos
altamente relacionados con la secuencia adaptando los
plegamientos con mayor similitud estructural (Tabla 2),
(Figura supl. A).

Una vez obtenidos los modelos se observa que el primero de
ellos con C-score =-1.60, presenta una desviacion estandar
de 10,9+4,6A, debido a las caracteristicas estructurales que
conservan sus aminoacidos, los cuales originan orientaciones
diferentes en los segmentos transmembranales modificando
la posicion de los bucles, que es la region donde es mas
notoria la desviacion estandar con respecto a las estructuras
experimentales (Figura 1). También, se debe tener en cuenta
que la estructura SHT,, no tiene relacion estructural cercana
con las plantillas utilizadas a lo largo de toda la secuencia,
éstas conservan el sitio de enlace ortoestérico que en su estado
inactivo se encuentra enlazado formando el puente disulfuro
v que su ruptura conlleva a cambios conformacionales
activando el receptor desde los sitios alostéricos generando
cascadas de sehalizacidon como segundos mensajeros, pero
comparadas con rodopsina, el sitio de enlace es mas grande
y abierto al espacio extracelular. Por ésto se realiza una

Download model 1
C-score = - 1.60

comparacion con el mapa de densidad electronica de la
familia de rodopsina de bovino, se hace una comparacion
estructural con proteinas relacionadas disminuyendo el
valor de RMSD (Raiz Media Cuadratica de la Desviacion
Estandar) a 1.2 A en promedio, acercandose el modelo a
estructuras experimentales sin sobreponer sus plantillas
como homologos. (Figura supl. B)

Se plantea el anilisis del perfil de hidrofobicidad,
representado en el grafico de Kyte & Doolittle, éste contempla
las caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos
que conforman la proteina dandole funcidn o estructura
y establecen los limites para la generacidon de estructura
(hélices a y bucles) (Tabla 3), donde regiones por encima
de cero son hidrofobicas y regiones por debajo de cero son
hidrofilicas, se observa la probabilidad propuesta por el
perfil de hidrofobicidad que los aminoécidos de la secuencia
poseen caracteristicas fisicoquimicas que determinan la
conformacion estructural, confirmando que la secuencia
estudiada (SHT,, ) contiene propiedades de proteina integral
con 7 hélices identificadas por su caracter hidrofobico, y
los respectivos bucles citoplasmaticos y extracelulares por
sus caracteristicas hidrofilicas (Figura 2).

Download model 2
C-score = - 1.66

Figura 1. Modelo 1y 2 predicho por I-TASSER el cual se mide la calidad con base al sistema de puntos representado por el
C-Score, resultado que estima la calidad del modelo predicho, éste es calculado basado en la relevancia de los entrelazamientos
de los alineamientos de las plantillas y el parametro de la simulacion en la convergencia de la estructura ensamblada. C-score
se encuentra en el rango de [-5,2], donde un C-score de mayor valor significa un buen modelo y viceversa (15,16). Exactitud
estimada del Modelo 1: (0,52+0,15 TM-score) (RMSD 10,9+4,6A).
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Kyte-Doolittle Hydropathy Plot
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Figura 2. Representacion del perfil de hidrofobicidad Kyte & Doolittle SHT,, humano CL — bucle citoplasmatico, EL — bucle
extracelular, TMH — hélice transmembranal (http://web.expasy.org/protscale/ [calculado: 09/03/2011] Modificado)

Por otro lado, del modelo obtenido con C-Score= -1.60,
se obtuvo los limites transmembranales propuestos para
cada hélice y para los respectivos bucles dentro de la
conformacidn se encontraron 3 bucles citoplasmaticos
y 3 bucles extracelulares enlazados a las hélices de
transmembrana; uno de los bucles (BE 2), compuesto por
24 aminoacidos, el cual representa un reto en el modelaje,
puesto que se enfrenta en modelar adecuadamente el
bucle evitando impedimentos estéricos y en mantener el
enlace puente disulfuro, uno de los mas importantes en
la conformacion de la proteina, pues, es en éste donde se
presenta el enlace propuesto para la formacioén de cistina
(enlace ortoestérico) en los aminoacidos CYS 148 de la
HTM 3 y la CYS 227 del bucle BE2ab que inicia en la
HTM 4 y termina en la HTM 5; la importancia del enlace
ortoestérico radica en que es un sitio activo estructural
que enlazado se encuentra en su estado inactivo pero al
estimular el receptor en regiones alostéricas sufre ruptura
del puente disulfuro activando el receptor, modificando la

