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Resumen

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGDH) es la tercera enzima de la
ruta de las pentosas fosfato y ha mostrado ser esencial en la generacién del poder
reductor en forma de Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH) que
protege al parasito contra estrés oxidativo; razon por la que es considerada como

un potencial blanco terapéutico.

Estructuralmente la 6-PGDH es homo-dimérica y se ha relacionado el
namero de interacciones entre ambas sub-unidades con su estabilidad cinética en
Kinetoplastidas. En la forma cristalina de Tripanosoma brucei se han identificado
cinco puentes salinos que ayudan a mantenerlas unidas para formar el dimero:
puente 1 R459 — E134, puente 2 E477 — K139, puente 3 E463 — R259, puente
4 R464 — D246 y puente 5 D466 — H255. Las enzimas 6-PGDH de Tripanosoma
cruzi y Leishmania (Leishmania) mexicana son inestables y no se encuentran
cristalizadas. En L. (L.) mexicana un cambio en la secuencia de aminoacidos
resulta en la pérdida del puente 2, mientras que en T. cruzi cambios puntuales en
dos aminoacidos de su secuencia originan la ausencia de los puentes 3 y 4, los
mismos que al ser restituidos mediante experimentos de mutagénesis sitio-dirigida

dan como resultado una enzima doble mutante estable.

En este trabajo se realizé el modelaje molecular de la enzima 6-PGDH de L.
(L.) mexicana y T. cruzi, y sus correspondientes enzimas mutadas in silico, a
objeto de evaluar mediante dinamica molecular el comportamiento de los residuos
que forman los pares i6nicos de interés. El analisis estructural en base a las
trayectorias obtenidas ha permitido encontrar argumentos para explicar la
inestabilidad de la 6-PGDH en Kinetoplastidas en relacién con la ausencia de
algunos puentes salinos y su ubicacion en la estructura tridimensional de la
enzima. Los resultados muestran que el puente 2 parece ser esencial en la
actividad catalitica ya que en la estructura de la 6-PGDH se ubica en la entrada al
sitio activo, enlazando ambas sub-unidades del dimero mediante los dltimos

residuos del tallo (extremo C-terminal). En esta enzima la pérdida del par ionico 2



también incide en los pares 3 y 4, siendo interacciones que no pueden clasificarse
como puentes salinos en el sentido estricto, como consecuencia de la variabilidad
encontrada para sus conformaciones respecto a la larga distancia entre residuos
involucrados. Este hecho tiene influencia directa en la constitucion del sitio activo,
ya que si el par encargado unir las sub-unidades para cerrar la cavidad no existe o
se alarga podria ocasionar la apertura de la cavidad por donde se posiciona el

sustrato para la catalisis.

La obtencion de un modelo tridimensional validado para la enzima de L. (L.)
mexicana permitio realizar el barrido virtual en base al receptor de una libreria
quimica, que fue construida por similaridad estructural con inhibidores de altos
porcentajes de inhibicidbn ensayados experimentalmente para la 6-PGDH de T.
brucei. Mediante esta aproximacion se encontraron tres compuestos (1, 3, 5) con
propiedades ADME tipo farmaco, que muestran mayor afinidad por la enzima de L.
(L.) mexicana en comparacion a su contraparte humana. Las diferencias
encontradas para la cavidad de la enzima en parasito y humana pueden seguir
explotdndose en el disefio racional de farmacos contra la leishmaniasis, en
particular el hallazgo de la influencia del tallo en la cavidad y la interaccion con los
residuos Y194, R454 y H460 que pertenecen a la otra sub-unidad y son los
encargados de anclar el sustrato al sitio activo.
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6-Fosfogluconatodeshidrogenasa 6-PGDH, Leishmania, puente salino, ruta de las

pentosas fosfato, barrido virtual.
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LI6-PGDH: Enzima 6-PGDH de Lactococcus Lactis

Lm6-PGDH: Enzima 6-PGDH de Leishmania (Leishmania) mexicana
MM: Modelaje molecular

ns: nanosegundo

NADP*: Forma oxidada del Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato
NADPH: Forma reducida del Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato
Nam: Nicotinamida

NPT: Ensamble isotérmico isobarico

NVT: Ensamble candnico

0Oa6-PGDH: Enzima 6-PGDH de Ovis aries

pH: Logaritmo negativo de la concentracion de iones hidronio

ps: picosegundo



Xii
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1.1 Leishmaniasis.

1.1.1. Caracteristicas generales.

Los parasitos protozoos del género Leishmania son causantes de la
enfermedad conocida como leishmaniasis, la cual es endémica en
aproximadamente 88 paises pertenecientes a zonas tropicales y sub-tropicales
(Figura 1.1), donde se encuentran por lo menos 350 millones de personas en
riesgo’.

Esta enfermedad presenta un amplio rango de manifestaciones clinicas, las
cuales pueden estar asociadas tanto a las distintas especies del parasito como a
la respuesta inmunolégica del hospedador?. Las principales formas en las que se
presenta son: leishmaniasis cutanea localizada (LCL) la cual se caracteriza por la
presencia de Ulceras localizadas que, por lo general, desaparecen
espontaneamente; leishmaniasis mucocutanea (LMC), ésta produce lesiones en
las cavidades oral, nasal y faringea, causando la destruccién de las mismas;
leishmaniasis cutanea difusa (LCD), presenta nédulos diseminados en todo el
cuerpo y leishmaniasis visceral (LV), la cual es conocida como kala—azar, y es la
forma mas severa de la enfermedad, pudiendo llegar a ser fatal de no ser

tratada’?, sobre todo en nifios.

Yy Visceral leishmaniasis 4 / i
élé' Cutaneous leishmaniasis .

ES Mucocutaneous Inishmaniasis

Fig. 1.1.Distribucién mundial de la leishmaniasis.
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En Venezuela la leishmaniasis estd ampliamente distribuida en 21 de los 23
estados, especialmente en la region Andina, y en grandes poblados rurales de los
estados Miranda, Carabobo, Bolivar, Zulia, Aragua y Yaracuy*. Se reportan en
promedio tres mil nuevos casos por afio de leishmaniasis en el pais, con
prevalencia de la forma cutanea, de acuerdo a los datos mas recientes publicados
por el Instituto de Biomedicina®.

1.1.2. Ciclo de vida de Leishmania sp.

Leishmania pertenece al Reino Protista, Subreino Protozoa, Phylum
Sarcomastigophora, Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género
Leishmania.® Los kinetoplastidas son organismos unicelulares que poseen una
estructura caracteristica llamada kinetoplasto, encontrandose en su interior el DNA
del kinetoplasto (KDNA). El género Leishmania se clasifica en dos subgéneros:
Leishmania (Leishmania) y Leishmania (Viannia) de acuerdo al desarrollo del
parasito en el tracto digestivo del insecto vector. En el primero los promastigotes
se desarrollan en la regibn media y posterior del insecto (regibn Suprapylaria),
mientras que en el subgénero Viannia los parasitos estan restringidos a la regién

anterior (region Perypylaria).

La leishmaniasis es transmitida por medio de las picaduras de insectos
hematéfagos pertenecientes a los géneros Phlebotumus en el Viejo Mundo y
Lutzomyia en el Nuevo Mundo.® En el tracto digestivo del insecto vector los
parasitos se encuentran en la forma de promastigote (flagelado, métil). Durante la
picadura, el insecto infectado inocula los promastigotes al hospedador vertebrado,
donde son fagocitados por los macréfagos y alojados en el fagolisosoma, alli se
transforman en amastigotes, perdiendo su flagelo y adquiriendo una forma
redondeada. Posteriormente, los amastigotes se multiplican por fision binaria,
provocando la lisis del macrofago, y liberandose al medio extracelular donde
pueden infectar otros macrofagos. Los macréfagos infectados son ingeridos por el
insecto durante su alimentacion, liberandose asi los amastigotes, los cuales se

transforman inmediatamente en promastigotes prociclicos y sufren un proceso de
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transformacién bioquimica hasta convertirse nuevamente en promastigotes

infectivos,® por ello el ciclo de vida de Leishmania es digenético (Figura 1.2).

1.1.3. Farmacos utilizados en los tratamientos actuales.

Una vez que la leishmaniasis es diagnosticada se trata mediante
quimioterapia y en este sentido encontrar un tratamiento Optimo ha resultado
dificil, ya que el éxito del mismo depende de la especie del parasito, la severidad
del estado en que se encuentre el paciente, el lugar donde se infecte el individuo y
su estado nutricional e inmunolégico.”™* Se han descrito mas de veinte farmacos
como eficientes, sin embargo, sélo algunos son utilizados en el manejo clinico de
esta patologia. Aquellos que se recomiendan en la actualidad incluyen la linea de
antimoniales pentavalentes (Pentostam® de GlaxoSmithKline), antimoniato de N-
metil glucamina (Glucantime® Aventis), Anfotericina B (Bristol-Myers Squibb) y su
formulacién en liposomas como Ambisome® (Gilead), y la Pentamidina (Aventis)
(Figura 1.3).

Fig. 1.2. Ciclo de vida de Leishmania sp.
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Los antimoniales se introdujeron hace méas de cincuenta afios y contindan
siendo los farmacos clasicos utilizados para el tratamiento de la leishmaniasis. Sin
embargo, estos compuestos tienen sus limitaciones, ya que requieren de largos
periodos de administracion, su eficacia es variable y se ha encontrado un

incremento de la resistencia del parasito a ellos.

Desde 1960 se ha utilizado la anfotericina B, un antibiético poliénico que se
administra via parenteral como deoxicolato, y desde 1997 en liposomas
(Ambisome). La anfotericina B*? ha probado ser un farmaco altamente efectivo
para el tratamiento de formas de Leishmania resistentes a los antimoniales, pero
no es de facil administracion debido a su toxicidad, sus efectos secundarios y la
necesidad de administrarse lentamente. Sus formulaciones en liposomas tienen
toxicidad reducida y mayor tiempo de vida media en el plasma, pero sus elevados
costos han limitado su uso.*®* Como alternativas al tratamiento con antimoniales se
han utilizado farmacos de segunda linea como la Pentamidina y la Paromomicina
desde 1987, y el Ketoconazol y la Dapsona, mas recientemente. La utilidad de la
diamidina y pentamidina como nuevas drogas anti-leishmania también se ve

limitada debido a su toxicidad.
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Fig. 1.3. Estructura quimica de los farmacos utilizados ala fecha contra la leishmaniasis
(modificada de laref. 7)
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En 1980 se demostro la actividad in vitro de la miltefosina (Zentaris)** contra
amastigotes de Leishmania alojados en macréfagos y en modelos de infeccion en
ratones. En 2002 se aprobo6 su uso como primer farmaco oral y los estudios pre-
clinicos han sugerido elevados porcentajes de cura, sin embargo, su tiempo de
vida media es relativamente largo y favorece la seleccion de pardsitos quimio-
resistentes, al menos en condiciones in vitro.">*" En Venezuela, el tratamiento

incluye el farmaco Glucantime® o la inmunoterapia a partir de 1987.

En resumen, la farmacopea disponible contra la leishmaniasis esta lejos de
ser satisfactoria. Esta constituida por los mismos medicamentos utilizados desde
comienzos del siglo XIX, exceptuando la miltefosina. En Fase Il de evaluacién
clinica se encuentran actualmente el imiquimod (un inmunomodulador), y una
combinacién de paromicina con gentamicina y surfactantes para su uso tépico.*®*
No obstante, es una necesidad renovar los tratamientos, en el sentido de
encontrar compuestos estructuralmente diferentes, que puedan servir como
lideres para nuevos medicamentos, permitan aumentar la comprension de su

mecanismo de accién y superen las limitantes de los ya empleados.

1.2 Laenzima 6-PGDH como blanco terapéutico.

1.2.1 Bioquimica.

Los Kinetoplastidas (Leishmania y Tripanosoma) son organismos
unicelulares que han desarrollado soluciones alternativas para manejar las vias
del catabolismo de carbohidratos.?® Estos organismos presentan caracteristicas
especiales que los distinguen de otras especies, entre las que destacan la
especificidad de los parasitos del metabolismo de los esteroles, el sistema de la
tripanotionina en sustitucion del glutation para eliminar iones oxidados y el tener
un oOrganelo donde se encuentran las enzimas relacionadas con la glicolisis, el

glicosoma.*

Mientras que la mayoria de las otras células eucariotas, incluyendo el

hospedador mamifero, tienen todas sus enzimas glicoliticas presentes en el
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compartimiento citosolico, los Kinetoplastidas tienen las primeras siete enzimas de
la glicolisis, dos enzimas del metabolismo del glicerol y varias enzimas de la ruta

de las pentosas fosfato???

(Pentose Phosphate Pathway, PPP) dentro de un
organelo separado llamado glicosoma. La asuncibn de que una
compartamentalizacion de una gran cantidad de rutas dentro de un érganelo le
daria a sus enzimas suficientes diferencias respecto a aquellas en el citosol del
hospedador y que por lo tanto serian buenos blancos para el desarrollo de nuevos
farmacos anti-tripanosomatideos, ha motivado la busqueda de blancos

terapéuticos en esa direccion, en el estudio del glicosoma y las rutas que contiene.

La glucosa es metabolizada por la ruta glicolitica (la glicélisis también se ha
considerado como un buen blanco potencial dado que es la Unica fuente de ATP
para la forma sanguinea de Tripanosoma brucei®) y por la PPP. Mientras que el
papel de la glicdlisis es la generacion de ATP vy piruvato, la PPP est4 involucrada
principalmente en el mantenimiento de la reserva de NADPH celular, el cual puede
servir como donador de hidrogeno (en forma de hidruro) en la biosintesis
reductiva, particularmente en la produccion de lipidos y en la defensa contra estrés
oxidativo, via sistema del tripanotién.?° En particular, la tercera enzima de la fase
oxidativa de la PPP, la 6-PGDH, es considerada como blanco quimioterapéutico
por varias razones. La delecién del gen que codifica a la 6-PGDH ha sido letal
para otros organismos, probablemente porque disminuye la produccion de
Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato (NADP®) que constituye el poder
reductor para proteger al organismo en presencia de especies reactivas de
oxigeno.??® La 6-PGDH se encarga de catalizar la reaccién de descarboxilacion
oxidativa del 6-fosfogluconato (6PG) y producir, ademas de NADPH, ribulosa-5-
fosfato (Ru5P) el cual es utilizado en la biosintesis de nucleotidos. Ademas, se
sabe que la acumulaciéon del 6PG es tbéxica en todas las células eucariotas
estudiadas ya que este sustrato es un potente inhibidor de la enzima fosfoglucosa
isomerasa bloqueando asf la glicélisis.>” En particular respecto a la 6-PGDH de L.
(L.) mexicana, Lm6-PGDH, al igual que en tripanosomas, ya se ha mostrado que
tiene una localizacion dual, donde la mayor actividad se encuentra en el citosol

(80%) y el resto (20%) apunta hacia el glicosoma,? lo que sostiene la idea de la
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compartamentalizacion de al menos la fase oxidativa de la PPP en dicho

organismo.

El mecanismo de accién aceptado para la 6-PGDH ha sido propuesto de
acuerdo al estudio de las estructuras cristalinas disponibles para la enzima de
diferentes especies: Ovis aries,”® Tripanosoma brucei,® Lactococcus lactis,®
Escherichia coli,** Klebsiella pneumoniae,® Candida utilis*®* y Saccharomices
cerevisiae.®* El andlisis de las diferentes estructuras de los complejos enzima-
ligando reportadas hasta la fecha demuestra que los residuos de la 6-PGDH que
actian como é&cido y base general son E190 y K183, respectivamente, y se
conservan en el sitio activo en todas las especies estudiadas. De acuerdo al
mecanismo propuesto la reaccién® comienza cuando la base general acepta un
proton del grupo hidroxi del C3 del 6PG para que la oxidacion de este grupo
hidroxilo, con transferencia del hidruro del C3 del sustrato a la coenzima y asi

formar 3-ceto-fosfogluconato (Figura 1.4).

W
\;f NADP* NADPH

e 2\ NH, . M N -t

; R f-l_ Kiaz—NH o [ N.
/ _0 H /ﬂ 0 H
K183_N\ HOr Y H
\ j
o o oM N Ky,
H : OH e el
o 0" So

0 OH
ps Y OH
E OH E1so (
190 OH
( S8
Si2s
1*’1::02
RusP NADPH Enediol NADPH
Koo N'HH Os _R ﬂT K N’H HO_ _R j:
1837 N N —_
Y Y
H T~OH  H,N ﬂ OH  H,N
H 2 H H || H H
o o o] —_— L] (o]
Y Oy _OH oH
E OH Y (
190 ( Evree \
Syag 128

Fig. 1.4. Pasos cataliticos de la reaccion enzimatica de la 6-PGDH.*
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Luego, en el segundo paso, el 3-ceto-fosfogluconato resultante se
descarboxila al intermediario 1,2-enodiol-6-fosfogluconato con una nueva
intervencion de la base general (K183) para la protonacion del oxigeno del grupo
carbonilo. En el dltimo paso se necesita de un acido general (E190) para la
tautomerizacion que da lugar a producto, Ru5P, donde el protén es cedido
también por la base general K183.

Aunque la enzima 6-PGDH es de naturaleza homo-dimérica y, por lo tanto,
dispone de dos sitios de unién a 6PG y a NADP”, diferentes estudios han apoyado
la hipotesis mecanistica segun la cual la reaccion ocurre en cada sub-unidad del
dimero por separado y no de manera simultanea (Figura 1.5), es decir, la
oxidacion del 6PG en el sitio activo ocurre con la entrada del cofactor a la cavidad
de una sub-unidad primero, para su oxidacion y la consecuente liberacion de la
coenzima reducida NADPH alli mismo, y en el otro sitio activo la reaccion ocurrira
en otra secuencia de pasos iguales pero posteriores.®* Asi solo un sitio activo
cataliza a la vez, en un mecanismo con cambios conformacionales alternos en las
correspondientes sub-unidades que involucran varios AA al unirse el NADP”,
consistente con la asimetria encontrada entre las sub-unidades de las estructuras
cristalinas que tienen el cofactor en comparacién a las que no lo tienen.**3* por
otro lado, experimentos con mutaciones y efectos isotépicos de carbono-13 (**C)
han revelado el papel de los residuos Y191, K260, T262, R287 y R446 (este ultimo
del monémero B) los cuales contribuyen significativamente a la afinidad de la
enzima con el sustrato, ademas de asegurar la orientacion adecuada del 6PG y
los ajustes conformacionales necesarios en el sitio activo para la catalisis. Todos
los resultados indican que el paso determinante de la velocidad es la
descarboxilacion (paso 2).%

Ademas de su importancia bioquimica cabe destacar el hecho de que la
enzima 6-PGDH en parasitos como L. (L).mexicana, T. brucei y T. cruzi presenta
diferencias estructurales a nivel molecular respecto a su contraparte en mamifero

gue podrian ser explotadas en el desarrollo de un nuevo farmaco.
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Fig. 1.5. Esquema del mecanismo catalitico propuesto por sub-unidad para la 6-PGDH.*

A continuacion se describe la estructura de la 6-PGDH y esas
caracteristicas diferenciales que han permitido considerarla un potencial blanco
terapéutico selectivo.

1.2.2 Estructura de la enzima 6-PGDH.

Hasta la fecha se encuentran depositadas en el Banco de Datos de
Proteinas (PDB, Protein Data Bank) diecisiete estructuras correspondientes a la
enzima 6-PGDH para diferentes organismos, que han sido resueltas con la técnica
de rayos-X. Entre ellas se cuentan las enzimas ya mencionadas de O. aries,?® T.
brucei,® L. lactis,* E. coli,* K. pneumoniae,* C. utilis,** S. cerevisiae** y ademas,
7

las estructuras de Geobacillus stearothermophilus,® Geobacter metalloreducens,®

y la de la contraparte humana de esta enzima, Homo sapiens.*®

Las caracteristicas mas resaltantes encontradas para la enzima 6-PGDH de
las diferentes especies estudiadas, a nivel de secuencia de AA, estructura y

cinética, se compendian como sigue:

e La estructura de la 6-PGDH es un homo-dimero, en el cual cada monémero (0
sub-unidad) tiene tres dominios y este tipo de plegamiento es caracteristico sin
importar la especie.®® En la Figura 1.6 se observan los dominios en el monémero
de la enzima de T. brucei, Tb6-PGDH. El dominio de la coenzima, (dominio I), N-
terminal (residuos 1-178) contiene un tipico plegamiento de Rossmann (1 a 130,

Ba... BF con las hélices incluidas) para la union al nucleétido, y una unidad
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adicional a-B-a (132 a 162, aF-BG-ag) con la hoja BG antiparalela a las primeras
seis ldminas. El dominio hélice (dominio Il), comprende desde el residuo 179 hasta
el 441, con a-hélices que proporcionan gran parte de la superficie dimérica
(ah...ar), y el tallo (dominio Ill), que incluye los residuos 442-478 (as...extremo C-

terminal).

e La forma activa de la 6-PGDH es un homo-dimero y su formacién comprende
la interaccion del tallo de una sub-unidad con el dominio hélice de la otra,
conformando asi gran parte de la interfase dimérica por residuos de ambas
unidades. Esta forma de dimerizar se mantiene en todas las especies ya

estudiadas.

Coenzima (I)

Fig. 1.6. Sub-unidad A de la 6-PGDH de T. brucei. Elementos de estructura secundaria:
laminas B en verde, a-hélices en rojo y dos hélices 3.10 pequefias en morado (Figura
modificada de la ref. 30).
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e La coenzima, NADP*, se une en la periferia del dominio I, por eso se conoce
como el dominio de la coenzima, tal y como se ha reportado para la enzima 6-
PGDH de bacteria L. lactis,** LI6-PGDH, donde ademas se obtuvo el dimero co-
cristalizado con el inhibidor acido 4-fosfo-D-eritronohidroxamico, PEX (por sus
siglas en inglés, 4-phospho-D-erythronohydroxamic acid) (Figura 1.7).

e En la enzima de mamiferos, como la 6-PGDH de O. aries, Oa6-PGDH y H.
sapiens, Hs6-PGDH, la “huella dactilar” del sitio de union a la coenzima es
GXAxxG mientras que en Tripanosoma, como Th6-PGDH, es GxGxxG.*° El
cambio en el residuo central de alanina por glicina influye en la estructura de la
cavidad en que interactia el NADP" con la enzima, aunque la enzima del parasito
mantenga todos los residuos en contacto directo con el sustrato y la mayoria de
los que se unen con la coenzima incluyendo la altamente conservada R33, que ha

sido referido como el principal factor de discriminacién para el NADP*.*

SUB-UNIDAD A SUB-UNIDAD B

Fig. 1.7. Complejo del dimero de la enzima 6-PGDH de L. lactis con sustrato y NADP".
(Esferas negras para representar el sustrato en el centro catalitico; la coenzima se muestra
en modelo de barras: C rosado, N azul, O naranja P amarillo) (Modificada de la ref. 31).
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En este sentido, al comparar el sitio activo de la enzima en un complejo de
0Oa6-PGDH con un anélogo del cofactor, el 8-bromoadenina dinucleétido fosfato
(NBr°ADP") y la forma apo de Tbh6-PGDH, se observa que la presencia de la
glicina central en la region de huella dactilar de unién a la coenzima en la enzima
del parasito permite una mejor interaccion con el NADP®, en comparacion a la
alanina de la enzima de oveja, probablemente porque la presencia de la glicina en
la cavidad facilita el posicionamiento del cofactor en ella por razones de tipo
estérico. Este factor estructural ha permitido explicar las altas afinidades
encontradas para la enzima Tbh6-PGDH, en comparacion con la enzima de Oa6-
PGDH, para diversos inhibidores (analogos de sustrato y coenzima).*

e En relacién a la enzima Lm6-PGDH, se ha reportado recientemente que es
inestable y por tanto dificil de obtener sin que se desnaturalice, inclusive en
medios acuosos a pH fisiolégico,** como ya se habia encontrado también para la
enzima 6-PGDH de Tripanosoma cruzi, Tc6-PGDH,* razén por la cual no ha sido

posible obtener sus estructuras cristalinas.

e Los valores de la constante de Michaelis k;, para la enzima Tbh6-PGDH
respecto al sustrato y a la coenzima (Tabla 1.1) concuerdan con la mayor
sensibilidad encontrada para ella frente a algunos inhibidores, cuando se compara
con la enzima de mamifero.** De los datos de esta tabla se observa que el valor
de kn de T. brucei para 6PG y NADP* es menor a cualquiera de los reportados
para O. aries, L. (L.) mexicana, T. cruzi y H. sapiens. La enzima de L (L.
mexicana muestra valores intermedios entre T. brucei y T. cruzi y menores a los

de la enzima humana.

e La comparacién de la secuencia de AA de Tb6-PGDH con la de la enzima de
oveja resulta en un porcentaje de identidad bastante bajo 31,57% (Tabla 1.2). En
este caso, y como ya se menciono, se han podido adjudicar las diferencias en las
afinidades de las enzimas de ambas especies hacia diferentes inhibidores, a

cambios estructurales en el sitio de unién a la coenzima.
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Tabla 1.1. Parametros cinéticos de la enzima 6-PGDH entre diferentes especies.*

Organismo 6PG ki, (uM) NADP" k., (uM)
T. brucei 3,5 15
L. (L.) mexicana 6,9 52
T. cruzi 22 59
O. aries 16 7,0
H. sapiens 20 30

*Tomados de ref. 41.

Tabla 1.2. Identidad de secuencia de AA" de la 6-PGDH en diferentes organismos*.

A B C D E F
A L. (L.) mexicana 100
B T. brucei 71,19 100
C T. cruzi 71,40 78,29 100
D L. lactis 36,44 35,54 35,89 100
E O. aries 33,81 31,57 32,59 55,05 100
F H. sapiens 33,20 31,77 34,55 54,43 94,41 100

" Los valores se expresan como porcentajes, basados en nimero de AA idénticos que comparten
las secuencias. * Secomparan las secuencias de la enzima 6-PGDH de los siguientes organismos
(codigo FASTA): A. L. (L.) mexicana (AAQ234); B. T. brucei (P31072); C. T. cruzi (AAQ63816.1); D.
L. lactis (AAC12804.1); E. O. aries (P00349) y F. H. sapiens (P52209). (Adaptada de ref. 28).

e Los datos muestran que kn, para 6PG y NADP" son significativamente menores
para Lm6-PGDH cuando se compara con la enzima Hs6-PGDH, y también,
aungue en menor proporcién, respecto a Oa6-PGDH (Tabla 1.1). La enzima Lm6-
PGDH también comparte bajos porcentajes de identidad de secuencia de AA con
su contraparte en mamiferos: 33,81% con oveja y 33,20% con humana (Tabla
1.2). Estos resultados han permitido sugerir que un andlisis detallado de sus
estructuras podria racionalizar las diferencias en las constantes cinéticas
observadas, posiblemente en base a la existencia de un factor de discriminaciéon

estructural entre la enzima Lm6-PGDH con la de humano,*

como ha sido
encontrado para Th6-PGDH. Por otra parte, al examinar los datos cinéticos para
Lm6-PGDH se encuentra que tiene valores de k,, intermedios, para sustrato y
coenzima, en relacién a los encontrados para las enzimas de Tb6-PGDH y Tc6-
PGDH. La enzima Lm6-PGDH comparte un alto porcentaje de identidad de

secuencia de AA con Th6-PGDH (71,19%) y Tc6-PGDH (71,40%).
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e El modelo obtenido por homologia para la enzima Lm6-PGDH ha permitido
sustentar la hipotesis que relaciona las diferencias en el comportamiento cinético
con diferencias estructurales de la enzima 6-PGDH, y es que todas las
investigaciones apuntan a que detalles estructurales caracteristicos de
Tripanosomatideos, L. (L.) Leishmania y mamiferos inciden en la afinidad por

inhibidores.

e En dicho modelo de Lm6-PGDH también se identifican los tres dominios
presentes en las otras especies: el dominio |, el de la coenzima (residuos 1-178);
el dominio 1l o hélice (residuos 179-441) y el dominio Il o tallo (442-478), y cuando
se compara con la estructura cristalina de Hs6-PGDH, se nota que la proteina
Lm6-PGDH tiene un tallo mas corto que el de Hs6-PGDH. Ademas, en la enzima
humana el sitio de unién a la coenzima se encuentra ocluido y contiene siete
aminoacidos diferentes en comparaciéon a Lm6-PGDH (F31, N32, T34, Y35, T36 y
K37) (Figura 1.8).**

La existencia de las diferencias descritas entre las estructuras de las
enzimas 6-PGDH de T. brucei, L. (L.) mexicana, T. cruzi y la humana, pudiera ser
explotada en el disefio racional de farmacos selectivos a la enzima del parasito. A
partir del analisis exhaustivo de la estructura de la enzima a nivel molecular,
especificamente de su sitio activo, se podrian utilizar los detalles estructurales no
conservados entre especies para discriminar entre las cavidades de las enzimas
del parasito y la humana, y de esa forma contribuir en el disefio de inhibidores con

preferencia a la enzima del parasito.

