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RESUMEN

Introduccién: La semaglutida, agonista del GLP-1R de mayor eficacia para el tratamiento
simultaneo de DM2 y obesidad, genera nauseas en el 43.9% de los pacientes (vs. 16.1%
placebo, andlisis agrupado STEP 1-3). Se propone que su alta afinidad dificulta la disociacion
del complejo en el endosoma acido (pH ~5.0), prolongando la sefializacion en circuitos

eméticos.

Objetivo: Evaluar mediante simulaciones de dindmica molecular el efecto de tres condiciones
de pH (5.0 endosomal, 7.4 sistémico y 8.0 inducido por SNAC) sobre la estabilidad estructural
y la energia libre de unioén del complejo semaglutida-GLP-1R en membrana lipidica POPC
explicita.

Métodos: Se construyeron nueve sistemas moleculares del complejo semaglutida-GLP-1R en
membrana POPC con CHARMM-GUI y se simularon con GROMACS 2025.3/CHARMM36m
(3 réplicas x 3 pH = 1,800 ns totales). Los estados de protonacion se asignaron con PropKa 3.0,
que identifico siete histidinas del GLP-1R con pKa entre 5.97 y 7.95. La estabilidad
conformacional se evalué mediante RMSD, RMSF y radio de giro; la energia libre de union se
calculd con MM-GBSA (interpretado comparativamente entre condiciones, no como Kd
experimental) mediante gmx MMPBSA v1.6.4. La pose inicial fue validada mediante RMSD
backbone vs. PDB 7KI0 (0.57-0.82 A; umbral < 1.5 A).

Resultados: El AG fue de -105.60 + 33.41, -131.26 +42.70 y -151.35 + 27.18 kcal-mol ™! para
pH 5.0, 7.4 y 8.0, respectivamente. La protonacion de siete histidinas a pH 5.0 redujo los
puentes de hidrogeno interfaciales de 15.2 + 5.5 (pH 7.4) 2 9.7 £ 3.0; el maximo fue a pH 8.0
(18.1 £4.4). Se identificaron 22 hotspots farmacoldgicos (AG < -5.0 kcal-mol™), de los cuales
11 presentaron sensibilidad al pH (JAAG| > 1.0 kcal-mol™* entre pH 5.0 y 7.4).

Conclusiones: La afinidad residual comparativamente negativa a pH endosomal (5.0) apoya la
plausibilidad computacional de sefializacion endosomal persistente como sustrato molecular de
la intolerancia gastrointestinal. Los hotspots pH-sensibles constituyen dianas para el disefio de
analogos con mejor tolerabilidad. Se proponen experimentos de validacion mediante

mutagénesis dirigida, internalizacion y degradacion lisosomal.

Palabras clave: Semaglutida, GLP-1R, computacional
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ABSTRACT

Introduction: Semaglutide, the most efficacious GLP-1R agonist for the combined treatment
of type 2 diabetes and obesity, causes nausea in 43.9% of patients (vs. 16.1% placebo, pooled
STEP 1-3). Its high receptor affinity may hinder complex dissociation in the acidic endosomal

compartment (pH ~5.0), prolonging signaling in emetic circuits.

Objective: To evaluate, using molecular dynamics simulations, the effect of three pH
conditions (5.0 endosomal, 7.4 systemic, and 8.0 induced by SNAC) on the structural stability
and binding free energy of the semaglutide-GLP-1R complex in an explicit POPC lipid

membrane system.

Methods: Nine semaglutide-GLP-1R molecular systems in POPC membrane were constructed
with CHARMM-GUI and simulated using GROMACS 2025.3/CHARMM36m (3 replicas x 3
pH = 1,800 ns total). Protonation states were assigned with PropKa 3.0, which identified seven
GLP-1R histidines with pKa values between 5.97 and 7.95. Conformational stability was
assessed via RMSD, RMSF, and radius of gyration; binding free energy was calculated using
MM-GBSA (interpreted comparatively across conditions, not as experimental Kd equivalents)
with gmx MMPBSA v1.6.4. The initial binding pose was validated by backbone RMSD wvs.
PDB 7KI0 (0.57-0.82 A; threshold < 1.5 A).

Results: AG was -105.60 £ 33.41,-131.26 £42.70, and -151.35 + 27.18 kcal-mol ™! for pH 5.0,
7.4, and 8.0, respectively. Protonation of seven histidines at pH 5.0 reduced interfacial hydrogen
bonds from 15.2 + 5.5 (pH 7.4) to 9.7 + 3.0; the maximum was recorded at pH 8.0 (18.1 +4.4).
Twenty-two pharmacological hotspots (AG < -5.0 kcal-mol™) were identified, of which 11
showed pH sensitivity (JAAG| > 1.0 kcal-mol™' between pH 5.0 and 7.4).

Conclusions: The comparatively negative residual affinity at endosomal pH (5.0) supports the
computational plausibility of persistent endosomal signaling as a molecular substrate of
gastrointestinal intolerance. The pH-sensitive hotspots represent candidate targets for the design
of analogs with improved tolerability. Validation experiments are proposed, including site-

directed mutagenesis, internalization assays, and lysosomal degradation quantification.

Key words: Semaglutide, GLP-1R, computational
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INTRODUCCION

Durante las rotaciones clinicas en los servicios de endocrinologia y medicina interna se
evidencian con frecuencia dos problemas que se repiten: pacientes con DM2 que
descompensaban su glucemia con cada infeccion intercurrente, y pacientes en consulta externa
cuyos esquemas terapéuticos se han agotado y requieren alternativas mas eficaces. En ese
contexto, la semaglutida aparece en la literatura como el farmaco de mayor impacto disponible
para el control simultdneo de glucemia y peso corporal. Su ingreso al mercado peruano es ain
reciente y su disponibilidad estd concentrada en centros especializados, pero la velocidad con
que se esta posicionando internacionalmente,y los primeros casos que llegan a consulta, hacen

evidente que en pocos afos formaré parte del arsenal terapéutico habitual.

A nivel internacional, la carga epidemioldgica de la DM2 y la obesidad constituye una de las
principales amenazas para los sistemas de salud. Se estima que mas de 537 millones de adultos
padecen DM2 en el mundo, cifra proyectada a alcanzar los 783 millones para el afio 2045. (1)
En este contexto, los agonistas del receptor del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1R), y
en particular la semaglutida, han demostrado reducciones clinicamente significativas de la
HbAlc y del peso corporal en ensayos controlados de fase III, posicionandose como la terapia
de mayor impacto en el manejo simultaneo de ambas condiciones. (2,3) Sin embargo, las
nauseas representan el efecto adverso mas frecuente, reportadas en el 43.9% de los pacientes

con semaglutida 2.4 mg en el analisis agrupado STEP 1-3, frente al 16.1% del grupo placebo.(4)

Desde una perspectiva molecular, se ha demostrado que, tras la activacion del GLP-1R por
semaglutida a pH plasmaético (~7.4), el complejo receptor-ligando es internalizado hacia
compartimentos endosomales cuyo pH desciende hasta ~5.0. (5) Este ambiente acido deberia
favorecer la disociacion del complejo y el reciclaje del receptor; sin embargo, la alta afinidad
de semaglutida podria impedir dicha disociacion, favoreciendo la degradacion del receptor y la
desensibilizacion de la via de sefializacion, lo que ha sido propuesto como sustrato molecular
de la intolerancia gastrointestinal (6). Adicionalmente, la formulacion oral emplea el excipiente
SNAC (salcaprozato de sodio), que genera un microambiente alcalino localizado (pH ~8.0)
directamente bajo la tableta en la mucosa géstrica, protegiendo al péptido de la degradacion
enzimatica y facilitando su absorcion por via transcelular sin alterar las uniones estrechas (7).

Esta tercera condicion de pH tiene relevancia farmacologica directa.

En el contexto nacional y local, la semaglutida estd ingresando progresivamente al mercado
peruano, lo que hace relevante contar con modelos computacionales sobre el comportamiento

molecular del complejo semaglutida-GLP-1R bajo distintas condiciones fisioldgicas. El
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Computational Biology and Chemistry Research Group (CBCRG) de la Universidad Catolica
de Santa Maria, con sede en Arequipa, ha desarrollado capacidades so6lidas en dindmica
molecular y bioinformatica estructural que hacen viable este abordaje a escala local. A la fecha,
ningln grupo de investigacidon peruano o latinoamericano ha publicado un estudio de dinamica

molecular que evalue el efecto del pH sobre el complejo semaglutida-GLP-1R.

Frente a este vacio del conocimiento, el presente estudio propone evaluar in silico la afinidad
de unidn y la estabilidad estructural del complejo semaglutida-GLP-1R bajo tres condiciones
de pH biologicamente relevantes mediante simulaciones de dindmica molecular de 200
nanosegundos por réplica (1800 ns totales) con membrana lipidica explicita, complementadas
con el célculo de energia libre de unién por el método MM-GBSA. Los resultados permiten
identificar los residuos del receptor mas sensibles al pH y aportar bases moleculares para el

disefio racional de andlogos con mejor tolerabilidad gastrointestinal.

La presente investigacion se desarrolla bajo un enfoque cuantitativo, de tipo basico con nivel
molecular y traslacional, disefio experimental in silico, longitudinal y comparativo, empleando
datos estructurales de dominio ptblico y herramientas computacionales de acceso abierto, por

lo que no requiere evaluacion por comité de ética con participantes humanos ni animales.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1.Determinacion del Problema

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad son dos de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial. Su prevalencia ha crecido de forma sostenida en las Gltimas décadas
y se asocia a complicaciones cardiovasculares, renales y neuropdticas que incrementan
significativamente la morbimortalidad y el gasto sanitario (1,8,9). En este contexto, los
agonistas del GLP-1R, en especial la semaglutida, han emergido como la opcidn terapéutica
de mayor eficacia disponible actualmente, con capacidad de reducir la HbAlc y el peso

corporal de forma simultanea y sostenida (2,3).

Los ensayos clinicos de fase III reportan de manera consistente que las nduseas, el vomito y
la intolerancia gastrointestinal constituyen la principal causa de abandono del tratamiento con
semaglutida, con niuseas reportadas en el 43.9% de los pacientes en los ensayos STEP 1-3,
la tasa m4s alta entre los efectos adversos gastrointestinales (4). Aunque estos efectos adversos
han sido atribuidos de forma general a la activacion del GLP-1R en el drea postrema del tronco
encefalico, el mecanismo molecular subyacente a la intolerancia gastrointestinal especifica de
semaglutida, en contraste con otros agonistas del GLP-1R de menor duracion de accidon, no

ha sido completamente elucidado.

Estudios recientes han demostrado que el GLP-1R, tras ser activado por su ligando en la
membrana plasmatica, es internalizado hacia compartimentos endosomales cuyo pH
desciende progresivamente hasta valores de 5.0 (5). En condiciones normales, este ambiente
acido favorece la disociacion del complejo ligando-receptor, permitiendo el reciclaje del
receptor hacia la membrana y la terminacion de la sefial. Sin embargo, la excepcional afinidad
de semaglutida por el GLP-1R, conferida por sus modificaciones moleculares respecto al
GLP-1 nativo, podria impedir esta disociacion en el endosoma &cido, resultando en una
sefializacion endosomal prolongada y una mayor desensibilizacion del receptor por
degradacion lisosomal (6). Este mecanismo ha sido propuesto como una explicacion plausible
para la mayor tasa de intolerancia gastrointestinal observada con semaglutida frente a

agonistas de vida media mas corta.

Paralelamente, la formulacion oral de semaglutida emplea el excipiente salcaprozato de sodio
(SNAC; sodium N-[8-(2-hydroxybenzoyl)amino] caprylate), que genera un microambiente
alcalino localizado (pH ~8.0) en la mucosa géstrica para proteger al péptido de la degradacion

enzimatica y facilitar su absorcion transcelular (7).
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A pesar de la relevancia clinica de estos tres escenarios de pH (7.4 sistémico, 5.0 endosomal
y 8.0 inducido por SNAC), no existen a la fecha estudios de dindmica molecular (DM) que
evaluen de manera sistematica y comparativa su efecto sobre la estabilidad conformacional y
la energia de union del complejo semaglutida-GLP-1R en un entorno de membrana lipidica

explicita. Cubrir este vacio del conocimiento es el proposito central del presente trabajo.
1.2.Enunciado del Problema

(Cual es el efecto de las variaciones de pH (7.4 sistémico, 5.0 endosomal y 8.0 inducido por
SNAC) sobre la afinidad de union, la estabilidad estructural y la plausibilidad de sefializacion
endosomal del complejo semaglutida-GLP-1R en simulaciones de dindmica molecular con

membrana lipidica explicita, y cudles son sus posibles implicancias en la tolerancia clinica?
1.3.Descripcion del Problema
1.3.1. Area del conocimiento
Area general: Ciencias de la Salud
Area especifica: Farmacologia y Bioquimica
Especialidad: Farmacologia Computacional y Bioinformatica Estructural

Linea de investigacion: Diseno racional de farmacos mediante simulaciones de dindmica

molecular

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.3.2. Analisis de Variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

UNIDAD /
VARIABLE TIPO INDICADORES CATEGORIA ESCALA
Condicion de
. protonacion
pH d'el s1steg1a Independiente asignada pH 5.0/ pH 7.4 Ordinal
de simulacion . /pH 8.0
mediante
PropKa 3.0
Desviacion
Estabilidad "r‘;sziztg’ea
estructural Dependiente N1 nm Razén
(RMSD) posicion
atdmica respecto
al frame inicial
Fluctuacion
media de
Fluctuacion por posicion
residuo Dependiente atobmica por nm Razoén
(RMSF) residuo a lo
largo de la
trayectoria
Numero de
puentes de
Puentes de \ . i Qo e Numero .
L Dependiente | intermoleculares . . Razoén
hidrogeno (adimensional)
(receptor-
ligando) por
frame
Energia libre de
. i6n calculada
Energia libre de 7" W%
unién (AG Dependiente | P MM kcal-mol™ Razon
binding) sobre frames
& 3000-4000 (150-
200 ns)
Descomposicion
Contribucion pairwise de AG ~
. . . kcal-mol™ por .
energética por Dependiente por residuo del . Razon
: residuo
residuo receptor
(idecomp=2)
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1.3.3. Tipo de investigacion

Bésica, in silico. No se manipulan variables clinicas ni se interviene en sistemas biologicos
vivos. El estudio analiza datos computacionales generados a partir de estructuras

cristalograficas de dominio publico mediante simulaciones de dindmica molecular.
1.3.4. Nivel de investigacion

Relacional-comparativo con nivel molecular y traslacional. Se evalta la direccion y
magnitud de la asociacion entre la condicion de pH y los parametros de estabilidad y afinidad

del complejo semaglutida-GLP-1R, sin establecer causalidad directa en sistemas biologicos.
1.3.5. Disefio de investigacion

Experimental in silico, longitudinal, comparativo, con réplicas independientes. Se emplean
tres réplicas de simulacion por condicion de pH (n=3 por grupo) con verificacion de

convergencia mediante analisis de bloques de 50 ns.
1.3.6. Interrogantes
Interrogante principal:

(Cuadl es el efecto de las variaciones de pH (7.4 sistémico, 5.0 endosomal y 8.0 inducido por
SNAC) sobre la estabilidad estructural y la energia libre de uniéon del complejo semaglutida-

GLP-1R en simulaciones de dinamica molecular con membrana lipidica explicita?
Interrogantes secundarias:

1. (Como varia la energia libre de union MM-GBSA del complejo semaglutida-GLP-1R
entre las condiciones de pH 5.0 (endosomal), 7.4 (sistémico) y 8.0 (inducido por SNAC)?

2. (Cudl es el efecto de las variaciones de pH sobre la estabilidad conformacional del

complejo semaglutida-GLP-1R, evaluada mediante RMSD, RMSF y radio de giro?

3. (Como afecta la protonacion de las histidinas del GLP-1R a pH 5.0 al naimero de puentes

de hidrégeno en la interfaz semaglutida-GLP-1R?

4. (Qué residuos del GLP-1R actian como hotspots farmacoldgicos con contribucion
energética dependiente del pH, y cudl es su potencial como dianas para el redisefio

racional de andlogos con mejor tolerabilidad?