orientacion de las hélices transmembranales y generando
alguna cascada de sehalizacion para segundos mensajeros
o apertura de canales i6nicos. En otras investigaciones han
contemplado el modelaje directo de los aminoacidos que
conforman el puente desde la HTM 3 y el bucles BE2a
Y BE2b construyendo un nuevo residuo CYS-S-S-CYS
ensamblandolos con restricciones en las HTM para asegurar
la conformacion (22).

En este trabajo se planted la fusion de dos modelos generados
por -TASSER (modelo 1 C-score =-1,60 y modelo 2=-1,66,
ya que se encontraba en cada uno de ellos estructuras que
mantenian el puente disulfuro formado entre las CYS 148y
CYS 227 auna distancia de 2.05 A; uno de los hallazgos fue
la identificacion del puente sujetando la CYS227 sobre una
hoja 3 en el modelo 2 ya que en el modelo 1 las hojas 3 se
encontraban, pero eran mas pequefas y no mantenfan laCYS
sobre la hoja 3. Es asi que se observar una mayor estabilidad
sobre la hoja B del modelo 2 que evita interacciones con
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los otros bucles debido a los arreglos conformacionales y
la longitud de dicha hoja 3, impidiendo asf la ruptura del
puente disulfuro que se puede generar en la minimizacion
de energifa. En simulaciones previas se encontraron estos
inconvenientes pero fueron solucionados por la hoja 3,
(Tabla 3, Figura 3, Figura supl C).

Refinamiento estructural

En este proceso encontraron todos aquellos aminoacidos
que generan distorsiones e impedimentos estéricos, se
identifican por medio de graficos de Ramachandran que
miden la posicion de los aminoacidos en angulos phi y psi,
prediciendo las regiones favorables en la conformacion
geométrica. El modelo 1 obtenido por el servidor, fue
verificado por graficos de Ramachandaran (modelo con
C-Score = -1,60), obteniéndose 83,4% de aminoacidos en
regiones favorables de acuerdo a parametros del grafico de
este modelo preliminar. Se identifica que la gran mayoria
de aminoacidos presentes en estas regiones no favorables
corresponden a los bucles, los cuales, por falta de forma
definida y sus caracteristicas fisicoquimicas como el caracter
hidrofilico, determinan su flexibilidad en medios polares
(Figura Supl D).

Uno de los problemas que se present6 en el modelo 1 al
realizarle arreglos conformacionales de los bucles fue

la pérdida de estabilidad en el sitio ortoestérico (puente
disulfuro), sufriendo ruptura. De su estabilidad depende
su forma para ser sometido a estudio de acoplamiento
a receptor ya que se requieren los sitios alostéricos
identificados sin impedimentos estéricos que generen
interferencia frente al ligando por errores de conformacion.
La fusion de los modelos 1y 2 obtenidos por I-TASSER,
se contempl6 debido a la presencia de estructuras definidas
tales como hélices a (en mayor proporcidon), y que una
de las hojas B se encontraba la CYS 227, la cual enlaza
con la CYS 148, manteniendo el puente disulfuro. Esta
fusion fue evaluada mediante graficos de Ramachandran,
obteniéndose 85,7% de los aminoacidos en regiones
favorables, evidenciando mejora conformacional con
respecto al modelo 1 o modelo preliminar (Figura Supl E).
El refinamiento de los bucles se llevd mediante software
MODELLER ModLoop, por método de restricciones
espaciales en un nimero maximo de 12 aminoacidos por
bucle, corrigiendo todos los impedimentos estéricos y
errores de conformacion.