Al mismo tiempo, la similaridad encontrada entre la enzima de Leishmania y
Tripanosoma, en cuanto a secuencia, estructura y bajo ky, por NADP™, sugiere que
los inhibidores que sean ensayados con la enzima de Leishmania podrian también
ser ensayados con Tripanosoma Yy, eventualmente, pudieran contribuir al
desarrollo de nuevos farmacos para enfermedades como el mal de Chagas® y la

enfermedad del suefio.**
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Fig. 1.8. Superposicion de los dimeros de Lm6-PGDH y Hs6-PGDH.
Detalle del sitio de unién ala coenzima indicado por la flecha (NADPH en modelo de barras).
El asterisco muestra la regién con diferencias significativas entre ambas enzimas.*

1.2.3 Estabilidad cinética.

Diversos estudios cinéticos con la 6-PGDH han contribuido a la
comprension de la forma en que su estructura influye en la actividad enziméatica.
La 6-PGDH es un dimero cuya interfase comprende ambas sub-unidades y por
tanto hay residuos de ambos mondomeros. Ademas, se han relacionado las
afinidades de la enzima por diferentes inhibidores con ciertos detalles
estructurales de la misma, y también se ha encontrado que la estabilidad cinética
de la enzima 6-PGDH, y por lo tanto su disponibilidad en solucién para que la
catalisis pueda ocurrir, es susceptible al mantenimiento de su estructura

cuaternaria.

En este contexto, se llevaron a cabo ensayos cinéticos con la enzima de S.
cerevisiae, Sc6-PGDH, y sus correspondientes enzimas truncadas (enzimas de
Sc6-PGDH a las que se eliminaron 35, 39 y 53 residuos en el extremo C-terminal
del dominio 1l o tallo), cuyos resultados han revelado que si el tallo se acorta la
actividad enzimatica desaparece.®* A partir del analisis de la estructura cristalina

del complejo de la Sc6-PGDH se sugirio6 que ese dominio funciona como una
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“cubierta” en el sitio activo para controlar la unién del sustrato y la liberacion del
producto, de manera que es indispensable para la actividad de la 6-PGDH. Por

n34

esta razon al tallo se le ha adjudicado el rol de “brazo de unién””" que mantiene

unidas ambas sub-unidades para formar el dimero.

El analisis de la estructura cristalina de Tb-6PGDH muestra que muchas de
las interacciones que unen las sub-unidades que forman el dimero pueden ser de
naturaleza electrostética (puentes salinos) y que tienen un papel especial en
Tripanosomatideos.® En el tallo de cada monémero de T. brucei, cinco de sus
residuos interactian via puente salino con residuos de la otra sub-unidad: dos de
los cinco puentes salinos ocurren en el dominio de la coenzima (R459 — E134 y
E477 — K139) y tres en el dominio hélice: (E463 — R259, R464 — D246 y D466
— H255) (Tabla 1.3).*

El hecho que ha suscitado interés respecto a estas interacciones son las
diferencias observadas en el nimero de residuos que pueden formar puentes
salinos en los tallos de las enzimas de T. brucei, L. (L.) mexicanay T. cruzi. Se ha
intentado relacionar el nUumero de puentes salinos presentes en la misma con su
estabilidad cinética y la evidencia experimental mas contundente para este
argumento se obtuvo del estudio de la caracterizacion bioquimica y cinética de la
enzima de T. cruzi.*? En ese trabajo se report6 que la enzima Tc6-PGDH era muy

inestable para ser purificada y obtener su cristalizacion.

La inestabilidad observada la hizo objeto de comparaciéon con Th-6PGDH,
donde se observd que en la secuencia de la enzima Tc6-PGDH se conserva un
alto numero de residuos en relacion a la de T. brucei (71,29 % de identidad de
secuencia) (Tabla 1.2), pero los cambios en dos de sus AA por otros que no son
cargados (C259 y V246) resultan en la pérdida de los puentes identificados como
3y 4enlaTabla 1.3, por ello en la enzima Tc6-PGDH solo tres de los puentes
mencionados estan presentes: R459 — E134, E477 — K139 y D466 — H255

(puentes 1, 2 y 5 respectivamente).
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Tabla 1.3. AA involucrados en la formacién de puentes salinos entre sub-unidades en la
forma dimérica de la enzima 6-PGDH de T. brucei. Comparacién con los residuos presentes
en lasecuenciade L. (L.) mexicanay T. cruzi.

N° de

puente T. brucei * L.(L.) mexicana ** T.cruzi ®

1 R459-E134 R459-E134 R459-E134
_ *

2 E477-K139 A4T7-K139 E477-K139

No puente

_ *

3 E463-R259 E463-R259 E463-C259

No puente

4 R464-D246 R464-E246 RA464-Y246

No puente

5 D466-H255 D466-K255 D466-H255

* Puente no observado en el modelo preliminar.
En negritas cambios en secuencia de AA respecto a Th6-6GDH.
Residuo neutro subrayado.

Al restituir los puentes salinos faltantes en Tc6-PGDH con la técnica de
mutagénesis sitio dirigida, se obtuvo una enzima doble mutante mas estable, la
cual fue utilizada para determinar pardmetros cinéticos como kg, para sustrato y
coenzima que se presentaron en la Tabla 1.1. Estos resultados sugieren que la
inestabilidad de Tc6-PGDH es probablemente una consecuencia de las débiles
interacciones entre monomeros en la interfase del dimero, dada la falta de los
puentes indicados, lo que promoveria su disociacion con la consecuente pérdida
de actividad enzimatica. Por otra parte, y para extender el analisis a la enzima
Lm6-PGDH que también es inestable y no pudo ser cristalizada, cuando se
examina su secuencia de AA se encuentra un cambio que ocasiona la pérdida de
un puente salino (el 2), respecto a los presentes en T. brucei (Tabla 1.3). Dicha
ausencia podria incidir también en la inestabilidad cinética encontrada en la

misma, como en el caso de T. cruzi.

Estas observaciones se han verificado a nivel estructural en el modelo
obtenido por homologia de L. (L.) mexicana, y es que cuando se revisan las
distancias entre los residuos involucrados en la formacion de estos puentes, se
observa la falta de uno de los cinco puentes definidos en Th6-PGDH (Figura 1.9),

correspondiente a los residuos A477 — K139, y a partir de la larga distancia
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encontrada entre los AA que forman el puente 5, donde se ha cambiado H por K,

su ausencia también ha sido sugerida.**

En base al resultado experimental encontrado para la enzima Tc6-PGDH, y
a las observaciones realizadas con modelo de Lm6-PGDH, se ha sugerido la
hipodtesis de que la ausencia de puentes salinos respecto a la enzima Th6-PGDH y
la inestabilidad cinética encontrada experimentalmente pudieran estar
relacionadas, ya que la pérdida de interacciones entre las sub-unidades del
dimero podria facilitar la disociacion de la forma dimérica de dicha enzima, que es

la forma activa.

N° de

puente T. brucei L. (L.) mexicana T. cruzi

1 R459-E134 R459-E134 R459-E134
4,86/3,87 4,73/3,97

2 E477-K139 A477-K139* E477-K139
No puente 4,50/5,01

3 E463-R259 E463-R259 E463-C259*
4,09/3,06 No puente

4 R464-D246 R464-E246 R464-\V246*
4,70/3,23 No puente

5 D466-H255 D466-K255* D466-H255
6,73/4,53 3,67/3,23

Fig. 1.9. Sitio activo de la 6-PGDH de T. brucei, T. cruziy L. (L.) mexicana.
En color potencial electrostatico: rojo negativo y azul positivo, se indican los AA
involucrados en las interacciones de puente salino entre sub-unidades. Los nimeros
corresponden a las distancias de los mismos (sub-unidades AB y BA).41
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1.3 Disefio racional de farmacos asistido por computadora (CADD).

El proceso de descubrimiento de un farmaco requiere de un esfuerzo
interdisciplinario para disefiar compuestos efectivos y comercialmente viables. El
objetivo del disefio racional es encontrar un compuesto que pueda interactuar con
una proteina, o blanco especifico, y modificar su actividad.**** Las proteinas que
son blancos terapéuticos generalmente son aquellas que tienen funciones
importantes en mantener las células vivas y los farmacos son compuestos de
moléculas pequefias que se unen a regiones especificas de la proteina y pueden

activarla o desactivarla, en base a la piedra angular del reconocimiento molecular.

El disefio de farmacos asistido por computadoras (Computer aided drug
design, CADD),**® incluye por ejemplo, métodos de docking o posicionamiento
molecular*’ y el renombrado barrido virtual de librerias o virtual screening®® con la
finalidad de filtrar virtualmente una gran base de datos de compuestos para
obtener los que muestren mejor interaccion con el receptor. Actualmente cualquier
proceso CADD incluye etapas de filtrado para los compuestos barridos de acuerdo
a parametros calculados por computadora (in silico computer-based filters)* y que
estan relacionados con propiedades farmacocinéticas deseables para un farmaco,
como las propiedades ADMET (Absorcion, Distribucién, Metabolismo, Excrecion y
Toxicidad).*® El concepto de drug-likeness se ha introducido para describir las
caracteristicas que necesita un compuesto para ser un farmaco exitoso, por
ejemplo, buena solubilidad, permeabilidad intestinal, que no sea toxico, entre
otras. Claro que la prediccion de cualquiera de estas propiedades por un modelo
experimental o teérico no es simple, sin embargo la estimacién de las mismas
para la libreria que se barre es una guia del perfil farmacocinético de un

compuesto dado desde el inicio del proceso de disefio.

Las propiedades de compuestos tipo farmacos (drug-like) son propiedades

fisicoquimicas que para su aplicacion pueden agruparse en reglas empiricas. Un

51»

ejemplo bien conocido es la “Regla de los Cinco de Lipinski®™” que establece que

un compuesto probablemente no sera buen candidato a farmaco (non-druglike) si
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tiene mas de cinco a&tomos donadores de puente de H, mas de diez atomos
aceptores de puente de H, masa molecular mayor a 500 g/mol y lipofilicidad,
medida en funcion del coeficiente de particion octanol-agua (LogP) mayor a 5.
También existen otras propuestas como la “Regla de los Tres”, que selecciona
compuestos con masa molecular promedio menor o igual a 300 g/mol, coeficiente
de particion calculado clog P menor o igual a 3, numero de dadores de puente de
H menor o igual a 3, nUmero de aceptores de puente de H menor o igual a 3y
nimero de enlaces rotables menor a 3.%? Recientemente, la “Regla 3/75” de Pfizer
ha sido descrita y establece que compuestos con clogP < 3 y superficie polar
topolégica (TPSA) > 75 A? tienen las mayores probabilidades de ser bien tolerados
in vivo.”® Se considera que los compuestos que no cumplen dos 0 méas de esos
criterios pueden tener problemas con la biodisponibilidad® y en general pocas

probabilidades de convertirse en farmaco.

Una vez que se ha validado un blanco y, en base a este receptor, se ha
preparado y barrido una libreria por posicionamiento molecular (docking
molecular), los compuestos obtenidos de esta manera son los llamados hits
(candidatos a farmacos con actividad potencial) que podran ser optimizados en

base a filtros ADMET o del tipo estructural.®

Todos estos pasos comprenden el
descubrimiento de un lider o lead (candidato mas probable) que luego podran ser
ensayados experimentalmente para determinar su actividad. Hoy en dia todas las
etapas del descubrimiento y optimizacién de un lider pueden ser realizadas en
computadoras de forma in silico, proporcionando a la industria farmacéutica una
metodologia que ha resultado eficaz y que ha permitido ahorrar gran cantidad de

tiempo y dinero.”®*’

1.3.1 Disefio racional de farmacos contra la leishmaniasis.

El proceso para desarrollar un nuevo farmaco es altamente costoso y
debido a que la leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales olvidadas o
desatendidas, los recursos disponibles para la basqueda de nuevos tratamientos

son mucho mas restringidos que aquellos asignados a enfermedades que afectan
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al mundo desarrollado. En el descubrimiento, desarrollo y comercializacion de un
nuevo medicamento surgen problemas adicionales a las consideraciones
netamente cientificas, y es que muchas veces las compafias farmacéuticas se
reservan las librerias quimicas de compuestos que disefian y que son probados,
por lo que muchos investigadores no tienen acceso libre a esa informacion, que
bien podria ser utilizada para no repetir busquedas erradas o para proponer otros
compuestos que mejoren a los ya conocidos y asi expandir la vision del disefio de
un nuevo farmaco, ahorrando tiempo, recursos y esfuerzo. También es una
realidad el hecho de asegurar una patente de proteccién que es todo un tema
comercial, ya que son costosas y muchas veces necesitan patrocinadores de la
industria.®®**° Todo esto ha dado como resultado que muy pocos candidatos a
farmacos hayan progresado con el paso de los afios en el mundo de las

enfermedades tropicales.

Ante la necesidad de renovar la farmacopea disponible contra Leishmania,
resulta prometedora la identificacion y validacion de la 6-PGDH como parte de una
aproximacion racional para el desarrollo y descubrimiento de farmacos contra la
leishmaniasis. La 6-PGDH se considera blanco selectivo porque su funcion
enzimatica resulta esencial para la viabilidad del parasito, y difiere lo suficiente de
la del hospedador mamifero (<35% de identidad de secuencia de AA), para
prevenir cualquier reactividad cruzada o interaccién que pudiera resultar adversa.
Para esta enfermedad el blanco para la quimioterapia es el estadio intracelular del
pardsito, el amastigote, que sobrevive y se divide en macréfagos causando la
enfermedad.® Los amastigotes residen dentro de una vacuola del macréfago la
cual asemeja un lisosoma secundario con un pH de 4,5-5,0. Este medio acidico
tiene implicaciones para las estrategias del amastigote en la adquisicion de
nutrientes y la homeostasis i0nica, ellas involucran una variedad de
transportadores que pudieran mediar la absorciéon del farmaco y su eflujo
(permeando a través de tres membranas) y jugar un papel importante en
determinar la susceptibilidad del parasito al compuesto. Ademas, el parasito

Leishmania spp. difiere intrinsecamente en su sensibilidad a los farmacos, asi
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como también las formas visceral y cutanea de la infeccién imponen diferentes

requerimientos farmaco-cinéticos de los candidatos a ser utilizados.

En este sentido y como primera aproximacion al macro problema
bioguimico que representa obtener un nuevo lider que sirva para desarrollar un
medicamento, la contribucion radica en generar esos primeros hits con las
caracteristicas estructurales, electronicas y estéricas, que le confieran una
interaccion favorable con el receptor, y la mas alta afinidad por la enzima, y que
ademas cumpla con las mejores propiedades ADMET para un compuesto con alta
probabilidad de mostrar actividad in vitro. Luego, y con pasos subsecuentes de
optimizacién de las estructuras de esos hits pudiera llegar a obtenerse alguno que
se considere 6ptimo para comenzar las pruebas a otro nivel, por ejemplo, como

ensayos in vivo en modelos animales.

1.3.2 Inhibidores de la 6-PGDH.

En el disefio de nuevos inhibidores que puedan servir como farmacos anti
Tripanosomatideos y también contra Leishmania, el abordaje mas comun ha sido
el disefiar compuestos que imitaran al 6PG®*® o a los intermediarios de alta
energia (IAE) de la reaccion: el 3-ceto-fosfogluconato y el 1,2-enodiol-
fosfogluconato® (Figura 1.10a). En este sentido los derivados hidroxamicos,
analogos del 1,2-enodiol, mostraron ser inhibidores potentes y selectivos a la
enzima del parasito Th6-PGDH, con constantes de afinidad (K;) en el intervalo
nanomolar, siendo el ligando PEX el que destaca por ser el mas potente y
selectivo a la enzima del paréasito T. brucei sobre la de mamifero Oa6-PGDH (casi
250 veces)®? (Figura 1.10b). Estructuralmente, los compuestos A, By C, el PEX y
sus analogos, son acidos carboxilicos fosforilados derivados de aldosas, con
pobre permeabilidad de membrana debido a su carga y polaridad que interactdan
en el sitio activo de la 6PGDH descrito en este trabajo como una cavidad “polar”,

adecuado para los grupos fosfato, hidroxil y carboxilato.
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Fig. 1.10. Inhibidores selectivos de la Tbh6-PGDH.
(a) Estructura del derivado de acido hidr6xamico, PEX, analogo al IAE del mecanismo
propuesto paralareaccion de la 6-PGDH.
(b) Inhibidores reportados para Tbh6-PGDH y 0Oa6-PGDH.*

Como estos inhibidores han sido desarrollados en referencia a una
estructura polar como el IAE, también son polares, con pocas propiedades tipo
farmaco (drug-like) y a pesar de su potencia y selectividad a la enzima del
parasito, comparada con su contraparte mamifero, no tienen actividad

tripanocida.®?
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El barrido virtual de una libreria privada para el receptor LI6-PGDH se
realizé con el objetivo de mejorar las propiedades fisicoquimicas de los inhibidores
conocidos, esto es, para hacerlos mas parecidos a un farmaco, de menor
polaridad y mejor permeabilidad celular.®® La libreria inicial contenia mas de
64.000 compuestos y fue construida a partir de la busqueda en diversas bases de
datos de fragmentos que pudieran imitar las caracteristicas de los grupos
funcionales analogos a los del 6PG, pero de mayor pKa. El barrido virtual
proporcion6 siete compuestos con actividad para Th6-PGDH (Figura 1.11) y
mejores propiedades fisicoquimicas del tipo farmaco respecto a los inhibidores
A,B,C (Figura 1.10), para la administracion oral, con buenas eficiencias de ligando

y valores de ICsg en el intervalo micromolar.®®

La estructura de LI6-PGDH se considerd un buen modelo para el disefio de
inhibidores con blanco a su contraparte en las especies de Tripanosoma, dada la
conservacion de los residuos encargados de unir al sustrato y al cofactor entre las
enzimas Th6-PGDH y LI6-PGDH, y también a que tiene cristalizado el complejo
del dimero de la enzima con PEX, coenzima y producto Ru5P a buena resolucion
(2,6 A).
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Fig. 1.11. Estructuras de nuevos inhibidores in vitro encontrados por barrido virtual de
librerias para la enzima de Th6-PGDH.%



Introduccién 46

1.4 Modelado molecular de proteinas.

El modelaje molecular (MM) de proteinas se refiere al uso de modelos
matematicos para describir la estructura de estas macromoléculas y su dinamica,
con el objetivo de aumentar la comprensién de su funcién biolégica.®* EI MM
también llamado modelado in silico se realiza en computadora y en los ultimos
treinta afios se ha convertido en una herramienta muy util para estudiar problemas
de interés biologico, gracias al desarrollo de programas que permiten la prediccion
de modelos de proteinas, cuando las técnicas experimentales han fallado, y la
simulacién de sus procesos para entender sus mecanismos de accion molecular,
en paralelo al desarrollo de nuevos y mejores equipos que permiten el modelado

de sistemas de un gran nimero de particulas de manera eficiente.

El MM involucra diferentes metodologias con aplicacion en el disefio
racional de farmacos, como lo son la prediccién de estructuras tridimensionales de
diversos sistemas bioldgicos a nivel atémico (modelado estructural)® y la
simulaciéon de estos sistemas en el tiempo para comprender su estructura y
dinamica (dindmica molecular, DM),®® asi como también el docking y barrido virtual
de librerias para el estudio de las interacciones de un ligando o una libreria de

ellos en el sitio activo de una enzima.

1.4.1 Modelado por homologia.

El andlisis tridimensional de estructuras de proteinas esta mostrando ser
uno de los méas provechosos métodos para realizar descubrimientos quimicos,
biol6gicos y médicos en los primeros afios del siglo XXI, ya que proporcionan una
comprension esencial de muchas funcionalidades de sistemas moleculares de
interés, que son relevantes para entender la causa y mejorar el tratamiento de

diferentes enfermedades.

La caracterizacion estructural y/o funcional de una proteina es uno de los
problemas mas frecuentes en biologia. Esta tarea ha incrementado la necesidad

de obtener cada vez mas estructuras bien sea mediante rayos-X o por RMN. En
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ausencia de tales estructuras, la determinacion estructural de proteinas
empleando métodos in silico se ha convertido en una herramienta importante para
muchos estudios. Se conoce que las estructuras tridimensionales de proteinas
obtenidas por simulaciones de DM son comparables en calidad y confiabilidad a
las obtenidas con resonancia magnética nuclear (RMN), y que en casos donde no
ha sido posible cristalizar la proteina, con modelado molecular se ha podido

compensar la falta de la misma.®"®

El modelaje comparativo, también llamado modelaje por homologia,®®
proporciona un modelo de estructura tridimensional (3D) de una proteina que esta
relacionado, al menos, con una estructura conocida de otra proteina de la misma
familia. Los métodos comparativos pueden predecir, de forma apropiada, la
estructura tridimensional de una proteina para la cual se conoce su secuencia de
AA (blanco) a partir de una o varias proteinas relacionadas de estructura conocida
o de referencia (plantilla). El proceso de prediccion de la estructura requiere la
identificacion y asignacion del plegamiento adecuado de la proteina de referencia,
la alineacién de las secuencias de la proteina blanco y la (s) referencia (s), la
construccion del modelo tridimensional, a partir de una serie de restricciones
espaciales que se encuentran en la estructura plantilla y que el modelo que se
construye debe satisfacer,” utilizando para ello procedimientos de optimizacién

geométrica, para finalmente validar el modelo obtenido.”*

Las proteinas determinadas por métodos comparativos de modelaje
molecular son clasificadas en tres categorias, segun el nivel de precision del
modelo obtenido.”*" La primera, considera aquellos modelos construidos en base
a secuencias que comparten menos del 30% de identidad de secuencia de AA.
Estos modelos tienen, con frecuencia, menos del 50% de sus atomos a unos 3,5 A
de su posicion correcta esperada. Aun asi, tienen el plegamiento correcto y
pueden ser de utilidad para predecir de manera aproximada su funcion bioquimica.
En la segunda, se encuentran aquellos modelos construidos en base a secuencias
con porcentajes de identidad entre el 30 y 50%. En ellos, el 85% de los atomos se

encuentra a una distancia menor a 3,5 A de su posicion correcta. Estos modelos
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son de utilidad para el disefio racional de proteinas mutantes, el disefio de
proteinas con estructuras compactas que le permitan una mejor cristalizacion, asi
como también, para disefiar proteinas con puentes disulfuro adicionales que le
proporcionen mayor estabilidad. En la ultima categoria se encuentran aquellos
modelos que han sido construidos a partir de patrones con los que comparte un
alto porcentaje de identidad (> 50%). La precision de estos modelos se aproxima
bastante a la de aquellas estructuras que han sido determinadas por cristalografia
de rayos-X con baja resolucion (3 A) o a las determinadas por RMN con mediana
resolucién. Estos modelos, y especialmente aquellos con un porcentaje de
identidad mayor al 70%, son de gran utilidad en proyectos de disefio de nuevos
farmacos, estudios de interacciones ligando-receptor y las interacciones de la

proteina modelada con otras macromoléculas.”

1.4.2 Dinamica molecular.

La simulacién de biomoléculas es hoy en dia una poderosa herramienta para
ayudar a comprender la estructura y la dinamica de sistemas biolégicos de interés,
como proteinas y acidos nucleicos, al detalle microscopico, literalmente a escalas
donde el movimiento de atomos individuales puede ser registrado en el tiempo.” A
continuacion se describe de forma breve las bases teoricas que conforman la

esencia de esta técnica computacional.

Una de las principales herramientas en el estudio teérico de moléculas
biolégicas es la DM, la cual calcula la evolucién en el tiempo para todos los
atomos de un sistema molecular. ElI fundamento de la DM es la integraciéon
numerica de la ecuacion de la segunda ley de Newton que relaciona la masa y la
aceleracion de cada atomo con el gradiente de la energia potencial. Dado un
potencial, 0 campo de fuerzas,’® la velocidad de un atomo se puede calcular para
un periodo dado de tiempo y los cambios en las coordenadas atbmicas pueden

ser determinados, recolectandolos en forma de su trayectoria.
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Una simulacion de DM tipica incluye las siguientes etapas: preparacion,
calentamiento, equilibrio y produccién.”” En la etapa de preparacion y
minimizacion se obtiene la estructura molecular de menor energia con todas las
coordenadas definidas para cada uno de sus atomos, se incluyen los iones y el
solvente mediante condiciones periddicas de contorno (PBC, Periodic Boundary
Conditions).”® El sistema minimizado representa la molécula a una temperatura

hipotética de “cero absoluto”.

El calentamiento se logra asignando las velocidades iniciales de acuerdo a
una distribucién de Boltzmann’ apropiada para la temperatura deseada y con
incrementos progresivos y consecutivos en las velocidades® o por acoplamiento a
un bafio térmico.®! El equilibrio del sistema en un ensamble NVT (particulas N,
volumen V y temperatura T constantes)® constituido por la proteina, el solvente y
los iones necesarios para lograr la neutralidad eléctrica, se logra permitiendo que
el mismo evolucione por un periodo de tiempo, mientras se integran las
ecuaciones de movimiento hasta que la temperatura promedio, energia, y otras
propiedades estadisticas del sistema alcancen el valor promedio en que la

estructura permanezca estable a la temperatura deseada.®*%4

Finalmente en la produccién, a partir de la estructura equilibrada se recoge la
informacion de las posiciones atomicas en funcién del tiempo para cada atomo y
se define asi la trayectoria del sistema que podrd ser analizada para obtener

informacion de interés.

En este trabajo se utilizaran métodos de modelaje comparativo para obtener
los modelos estructurales de las enzimas que no poseen estructuras cristalinas
disponibles, lo que permitira aprovechar la vision dinamica de una corrida de DM
con los modelos de Lm6-PGDH, Tc6-PGDH y sus correspondientes enzimas
mutadas in silico para profundizar en la comprension del comportamiento de la 6-
PGDH y proponer alguna explicacion a las diferencias encontradas en la cinética

de su reaccion enzimatica.
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1.4.3 Docking molecular.