5. (Apoya la alta afinidad residual del complejo a pH endosomal la plausibilidad
computacional de una sefializacion endosomal més persistente como sustrato molecular

de la intolerancia gastrointestinal a semaglutida?
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1.4.Justificacion del problema
1.4.1. Relevancia Cientifica

La comprension de los mecanismos moleculares que gobiernan la interaccion semaglutida-
GLP-1R bajo diferentes condiciones de pH tiene valor cientifico directo para el campo de la
farmacologia computacional y el disefio racional de farmacos. Actualmente, la mayoria de
los estudios de dindmica molecular de GPCRs se realizan a pH neutro y en ausencia de
membrana lipidica explicita, condiciones que no replican fielmente el microambiente
endosomal o gastrointestinal al que estd sometido el complejo semaglutida-GLP-1R in vivo
(10,11). EIl presente estudio aporta un modelo computacional validado con datos
estructurales de alta resolucién (12) y un campo de fuerzas optimizado para sistemas
proteina-membrana (CHARMM36m) (13), que puede servir como referencia metodoldgica

para estudios similares con otros péptidos terapéuticos de la misma familia farmacologica.
1.4.2. Relevancia Social

La DM2 y la obesidad afectan a millones de personas en el mundo y representan una carga
econdmica y social creciente para los sistemas de salud (1,8,9). La semaglutida, con su
demostrada capacidad de reducir peso y controlar la glucemia, tiene el potencial de mejorar
significativamente la calidad de vida de estos pacientes. Sin embargo, el abandono del
tratamiento por intolerancia gastrointestinal limita su impacto poblacional (14). Identificar
los determinantes moleculares de dicha intolerancia puede contribuir, a largo plazo, al disefio
de analogos del GLP-1R con mejor perfil de tolerabilidad, lo que beneficiaria directamente

a la poblacion de pacientes que mas necesita este tipo de terapias.
1.4.3. Relevancia Contemporanea

La aprobacion de semaglutida oral (Rybelsus®) y de la formulacion de alta dosis para
obesidad (Wegovy®) por la FDA ha generado un creciente interés cientifico y clinico en
esta molécula. Su uso se estd expandiendo rapidamente a nivel global, incluyendo nuevas
indicaciones cardiovasculares aprobadas en 2023 (15). En este contexto, comprender mejor
su comportamiento molecular en los distintos compartimentos biologicos por los que transita

es una pregunta cientifica actual y de alta relevancia traslacional.
1.4.4. Originalidad

Este estudio es el primero en evaluar comparativamente el efecto de tres condiciones de pH

bioldgicamente relevantes sobre el complejo semaglutida-GLP-1R en un sistema de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




N B UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

membrana lipidica explicita mediante dindmica molecular de largo alcance. Los estudios
computacionales previos sobre GLP-1R se han realizado predominantemente a pH neutro y
sin membrana, o han abordado otros agonistas peptidicos. Ningtin grupo de investigacion
peruano o latinoamericano ha publicado previamente un estudio de este tipo para este

complejo especifico.
1.4.5. Analisis Bibliométrico: Evidencia del Nicho de Investigacion

Con el fin de objetivar el nicho de investigacion, se realizé un andlisis bibliométrico de co-
ocurrencia de términos en PubMed empleando el tesauro estructurado: ("Semaglutide" OR
"GLP-1 receptor") AND ("Obesity" OR "Type 2 Diabetes") AND ("Molecular Dynamics"
OR "in silico" OR "endosome" OR "pH" OR "structure"). Los resultados fueron procesados
con VOSviewer version 1.6.20. El analisis identifico 3 clusteres tematicos principales con
48 enlaces entre nodos y una fortaleza total de 433 vinculos sobre una base de 75 ocurrencias

del término central (semaglutida).

El mapa de co-ocurrencia (Figura 1) revela tres regiones tematicas diferenciadas: el clister
rojo agrupa los términos vinculados al estudio estructural y computacional del complejo; el
cluster verde concentra la investigacion clinica sobre resultados en DM2, obesidad y
enfermedades cardiovasculares; el clister azul retine los estudios de eficacia comparada. La
posicion marginal y el escaso peso relativo de los nodos del cluster rojo evidencian que la
interseccion entre la investigacion estructural-computacional de semaglutida y el eje

tematico pH/endosoma constituye un nicho bibliométricamente subrepresentado.
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Figura 1: Mapa de co-ocurrencia de términos clave sobre semaglutida generado con
VOSviewer (PubMed, n = 75 ocurrencias). El tamafio de los nodos es proporcional a
la frecuencia de aparicion; el color identifica el cluster tematico: rojo = investigacion
estructural y computacional del receptor; verde = resultados clinicos en DM2 y
obesidad; azul = ensayos comparativos de eficacia. La baja densidad de conexiones
del cluster rojo confirma que la interseccion entre dinamica molecular del GLP-1R y

el eje pH/endosoma representa un nicho bibliométrico subrepresentado.

1.4.6. Interés Personal

Mi interés por la farmacologia computacional nacidé desde el primer afo de la carrera,
cursada paralelamente junto a otra formacidn universitaria, cuando comenc¢ a notar que los
libros de texto explicaban muy bien qué hace un medicamento, pero pocas veces mostraban
como lo hace a nivel molecular. Esa inquietud me llevo, hace aproximadamente dos afios, a
unirme al Computational Biology and Chemistry Research Group (CBCRG) de la facultad,
donde tuve la oportunidad de aprender que existen herramientas computacionales capaces
de simular, &tomo por 4&tomo, cdmo una molécula interactia con su receptor en condiciones

que se asemejan a las del cuerpo humano.

La eleccion de la semaglutida como objeto de estudio surgid del impacto que este
medicamento ha tenido en las redes sociales y en la opinion publica: millones de personas

lo utilizan o debaten su uso para bajar de peso, lo que desperté en mi la curiosidad por
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comprender su mecanismo de accidon a nivel molecular y por qué, siendo tan eficaz, una
proporcion considerable de pacientes no lo tolera. Al llegar a los servicios de medicina
interna y endocrinologia durante las rotaciones clinicas, esa pregunta tedrica cobro
dimension practica al ver pacientes que batallaban para llegar a nivel de glucosa estables o

muchas de las complicaciones por el mal control de la enfermedad.

La medicina del futuro ya no se basara tinicamente en la observacion clinica y los ensayos
controlados; exigird que los médicos comprendamos la terapéutica a nivel atomico. Espero
que este trabajo sirva como un precedente e invitacion abierta para mis futuros colegas y
estudiantes de pregrado de nuestra facultad: la dindmica molecular y la farmacologia in silico
son instrumentos traslacionales que, en las manos de un médico con criterio clinico, tienen
el potencial de revolucionar la forma en que entendemos, prescribimos y optimizamos los

tratamientos.
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo General

Evaluar in silico el efecto de las variaciones de pH (5.0 endosomal, 7.4 sistémico y 8.0
inducido por SNAC) sobre la afinidad de union y la estabilidad estructural del complejo
semaglutida-GLP-1R en un sistema de membrana lipidica POPC explicita, y discutir la
plausibilidad de sefalizacion endosomal sostenida como posible sustrato molecular de la

intolerancia gastrointestinal asociada a semaglutida.
2.2.0bjetivos Especificos

1. Calcular la energia libre de union MM-GBSA del complejo semaglutida-GLP-1R bajo las

condiciones de pH 5.0, 7.4 y 8.0, y comparar el patron relativo entre condiciones.

2. Analizar la estabilidad conformacional del complejo mediante RMSD, RMSF y radio de

giro en las tres condiciones de pH, validando la convergencia de las trayectorias.

3. Cuantificar los puentes de hidrogeno en la interfaz semaglutida-GLP-1R bajo las tres
condiciones de pH y relacionar los cambios observados con el estado de protonacion de las

histidinas del receptor.

4. Identificar los hotspots farmacologicos del GLP-1R con sensibilidad al pH mediante
descomposicidon energética pairwise por residuo, y proponer candidatos para el disefio

racional de analogos con perfil pH-dependiente mejorado.

5. Discutir la plausibilidad bioldgica del vinculo entre la afinidad residual endosomal
observada y la intolerancia gastrointestinal reportada clinicamente, reconociendo las

limitaciones metodoldgicas inherentes al estudio in silico.
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3. HIPOTESIS

Las variaciones de pH (5.0 endosomal, 7.4 sistémico y 8.0 inducido por SNAC) modifican
el estado de protonacion de las histidinas del GLP-1R y, con ello, la estabilidad
conformacional y la energia libre de unién del complejo semaglutida-GLP-1R. Se
hipotetiza que a pH endosomal (5.0) la afinidad residual del complejo podria ser
termodindmicamente compatible con una disociacion mas lenta del ligando, lo cual
aportaria plausibilidad computacional a la hipotesis de sefalizacion endosomal sostenida

como posible sustrato molecular de la intolerancia gastrointestinal a semaglutida.
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4. ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS
4.1.A Nivel Internacional

e Deganutti et al. (2022) "Dynamics of GLP-1R peptide agonist engagement are correlated

with kinetics of G protein activation." Nature Communications (16).
En este estudio se realizaron simulaciones de dindmica molecular de microsegundos del
complejo GLP-1R con distintos agonistas peptidicos para correlacionar los patrones de
unidn con la cinética de activacion de la proteina G. Los autores identificaron que la
velocidad de asociacion del péptido al receptor y la estabilidad del complejo formado son
determinantes clave de la eficacia funcional del agonista. Este trabajo es relevante como
antecedente metodologico y como fuente de validacion de residuos de contacto en el GLP-
IR.

e Manchanda et al. (2023) "Enhanced Endosomal Signaling and Desensitization of GLP-1R

vs GIPR in Pancreatic Beta Cells." Endocrinology (6).
Este estudio experimental demostrd en células beta pancreaticas que el GLP-1R produce
una sefializacion endosomal mas prolongada y una mayor desensibilizacion que el receptor
de GIP (GIPR), y que este diferencial se debe a la mayor afinidad residual del GLP-1R por
sus ligandos en el ambiente acido del endosoma. Constituye el respaldo experimental mas
directo de la hipdtesis central de este trabajo de tesis.

e Fang et al. (2020) "Ligand-Specific Factors Influencing GLP-1 Receptor Post-Endocytic

Trafficking and Degradation in Pancreatic Beta Cells." International Journal of Molecular
Sciences (5).
Estudio experimental que demostr6 que el destino postendocitico del GLP-1R (reciclaje vs
degradacion lisosomal) depende de la identidad del ligando unido. Los agonistas de mayor
afinidad, como los andlogos de GLP-1 de larga duracion, favorecen la degradacion
lisosomal del receptor y la consiguiente desensibilizacion de la via de sefalizacion. Este
trabajo aporta la base celular de la hipdtesis desarrollada en esta tesis.

e Agarwal & Haworth (2025) "Oral absorption of semaglutide: pharmacokinetic modeling
and molecular dynamics simulations." In Silico Pharmacology (17).

Estudio computacional reciente que combina modelado farmacocinético y simulaciones de
dindmica molecular para estudiar el proceso de absorcion oral de semaglutida en presencia
de SNAC. Aunque no evalua las condiciones de pH endosomal ni utiliza membrana lipidica
explicita, representa el antecedente computacional mas cercano al presente trabajo y

confirma la relevancia del pH gastrico para el comportamiento molecular de semaglutida.
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4.2.A Nivel Nacional y Local

El grupo CBCRG de la Universidad Catolica de Santa Maria, con sede en Arequipa, ha
publicado dos trabajos directamente relevantes como antecedentes locales. Barazorda-
Ccahuana et al. (2021) evaluaron el efecto del pH 4cido sobre la proteasa principal del SARS-
CoV-2 mediante dinamica molecular, estableciendo el protocolo de simulaciéon multi-pH que
es la base metodoldgica del presente trabajo (18). Barazorda-Ccahuana et al. (2023)
desarrollaron PeruNPDB, una base de datos de productos naturales peruanos para cribado
virtual, demostrando la capacidad instalada del grupo en bioinformatica estructural (19).
Ningun trabajo previo del grupo ni de otra institucion arequipefa ha abordado el complejo
semaglutida-GLP-1R ni la influencia del pH endosomal sobre GPCRs terapéuticos, lo que

situa el presente estudio como el primero de este tipo en la region.
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5. MARCO TEORICO
5.1.Diabetes Mellitus Tipo 2 y Obesidad: Epidemiologia y Fisiopatologia

La diabetes mellitus tipo 2 (DM?2) es una enfermedad metabolica cronica caracterizada por
resistencia a la insulina e hiperglucemia sostenida (8). Su prevalencia ha aumentado de
manera alarmante en las Gltimas décadas: en el afio 2021 se estimaban mas de 537 millones
de personas afectadas en el mundo, y las proyecciones indican que para el afio 2045 esta

cifra podria alcanzar los 783 millones si no se implementan medidas efectivas de prevencion
9).

La obesidad y la DM2 estan estrechamente relacionadas. El exceso de tejido adiposo,
especialmente el adiposo visceral, genera un estado de inflamacion crénica de bajo grado y
libera &cidos grasos libres que interfieren con la sefializacion de la insulina en el musculo, el
higado y el pancreas (1). Este ciclo vicioso hace que la obesidad sea el principal factor de
riesgo modificable para desarrollar DM2, y explica por qué las intervenciones que logran
una reduccion significativa del peso corporal tienen un impacto tan relevante en el control
de la enfermedad (8). En el Pertl, la combinacion de cambios en los habitos alimentarios y
el sedentarismo ha incrementado la prevalencia de ambas condiciones, convirtiendo su

manejo en un desafio prioritario para el sistema de salud nacional.

La DM2 no controlada genera complicaciones graves, nefropatia, retinopatia, neuropatia y
enfermedad cardiovascular, que representan la principal causa de morbimortalidad evitable
en adultos (9). Este panorama justifica la busqueda continua de opciones terapéuticas mas
eficaces, que no solo reduzcan la glucemia sino que también actiien sobre los factores de

riesgo cardiovascular y metabolico de forma simultanea.
5.2.El Receptor GLP-1R: Estructura, Funcion y Relevancia Terapéutica

El receptor del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1R) es una proteina de membrana
que pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) de clase B. Los
GPCRs constituyen el blanco terapéutico de aproximadamente el 34% de todos los
medicamentos aprobados por la FDA (10). EI GLP-1R se expresa principalmente en las
células beta del pancreas, pero también en el corazon, los rifiones, el intestino y diversas
regiones del sistema nervioso central, incluyendo el hipotdlamo y el area postrema del tronco
encefalico (20).

Cuando es activado por su ligando natural (el péptido GLP-1, secretado por las células L del

intestino delgado en respuesta a la ingesta de alimentos), el GLP-1R estimula la secrecion
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de insulina por el pancreas de manera dependiente de glucosa, es decir, solo cuando la
glucemia esta elevada, lo que reduce el riesgo de hipoglucemia, inhibe la secrecion de
glucagdn, enlentece el vaciamiento gastrico y envia sefiales de saciedad al cerebro (20). Este
conjunto de efectos lo convierte en una diana terapéutica de gran valor para el tratamiento
simultaneo de la DM2 y la obesidad.

Un aspecto especialmente relevante es el comportamiento del GLP-1R tras la activacion. Al
igual que la mayoria de los GPCRs, el GLP-1R activado es internalizado: la célula lo recoge
desde la membrana plasmatica y lo introduce en vesiculas intracelulares llamadas
endosomas, cuyo interior tiene un pH progresivamente mas acido (desde ~6.5 en endosomas
tempranos hasta ~5.0 en endosomas tardios) (5). En condiciones normales, este ambiente
acido favorece que el ligando se disocie del receptor, permitiendo que el receptor regrese a
la membrana plasmatica y esté disponible para una nueva ronda de activacion. Cuando el
ligando no se disocia,como puede ocurrir con semaglutida por su alta afinidad, el receptor
es dirigido hacia los lisosomas, donde es degradado (6). Este mecanismo tiene consecuencias
directas sobre la intensidad y duracion de la respuesta farmacoldgica y, segin la hipotesis

central de este estudio, sobre la tolerancia gastrointestinal al farmaco.
5.3.Semaglutida: Farmacologia, Modificaciones Moleculares y Absorcion Oral

La semaglutida es un agonista del GLP-1R de segunda generacion, desarrollado por Novo
Nordisk y aprobado por la FDA inicialmente para el tratamiento de la DM2 (Ozempic®,
2017) y posteriormente para el manejo del peso corporal en adultos con obesidad (Wegovy®,
2021). (15) A diferencia del GLP-1 natural, que tiene una vida media de apenas 2 minutos,
la semaglutida ha sido disefiada con tres modificaciones moleculares estratégicas que
extienden su vida media a aproximadamente 168 horas, permitiendo una administracion
semanal: sustitucion Ala8—AIB (resistencia a DPP-4), adiciéon de una cadena grasa C18
para union a albimina y circulacion prolongada, y cambio Lys34—Arg para estabilizar la

estructura (15).