Minimizacion de energia

Una vez ubicados todos los aminoacidos dentro de
regiones permitidas del grafico Ramachandran, se realiza
minimizacion de energia utilizando el campo de fuerza
OPLS_2005, el cual esta definido por parametrizaciones

Figura 3. Conservacion puente disulfuro en 2,05 A, después de minimizada energfa modelo final.
Modelo final obtenido SHT,, de Homo sapiens
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de interacciones no enlazantes por simulaciones de
Monte Carlo, debido a que en el proceso de refinamiento
se producen movimientos en los bucles y hélices
transmembranales generando cambios conformacionales
representados en energia libre alrededor del modelo.
En las minimizaciones de energia no es recomendable
hacer uso excesivo del campo de fuerza ya que éste
conlleva a las estructuras a un reordenamiento y
posterior empaquetamiento, esto se ve representando
en las posiciones tomadas por los aminoacidos en el
grafico de Ramachandran, encontrandose por fuera de
las regiones favorables. La eleccion del campo de fuerza
se atribuye a los arreglos geométricos leves de forma que
no inducen al modelo construido al empaquetamiento,
ya que el uso de otros campos de fuerza tales como
AMBER y CHARMM modifican significativamente
la estructura del modelo obtenido rompiendo el puente
disulfuro generando asi cambios conformacionales sobre
el grafico de Ramachandran, induciendo al modelo a un
empaquetamiento; en los estudios experimentales estos
rompimientos no se presentan (excepto cuando se ligan
los agonistas), es decir, que si en los modelos construidos
no existe el puente disulfuro en el estado inactivo de la
proteina se impide hacer uso del modelo propuesto en
ensayos de acoplamiento (docking)

Validacion del modelo

Durante los diversos procesos de modelaje tales como, la
generacion de estructuras por el servidor -TASSER, la fusion
de los modelos 1 — 2, el refinamiento y minimizacion de
energia de la estructura, todos fueron sometidos a evaluacion
de geometria conformacional por medio de graficos de
Ramachandran como indicador mediante la herramienta
MOLPROBITY.

Del modelo final minimizado se obtuvo en la validacién 91,7
% de los aminoacidos ubicados en regiones favorables de
su geometria conformacional (Figura supl F). EL RMSD
del modelo final minimizado, comparado con estructuras
cristalinas relacionadas con el receptor SHT,, fue en promedio
0,95 A. Otro aspecto relevante en la validacion, durante toda
la construccion del modelo se enfatizd en la conservacion del
sitio ortoesterico (puente disulfuro) en una distancia inferior
a2,8 A que es la distancia requerida para un enlace S-S, ya
que éste brinda caracteristicas estructurales y funcionales a
esta clase de proteinas, después de minimizada la energfa
se verifico la conservacion del puente disulfuro de las CY'S
148- CYS 227 (Figura 3). Estos resultados demuestran
que la estructura terciara del modelo molecular teorico del
receptor SHT,, de Homo Sapiens fue construido y mantiene
las caracteristicas propias de este tipo de receptores acoplados
a proteina G (Figura 4).

B

Figura 4. Modelo final del Receptor SHT2A de Humano, con 7 hélices transmembranales, protonado y minimizado con campo
de fuerza OPLS_2005, (A: visualizacion lateral, B: visualizacion Posterior)
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Conclusiones