Se llama docking molecular, anglicismo que se puede traducir como
posicionamiento molecular, a un procedimiento de la quimica in silico utilizado
para predecir la estructura de complejos receptor-ligando, donde generalmente el
receptor es una proteina blanco y el ligando una molécula pequefia.®® En particular
el docking proteina-ligando ocupa un lugar muy especial en el campo del docking
por sus aplicaciones en medicina y en el descubrimiento de nuevos

medicamentos.®®

La meta del docking proteina-ligando es predecir el reconocimiento
molecular de forma estructural y energética. En el aspecto estructural se quiere
encontrar el modo de union preferido de un ligando a una proteina de interés, para
formar un complejo proteina-ligando estable; por la parte energética, se busca
predecir la afinidad de la interaccibn mediante una funcién potencial que calcule la
energia de interaccion del complejo proteina-ligando. La forma en que se une un
ligando a un determinado receptor depende de sus variables de estado, la
posicion y orientacidon en el espacio del receptor y de la conformacion del ligando.
Cada una de estas variables describe un grado de libertad en un espacio de
basqueda multidimensional. El procedimiento general de cualquier método de
docking consiste en generar una pose (conformacion del complejo proteina-
ligando que tiene una posicion y orientacion determinada del ligando en el sitio
activo), calcular su energia de interaccion (El) y compararla de acuerdo a esa

puntuacion, o score, con las demas poses generadas.

Todos los métodos de docking requieren una estrategia de basqueda para
explorar el espacio conformacional y una funcion de puntuacién (o scoring) para
calcular la El de las diferentes poses obtenidas y con ellas clasificar los modos de
unién de un ligando candidato, para seleccionar el méas favorable. Un algoritmo de
busqueda riguroso deberia elucidar exhaustivamente todos los modos posibles de
union del ligando al receptor. Se deberian explorar los seis grados de libertad
traslacional y rotacional del ligando junto con los grados de libertad internos, tanto
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del ligando como del receptor, sin embargo esto en la practica es inviable debido
al tamafio del espacio de busqueda. Por lo tanto se realizan una serie de
restricciones y aproximaciones al problema fisico de la formacion del complejo, a
fin de reducir la dimension del problema; con ello, el tamafio del espacio
conformacional examinado es un compromiso entre la extensioén de la busqueda y
su exactitud con el costo computacional. Asi, los primeros estudios de docking
utilizaban la aproximacién de cuerpo rigido, fijando todos los grados de libertad
internos del receptor;®” para muchos casos esta aproximacién tiene muchas
limitaciones por lo que se han desarrollado otros algoritmos que tienen en cuenta
la flexibilidad del ligando e incluso también, en algin grado, la del receptor.®®®°
Respecto al método de busqueda conformacional, los algoritmos se clasifican en
dos grandes grupos: sistematicos y estocasticos, entre los primeros se cuentan
entre los sistematicos el leap frog® y en el segundo grupo destacan los que se
basan en el método Monte Carlo® y los de algoritmo genético.®? Respecto al tipo
de conformaciones del complejo, si se busca un minimo local o global del sistema
receptor-ligando, los algoritmos se clasifican en locales y globales. ElI Lamarckian
Genetic Algorithm LGA® es un método de blsqueda hibrido local-global, que ha
permitido no s6lo encontrar conformaciones que corresponden a minimos locales
sino también globales del espacio conformacional de un determinado complejo
receptor-ligando. En la actualidad, mucha de la investigacion en métodos de
docking apunta al muestreo del espacio conformacional, dada la importancia de
obtener una correcta conformacion del ligando para aumentar la probabilidad de
encontrar un ajuste complementario con la conformacion de la cavidad del

receptor.®*

La funcién de puntuacién o funcién scoring,®® es el otro ingrediente basico
del docking y corresponde al potencial matematico que representa la EI del
complejo receptor-ligando en funcion de la conformacion de este complejo.
Idealmente la El corresponde a la afinidad del ligando por un receptor dado, dentro
de las aproximaciones al modelo de la interaccion en base a potenciales. En
general, las funciones de scoring desarrolladas en muchos programas de docking

utilizados hoy en dia incluyen contribuciones los términos de interacciones no
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enlazantes y del solvente.?® El proceso mediante el cual un ligando se une a su
proteina receptora no es sencillo de describir cuantitativamente, ya que esta
influenciado por diversos factores entrépicos y entélpicos,®’ ademas de la
movilidad, tanto del ligando como del receptor, el efecto de la proteina sobre la
distribucion de cargas del ligando, el efecto del posicionamiento del ligando en la
conformacion del sitio activo del receptor, las interacciones con moléculas del
solvente, entre otros, por lo tanto la complejidad de la funcién de scoring también
es un elemento que debe balancearse con el tiempo de célculo a la hora de tratar

un sistema.

Muchos estudios han mostrado que una combinacion de estrategias han
tenido excelentes resultados en la prediccion del modo de unién de un ligando a

un receptor dado. En conjunto con ensayos de docking se ha utilizado con éxito la

98,99

DM para obtener la conformacién inicial de la proteina, 0 conjuntos de

conformaciones,’® asi como también la re-evaluaciéon de EI considerando

flexibilidad del ligando y de la proteina. %

El docking es una aproximacion que se ha aplicado con éxito en el campo

cientifico en la resolucion de problemas, como por ejemplo, en el descubrimiento

d,104

de farmacos,'® estudios estructura-activida en la basqueda y optimizacion de

105,106

lideres con barrido virtual de librerias, para predecir modos de union del

ligando a la proteina en estudios de mutagénesis,'®’ en el ajuste del sustrato y

ligandos en estructuras obtenidas con cristalografia de rayos X con la densidad

8 9

electronica,'® estudios de mecanismos de reaccion,'®® etc. La conclusion a lo

largo de los afios respecto a todos estos elementos que influyen en el éxito del
docking ha sido que para cada problema se debe ensayar el método que resulte
mas apropiado en relacion a las combinaciones algoritmos de busqueda y funcién

scoring de las que se disponga.'*®**
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1.4.4 Barrido virtual de librerias (virtual screening).

En las ultimas dos décadas el barrido virtual de librerias ha jugado un papel
preponderante en el descubrimiento de moléculas inhibidoras de proteinas que
son blancos terapéuticos.'*?!® En el area farmacéutica, es considerado la
herramienta mas importante del CADD que permite barrer grandes librerias de
compuestos y reducirlos a un conjunto clave de compuestos, o hits, que se
consideran candidatos a farmacos respecto a un blanco especifico.*'® Los
métodos virtuales para el barrido de librerias permiten realizar de forma eficiente y
en menor tiempo, ensayos que anteriormente soélo se realizaban con una
metodologia convencional in vitro, y que consumia gran cantidad de reactivos,
dinero y tiempo, gracias a los avances en recursos computacionales y a las
recopilaciones de grandes librerias de compuestos quimicos hechas por las
industrias quimica y farmacéutica, que han sido sintetizados y ensayados con el

paso de los afios y que pueden ser adquiridos.?>*%*

Un barrido de librerias basado en el receptor (receptor-based virtual

screening)*?

consiste en el posicionamiento molecular automatizado de forma
virtual de todos los ligandos de una base de datos, llamada libreria o quimioteca,
de forma individual y por separado, en el sitio activo de un receptor (proteina
blanco). En esta aproximacion, cuando se encuentra una conformacién éptima
para un ligando con una puntuacion alta (baja El) entre todas las obtenidas para el
conjunto de compuestos de la libreria, se dice que se ha identificado un hit
potencial para farmaco. El objetivo de utilizar el docking como la etapa final de un
barrido virtual es proporcionar una hipotesis estructural en tres dimensiones de
como el ligando interactia con la proteina blanco, a diferencia del objetivo del
barrido virtual que es el de generar hits para un determinado receptor. La
combinacion de barrido virtual con docking recibe el nombre de docking-virtual
screening,' para especificar la manera en que seran filtrados los compuestos de
la libreria para el receptor dado. El barrido virtual de librerias basado en el
receptor requiere de la estructura cristalina o de un modelo tridimensional de la

proteina blanco (receptor), a diferencia de los métodos basados en el ligando
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(ligand-based virtual screening),"?*

gue necesitan de al menos una molécula con
actividad conocida para establecer la busqueda de compuestos anélogos
estructuralmente y con ellos construir la libreria. Los métodos basados en el
ligando son utilizados en ausencia de informacion de la proteina blanco. También
existen métodos combinados, basados en el receptor y en el ligando, que pueden
aplicarse cuando se dispone tanto de la estructura del receptor como de

informacion de ligandos con actividad.

Un barrido virtual tipico contiene diferentes etapas de filtrado secuencial, o
en cascada, que conllevan a una reduccién del nimero de candidatos a ser
examinados experimentalmente, en base a propiedades ADMET vy otros

requerimientos, 212

para posteriormente realizar los ensayos clinicos. Los
resultados del barrido virtual son utilizados de manera iterativa para seleccionar,
ensayar y diseflar nuevos compuestos como parte del proceso de optimizacion de
lideres, en base por supuesto a su estructura y realizando cambios que mejoren

Su potencia, selectividad y/o parametros farmacocinéticos.
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1.5 Justificacion del trabajo.

La 6-PGDH es una enzima clave de la rama oxidativa de la ruta de las
pentosas fosfato involucrada en la generacion de ribulosa 5-fosfato y NADPH, el
cual es la mayor fuente de poder reductor para procesos biosintéticos y también
sirve para mantener el potencial redox necesario para la proteccion contra estrés
oxidativo y para una variedad de reacciones reductivas biosintéticas,
particularmente en la produccién de lipidos. Las diferencias encontradas entre la
6-PGDH humana y aquella de organismos patdégenos Kinetoplastidas como T.
brucei, Leishmania sp. y T. cruzi hacen que esta enzima sea considerada un
potencial blanco terapéutico apropiado. Los farmacos utilizados hoy en dia en el
tratamiento de enfermedades como leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la
enfermedad del suefio son ineficaces, en muchos casos su mecanismo de accion
es practicamente desconocido y también son téxicos o costosos. Hay muchas
personas que no responden al tratamiento y recientemente la resistencia del
parasito a farmacos como el Glucantime ha incrementado. En general, la
quimioterapia disponible esta muy distante de ser un tratamiento eficiente. Por
estas razones, se considera importante abordar este problema de salud que afecta
a la poblacién local con las nuevas tecnologias disponibles para el desarrollo y
disefio racional de farmacos. Todo ello con la intencién de mejorar la accion de los
farmacos; en el sentido de renovar la variabilidad estructural de los compuestos
utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis, y que podrian repercutir también
en el disefio de nuevos farmacos para otras enfermedades relacionadas con

parasitos como el mal de Chagas, o la enfermedad del suefio.

1.6 Objetivos.
1.6.1 Objetivo General.

Modelado molecular de las enzimas, nativas y mutadas, de la 6-PGDH de
Leishmania (Leishmania) mexicana y Tripanosoma cruzi, y tamizado virtual de una

libreria para la identificacion de compuestos lideres contra la leishmaniasis.
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1.6.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar el protocolo de DM que sera empleado en el modelado de las
enzimas de interés en condiciones fisioldgicas, utilizando como referencia la
estructura cristalina de Th6-PGDH.

2. Simular con DM, de acuerdo al protocolo establecido, las enzimas nativas Lm6-

PGDH y Tc6-PGDH, y sus enzimas mutadas in silico.

3. Analizar las trayectorias de las corridas de produccién para las enzimas, con

monitoreo de las distancias de los pares idnicos entre ambas sub-unidades.

4. Caracterizar comparativamente los sitios activos en las enzimas Lm6-PGDH y
Hs6-PGDH.

5. Realizar el barrido virtual de la libreria en las enzimas Lm6-PGDH y Hs6-PGDH.



2 MATERIALES Y METODOS
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2.1 Materiales.
2.1.1 Equiposy procesadores.

Para realizar los célculos de este trabajo se utilizaron dos equipos: un
computador personal con procesador AMD FX-6100 de seis nacleos 3,30 GHz, 1
Tb de disco duro, 8 Gb de memoria RAM y una estaciéon de trabajo Thinkcenter ®
de Lenovo con procesador INTEL® Xeodn de cuatro nucleos 2,80 Ghz, 1 Tb de
disco duro y 12 Gb de memoria RAM.

2.1.2 Programas de modelado molecular y visualizadores.

Se utilizaron los siguientes programas:

o DeepView/ Swiss-PdbViewer v4.0.1*?" para el alineamiento de secuencias de

las estructuras de las enzimas 6-PGDH, junto a sus enzimas mutadas.

2128

e VegaZ como interfase grafica para NAMD y tamizado molecular.

e NAMD v2.7**° para realizar la minimizacién de energia y DM de todas las

proteinas.

e VMD v1.9.1" (Visualization Molecular Dynamics) para ayudar a la
visualizacion de estructuras, andlisis de la estructura secundaria y los

archivos de trayectoria.

 Biovia Discovery Studio Visualizer v4.5™* para la preparacion de los ligandos
de la libreria para el tamizado virtual, para visualizar las estructuras del

tamizado molecular (complejos enzima/ligando) y preparar las figuras.

e PyMOL v1.3' para realizar las mutaciones in silico y visualizar las

estructuras del tamizado molecular (complejos enzima/ligando).
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e Autodock Vina®™*® para los ensayos de docking molecular y el barrido virtual

de la libreria.

e Ligand explorer'® para analizar los complejos enzima-ligando resultantes del

barrido virtual.

2.1.3 Herramientas de bioinformatica en linea.

Se utilizaron las siguientes herramientas:

Servidor Swiss-model**® para realizar el modelado por homologia.

e ProCheck®® para verificar las estructuras tridimensionales de las proteinas

modeladas.

e ProsaWeb'’ para validar las estructuras modeladas de acuerdo a su
plegamiento y energia.

e Castp'®y FindSITE'® para definir el sitio activo de una enzima.

2.2 Metodologia Experimental.

2.2.1 Obtencion de los modelos estructurales de las enzimas nativas de la
6-PGDH.
2.2.1.1 Identificacion y seleccion de la enzima de referencia.

Hasta la fecha se encuentran depositadas veinticuatro (24) estructuras de la
enzima 6-PGDH en el PDB pertenecientes a distintos organismos, todas obtenidas
mediante cristalografia de rayos-X. En este grupo se encuentran cinco estructuras
de la enzima homoéloga de O. aries en complejo con sustrato, coenzima e
inhibidores (cddigos PDB: 1PGN, 1PGO, 1PGP, 1PGQ y 2PGD), tres de la enzima
de H. sapiens: una de ellas con la coenzima NADPH (2JKV), una forma apo
(4GWG) y una con una molécula de acido 3-fosfoglicérico como ligando (4GWK);
otras catorce estructuras corresponden a la enzima de bacterias: cuatro de L.
lactis (2IYO, 2IYP, 21Z0 y 21Z1), tres de E. coli (2ZYA, 2ZYD y 3FWN), dos de
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G.stearothermophilus (2W8Z y 2W90), y una para G. metallireducens (3PEF), S.
cerevisiae (2P4Q), Corynebacterium glutamicum (3DFU), K. pneumoniae (2ZYG) y
Dyadobacter fermentans (4GBJ) y por ultimo soélo una proteina homodloga

correspondiente a parasito, la del T. brucei (1PGJ).

En base a la alta identidad de secuencia de Th6-PGDH con Lm6-PGDH y
Tc6-PGDH, ademas tomando en cuenta que T. brucei se trata de un organismo
parasito relacionado con Leishmania y del que se dispone su estructura cristalina
en forma apo de la enzima a buena resolucion (2,8 A) (Tabla 2.1), se selecciono la
estructura Th6-PGDH como estructura de plantilla o “template” para el modelado
molecular por homologia de las enzimas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH, que son las

proteinas a modelar o “target”, tal y como se ha reportado previamente.**

2.2.1.2 Modelado por homologia de Lm6-PGDH y Tc6-PGDH.

Las enzimas 6-PGDH de L. (L.) mexicana y T. cruzi no tienen estructura
cristalina reportada en el PDB, principalmente debido a problemas de inestabilidad
encontrados al momento de ensayar con la estructura nativa. A fines del estudio
de DM que se realiz6 en este trabajo, fue necesario primero obtener las
estructuras tridimensionales para estas enzimas por homologia a Tbh6-PGDH de

acuerdo a la metodologia ya descrita.**

Tabla 2.1. Caracteristicas de la estructura cristalina de la enzima plantilla Th6-PGDH.

Nombre 6-PGDH

Organismo T. brucei
PDB ID 1PGJ

Cadenas Dos: Ay B
Masa estructural 104568,23 Da

Método experimental Rayos X
Resolucién 2,8 A
R-value 0,186
R-free 0,273

Otros componentes Solvente H,0, SO,?




Materiales y Métodos 61

En este sentido, se utilizaron las secuencias de aminoéacidos
correspondientes para las enzimas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH en formato FASTA
obtenidas del Banco de Datos de Secuencias Genéticas, GenBank,*° bajo los
codigos AAQ92344 y AAQ63816.1, respectivamente. Para realizar el modelado
por homologia de una proteina blanco o “target” se alinea su secuencia con la de
la enzima de plantilla o “template” en base a la correlacion de sus AA, establecida
de acuerdo a métodos matriciales con el programa CLUSTAL.* Una vez
realizado el alineamiento de ambas secuencias y en base al plegamiento presente
en la estructura de referencia, se toma en cuenta sus caracteristicas geométricas
y estereoquimicas para generar el modelo de la secuencia blanco. Como la
enzima 6-PGDH es un homo-dimero, antes de ensamblar su estructura
cuaternaria correctamente se modelaron por homologia ambas sub-unidades por
separado. Para ello se utilizé el programa Deep View/SwissPdb Viewer*?” con el
cual se alinearon todos los residuos de ambas sub-unidades (la de referencia y la
gue se quiere modelar) y se generd el modelo 3D de una sub-unidad (cadena A).
De manera analoga, se realizé el modelado de la estructura 3D de la segunda
sub-unidad del dimero de la enzima 6-PGDH (cadena B). Ambos modelos, la sub-
unidad A y la B, se combinaron utilizando la herramienta “merge” de Deep
View/SwissPdbViewer y la matriz de transformacion de la celda unitaria de la
estructura cristalina de la enzima de referencia (contenida en el archivo PDB),
segun la cual se aplican automaticamente las operaciones matematicas
necesarias para ensamblar el dimero a partir de las dos sub-unidades individuales.
De esta manera se obtuvo el dimero de la enzima 6-PGDH de L. (L.) mexicana y

también el de T. cruzi para su posterior refinamiento con métodos de DM.

2.2.1.3 Validacion de los modelos obtenidos.

Los modelos obtenidos para la enzima 6-PGDH se cargaron en el modo

automatico del servidor Swiss-Model**®

para verificar el alineamiento con la
secuencia de referencia y la completitud de sus AA. También como parte de la

validacion se realiz6 la revision geométrica de los mismos con el grafico
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Ramachandran y el andlisis de ProCheck!®

ProsaWeb.*®’

y la validacion energética de

2.2.2 Dinamica molecular de las enzimas 6-PGDH.
2.2.2.1 Preparacion de las estructuras.

Ademas de modelar las enzimas de interés Lm6-PGDH y Tc6-PGDH, para
esta investigacion se realiz6 a fines comparativos la DM de Th6-PGDH por
considerar su estructura cristalina como referencia. Todas las estructuras iniciales
de la enzima 6-PGDH para las diferentes especies fueron preparadas para la DM
de la siguiente manera: se afadieron los atomos de hidrogeno a las cadenas
laterales de los residuos de la proteina (de acuerdo con los estados de
protonacion correspondientes a un pH fisiologico, pH = 7) y los &tomos de oxigeno
de los extremos C-terminal (tipo OXT) a cada sub-unidad del dimero, para
después verificar la quiralidad de todos los AA de la proteina. Posteriormente y
para relajar la conformacion inicial y disminuir los contactos entre atomos que
aumenten la repulsion estérica se minimizé la energia de cada estructura en dos
etapas. Primero se realizé la minimizacion de los atomos de H agregados al
modelo con 5 ps (5000 fs), manteniendo el resto de la proteina fija. Luego, se llevo
a cabo otra minimizacién geométrica de 10 ps para relajar las cadenas laterales,
con los atomos pesados del esqueleto fijos (C, N, O). En todas las minimizaciones
el potencial viene dado por CHARMM? y fueron realizadas con el algoritmo de
gradiente conjugado hasta que el rms (root mean square, raiz cuadrada media) del
gradiente fuera menor que 0,01 kcal-mol™*-A™,** un tiempo de integracion de 1 fs,
una distancia de corte o “cutoff’ de 12 A para las interacciones no enlazantes,
distancia para activar la funcion de corte “switching function” de 10 A y una
distancia para inclusion de pares en el conteo de interacciones no enlazantes “pair

list distance” igual a 14 A.

Para asegurar la neutralidad eléctrica, se calculd el potencial de la estructura
minimizada con CHARMM, se asignaron las cargas Gastgeiger'** y se afiadieron

los iones necesarios para neutralizar la carga total de la proteina.'*® Entonces se
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procedio a solvatar la proteina con moléculas de agua de forma explicita utilizando
PBC. En este paso se afiadi6 una caja de agua TIP3P,** de lados a, b, ¢, cuyo
tamafio asegurara que la proteina estuviera inmersa de forma completa en el
agua. Luego, el sistema definido por la enzima 6-PGDH, los iones y el solvente se

minimizé utilizando PBC y el algoritmo Particle Mesh Ewald (PME)**’

para el
calculo de interacciones electrostaticas. La minimizacion se realiz6 en dos etapas
sucesivas de la siguiente manera: primero se relajaron las tensiones entre
moléculas en el agua recién afiadida, con 10 ps de gradiente conjugado,
manteniendo fijos los iones y la proteina, y luego, se minimizaron las cadenas
laterales, el agua y los iones, con 20 ps de gradiente conjugado, manteniendo fijos

los &tomos pesados del esqueleto de la proteina.

El procedimiento utilizado para preparar cada uno de los sistemas para
realizar la DM comprendié la revision inicial y minimizacion, neutralizacion y
solvatacion (Figura 2.1). Asimismo, las simulaciones de DM para las enzimas 6-
PGDH comprendieron cuatro etapas generales que se describen a continuacion:

calentamiento, liberacién de restricciones o pre-equilibrio, equilibrio y produccion.

2.2.2.2 Calentamiento.

Para asignar una distribucion de velocidades a todos los atomos del
sistema de forma tal que éste se encuentre a la temperatura de simulacion (300
K), el mismo se calenté desde 0 K hasta 300 K con una corrida de 90 ps (90.000
fs) a una tasa de 0,1 K cada 30 fs, con re-escalamiento de las velocidades y un
tiempo de integracion de las ecuaciones de Newton de 1 fs de acuerdo al

algoritmo Verlet.**

El calculo de las velocidades iniciales de cada atomo se realiz6 de acuerdo
a la ecuacion de Boltzmann. Las interacciones electrostaticas se calcularon con el
algoritmo PME cada cuatro pasos y las interacciones no enlazantes de van der
Waals cada dos pasos, con ciclos de 20 pasos para totalizar la energia del

sistema; los valores de las distancias de corte y de la funcion interruptor se
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mantuvieron tal y como se hizo para la minimizacion de energia en la preparacion

de la proteina (Seccion 2.2.2.1).

Minimizacion
modelo 6-PGDH

Neutralizar cargas

Solvatacion:
caja de agua de dimensiones
axbxc

Sistema:
proteina + iones + solvente

Minimizacion por etapas
para relajar solvente

Fig. 2.1. Preparacion de la proteina para realizar la simulacidn utilizando condiciones
periddicas de contorno (celda con dimensiones a x b x ¢) y agua como solvente.



Materiales y Métodos 65

2.2.2.3 Pre-equilibrio con liberacion de restricciones.

Una vez que el sistema se encuentra a la temperatura deseada se requiere
de la liberacion progresiva de la constante de fuerza aplicada a los atomos
pesados del esqueleto de la proteina que se mantuvieron fijos en las etapas
anteriores, en una etapa llamada de “pre-equilibrio”. En este caso se utilizd el
factor de escalamiento para ir disminuyendo la restriccion y asi equilibrar el
sistema a 300 K conservando el plegamiento natural de la proteina. Se realizaron
once corridas de DM consecutivas de 100 ps cada una (identificadas como corrida
[, I, 1, ..., XI), para un total de 1.100 ps (1,1 ns) de pre-equilibrio, con disminucion
del factor de escalamiento desde 0,9 a 0,015, respectivamente, para ir desde un
valor de constante de fuerza de 90 kcal-mol*-A? (corrida 1) hasta uno de 1,5
kcal-mol™-A” (corrida XI), que corresponde al minimo valor necesario para evitar
distorsiones de la proteina y perdida de estructura secundaria en las simulaciones

posteriores.

2.2.2.4 Equilibrio.

Al sistema de la proteina neutralizada con la caja de agua se realizaron 500
ps de DM para equilibrar el sistema a la temperatura de 300 K y la minima
restriccion de 1,5 kcal-mol ™A,

2.2.2.5 Produccion.

A partir del sistema equilibrado a 300 K se realizé la DM de produccion para
recolectar las configuraciones del mismo en forma de trayectoria que serviran para
el andlisis de las coordenadas y velocidades de sus atomos. Durante esta etapa
de registro se guard6 una configuracién cada 1 ps (1.000 fs), para un total de 5000

configuraciones durante un tiempo total de simulacién de 5 ns (5.000.000 fs).

2.2.2.6 Validacion de los modelos obtenidos.

Al finalizar la etapa de pre-equilibrio, equilibrio y produccion de la DM se
evalu6 la calidad de la estructura de la enzima 6-PGDH resultante con las
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herramientas de ProCheck™* y el servidor Prosaweb,™®*’ como ya se ha descrito
para la validacion de los modelos en la Seccion 2.2.1.3. En el sistema equilibrado
para cada enzima, se verificO que la densidad de la caja de agua del sistema
simulado correspondiera a la densidad del solvente a la temperatura deseada
(aprox. 1 g/mL).**° En la Tabla 2.2 se resumen las condiciones utilizadas en la
preparacion y DM de cada uno de los sistemas simulados correspondientes a las

enzimas nativas de la 6-PGDH bajo estudio.

2.2.3 Analisis de trayectoria y puentes salinos.

En la 6-PGDH se encuentran cinco pares iénicos en la region C-terminal de
cada sub-unidad que contribuyen al mantenimiento de su estructura cuaternaria.
Como la enzima es un homo-dimero, estas interacciones pueden ocurrir entre los
residuos de la cadena A con los de la B, y viceversa. A efectos de la descripcion
estructural, y para el analisis posterior, se hombran los puentes AB para referirse
a aquellos que se forman en un lado del dimero, y BA para denotar los que se
forman del otro. En lo sucesivo, se realizara la discusién de las geometrias de
puentes salinos segun la nomenclatura para tipos de atomos en AA recomendada

para estructuras obtenidas con RMN por la I.U.P.A.C.*° (Figura 2.2).

Tabla 2.2. Sistemas simulados para enzimas nativas de la 6-PGDH.