La eficacia clinica de la semaglutida ha sido demostrada de forma robusta en los ensayos del
programa STEP. En el STEP 5, los pacientes tratados con semaglutida 2.4 mg semanal
durante 104 semanas lograron una reduccion media del peso corporal del 15.2% frente al
2.6% del grupo placebo (2). Sin embargo, el mismo ensayo reportd que el 82.2% de los
pacientes en el grupo semaglutida experiment6 efectos adversos gastrointestinales frente al

53.9% del grupo placebo (2). En el analisis agrupado STEP 1-3, la nausea fue el sintoma
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mas frecuente, reportada en el 43.9% de los participantes con semaglutida frente al 16.1%

del grupo placebo (4).

La formulacion oral (Rybelsus®) emplea el excipiente SNAC (salcaprozato de sodio;
sodium N-[8-(2-hydroxybenzoyl)amino] caprylate), que genera un microambiente alcalino
localizado (pH ~8.0) directamente bajo la tableta, en la superficie de la mucosa géstrica. Este
gradiente de pH local protege a la semaglutida de la degradacion por pepsina y facilita su
absorcion por via transcelular a través del epitelio gastrico, sin alterar las uniones estrechas
intercelulares (7,21). Este escenario de pH alcalino en la mucosa gastrica durante la

absorcion oral constituye la tercera condicion de pH estudiada en este trabajo.
5.4.El Area Postrema y la Intolerancia Gastrointestinal a los Agonistas GLP-1R

El 4rea postrema (AP) es una estructura bilateral localizada en el suelo del cuarto ventriculo,
en la porcion caudal del bulbo raquideo (médula oblongada). A diferencia de la gran mayoria
de las estructuras del sistema nervioso central, el AP carece de barrera hematoencefalica
efectiva: sus capilares fenestrados permiten el acceso directo de moléculas circulantes en
sangre al tejido nervioso, caracteristica que lo define como uno de los principales 6rganos
circunventriculares y como el principal sensor quimiorreceptor del sistema nervioso ante

toxinas y farmacos circulantes (14).

El AP expresa densamente el GLP-1R en subpoblaciones neuronales especificas que median
los efectos de saciedad y los comportamientos asociados a nduseas (22). Cuando la
semaglutida circula en plasma y atraviesa los capilares fenestrados del AP, se une a los GLP-
IR de estas neuronas y activa la sefalizacion intracelular. En condiciones fisiologicas
normales, esta activacion, breve y transitoria con agonistas de vida media corta como el
GLP-1 endogeno, es parte de la sefializacion de saciedad. Sin embargo, con semaglutida,
cuya vida media de ~168 horas mantiene concentraciones plasmaticas elevadas de forma
sostenida semana a semana, la estimulacion del AP es cualitativamente diferente:
prolongada, con internalizaciones repetidas y acumulacion de complejos semaglutida-GLP-

IR en compartimentos endosomales de las neuronas del AP.

Segun la hipdtesis mecanistica sustentada en los resultados del presente estudio, a pH 5.0
endosomal, semaglutida mantiene una afinidad de AG ~-105.60 kcal'mol™, valor
termodindmicamente compatible con la persistencia del complejo en el entorno endosomal
acido, aunque la demostracion directa de disociacion inhibida requiere validacion
experimental. En las neuronas del AP, esta senalizacion activa preferentemente vias de -

arrestina que, a diferencia de la sefializacion clasica por proteina Gs, generan excitacion
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neuronal persistente de los centros del vomito en el Nucleo del Tracto Solitario (23). El
resultado clinico son las nduseas y el vomito que los pacientes reportan, especialmente
durante la fase de escalada de dosis, cuando la densidad de receptores internalizados con

ligando retenido es mayor.

Esta cadena de eventos, alta afinidad plasmatica — internalizacion — afinidad residual
endosomal — sefializacion sostenida en el AP — activacién del centro del vomito,
constituye la hipotesis mecanistica que motiva el presente estudio. El abordaje
computacional evaltia el primer eslabon (afinidad endosomal); los eslabones posteriores
requieren validacion experimental directa. La comprension de este circuito es especialmente
relevante para la practica clinica porque permite anticipar que la intolerancia gastrointestinal
es mayor en la fase inicial del tratamiento y con la formulacioén inyectable de alta dosis,

ambos escenarios de maxima exposicion del AP a semaglutida circulante.
5.5.Dinamica Molecular: Principios y Aplicacion al Estudio de GPCRs

La dindmica molecular (DM) es una técnica computacional que permite simular el
movimiento de los atomos de una molécula a lo largo del tiempo, siguiendo las leyes de la
mecanica clasica de Newton en pasos de femtosegundos. La trayectoria resultante permite
cuantificar estabilidad conformacional, flexibilidad e interacciones bajo condiciones

controladas de temperatura, presion y pH.

En este trabajo se utiliz6 CHARMM36m, un campo de fuerzas desarrollado especificamente
para simular proteinas en entornos de membrana lipidica, que ha demostrado ser
especialmente preciso para el estudio de GPCRs (13). El software de simulacion empleado
fue GROMACS 2025.3, uno de los programas de dindmica molecular de mayor uso en la

comunidad cientifica internacional, distribuido bajo licencia de codigo abierto (24).

La simulaciéon de GPCRs como el GLP-1R presenta desafios técnicos particulares porque
estos receptores estan embebidos en la membrana celular. En este trabajo, el complejo
semaglutida-GLP-1R fue insertado en una bicapa de lipidos POPC (1-palmitoil-2-oleoil-
fosfatidilcolina), que es el lipido més abundante en la membrana plasmatica de células de
mamifero (11). El sistema completo incluy6 el receptor con su ligando, la bicapa lipidica,
moléculas de agua y iones de sodio y cloro a concentracion fisiologica, totalizando un

sistema de aproximadamente 80,000-100,000 4tomos.

Para cuantificar la afinidad de unidn bajo cada condicion de pH, se emple6 el método MM-

GBSA (Mecanica Molecular con Superficie de Born Generalizada y Area de Superficie).
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Este método calcula la energia libre de unioén estimando las contribuciones energéticas de
las interacciones entre el receptor y el ligando, descontando la energia necesaria para
desolvatar cada molécula al formarse el complejo (25). Adicionalmente, se realizd una
descomposicidon energética por residuo (método pairwise, idecomp=2), que permite
identificar qué aminoacidos especificos del receptor contribuyen mas a la estabilidad del
complejo en cada condicioén de pH,los llamados "hotspots", informacion de gran valor para

el disefio de andlogos mejorados.
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1.Técnicas

Simulacion de dinamica molecular clasica (DM) con campo de fuerzas CHARMM36m en
entorno de membrana lipidica POPC explicita, andlisis de trayectorias mediante métricas
estructurales (RMSD, RMSF, Rg, puentes de hidrégeno) y estimacion de energia libre de

union mediante el método MM-GBSA con descomposicion energética por residuo.
1.2.Instrumentos

Los instrumentos de recoleccion de datos son los archivos de trayectoria (.xtc) y de energia
(.edr) generados por GROMACS 2025.3 para cada sistema simulado. El analisis se realiza de
forma automatizada mediante scripts de bash (GROMACS) y R (version 4.3), con los
paquetes ggplot2, dplyr, tidyr, flextable y patchwork para visualizacion y presentacion de

resultados.
1.3.Materiales de verificacion

e Estructura cristalografica del complejo GLP-1R-semaglutida: PDB ID 7KI0 (Zhang et al.,
2021) (12).

e Software GROMACS version 2025.3 (distribucion conda-forge) (24).

e Campo de fuerzas CHARMM36m. doi:10.1038/nmeth.4067

¢ CHARMM-GUI Membrane Builder (Jo et al., 2008; Jo et al., 2009) (26,27).
e gmx MMPBSA v1.6.4 (Valdés-Tresanco et al., 2021) (25).

o Workstation CBCRG-UCSM: CPU Intel Core 19-14900K (24 nucleos), GPU NVIDIA
RTX 4090 (24 GB VRAM), 128 GB RAM DDRS5, Ubuntu Linux.
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2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1.Ambito

Laboratorio computacional del Computational Biology and Chemistry Research Group

(CBCRG), Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa, Pert.
2.2.Temporalidad

Periodo de simulacion y andlisis: febrero 2026, marzo 2026. Redaccion final: marzo de 2026.
2.3.Unidades de estudio

Cada unidad de estudio es una trayectoria de dindmica molecular de 200 nanosegundos del
complejo semaglutida-GLP-1R en membrana POPC, generada bajo una condicién de pH
especifica (5.0, 7.4 u 8.0). Se realizaron 3 réplicas independientes por condicion, totalizando

9 unidades de estudio con una densidad total de simulaciéon de 1800 ns.
2.4.Criterios de seleccion
2.1.1. Criterios de inclusion

e Trayectorias que alcanzan los 200 ns de simulacién completos (100,000,000 pasos con dt
=0.002 ps).

e Trayectorias con RMSD del complejo que alcanza convergencia (A < 0.05 nm entre
bloques consecutivos de 50 ns).

e Sistemas con conservacion de energia total y temperatura estables (desviacion < 2 K
respecto a 310.15 K).

2.1.2. Criterios de exclusion

e Trayectorias con ruptura de la bicapa lipidica o disociacién espontanea del complejo
semaglutida-GLP-1R antes de los 100 ns.

e Trayectorias con errores de integracion o convergencia en el analisis MM-GBSA

(energias > 0 kcal-mol™).
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1.0rganizacion
3.1.1. Caracteristicas del complejo molecular estudiado

El sistema molecular estudiado consiste en el complejo entre semaglutida, péptido sintético
analogo de GLP-1(7-37) con 31 aminodcidos en su secuencia canonica (30 resueltos en PDB
7K10, posiciones 7-36; Gly37 no resuelto por flexibilidad del extremo C-terminal en cryo-EM),
peso molecular de 4,113.58 Da, con sustitucion Ala®*—AIB, cadena grasa C18 conjugada a
Lys26 para unién a albumina y cambio Lys**—Arg, y el receptor GLP-1R ,GPCR de clase B1
de 463 aminoacidos (~53 kDa) con siete hélices transmembrana y dominio N-terminal
extracelular de ~120 residuos,. La estructura de partida fue PDB 7KI0 (cryo-EM, 2.5 A, Zhang
et al. 2021 [12]). Nota: la cadena grasa C18 de semaglutida no fue incluida en el modelo dado
que no esta resuelta en PDB 7KIO0 y no forma parte de la interfaz de unién con el GLP-1R (ver
Limitaciones). Tras la preparacion con CHARMM-GUI, el sistema completo incluyo ~86,789

atomos en una caja ortorombica de 7.7 X 7.7 x 15.5 nm (Tabla 10, Anexo 6).
3.1.2. Preparacion del Sistema Molecular

La estructura de partida se obtuvo del Protein Data Bank (PDB ID: 7KIO0), correspondiente
a la estructura de criomicroscopia electronica del complejo GLP-1R activado con
semaglutida y proteina Gs, resuelta a 2.5 A (12). Se extrajo el receptor GLP-1R (cadena R)
con semaglutida (cadena P), eliminando los componentes de la proteina Gs y los residuos de
nanobody. Los residuos faltantes 29-36 del receptor fueron identificados mediante
comparacion entre la secuencia candnica depositada en UniProt (GLPIR_HUMAN,
P43220) y la secuencia resuelta en 7KI0, y reconstruidos con la funcién Model Missing
Residues de CHARMM-GUL. El residuo AIB (acido alfa-aminoisobutirico) en la posicion 8
de semaglutida fue reconocido automaticamente por CHARMM-GUI a partir de los
parametros estandar de CHARMM36m. La cadena grasa C18 de semaglutida no fue
modelada dado que no esta resuelta en PDB 7KI0 y no forma parte de la interfaz de union

con el GLP-1R (ver Limitaciones).

La orientacion del receptor en la membrana fue determinada mediante el servidor PPM 2.0.
El sistema se construyé6 con CHARMM-GUI Membrane Builder (26,27) usando una bicapa
homogénea de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), modelo validado para

simulaciones de GPCRs en membrana plasmatica (28), con 140 lipidos totales (70 por hoja),
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generando una caja de ~7.7 x 7.7 x 15.5 nm. El sistema se hidré con 20,375 moléculas de

agua TIP3P (13), y se neutralizé con NaCl 0.150 M.

Dado que la pose de union de semaglutida proviene directamente de la estructura
experimental, no se requiri6 procedimiento de docking. Para verificar que la preparacion del
sistema no alter6 sustancialmente dicha pose, se calculo el RMSD del backbone de
semaglutida (d&tomos N-Ca-C-O, segmento PROA, 119 atomos) respecto a la estructura de
referencia PDB 7KIO en el primer frame de cada trayectoria de produccion, mediante gmx
rms con ajuste rot+trans. Los valores obtenidos (0.55-0.87 A en todas las réplicas y
condiciones de pH; Tabla 11 y Figuras A3-A4, Anexos 7-9) fueron inferiores al umbral de
1.5 A empleado como criterio de conservacién de pose en estudios de dindmica molecular
de GPCRs(10), confirmando la preservacion de la pose helicoidal experimental en los nueve

sistemas simulados.
3.1.3. Implementacion del pH

Antes de simular el complejo semaglutida-GLP-1R, fue necesario definir qué aminoacidos
cambian su carga eléctrica en cada condiciéon de pH, ya que este cambio de carga es el
mecanismo por el cual el pH modifica las interacciones entre el farmaco y su receptor. Para
ello se utilizé6 PropKa 3.0, un programa integrado en CHARMM-GUI que analiza la
estructura tridimensional de cada aminoacido y predice a qué pH gana o pierde un proton
(es decir, estima su pKa) (29). Esta asignacion se realiz6 sobre la estructura cristalografica
preparada (PDB 7KIO, cadenas R y P) (12) antes de insertar el complejo en la membrana
lipidica POPC, de modo que las cargas de cada aminoacido quedaron definidas en los
archivos de topologia (.top, .itp) y permanecieron fijas durante toda la simulacion de
produccion (5,7).

El analisis identifico tres grupos de comportamiento. El primero y mas relevante corresponde
a siete histidinas del receptor GLP-1R (His99, His171, His173, His180, His212, His363 y
His374), cuyos pKa estimados caen entre 5.0 y 7.4. Esto significa que a pH fisioldgico (7.4)
y alcalino (8.0) estas histidinas permanecen neutras (estado HSD, sin carga neta), pero al
descender el pH a 5.0 endosomal captan un proton adicional y adquieren carga positiva
(estado HSP, carga +1). Este cambio de carga es el evento molecular central del estudio,
porque altera directamente las interacciones electrostaticas en la interfaz de union. La
eleccion del tautomero neutro especifico, HSD (protonado en el nitrégeno No del anillo
imidazolico) frente a HSE (protonado en Ng), fue determinada automaticamente por

CHARMM-GUI segun el patrén de puentes de hidrogeno de cada histidina en la estructura
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cristalografica, criterio estdndar de este flujo de trabajo (28). En segundo lugar, los residuos
acidos (Asp, Glu) y basicos (Lys, Arg) del receptor presentaron pKa estimados por PropKa
3.0 muy por fuera del rango de pH estudiado: Asp y Glu con valores consistentemente
inferiores a 5.0 (rango 0.44-4.55 para Asp; 3.12-6.25 para Glu) y Lys con pKa entre 5.75 y
10.22, y Argentre 9.12 'y 17.60. Todos los valores quedan fuera del intervalo de pH simulado
(5.0-8.0) con excepcion de Lys202 (pKa = 5.75), que al encontrarse enterrada mantiene su
estado protonado por criterio de estabilidad estructural. Por consiguiente, todos permanecen
en su estado de protonacion estandar (Asp/Glu: desprotonados, carga -1; Lys/Arg:
protonados, carga +1) en las tres condiciones simuladas. La lista completa de valores pKa
por residuo estimados por PropKa 3.0 se incluye en el Anexo 11. En tercer lugar, los residuos
ionizables de la propia semaglutida, incluyendo la histidina nativa en posicion 7 del péptido
(pKa < 5.0 en el contexto del complejo) y el 4cido alfa-aminoisobutirico (AIB) en posicion
8, que carece de grupo ionizable en el rango de pH estudiado (30), permanecieron también
sin cambio de estado en ninguna condicion.