En el presente trabajo se ha seguido el protocolo planteado
por Ballesteros y Wenstein en el afio de 1995 establecido para
la construccion de modelos tedricos de receptores acoplados
a proteina G, enfocados en: aminoacidos especificos que
son conservados en cada una de las hélices que atraviesan
la membrana; perfiles de hidrofobicidad que demuestran
las caracteristicas quimicas de los aminoacidos dando
posibilidades de los limites transmembranales; asegurar
la correcta conformacion de la estructura por medio de la
evaluacion geométrica (Grafico Ramachandran). Cumplir con
los parametros planteados, el uso de algoritmos, estructuras
[3 adrenérgicas obtenidas experimentalmente y el uso de
un campo de fuerza mas preciso y adecuado para este tipo
de proteinas, permitid construir el modelo del receptor
SHT,, de Homo sapiens, demostrando la vigencia de dicho
protocolo utilizandolo con planteamientos tedricos de Gltima
generacion aplicados a herramientas computacionales que
permiten generar un modelo tedrico 3D propuesto para el
estudio de acoplamiento de ligando a receptor.
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Figura suplementaria A. Plantillas alineadas con la secuencia de Receptor SHT2A; aminoacidos
conservados presentes en helices transmembranales (TM) identificadas.
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Mode 11 INFLTLYVTVOHEELRETFLIY ILLILAVRAILE UWF GGF LYTSLHGY-FVFGF TG NLEGFFATLGGE IALWSLVVLATERTY WV KF =51 FRFGENHAT NGV AR AT