Enzima Th6-PGDH Lm6-PGDH Tc6-PGDH
Fuente PDB (1PGJ) M;])delada por Modelada,por
omologia homologia
Temperatura (K) 300 300 300
N° atomos totales en la simulacion 102.315 99.415 105.231
N° de moléculas de solvente 29.223 29.404 34.934
lones 24 CI 12 Na* 24 CI
Masa total (u.m.a) 630.855 613.915 648.279
Cargatotal (e) 0 0 0
Tamario de la caja (A®) 108 x 111 x 85 108 x 106 x 83 114 x 109 x 82
Densidad (g/mL) 1,02 1,08 1,03
Tiempo de pre-equilibrio (ns) 1,1 1,1 11
Tiempo de equilibrio (ns) 0,5 0,5 0,5
Tiempo de produccidn (ns) 5 5 5
k (kcal-mol™A™) 1,5 1,5 1,5
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Fig. 2.2. Nomenclatura de los &tomos en los residuos involucrados en los puentes de interés
en la enzima 6-PGDH.™

2.2.4 Clasificacion de los pares ionicos.

En el analisis de trayectoria de las corridas de produccion de la DM de cada
enzima se adoptaréa la definicion de Nussinov y colaboradores,** de acuerdo a la
cual los pares ionicos se clasifican dependiendo de la distancia a la que ocurren
como: puente salino, par N-O o par i6nico de largo alcance. Para estudiar las
interacciones entre residuos cargados es util definir la geometria del par con la
ayuda del concepto de centroide (r). Como su nombre lo indica el centroide es la
distancia entre los centros geométricos de los aminoacidos cargados positiva y
negativamente que forman el par (Figura 2.3). En el analisis de trayectoria de
acuerdo al tipo de residuo, se definieron los centroides de cada AA tomando en
cuenta los atomos Cy, 081 y 082 para D, Cd, O¢1 y Oe2 para E, Ng, CZ, Nn1, Nn2
en R, Cy, N&1, Cd2, Ce1y Ne2 en Hy N para K.
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Fig. 2.3. Centroides paralos grupos cargados en las cadenas laterales de los AA
involucrados en los pares i6nicos entre sub-unidades bajo estudio de la 6-PGDH (a) R-E (b)
K-E (¢) R-D y (d) H-D (La “x” azul muestra la posicion del centroide cuando no coincide con

un &tomo)

Dependiendo de la orientacién relativa entre los grupos cargados de los AA
de un par i6nico se pueden encontrar tres tipos de interacciéon de acuerdo a

Nussinov®?

(Figura 2.4). Al examinar los pares ionicos de interés, si la distancia r
entre los centroides de ambos grupos cargados result6 menor o igual a 4 A, de
manera que los grupos cargados de las cadenas laterales tienen la mejor
orientacién geométrica entre si la interaccion se clasific6 como puente salino™®?
(Figura 2.4a). Si la distancia entre centroides fue mayor a 4 A, pero al menos un
par de atomos de N y O de las cadenas laterales se encontraba a una distancia de
4 A, la interaccion fue clasificada como par N-O (Figura 2.4b). Cuando la distancia
entre centroides fue mayor a 4 A y no se encontré algin par N-O a esa distancia,
la interaccion se clasific6 entonces como interaccion de largo alcance (Figura

2.4c).
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Fig. 2.4. Tipos de interacciones entre pares i6nicos presentes en proteinas.™" (a) Puente
salino (b) Par N-O (c) Par i6nico de largo alcance (C verde, N azul, O rojo).

2.2.5 Enzimas mutadas Lm*6-PGDH y Tc**6-PGDH.

A objeto de restituir los puentes salinos que no estan presentes en Lm6-
PGDH y Tc6-PGDH (respecto a Th6-PGDH) se realizaron mutaciones in silico en

las estructuras de menor energia resultantes de la DM de cada una de ellas.

Los cambios puntuales de residuos en cada estructura se llevaron a cabo
mediante el programa PyMOL.*? En la enzima mutada de L. (L.) mexicana, Lm*6-
PGDH, se realiz6 la mutacion *”’A—*""E para restituir el puente salino (par 2) que
estd presente en Th-PGDH, y en la enzima doble mutada de T. cruzi, Tc**6-
PGDH, se mutaron dos residuos: *°C—*°R y 2**v—2%D, para restituir los pares

i6nicos 3y 4, que son puentes salinos en la enzima de T. brucei (Tabla 2.3).

Los modelos de las proteinas mutadas fueron preparados para la DM,
validados y simulados de acuerdo al procedimiento ya descrito (Seccién 2.2.2),
con extension del tiempo de equilibrio en 1 ns respecto a las enzimas nativas, para
una corrida de produccion de 5 ns. En resumen, la Tabla 2.4 muestra las
condiciones utilizadas en la preparacion y DM de cada uno de los sistemas
correspondientes a las enzimas mutadas. Finalmente para el analisis, el
comportamiento en la simulacion de DM de los pares ionicos bajo estudio en las

enzimas mutadas fue comparado con el de sus correspondientes enzimas nativas.
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Tabla 2.3. Pares iénicos inter sub-unidades presentes en las enzimas nativas y mutadas de
Th6-PGDH, Lm6-PGDH, Tc6-PGDH.

Par i6nico Th6-PGDH Lm6-PGDH Tc6-PGDH Lm*6-PGDH Tc**6-PGDH
1 R459-E134 R459-E134 R459-E134 R459-E134 R459-E134
2 E477-K139 - E477-K139 E477-K139" E477-K139
3 E463-R259 E463-R259 - E463-R259 E463-R259"
4 R464-D246 R464-E246 - R464-E246 R464-D246"
5 D466-H255 D466-K255 D466-H255 D466-K255 D466-H255

— No hay par iénico.
# Par i6nico restituido por mutagénesis in silico.

Tabla 2.4. Sistemas simulados para enzimas mutadas de la 6-PGDH.

Enzima Lm*6-PGDH Tc**6-PGDH
Fuente Mutacion in silico Mutacion in silico
Residuos mutados TIASTTE PICPR My 2D
Temperatura (K) 300 300
N° atomos totales en la simulacién 102.202 106.620
N° de moléculas de solvente 29.212 30.618
lones 14 Na* 24 Cr
Masa total (u.m.a) 630.740 656.650
Cargatotal (e) 0 0
Tamafio de la caja (A% 109 x 112 x 83 113 x 109 x 82
Densidad (g/mL) 1,03 1,07
Tiempo de pre-equilibrio (ns) 1,1 1,1
Tiempo de equilibrio (ns) 1,5 1,5
Tiempo de produccion (ns) 5 5
k (kcal-mol™-A™) 1,5 1,5

2.2.6 Identificacion y caracterizacion de la cavidad de sitio activo.

Las estructuras de minima energia encontradas durante los 5 ns de la
dindmica de produccién para las enzimas de Lm6-PGDH y Hs6-PGDH, fueron
cargadas en el servidor en linea de Castp (Computed Atlas of Surface Topography
of Proteins)** y FINDSITE,**°para ubicar la cavidad correspondiente al sitio activo
de la 6-PGDH de cada especie y compararlas, identificando cada una por sus
aminodacidos caracteristicos, implicados en la uniéon del sustrato y cofactor, a fines

del disefo racional de farmacos.
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2.2.7 Ensayos de posicionamiento molecular (Docking).
2.2.7.1  Preparacion del receptor Lm6-PGDH.

La estructura de menor energia resultante de la DM de Lm6-PGDH se
superpuso con las estructuras cristalinas de LI6-PGDH y Oa6-PGDH (cédigos de
acceso en PDB: 21Z0 y 1PGP, respectivamente) para posicionar en su sitio activo
las moléculas de la coenzima y el sustrato, ya que la enzima de L. (L.) mexicana
no se encuentra cristalizada, ni en su forma apo ni con ligandos. El cofactor
NADP" forma parte del sitio activo y posee un N como sal de piridina (tipo de

atomo no incluido en los campos de fuerza CHARMM),#

por ello fue necesario
minimizar su estructura por separado asignando cargas de acuerdo a la
aproximacion semi-empirica PM3 implementada en MOPACS6.0,*>® para luego
incorporarlas a la estructura del cofactor en Lm6-PGDH. Esta estructura de Lm6-
PGDH con una molécula de NADP* en una de sus cavidades fue minimizada en
etapas como se ha descrito para la preparacion de estructuras en la Seccidn
2.2.2.2 de Materiales y Métodos, y fue utilizada para un docking del 6PG en su
sitio activo. Para realizar la busqueda conformacional del ligando, con Autodock

154 se definié una rejilla ctbica o caja de 1 A de resolucién en el centro de la

Tools
cavidad que comprende el sitio activo de la proteina de tamafio 18 A x 16 A x 16
A, asegurando que todos los residuos clave reportados para la 6-PGDH se
encontraran dentro de la caja. A la estructura del receptor obtenida se le afiadieron

las cargas Gasteiger***

(sin incluir al cofactor), se definieron los tipos de atomo de
cuerdo al campo de fuerzas AutoDockVina,'*® se le removieron los H apolares y
finalmente se guard6 la estructura del receptor en un archivo pdbqgt para el

docking.

2.2.7.2 Preparacion del ligando 6PG.

La molécula de ligando 6PG fue minimizada en presencia del receptor Lm6-

PGDH y del cofactor, luego se removieron todos los atomos de la proteina y

144

cofactor, se asignaron las cargas Gasteiger—" al ligando, se definié el potencial de
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acuerdo al campo de fuerzas AutodockVina®™*®, se removieron los H apolares, y se
guardo la estructura en formato pdbqt.

2.2.7.3 Posicionamiento del 6PG en el sitio activo de Lm6-PGDH (docking).

Se realizdé un docking a partir de las estructuras .pdbqt del receptor Lm6-
PGDH y del ligando, buscando 10 conformaciones del mismo con variacion de sus

3 utiliza

enlaces flexibles en el sitio activo definido por la caja. AutodockVina®®
algoritmo genético para hallar la conformacién, o pose, del ligando en el sitio
activo del receptor y una funcion de puntuacion basada en el campo de fuerzas

Autodock para calcular las El de las poses.'*®
2.2.7.4 DMdel complejo Lm6-PGDH/6PG.

La estructura del complejo de Lm6-PGDH y 6PG de menor El
correspondiente a la pose 1 del docking anterior, se prepard de acuerdo a los
procedimientos ya descritos en la Seccion 2.2.2, para llevar a cabo una corrida de
DM de 1 ns de produccion a 300 K utilizando PBC. La estructura de menor energia
resultante para la trayectoria de la DM fue seleccionada para los ensayos
posteriores de barrido virtual.

2.2.7.5 Obtencién de la estructura del receptor de Hs6-PGDH.

Se preparo la estructura del receptor de la enzima Hs6-PGDH de acuerdo a
la metodologia ya descrita en la seccién anterior para la enzima Lm6-PGDH. En
este caso la enzima humana si se encuentra cristalizada y depositada en el PDB
(codigo de acceso: 2JKV) junto a una molécula de cofactor NADP®, sin sustrato.
Dicha estructura se preparo para las simulaciones de la forma usual, agregando H
a pH fisiologico y relajando los atomos afadidos progresivamente, luego se
minimizd y se asignaron cargas a la proteina y al cofactor (MOPACG6.0 PM3) por
separado. A partir de esta estructura el sustrato fue reposicionado en su sitio

activo con una etapa de docking y un espacio de busqueda definido por la caja de
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18 A x 24 A x 16A centrada en el sitio activo. A partir de la estructura del complejo
Hs6-PGDH/6PG resultante para la pose 1 (de menor El) se realiz6 una DM de 1
ns a 300 K, cuya conformacién de menor energia fue seleccionada como

estructura del receptor para el barrido virtual de la libreria.

2.2.8 Construccion de la libreria de compuestos a ensayar.

En base a los inhibidores encontrados para Th6-PGDH con més del 50% de
inhibicion a 50 uM (Figura 1.12) se realiz6 una busqueda en las bases de datos
ZINC™® y Malaria Box*®’ para encontrar compuestos con indice de similaridad de

Tanimoto**®

igual o mayor a 0,7. Las estructuras en 3D resultantes de la busqueda
fueron descargadas en formato sdf de las paginas web de origen. Se revisaron las
estructuras de cada compuesto y su estado de ionizacion a pH fisioldgico. De los
resultados obtenidos en las diferentes bases de datos se eliminaron los
compuestos repetidos y se guardaron en un unico archivo sdf con 780 compuestos
en total, empleando para ello el programa Biovia Discovery Studio Visualizer.'®
Antes de iniciar el barrido virtual cada compuesto de la libreria fue preparado
automaticamente como ya ha sido descrito en la preparaciéon de un ligando

(Seccion 2.2.7.2.1).

2.2.9 Barrido virtual de la libreria de ligandos.

El barrido virtual en base al receptor se realizé de forma automatizada con
el script virtual screening implementado en Vegazz'®® para AutodockVina,™* de
acuerdo al posicionamiento molecular de cada uno de los compuestos de la
libreria en el sitio activo de la enzima 6-PGDH de las especies L. (L.) mexicana y
H. sapiens por separado, un total de 20 veces cada enzima y con una busqueda
de 10 conformaciones por ligando. Los compuestos de la libreria fueron ordenados
de acuerdo a la puntuacién, o score, de cada uno de los complejos ligando-

receptor hallados, calculada como El.
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2.2.9.1 Andlisis de las poses y energias de interaccion de los ligandos.

Los veinte ligandos posicionados con menor energia y mayor frecuencia en
los ensayos de barrido virtual para la enzima de Lm6-PGDH, que no se
encontraban en los primeros ligandos obtenidos para el barrido virtual de Hs6-
PGDH, se seleccionaron como los compuestos hits para examinar sus
interacciones en los complejos con Biovia Discovery Studio Visualizer™! vy

Pymol.**

2.2.10 Optimizacion de los complejos enzima-ligando.

Las primeras poses de los tres hits obtenidos en complejo con Lm6-PGDH y
Hs6-PGDH fueron optimizadas con una DM para el complejo enzima-ligando.
Cada estructura fue preparada, neutralizada y solvatada como se describio en la
Seccion 2.2.2 y se corrié una dindmica de produccion de 1 ns a 300 K utilizando
PBC.



3 RESULTADOS Y DISCUSION




3.1 Modelado molecular de la enzima 6-PGDH.
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3.1.1 Obtencion de los modelos estructurales de Lm6-PGDH y Tc6-PGDH.
3.1.1.1 Introduccion.

La disponibilidad de recursos computacionales y herramientas
bioinforméticas permite ahora modelar estructuras que antiguamente resultaban
inaccesibles para estudios detallados a nivel molecular. Es el caso de la proteina
6-PGDH de L. (L.) mexicana y de T. cruzi; en estas especies la enzima se
conserva respecto a su estructura cuaternaria, los residuos cataliticos y ademas
cumple la misma funcién en el catabolismo de la glucosa. Sin embargo, también
en ellas es una caracteristica particular su labilidad, entendida como la pérdida de
actividad enzimatica cuando se ha intentado ensayar la enzima nativa, lo que ha
imposibilitado su aislamiento y caracterizacion. Debido a ello, para realizar las
simulaciones de DM fue viable obtener los modelos 3D de las estructuras de Lm6-
PGDH y Tc6-PGDH mediante el uso de métodos in silico de modelado

comparativo.

El modelado comparativo, también llamado modelado por homologia, nos
permite obtener un modelo de la estructura tridimensional de una proteina que
esta relacionada, al menos, con una estructura conocida experimentalmente. Para
la 6-PGDH el andlisis de las estructuras cristalinas de la enzima de O. aries,® T.
brucei,* y L. lactis,** ha permitido establecer que la forma activa de la enzima es
un homo-dimero, cuyos mondémeros se encuentran unidos al enlazar el tallo de
una sub-unidad a la otra. En base a los estudios ya realizados con estructuras
cristalograficas y al alto porcentaje de identidad de secuencia de AA encontrado al
comparar la secuencia de la enzima de T. brucei con L. (L.) mexicanay T. cruzi se

procedié a generar un modelo para éstas ultimas, el cual fue validado y refinado.

3.1.1.2 Modelado por homologia de la estructura de la enzima 6-PGDH de L.
(L.) mexicanay T. cruzi.

Las estructuras de la proteina 6-PGDH de L. (L.) mexicana y T. cruzi fueron

obtenidas mediante modelado por homologia en referencia a la enzima de T.
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brucei siguiendo la metodologia ya reportada,*! en base a los altos % de identidad
de secuencia de AA encontrados: 71,19% para Lm6-PGDH y 78,29% en el caso
de Tc6-PGDH. La Tabla 3.1 muestra los resultados obtenidos para la validacion de
ambos modelos de acuerdo a los valores reportados. La comparacion del modelo
generado para L. (L.) mexicana respecto a la estructura de referencia de Th6-
PGDH, mostré un RMSD de 0,07 A para los 478 atomos de Ca del esqueleto del
monomero, lo cual refleja la buena concordancia entre ambas estructuras, ya que
es minima la desviacion del modelo obtenido respecto al patrén, dentro del
intervalo de RMSD de 1,0 y 1,5 A aceptado para estructuras modeladas por
homologia. Phi y Psi son los angulos de torsion de todos los residuos de la 6-
PGDH. El alto valor del %Phi/Psi se corresponde a un alto numero de residuos
con combinaciones de angulos Phi-Psi en regiones favorables. Los valores
obtenidos para el modelo de T. cruzi también se encuentran con bajo RMSD y Z-
score tipico de estructuras nativas, de acuerdo a lo esperado para un modelo
generado en base a una plantila con tan alto porcentaje de identidad de
secuencias de AA. El alineamiento de secuencias, el grafico Ramachandran y la
validacion de Prosa-Web para los modelos generados de Lm6-PGDH y Tc6-PGDH

se presentan en el Apéndice A.

Tabla 3.1. Modelado por homologia de las enzimas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH respecto a Th6-

PGDH.

T. brucei L. (L.) mexicana T. cruzi
Cddigo PDB 1PGJ - -
N° residuos p/cadena 478 478 476
N° residuos del dimero 956 956 952
% ID secuencia 100 % 71,19% 78,29%
RMSD At. Ca (A) - 0,07* (0,08 474 Ca at.)* 0,05 (0,05 474 Ca 4t.)*
Z-score (por cadena) -10,1 (A)/ -10,11 (B) - 9,89 (A) /-9,90 (B) -10,15 (A) / -10,24 (B)
% Phi/Psi® 91,1 90,6 (92) * 90,6 (92)*

* Respecto a Th6-PGDH (cédigo 1PGJ)
* (Valor para el modelo reportado)41
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3.1.1.3 Discusioén.

Los modelos estructurales para las enzimas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH que
fueron utilizados en esta investigacion fueron generados utilizando modelado por
homologia en base a la metodologia ya reportada;** los mismos presentan valores
bajos de RMSD respecto al patrén, 0,07 y 0,05 A respectivamente, gréaficos de
Ramachandran con alto porcentaje de residuos en las regiones mas favorables
(méas del 90%) y Z-scores acordes a los reportados para el plegamiento de
estructuras cristalinas. Todos los pardmetros geométricos y energéticos
determinados permitieron validar nuestros modelos para ser utilizados en las
simulaciones de DM, que permitiran su refinamiento a nivel molecular en medio

acuoso a 300K y su uso posterior para las mutaciones in silico.

3.1.2 Dinamica molecular de las enzimas nativas y mutadas de la 6-PGDH de
T. brucei, L. (L.) mexicanay T. cruzi.

3.1.2.1 Introduccioén.

Los modelos generados por homologia para las estructuras de la enzima 6-
PGDH de L. (L.) mexicana y T. cruzi no corresponden a estructuras cristalinas o
elucidadas por RMN vy, por tanto, pueden ser refinados estructuralmente con
métodos de simulacion de proteinas. En esta investigacion la DM permiti6 ademas
comprender a nivel molecular la naturaleza de los diferentes pares idnicos que
ayudan a mantener la estructura dimérica de la enzima. Durante el tiempo de la
simulacién, y en base a nuestros objetivos, la descripcidon del sistema de acuerdo
a la mecanica molecular en el entorno simulado y a la temperatura deseada
constituye una representacion teorica apropiada de la macromolécula para un

sistema de esta magnitud.

Antes de simular la enzima Lm6-PGDH con DM fue necesario utilizar la
estructura cristalina de T. brucei para establecer las condiciones y los parametros
de la simulacién requeridos por los programas disponibles (Vegazz'*® y NAMD'%).

Esta corrida sirvio de DM “patrén” o de calibracion para definir la metodologia a
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utilizar con las enzimas de interés. El andlisis de trayectoria de las simulaciones de
DM permitié obtener informacion de la evolucion en el tiempo de las distancias
entre pares ionicos en la estructura de la 6-PGDH para Kinetoplastidas. Asimismo,
a partir de las estructuras de minima energia resultantes de la DM para Lm6-
PGDH y Tc6-PGDH, fue posible realizar las mutaciones in silico de los residuos en
sus respectivas secuencias de AA con la finalidad de restituir los puentes faltantes

en ellas (en comparacion a la enzima Tb6-PGDH).

3.1.2.2 Preparacion de las estructuras de las enzimas 6-PGDH para la
dindmica molecular.

3.1.2.2.1 Minimizacion de energia.

Antes de cualquier DM es necesario minimizar la energia del sistema a
objeto de encontrar una estructura con geometria 6ptima, es decir, aquella donde
los 4&tomos no se encuentren ubicados entre si de forma tal que la repulsion
estérica sea desfavorable. En primer lugar para minimizar la estructura de Th6-
D129 y

una restriccion de los atomos pesados del esqueleto de la proteina aplicada como

PGDH, se utilizo el algoritmo de gradiente conjugado implementado en NAM

constante de fuerza k en el archivo PDB (columna B). Es practica comun al
simular proteinas fijar los atomos pesados de su esqueleto en lo que se conoce
como una minimizaciéon con atomos fijos, o aplicar una constante de fuerza a los
atomos para restringir su movimiento a una posicion de referencia en la llamada
minimizacion con restriccion y asi relajar los atomos de las cadenas laterales
manteniendo la estructura secundaria. En la minimizacién de la estructura se
encontré que utilizando valores de k menores a 100 kcal-mol™*-A?no se conservan
los elementos de la estructura secundaria tipicos del plegamiento de la estructura
cristalina de Th6-PGDH que deben ser preservados para iniciar la DM (Tabla 3.2).
Con un valor de k igual a 150 kcal-mol™*-A2 el nimero de residuos que forma cada
elemento de estructura secundaria no cambia respecto a la estructura cristalina, al
disminuir k hasta un valor de 50 kcal-mol™*-A? el nimero de residuos que forman

a-hélices disminuye de 540 a 513, y se pierden 20 residuos que forman laminas (3,
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por lo que 100 kcal-mol™*-A fue el valor seleccionado para restringir inicialmente
el esqueleto de la proteina Th6-PGDH antes de la solvatacion y el calentamiento.
Una vez definido el valor de k que se utilizaria, se realizaron 5 ps de optimizacion
geométrica con el algoritmo de gradiente conjugado, para buscar sobre la
superficie de energia potencial una estructura que corresponda a un minimo de
energia respecto a todos los grados de libertad del sistema. A partir de esta

estructura minimizada se realizo la preparacion del mismo para la DM.

3.1.2.2.2 Protocolo de simulaciones.

A partir de las estructuras de minima energia de las proteinas de interés
Tbh6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH, y sus correspondientes enzimas mutadas,
se realiz6 la DM en las etapas ya definidas, cada una de ellas con el fin de obtener
el sistema a la temperatura deseada y en el entorno mas representativo de las
condiciones fisiolégicas que permitiera extraer informacion valida a partir de las

trayectorias resultantes de la simulacion.

Al sistema de la proteina ya preparada se aumento la velocidad cinética de
todos los 4&tomos de forma tal que se obtuviera una distribucién de Boltzmann a
300 K, con los atomos pesados del esqueleto restringidos para evitar distorsiones
innecesarias en el calentamiento. Después, y en una etapa de pre-equilibrio, se
liberaron progresivamente las restricciones, hasta llegar al minimo valor de
constante de fuerza que seria utilizado para evitar la pérdida de la estructura
secundaria de la enzima. Un valor de constante de fuerza k igual a 1,5 kcal-mol
L.A? corresponde a una restricci6bn minima para la simulacién ya que es
equivalente a 0,1 veces la fuerza del enlace de la molécula de H,. Posteriormente,
en la etapa de equilibrio a 300 K se realiz6 una DM a temperatura constante
durante 0,5 ns con el valor de k minimo y finalmente, en la etapa de produccion se
recolectaron los datos de todos los atomos del sistema de cada una de las
configuraciones en forma de trayectorias que servirian para monitorear las

distancias de los pares i6nicos de interés.
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Tabla 3.2. Elementos de estructura secundaria de Th6-PGDH en la minimizacién con
restricciones de Th6-PGDH.
k (kcal-mol™-A%)

Elementos de

estructura 50 100 150  Atomos
. fijos
secundaria
a-hélices 512 535 535 535
3.10 hélices 43 21 21 21
Laminas 8 60 82 82 82
Lazo 176 165 165 165
Vuelta 143 132 132 132

La validacion de la DM se realiz6 en funcion a la energia total del sistema,
el RMSD de los &tomos pesados del esqueleto de la proteina, la temperatura y la
conservacion del plegamiento de la misma. En todas las simulaciones de la 6-
PGDH de enzimas nativas y mutadas la energia total del sistema se conserva y no
se observa pérdida alguna o anormalidad a la temperatura de 300 K, el RMSD de
los &tomos del esqueleto de la proteina tiende a un valor aceptable que es menor
a 0,45 A para todas las enzimas (Figura 3.1).

3.1.2.2.3 Validacién de las estructuras de la enzima 6-PGDH obtenidas con
DM.

Los modelos de las proteinas nativas y mutadas también fueron evaluados,
al finalizar cada etapa de la dinamica, de acuerdo a la calidad del mismo en

relacion a su geometria y plegamiento (Tabla 3.3).

Para el andlisis de las enzimas simuladas se consideraron los siguientes
pardmetros: el RMSD (desviacidn respecto a la estructura cristalina utilizada como
referencia), el plegamiento de la proteina (revision energética en base al Z-score),
la estructura secundaria (nimero de residuos para cada tipo de elemento) y la
geometria (%Phi/Psi del grafico de Ramachandran) para la verificacion de los

modelos.
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Fig. 3.1. Validacién de las trayectorias de DM para las estructuras de enzimas nativas de la
6-PGDH. Energia total (a) y RMSD (b) en funcién del tiempo, T. brucei (azul), L. (L.) mexicana
(rojo) y T. cruzi (verde).

En general, los datos de la Tabla 3.3 muestran que en el transcurso de las
simulaciones las estructuras exhiben poca o ninguna desviacién en cada uno de
los parametros analizados respecto a la estructura cristalina en el caso de Th6-
PGDH y a la estructura inicial de minima energia para Lm6-PGDH y Tc6-PGDH, lo

gue sugiere su conservacion en el tiempo. Por ejemplo, para la estructura de
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referencia Th6-PGDH el RMSD siempre es menor a 0,2 A, con alto porcentaje de
residuos en la regibn méas favorable del grafico Ramachandran (91,8% para la
dindmica Xl correspondiente a la ultima liberacion, con menor constante de
fuerza). Por otro lado, el Z-score para la estructura modelada durante todas las
etapas se encuentra en un intervalo de -10,15 a -10,31, y en muy buena
concordancia con el de su forma cristalina (-10,11), ya que su valor negativo
corresponde a un plegamiento natural acorde con estructuras nativas. Se
conserva también el nimero de residuos que forma cada elemento de estructura
secundaria presente en la estructura cristalina (534 residuos en a-hélices, 24

formando 3.10 hélices, 82 en laminas 3, 164 giros y 128 vueltas).

La conservacion del plegamiento en un modelo se aprecia mejor en un
grafico como el de la Figura 3.2, donde cada elemento de estructura secundaria
de Tbh6-PGDH se indica por un color en funcién del tiempo en la corrida de
produccion de la DM. Las bandas horizontales de cada color, sin cambios a
medida que transcurre el tiempo, reflejan la preservacion del plegamiento de la

estructura nativa.