Es importante sefalar que este enfoque utiliza cargas fijas asignadas antes de la simulacion
(protonacion constante fija), lo que significa que si un aminoéacido cambia de entorno durante
la trayectoria, su carga no se actualiza dinamicamente. Existe un método alternativo mas
sofisticado, la dindamica molecular a pH constante (CpHMD), que si permite estos cambios
en tiempo real, pero no fue implementado por limitaciones de compatibilidad con el campo
de fuerzas CHARMM36m en sistemas con membrana lipidica explicita (31). Las

implicancias de esta eleccion metodologica se discuten en la seccion de Limitaciones.
3.1.4. Protocolo de simulacion

Todos los sistemas moleculares fueron sometidos a un protocolo estdndar de tres fases
ejecutado con GROMACS 2025.3 (24) y el campo de fuerzas CHARMM36m (13), con
aceleracion GPU mediante CUDA 13.0 en la NVIDIA RTX 4090 del CBCRG-UCSM (Intel
Core 19-14900K, 128 GB RAM DDRYS). Las nueve trayectorias,3 réplicas independientes

por cada una de las 3 condiciones de pH, acumularon un total de 1,800 ns de simulacion.

Fase 1. Minimizacion de energia

Cada sistema fue sometido a minimizacion mediante el algoritmo steepest descent
(5,000 pasos) para eliminar contactos atdmicos desfavorables presentes en la estructura
ensamblada. El criterio de convergencia fue una fuerza maxima residual < 1,000

kJ-mol ™' 'nm™.
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Fase 2. Equilibracion progresiva

La equilibracion se ejecutd en seis etapas consecutivas (step6.1 a step6.6) siguiendo el
protocolo estaindar de CHARMM-GUI para sistemas GPCR-membrana (26). Las etapas
6.1-6.3 corresponden a NVT con restricciones de posicion decrecientes sobre las
cadenas pesadas de la proteina (4,000 — 1,000 kJ-mol™'-nm™2), utilizando el termostato
v-rescale a 310.15 K (32). Las etapas 6.4-6.6 introducen el barostato C-rescale semi-
isotropico (P = 1.0 bar, T = 5.0 ps) y reducen las restricciones hasta cero, permitiendo
que el sistema alcance las condiciones termodindmicas de produccion. Los parametros
detallados de cada etapa se encuentran en los archivos step6.1-

step6.6_equilibration.mdp disponibles en el repositorio (Anexo 5).

Fase 3. Simulacion de produccion

Cada réplica se extendio durante 200 ns sin restricciones de posicion (dt = 0.002 ps;
100,000,000 pasos). Los parametros principales del archivo step7 production.mdp

fueron:

* Condiciones periddicas de contorno (PBC): aplicadas en las tres dimensiones (Xyz)
para todos los grupos de atomos, eliminando los efectos de borde de la caja de
simulacién. La caja de simulacion es de tipo ortorombica con dimensiones

aproximadas de 7.7 x 7.7 x 15.5 nm.

* Termostato: v-rescale (33), T = 310.15 K, T = 1.0 ps, aplicado por separado a tres

grupos (proteina, membrana, solvente+iones).

* Barostato: C-rescale semi-isotropico, P = 1.0 bar, t = 5.0 ps, compresibilidad

4.5x107° bar.
* Electrostatica de largo alcance: Particle Mesh Ewald (PME)(34), rcoulomb = 1.2 nm.
* Van der Waals: funcion switch entre 1.0 y 1.2 nm.
» Restricciones de enlace: algoritmo LINCS (32) aplicado a todos los enlaces H-4tomo.

* Frecuencia de escritura: 1 frame cada 50 ps — 4,000 frames por trayectoria (36,000

frames en el conjunto completo).
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Los calculos de energia libre se realizaron con gmx MMPBSA v1.6.4 (25) sobre los
frames 3,000-4,000 de cada trayectoria (150-200 ns), correspondientes a la ventana de

equilibrio dindmico validada por la convergencia del RMSD.

3.1.5. Organizacion del Proceso

Una vez completadas las nueve trayectorias, el andlisis se organizé en tres etapas

secuenciales.
Etapa 1. Estabilidad conformacional

A partir de los archivos de trayectoria (.xtc) se calcularon cuatro métricas mediante las

herramientas nativas de GROMACS (24):

* RMSD del backbone (gmx rms): desviacion cuadritica media de las posiciones
atomicas del backbone del receptor GLP-1R y de semaglutida respecto al frame
inicial. La convergencia del RMSD,definida como variacion < 0.05 nm entre bloques
consecutivos de 50 ns, fue el criterio para validar la ventana de produccion

seleccionada para MM-GBSA.

* RMSF por residuo (gmx rmsf): fluctuacion cuadratica media de cada residuo a lo

largo de la trayectoria, calculada por separado para el receptor y para semaglutida.

* Radio de giro (gmx gyrate): distribucion de masa respecto al centro geométrico del
complejo. Su estabilidad confirma ausencia de desplegamiento conformacional

global.

Puentes de hidrogeno interfaciales (gmx hbond): cuantificacion del numero de puentes
de hidrégeno entre semaglutiday el GLP-1R por frame, con criterio geométrico estandar

de distancia donor-aceptor < 3.5 A y angulo < 30° (35).
Etapa 2. Energia libre de union y descomposicion por residuo

El calculo de energia libre de unidn se realizdo con el método endpoint MM-GBSA
mediante gmx MMPBSA v1.6.4 (25) con los siguientes parametros: modelo GB-OBC2
(igb = 5), concentracion salina de 150 mM NaCl y descomposicion energética pairwise
por residuo (idecomp = 2), aplicado sobre los frames 3,000-4,000 de cada trayectoria

(1,000 frames por réplica, 9,000 en el conjunto completo).

La descomposicion pairwise genera las contribuciones individuales de van der Waals,

electrostatica, solvatacion polar (GB) y no polar para cada residuo del receptor en las
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tres condiciones de pH. Los hotspots farmacoldgicos se definieron como residuos con
AG < -5.0 kcal'mol™ en al menos una condicion; la sensibilidad al pH se establecio

mediante el criterio [AAG| > 1.0 kcal-mol™" entre pH 5.0 y 7.4.
Etapa 3. Visualizacion e integracion de resultados

Todas las métricas fueron procesadas y graficadas en R v4.3 con los paquetes ggplot2
(36), dplyr, tidyr y patchwork, aplicando un tema grafico uniforme con paleta de colores
fija por condicion de pH. Las series temporales fueron suavizadas mediante media mévil
de ventana k = 100 frames para facilitar la interpretacion visual, sin alterar los valores
estadisticos reportados en tablas, que corresponden a los datos crudos. La visualizacion
molecular se realizé con ChimeraX 1.8 sobre frames representativos extraidos at =175

ns de la réplica 2.
3.2.Recursos
3.2.1. Humanos
Investigador: Vasquez Laime, Renato Junior
Asesora: Dra. Mufoz del Carpio Toia, Agueda
3.2.2. Institucionales

Computational Biology and Chemistry Research Group (CBCRG-UCSM).

Universidad Catolica de Santa Maria.

3.2.3. Materiales

e Workstation CBCRG-UCSM (CPU 19-14900K, GPU RTX 4090, 128 GB RAM, Ubuntu

Linux).

e Software de codigo abierto (GROMACS 2025.3, CHARMM-GUI, gmx MMPBSA
v1.6.4, R v4.3).

e Acceso a internet y repositorios estructurales (RCSB PDB).
3.2.4. Financieros

Autofinanciado.
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1. RESULTADOS

Los resultados se presentan en cuatro subsecciones ordenadas por peso interpretativo: la energia
libre de unién como hallazgo central, seguida por la estabilidad conformacional como soporte
estructural, los puentes de hidrogeno como indicador de las interacciones polares de la interfaz,
y finalmente la descomposicion energética por residuo para identificar hotspots pH-sensibles.
Todos los analisis cuantitativos corresponden a la ventana 150-200 ns (frames 3,000-4,000) de

n = 3 réplicas independientes por condicion de pH (1,800 ns totales, 9 trayectorias).

Figura 2. Sistema molecular simulado: complejo semaglutida-GLP-1R embebido en bicapa
lipidica POPC (Réplica 2, pH 7.4, t = 175 ns). El receptor GLP-1R aparece en gris
(representacion ribbon); semaglutida en verde (sticks); las esferas naranjas corresponden a las
cabezas polares de los lipidos POPC, que delimitan la bicapa. El receptor atraviesa la
membrana con su dominio N-terminal orientado hacia el espacio extracelular y su region
transmembrana anclada en la bicapa. La pose de unién de semaglutida se mantuvo estable a lo

largo de toda la simulacion.
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Tabla 2. Parametros del protocolo de simulacion de dinamica molecular

(GROMACS 2025.3)
Parametro Valor Descripcion
dt (paso integracion) 0.002 ps (2 fs) Integracién numérica
nsteps (pasos totales) 100,000,000 200 ns de producciéon
Duracion / réplica 200 ns Por réplica

Frames totales

4,000 (1 frame/50 ps)

Resolucion temporal 50 ps

Termostato

v-rescale

3 grupos independientes

Temperatura referencia

310.15 K (37 °C)

37 °C fisiologico

Barostato C-rescale semi-isotropico Correcto para bicapa lipidica
Presion referencia 1.0 bar Isobarico
Electrostatica largo PME (Particle Mesh Alta precision electrostatica
alcance Ewald)
Radio de corte (rcoulomb 1.2 nm Estandar CHARMM236m
/ rvdw)
Campo de fuerzas CHARMM36m Optimizado proteina-membrana
Membrana (lipido) POPC (140 lipidos) 1-palmitoil-2-oleoil-PC

Agua/ iones

TIP3P / NaCl 150 mM

Concentracion fisiologica

Réplicas por pH

3 (independientes)

Semillas distintas

Total simulado

1800 ns (3 réplicas x 3 pH
% 200 ns)

9 sistemas en total

Nota: Parametros extraidos directamente de los archivos de configuracion

step7_production.mdp generados por CHARMM-GUI. Simulaciones ejecutadas en la
workstation del CBCRG-UCSM (CPU Intel Core i9-14900K, GPU NVIDIA RTX 4090 24

GB, Arequipa, Peru).

1.1.Energia Libre de Union MM-GBSA

Es importante sefialar que el método MM-GBSA, al omitir la contribucion entropica

conformacional y emplear un modelo implicito de solvatacion, no genera valores absolutos

equivalentes a constantes de disociacion (Kd) experimentales (24). Por esta razén, los

resultados de energia libre que se presentan a continuacion tienen valor comparativo entre las

tres condiciones de pH evaluadas bajo idéntico protocolo, y no deben leerse como

estimaciones absolutas de afinidad termodindmica.
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Antes de proceder con el calculo de energia libre, se verifico que la pose de union de
semaglutida no se hubiera desplazado durante la preparacion del sistema. EI RMSD del
backbone respecto a la estructura cristalografica de origen (PDB 7KIO) al inicio de cada
trayectoria de produccion fue de 0.57 =0.02 A (pH 5.0), 0.82 £ 0.06 A (pH 7.4) y 0.73 £ 0.09
A (pH 8.0), todos por debajo del umbral de conservacion de pose de 1.5 A establecido para
simulaciones de GPCRs (10) (Tabla 11 y Figuras A3-A4, Anexos 7-9). Esto confirma que la
posicion helicoidal experimental del péptido se preservé en los nueve sistemas y constituye
un punto de partida valido para los analisis subsecuentes.

Con esta validacion, la Tabla 3 y la Figura 3 muestran que semaglutida mantiene una energia
libre de unién fuertemente negativa en las tres condiciones de pH. La afinidad méas favorable
se registro a pH 8.0 (-151.35 + 27.18 kcal-mol™"), seguida por pH 7.4 (-131.26 + 42.70
kcal'mol™) y pH 5.0 (-105.60 + 33.41 kcal-mol'). La diferencia de aproximadamente 26
kcal-mol™ entre pH 7.4 y pH 5.0 representa una reduccion del 19% en la magnitud de la
afinidad al pasar del medio plasmatico al entorno endosomal acido. No obstante, incluso a pH
5.0, el valor de AG permanece marcadamente negativo, lo que indica que el complejo se
mantiene termodinamicamente estable sin que se observe disociacion espontanea dentro de

los 200 ns simulados.

Tabla 3. Energia libre de union MM-GBSA del complejo semaglutida-GLP-1R

por condicion de pH

Condicion pH AG binding DE SEM | Puentes H (media
fisiologica (kcal-mol™) + DE)
Endosomal tardio 5.0 -105.60 33.41 19.29 9.7+3.0
Sistémico / 7.4 -131.26 42.70 | 24.65 152+5.5
plasmatico
Gastrico / SNAC 8.0 -151.35 27.18 15.70 18.1+4.4

Valores mas negativos de AG binding indican mayor afinidad de unién. DE = desviacion
estandar; SEM = error estandar de la media; n = 3 réplicas independientes por condicion. El
calculo se realiz6 sobre los ultimos 50 ns de cada trayectoria (ventana 150-200 ns) con el
modelo de solvatacion GB-OBC2 y NaCl 150 mM. El ANOVA de una via no alcanzé
significacion estadistica [F(2,6) = 1.286; p = 0.343], resultado atribuible a la baja potencia
inherente a n = 3 réplicas en presencia de alta variabilidad interna; sin embargo, el tamafio del
efecto fue grande (m? = 0.300), indicando que el 30% de la varianza del AG es explicada por la
condicion de pH (ver Tablas 4, 8 y 9). Dado que MM-GBSA omite la contribucion entropica
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conformacional, estos valores no equivalen a Kd experimentales y deben interpretarse de

forma comparativa entre condiciones sometidas al mismo protocolo.

Alta afinidad residual a pH endosomal
El complejo semaglutida-GLP-1R se mantiene estable incluso en el endosoma acido
Valores mas negativos = unién mas favorable | media = DE, n = 3 réplicas

0_ ______
_50.
i -131.3
g kcal-mol™
e -100 4
[
=
o
£
9
-150 1
-200 -
pH 5.0 pH 7.4 pH 8.0
(Endosomal) (Sistémico) (NAC/SNAQ)

Figura 3. Energia libre de union MM-GBSA del complejo semaglutida-GLP-1R por
condicién de pH (media £ DE, n = 3 réplicas). Valores mas negativos indican mayor afinidad
de union. La diferencia entre pH 7.4 y pH 5.0 (AAG = 26 kcal-mol™, ~19%) es
cuantitativamente relevante pero insuficiente para producir disociacion espontanea del

complejo en las trayectorias analizadas. Las barras de error representan =1 DE.

La descomposicion de la energia libre de uniéon en sus componentes revela que las
interacciones de van der Waals (VdW) constituyen el contribuyente dominante en las tres
condiciones. A pH 5.0, el componente electrostatico se vuelve menos favorable como
consecuencia de las cargas positivas introducidas por la protonacién de las histidinas. En
contraste, las contribuciones VAW de los residuos hidrofobicos, MET204, LEU183, MET233,
LEU244, permanecen practicamente invariantes entre condiciones, explicando por qué la

reduccion global del AG a pH 4cido no conduce a la disociacion del complejo.
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1.1.1. Analisis ANOVA, media y Tukey HSD

La comparacion entre condiciones de pH mediante ANOVA de una via no alcanzo
significacion estadistica [F(2,6) = 1.286; p = 0.343] (Tabla 4), lo que se atribuye a la baja
potencia estadistica inherente al disefio de n = 3 réplicas por condicioén en presencia de alta
variabilidad interna (DE = 27-43 kcal-mol™', CV = 18-33%), variabilidad que fue homogénea
entre los tres grupos (test de Bartlett: y> =0.333, p = 0.847). No obstante, el tamafo del efecto
fue grande (n? = 0.300), indicando que el 30% de la varianza total del AG es atribuible a la
condicion de pH, lo cual es consistente con la relevancia bioldgica de las diferencias
observadas (Tabla 4, 8 y 9). Las comparaciones entre grupos se interpretan por tanto de forma
descriptiva, conforme a la préctica habitual en estudios de dindmica molecular con réplicas

limitadas.