IAGH YLV INAVSLERKL QAT YF LS LAT RN LLGF LV PVS L TILYGYRWPLP SELCAVWIYLDVLF S TAS INHLCAIFLDRYYAT IHHZRFHNSRTEAFLEIIAYWT ISV
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Mode11 FfINFLTLYWTWOHKELRETFLNYILLNLAVRILF IVFGGF LYTELHGY-FVFGP TG NLEGFFATLGGEIALTMELVVLATERTYVV K ~NFRFGENHATNGVAF AT
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GI IFVFGLODDSKVFEEGS CLLADDH-———-——— F——VLIGSFVIFFIFLTIIVITYFLTIKSLOKEATLCY S DLGTRARLASF SFLPQISLISEELF QRS IHREFPG
LCAAFPFLVG-WSRYIFEG GIDYYTPHEETNMNESFWIY FVWWHF JIFLIVIFF ¥GOLV-——————————— FTVEEALR E Sooo
I IFVFGLODDSEVFEEGS C LLADDH—=—===— F——WLIGEFVIFFIFLTI WITYFLTIKSLOKEATLCV DL GTRAKLASF SFLPOISLISEEKLFORSIHRERFG
LCAAPPLVG-WERYIFEG GIDYYTPHEETNNESFVWIV FVWWHF JIFLIVIFF ¥GOLV-——————————— FTVEEALR E ===
I IFVFGLODDEEVFEEGS CLLADDH ——————— F——VLIGEFVEFFIVLTI WVITYFLTIKSLOKEATLCVEDLGTRAKLASFSFLPOSSLASEELFORSIHRERPG
ACAAPPLVG-WERYIFEG GIDYYTPHEETNMNESFVIYV FVWWHF IIFLIVIFF ¥GOLV-——————————— FTVEEALR E ===
GI IFPVFGLODDSEVFEEGS CLLADDI ————-——— F-—VLIGEFVEFFIF LTI VITYFLTIKSLOKEATLCY DL GTRAEKLACF S FLPOSSLSSEKLFQRSIHRERPG
LLAFFOG-YT =l BV IENFERPNEIYEEVYHI VIVLITFLYLLVIGTAY TWWG——————————— ITLWASEIFGDISDE: Sooo
GI IFVFGLODDSEVFEEGS CLLADD-T-—-——— F——VLIGEFVIFFIFLTI WITYFLTIKSLOKEATLCV S DLGTRAKLASF SFLPO3ISLISEEKLFORSIHRERPG
LCAAPPLVG-WERYIFEG GIDYYTPHEETNNESFVWIV FVWWHF JIFLIVIFF ¥GOLV-——————————— FTVEEALR ===
I IFVFGLODDEEVFEEGS CLLADDH ——————— F——VLIGEFVEFFIVLTI WITYFLTIKSLOEEATLCVEDLGTRAKLASFSFLPOSSLESEELFORSIHRERG
ACAAPPLVG-WERYIFEG GIDYYTPHEETNNESFVIY FVWHF IIFLIVIFF C¥GOLV——————————— FTVEEALA- ===
GI IFPVFGLODDSEVFEEGS CLLADDI ————-——— F-—VLIGEFVEFFIF LTI VITYFLTIKSLOKEATLCY S DLGTRAELASFSFLPOSSLSSEKLFORSTIHRERPG
ACAAPPLVG-WSRYIFPEG GIDYYTPHEETNNESFVIYUFVWVHF IIFLIVIFF CTGOLY. FTVEE LAA Sooo
GI IFVFGLODDSEVFEEGS CLLADDI———-——— F——VLIGEFVIFFIVLTI WITYFLTIKSLOKEATLCY SDLGTRAKLASFIFLEOSSLISEELFORSIHRERG
LCAAPPLVG-WERYIFEG GIDYYTPHEETNNESFVWIY FUWWVHF IIFLIVIFF C¥GOLY. FTVEE Lpn ===
I IFVFGLODDEEVFEEGS  LLADDN ——————— F——WLIGEFVEFFIVLTI WVITYFLTIKSLOKEATLCV S DLGTRAKLASFIFLEOSSLASEELFORSIHRERG
IIFVILWEVLTAIGP I-FGUGAYTLEGYL FODY¥ISRDITTRSNIL (FILGFFGFILIIFF ¥FHNIV-————————— Vo -HE————FKE AL AKRLNAK———
EITAVUTISWVGI IFVFGLODDEEVFEEGS CLLADDN ————— F——VLIGSFVEFFIPLTIVVITYFLTIKSLOKEATLCWEDLGTRARKLASFSFLE O-—————— 33L
HTM 6 HTM 7
——————— A FAEKEVTRWIIWVIAFLICWLPFAGYAFYIFTHOGS———DFGPIFNTIFPAFFAETS AVTIIEWV I KR VTTLCCGENFPLGDDEL
SYTGERT ISHECKEA EVLGIVFFLFW VMO FFFITH I VAV IC KESCNEDV IGALLIVFVIT IGYLSS AN F LVY|[TLFHNETYRIAFSRY T TEENEEFLOLIL
——————— o FAEEEVTRIVIIWIAFL I CWLEPFAGVAFYIF THOGE———DFGPIFUTIFAFFAKTS AV[YEIEW LY|T KOFE] VTTLCCGENFLGDDER
SYTGRRT ICNECEA EVLGIVFFLFWV I FFFITH I AV I CEESCNEDV IGALLIVFVIT IGYLE S AP LYY TLFNETYRSAFSRY T TEENEEFLOLIL
——————— A KAEKEVTRMVIINVIAFLICWLPFAGVAFYIF THOGE———DFGPIFNTIFAFFAKTS AV[TIIEV LY[T KQF R VTTLCCGENFLGDDEA,
SYTGERT IEHECEA EVLGIVFFLFW VUM PFFITHIVAVIC KEESCNEDV IGALLIVFVIT IGYLES AN P LVY|[TLFHNETYREAFERY T YEENEEFLOLIL
——————— o KAEEEVTRIVNIIWVIAFL I CWLEPFAGVAFYIF THOGE———DFGPIFUTIFAFFAKTS AV[YIIEW LY[T KOFE] VTTLCCGENPLGDDER
SYTGERT ISHEQKACKVLGIVFFLFNVINCPFF ITHIMAVICKESCNEDV IGALLNVFVIIGYLSS ANHE LVY[TLFHMETYRIAFSRY I TEENEKFLOLIL
—————— THE WS AKREWVE N NIV TFRICTLFFHIFFLLEF Y INFDLYLEEF IOV YLAT LA IFHEII¥| CLNDRFRLGFEHAFE FIZAGDYEGLE
SYTGER ISHEQKEACEVLGIVFFLFEVINCPFFITHINAVICEE EDVIGALLINVFWIIGYLSE AN P LVY[TLFNETYRSAFSRY T YEENEEFLOLI-
——————— L KAEEEVTRIVNIIWVIAFLICWLPFAGVAFYIF THOGE———DFGPIFUTIFAFFAKTS AV[YIIEWV LY[T KiOFF] VTTLCCGENPLGD—5——
SYTGERT ISHECKACEVLGIVFFLFW VMO FFF ITH I VAV ICEESCNEDV IGALLIVFVIT IGYLSS AN P LVY|[TLFHNETYRIAFSRY T TEENEEPLQLIL
e eI KAEKEVW TR VI WIAFL I CWLE[FAGVAFYIF THOGS——=DFGFIFUTIFAFFAKTS AV[TTIFW LY|T KOFF] VTTLCCGEN-F—=—=5——
SYTGRRTHMOS ISNEQKACEVLGIVFFLFVV I PFFITH I AV ICEESCNEDV IGALLNVFVIT IGYLES ANHEP LVY[TLFNETYREAFSRY T TEENEEPLQLIL
—E——34 FAEREVTRUWILIIWVIAFLICWLPFAGYAFYIFTHOGS ———DFGP IFUTIPAFFAETS AVYIIEW IH|T EOF R VTTLCC—GEN-————————
TTEER ISHECKEA EVLGIVFFLFW VM FFFITH I VAV ICKESCNEDV IGALLIVFYVI IGYLSS AT F LVY|[TLFNETYRSAFSREY IO QYKEENKEPLOL IL
—E—-Z4 FAEEEVTRIVIIWIAFL I CWLEPFAGVAFYIF THOGE———DFGPIFUTIFAFFAKTS AV[YEIEW LY|T KOFE] VTTLCC -GEN—————————
TTERE LENECEA EVLGIVFFLEWV IO PR ITH I AV I CEESCNEDV IGALLIVEWV T LGY LSS AV P LVY|[TLFNETYREAFSRY IO QYEENEEPLOL IL
————————————————— ELREACAGANAR RLAKLS IVIVSOFLLE WS YAV ALL ACF G——FPL-EWVTPFALOLP F AELS ATH IYSVSHFEFREAT F
S3EELFORITHREPGIYTGRR IEHMECKEL ENLGIVFFLFWW N PFFITHINAVICEES NEDVIGALLNVFWTIGYLE S AV PLVY TLFNETYRSAFSRY I
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Figura suplementaria B. Comparacion del modelo Generado por [-TASSER. Con estructuras cristalinas obtenidas experimen-
talmente, relacionadas con la secuencia.