Los modelos estructurales de Lm6-PGDH, Tc6-PGDH y sus respectivas
enzimas mutadas también conservan el plegamiento y elementos de estructura
secundaria durante toda la simulacién y los datos para la validacion de sus

trayectorias de DM se presentan en el Apéndice B.
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Tabla 3.3. Validacion de los modelos de las enzimas nativas de la 6-PGDH de Kinetoplastidas durante las etapas de DM.

Calent. Equilibrio | Il 1 v \% Vi VI VI IX X Xl Prod.
k 100 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5 1,5 1,5
RMSD* 40,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 0,10 0,20 0,22 0,22
® 0,09 0,12 0,13 0,13 0,14 0,16 0,19 0,23 0,28 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
€0,03 0,12 0,23 0,22 0,23 0,23 0,23 0,23 0,24 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Z-score 4.10,25 -10,15 -10,2 -10,14 -10,21 -10,24 -10,26 -10,28 -10,27 -10,21 -10,13 -10,01 -10,01 -10,01
©.10,03 -10,10 -10,11  -9,95 -10,05 -9,93 -10 -10,23 -10,13 -10,15 -10,15 -10,15 -10,15 -10,15
€-10,27 -9,75 -10,212 -10,17 -10,24 -10,28 -10,21 -10,13 -10,24 -10,20 -10,12 -10,05 -10,05 -10,05
%Phi/Psi 490,2 90,8 91,1 90,5 90,5 90,5 90,4 89,8 90,6 90,0 91,2 91,8 91,8 91,8
89,0 90,0 89,0 88,4 88,1 89,5 89,3 89,7 90,1 89,7 89,9 89,7 89,7 89,7
€90,4 86,9 90,1 90,1 89,5 89,8 90,1 89,5 89,8 90,7 89,8 89,4 89,4 89,4
Elementos de estructura secundaria
a- hélices 4535 536 534 535 537 535 534 537 536 539 541 539 539 539
® 536 538 536 538 539 535 536 533 538 537 538 538 538 538
€528 528 540 540 540 541 540 541 539 542 539 537 537 537
3.10 hélices a21 21 21 21 24 21 24 24 21 21 21 24 24 24
® 27 27 27 27 24 25 24 27 22 25 24 24 24 24
€22 22 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Laminas 482 82 82 78 81 82 82 82 78 82 82 82 82 82
° 82 88 82 78 82 82 82 74 74 77 78 78 78 78
°74 74 74 78 82 78 78 78 78 82 78 70 70 70
Lazo 4166 166 167 169 168 167 165 164 167 165 161 164 164 164
® 165 167 161 167 166 167 166 178 169 173 168 168 168 168
€187 187 176 173 171 170 173 173 172 171 177 179 179 179
Vueltas 4132 133 134 134 130 133 128 130 133 132 132 128 128 128
P 127 126 131 125 126 127 130 122 129 124 128 128 128 128
€129 129 122 123 122 124 123 122 122 125 120 127 127 127
* Para los atomos del esqueleto de la proteina respecto a la primera estructura de la DM
4Th6-PGDH
®Lm6-PGDH

°Tc6-PGDH
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Fig. 3.2. Evolucién de la estructura secundaria de Tb6-PGDH en el tiempo de
simulacion. (Color por elemento: morado: a-hélice, azul: 3.10 hélice, amarillo: lamina B,
verde: vuelta, blanco: lazo). Imagen generada con VMD."*°

3.1.2.24 Discusion.

La estructura cristalina de Th6-PGDH utilizada como referencia para la DM
permitio establecer la metodologia que fue aplicada en las simulaciones de las
enzimas de interés. La validacion de los modelos estructurales resultantes de
todas las enzimas nativas y mutadas permiti6 comprobar que las condiciones de la
simulacion fueron apropiadas, en relacién a la estabilidad de las estructuras que
produjo la DM dado que los pardmetros geométricos y energéticos obtenidos
muestran concordancia con los esperados para buen modelo estructural, por lo
tanto las estructuras de la 6-PGDH obtenidas son apropiados para su uso en
modelado molecular, de acuerdo a la validez de las trayectorias generadas en
base a la DM y las conclusiones que se puedan generar a partir de ellas, al igual

gue su aplicacion para el disefio racional de farmacos.



3.2 Pares i6nicos inter sub-unidades en la 6-PGDH de
Kinetoplastidas.
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3.2.1 Introduccién.

El andlisis de la estructura tridimensional de la enzima Tbh-6PGDH ha
mostrado que muchas de las interacciones que mantienen unidas ambas sub-
unidades del dimero pueden ser de naturaleza electrostética (puentes salinos).
Este hecho ha sido muy importante la hora de discutir las propiedades y estructura
de la enzima ya que su forma activa es el dimero y, ademas, porque se ha
observado una diferencia en el nimero de residuos que pueden formar puentes
salinos en los tallos de las sub-unidades que conforman las enzimas de T.
brucei,*® L. (L.) mexicana* y T. cruzi,*’ lo que también ha sido relacionado con la

inestabilidad cinética de estas ultimas.

En esta investigacion la trayectoria resultante de la DM permitié profundizar
en la vision estructural y en la dindmica del comportamiento de cada una de las
enzimas modeladas (nativas y mutadas), ya que sirvidé para la caracterizacién de
cada par iénico en base a su geometria y a su evolucion en el tiempo. El modelo
tridimensional obtenido para Lm6-PGDH se utiliz6 también para estudiar la
influencia que tiene la ubicacion de cada una de las interacciones identificadas en

el sitio activo de la misma.

3.2.2 Ubicacién de los pares idonicos en la 6-PGDH de Kinetoplastidas.

La dimerizacion de la estructura de la 6-PGDH involucra la interaccion de
pares iénicos de la region C-terminal, o tallo, de cada sub-unidad que forman
puentes salinos. En Tb6-PGDH se han identificado cinco puentes entre sub-
unidades, dos de ellos en el dominio de la coenzima, R459-E134 (puente 1) y
E477-K139 (puente 2), y tres en el dominio hélice, E463-R259 (puente 3), R464-
D246 (puente 4) y D466-H255 (puente 5) (Figura 3.3a). En la secuencia de Lm6-
PGDH ocurre un cambio en la secuencia que reemplaza un AA con cadena lateral
negativa en T. brucei por uno neutro, E477 por A477, lo cual genera la pérdida de
un par ioénico (2), por tanto, en esta proteina sélo estan presentes cuatro de los

cinco pares (1, 3, 4y 5). En esta enzima, el residuo D246 del par 4 en Th6-PGDH
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es reemplazado por E246 y en el par 5 la H255 de Th6-PGDH es reemplazada por
K255 (Figura 3.3b). La enzima Tc6-PGDH mantiene tres de los cinco puentes
presentes en Th6-PGDH. El puente 1 entre R459 y E134, el puente 2 formado por
E477 y K139 y el puente 5 entre D466 y H255. Los cambios de R259 y D246 de la
secuencia de T. brucei por aminoacidos que no son cargados en la enzima de T.
cruzi, C259 y V246, respectivamente, conllevan a la pérdida de los puentes 3y 4,

ambos en el dominio hélice (Figura 3.3c).

Fig. 3.3. Dimero de la 6-PGDH en distintos Kinetoplastidas. Detalle en el sitio activo para (a)
T. brucei (b) L. (L.) mexicana (c) T. cruzi (pares iénicos entre sub-unidades: 1 verde, 2 lila, 3
naranja, 4 fucsiay 5 azul, *ausente)
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A continuacién se discuten los resultados obtenidos respecto al
comportamiento de cada uno de los pares ionicos bajo estudio en las corridas de
DM para las cinco enzimas simuladas: las tres enzimas nativas Th6-PGDH, Lm6-
PGDH y Tc6-PGDH y las dos mutadas, Lm*6-PGDH y Tc**6-PGDH, y luego, se
analiza como la ubicacion de los mismos en la estructura 3D de la 6-PGDH es un
factor estructural que podria influir en la estabilidad cinética de la misma.

3.2.3 Analisis de las trayectorias de DM para las enzimas 6-PGDH de
Kinetoplastidas.

Los pares i6nicos se clasificaron de acuerdo a su geometria segun el
criterio definido por Nussinov y colaboradores, aquellas conformaciones donde
la distancia entre centroides r se encontraba a 4 A se consideraron puentes
salinos, aquellas cuyo r fue mayor a 4 A pero contaban al menos con un par de
atomos de N y O a esa distancia se consideraron par N-O, y aquellas en las que r
y todas las distancias N-O se hallaban a méas de 4 A se clasificaron como par
i6nico de largo alcance.

El andlisis de las trayectorias incluyé la cuantificacion de cada uno de estos
tipos de interacciones para cada par ibnico presente en las enzimas nativas y en
las mutadas. Para ello, se calculd el porcentaje de ocurrencia que se definié como
la relacion entre el nimero de conformaciones encontradas como puente salino,
par N-O o par de largo alcance y el niamero de total de conformaciones
muestreadas durante la simulacion (5.000 conformaciones). Este célculo se realizé
para cada enzima nativa y mutada a ambos lados del dimero (AB y BA) (Tabla
3.4).

Ademas, a fin de obtener un perfil del comportamiento de cada uno de los
pares ionicos los valores obtenidos de r fueron graficados en funcion del tiempo

para cada una de las enzimas nativas Th6-PGDH, Lm6-PGDH, Tc6-PGDH y sus
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respectivas enzimas mutadas Lm*6-PGDH y Tc**6-PGDH de cada lado del homo-

dimero: AB (Figura 3.4) y BA (Figura 3.5).

Tabla 3.4. Frecuencia de los tipos de pares ionicos® de acuerdo a su geometria en la
trayectoria de DM para las enzimas nativas y mutadas de la 6-PGDH de Kinetoplastidas.

%ocurrencia®

N° de par

T. brucei L. (L.) mexicana T. cruzi Lm*6-PGDH Tc**6-PGDH
1 R459-E134 R459-E134 R459-E134 R459-E134 R459-E134
é 93,72 /92,1 99,98 /100 6,56 / 99,86 71,95/0 99,95/ 99,7
° 6,28 /7,9 0,02 /0 93,44/0,14 27,5/100 0,05/ 0,3
¢ 0/0 0/0 0/0 055/0 0/0
2 E477-K139 A477-K139* E477-K139 E477-K139 E477-K139
é 99,74/ 99,46 * 100/ 99,32 100/ 98,9 100/ 100
° 0,26 /0,54 * 0/0,68 0/1,1 0/0
¢ 0/0 * 0/0 0/0 0/0
3 E463-R259 E463-R259 E463-C259* E463-R259 E463-R259
. 99,68 /98,74 2,56 /19,92 * 30,3/97 7,5/100
P 0,32/1,26 97,28 /79,50 * 69,7/3 92,5/0
¢ 0/0 0,16 /0 * 0/0 0/0
4 R464-D246 R464-E246 R464-\V246* R464-E246 R464-D246
. 100/ 99,96 71,36 /0 * 4,95/62,25 57,1/98
P 0/0,04 28,6 /0 * 83,1/37,75 4291/2
¢ 0/0 0,04 /100 * 11,95/0 0/0
5 D466-H255 D466-K255 D466-H255 D466-K255 D466-H255
. 18,3/21,3 99,96 /100 13,86/71,8 100/ 100 33,35/85,55
P 81,7/78,7 0,04 /0 86,12/ 28,2 0/0 66,6 / 14,45
¢ 0/0 0/0 0,02/0 0/0 0,05/0

¥ Calculado para 5.000 conformaciones recolectadas durante 5 ns de DM de produccién.
§Tipo de interaccion del par iénico “puente salino, bpar N-O y “par i6nico de largo alcance.
*No hay par iénico.
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Fig. 3.4. Distancia entre centroides (r) en funcion del tiempo paralos pares idnicos
presentes en las enzimas (a) nativas y (b) mutadas (del lado AB del homo-dimero). Th6-
PGDH (azul), Lm6-PGDH (rojo) y Tc6-PGDH (verde).
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3.2.4 Enzimas nativas.
3.2.4.1 Pariénico 1.

Este par ionico esta constituido por los residuos R459 y E134 en las tres
enzimas Th6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH donde interactuan los atomos Og¢1
y Oe2 de E134 con los atomos Nn y N¢ de la cadena lateral de R459. La Tabla 3.4
muestra que mas del 92% de las conformaciones en Th6-PGDH y practicamente
el 100% de las conformaciones en Lm6-PGDH forman puentes salinos a ambos
lados del dimero. En ambos casos, a medida que transcurre el tiempo, la distancia
rtiende a 3,5 A en L. (L.) mexicana 'y a 4 A en T. brucei, confirmando que en ellas
este par se comporta como un “puente salino” en el sentido formal del término
(Figuras 3.4a y 3.5a). En la enzima Tc6-PGDH hay ligeras diferencias entre si a
ambos lados del dimero, lo que refleja la asimetria del movimiento de ambas sub-
unidades en la dinamica de la estructura dimérica. Al igual que en sus homdlogas,
en Tc6-PGDH del lado BA se mantiene la predominancia del puente salino con
mas del 98 % de las conformaciones a una distancia de aproximadamente 3 A
(Figura 3.5a), mientras que en el lado AB es mayoria el nuamero de
conformaciones con interaccion del tipo par N-O (93%), a una distancia que se
mantiene alrededor de 4,5 A, un valor cercano a la distancia 6ptima de puente

salino (Figura 3.4a).

3.2.4.2 Par iénico 2.

El par i6nico conformado por los residuos E477 y K139 s6lo est4 presente
en las enzimas Th6-PGDH y Tc6-PGDH, donde la interaccion ocurre entre los
atomos de O del carboxilato de E477 (Og1 y O¢2) con el &tomo NC de K139. En la
secuencia de aminoacidos de Lm6-PGDH el cambio de un residuo de cadena
lateral positiva K139 por uno neutro A139, respecto a la secuencia de Th6-PGDH,

excluye la interaccion tipo par iénico.

En la enzima 6-PGDH de T. brucei y en T. cruzi, para ambos lados del

dimero (AB y BA), practicamente la totalidad de las conformaciones (mas del 99%)
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estan interactuando via puente salino (Tabla 3.4). En estas estructuras en
referencia al par i6nico 2 la variacion de r en funcion del tiempo es similar, con
valores promedio de 3y 3,5 A respectivamente, y por debajo de 4 A (Figuras 3.4a
y 3.5a).

3.2.4.3 Par i6nico 3.

El par i6nico 3 estd conformado por los residuos R259 y E463 y se
encuentra en Th6-PGDH y Lm6-PGDH. En la interaccion intervienen los atomos
Oe1y Oe2 de E463 y Nn1 y Nn2 de R259. En la enzima Tc6-PGDH este par no se
encuentra porque en su secuencia de AA hay un cambio del residuo cargado
R259 por uno neutro C259.

De acuerdo con el perfil de la interaccién del par iénico 3 para Th6-PGDH y
Lm6-PGDH, se observa que en la estructura de Tb6-PGDH predomina la
interaccién puente salino (mas de 98% de ocurrencia) (Tabla 3.4), a ambos lados
del dimero, AB y BA (Figuras 3.4a y 3.5a). En esta enzima la distancia entre
centroides r del par 3 tiende a 3,5 A en toda la simulacion.

Por otro lado para Lm6-PGDH, en referencia a los valores de la Tabla 3.4
tiene 97% y 79% de las conformaciones monitoreadas interactuando como un par
N-O a ambos lados del dimero, respectivamente. En esta enzima la distancia entre
atomos de N y O de las cadenas laterales de sus AA oscila alrededor de 5 Ay
ademas se observan fluctuaciones en este valor, a ambos lados del dimero, que
inciden en el porcentaje calculado y sugieren el hecho de que la interaccién entre
el par de aminoacidos E463-R459 no se mantiene estable a una distancia 6ptima
durante el tiempo simulado (como en el caso de Tb6-PGDH). Son esas
variaciones en la distancia de interaccion el tipo de fluctuaciones que pueden
incidir en la dindmica de la enzima en la interfase de su estructura 3D donde se
precisa de uniones fuertes que ayuden a mantener unidas ambas sub-unidades
del dimero, ya que no es de esperar una fuerte atraccion entre residuos que

tienden a separarse.
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3.2.4.4 Par idnico 4.

En Tb6-PGDH este par ionico lo conforman los residuos R464 y D246 que
interactian con los atomos de O del carboxilato 081 y 082 de D246 y los atomos
Nn1 y Nn2 de R464. En Lm6-PGDH el par consiste de R464 y E246 donde el
carboxilato del grupo &cido interactia en este caso a través de los atomos O¢1 y
O¢2. En la enzima Tc6-PGDH este par no existe porque en su secuencia de AA de

enzima hay un cambio del residuo cargado E246 por V246 neutra.

Para Tb6-PGDH, durante el transcurso de la simulacién el 99% de las
conformaciones se encuentran formando puentes salinos tanto del lado AB como
BA (Tabla 3.4), a una distancia de interaccién 6ptima de 3,5 A (Figuras 3.4a y
3.5a). Por otro lado, los resultados para Lm6-PGDH muestran que la interaccién
predominante es de largo alcance, ya que ocurre a mayores distancias, con un
valor promedio de r mayor a 5,3 A. Los valores de los porcentajes de ocurrencia
calculados reflejan que entre las sub-unidades AB la formacion de puentes salinos
es de 71%, con la poblacion de conférmeros restante distribuida de la siguiente
manera: 28% formando puentes N-O y alrededor de 1% con par i6nico de largo
alcance (Figura 3.4a), mientras que entre sub-unidades BA, el par 4 en Lm6-
PGDH es 100% de largo alcance, a una distancia de separacion promedio de 8 A
(Figura 3.5a). De lo anterior se puede decir que en Lm6-PGDH el par i6nico 4
contrasta con lo observado para Th6-PGDH. Este resultado sugiere que las
diferencias halladas en el comportamiento de los residuos del par i6nico 4 para las
enzimas de Th6-PGDH y Lm6-PGDH puede ser reflejo de diferencias en la
naturaleza del mismo, mas alla de la sustitucion de un residuo E por D, la
interaccion en Lm6-PGDH tiene mayores fluctuaciones en el tiempo y ocurre a
mayor distancia, lo que debe incidir de forma directa en la fortaleza de la misma,
haciendo mas labil la union entre ambas sub-unidades en referencia al lugar en el

espacio donde se ubica este par idnico.
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3.2.45 Par iénico 5.

Este par ionico lo constituyen los residuos D464 y H255 en Th6-PGDH y
Tc6-PGDH, los cuales interactian mediante la carga positiva del anillo de imidazol
de H255 y los atomos 061 y 082 del grupo &cido de D464. En Lm6-PGDH este
par consiste de la interaccion de la cadena lateral 4cida de D464 y el N de K255.

En Lm6-PGDH casi el 100 % de las conformaciones forman puente salino a
ambos lados del dimero (Tabla 3.4), a una distancia promedio de 3 A (Figuras
3.4a y 3.5a). En Th6-PGDH y Tc6-PGDH el par corresponde a D466 y H255
donde predomina la interaccidbn de tipo par N-O, con 78 y 85% de las
conformaciones, respectivamente, a una distancia un poco mayor que en el caso
de Lm6-PGDH, pero que se mantiene entre 4 y 4,5 A sin fluctuaciones
significativas en el tiempo, dando como resultado una interaccion del tipo par N-O

gue ocurre de forma sostenida entre los AA de este par.

De las combinaciones de residuos en los pares idnicos que se estudiaron,
el par del tipo D-H presente en Th6-PGDH y Tc6-PGDH, es el Unico que involucra
un residuo de histidina. Respecto a la alta contribucién de conformaciones de tipo
par N-O en el par i6nico 5 en Th6-PGDH y Tc6-PGDH, respecto a Lm6-PGDH,
hay una diferencia estructural que vale la pena destacar. En las enzimas con H255
la carga positiva del imidazol se encuentra deslocalizada en el anillo, mientras que
en Lm6-PGDH la carga positiva la constituye el atomo de N de K255, lo cual
también puede suponer la variabilidad de las distancias medidas como r en las
conformaciones de la trayectoria resultante de la simulacion en las enzimas que
involucran el residuo H, donde el centroide corresponde al centro geométrico del
anillo de cinco miembros y no al a&tomo con la carga positiva, ya que efectivamente
es un par N-O el responsable de la interaccion a escala atomica y la distancia
medida corresponde a la separacion entre estos heteroatomos. Este hecho
justificaria la mayoria de conformaciones formando par N-O de acuerdo al analisis

realizado aplicando el modelo del centroide de Nussinov.™*
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En las tres enzimas nativas, Th6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH, la
interaccion del par iénico 5 estéd presente y se pudo caracterizar con predominio
de un par N-O permanente durante la DM para Tbh6-PGDH y Tc6-PGDH (con H
como residuo positivo del par), y como un puente salino en el estricto sentido
geométrico para Lm6-PGDH (con K255 como AA de carga positiva). Sin embargo,
a efectos de la discusion posterior, los resultados en este par no suponen una
diferencia entre las tres enzimas modeladas ya que en todas estad presente y

ademas es el mas alejado al sitio activo en la estructura 3D de todas ellas.

3.2.5 Enzimas mutadas.

Para restituir los pares iénicos faltantes en las enzimas nativas de L. (L.)
mexicana y T. cruzi, respecto a los presentes en T. brucei, se realizoé la mutacién
in silico *”’A—*""E en Lm6-PGDH para restituir el par iénico 2 y las mutaciones
OC PR y v ,2°D en Tc6-PGDH para restituir los pares iénicos 3 y 4,
respectivamente, y asi estudiar su efecto en el comportamiento de las mismas.
Las enzimas mutadas in silico Lm*6-PGDH y Tc**6-PGDH fueron preparadas y
simuladas de acuerdo a los procedimientos ya descritos para DM (Seccion 2.2.2)
con el fin de obtener una trayectoria de 5 ns de DM de produccion para recolectar

5.000 conformaciones de ella, tal y como se obtuvo para las enzimas nativas.

3.2.5.1 Pariénico 1.

El perfil de esta interaccion muestra que en el dimero de Lm*6-PGDH del
lado AB la interaccién es de tipo “puente salino” (alrededor de 4 A) (Figura 3.4b);
del lado BA, durante toda la simulacion y de forma consistente se observa a 5,5 A
aproximadamente (Figura 3.5b). En términos de porcentaje, para Lm*6-PGDH el
par ionico se caracteriza con mas del 70% de las conformaciones formando
puente salino del lado AB y 100% de las mismas como par N-O del lado BA (Tabla
3.4).

En Tc**6-PGDH la interaccion del par iénico 1 ocurre a una distancia de 3,5

A, menor que en el caso de su enzima nativa y sin las fluctuaciones observadas
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en esta Ultima (Figuras 3.4b y 3.5b). En esta enzima mutada el referido par se
clasifica como puente salino a ambos lados del dimero durante todo el tiempo

simulado, en mas del 99 % de las conformaciones analizadas (Tabla 3.4).

3.2.5.2 Par iénico 2.

Para Lm6-PGDH en la enzima nativa no hay par iénico 2 entre los residuos
A477 y K139. En su correspondiente enzima mutada Lm*6-PGDH, los resultados
muestran que el par 2 se restituye y se comporta como una interaccion de puente
salino en practicamente el 100% de las conformaciones durante los 5 ns de
simulacién (Tabla 3.4). Ademas, al examinar la distancia entre sus AA a cada lado
del dimero se observa una diferencia en la misma estructura: con tendencia a 3 A
del lado AB y un poco mayor a 4 A en el lado BA (Figuras 3.4b y 3.5b), pero
siempre a distancia de puente salino lo que corresponde a la mejor geometria
entre los residuos del par en todas las conformaciones. Este resultado valida la

restitucion del par iénico por efecto de la mutacion in silico *”’A—*""E.

En la enzima nativa Tc6-PGDH, el par i6nico 2 esta presente como puente
salino formal sin fluctuaciones; para Tc**6-PGDH la interaccion también es un
puente salino formal con una distancia promedio r de 1 A menos que en la nativa
en el 100% de las conformaciones, a ambos lados del dimero y durante toda la
DM (Figuras 3.4b y 3.5b).

3.2.5.3 Par idnico 3.

En la enzima nativa de Lm6-PGDH el par ibnico 3 esta presente y se
comporta mas como una interaccion de largo alcance que como puente salino, por
las mayores distancias a las que ocurre y las significativas variaciones en ellas a lo
largo del tiempo. En la enzima mutada Lm*6-PGDH del lado AB del dimero, la
interaccién entre residuos E463 y R259 del par iénico 3 se comporta como puente
salino (30,3%) y par N-O (69,7%) durante el tiempo de DM simulado (Tabla 3.4), a

una distancia r alrededor de 4,3 A (Figura 3.4b). Del lado BA, se encuentra
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predominio de la interaccion via puente salino (97%) a una distancia de interaccion
de 4 A con el resto de las conformaciones formando par N-O (3%) (Figura 3.5b).
En la enzima mutada la interaccion entre los residuos involucrados ocurre a 4 A
sin fluctuaciones significativas, en comparacion con los 5,5 A de la enzima nativa y
a la mayor variabilidad encontrada en ella, donde no hay par i6nico 2. En base a
estos resultados, como en Lm*6-PGDH la interaccion entre los AA involucrados en
el par idnico 3 ocurre a menor distancia, es de esperar que la interaccion sea mas
fuerte (la atraccion entre dos cargas opuestas obedece a una fuerza descrita por
la Ley de Coulomb). Ademéas el hecho de que el valor de 4 A se mantiene
practicamente constante durante el tiempo simulado, sin fluctuaciones alrededor
de él, es una evidencia a favor de su buena constitucion en términos geométricos

y su incidencia en la estabilidad del mismo.

En la enzima nativa Tc6-PGDH no esta presente el par iénico 3; en la
enzima mutada Tc**6-PGDH el par i6nico 3 se restituye y sus residuos E463 y
R259 se encuentran en la mayoria de las conformaciones formando puente salino
(92,5%) y el resto como par N-O (7,5%) (Tabla 3.4), a una distancia r alrededor de
45 A, el lado AB del dimero (Figura 3.4b). Del lado BA, la totalidad de las
conformaciones interactiia via puente salino (100%) a una distancia menor a 4 A
en promedio (aprox. 3,7 A) (Figura 3.5b). Es importante sefialar en este punto que
en el perfil de esta interaccion, a ambos lados del dimero, se observan pocas
fluctuaciones alrededor de las distancias sefialadas, reflejo de los altos
porcentajes en las interacciones mas favorecidas geométricamente, puentes
salinos y par N-O, y evidencia de la restitucién de la interaccion como efecto de las

mutaciones in silico 2°C—%*R y 2%V 2%p,

3.2.5.4 Par idnico 4.

En el dimero de la enzima nativa Lm6-PGDH el par ionico 4 formado por
R464 y E246, esta presente y fue caracterizado como par N-O, con marcadas

fluctuaciones en la distancia a la que ocurre (entre 4-5 A) y como par de largo
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alcance con una distancia promedio de mas de 8 A, del lado AB y BA
respectivamente. En la enzima mutada Lm*6-PGDH se favorecen las
interacciones mas cercanas del tipo par N-O y puente salino (Tabla 3.4). Del lado
AB del dimero, casi 5% de las conformaciones forman puente salino, 83% par N-O
y 13% par de largo alcance, a una distancia promedio alrededor de 4,5 A sin
fluctuaciones significativas en torno a este valor durante toda la simulacion (Figura
3.4b). Del lado BA, la mayoria de las conformaciones forman puente salino 62% y
el resto par N-O 38%, a una distancia alrededor de 4 A en practicamente todo el

tiempo simulado (Figura 3.5Db).