Tabla 4. ANOVA de una via, AG binding (kcal-mol™) por condicion de pH

Fuente de variacion SC gl CM F p n?
pH (entre grupos) 3154.63 2 1577.32 1.286 0.343 0.300
Residuos (dentro) 7356.46 6 1226.08 - - -

Total 10511.09 8 - - - -

SC = suma de cuadrados - gl = grados de libertad - CM = cuadrado medio ‘- 1* = proporcion
de la varianza total explicada por el pH (tamafio del efecto). F(2,6) = 1.286, p = 0.343, no
significativo, atribuido a baja potencia estadistica con n = 3. n> = 0.300 indica que el pH

explica el 30% de la varianza del AG (efecto grande segiin Cohen 1988).

1.2.Estabilidad Conformacional: RMSD, RMSF y Radio de Giro

Los tres sistemas alcanzaron convergencia del RMSD del backbone del receptor GLP-1R
antes de los 100 ns en todas las réplicas, validando los frames 150-200 ns seleccionados para
el calculo de MM-GBSA. La condicion de pH 5.0 presentd la mayor desviacion media
respecto al frame inicial, mientras que pH 7.4 y pH 8.0 mantuvieron trayectorias mas proximas
entre si. E1l RMSD de semaglutida respecto al receptor fue bajo y estable (< 0.3 nm) en las tres
condiciones, indicando que la pose de union helicoidal del péptido se conserva durante toda

la simulacion independientemente del pH.
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Convergencia estructural del complejo semaglutida-GLP-1R
Linea suavizada (ventana 4 ns) | Banda =+ SEM (n = 3 réplicas) | Zona gris = MM-GBSA (150-200 ns)

Receptor GLP-1R (backbone Ca)

74 : Ventana
i MM-GBSA
6 1 1
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Tiempo (ns)
Condicion de pH — pH 5.0 (endosomal) — pH 7.4 (sistémico) — pH 8.0 (NAC/SNAC)

Figura 4. Estabilidad estructural del complejo semaglutida-GLP-1R a lo largo de 200 ns de
simulacion. Panel superior: RMSD del esqueleto proteico (backbone Ca) del receptor GLP-
IR. Panel inferior: RMSD de semaglutida respecto al receptor. Cada linea es la media
suavizada (ventana 4 ns) de n = 3 réplicas; la banda sombreada representa £ SEM. La linea
punteada vertical marca el inicio de la ventana de analisis MM-GBSA (150-200 ns). Las
condiciones pH 7.4 y pH 8.0 alcanzan un plateau antes de los 150 ns; pH 5.0 muestra una

deriva mas pronunciada pero se estabiliza dentro de la ventana de analisis seleccionada.

El andlisis de RMSF por residuo (Figura Al, Anexo) confirm¢6 que los loops extracelulares
del GLP-1R son las regiones de mayor flexibilidad en las tres condiciones, mientras que el
nucleo de hélices transmembrana permanece rigido. En semaglutida, los extremos N- y C-
terminal fluctian més que el segmento helicoidal central, que es la region en contacto directo

con la interfaz de unién del receptor. El radio de giro no evidencio cambios globales marcados
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entre condiciones, lo que sugiere ausencia de reordenamientos conformacionales mayores

durante la fase de produccion.
1.3.Puentes de Hidrogeno en la Interfaz Semaglutida-GLP-1R

La cuantificacion de puentes de hidrogeno en la interfaz receptor-ligando reveld diferencias
cuantitativas claras entre condiciones. El mayor nimero de puentes de hidrogeno se registrd
apH 8.0 (18.1 +4.4), seguido de pH 7.4 (15.2 £ 5.5) y pH 5.0 (9.7 £ 3.0). Esta reduccion del
36% a pH 5.0 coincide con el cambio de estado de protonacion de siete histidinas del GLP-
IR: al adquirir carga positiva (estado HSP), pierden capacidad como aceptores de puentes de
hidrégeno hacia los grupos donantes de semaglutida. La Tabla 5 detalla el estado de
protonacion de cada histidina por condicion de pH, y la Figura 6 ilustra su distribucion

espacial.

Interacciones receptor-ligando durante la simulacién
La protonacion de 7 histidinas a pH 5.0 reduce los puentes de H en la interfaz
(etiquetas = promedio + DE en ventana 150-200 ns | zona gris = analisis MM-GBSA)

351 ,
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Tiempo (ns)
Condicién de pH — pH 5.0 (endosomal) = pH 7.4 (sistémico) = pH 8.0 (NAC/SNAC)

Figura 5. Numero de puentes de hidrogeno en la interfaz semaglutida-GLP-1R a lo largo de
200 ns de simulacion. Las etiquetas al final de cada curva indican el promedio + DE en la
ventana 150-200 ns. A pH 5.0, el nimero de puentes cae un 36% respecto a pH 7.4 (9.7 + 3.0
vs. 15.2 £5.5), lo que coincide con la protonacion de las siete histidinas del GLP-1R a pH

acido: al adquirir carga positiva, pierden capacidad de actuar como aceptores de puentes de
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hidrogeno (ver Tabla 5 y Figura 6). La banda sombreada representa = DE; la linea punteada

marca el inicio de la ventana de analisis MM-GBSA.

Tabla 5. Estado de protonacion de las histidinas pH-sensibles del GLP-1R

(PropKa 3.0)

Residuo Localizacion pH 5.0 pH 7.4 pH 8.0 pKa

His99 N-terminal HSP (+1) HSD HSD 6.16
extracelular (neutro) (neutro)

His171 N-terminal HSP (+1) HSD HSD 7.08
extracelular (neutro) (neutro)

His173 N-terminal HSP (+1) HSD HSD 5.97
extracelular (neutro) (neutro)

His180 ECL1 - contacto HSP (+1) HSD HSD 6.35
ligando (neutro) (neutro)

His212 ECL2 HSP (+1) HSD HSD 6.37
(neutro) (neutro)

His363 | TM6 (transmembrana) | HSP (+1) HSD HSD 7.95
(neutro) (neutro)

His374 T™6 / TM7 HSP (+1) HSD HSD 6.35
(neutro) (neutro)

HSP = histidina protonada (carga +1, estado acido). HSD = histidina neutra (estado
fisiologico). Todas las histidinas listadas cambian de estado tinicamente a pH 5.0. ECL = loop
extracelular; TM = hélice transmembrana. His180 destaca por su ubicacion en ECL1, en

contacto directo con semaglutida.
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Figura 6. Estado de protonacion de las histidinas del GLP-1R a pH 7.4 (izquierda) vs. pH 5.0
(derecha). A pH 7.4 las histidinas permanecen neutras (HSD, sticks azules); a pH 5.0
adquieren carga positiva (HSP, sticks rojos). Semaglutida se muestra en verde en ambos
paneles. Las siete histidinas se distribuyen desde el dominio N-terminal extracelular (His99,
His171, His173) hasta las hélices transmembrana profundas (His363, His374), con His180 en

ECL1 en contacto directo con el ligando. Réplica 2, t = 175 ns. Visualizacion: ChimeraX 1.8.

1.4.1dentificacion de Hotspots Farmacologicos pH-Sensibles

La descomposicion energética pairwise (idecomp=2) identificé 22 residuos con AG < -5.0
kcal-mol™ en al menos una condiciéon de pH (hotspots). De estos, 11 exhibieron pH-
sensibilidad (JAAG| > 1.0 kcal-‘mol™ entre pH 5.0 y 7.4). La comparacion con residuos de
contacto validados experimentalmente por Wootten et al. 2016 (37) y Zhang et al. 2021 (12)
demostré coincidencia en 17 de los 22 hotspots, validando la metodologia. GLU387 presentd
la mayor contribucion total pairwise diferencial (AGtotal =-20.96 /-51.94 / -53.98 kcal-mol™
para pH 5.0, 7.4 y 8.0, respectivamente; su componente VdW aislado = -3.9 / -3.2 / -2.2
kcal-mol™, ver Figura 7); HIS180 y HIS363 reducen su contribucion VAW al protonarse
(HSP) a pH 5.0.
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Tabla 6. Hotspots farmacoldgicos del GLP-1R, AG pairwise por residuo
(kcal-mol™)

Residuo Localizacion AG pHS.0 | AGpH 74 | AG pH 8.0 | pH-sensible
GLU3877 TM6 (profundo) -20.96 -51.94 -53.98 Si
HIS180* ECL1 - contacto lig. -5.27 -6.04 -6.30 Si
HIS363* T™6 -4.08 -6.06 -5.93 Si
LEU359* TM5-TM6 -4.19 -5.22 -5.30 Si
MET204 ECLI1-TM2 -6.76 -6.67 -7.08 No
MET233 ™3 -6.05 -6.18 -6.80 No
LEU244 ™3 -5.74 -6.11 -6.11 No
LEU183 ™2 -5.87 -5.98 -6.00 No
LEU166 ™2 -5.68 -5.89 -6.21 No

Hotspot: residuo con AG < -5.0 kcal-mol™ en al menos una condicion de pH. pH-sensible (*):
la contribucién varia >1.0 kcal-mol™! entre pH 5.0 y 7.4, lo que lo convierte en diana
candidata para el disefio de analogos.

+ GLU387: los valores reportados son AG total (VAW + electrostatica + solvatacion); su
componente VAW aislado es -3.85/-3.16/-2.19 kcal-mol™! (ver Figura 7). HIS180 y HIS363 a
pH 5.0: al protonarse (HSP, carga +1), su contribucion VdW disminuye por efecto
electrostatico desfavorable.

Filas grises = residuos pH-sensibles. n = 9 trayectorias (3 réplicas x 3 condiciones de pH).
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Residuos clave del sitio de union semaglutida-GLP-1R

Contribucién de van der Waals por residuo | Borde rojo = pH-sensible
GLU387: VAW mostrado; AGtotal = =20.96/-51.94/-53.98 kcal-mol™” | HIS180/HIS363: protonadas (HSP) a pH 5.0

5.7 -6.1 -6.1

LEU244 4 Vdw

(kcal-mol™)
HIS363 -

HIS180 -

LEU183 A

SCRC S I VY

LEU166 A

LEU359 4

GLU387 -

pH 5.0 pH 7.4 pH 8.0
(endosomal) (sistémico) (NAC/SNAC)
Condicion de pH

Figura 7. Contribucion de van der Waals por residuo del GLP-1R en las tres condiciones de
pH. Cada celda indica cuanto contribuye ese residuo a la afinidad de union (valores més
negativos = mayor contribucion). El recuadro rojo destaca los residuos sensibles al pH.
GLU387 es un caso especial: su VAW aislado es bajo, pero su contribucion total cae 31

kcal-mol™ al bajar a pH 4cido porque pierde sus interacciones electrostaticas al protonarse los
residuos vecinos (His363, His374). Los residuos azules (MET204, LEU244, LEU183) forman
el ntcleo hidrofébico de anclaje, practicamente invariante entre condiciones , lo que explica
por qué el complejo no se disocia en el endosoma. Los residuos Arg fueron excluidos por

sobreestimacion conocida del modelo MM-GBSA.
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Figura 8. Residuos clave de la interfaz semaglutida-GLP-1R. Izquierda: GLU387 (rojo) en la
hélice transmembrana TM6, en contacto con el segmento inferior de semaglutida (verde). Su
contribucion energética cae de -51.94 a -20.96 kcal-mol™ al bajar el pH (JAAG|=31.0
kcal-mol™), por efecto de la protonacion de His363 y His374 adyacentes. Derecha: residuos
hidrofobicos MET204, LEU244, LEU183, MET233 y LEU166 (azul) forman el nicleo
alifatico de anclaje, con interacciones practicamente invariantes entre pH 5.0 y 8.0,
responsables de la afinidad residual de -105.60 kcal-mol™ a pH endosomal. Réplica 2, pH 7.4,
t=175 ns. ChimeraX 1.8.

s26(C18 site)

Figura 9. Estructura tridimensional de semaglutida al término de la simulacion de
produccion (VDW spheres). El segmento helicoidal central (residuos 7-26, verde)
conserva su organizacion a-helicoidal en las tres condiciones de pH, concordante con
los valores de RMSD de la Figura 4. El punto amarillo sefiala Lys26, sitio de
conjugacion de la cadena C18 (no modelada; ver Limitaciones). Los extremos N-y
C-terminal exhiben mayor movilidad (Figura A1). Réplica 2, pH 7.4,t =175 ns.
ChimeraX 1.8.
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2. DISCUSION

El presente estudio evalu6 computacionalmente el efecto de tres condiciones de pH
biologicamente relevantes sobre el complejo semaglutida-GLP-1R mediante simulaciones de
dindmica molecular de 200 ns en membrana lipidica POPC explicita (Figura 2). Los resultados
cuantitativos, diferencias en energia libre de union, puentes de hidrogeno y contribuciones
energéticas por residuo (Tablas 3-6, Figuras 3-9), permiten construir una hipdtesis mecanistica
integrada sobre la plausibilidad molecular de la intolerancia gastrointestinal a semaglutida.
Estos resultados deben interpretarse de manera comparativa entre condiciones sometidas al

mismo protocolo, mas que como valores absolutos equivalentes a afinidades experimentales.
2.1.Alta afinidad residual a pH endosomal: el hallazgo central

El hallazgo central es que semaglutida mantiene AG = -105.60 + 33.41 kcal-mol™ a pH 5.0
endosomal,solo ~26 kcal-mol™ menos negativo que a pH 7.4, y muy por debajo del umbral
positivo que indicaria disociacion espontanea. Este resultado es consecuencia del balance
entre dos efectos opuestos: la reduccion del componente electrostatico por la protonacion de
las siete histidinas (Figura 6; Tabla 5), compensada por la estabilidad de las interacciones
hidrofobicas de van der Waals con MET204, LEU183, MET233 y LEU244,visibles
estructuralmente en la Figura 8 (panel derecho), que permanecen casi invariantes entre los tres
pH (Tabla 6). GLU387, cuya posicion estratégica se observa en la Figura 8 (panel izquierdo),
pierde ~31 kcal'mol™ de contribucion al bajar el pH endosomal, pero esta pérdida no es
suficiente para desestabilizar el complejo dado el anclaje hidrofobico conservado. Este
balance es consistente con los datos experimentales de Manchanda et al. 2023 (6) y Fang et

al. 2020 (5).
2.2.El area postrema y el NTS: mecanismo neuroldgico de las nauseas

La relevancia clinica de la retencion endosomal se comprende a través del papel del area
postrema (AP) y el Nucleo del Tracto Solitario (NTS). El AP,desprovisto de barrera
hematoencefalica, con alta densidad de GLP-1R, es directamente accesible a semaglutida
circulante (22). La conservacion de afinidad a pH endosomal observada en este estudio es
compatible con la posibilidad de que, una vez internalizado el complejo, parte de la
sefializacion persista mas tiempo del que permitiria un ligando de menor afinidad residual.

(Figura 10).
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Figura 10: Mecanismo neuroldgico del vémito mediado por el area postrema y el nucleo del
tracto solitario (NTS). La activacion del GLP-1R en el area postrema activa el NTS, que
coordina la respuesta emética. En el contexto de este estudio, la afinidad residual del
complejo a pH 5.0 endosomal es termodindmicamente compatible con una sefalizacion mas
prolongada que la de ligandos de menor afinidad, aunque la confirmacion experimental

directa de este vinculo queda pendiente. Adaptado de Xu et al. (38)

Una secuencia mecanistica compatible con estos resultados seria la siguiente: a pH 7.4,
semaglutida activa el GLP-1R del AP generando sefializacion por Gs y efectos terapéuticos;
tras la internalizacion, el descenso del pH debilita la interfaz polar pero la afinidad residual
podria retrasar la disociacion del complejo; esta persistencia relativa favoreceria una sefial
intracelular més prolongada, con posible activacion preferencial de vias de B-arrestina ("bias
signaling") que convergen en el NTS. Sin embargo, este trabajo no demuestra de manera
directa internalizacion en células vivas, sefializacion diferencial por B-arrestina ni activacion
funcional del NTS. El vinculo con nduseas y vomitos debe entenderse como una hipotesis

mecanistica plausible, no como una demostracién experimental (22,39).
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Figura 11: Acceso de semaglutida al 4rea postrema por via sistémica. A diferencia de la
mayoria de estructuras del SNC, el area postrema carece de barrera hematoencefalica efectiva,
lo que permite el acceso directo de semaglutida circulante a sus neuronas. La afinidad residual

del complejo a pH endosomal observada en este estudio es compatible con una sefializacion
mas persistente que la de agonistas de vida media corta, aunque esta relacion requiere

validacion experimental. Adaptado de Xu et al (38).