(a) pares de residuos que son estructuralmente alineado por el programa de TM-align se resaltan en color. El régimen de colores
se basa en la propiedad de los aminoécidos, donde polares son de colores brillantes, mientras que los residuos no polares son
de color oscuro.

b) El ordenamiento de las proteinas se basa en el TM-score del ensamble estructural entre modelo 1 y las estructuras de la base
de datos PDB.

c¢) RMSD es la desviacion estandar entre los residuos del modelo que son estructuralmente alineado por TM-align y las estruc-
turas obtenidas experimentalmente.

d) IDEN?es el porcentaje de identidad de la secuencia con estructuras obtenidas experimentalmente de la base de datos PDB.

e) Cov. Representa la cobertura del alineamiento realizado por TM-align y es igual a la cantidad de residuos alineados estruc-
turalmente dividida por la longitud del modelo.
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+gi|103351?5|MDILCEEHTSLSSTTHSLHQLHDDTRLYSHDFHSGEAHTSDAFHWT?DSE
modelE_A_ss.:

nodel2 A" MDILCEENTSLSSTTNSLMQLNDDTRLYSNDFNSGEANTSDAFNWTVDSE
modell B sSsa = =3

modell A
gi|10835175 :
gi|10835175 MDILCEENTSLSSTTNSLMOLNDDTRLYSNDFNSGEANTSDAFNWIVDSE

+gi|IGHESITSIHRTHLSCEGCLSPSCLSLLHLQEEHWSALLTA??IILTIAGHIL?IHA?S

model2 A ssa —_—-
model2 A HRENLSCEGCISPSCOSLLHLQEKNWSALLTAVVIILTIAGNILVIMAVS
modell PL_EI- == < —