Para la enzima mutada Lm*6-PGDH en este par ionico, al igual que se
encontré para el par iénico 3, los altos porcentajes de las interacciones mas
favorecidas geométricamente, puentes salinos y par N-O, asi como las menores
distancias encontradas respecto a la enzima nativa, permiten sugerir mayor
estabilidad para esta interaccion en la enzima Lm*6-PGDH donde fue restituido el

par iénico 2.

En la enzima nativa Tc6-PGDH no hay par iénico 4; en la enzima mutada
Tc**6-PGDH del lado AB, hay predominio de la interaccién de tipo puente salino
(57%) y una contribucion importante de las conformaciones tipo par N-O (43%) y
del lado BA, la mayoria de las conformaciones se encuentran como puentes
salinos (98%) y las restantes par N-O (2%), a una distancia alrededor de 4 A a
ambos lados del dimero. Estos datos confirman la restitucion de la interaccion del

par ibénico 4 en Tc**6-PGDH como resultado de las mutaciones.

3.2.5.5 Par i6nico 5.

En la enzima mutada Tc**6-PGDH el par ionico 5 esta conformado por los
residuos D466 y H255. A ambos lados del dimero se halla con mayoria de
conformaciones de tipo puente salino y par N-O, tal y como se habia encontrado
en su enzima nativa (Tabla 3.4), en ambos casos interactuando a una distancia r
promedio de 4,5 A (Figuras 3.4b y 3.5b).
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En Lm*6-PGDH la interaccion ocurre entre D466 y K255, y se caracteriza
también como un puente salino en 100% de las conformaciones a ambos lados del
dimero (Tabla 3.4), una distancia de 3 A sin fluctuaciones significativas (Figuras
3.4by 3.5b).

Al no observarse diferencias significativas en el comportamiento de este par
entre enzimas nativas y mutadas, y como esta presente en todas las enzimas bajo
estudio, se puede afirmar que tiene poca influencia en las diferencias observadas
para el comportamiento de las enzimas de Th6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH.

3.2.6 Naturaleza de los pares idnicos inter sub-unidades en la estructura de
la 6-PGDH.

El andlisis de las trayectorias de la DM de cada enzima nativa y sus
respectivas enzimas mutadas han permitido estudiar la naturaleza de los pares

ionicos inter sub-unidades en la 6-PGDH de L. (L.) mexicana y T. cruzi.

Los resultados muestran que en estas enzimas los pares iGnicos presentes
no son todos puentes salinos estrictos, en el sentido de que durante el tiempo
simulado la distancia entre residuos es mayor a la distancia de puente salino tipica
(4 A) y se observan fluctuaciones en ella que sugieren un debilitamiento de la
interaccion. Los pares i6nicos 1 y 5 estan presentes en las tres enzimas y para
ellos se observé menor variabilidad de la distancia en el tiempo, un alto porcentaje
de conformaciones formando puentes salinos y una menor influencia de los pares
ausentes en su comportamiento, en contraste con lo obtenido para los pares
ionicos 2, 3y 4, los mismos que en Lm6-PGDH y Tc6-PGDH se caracterizaron por
ser interacciones que no corresponden a un puente salino formal, dado su

comportamiento mas variable y cambios en la geometria 6ptima entre residuos.

A manera de resumen, se realizd la comparacién del porcentaje de
ocurrencia de cada tipo de interaccion (puente salino, par N-O y par de largo

alcance) para los tres pares ionicos que se han revelado con mayor importancia
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(2, 3y 4) entre enzimas nativas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH y sus correspondientes
enzimas mutadas (Figura 3.6).

En Lm6-PGDH la interaccion del par iénico 2 esta ausente y los resultados
arrojaron que los pares iénicos 3 y 4 de esta misma enzima tienen muy pocas
conformaciones en puentes salinos, y existen como interacciones a mayor
distancia, bien sea como par N-O o interaccion de largo alcance. En Tc6-PGDH no
hay pares i6nicos 3y 4. La mutacién in silico *’E—**°K en la enzima Lm*6-PGDH
restituye la interaccion como puente salino (100% de las conformaciones a ambos
lados del dimero) y los pares i6nicos 3 y 4 también se ven afectados. En la enzima
mutada, dichos pares presentan mayor porcentaje de conformaciones en puente
salino y par N-O por tanto la distancia a la que ambos ocurren ahora es menor, lo
que hace suponer una interaccion mas fuerte, ademas de que disminuyen las
fluctuaciones en la distancia r entre centroides de los residuos que forman el par,
lo que se refleja como mayor estabilidad en los valores de r respecto al tiempo.
Este hecho se ha sefialado como una diferencia importante entre las estructuras
de Th6-PGDH y Lm6-PGDH.

Los resultados de la DM muestran que los cambios in silico por los AA
cargados en los pares ionicos faltantes (3 y 4) de la enzima mutada Tc**6-PGDH
restituyen la atraccidon electrostatica, con interacciones caracterizadas con alto
porcentaje de conformaciones como puente salino y par N-O, a 4 A o menos de
distancia, y es de esperar que con mayor fuerza (Figura 3.6). También se observo
que las mutaciones no ejercen mayor influencia en el comportamiento de los otros

pares ionicos presentes (1 y 5) en comparacion a su enzima nativa.
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Fig. 3.6. Porcentaje de ocurrencia de interacciones de tipo puente salino, par N-O y par de
largo alcance en los pares i6nicos (2, 3y 4) en enzimas 6-PGDH (a) nativas y (b) mutadas.

Experimentalmente, la inestabilidad cinética de Tc6-PGDH ha sido
justificada en base a la ausencia de estas interacciones ya que la enzima

doblemente mutada por la técnica de mutagénesis sitio-dirigida recupero la
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estabilidad.*” En este trabajo, el modelado molecular ha permitido aportar
evidencia estructural para explicar esta inestabilidad observada mediante la
caracterizacion de los pares idnicos presentes en Tc6-PGDH y su enzima mutada
in silico. A escala atbmica las interacciones en la enzima nativa tienen lugar a
mayor distancia que un puente salino estricto y con alta variabilidad de sus valores
en el tiempo, lo que se traduce en inestabilidad en las uniones que se encargan de

enlazar ambas sub-unidades del dimero.

3.2.7 Discusion.

La dimerizacion es esencial para la actividad enzimatica de la 6-PGDH y por
ser un homo-dimero en su estructura se encuentran dos cavidades de sitio activo
donde se lleva a cabo la reaccibn de forma independiente, de acuerdo al
mecanismo aceptado.** Se conoce que cada cavidad de la enzima consiste de
residuos de AA de ambas sub-unidades, y aunque su sitio activo se conserva
entre especies, particularmente en referencia a los residuos clave que anclan al
sustrato, los que se unen al cofactor, y a los que actian de base y acido general,
experimentalmente existe una gran diferencia entre las enzimas de distintos

Kinetoplastidas desde el punto de vista de la actividad enzimatica.**

La estructura de Th6-PGDH es estable, se ha cristalizado y ha permitido
realizar los estudios cinéticos correspondientes; ademas, presenta los cinco
puentes salinos a los que se han adjudicado el papel de mantener unidas ambas
sub-unidades del dimero. Los dos pares idnicos que forman puentes salinos en el
dominio de la coenzima estan formados por los AA R459-E134 (puente 1) y E477-
K139 (puente 2), y a los tres pares del dominio hélice los conforman E463-R259
(puente 3), R464-D246 (puente 4) y D466-K255 (puente 5). Por otro lado, Tc6-
PGDH y Lm6-PGDH no se han cristalizado y son inestables, hecho que ha
limitado los ensayos cinéticos de las mismas, pero ambas existen y son
funcionales, de forma tal que el interés en modelar dichas enzimas radica en

comprender los factores estructurales que inciden en el comportamiento cinético y
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su efecto en la afinidad de la 6-PGDH de estas especies por el sustrato natural.
Por estas razones la DM ha sido una técnica muy util para el modelado de las
enzimas nativas Tbh6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH y sus enzimas mutadas, en

tanto que permitio profundizar la comprension de la catalisis a nivel estructural.

La estructura cristalina de Th6-PGDH se encuentra depositada en el PDB
en su forma apo (cédigo 1PGJ) y como ella no dispone de sus ligandos naturales
se realiz6 la superposicion con la estructura del complejo de Oa6-PGDH y 6PG
(cédigo 1PGP) y con la del complejo de LI6-PGDH que tiene el cofactor NADP™ y
el inhibidor PEX (cédigo 21Z0), para ubicar asi en la estructura tridimensional la
posicion de los cinco puentes de interés respecto al sitio activo. Ademas se realizo
la superposicion de las estructuras cristalinas que tienen ligandos con los modelos
obtenidos para Lm6-PGDH y Tc6-PGDH verificando asi la similitud en el
plegamiento y ubicacion del sitio activo en Kinetoplastidas (Figura 3.7a). En esta
figura se observa ademas en el detalle como la cavidad del sitio activo yace en
una interfase conformada por residuos de ambas sub-unidades (region centrada
en la molécula de 6PG que se muestra como Superficie Accesible al Solvente,
SAS).}°

Todos los pares i6nicos estudiados inter sub-unidades son superficiales,*®
es decir, los residuos que los conforman estan expuestos en la superficie de la
enzima (Figura 3.8a). El par i6nico 1 (R459-E134) esta presente en todas las
enzimas estudiadas, nativas y mutadas, y es un par que se encuentra al exterior
de la cavidad justo al nivel donde se posiciona el sustrato. El par i6nico 2 es el que
se halla mas al exterior de la estructura y se ubica justo en la entrada del sitio
activo, frente a la region que comparten sustrato y coenzima (Figura 3.8b),
también se observa que los pares 1 y 2 unen el extremo C-terminal de una sub-
unidad con la otra. Los otros tres pares ionicos, 3, 4 y 5 forman las uniones entre
ambas sub-unidades en gran parte de la interfase dimérica donde yace el sustrato.
A efectos de la comparacién el par iénico 5 esta presente en todas las enzimas y

es el mas distante del sitio activo.
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Fig. 3.7. Superposicion de la 6-PGDH de Kinetoplastidas con la superficie accesible al
solvente SAS, en A?, de la cavidad del sitio activo (a) Ubicacién relativa de la cavidad del
sustrato y la posicién del cofactor (b) Vista lateral con los residuos del tallo en
representacion de esferas (c) Vista de la sub-unidad B que muestra el tallo como “cubierta”
de la cavidad. Representacion de lazo: T. brucei azul, L. (L.) mexicana amarillo y T. cruzi
rosa (Sub-unidad B lazo claro)
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Fig. 3.8. Estructura de Lm6-PGDH con sus pares idnicos inter sub-unidades respecto al sitio

activo (1, verde, 2* ausente 3, fucsia, 4, naranja, 5 azul) Sub-unidad A lazo amarillo, Sub-
unidad B mostaza.
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Los modelos 3D obtenidos y los resultados de las trayectorias de DM para
los cinco puentes salinos se han interpretado a la luz del mecanismo de reaccion
aceptado, para intentar racionalizar la inestabilidad cinética de las mismas en base
a la ubicacion relativa de cada par i6nico en la estructura de Lm6-PGDH y Tc6-
PGDH.

El andlisis de la trayectoria de la enzima nativa de L. (L.) mexicana revel6
que en su estructura los pares iénicos 3 y 4 no son puentes salinos y estan mejor
descritos como par N-O a largo alcance, a ambos lados del dimero. La
comparacion de Lm6-PGDH con Th6-PGDH como enzima de referencia, y que
posee todos los pares iénicos como puentes salinos, hizo suponer que la ausencia

del par iénico 2 tiene un efecto en los pares 3y 4.

En todas las enzimas 6-PGDH modeladas los residuos que conforman los
pares ionicos 3 y 4 son consecutivos entre si en la secuencia de AA y muy
cercanos a los del par 2. En la estructura 3D los pares 3 y 4 conforman uniones en
la interfase de ambas sub-unidades del dimero, por ello la pérdida del par 2 en
Lm6-PGDH pudiera promover la separacién entre las mismas, y es que si se
pierde la fuerza de atraccion que une el extremo terminal, o tallo, de una sub-
unidad con la otra, la apertura en este punto puede reflejarse también en los
residuos de los pares 3 y 4, aumentando las distancias a las que sus residuos

interactdan y por lo tanto formando interacciones mas débiles.

En la enzima mutada Lm*6-PGDH, cuando se restituye el par iénico 2 por
mutacién in silico *’’A—*"" E, no sélo se recupera la atraccién electrostatica entre
E477 y K139 de tipo puente salino sino también se acorta la distancia entre los AA
qgue forman los pares idnicos 3 y 4. Si las interacciones ocurren a menor distancia
se espera que tengan mayor fuerza y contribuyan favorablemente a mantener
unidas ambas sub-unidades del dimero. Como la constitucién del dimero depende
de ambas sub-unidades y no de una sola, es razonable pensar que las diferencias
estructurales que originan variabilidad en las interacciones a ambos lados del

dimero (respecto a distancia y geometria) van a afectar la conformacion de la
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cavidad del sitio activo y que este hecho tiene incidencia en la afinidad de la 6-
PGDH al sustrato.

En la enzima mutada de T. cruzi donde se restituyen los pares iénicos 3y 4,
por las mutaciones in silico °C—%°R y 2**V—2%D, respectivamente, se recupera
la interaccion de tipo puente salino. Experimentalmente, cuando se realizaron las
mutaciones por mutagénesis sitio dirigida** se recuperé la actividad enzimatica,
resultado que permitié confirmar el papel de estas interacciones en la estabilidad

cinética de la misma.

Los resultados obtenidos para la Lm6-PGDH y su enzima mutada en el
contexto de su estructura 3D revelan la importancia del par i6nico 2. Este par
demuestra ser esencial como fuerza de unidon entre sub-unidades del dimero
probablemente por ubicarse frente a la cavidad del sitio activo donde la reaccion
catalitica se lleva a cabo y también por su efecto en los pares i6nicos 3y 4, que
constituyen el asiento del sitio activo (Figura 3.8b), y que ademas son las
interacciones que han sido validadas experimentalmente como responsables de la
inestabilidad cinética de Tc6-PGDH. En el dimero de Lm6-PGDH, si ambas sub-
unidades tienden a separarse cerca del sitio activo porque no hay union terminal
qgue lo sujete y cierre la cavidad donde ocurre la reaccion (par 2) (Figura 3.8c) es
de esperar que también se vean afectadas las uniones de la interfase entre ambas
gue ayudan a sostener el sitio activo (pares 3y 4) y por tanto que la enzima pierda
afinidad por el 6PG y en consecuencia su actividad enzimatica, ya que por el
debilitamiento de las interacciones entre estos pares idnicos se haria mas labil la
cavidad donde se encuentra posicionado el 6PG junto al cofactor para que ocurra

la oxido-reduccion.

En Tc6-PGDH al no contar con una buena interaccion entre los pares
idonicos 3 y 4, la enzima es inestable aunque exista la union del par 2. Este
resultado se encuentra en concordancia con el razonamiento anterior que adjudica

a las interacciones 3y 4 el rol de unién que favorece la constitucién del sitio activo.
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De acuerdo a los estudios mecanisticos, para que ocurra la oxidacion del
6PG en la cavidad de Lm6-PGDH hay requerimientos estéricos significativos, ya
que la orientacion relativa entre sustrato y NADP™ debe ser tal que queden bien
posicionados frente a los residuos que actian como acido y base general, y se
necesita ademas, la cercania con los grupos hidroxilo del 6PG y el anillo de
Nicotinamida (Nam) del NADP® (Figura 3.8c). En esta reaccién la coenzima
conforma con el sustrato el sitio catalitico y es imprescindible que ambas
moléculas ocupen sus posiciones para que tenga lugar la transferencia del hidruro
entre ellas. En la Figura 3.8c también se observa que K186 y E193 quedan
orientados al sustrato y se encuentran al interior de la cavidad (opuestos a la
superficie que contiene el par 2). En el mecanismo propuesto es la base quien
promueve la transferencia del hidruro al desprotonar el hidroxilo del 6PG que se
oxida. Ademas, los residuos de la sub-unidad B R454, F457, H460 y R464 forman
una parte del sitio activo y también intervienen en la reaccién, bien sea para
conformar la cavidad mediante interacciones con otros residuos, como F457 y
R459 (que ademas forma el par iénico 1), o por participacion directa, como los
residuos R454 y H460 que contribuyen a anclar al sustrato a la cavidad por
interacciones con el grupo fosfato.

Para la enzima 6-PGDH de S. cerevisiae se realizaron los experimentos con
enzimas truncadas, a las que se les eliminaba el tallo, las mismas seguian
formando dimeros en solucién pero perdian toda la actividad enzimética, este
resultado permitié concluir que el tallo actia como una “cubierta” sobre la cavidad
de unién del sustrato para controlar la union del 6PG vy la liberacién de producto,
de forma que es indispensable para la actividad de la 6-PGDH, pero no es
esencial para la dimerizacién,® al menos en esta especie. Este antecedente
interpretado a la luz de los resultados obtenidos sugiere que la dimerizacion se
debe en parte a la mayor superficie de contacto entre los dominios hélice de cada
sub-unidad, y la pérdida del tallo implica disminucién de la superficie de contacto.
Respecto a la actividad de la enzima, el tallo tiene un papel fundamental, por tanto

las interacciones entre sub-unidades que mantienen unido el tallo de una sub-
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unidad con el dominio hélice de la otra, cobran particular importancia en base al
mecanismo de reaccion. Si bien todos los pares i6nicos estudiados involucran
residuos que pertenecen al tallo de un monémero de la 6-PGDH (residuos 442-
478), es la interaccion del par 2 en la superficie de la enzima frente al sitio activo la
que puede actuar como una “cerradura” o “cierre” al sitio activo por ser la unién
terminal de una sub-unidad con la otra (Figura 3.7b-c). En esta figura se observa
que el tallo de la sub-unidad B cubre al sitio activo donde se encuentra el sustrato
y el cofactor, actuando como “cubierta” o “tapa” a la cavidad en tanto que la union

representada por el par idnico 2 actuaria como el “cierre” de esa cubierta.

La importancia de estas interacciones en la enzima 6-PGDH radica en su
ubicacion relativa en el sitio activo y al hecho de que su cavidad yace en la
interfase entre sub-unidades, por tanto se precisa de uniones a corta distancia y
fuertes para mantenerlas unidas y que los residuos del tallo de la sub-unidad que
se inserta en el dominio de la coenzima puedan cumplir con anclar el sustrato por
interacciones especificas con el fosfato. De acuerdo a lo anterior, si las
interacciones mencionadas no estan presentes o son mas débiles la cavidad del
sitio activo se hace mas labil y el dimero puede ser mas permeable a la entrada
del solvente y a la separacion de sus sub-unidades porque la unién entre ambas

se dificulta a mayor distancia y, en consecuencia, es menor su fortaleza.

El analisis estructural en base a los resultados de las trayectorias de DM ha
permitido aclarar que no es el niumero de puentes el que tiene un efecto en la
estabilidad enzimatica, sino su posicién relativa en la estructura lo vendria a
elucidar su rol en el comportamiento cinético. En resumen, al tallo de la 6-PGDH
se le ha adjudicado el papel “cubierta” del sitio activo,®* y el par iénico 2 vendria a
ser la cerradura o “cierre” de la cubierta, encargado de unir ambas sub-unidades
para cerrar la cavidad de la enzima y asi conformar el lugar en el espacio donde
ocurrird la reaccion. Los pares ionicos 3 y 4 son importantes en la estructura
porque su presencia ayuda a sostener el sitio que sostiene a sustrato y cofactor, y

por tanto su pérdida o labilidad en la 6-PGDH se puede relacionar con una pérdida
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de la actividad de la enzima. Asimismo se entiende que la falta del par iénico 2,
como interaccion de puente salino, tenga incidencia en el resto por su cercania en
el espacio en la estructura 3D. Los pares idnicos 1 y 5 estan presentes en todas

las enzimas estudiadas y no parecen ser determinantes en la catalisis.

Es importante destacar que las interacciones electrostaticas entre sub-
unidades son caracteristicas de Tripanosomatideos y L. (L.) mexicana, en otras
especies, por ejemplo en la 6-PGDH de bacteria L. lactis, con los AA presentes en
el tallo serian posibles solo tres de los cinco puentes, en la enzima humana sélo
uno y en la enzima de oveja ningun puente salino (Tabla 3.5). Todas estas
enzimas, cristalizadas y estables cinéticamente, tienen un tallo o extremo C-
terminal rico en residuos neutros, donde se ha propuesto que las interacciones
que mantienen unidas ambas sub-unidades del dimero no son de naturaleza
electrostatica sino hidrofobica, con tallos mas largos que ayudarian a la

conformacion del sitio activo.

La existencia de las interacciones electrostaticas entre residuos de ambas
sub-unidades y su naturaleza son especificas de Kinetoplastidas, lo que también
diferencia la 6-PGDH en estos parasitos en comparacidon a su contraparte
humana, lo que promueve el avance en esta direccibn con aplicaciones de la

enzima como blanco terapéutico selectivo.

Tabla 3.5. Residuos del extremo C-terminal de la enzima 6-PGDH en diferentes especies,
comparados con la formacién de puentes salinos en Th6-PGDH.

Par 1 Par 2 Par 3 Par 4 Par 5
Enzima 134 459 477 139 463 259 246 464 466 255
T. brucei E R E K E R D R D H
L. (L.) mexicana E R A K E R E R D K
T. cruzi E R E K E C V R D H
L. lactis E A T L E K D R D K
O. aries E A T Y E S A L A K
H. sapiens E A T Y E S T L A K

En negritas residuos neutros.



3.3 Barrido virtual de librerias en base al receptor de Lm6-PGDH
y Hs6-PGDH.
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3.3.1 Introduccioén.

Tal y como ya se ha descrito, la quimioterapia contra la leishmaniasis
presenta dos grandes problemas: la toxicidad de los compuestos utilizados junto a
sus efectos secundarios y la aparicion de resistencias por parte del parasito,
debido a ello es imperativo el desarrollo de nuevos farmacos. La validacion de la
PPP y las enzimas que contiene como blanco terapéutico en Leishmania y
Tripanosoma ha motivado la busqueda de inhibidores de la 6-PGDH para
comenzar el proceso de desarrollo de un inhibidor que pudiera servir como lider

potencial para un medicamento.

En esta investigacion el modelado molecular in silico ha permitido obtener
una estructura 3D refinada y validada para la enzima Lm6-PGDH, que ademas se
utilizé en el barrido virtual de una libreria de compuestos contra la estructura del
receptor para seleccionar los mejores candidatos a farmacos. A falta de una
estructura cristalina para la enzima del parasito L. (L.) mexicana, no son muchos
los inhibidores que se conocen, que hayan sido ensayados experimentalmente o a
partir de modelos. La libreria de compuestos se construyé en base a inhibidores
encontrados para Tb6-PGDH, enzima con la que Lm6-PGDH comparte alto
porcentaje de identidad de secuencia de AA y plegamiento. Ademas, se ha
realizado el barrido virtual para la contraparte humana de la enzima, ya que se han
sefalado suficientes diferencias estructurales entre Lm6-PGDH y Hs6-PGDH en
su sitio activo, que permitirian ampliar el uso de la 6-PGDH no sélo como blanco

terapéutico sino también como blanco selectivo para la leishmaniasis.

3.3.2 Preparacion de las estructuras de los receptores Lm6-PGDH y Hs6-
PGDH para el barrido virtual.

Hasta la fecha la estructura de la enzima de Lm6-PGDH no se encuentra
cristalizada, en su forma apo o con ligandos, y como ha sido apuntado desde el
inicio, uno de los principales objetivos al realizar su modelado molecular era

obtener un modelo por homologia refinado estructuralmente que permitiera
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estudiar el comportamiento de los pares i6nicos con DM. Asimismo, la enzima
humana, Hs6-PGDH, si se encuentra co-cristalizada junto al cofactor NADP*

aungue no con el sustrato de la reaccién, 6PG.

Para utilizar las estructuras de las enzimas como receptor hay que
considerar que la aproximacion de docking con receptor rigido y ligando flexible
implementada en AutodockVina®™® no realiza el muestreo del espacio
conformacional de los residuos del sitio activo de la enzima. La flexibilidad de los
AA que lo conforman es crucial para predecir correctamente la forma en que un
ligando se une a una proteina y, en consecuencia, las propiedades
termodinamicas y cinéticas del complejo. En este sentido, para realizar el barrido
virtual fue necesario obtener la mejor estructura posible de los receptores en
presencia de sus ligandos naturales, ya que ella es factor determinante para el
éxito del filtrado por posicionamiento molecular, por esta razon se realizé la DM de
cada enzima a ensayar con el sustrato y el cofactor en presencia de solvente a
300 K.

Las estructuras de minima energia obtenidas para la enzima del paréasito y la
humana con DM muestran una conformacion plausible del 6PG, esto es, en ellas
la molécula del sustrato se ubica dentro de la cavidad y su orientacion esta en
concordancia con lo reportado previamente para otras especies. Las estructuras
asi obtenidas para los complejos Lm6-PGDH/6PG y Hs6-PGDH/6PG fueron
minimizadas y, previa remocién de la molécula del sustrato, se utilizaron como

estructura de partida del receptor para los ensayos posteriores de barrido virtual.

3.3.3 Comparacion de las estructuras de los complejos de Lm6-PGDH y
Hs6-PGDH con 6PG.

3.3.3.1 Hs6-PGDH y Oa6-PGDH.

La estructura de minima energia del complejo Hs6-PGDH/6PG obtenida con
DM se superpuso a la estructura cristalina de su contraparte en mamifero Oa6-

PGDH (1PGP), con la que comparte un alto porcentaje de identidad de secuencia
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de AA (91,4%) (Figura 3.9). La estructura de la enzima de oveja dispone de una
sub-unidad con la molécula de sustrato, a efectos de esta comparacion, el dimero
fue ensamblado a partir de su monémero y la molécula de NADP* proveniente de
Hs6-PGDH. La cavidad del sitio activo de Hs6-PGDH cuenta con la orientacion
adecuada de los residuos que participan directamente de la reaccion, tales como
K187 y E191, la base y el acido general respectivamente, hacia los que se orienta
el grupo carboxilato del 6PG, asi como también aquellos que son determinantes
para que la molécula de sustrato adopte la conformacion adecuada H187, Y192,
K261, T263 de una sub-unidad y R447 y R453 de la otra. Estos ultimos conforman
la llamada region positiva de la cavidad orientados al grupo fosfato del 6PG y que
tienen el papel de anclarlo mientras ocurre la catalisis, tal y como ha sido
reportado de los estudios mecanisticos con Oa6-PGDH y otras

especies. 3031323539

Nuestros resultados muestran que la simulacion permitié obtener un modelo
apropiado por primera vez para el complejo de Hs6-PGDH/6-PG, que al ser
comparada con la estructura cristalina de la enzima de oveja se observa alto grado

de concordancia para la conformaciéon del 6PG en ambas estructuras (RMSD 0,87

A).
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(@)
H186
K183
$128
G129

Fig. 3.9. Comparacion de los complejos enzima/sustrato de Oa6-PGDH y Hs6-PGDH.
(a) Estructura cristalina de Oa6-PGDH con 6PG (modelo de barras C gris N azul O rojo H blanco) (b) Complejo de Hs6-PGDH obtenido
por DM (moléculas de agua color verde) (c) Superposiciéon estructuras Oa6-PGDH/Hs6-PGDH (modelo de barras amarillas
conformacion de Oa6-PGDH)
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3.3.3.2 Lm6-PGDH y Hs6-PGDH.