2.3.Implicancias clinicas y traslacionales

Estos hallazgos son compatibles con una explicacion molecular para la mayor frecuencia de
intolerancia gastrointestinal reportada con semaglutida versus agonistas de vida media corta
(exenatida, liraglutida), aunque esta interpretacion trasciende el alcance directo del modelo
computacional y requiere soporte experimental; la menor afinidad residual de estos agonistas
facilita la disociacion y el reciclaje endosomal del receptor (14). Esta interpretacion es también
compatible con el mayor riesgo durante la escalada de dosis, cuando la densidad de receptores

internalizados en el AP podria ser maxima.
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Los 11 hotspots pH-sensibles, encabezados por GLU387, HIS180, HIS363 y LEU359 (Tabla
6, Figuras 7-8), constituyen las primeras dianas moleculares concretas para el disefio racional
de andlogos con afinidad pH-dependiente reducida: moléculas que mantengan eficacia
terapéutica a pH 7.4 pero permitan la disociacion del complejo a pH 5.0 endosomal,
facilitando el reciclaje del receptor y potencialmente mejorando la tolerabilidad
gastrointestinal. La condicion pH 8.0 (SNAC) se interpreta como hallazgo exploratorio; sus
implicancias clinicas directas requieren validacion experimental especifica antes de extraer

conclusiones sobre la formulacién oral.
2.4.Experimentos minimos de validacion

Los hallazgos computacionales del presente estudio generan predicciones especificas que
pueden ser verificadas experimentalmente mediante al menos tres aproximaciones
complementarias.

En primer lugar, la sensibilidad al pH de los hotspots His180, His363 y GLU387 puede
evaluarse mediante mutagénesis dirigida (alanine scanning) en células HEK293 que expresen
establemente el GLP-1R humano. Las lineas mutantes y el tipo silvestre serian sometidas a
ensayos de acumulacion de cAMP (sefializacion Gs) y reclutamiento de P-arrestina-2
mediante BRET, comparando las respuestas a semaglutida en medio a pH 7.4 versus medio
acidificado a pH 5.0. Este disefo permitiria determinar si la eliminacién de la sensibilidad al
pH en los residuos identificados reduce la senalizacion endosomal diferencial, siguiendo la
metodologia validada por Jones et al. (2018) y Pickford et al. (2023) para agonistas biased del
GLP-1R (40,41).

En segundo lugar, la prediccion de retencion endosomal prolongada puede verificarse
mediante ensayos de internalizacién y reciclaje del receptor. Utilizando semaglutida
conjugada a un fluoréforo (por ejemplo, TMR o VivoTag) y microscopia confocal en tiempo
real, se compararia la cinética de retorno del receptor a la membrana plasmatica entre el tipo
silvestre y los mutantes His180A, His363A y GLU387A. Complementariamente, citometria
de flujo con marcaje de superficie (SNAP-tag o anticuerpo anti-GLP-1R) permitiria
cuantificar la densidad de receptores en membrana tras exposicion a semaglutida a distintos
tiempos, como han demostrado Fang et al. (2020) y Bitsi et al. (2023) (5,42).

En tercer lugar, para confirmar si la retencion endosomal predicha por las simulaciones se
traduce en mayor derivacion del receptor hacia degradacion lisosomal, se cuantificaria la
abundancia de GLP-1R mediante western blot tras incubacion prolongada con semaglutida,

en presencia y ausencia de inhibidores de proteasas lisosomales (bafilomicina Al o
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cloroquina). La desaparicion de la banda del receptor de longitud completa indicaria
degradacion, mientras que su rescate con inhibidores confirmaria la via lisosomal, protocolo

aplicado exitosamente por Jones et al. (2018) para distintos agonistas del GLP-1R (40).
2.5.Limitaciones del estudio

Los resultados son computacionales e implican limitaciones inherentes

e cl pH se implementd mediante estados de protonacion fijos (PropKa 3.0) en lugar de
dindmica de protones constante (CpHMD).

e MM-GBSA subestima la contribucion entrdpica al AG total, afectando valores absolutos
sin invalidar comparaciones relativas entre condiciones con idéntico protocolo.

e Las simulaciones de 200 ns no capturan transiciones conformacionales de escala de
microsegundos ni eventos de disociacion espontanea. Estas limitaciones son comunes a la
literatura de dindmica molecular de GPCRs y no invalidan las conclusiones comparativas
entre las tres condiciones evaluadas.

e [acadena grasa C18 de semaglutida no fue incluida en el modelo computacional dado que
no esta resuelta en la estructura experimental PDB 7KI0 y no participa directamente en la
interfaz de union con el GLP-1R; su funcidon es farmacocinética (uniéon a albumina,
extension de vida media) y su omision no afecta los resultados de energia libre de unién ni
la identificacion de hotspots en el sitio de union.

Las desviaciones estandar de la energia libre de unién (DE = 27-43 kcal-mol™; coeficiente de

variacion ~ 18-33%) reflejan la variabilidad interréplica inherente al método MM-GBSA con

n = 3, comportamiento documentado en la literatura para simulaciones de GPCRs en

membrana explicita. El test de Bartlett confirmé homogeneidad de varianzas entre las tres

condiciones de pH (x> = 0.333, p = 0.847), descartando que la dispersion sea atribuible a una
condicion especifica. El tamaiio del efecto grande (n? = 0.300) es consistente con la relevancia
biologica de las diferencias observadas, aun cuando la potencia estadistica con n = 3 no

permita alcanzar significacion formal.
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CONCLUSIONES

1. Se construyeron y equilibraron exitosamente nueve sistemas moleculares del complejo
semaglutida-GLP-1R en membrana lipidica POPC explicita bajo condiciones de pH 5.0,
7.4y 8.0. Mediante PropKa 3.0 se identificd que siete histidinas del GLP-1R cambian de

estado neutro a protonado exclusivamente a pH endosomal (5.0).

2. El analisis de RMSD y RMSF demostré que el complejo semaglutida-GLP-1R alcanz6
convergencia estructural antes de los 100 ns en las tres condiciones de pH. La condicion
de pH 5.0 present6 mayor desviacion media del receptor respecto al frame inicial; la pose
global de unién del péptido y el radio de giro del sistema se conservaron en las tres

condiciones.

3. La cuantificacion de puentes de hidrégeno en la interfaz semaglutida-GLP-1R mostro
valores de 18.1 = 4.4 (pH 8.0), 152+ 5.5 (pH 7.4) y 9.7 + 3.0 (pH 5.0). La reduccion del
36% a pH endosomal coincide con la protonacién simultanea de las siete histidinas del

receptor.

4. El calculo de energia libre de union MM-GBSA mostré que semaglutida mantiene una
afinidad comparativamente negativa por GLP-1R en las tres condiciones de pH evaluadas,
con valores de AG de -105.60, -131.26 y -151.35 kcal-mol™ para pH 5.0, 7.4 y 8.0,
respectivamente. Estos valores, interpretados de forma comparativa entre condiciones con
idéntico protocolo (no como equivalentes a Kd experimental), evidencian un gradiente de
afinidad pH-dependiente. La descomposicion por residuo identifico 22 hotspots
farmacolodgicos (AG < -5.0 kcal-mol ™), de los cuales 11 son pH-dependientes (JAAG| > 1.0
kcal-mol™ entre pH 5.0 y 7.4). El analisis estadistico formal (ANOVA de una via) no
alcanzo6 significacion [F(2,6) = 1.286; p = 0.343] debido a la baja potencia estadistica con

n = 3 réplicas, aunque el tamafio del efecto fue grande (n* = 0.300).

5. Los resultados computacionales obtenidos son compatibles con la hipdtesis de que la alta
afinidad residual del complejo semaglutida-GLP-1R a pH endosomal (5.0) podria dificultar
la disociacion del ligando y favorecer la persistencia de sefializacién postendocitica. El
estudio aporta una base molecular plausible para comprender la intolerancia
gastrointestinal asociada a semaglutida, aunque la demostracion directa de este mecanismo
requiere validacion experimental adicional mediante estudios de internalizacion, reciclaje

y sefializacion diferencial en modelos celulares.
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RECOMENDACIONES

1. Ampliar el estudio mediante simulaciones a pH 6.0 y 6.5 para trazar una curva dosis-
respuesta del efecto del pH sobre la afinidad del complejo e identificar el punto critico a

partir del cual la disociacion del ligando comienza a ser termodindmicamente favorable.

2. Validar experimentalmente los hotspots pH-sensibles identificados,especialmente
GLU387, His180 y His363, mediante mutagénesis dirigida en células HEK293 que
expresen el GLP-1R, midiendo activacion de Gs y tasa de internalizacion del receptor a

distintos pH.

3. Utilizar los hotspots pH-dependientes como punto de partida para el disefio computacional
de analogos de semaglutida con menor afinidad a pH endosomal (5.0) y afinidad preservada
a pH sistémico (7.4), con el objetivo de mejorar la tolerabilidad gastrointestinal sin

comprometer la eficacia terapéutica.

4. Incorporar en estudios futuros el analisis de sefializacion diferencial del GLP-1R a distintos
pH, evaluando cambios conformacionales en el dominio intracelular asociados a la

activacion preferencial de proteina Gs versus B-arrestina.

5. A la Facultad de Medicina Humana de la UCSM: integrar la bioinformatica y la dindmica
molecular como lineas formales de investigacion de pregrado, dado que los resultados de
esta tesis demuestran que son abordajes viables y de alto impacto para estudiantes de

medicina.
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ANEXOS

ANEXO 1. FLEXIBILIDAD LOCAL POR RESIDUO (RMSF)

El andlisis de RMSF confirma que las regiones de mayor flexibilidad en el receptor
corresponden a los loops extracelulares (ECL1, ECL2, ECL3), mientras que el nucleo
transmembrana permanece rigido en las tres condiciones. En semaglutida, los extremos N- y
C-terminal muestran mayor movilidad que el segmento helicoidal central. Esta figura se incluye
como Anexo dado que los datos de RMSD y radio de giro son suficientes para sostener las

conclusiones sobre estabilidad en el cuerpo principal.

Flexibilidad local del receptor GLP-1R y semaglutida
Los picos altos del receptor corresponden a loops extracelulares (ECL)
Los extremos de semaglutida son mas flexibles que su nucleo helicoidal | Media + DE, n = 3 réplicas

Receptor GLP-1R

10.0 1

7.5

5.01

2.51

100 200 300 400

RMSF (A)

Semaglutida

10 20 30
Numero de residuo

Condicién de pH — pH 5.0 (endosomal) — pH 7.4 (sistémico) — pH 8.0 (NAC/SNAC)
Figura Al. Flexibilidad local del receptor GLP-1R y de semaglutida por residuo (RMSF).
Panel superior: los picos corresponden a los loops extracelulares (ECL1, ECL2, ECL3), que

son las regiones mas moéviles del receptor; el niicleo de hélices transmembrana permanece

rigido en las tres condiciones. Panel inferior: en semaglutida, los extremos N- y C-terminal

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

«m-‘ - UNIVERSIDAD
%‘éa CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

son mas flexibles que el segmento helicoidal central, que es la region de contacto directo con

el receptor. Media = DE, n = 3 réplicas.

ANEXO 2. DISTRIBUCION DE HOTSPOTS POR CONTRIBUCION VDW (GRAFICO
LOLLIPOP)

Representacion alternativa al heatmap (Figura 7) que permite visualizar la distribucion continua
de hotspots por magnitud de contribucion VAW a pH 7.4, con los valores a pH 5.0 y 8.0
superpuestos como marcadores. Confirma que el nucleo hidrofobico (MET204, LEU183,
LEU244, MET233, LEUI166) permanece estable entre condiciones, mientras que el

subconjunto de residuos pH-sensibles (rojo) muestra desplazamientos sistematicos.

Nucleo hidrofébico de union del GLP-1R
Punto relleno =pH 7.4 | Circulo =pH 5.0 | Triangulo =pH 8.0
Rojo = residuos cuya contribucién varia con el pH (candidatos a redisefio racional)

LEU359 4 /@
CYS236 gy
LEU231 e
GLN394 1 A
O
@

CYS403 1
GLN234 A
LEU356 - &
CYS104 1 €
LEU388 O—
LEU144 4 O
HIS363 C— —
LEU201 A -

LEU159 4 -
TRP243
ILE309 1

&
&
LEU360 - C-
@
@
O

HIS180 1 A
LEU166 1 A
LEU183 1
LEU244 - @]
MET233 - A &=
MET204{ /A @

! : : umbral VAW (=2 keal-maol™
-6 -4 -2 0
Contribuciéon VdW a pH 7.4 (kcal-mol4)

Clasificacién del residuo @ Estable entre pH @ pH-sensible (|AAG| > 1)

Figura A2. Distribucion de la contribucion VAW por residuo del nucleo hidrofébico del GLP-

IR (grafico de barras horizontales). Cada linea muestra un residuo; los marcadores indican los
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valores a pH 7.4 (punto relleno), pH 5.0 (circulo) y pH 8.0 (triangulo). Los residuos en rojo
(HIS363, HIS180, LEU359) muestran variaciones dependientes del pH, confirmando su
sensibilidad al entorno acido. La mayoria del nucleo hidrofobico (azul) permanece estable
entre condiciones, coherente con la afinidad residual conservada a pH 5.0. GLU387 no
aparece destacado aqui porque su sensibilidad al pH es de naturaleza electrostatica, no

hidrofobica (ver Figura 7).

ANEXO 3. PARAMETROS DE EQUILIBRACION (STEP6.1-STEP6.6)

Las seis fases de equilibracion siguen el protocolo estindar de CHARMM-GUI para sistemas

GPCR-membrana. La tabla resume los pardmetros clave de cada etapa:

Tabla 7. Protocolo de equilibracion progresiva del sistema molecular (6 etapas,

CHARMM-GUT)

Etapa | Ensemble | Duracion Termostato | Barostato Restricciones
proteina
step6.1 | NVT 125 ps, | v-rescale 310 | Ninguno 4,000
dt=0.001 ps K kJ-mol''nm™
step6.2 | NVT 125 ps, | v-rescale 310 | Ninguno 2,000
dt=0.001 ps K kJ-mol™''nm™
step6.3 | NVT 125 ps, | v-rescale 310 | Ninguno 1,000
dt=0.002 ps K kJ-mol™'-nm™
step6.4 | NPT 500 ps, | v-rescale 310 | C-rescale 500 kJ-mol"-nm™
dt=0.002 ps K semi-iso
step6.5 | NPT 500 ps, | v-rescale 310 | C-rescale 200 kJ-mol'-nm
dt=0.002 ps K semi-iso
step6.6 | NPT 500 ps, | v-rescale 310 | C-rescale Sin restricciones
dt=0.002 ps K semi-iso

NVT = simulacion a volumen y temperatura constantes. NPT = simulacion a presion y
temperatura constantes. Las restricciones de posicion se reducen progresivamente en cada
etapa para permitir que el sistema se adapte gradualmente antes de la simulacion libre de

produccion. Todos los sistemas (n = 9) siguieron el mismo protocolo.

C-rescale semi-isotropico: P = 1.0 bar, t = 5.0 ps, compresibilidad 4.5%107° bar™'. Los archivos

.mdp completos de cada etapa estan disponibles en el repositorio GitHub (Anexo 5).
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ANEXO 4. TABLAS MEDIAS Y TUKEY HSD ADICIONALES

Tabla 8. Valores individuales y medias de AG binding por condicion de pH

Condicion fisiolégica pH Media DE SEM Réplicas
(kcal-mol™)
Endosomal tardio 5.0 -105.60 33.41 19.29 3
Sistémico / plasmatico 7.4 -131.26 42.70 24.65 3
Gastrico / NAC-SNAC 8.0 -151.35 27.18 15.70 3

Nota: Cada valor corresponde a una réplica independiente. La media y DE de cada grupo
coinciden con los reportados en la Tabla 3. Se incluyen los valores individuales para

transparencia y reproducibilidad del analisis estadistico.