modell A
gi|10835175 :
gil10835175 [NRTNLSCEGCLSPSCLSLLHLOEKNWSALLTAVVIILTIAGNILVIMAVS

+gi I 10835175 ILEKKLQHETHY FIMELATIADMLLGFLVMPVEMLTILYGYRWPLPSELCAWV
m-::delz_ﬁ_ssa—_—é——é_
model A LERRLONATHYFLMSLATADMILTLGFLVMPVSMLTILYGYRWPLPSELCAV
model IZE_EEI—_—E——E_

mﬂdell_A
gi|10835175
qgi| 10835175 EELONATHYFLMSLATADMLLGFLVMEVEMLTILYGYRWPLPSELCAV

+gi|103351?5IWIYLD?LFSTASIMHLCAISLDRY?AIQHPIHHSRFHSRTKAFLKIIA?W

modeld A s o ————
model? A WI¥YLDVLFSTASTMHLCATSLDRYVAIQNPIHHSRFHSRTEAFLEIIAVW
modell A ssd ]

modell R
gi|l0835175 S ——
gill0835175 WI¥LDVLFSTASIMELCATSLDRYVAIQONPIHHSHFNSRTEAFLEITIAVW
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+gi | 10835175 |TIS‘.’GISMPIP‘.’FGLQDDSK‘.’FEEGSCLLADDHF‘.’LIGSF‘FSFFIPLTIM
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model? A 33 S|
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modell A 55—

modell A
gl 10835175
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model? A 33

model? A  REPGSYTGRRTMSISHEQRACKVLGIVEFLEVUMWCPFFITNIMAVICK

modell A ssa D e e e e e

modell _A
gi|10835175
gi|l0835175 PGSYTGRRTMOSISNEQEACEVLGIVFFLEFVVMWCPFFITHIMAVICE

+gi | 10835175 iESC]’:IE DVIGALLNVFVWIGYLSSAVNPLVYTLFNETYRSAFSRYIQCQYE
model? A 33
model? A ESCHNEDVIGALLNVFVWIGYLSSAVHPLVYTLFHETYRSAFSRYIQCQOYE
modell PL 8 0 G T (. | T TE PP PP PP PP T=TeT) . PP PP PP PP TP PR PR TRRYS

modell A
gi 10835175
2 gil| 10835175 |ESCREDVIGALLNVEFVWIGYLSSAVNPLVYTLFNETYRSAFSRYIQCOYE
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model2 A 33a o
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modell A ssa T

modell A
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model?2 A ssa——
model2 A QHSEEASEKEDNSDGVNEEVSCV
modell A sopmmmm——

modell A
gl 10835175 3sa
3 10835175 HBEEHEKDHBDGVHEK?BC?I

Figura suplementaria C. fusion modelos 1y 2 regiones en verde fluorescente son las seleccionadas del modelo
1, regiones en rosado son las seleccionadas del modelo 2. Morado es la secuencia SHT2A, con la imagen que
finalmente asumid de los modelos 1y 2.
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MolProbity Ramachandran analysis
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Figura suplementaria D. Grafico Ramachandran modelo preliminar [-TASSER 83.4% de aminoacidos en regiones permitidas.
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263 LYS (103.8, 93.7)

267 LEU (121.6, 85.8)

277 LYS (140.0, 64.9)
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Figura suplementaria E. Grafico Ramachandran modelol Y 2 fusionado 85.7 % de aminoacidos en

regiones permitidas.

138

Malagon-Bernal, et al



Modelo molecular del receptor SHT >,
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91.7% (430/469) of all residues were in favored (98%) regions. 24 ASP (-51.3.89.9)
98.9% (464/469) of all residues were in allowed (~99.8%) regions. 225 GLY (-29.2. 14.5)
230 ALA (-40.5, 92.6)
There were 3 outliers (phi, psi): 3539 GLY (-12.3,-67.2)
461 SER (-32.5.95.1)
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Figura suplementaria F. Grafico Ramachandran modelo 1 Y 2 fusionado luego de refinamiento y minimizacion
de energia con campo de fuerza OPLS_2005 91.7% de aminoacidos en regiones permitidas.
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