Las estructuras de los complejos Lm6-PGDH/6PG y Hs6-PGDH/6PG
resultantes de la DM se compararon exhaustivamente en la region donde se
ubican sustrato y cofactor (Figura 3.10). En ellas se reproducen las principales
interacciones entre el 6PG y los residuos clave, que han sido identificados
anteriormente también para las estructuras cristalinas de otras especies como por
ejemplo Oa6-PGDH y LI6-PGDH.

La conformacién del 6PG se describe con el grupo fosfato dispuesto hacia el
bolsillo positivo de la misma que tiene los residuos que cumplen el papel de anclar
el sustrato a la cavidad de Lm6-PGDH: Y194, K263, R290, H454(B), R459(B)**! y
H460(B) para orientarlo mediante puentes de H con los grupos OH de C4 y C5 de
la molécula de 6PG; mientras que el grupo carboxilato se posiciona hacia los
residuos que actian como &cido y base general en la catalisis (E193 y K186,

respectivamente).

\\‘w

—> ‘/!/’ N190 yq94 ¥

"/ . H189 ti .

> K186 =~

/
‘\:
N

u\/ R454 (B)

>\‘\\\ ’

\(H460 (B)

\ \ S131
‘-a\"’. w G132,

Dl el / 263
G133

Fig. 3.10. Comparacion complejos enzima/sustrato de Lm6-PGDH y Hs6-
PGDH.Superposicion de las estructuras de minima energia resultantes de la DM.



Resultados y Discusion 120

Si bien el sitio activo de la 6-PGDH es conservado entre especies en
relacion a residuos clave tales como &cido y base general, los de unién al sustrato,
al cofactor y al sitio catalitico, también se encuentran diferencias a destacar entre
la enzima del parasito y la humana (Figura 3.11). Por ejemplo, en la region de
huella dactilar de unién al cofactor ‘GxxGxxG*? donde la G central de la secuencia
de AA de la enzima del parasito es reemplazada por A en la humana; también en
esta misma region el residuo K139 reemplazado por Y en O. aries y H. sapiens. El
sitio catalitico rico en residuos no conservados asi como también el tallo mas corto
de Lm6-PGDH respecto a la enzima en mamiferos. A nivel estructural, para los
modelos obtenidos para los complejos con 6PG en lo que respecta a la unién del
cofactor a la cavidad se observa la interaccion caracteristica discriminante de
NADP" de tipo pi-pi entre la cadena lateral de R33 y el anillo de adenina,®® sin
embargo también se encontr6 que la molécula de cofactor adopta una

conformacion ligeramente diferente en los complejos de ambas enzimas.

Sitio de unioén al cofactor

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Lmexicana G I I G L G v M G A N L A L N I A E N
Oaries A L - - - A - - - Q - - I - - M N D H
Hsapiens A L - - - A - - - Q - - I - - M N D H
Sitio de unién al sustrato
131 132 133 134 135 136 137 138 139 140
Lmexicana S G G E E G A R K G
Oaries - - - - D - - - Y G
Hsapiens - - - - D - - - Y G
Sitio catalitico
176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189
Lmexicana G K G G A G S C v K M Y H N
Oaries v G D D G A G H F v K M \'4 H
Hsapiens v G D E G A G H F v K M v H
Tallo
470 471 472 473 474 475 476 477 478 479 480 481 482 483
Lmexicana A L - - - - - - - - - - -
Oaries T G H G G S Y S S S S Y N A
Hsapiens T G H G G T v S S S S Y N A

Fig. 3.11. Residuos de importancia para la catalisis de la 6-PGDH de L. (L.) mexicanay
mamiferos (en rojo residuos no conservados).

QO aN
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El volumen de la cavidad del sitio activo medido por triangulacion con

1% en la enzima humana (1904 A% es mayor en comparacién a su

Castp
contraparte en parasito (1226 A® (Figura 3.12a). En la estructura de minima
energia resultante de la DM para Hs6-PGDH el fragmento de Nam de la molécula
de cofactor presenta una conformacion diferente respecto a Lm6-PGDH; se halla

desplazado ligeramente hacia el exterior de la cavidad y ello afecta directamente

el volumen de la misma (Figura 3.12b).

(b)

Fig. 3.12. (a) Volumen de la cavidad del sitio activo en los complejos enzima/sustrato de
Lm6-PGDH y Hs6-PGDH (esfera amarilla) (b) Sub-unidad B de la 6-PGDH respecto a la
ubicacion del sitio activo (NADP" en barras)
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Hay tres factores estructurales que pudieran incidir en las diferencias
encontradas para la conformacion que adopta la molécula de la coenzima en Lm6-
PGDH respecto a Hs6-PGDH (Figura 3.13a). En primer lugar, el cambio en el
residuo K76 de la enzima humana que es reemplazado por N78 en la enzima del
parasito. La larga cadena lateral del residuo K76 adopta una conformacion tal que
penetra la cavidad e interactla directamente con el grupo fosfato del cofactor. En
la estructura de la enzima humana este residuo pudiera colaborar en el
desplazamiento del NADP" en la cavidad. En la enzima del parasito el residuo N78

con una cadena lateral mucho més corta no alcanza a penetrar en ella.

El otro cambio ocurre en la regién de la huella dactilar del cofactor, en
mamiferos la secuencia es GxAxxG mientras que en L. (L.) mexicana y
Tripanosoma es GxGxxG.*° El residuo central es G11 en la enzima del parasito,
Al12 en la humana, donde el grupo metilo de este AA ocupa un espacio que en la
cavidad de la enzima del parasito se encuentra disponible para ser ocupado por la
molécula del cofactor. El tercer detalle estructural radica en los residuos que
conforman el tallo de cada enzima (extremo C-terminal de cada sub-unidad de la
6-PGDH). El tallo de la enzima humana es mas largo, cargado de residuos neutros
y once AA adicionales en comparacion con Lm6-PGDH; en particular las dos G,

una Ty la serie de cuatro S (Figura 3.11).

De la comparacion entre los complejos enzima/sustrato de la 6-PGDH del
parasito con la humana, el factor que parece tener mayor influencia en las
diferencias encontradas entre ambas cavidades y que permitiria explicar la
conformacién que adopta la molécula de cofactor es el de la longitud de los tallos.
En la enzima humana, los residuos de su tallo mas largo se insertan en la cavidad
y ocupan un espacio que promoveria el que la molécula de NADP" adoptara una
conformaciéon diferente para el fragmento de Nam y que este sea el factor

estructural responsable de la apertura del sitio activo (Figura 3.13a).
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La diferencia en la conformacion de la molécula de cofactor se refleja
también en las interacciones encontradas entre los residuos de cada enzima y el
sustrato (Figura 3.13b). Tanto en Hs6-PGDH y Lm6-PGDH los residuos que
conforman el bolsillo positivo de la cavidad se encargan de anclar el fosfato a la
misma mediante interacciones de atraccion electrostatica del tipo puente salino y
puentes de H; en Lm6-PGDH hay interaccion directa con el NADP" que forma
parte de la cavidad, en Hs6-PGDH la interaccion ocurre con S477, S478 y S479
del tallo. En detalle las interacciones con el fosfato en Lm6-PGDH se refieren a
R454 (2,56 A), H460 (2,67 A), K263 (2,45 A) y en Hs6-PGDH corresponden a
R447 (2,71 A), H453 (2,80 A) y K261 (3,16 A) (Figura 3.15c). En la enzima
humana hay interaccién via puentes de H entre el OH del C3 del 6PG vy los
residuos S478 (3,32 A) y S479 (3,42 A), estos ltimos se ubican en el espacio en
el que en la enzima del parasito el grupo carboxilato del sustrato interactia
mediante atraccion electrostatica con el NADP™ (3,98 A) que se introduce y forma
parte de la cavidad, H189 (4,40 A) y K186 (2,68 A) y con puente de H con N105
(2,78 A).

El andlisis de las estructuras obtenidas apunta a que las mayores
diferencias en la cavidad entre la 6-PGDH humana y L. (L.) mexicana radican en
las diferencias de los residuos del tallo y cémo estos inciden en la constitucion del
sitio activo, y no debido a los otros AA gue son diferentes en la enzima humana
como habia sido reportado (F31, N32, T34, Y35, T36 y K37).** La superposicién
de nuestros modelos comprueba que las diferencias en sus orientaciones y el

lugar que ocupan en la cavidad son minimas.

La superposicion del modelo de la 6-PGDH de L. (L.) mexicana con el de
otras especies de interés T. brucei, T. cruzi, H. sapiens y O. aries se incluyen en el

Apéndice C.
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Lm6-PGDH @) Hs6-PGDH
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Q479
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Fig. 3.13. (a) Tallo de la sub-unidad (B) en la cavidad de los complejos enzima/sustrato de Lm6-PGDH y Hs6-PGDH respecto a la
ubicacion de NADP" y al 6PG (b) Mapa 2D de las interacciones de la cavidad con el 6PG.
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El cambio en la conformacién de la molécula del cofactor tiene efecto en la
cavidad del sustrato y por lo tanto en la forma en que un ligando se unira a la
enzima. Este hallazgo a nivel estructural es clave para sustentar el uso de la 6-
PGDH como blanco terapéutico selectivo. Adicionalmente, este cambio
conformacional inducido en la molécula de NADP® podria ser clave para
comprender cdmo los espacios ocupados por ambos ligandos (sustrato y cofactor)

se relacionan en la dinamica de la reaccion catalitica de la 6-PGDH.

3.3.4 Barrido virtual de librerias para los modelos de las enzimas Lm6-
PGDH y Hs6-PGDH.

La busqueda de compuestos con mayor afinidad a la enzima del paréasito
Lm6-PGDH en comparacion a la humana Hs6-PGDH, se llevo a cabo mediante un
barrido virtual en base al receptor con cada estructura y la misma libreria quimica,
a objeto de discutir sobre la selectividad de los compuestos ensayados. El cédigo
de acceso de todos los compuestos de la libreria construida en las bases de datos
ZINC y Malaria Box se presentan en el Apéndice D.

Cuando se comparan los compuestos obtenidos por jerarquia para Lm6-
PGDH y Hs6-PGDH los resultados muestran que si hay selectividad de algunos de
ellos a la enzima de parasito. El barrido virtual de la libreria de compuestos se
realizé veinte veces para cada enzima y los primeros veinte con menor valor de El
para Lm6-PGDH que no estan presentes entre los que muestran buena afinidad
por la enzima humana, fueron seleccionados como los mejores compuestos o hits
(Tabla 3.7), y ellos corresponden a las posiciones: 1, 3, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15,
16, 17 y 18 (Figura 3.14).

En relacion a la afinidad de los compuestos barridos contra la 6-PGDH
como receptor, para ambas especies, todos los hits tienen menor EI respecto al
sustrato. Para Lm6-PGDH las energias de los 780 compuestos de la libreria van

desde -9,5 a -4,82 kcal-mol™ con uno sélo de ellos que exhibe El positiva (11,82



Resultados y Discusion 126

kcal-mol™) reflejo de que el mismo no alcanza una conformacién estable dentro de
la cavidad, de acuerdo a los parametros de busqueda para el barrido virtual. En
esta enzima la El correspondiente al complejo con el 6PG es -7 kcal-mol™, para el
complejo del compuesto 1 es igual a -9,5 Kcal-mol™ y -9,1 y -8,7 kcal-mol™ en el
caso de los compuestos 2 y 3, respectivamente. En la enzima humana, la El de los
complejos para todos los compuestos de la libreria se encuentra desde -10,4 a -
4,5 kcal-mol™ con -6,7 kcal-mol™ para el complejo enzima/6PG, -8,2 kcal-mol™

para el complejo con (1), -9 kcal-mol™ con (2) y -5,4 kcal-mol™ con (3).

A nivel estructural los hits poseen una parte polar conformada por
heterociclos y grupos funcionales y una parte apolar de cadenas alquilicas y
arflicas (Figura 3.14). Tienen peso molecular promedio de 312 g-mol™ y entre ellos
destaca la presencia de un pirrol tetrasustituido con un anillo bencénico m y p-
sustituido a 3, 4, 7 y 8 atomos de distancia. Los grupos sustituidos en el pirrol son
de tipo acetilo (1, 7, 9, 12, 14 y 15) o etoxi carbonilos (3, 8, 11y 17) y otros pirroles
de menor peso molecular con un fenil sustituido (18) y con dos (11). EI compuesto
(16) es una sal de acido sulfénico de un biciclo sustituido con el grupo
hidroxilamina que también se ha reportado en un barrido virtual de Tb6-PGDH y es

uno de los compuestos mas activos ensayados (ICsq 73 pM).%

El compuesto (5) destaca entre las estructuras encontradas ya que es la
Unica piridina entre los hits. EI compuesto (1) para Lm6-PGDH ocupa la posicién
11 en el ranking de la enzima humana, pertenece al grupo de las estructuras de
los pirroles, con sustitucién de un acetilo en el pirrol y un isopropilo en el benceno

y es el de mayor afinidad por la enzima del parasito.

Desde el punto de vista quimico, la libreria fue construida por similaridad
estructural a compuestos que pudieran imitar el fragmento tipo aldosa del sustrato
y de los resultados del barrido virtual se extrae que algunos heterociclos de cinco
miembros (pirrol) o anillos fusionados de cinco y seis miembros (11) con grupos

polares sustituidos cumplen con esta caracteristica. Los compuestos obtenidos
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con mayor afinidad muestran que la cavidad es suficientemente grande para

permitir el ajuste de estructuras de ese tipo.

Tabla 3.6. Compuestos con menor El obtenidos del barrido virtual de los complejos con
Lm6-PGDH y Hs6-PGDH.

Posicion Lm6-PGDH?* Hs6-PGDH?
1 ZINC14845416 (100)° ZINC12687919 (100)°
2 ZINC12687919 (75) ZINC15982176 (100)
3 ZINC6595121 (45) ZINC262881 (100)
4 ZINC2913588 (55) ZINC1617898 (100)
5 ZINC1624031 (50) CHEMBL1724062 (45)
6 ZINC1617898 (40) ZINC9752607 (45)
7 CHEMBL1367009 (40) ZINC4831054 (45)
8 CHEMBL 1494297 (30) ZINC3556177 (45)
9 ZINC14812180 (45) ZINC49016688 (55)
10 ZINC2628881 (35) ZINC7005660 (50)
11 ZINC1708749 (45) ZINC14845416 (15)
12 CHEMBL1731402 (35) ZINC8944491 (50)
13 CHEMBL1699733 (45) ZINC2028932 (40)
14 CHEMBL1471870 (20) CHEMBL1699733 (45)
15 ZINC3587317 (25) CHEMBL1431698 (25)
16 ZINC2913590 (40) ZINC2913590 (40)
17 CHEMBL1558497 (15) ZINC3590626 (30)
18 ZINC41288560 (35) ZINC3543990 (10)
19 ZINC9752607 (30) ZINC14158880 (10)
20 ZINC4831054 (20) ZINC2913588 (25)

% Cédigos de acceso a las bases de datos ZINC y Malaria Box (CHEMBL)
b Porcentaje de veces en que ocupa la posicion en los 20 barridos.


https://www.ebi.ac.uk/chembl/malaria/compound/inspect/CHEMBL1367009
https://www.ebi.ac.uk/chembl/malaria/compound/inspect/CHEMBL1494297
https://www.ebi.ac.uk/chembl/malaria/compound/inspect/CHEMBL1731402
https://www.ebi.ac.uk/chembl/malaria/compound/inspect/CHEMBL1471870
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o : (2

Fig. 3.14. Estructuras quimicas de los mejores compuestos obtenidos por barrido virtual de
lalibreria para Lm6-PGDH.

Las propiedades ADME mas representativas de los hits se presentan para

ser compararse con las que se esperan para un compuesto tipo farmaco, de

acuerdo a las reglas de Lipinski'®?

P,163

(Tabla 3.7). En este caso se considera el

Log namero de grupos dadores y aceptores de puentes de H, carga neta,
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164

area total de atomos polares,™" tPSA, masa molecular y nimero de enlaces

rotables.

Los hits mas afines y selectivos (1, 3 y 5) cumplen las reglas de Lipinski.
Los compuestos (1) y (3) poseen un numero de dadores y aceptores de puentes
de H menor o igual a 5, masa molecular entre 340 y 370 g/mol, menor a 500
g/mol, junto a altos coeficientes de particion que indican una mayor probabilidad
de permeabilidad a través de la pared intestinal (lipofilicidad). EI compuesto (5)
tiene un coeficiente de particion calculado octanol-agua de 7. Los tres mejores
compuestos obtenidos a partir del barrido virtual tienen &rea total de atomos
polares <170 A% menos de 10 enlaces rotables y no presentan fragmentos
reactivos y/o inestables, de acuerdo a las otras propiedades usadas comunmente

como criterio para compuestos tipo farmaco.>*

Tabla 3.7. Propiedades ADME para los compuestos con mayor afinidad por Lm6-PGDH.

Compuesto pH xlogP H-BD H-BA Carga tPSA(A2 MM (g/mol) Enlaces rotables

1 7 4,01 1 5 0 76,00 341,407 7
3 7 4,12 1 5 0 68,00 369,339 8
5 7 7,10 0 3 0 39,00 393,486 6
7 7 2,75 2 4 0 88,26 362,81 7
8 7 2,76 2 5 0 97,49 376,38 9
9 7 4,20 1 5 0 76,00 355,434 7
11 7 5,07 1 3 0 42,00 305,377 5
12 7 2,86 2 4 0 88,26 356,42 9
14 7 2,61 2 4 0 88,26 360,38 8
15 7 3,11 1 6 0 85,00 329,352 7
16 7 -2,18 1 6 -1 107,00 254,243 1

8-95 -2,18 0 6 -2 110,00 253,235 1
17 7 3,16 1 5 0 85,46 329,35 8
18 7 3,92 1 3 -1 56,00 242,298 2
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Los compuestos (1), (3) y (5) para Lm6-PGDH se consideran buenas
estructuras para hits ya que ademas de presentar las El mas bajas para sus
complejos y buenas propiedades ADME, pueden ofrecer un punto de partida en el
disefio racional de farmacos contra la leishmaniasis debido a la presencia de
ndcleos como pirrol, benceno y carbonilo en su estructura y a las posibilidades
sintéticas que ellos ofrecen para obtener derivados.

En base a todo lo anterior, las estructuras de los complejos de Lm6-PGDH
con los compuestos (1), (3) y (5) fueron optimizadas con etapas de minimizacién
de energia y DM, para verificar la estabilidad de sus complejos y estudiar las

interacciones de cada uno en el sitio activo de la enzima.

3.3.5 Estructura de los complejos de Lm6-PGDH y Hs6-PGDH con los hits
obtenidos del barrido virtual.

La DM se utilizo6 como herramienta computacional para optimizar los
complejos proteina/ligando obtenidos para los mejores compuestos del barrido
virtual. Esta etapa de simulacion posterior al docking permitié validar y refinar las
soluciones del mismo. Se asume que una mala conformacion o pose generara una
trayectoria de DM inestable, durante la cual el ligando pudiera incluso abandonar
la cavidad del sitio activo. En caso contrario, una pose representativa de la
estructura mostrara una trayectoria estable, con bajo RMSD en el tiempo respecto
a la conformacion inicial, y también permitird el andlisis de las interacciones
especificas con la proteina receptor. Mas aun, la simulacibn de DM puede
proporcionar una vision dinamica del re-arreglo en las conformaciones de las
cadenas laterales que se adaptan a la pose del ligando, y a medida que transcurre
el tiempo se evidencian las interacciones entre proteina y ligando dadas
inicialmente por el docking o apareceran nuevas interacciones con el medio
circundante, ya que una DM en solvente explicito puede ademas sugerir el rol de
moléculas de agua dentro del sitio activo que puedan ser importantes para

predecir correctamente la forma en que el ligando se une a una proteina.
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Hasta la fecha no se ha realizado ningun estudio comparativo entre
complejos con ligandos para estas enzimas, principalmente porque la enzima de
L. (L.) mexicana es inestable y no se ha cristalizado. La enzima humana si se
encuentra depositada en el PDB pero solamente co-cristalizada con el cofactor.
Sin embargo, en base al modelo por homologia reportado para Lm6-PGDH ya se
han sefialado diferencias estructurales entre las cavidades de la enzima del
parasito y la humana,* en particular en algunos residuos de unién al cofactor. Los
modelos obtenidos por docking/DM para los diferentes complejos de Lm6-PGDH y
Hs6-PGDH en esta investigacion permitieron profundizar en la naturaleza de las
diferencias.

Los resultados obtenidos en el barrido virtual de la libreria con las
estructuras de las enzimas 6-PGDH de L. (L.) mexicana y H. sapiens, muestran
gue hay compuestos con mayor afinidad a la enzima del parasito que a la humana,
por tanto, es de esperar que dichos compuestos interactien de forma diferente en
cada una de las cavidades del sitio activo. Dado que en estos ensayos se busca la
mejor orientacion del ligando en base al reconocimiento molecular, los complejos
con un valor de ElI mas bajo corresponde a aquellos donde existan mayores
interacciones estabilizantes entre los residuos en la cavidad y los grupos del

ligando que sea examinado.

En la estructura de los complejos de Hs6-PGDH y Lm6-PGDH se evaluaron
las interacciones entre la molécula del ligando y los residuos del sitio activo. En
general, los mejores compuestos resultantes del barrido virtual (1) (Figura 3.15),
(3) (Figura 3.16) y (5) (Figura 3.17) adoptan diferentes conformaciones en la
cavidad de Lm6-PGDH respecto a la de Hs6-PGDH. En todos los compuestos la
insercion del tallo en la cavidad de la enzima humana tiene un efecto en el

posicionamiento del ligando.

El compuesto (1) se orienta en Lm6-PGDH de forma tal que la carga

positiva del NADP* muestra interaccion de tipo pi-cation con el grupo fenil del
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ligando mientras que su grupo éster interactia via puente de H con los AA del
llamado bolsillo positivo de la cavidad Y194, Q453, H454 y H463, estos ultimos
tres residuos pertenecientes a la sub-unidad B. La parte apolar de la molécula del
ligando muestra interacciones de van der Waals con 1374 y de tipo pi-alquil con la
densidad electrénica del anillo de imidazol de H189. A su vez en Hs6-PGDH los
puentes de H ocurren con los residuos N188, K261 y T263 con el O y carbonilo del
grupo éster y las interacciones de tipo pi-pi con el anillo aromatico de (1) y la
densidad electronica pi de las cadenas laterales de F450 y H453, y de tipo pi-alquil
con M14.

En el caso del compuesto (3) con Lm6-PGDH predominan las interacciones
polares enzima-ligando del tipo puente de H. El grupo trifluorometano se une al
NADP", y el O y grupo carbonilo del éster interacciona con Q453, R454 H460 y
Y194. Con la enzima humana este mismo ligando forma puentes de H entre el
trifluorometano y N108 y carbonilo de A77, mientras que el carbonilo del grupo
éster se une a H453. También se encuentran interacciones del tipo pi alquil entre

el grupo iso-propilo de (3) y M14.

En la enzima del parasito, el compuesto (5) también se une via puente de H
a K263 y Y194 mediante su grupo éster. Existen interacciones de tipo pi-sigma
con 1374, de tipo pi-azufre con M234 y pi cation con NADP*, H460 y R290, donde
se involucra la region de densidad electrénica pi de los sustituyentes aromaticos.
Mientras que en la enzima humana predominan las interacciones van der Waals

del tipo pi-pi con NADP" y F464 y pi-catién con K38.

En todos los complejos de la enzima del parasito destaca la presencia de
interacciones especificas del ligando con el grupo éster a través del O y el
carbonilo con los AA Y194, H460 y R454 y también con la densidad electrénica pi
del grupo pirrol. Es posible que estos fragmentos en la molécula del ligando
puedan servir para imitar al grupo fosfato del sustrato y con miras al disefio

racional de farmacos dichas interacciones pudieran ser explotadas para promover
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otras interacciones que busquen mejorar la afinidad, y ademas para estudiar la
naturaleza de su especificidad.

Del andlisis de los complejos las interacciones observadas entre Lm6-
PGDH vy los hits resaltan aquellas con los residuos que conforman el llamado
bolsillo positivo de la cavidad, probablemente porque para que la reaccion ocurra
la unién del grupo fosfato es muy importante desde el inicio de la misma en el
posicionamiento correcto del 6PG, asi como también las interacciones con
residuos que pertenecen a la otra sub-unidad (H460 y R454). En las estructuras
obtenidas de los complejos enzima/ligando los resultados subrayan la importancia
del analisis realizado para la conformacion de la cavidad a partir de residuos
pertenecientes a ambas sub-unidades en el dimero de la 6-PGDH. Es esencial
que se constituya de forma apropiada la cavidad del sitio activo en relacion a la
interfase que proporciona la otra sub-unidad, no solamente porque sus residuos
forman parte de ella sino también por el tipo de interacciones que son posibles y
que pudieran ser utilizadas para disefar inhibidores tomando como punto de

partida los hits encontrados en esta investigacion.
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Fig. 3.15. Modos de unién del compuesto (1) obtenido por barrido virtual en Lm6-PGDH (a) y Hs6-PGDH (b). (I) Ubicacion respecto a
NADP" y residuos del tallo (Il) En la cavidad del sitio activo (lll) Mapa en 2D de los residuos con interacciones en el sitio activo.
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3.3.6 Discusioén.

El barrido virtual de una libreria quimica de 780 compuestos construida a
partir de inhibidores de la enzima Th6-PGDH, con Lm6-PGDH y Hs6-PGDH como
receptores arrojo trece compuestos con selectividad a la enzima del paréasito, de

entre los veinte compuestos con menor El.

Las estructuras quimicas de los hits comprenden un nucleo de pirrol con
cadenas alquilicas y arilicas sustituidos con grupos polares como el éster,
trifluorometano, carbonilo y anillos ricos en densidad electrénica pi como el pirrol y
el fenilo. Los mejores tres compuestos (1, 3 y 5) presentan buenas propiedades
ADME ademas de formas de unién caracteristicas con la enzima del parasito en
comparacion con su contraparte humana, donde los residuos Y194, K263, T265,
R290 y R454 (B) contribuyen a la union del sustrato a la cavidad, tal y como ha
sido previamente reportado;* dichas uniones no sélo aseguran la orientacién
apropiada del 6PG para la catélisis, sino que ayudan a inducir el cambio
conformacional que precede la reaccién para preparar el sitio activo, del que

también forma parte la cavidad donde se encuentra el cofactor.

En las conformaciones obtenidas para los complejos enzima/ligando, el
cofactor NADP™ tiene una conformacion diferente cuando el receptor es la enzima
del parasito en comparacién a la que adopta cuando el receptor es la enzima
humana. Hecho que resalta al contrastar por primera vez las estructuras de
complejos de ambas enzimas con sus respectivos ligandos y que proporciona
nuevos argumentos para la obtencion de farmacos selectivos a la enzima Lm6-
PGDH, en base a las diferencias estructurales encontradas entre ambas. Aunque
los residuos clave se conservan, el tallo en la cavidad de Hs6-PGDH es mas largo
y rico en residuos S, este factor influye en la conformacion que adoptara el
sustrato y cualquier otro ligando en la cavidad del sitio activo, respecto a la
conformacién que pueda adoptar en la cavidad de la enzima del parasito. En todos
los complejos optimizados de la enzima L. (L.) mexicana y los hits (1, 3y 5) como

ligandos, estan presentes las interacciones de tipo puente de H entre R454(B) y el
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carbonilo del ligando, y la interaccion de tipo pi-pi entre anillos arométicos del
ligando y los de Y194 y H460. En la enzima humana los residuos que exhiben las
mayor numero de interacciones provienen de AA con cadenas laterales neutras
N105, G129, G130, G131, N188, T263 y la serie de residuos del tallo S477, S478
y S479, al contrario de lo que ocurre en la enzima del parasito donde predominan
las interacciones con los AA cargados que conforman el bolsillo positivo de la
cavidad K263, R290, H460 (B), R454 (B).