Tabla 9. Comparaciones por pares entre condiciones de pH, post-hoc Tukey HSD

Comparacion Diferencia IC 95% IC 95% p Significancia
(kcal-mol™) inferior superior | ajustada

pH 7.4 -pH 5.0 -25.66 -113.38 62.07 0.661 ns

pH 8.0 - pH 5.0 -45.75 -133.47 41.98 0.316 ns

pH8.0-pH 7.4 -20.09 -107.81 67.63 0.771 ns

Nota: Diferencia = media(condicion A), media(condicion B). IC 95%: intervalo de confianza
calculado con el método Tukey (familywise, controla error tipo I en comparaciones
multiples). ns = no significativo (p > 0.05). La falta de significacion refleja la baja potencia

estadistica con n = 3 réplicas, no ausencia de efecto biologico (n?> = 0.300, ver Tabla 4).
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ANEXO 5. CODIGO FUENTE Y ARCHIVOS DE SIMULACION

El pipeline computacional completo utilizado en esta tesis,incluyendo los scripts de simulacion
(GROMACS), analisis estructural, calculo de energia libre MM-GBSA, identificacion de
hotspots (Python), visualizacion molecular (ChimeraX) y generacion de figuras (R), estd

disponible publicamente en el siguiente repositorio:

https://github.com/Mortis37/Tesis-Medicina-Semaglutide

El repositorio incluye:

» Los archivos de configuracion CHARMM-GUI para las tres condiciones de pH
(step5_input.pdb, topol.top, index.ndx, toppar/).
» Los pardmetros exactos del protocolo de simulacion (step6.0-step7 production.mdp).

» Los scripts de analisis estructural (RMSD, RMSF, radio de giro, puentes de hidrogeno),
calculo MM-GBSA, identificacion de hotspots y generacion de figuras.

El repositorio permite la reproduccion completa de los resultados reportados en esta tesis a

partir de los archivos de configuracion incluidos.
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ANEXO 6. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO SEMAGLUTIDA-GLP-1R Y DEL
SISTEMA DE SIMULACION
Tabla 10. Caracterizacion del complejo semaglutida-GLP-1R y del sistema de

simulacion

Parametro \ Valor

SEMAGLUTIDA

Secuencia candnica 31 aminoécidos - GLP-1(7-37)

Residuos resueltos en PDB 7KI0 | 30 residuos (posiciones 7-36); Gly37 no resuelto por
flexibilidad del extremo C-terminal en cryo-EM

Peso molecular 4,113.58 Da (secuencia completa + cadena grasa C18)

Modificaciones clave Ala®*—AIB (resistencia DPP-4); cadena grasa C18 en
Lys26 (vida media ~168 h); Lys**—Arg

Cadena C18 en simulacion NO modelada - no resuelta en PDB 7KI0; Lys26 tratada
como lisina estandar. No afecta interfaz de union (ver
Limitaciones)

Segmento en simulacion PROA - 464 4tomos, 119 backbone; residuos 7-36

Estructura de origen Cadena P, PDB 7KIO0 (cryo-EM, Zhang et al. 2021 [12])

RECEPTOR GLP-1R

Clasificacion GPCR de clase B1 (familia de secretina)

Longitud candnica 463 aminoécidos (UniProt P43220, GLP1IR HUMAN)

Peso molecular ~53 kDa

Estructura transmembrana 7 hélices transmembrana (TM1-TM7)

Dominio extracelular (ECD) ~120 residuos N-terminales

Loops extracelulares ECL1 (His180), ECL2 (His212), ECL3

Residuos reconstruidos Segmento 29-36 via CHARMM-GUI + UniProt P43220

Segmento en simulacién PROB - 6,338 dtomos

Estructura de origen Cadena R, PDB 7KI0 (cryo-EM, Zhang et al. 2021 [12])

SISTEMA COMPLETO

Atomos del complejo (SOLU) 6,802 atomos

Membrana (MEMB) Bicapa POPC, 140 lipidos - 18,760 dtomos

Solvente 20,375 moléculas TIP3P + NaCl 150 mM (114 iones)

Atomos totales ~86,789 4tomos

Caja de simulacién Ortorémbica, ~7.7 x 7.7 x 15.5 nm

Resolucion estructura base 2.5 A (cryo-EM)

AIB = acido a-aminoisobutirico. GPCR = G Protein-Coupled Receptor. POPC = 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina. kDa = kilodalton. Fuentes: UniProt P43220; PDB 7KIO0;
Knudsen & Lau 2019 (30); Zhang et al. 2021 (12).

ANEXO 7. VALIDACION DE LA POSE DE UNION DE SEMAGLUTIDA (RMSD VS.
PDB 7KI0)

La pose de semaglutida fue tomada directamente de la estructura experimental PDB 7KI0, sin
procedimiento de docking. Para verificar que la preparacion del sistema no desplazé al péptido

de su posicion cristalografica, se calculé el RMSD backbone en el primer frame de produccion
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respecto a step5_input.gro (pre-equilibracion), usando gmx rms sobre el segmento PROA (119

4tomos backbone), con ajuste rot+trans, conversion nm — A.

Tabla 11. RMSD backbone de semaglutida al inicio de produccion vs. estructura

cristalografica
Réplica pH 5.0 (endosomal) pH 7.4 (sistémico) pH 8.0 (SNAC)
R1 0.55 A 0.87 A 0.80 A
R2 0.59 A 0.84 A 0.63 A
R3 0.56 A 0.76 A 0.76 A
Media + DE 0.57+£0.02 A 0.82 +0.06 A 0.73 £0.09 A

Umbral de aceptacién: < 1.5 A (10). Todos los valores cumplen el criterio. gmx rms,

backbone PROA 119 4tomos, fit rot+trans, primer frame step7 1.xtc.

ANEXO 8. VALIDACION DE LA POSE DE UNION - DIAGRAMA DE CAJAS POR
CONDICION DE PH

Validacion de la pose de union de semaglutida
RMSD backbone vs estructura cristalografica (PDB 7KIO0) al inicio de la produccién

0.94

= Réplica
= 06 @® RiI
[a) *
4] A rR2
=
o H R3
0.34
0.0

5.0 7.4 8.0
Condicién de pH

Backbone Ca de semaglutida; primer frame de step7_1.xtc; fit rot+trans.
Valores < 1.5 A confirman preservacién de la pose helicoidal experimental tras la equilibracién.

Figura A3. RMSD backbone de semaglutida respecto a PDB 7KI0 al inicio de la trayectoria

de produccion (n = 3 réplicas por condicion). La linea discontinua marca el umbral de 1.5 A.
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Todos los valores (0.55-0.87 A) se encuentran por debajo del umbral, confirmando la

preservacion de la pose helicoidal experimental en los nueve sistemas simulados.

ANEXO 9. MAPA DE CALOR DE VALORES INDIVIDUALES DE RMSD (REPLICA
x CONDICION DE PH)

Tabla de validacion: RMSD semaglutida vs PDB 7KI0

Réplica 3 0.56 A
RMSD (A)
15

Réplica 2 0.59A 0.63A 10
05
0.0
Réplica 1 0.55A
5.0 7.4 8.0
Condicion de pH

Verde = pose bien conservada; rojo = desviacién mayor al umbral de 1.5 A

Figura A4. Valores individuales de RMSD backbone de semaglutida (A) por réplica y
condicion de pH. Escala de color: verde = conservacion perfecta (0 A); rojo = umbral 1.5 A.

Los nueve valores (0.55-0.87 A) indican conservacion uniforme en todas las condiciones.
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Figura AS. Mapa bibliométrico de co-ocurrencia de términos clave generado mediante
VOSviewer. La visualizacion ilustra las redes de interconexion entre los conceptos principales
abordados en la literatura cientifica reciente. Se destacan agrupaciones (clusters) tematicas
fuertemente relacionadas con la dindmica molecular, el receptor GLP-1, la semaglutida y la
sefializacion endosomal. El tamafio de los nodos representa la frecuencia de aparicion en la
literatura, mientras que el grosor de las lineas y la cercania espacial indican la fuerza de la

asociacion tematica entre los términos evaluados.

ANEXO 11. TABLA DE PKA POR RESIDUO (PROPKA 3.0)

Valores de pKa calculados con PropKa 3.0 (Olsson et al. 2011)(29) sobre la estructura
cristalografica PDB 7KIO (cadena R = GLP-1R, cadena P = semaglutida). Se listan las siete
histidinas pH-sensibles con sus pKa individuales y una muestra representativa de residuos Asp,
Glu, Lys y Arg cuyo pKa queda fuera del intervalo de pH estudiado (5.0-8.0), confirmando que
no cambian de estado de protonacion en ninguna condicion simulada. Los estados de
protonacion se asignaron mediante CHARMM-GUI con el tautdbmero HSD (No-protonado)

seleccionado automaticamente segun el entorno de puentes de hidrogeno de cada histidina.
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Tabla 12. Tabla de pKa por residuo (PropKa 3.0)

Residuo | Tipo | pKa | Localizacién | pH 5.0 | pH 74 | pH 8.0 | pH-sensible
Histidinas pH-sensibles del GLP-1R (cadena R)

His99 HIS 6.16 N-terminal extracelular HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His171 HIS 7.08 N-terminal / TM1 HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His173 HIS 5.97 N-terminal extracelular HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His180 HIS 6.35 ECL1 - contacto ligando HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His212 HIS 6.37 ECL2 HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His363 HIS 7.95 TM6 (transmembrana) HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si
His374 HIS 6.35 TM6 / TM7 HSP (+1) HSD (0) HSD (0) Si

Acido aspartico (Asp) - muestra repr tativa

Asp59 ASP 4.11 N-terminal extracelular COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Asp67 ASP 3.28 N-terminal extracelular COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Asp74 ASP 4.11 N-terminal extracelular COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Aspll4 ASP 4.20 N-terminal extracelular COO (1) COO (-1) COO (-1) No
Asp344 ASP 4.55 TMS5 COO (-1) COO (-1) COO ™ (-1) No
Asp372 ASP 0.44 TM6 COO (-1) COO (-1) COO (-1) No

Acido glutimico (Glu) - muestra repr tativa

Glu9 GLU 3.12 Semaglutida (P) COO (-1) COO (-1) COO ™ (-1) No
Glu41 GLU 3.67 N-terminal extracelular COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Glu294 GLU 4.67 TM4-TM5 COO™ (-1) COO (-1) COO ™ (-1) No
Glu387 GLU 6.25 TM6 (hotspot) COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Glu408 GLU 5.11 ™7 COO (-1) COO (-1) COO (-1) No
Glu412 GLU 4.73 ™7 COO (-1) COO (-1) COO™ (-1) No

Lisina (Lys) - muestra repr tativa

Lys26 LYS 9.69 Semaglutida (P) NHs* (+1) NHs* (+1) NH;* (+1) No
Lys197 LYS 10.22 T™M2 NHs* (+1) NHs* (+1) NHs" (+1) No
Lys288 LYS 8.25 T™4 NHs*" (+1) NH;* (+1) NHs* (+1) No
Lys346 LYS 10.11 TMS5 NHs" (+1) NH;* (+1) NHs* (+1) No
Lys383 LYS 10.17 TM6 NHs* (+1) NHs* (+1) NHs* (+1) No
Lys415 LYS 9.68 ™7 NHs" (+1) NH;* (+1) NHs* (+1) No

Arginina (Arg) - muestra repr iva
Argl76 ARG 15.26 ECL1 Guan* (+1) Guan' (+1) Guan” (+1) No
Argl90 ARG 17.60 T™M2 Guan* (+1) Guan* (+1) Guan' (+1) No
Arg227 ARG 14.56 T™3 Guan* (+1) Guan® (+1) Guan® (+1) No
Arg310 ARG 11.98 TMS Guan® (+1) Guan* (+1) Guan' (+1) No
Arg376 ARG 11.06 TM6 Guan® (+1) Guan® (+1) Guan® (+1) No
Arg419 ARG 11.47 ™7 Guan* (+1) Guan* (+1) Guan” (+1) No

Nota: Los valores de pKa fueron calculados sobre la estructura cristalografica PDB 7KI0
(Zhang et al. 2021) mediante PropKa 3.0 (Olsson et al. 2011)(29). HSP = histidina
doblemente protonada (N& y Ng, carga +1); HSD = histidina neutra (protonada en N9, carga
0). Los residuos Asp/Glu con pKa < 5.0 permanecen desprotonados (carga -1) y los residuos
Lys/Arg con pKa > 8.0 permanecen protonados (carga +1) en las tres condiciones simuladas
(pH 5.0, 7.4 y 8.0). Solo las siete histidinas listadas presentan pKa dentro del rango de estudio
y cambian de estado exclusivamente a pH 5.0. Muestra representativa: se incluyen los
residuos mas relevantes de cada tipo; la lista completa comprende 13 Asp, 26 Glu, 12 Lys y

23 Arg del GLP-1R.
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GLOSARIO

A
AIB (acido a-aminoisobutirico)
Aminoécido no proteogénico que sustituye a la alanina en la posicion 8 de semaglutida. Su
estructura carece de hidrégeno en el carbono a, bloqueando fisicamente la accion de la DPP-4.
No posee grupo ionizable en el rango pH 5.0-8.0, por lo que no cambia de carga en ninguna
condicion simulada.
Alanine scanning
Estrategia de mutagénesis dirigida en la que cada residuo de interés se sustituye
individualmente por alanina. Como la alanina aporta solo una cadena metilo, cualquier pérdida
de funcion tras la sustitucion sefiala que ese residuo es funcionalmente critico (hotspot). Es el
experimento de validacion propuesto para confirmar los hotspots pH-sensibles identificados
computacionalmente.
ANOVA de una via
Prueba estadistica que compara las medias de tres o mas grupos independientes. Aqui se aplico
sobre el AG binding a pH 5.0, 7.4y 8.0 [F(2,6) = 1.286; p = 0.343]. La ausencia de significacion
formal se atribuye a la baja potencia estadistica con n = 3 réplicas, no a ausencia de efecto
bioldgico (n? = 0.300).

B
BRET (transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia)
Técnica que detecta interacciones proteina-proteina en células vivas midiendo la transferencia
de energia entre una proteina bioluminiscente donante y una fluorescente aceptora. Se usa para
cuantificar el reclutamiento de B-arrestina al GLP-1R en tiempo real y es uno de los ensayos de
validacion propuestos.

C
Campo de fuerzas CHARMM36m
Conjunto de parametros matematicos (longitudes de enlace, angulos, cargas parciales,
constantes de van der Waals) que describe cémo interactiian los 4&tomos del sistema durante la
simulacion. La version 36m esta optimizada para proteinas en membrana lipidica y es el
estandar actual para simulaciones de GPCRs.

CBCRG (Computational Biology and Chemistry Research Group)
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Grupo de investigacion de la Universidad Catolica de Santa Maria (Arequipa) especializado en
dindmica molecular y bioinformatica estructural. Proporciono la infraestructura computacional
y el marco metodologico del estudio.
CHARMM-GUI
Plataforma web que automatiza la construccion de sistemas moleculares para dindmica
molecular. En este estudio gener6 la bicapa POPC, insert6 el complejo GLP-1R—semaglutida,
asignd estados de protonacion mediante PropKa 3.0 y produjo todos los archivos de
configuracion para GROMACS.
ChimeraX
Software de visualizacion molecular (version 1.8) utilizado para generar las representaciones
tridimensionales del complejo y de los estados de protonacion de las histidinas. Las figuras
corresponden a frames del tiempo t = 175 ns, réplica 2.
Condiciones periddicas de contorno (PBC)
Artificio matematico que replica la caja de simulacion en todas las direcciones para eliminar
efectos de borde. El sistema se comporta como si estuviera rodeado de copias idénticas de si
mismo, aproximando un entorno macroscopico.
Convergencia (de trayectoria)
Estado en el que las propiedades del sistema dejan de cambiar sistematicamente con el tiempo.
Se evalué mediante el RMSD del backbone: se considerd convergido cuando la variacion entre
bloques consecutivos de 50 ns era < 0.05 nm. Todas las réplicas convergieron antes de los 100
ns, validando la ventana 150-200 ns.
CpHMD (dinamica molecular a pH constante)
Meétodo avanzado que permite actualizar los estados de protonacion de los residuos
dindmicamente durante la simulacion. No fue implementado por incompatibilidad con
CHARMM36m en sistemas con membrana explicita; en su lugar se utilizd protonacion
constante fija asignada por PropKa 3.0.
Cryo-EM (criomicroscopia electronica)
Técnica de determinacion estructural que resuelve macromoléculas a resolucion atomica a
partir de muestras vitrificadas. La estructura de partida (PDB 7KI0, 2.5 A) fue obtenida por este
método y constituye la fuente experimental de la pose de union de semaglutida.

D

Descomposicion energética pairwise (por residuo)
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Andlisis que desglosa la energia libre de union total en contribuciones individuales de cada par
residuo del receptor—ligando. Permite identificar qué aminoacidos especificos aportan mas a la
estabilidad del complejo. Se ejecutd con el parametro idecomp=2 en gmx MMPBSA.
DPP-4 (dipeptidil peptidasa-4)
Enzima proteolitica plasmatica que inactiva el GLP-1 nativo escindiendo su dipéptido N-
terminal en la posicion 8 (Ala8), reduciendo la vida media a ~2 minutos. La sustitucion
Ala8—AIB en semaglutida fue disefiada especificamente para bloquear este sitio de corte.

E
Energia libre de union (AG binding)
Magnitud termodinamica que cuantifica la estabilidad de un complejo molecular; valores mas
negativos indican mayor afinidad. Calculada por MM-GBSA, es valida para comparaciones
relativas entre condiciones sometidas al mismo protocolo, pero no equivale a constantes de
disociacion (Kd) experimentales porque omite la contribuciéon entrépica conformacional.
Equilibracion progresiva
Fase previa a la produccion en la que el sistema evoluciona desde la configuracion inicial hasta
el equilibrio termodindmico. Se realizaron seis etapas (step6.1-step6.6) reduciendo
gradualmente las restricciones de posicion sobre la proteina e introduciendo el control de
presion, segun el protocolo estindar de CHARMM-GUI para sistemas GPCR-membrana.
Eta cuadrado (n?)
Medida del tamaio del efecto en el ANOVA: proporcion de la varianza total explicada por la
variable independiente. n* = 0.300 indica que el pH explica el 30% de la varianza del AG
binding, lo que corresponde a un efecto grande (criterio Cohen 1988), independientemente de
la significacion estadistica formal.

F
Frame
Instantanea de las posiciones atomicas del sistema guardada a un instante dado. En este estudio
se almaceno 1 frame cada 50 ps, generando 4,000 frames por trayectoria (36,000 en total). El
calculo de MM-GBSA se realizo sobre los frames 3,000—4,000 (ventana 150-200 ns).

G
gmx MMPBSA
Herramienta de software (v1.6.4) que implementa el método MM-GBSA a partir de trayectorias
de GROMACS. Permite la descomposicion energética por residuo (idecomp) y fue utilizada
para calcular la energia libre de union en las nueve trayectorias del estudio.

GPCR de clase B1
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Subfamilia de receptores acoplados a proteina G caracterizados por un extenso dominio N-
terminal extracelular y por reconocer péptidos hormonales de tamafio mediano (GLP-1, GIP,
glucagdn, PTH, entre otros). La clase B1 incluye el GLP-1R y el receptor de GIP (GIPR). Son
especialmente relevantes terapéuticamente y presentan desafios técnicos particulares para la
simulacion por estar embebidos en membrana.
GROMACS
Software de dindmica molecular de alto rendimiento y codigo abierto. En este estudio se utiliz6
la version 2025.3, con aceleracion GPU (CUDA 13.0) en la GPU NVIDIA RTX 4090 del
CBCRG-UCSM.

H
Histidinas pH-sensibles
Los siete residuos del GLP-1R (His99, His171, His173, His180, His212, His363, His374) cuyo
pKa estimado por PropKa 3.0 cae entre 5.97 y 7.95. Son los tinicos residuos del complejo que
cambian de estado de protonacion entre las condiciones simuladas: permanecen neutros (HSD)
a pH 7.4 y 8.0, y adquieren carga positiva (HSP, +1) a pH 5.0. Su protonacion simultanea
explica la reduccion del 36% en puentes de hidrogeno interfaciales a pH endosomal.
Hotspot farmacolégico
Residuo receptor con contribucion energética desproporcionada a la afinidad de union del
ligando. En este estudio se definieron como residuos con AG pairwise < —5.0 kcal-mol™! en al
menos una condicion. Se identificaron 22 en total; 11 son pH-sensibles (JAAG| > 1.0 kcal-mol™
entre pH 5.0 y 7.4) y constituyen las dianas candidatas para el redisefio racional de analogos.
HSD / HSP / HSE
Nomenclatura de CHARMM36m para los estados de protonacion de la histidina. HSD: proton
en el nitrogeno No, carga neutra (estado a pH 7.4 y 8.0). HSE: protén en el nitrogeno Ne,
también neutro. HSP: ambos nitrogenos protonados simultdneamente, carga +1 (estado
adoptado por las siete histidinas pH-sensibles del GLP-1R a pH 5.0).

I
idecomp
Parametro de gmx_ MMPBSA que define el tipo de descomposicion energética por residuo. El
valor 2 (utilizado en la tesis) calcula contribuciones pairwise receptor—ligando para cada residuo
del receptor, separando los componentes de van der Waals, electrostatica y solvatacion. Los
residuos Arg se excluyeron por sobreestimacion conocida de su componente electrostatico en
el modelo GB.

K

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s#=> . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE A\ CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Kd (constante de disociacion)
Parametro experimental que cuantifica la afinidad ligando-receptor: a menor Kd, mayor
afinidad. Los valores de AG calculados por MM-GBSA no son equivalentes a Kd porque el
método omite la contribucion entropica conformacional y usa solvatacion implicita. Su utilidad
en la tesis es estrictamente comparativa entre condiciones.

L
LINCS
Algoritmo (Linear Constraint Solver) que mantiene fijos los enlaces de hidrogeno durante la
simulacion, permitiendo un paso de integracion de 2 fs. Sin esta restriccion seria necesario
reducir el paso a ~0.5 fs, multiplicando el coste computacional por cuatro. Es el estandar para
simulaciones de biomoléculas con CHARMM36m.
Lys26 / cadena grasa C18
La lisina 26 de semaglutida es el sitio de conjugacion de una cadena grasa de 18 carbonos (C18)
que media la unién a albumina sérica y extiende la vida media del farmaco a ~168 horas. En
PDB 7KIO0 esta cadena no esta resuelta y no forma parte de la interfaz de union con el GLP-1R,
por lo que no fue modelada en las simulaciones.

M
Membrana POPC explicita
Bicapa lipidica compuesta por 140 moléculas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC), hidratada con agua TIP3P y iones NaCl 150 mM. Reproducir la membrana de forma
explicita, en lugar de usar solvente homogéneo, es esencial para simular correctamente la
dindmica del GLP-1R, cuyas hélices transmembrana estan ancladas en la bicapa y cuya
conformacion depende de la presion lateral lipidica.
Minimizacion de energia
Primera fase del protocolo: desplazamiento de los 4tomos para eliminar choques estéricos
generados durante el ensamblaje del sistema. Se uso el algoritmo steepest descent (5,000 pasos;
fuerza maxima residual < 1,000 kJ-mol™*-nm™).
MM-GBSA
Método endpoint para el célculo de energia libre de uniéon que combina energia potencial de
mecanica molecular con un modelo de solvatacion implicita de Born generalizado (GB). No
requiere simulaciones separadas del estado de transicion. Sus limitaciones principales son la
omision de la entropia conformacional y la posible sobreestimacion de interacciones
electrostaticas, compensadas por su bajo coste computacional y capacidad de descomposicion

por residuo.
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N
Nanosegundo (ns)
Unidad de tiempo equivalente a 10~ segundos, estandar para describir la duracion de
simulaciones de dinamica molecular de proteinas en membrana. Cada trayectoria duré 200 ns;
el conjunto total de 9 réplicas acumul6 1,800 ns.
Nucleo hidrofébico de anclaje
Conjunto de residuos apolares del GLP-1R (MET204, LEU183, MET233, LEU244, LEU166)
cuyas interacciones de van der Waals con semaglutida permanecen practicamente invariantes
entre pH 5.0 y 8.0. Este nticleo es el responsable de que el complejo mantenga AG = —105.60
kcal-mol™ incluso a pH endosomal, sin disociarse espontdneamente.

(0]
Organos circunventriculares
Regiones del SNC que carecen de barrera hematoencefalica efectiva por la presencia de
capilares fenestrados, permitiendo el acceso directo de moléculas circulantes al tejido nervioso.
El area postrema es el drgano circunventricular mas relevante para la respuesta emética y la
regulacion del apetito, y es la principal ruta de acceso de semaglutida al SNC.

P
PDB 7KI0
Estructura de cryo-EM del complejo GLP-1R-semaglutida—proteina Gs resuelta a 2.5 A por
Zhang et al. (Cell Reports, 2021). Fue la fuente experimental de la pose de union utilizada en
todas las simulaciones. Se extrajeron las cadenas R (GLP-1R) y P (semaglutida), eliminando
los componentes de Gs y nanobody.
pH endosomal
El pH del compartimento endosomal desciende progresivamente desde ~6.5 (endosoma
temprano) hasta ~5.0 (endosoma tardio) por accién de bombas protdnicas vacuolares (V-
ATPasas). Este es el contexto fisiologico clave del estudio: la hipdtesis plantea que la afinidad
residual de semaglutida a pH 5.0 impide la disociacion del complejo y prolonga la sefializacion
intracelular.
pKa
pH al que el 50% de un grupo ionizable est4 protonado y el 50% desprotonado. Un residuo con
pKa dentro del rango de pH estudiado (5.0-8.0) cambia de estado de carga al variar el entorno.
Las siete histidinas pH-sensibles del GLP-1R tienen pKa entre 5.97 y 7.95, siendo los Unicos
residuos del complejo que cambian de estado entre las tres condiciones simuladas.

PME (Particle Mesh Ewald)
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Método para calcular interacciones electrostaticas de largo alcance con alta precision en
sistemas con condiciones periddicas de contorno. Divide el calculo entre el espacio real (corto
alcance) y el espacio reciproco (largo alcance) mediante transformada de Fourier. Estandar para
simulaciones de biomoléculas cargadas. Se us6 con rcoulomb = 1.2 nm.
POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina)
Fosfolipido mayoritario de la membrana plasmatica de células de mamifero, con una cadena
saturada C16 en sn-1 y una insaturada C18:1 en sn-2. El doble enlace cis de la cadena oleoilo
mantiene la fluidez de la membrana a temperatura fisiologica. Es el lipido modelo estdndar para
simulaciones de GPCRs en membrana explicita.
PropKa 3.0
Programa de prediccion de pKa de residuos ionizables en proteinas, integrado en CHARMM-
GUI. Analiza el microentorno electrostatico de cada aminoacido en la estructura tridimensional
y estima su pKa mediante parametros empiricos. Permite asignar los estados de protonacion
apropiados para cada condicion de pH antes de iniciar la simulacion.
Protonacion constante fija
Enfoque metodoldgico en el que los estados de protonacion se asignan al inicio de la simulacion
y no cambian durante la trayectoria, independientemente de los cambios en el microentorno
local. Es la aproximacion utilizada en esta tesis (por compatibilidad con CHARMM36m en
membrana), en contraste con el CoHMD que actualiza las cargas dindmicamente.
Puentes de hidrégeno interfaciales
Interacciones no covalentes entre un atomo donor de hidréogeno (N-H u O-H) y un aceptor
electronegativo (N u O) de la molécula adyacente. Contribuyen a la estabilidad del complejo
semaglutida—GLP-1R. Se cuantificaron con criterio geométrico estandar (distancia donor-
aceptor < 3.5 A, angulo < 30°) mediante gmx hbond. La protonacién de las histidinas a pH 5.0
reduce su nimero en un 36% (de 15.2 +5.5a9.7 £ 3.0).

R
Radio de giro (Rg)
Distribucién de masa respecto al centro geométrico del complejo. Un Rg estable confirma
ausencia de desplegamiento o compactacion global durante la simulacion. En este estudio no
mostro variaciones marcadas entre condiciones de pH.
Réplica independiente
Trayectoria de DM que parte de las mismas condiciones iniciales pero con velocidades atomicas

asignadas aleatoriamente mediante una semilla distinta. Las tres réplicas por condicion (n = 3)
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permiten estimar la variabilidad estadistica del método y verificar reproducibilidad. Cada
réplica aport6 200 ns, totalizando 600 ns por condicion y 1,800 ns en conjunto.
RMSD (desviacion cuadratica media de posicion)
Meétrica que cuantifica cuanto se ha desplazado el backbone de una proteina respecto a una
referencia. Se usé de dos maneras: (1) para evaluar convergencia de las trayectorias respecto al
frame inicial, y (2) para validar la pose de union de semaglutida respecto a PDB 7KIO0 al inicio
de cada produccion (valores 0.57—0.82 A, todos < umbral de 1.5 A).
RMSF (fluctuacion cuadratica media por residuo)
Movilidad promedio de cada residuo a lo largo de la trayectoria. Valores altos indican regiones
mas flexibles. Los loops extracelulares (ECL1, ECL2, ECL3) mostraron la mayor flexibilidad
del GLP-1R; el ntcleo transmembrana permanecié rigido. En semaglutida, los extremos N- y
C-terminal fluctuaron mas que el segmento helicoidal central en contacto directo con el
receptor.

S
SNAC (salcaprozato de sodio)
Excipiente de la formulacion oral de semaglutida (Rybelsus®). Genera un microambiente
alcalino localizado (pH ~8.0) bajo la tableta en la mucosa gastrica, protegiendo al péptido de la
degradacion por pepsina y facilitando su absorcion transcelular sin alterar las uniones estrechas.
Esta tercera condicion de pH fue incluida en el disefio experimental.

T
Tamaifio del efecto (n?)
Ver eta cuadrado.
Termostato v-rescale
Algoritmo de control de temperatura que mantiene el sistema a 310.15 K (37°C) mediante
reescalado estocastico de velocidades. Genera un ensamble canonico estadisticamente correcto,
a diferencia del termostato de Berendsen. Se aplicod por separado a tres grupos del sistema
(proteina, membrana, solvente+iones).
TIP3P
Modelo de agua de tres sitios de interaccion ampliamente utilizado con el campo de fuerzas
CHARMM36m. En este estudio, 20,375 moléculas TIP3P solvataron el sistema, representando
el entorno acuoso fisiologico a ambos lados de la bicapa.

Tukey HSD
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Prueba post-hoc para comparaciones multiples entre grupos que controla la tasa de error
familiar. En la tesis, ninguna comparaciéon por pares entre condiciones de pH alcanzo
significacion (p = 0.316-0.771), reflejo de la baja potencia estadistica con n = 3 réplicas.

A%
V-ATPasa (ATPasa vacuolar)
Bomba protonica que acidifica el lumen endosomal y lisosomal utilizando energia del ATP. Es
el mecanismo celular que genera el gradiente de pH desde ~7.4 en la membrana plasmatica
hasta ~5.0 en el endosoma tardio, contexto fisioldgico central del estudio.
Van der Waals (VAW)
Interacciones no covalentes entre atomos apolares, descritas en CHARMM36m por el potencial
de Lennard-Jones. Son el componente dominante de la energia libre de unioén en el complejo
semaglutida—GLP-1R y permanecen practicamente invariantes entre condiciones de pH,
explicando que el complejo no se disocie espontaneamente a pH endosomal.
VOSviewer
Software de visualizacion de redes bibliométricas (v1.6.20) utilizado para el analisis de co-
ocurrencia de términos en PubMed. El mapa generado en la tesis mostrd que la interseccion
entre dindmica molecular del GLP-1R y el eje pH/endosoma esta bibliométricamente
subrepresentada, justificando la originalidad del estudio.

A
AAG
Diferencia de energia libre de union entre dos condiciones de pH. Cuantifica la sensibilidad al
pH de cada residuo o del complejo en su conjunto. Se definieron como pH-sensibles los hotspots
con |[AAG]| > 1.0 kcal'mol™ entre pH 5.0 y 7.4. El mayor fue el de GLU387 (JAAG| = 31

kcal-mol™).
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