La informacién estructural obtenida con nuestros ensayos de
posicionamiento molecular respecto a las poses de los ligandos en la cavidad de
la enzima y las interacciones importantes presentes en todos los complejos
ensayados pueden servir de base para una nueva etapa en el disefio racional de
farmacos, una vez los compuestos hayan sido probados in vitro para determinar

su actividad.



4 DISCUSION GENERAL
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La necesidad de renovar la farmacopea disponible para tratar las
enfermedades tropicales o desatendidas tales como la leishmaniasis, la
enfermedad del suefio, el mal de Chagas, entre otras, se ha incrementado debido
a la aparicion de resistencias a los farmacos empleados. En el caso particular de
la leishmaniasis los antimoniales pentavalentes conforman la primera linea de
quimioterapia, son toxicos y recientemente se ha demostrado un incremento de
resistencia a los mismos, por parte del parasito. El alto costo asociado al estudio y
desarrollo de un nuevo medicamento para el tratamiento de estas enfermedades
no representa un problema prioritario para las compafias farmacéuticas sin que
por ello sea menos importante su abordaje. En este sentido es muy importante la
aplicacion de las metodologias in silico para el disefio racional de farmacos y la

identificacion de nuevos blancos terapéuticos.

En Kinetoplastidas, la existencia del glicosoma donde se encuentran
compartamentalizadas varias enzimas de la ruta glicolitica y de la PPP, que
participan del catabolismo de la glucosa en estos parésitos, establece grandes
diferencias con el hospedador mamifero. La 6-PGDH de L. (L.) mexicana es
funcional en la PPP y se encarga de producir NADPH, que es el poder reductor
gue protege en condiciones de estrés oxidativo y la hace esencial para la
sobrevivencia del parasito. Algunos detalles estructurales relacionados con AA
clave en el sitio activo de la 6-PGDH al igual que las diferencias encontradas al
comparar la enzima en Kinetoplastidas con su contraparte humana han sido
suficientes argumentos para considerar dicha enzima como un blanco terapéutico

selectivo.

Ademas, en este organismo su marcada inestabilidad cinética ha sido una
caracteristica notable a fines de su caracterizacién, sin embargo, a falta de su
estructura cristalina es poco lo que se conoce de ella. EIl modelo obtenido por
homologia para Lm6-PGDH permitio realizar las comparaciones estructurales con
la enzima cristalizada de Th6-PGH y con el modelo de Tc6-PGDH, enzima que

también inestable, y de la que tampoco se dispone de una estructura cristalina. De
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los cinco puentes salinos entre sub-unidades presentes en la enzima estable de
Th6-PGDH, Lm6-PGDH solo tiene cuatro presentes.*! En este sentido, ha sido
relacionada con la enzima de T. cruzi a la que se le restituyeron sus dos puentes

salinos faltantes por mutagénesis sitio-dirigida recuperando la estabilidad.

En este trabajo se han podido caracterizar los pares idnicos presentes en
Th6-PGHD, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH en base a la distancia entre los residuos que
los forman durante una trayectoria de DM. Los resultados muestran que en Tbh6-
PGDH las interacciones son mas estables en el tiempo y ocurren a la distancia
optima de puente salino, mientras que en Lm6-PGDH y Tc6-PGDH los pares
ionicos faltantes inciden de forma determinante en la uniébn de ambas sub-
unidades para conformar el dimero funcional; en estas enzimas las interacciones
entre las sub-unidades ocurren a mayor distancia y se pueden considerar mas
labiles por tener una geometria de interaccion menos favorable, lo que afecta la
conformacién del dimero en el sitio activo, que posee una interfase formada por
residuos de ambas sub-unidades. Esta racionalizacion permiti6 explicar la

inestabilidad cinética en las enzimas en base a los pares i6nicos ausentes.

En este sentido, se ha evidenciado que a nivel estructural en la 6-PGDH no
es el numero de puentes salinos entre sub-unidades los que determinan la
estabilidad de la enzima porque aumente el nimero de interacciones que ayuden
a mantener el dimero, sino que su papel en la catalisis esta determinado por su
ubicacion en la estructura 3D. En el andlisis de la estructura de la 6-PGDH en las
especies estudiadas, pudo notarse que el sitio activo es un bolsillo conformado por
residuos de ambas sub-unidades en la interfase dimérica, con residuos del tallo de
una sub-unidad y del dominio de la coenzima de la otra. La unién que representan
los puentes salinos 3 y 4 son de extrema importancia porque conforman el asiento
del sitio activo, contribuyendo a mantener unidas ambas sub-unidades en la
interfase dimérica donde la cavidad precisa de estar bien constituida para que
tenga lugar el adecuado posicionamiento de dos moléculas, la del sustrato y el

cofactor. Por otra parte, el tallo de una sub-unidad funciona como cubierta que



Discusién General 142

cierra la cavidad del sitio activo y el puente salino 2 actla como cierre de esa
cavidad, razén por la que su ausencia en Lm6-PGDH, tiene incidencia en la
estabilidad de la misma, y al estar ausente facilitaria el que ambas sub-unidades

se desenhebren y la consecuente apertura de la cavidad del sitio activo.

El barrido virtual en base a Lm6-PGDH y Hs6-PGDH permitié obtener trece
compuestos, entre los primeros 20, con mas afinidad por la enzima de L. (L.)
mexicana que por la humana. Esta selectividad encontrada entre los 780
compuestos que conformaban la libreria ensayada constituye un buen punto de
partida en el disefio racional de farmacos selectivos para ser ensayados in vitro
contra el parasito y que pueden servir en el proceso subsecuente de optimizacion
de sus estructuras en la basqueda de nuevos compuestos que puedan servir de
lider de medicamentos. A fines de la renovacion de las estructuras de los
medicamentos empleados en la quimioterapia, los compuestos con nucleos
pirrélicos, grupos fenilo y éster, también mostraron buena afinidad para la enzima

Lm6-PGDH en el barrido virtual como ha sido reportado para Th6-PGDH.®

El andlisis estructural de la enzima 6-PGDH es esencial para ganar en la
comprensién de su actividad enzimatica y en las caracteristicas particulares de la
misma en cada una de las especies. Los resultados obtenidos en referencia al
comportamiento de los pares idnicos estudiados confirman la importancia que
tienen en la conformacion del sitio activo de la enzima. Las interacciones
electrostaticas entre sub-unidades son particulares de la 6-PGDH en
Kinetoplastidas y contrasta con la enzima humana, la de oveja y la de bacteria L.
lactis, donde las interacciones entre los tallos de ambas sub-unidades no son de
naturaleza electrostatica sino mas bien hidrofobicas. La enzima humana tiene un
tallo rico en residuos neutros, del tipo A, S, que tienen influencia en la constitucion
de su cavidad. Nuestros resultados confirman el potencial que tiene la 6-PGDH
como blanco terapéutico, ya que estas interacciones de naturaleza electrostatica
son caracteristicas de Tripanosomatideos, y entre ellos y L. (L.) mexicana no son

iguales, y los residuos que forman o no puentes salinos inciden en la actividad
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enzimatica, a pesar de que la mayoria de los residuos del sitio activo se conserva.
Adicionalmente, en la dinamica de la 6-PGDH, las diferentes conformaciones que
adopta el cofactor cuando se comparan las estructuras de los complejos
modelados con la enzima de L. (L.) mexicana y la de H. sapiens, que podrian estar
influenciadas principalmente por diferencias en las regiones C-terminal del tallo,
asi como también en la huella dactilar de unién al cofactor (°GxGxxG') y en
menor medida a un residuo no conservado entre ambas (K76). Todos estos
factores estructurales pueden seguir explotandose en el disefio racional de
farmacos, orientado de forma selectiva a mejorar la interaccion de los ligandos con
la enzima del parasito, en comparacion con su contraparte humana. Con particular
optimizacién de los residuos con interacciones del tipo puente de H con grupos
especificos presentes en los hits (Y194, R454, H460).

Los resultados obtenidos aportan validez a la escogencia de la enzima 6-
PGDH como blanco selectivo por los hallazgos resultantes del analisis de la
estructura de la cavidad entre ambas especies y también gracias a que por
primera vez un barrido virtual permite obtener compuestos con mayor afinidad por
la enzima del parasito en comparacion con la humana. Los hits obtenidos seran

ensayados para estudiar su actividad in vitro.



5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS
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En base a los resultados de esta investigacion se puede concluir:

e Las trayectorias de DM resultantes para las enzimas simuladas permitieron
obtener una descripcién del comportamiento en el tiempo de los pares idnicos

inter sub-unidades.

e En Th6-PGDH, Lm6-PGDH y Tc6-PGDH la naturaleza de los pares idnicos no
es la misma, a pesar de estar constituidos por los mismos residuos, no todos

son puentes salinos.

e La variabilidad estructural encontrada en las trayectorias entre enzimas nativas
y con las correspondientes mutaciones in silico permitio inferir acerca del papel
de cada uno en el mantenimiento del dimero: el par 2 actia como cierre al sitio
activo y las uniones que proporcionan los pares 3 y 4 ayudan a sostener la

cavidad que conforma el sitio activo.

e Es la ubicacion de pares idnicos en la 6-PGDH de Kinetoplastidas lo que afecta

su estabilidad cinética y no su numero.

e Se validaron las diferencias estructurales a nivel del sitio activo entre las
enzimas de Lm6-PGDH y Hs6-PGDH que han sugerido a la enzima como

blanco selectivo.

e Los mejores compuestos (1, 3 y 5) con mayor afinidad por Lm6-PGDH vy
propiedades ADME adecuadas para un farmaco fueron encontrados por barrido

virtual de una libreria quimica.

e Las interacciones entre los compuestos con mayor afinidad por la 6-PGDH del
pardsito y los residuos Y194, R454(B) y H460(B) del sitio activo son importantes

en la contribucion a la estabilidad del complejo y pueden seguir explotdndose
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en la busqueda de inhibidores que puedan servir de lideres para un

medicamento.

Como perspectivas futuras del trabajo se plantean los siguientes aspectos:

e Ensayar in vitro los compuestos con mejor afinidad (1, 3 y 5), entre otros,

selectivos a la enzima de L. (L.) mexicana.

e Evaluar las contribuciones de cada uno de los pares i6nicos inter sub-
unidades en la 6-PGDH a su estabilidad, a partir de los modelos con

aproximaciones a la energia libre.

e Evaluar el comportamiento de la cavidad del sitio activo de la 6-PGDH en el

tiempo, en presencia de sus ligandos naturales.

e Evaluar el comportamiento de los pares i6nicos para complejos de las
enzimas 6-PGDH con el sustrato y cofactor, para profundizar la influencia
de los mismos en el sitio activo, y de ser posible en el mecanismo de

reaccion.
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7.1 APENDICE A

Validacion de los modelos obtenidos por homologia para la enzima 6-PGDH
de L. (L.) mexicanay T. cruzi.
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Fig. Al. Alineamiento de secuencias para la sub-unidad A de Lm6-PGDH y de Th6-PGDH.
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para el dimero de Lm6-PGDH. Angulo de
torsion Psi vs. Phi en funcion de la energia. Las regiones con valores Psi/Phi mas favorables se indican,

de forma progresiva, en rojo, amarillo y mostaza. (A) Residuos Glicina (m) Otros residuos.
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Fig. A3. Evaluacion del plegamiento del modelo estructural de Lm6-PGDH obtenido por homologia con
Tb6-PGDH. A. ProsaWeb™®” Z-scores de todas la cadenas de proteinas depositadas en el PDB
determinadas con RMN (azul oscuro) y rayos-X (azul claro). Los puntos negros corresponden a cada
sub-unidad del modelo Ay B: -9,90 y -9,99 respectivamente. B. Distribucién de energia por residuo para
las sub-unidades Ay B.
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T. cruzi
TcruziA 1 -MDVGIVGL GVMGANLALN IAEKGFHVAV FNRTYSKAES FIKEHASAPF
1PGJA 1 SMDVGVVGL GVMGANLALN IAEKGFKVAV FNRTYSKSEE FMKANASAPF
****_*** Ak hkkhkrkkhkhkk *Ahkkkhkkk K*kk *******.* *_*k .*****
TcruziA 49 AANLKAYETM KSFIMAIKKP RKIFILVQAG AATDATIEQL KGVLEKDDII
1PGJA 50 AGNLKAFETM EAFAASLKKP RKALILVQAG AATDSTIEQL KKVFEKGDIL
*.****.*** .* ..*** * % .****** ****.***** * *.** **.
TcruziA 99 VDTGNAHFKD QTRRAEQLEA AGLRFLGMGI SGGEEGARKG PAFFPGGTLS
1PGJA 100 VDTGNAHFKD QGRRAQQLEA AGLRFLGMGI SGGEEGARKG PAFFPGGTLS
Ak kA kkkk kK X ***.**** kAhhkkhkhkkhkhkhkk *Ahkhkkhkhkkhkhkhk kx *hkhkkhkhrkhkkhx
TcruziA 149 VWKEIQPVVE AAAAKADDGR PCVTMNGRGG AGSCVKMYHN AGEYAVLQVW
1PGJA 150 VWEEIRPIVE AAAAKADDGR PCVTMNGSGG AGSCVKMYHN SGEYAILQIW
* * **.*.** khkhkkkhkkhkkhkrkkk Khhkkkhkkhkkhk k) )hkkkkkhkkkkxk .****.**.*
TcruziA 199 GEAFDVLRAM GLSNDEVAAV FEDWKAKGFL TSYMLDISIV AARAKVADGS
1PGJA 200 GEVFDILRAM GLNNDEVAAV LEDWKSKNFL KSYMLDISIA AARAKDKDGS
* * **.**** **.******* .****.* * % *khkk kK k) K * Kk kK k * Kk Kk
TcruziA 249 HLSEHVKDCI GSKGTGLWSA QEALEVGVPA PSLNMAVLSR QMTMYKSERE
1PGJA 250 YLTEHVMDRI GSKGTGLWSA QEALEIGVPA PSLNMAVVSR QFTMYKTERQ
*.***.* * KAk AKA KK KK *****_**** *******.** * ****.**.-
TcruziA 299 LNAKTLPFVL KVPGYATKDK SPNAPEIRQL YHAVSTIAITIA CYAQMFQCLR
1PGJA 300 ANASNAPGIT QSPGYTLKNK SPSGPEIKQL YDSVCIAIIS CYAQMFQCLR
* * * ***-_*.* **.'***.** * .* ****. Ak Ahkhk kK kk K
TcruziA 349 ALDKVYDFGL DLPATIATFR AGCILKGYLL QPMTEAFAKN VKLSNLLCAF
1PGJA 350 EMDKVHNFGL NLPATIATFR AGCILQGYLL KPMTEAFEKN PNISNLMCAF
'*** '*** .********* *khkkkhkk KKhkkk Xk kkhkkk Kk "***'***
TcruziA 399 EKEIREGLQS YRDILGFITS KTALTLPVLS ASLVYVNGMF TPTLRYGQLV
1PGJA 400 QTEIRAGLQN YRDMVALITS KLEVSIPVLS ASLNYVTAMF TPTLKYGQLV
* Kk Kk *k**- ***....*** * ...**** KXk Kk k%K .** ****.*****
TcruziA 449 SLORDVFGRH GYERLDKEGR ESHQWPELQ
1PGJA 450 SLORDVFGRH GYERVDKDGR ESFQWPELQ

Kk kkkhkkkkk kK

*kkkk kk kK

*k KAk kk kK

Fig. A4. Alineamiento de secuencias para una sub-unidad de Tc6-PGDH y de Th6-PGDH.

Tabla Al. Modelado por homologia de la enzima 6-PGDH de T. cruzi respecto a T. brucei.

T. brucei T. cruzi
Codigo PDB 1PGJ -
N° residuos p/cadena 478 476
N° residuos del dimero 956 952
% ID secuencia 100 % 78,29 %
R.M.S.D. Ca () 0,5

z-score (por cadena)

% Phi/Psi

-10,1 (A)/i10,11 (B)

91,1

-10,15 (A) / -10,24 (B)

90,6

* Respecto a Th6-PGDH (1PGJ)
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Fig. A5. Gréfico Ramachandran generado con ProCheck® para el dimero de Tc6-PGDH. Angulo de
torsion Psi Vs. Phi en funcion de la energia. Las regiones con valores Psi/Phi mas favorables se indican,
de forma progresiva, en rojo, amarillo y mostaza. (A) Residuos Glicina (m) Otros residuos.
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7.2 APENDICEB

Validacion de las trayectorias de DM. Evolucion de estructura secundaria
para las enzimas nativas Lm6-PGDH y Tc6-PGDH.
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Validacion de las trayectorias de DM. Evolucion de estructura secundaria
para las enzimas mutadas Lm*6-PGDH y Tc**6-PGDH.
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Tabla B1. Validacion de los modelos de las enzimas mutadas de la 6-PGDH de Kinetoplastidas durante las etapas de DM.

Calent. I 1 11 v \% Vi Vil Vi IX X Xl Equilibrio  Prod.
k 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5 1,5 100 15
RMSD* 40,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,18 0,18 0,16 0,16 0,16 0,18 0,18
°0,10 0,25 0,25 0,25 0,18 0,18 0,17 0,19 0,20 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20
Z-score ¢.1062 -106 -106 -10,61 -10,24 -10,61 -10,61 -10,61 -10,61 -10,61 -10,61 -10,61 -10,6 -10,6
°.10,01 -10,08 -10,05 -10,01  -10 -10  -10,03 -10,03 -10,05 -10,05 -10,03 -10,03 -10,05 -10,05
%Phi/Psi 891,7 91,9 91,1 91,5 91,3 91,3 91,8 91,7 91,6 91,6 91,6 91,6 91,6 91,6
90,3 90,2 90,3 90,3 90,4 90,3 90,1 90,3 90,4 90,3 90,3 90,3 90,3 90,3
a- hélices 4529 528 528 528 528 528 528 528 528 528 528 528 528 528
°519 519 519 518 517 517 517 522 518 518 518 518 518 518
3.10 hélices 832 33 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
° 39 38 38 38 38 38 38 38 30 39 39 39 30 39
Laminas p 874 71 70 75 82 82 82 78 82 82 82 82 82 82
° 82 83 78 82 82 82 74 74 82 78 78 78 88 78
Lazo 4166 167 169 168 160 163 161 162 159 161 164 164 160 164
°165 161 167 166 168 166 174 169 173 168 168 168 167 168
Vueltas 4132 134 134 130 131 128 130 133 132 130 127 127 131 127
°127 131 130 128 127 129 129 129 129 129 129 129 129 129

* Para los atomos del esqueleto de la proteina respecto a la primera estructura de la DM
4 Lm*6-PGDH
®Tc**6-PGDH
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7.3 APENDICEC

Superposicion de las estructuras de la 6-PGDH de T. brucei, T. cruzi y H.
sapiens con el modelo validado y refinado de la enzima de L. (L.) mexicana.

(b)

(d)

RMSD 0,87 A RMSD 1,1 A

Fig. C1. Superposicion de la estructura de la 6-PGDH de L. (L) mexicana con la de otras especies: (a) T.
brucei (b) T. cruzi (c) H. sapiens (d) O. aries.
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7.4 APENDICE D

Cdédigo de acceso de los 780 compuestos de la libreria quimica construida.

Fuente: ZINC y Malaria Box (CHEMBL).
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117 | ZINC00051503
118 | ZINCO00052406
119 | ZINC00052944
120 | ZINC00052945
121 | ZINC00052982
122 | ZINC00056258
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124 | ZINC00056662
125 | ZINCO00056663
126 | ZINC00056664
127 | ZINCO00056725
128 | ZINC00076517
129 | ZINC00076527
130 | ZINCO00076530
131 | ZINC00080993
132 | ZINCO00080997
133 | ZINC00081545
134 | ZINCO00083742
135 | ZINC00093288
136 | ZINC00094804
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137 | ZINC00097687
138 | ZINCO00105361
139 | ZINC00105627
140 | ZINC00108049
141 | ZINCO00121453
142 | ZINC00132462
143 | ZINCO00132466
144 | ZINC00133220
145 | ZINCO00133453
146 | ZINCO00139449
147 | ZINC00158648
148 | ZINC00158866
149 | ZINC00158975
150 | ZINC00158978
151 | ZINC00158979
152 | ZINC00169822
153 | ZINC00173793
154 | ZINC00174185
155| ZINC00174186
156 | ZINC00174187
157 | ZINC00178415
158 | ZINC00179374
159 | ZINC00194705
160 | ZINC00198455
161 | ZINC00208252
162 | ZINC00225562
163 | ZINC00225582
164 | ZINC00245179
165| ZINC00245187
166 | ZINC00245190
167 | ZINC00248382
168 | ZINC00253539
169 | ZINC00254364
170 | ZINC00295582
171 | ZINC00296203
172 | ZINC00320872
173 | ZINC00325341
174 | ZINC00332946
175| ZINC00333145
176 | ZINC00337377
177 | ZINC00337754

178 | ZINCO00338630
179 | ZINCO00339959
180 | ZINCO00348144
181 ZINCO00384435
182 | ZINCO00391084
183 | ZINCO00391085
184 | ZINCO00391086
185 | ZINCO00391269
186 | ZINCO00393118
187 | ZINCO00393120
188 | ZINCO00393121
189 | ZINC00396724
190 | ZINCO00398611
191 | ZINC00398612
192 | ZINCO00399905
193 | ZINCO00399906
194 | ZINC00401639
195 | ZINCO00402233
196 | ZINC00402234
197 | ZINCO00402330
198 | ZINC00402331
199 | ZINC00402335
200 | ZINC00402337
201 | ZINC00402338
202 | ZINC00447023
203 | ZINC00492604
204 | ZINC00494941
205 | ZINC00495014
206 | ZINC00522397
207 | ZINC00547631
208 | ZINC00710718
209 | ZINC00820470
210 | ZINC00829036
211 | ZINC00848204
212 | ZINC01097822
213 | ZINC01338034
214 | ZINC01338167
215 | ZINC01361231
216 | ZINC01561235
217 | ZINC01587522
218 | ZINC01593114

219 | ZINC01595864
220 | ZINC01596858
221 | ZINC01596864
222 | ZINC01617897
223 | ZINC01617898
224 | ZINC01624031
225 | ZINC01668535
226 | ZINCO01708749
227 | ZINC01711339
228 | ZINC01712455
229 | ZINC01712456
230 | ZINCO01712457
231 | ZINC01721254
232 | ZINC01729617
233 | ZINC01733367
234 | ZINCO01757861
235 | ZINC01758732
236 | ZINC01758735
237 | ZINC01769062
238 | ZINC02027659
239 | ZINC02028932
240 | ZINC02028933
241 | ZINC02155784
242 | ZINC02155791
243 | ZINC02187792
244 | ZINC02187822
245 | ZINC02276233
246 | ZINC02300464
247 | ZINC02386402
248 | ZINC02391900
249 | ZINC02485706
250 | ZINC02493485
251 | ZINC02496560
252 | ZINC02499596
253 | ZINC02507533
254 | ZINC02511156
255 | ZINC02518804
256 | ZINC02518812
257 | ZINC02518814
258 | ZINC02518824
259 | ZINC02519426

260 | ZINC02519428
261 | ZINC02519442
262 | ZINC02519443
263 | ZINC02519456
264 | ZINC02519487
265 | ZINC02519536
266 | ZINC02519545
267 | ZINC02519577
268 | ZINC02519708
269 | ZINC02519721
270 | ZINC02526734
271 | ZINC02531012
272 | ZINC02556934
273 | ZINC02570772
274 | ZINC02571626
275 | ZINC02571634
276 | ZINC02577863
277 | ZINC02585162
278 | ZINC02628881
279 | ZINC02642378
280 | ZINC02643995
281 | ZINC02646986
282 | ZINC02656505
283 | ZINC02659686
284 | ZINC02665210
285 | ZINC02871172
286 | ZINC02913588
287 | ZINC02913590
288 | ZINC03030919
289 | ZINC03030928
290 | ZINC03122527
291 | ZINC03132843
292 | ZINC03245369
293 | ZINC03282309
294 | ZINC03288183
295 | ZINC03303740
296 | ZINCO03326839
297 | ZINC03326910
298 | ZINCO03330088
299 | ZINCO03340137
300 | ZINC03365447
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301 | ZINC03365466
302 | ZINC03365471
303 | ZINC03371062
304 | ZINC03374965
305| ZINC03434790
306 | ZINC03437429
307 | ZINC03439547
308 | ZINC03439548
309 | ZINC03439562
310 | ZINC03440901
311 | ZINC03440930
312 | ZINC03446003
313 | ZINC03479845
314 | ZINC03479873
315| ZINC03479997
316 | ZINC03480015
317 | ZINC03480234
318 | ZINC03483693
319 | ZINC03483702
320 | ZINC03483710
321 | ZINC03483784
322 | ZINC03531913
323 | ZINC03531966
324 | ZINC03531967
325| ZINC03532046
326 | ZINC03532052
327 | ZINC03542528
328 | ZINC03543375
329 | ZINC03543378
330 | ZINC03543382
331 | ZINC03543989
332 | ZINC03543990
333 | ZINC03556131
334 | ZINCO03556177
335| ZINC03587317
336 | ZINC03587380
337 | ZINC03590626
338 | ZINC03590627
339 | ZINC03590629
340 | ZINC03590668

341

ZINC03597746

342 | ZINC03597757
343 | ZINC03597811
344 | ZINC03597812
345| ZINC03597819
346 | ZINC03630821
347 | ZINC04006098
348 | ZINC04035663
349 | ZINC04071112
350 | ZINC04103995
351 | ZINC04218350
352 | ZINC04228204
353 | ZINC04234974
354 | ZINC04271677
355 | ZINC04271678
356 | ZINC04271679
357 | ZINC04277368
358 | ZINC04277378
359 | ZINC04329097
360 | ZINC04343023
361 | ZINC04355143
362 | ZINC04419572
363 | ZINC04530447
364 | ZINC04548415
365 | ZINC04549626
366 | ZINC04549768
367 | ZINC04549770
368 | ZINC04683441
369 | ZINC04831048
370 | ZINC04831054
371 | ZINC04967342
372 | ZINC04967343
373 | ZINC04986655
374 | ZINC05001339
375 | ZINC05001345
376 | ZINC05002293
377 | ZINC05016792
378 | ZINC05131697
379 | ZINC05135016
380 | ZINC05135175
381 | ZINC05135176
382 | ZINC05135178

383 | ZINC05197306
384 | ZINC05212053
385| ZINC05212059
386 | ZINC05266025
387 | ZINC05326298
388 | ZINC05326300
389 | ZINC05326325
390 | ZINC05326460
391 | ZINC05326461
392 | ZINC05667074
393 | ZINC05749043
394 | ZINC05813220
395 | ZINC05818736
396 | ZINC05928289
397 | ZINC05945165
398 | ZINC06069668
399 | ZINC06091397
400 | ZINC06154916
401 | ZINC06206627
402 | ZINC06561547
403 | ZINC06561612
404 | ZINCO06595121
405 | ZINC06658376
406 | ZINCO06720866
407 | ZINC06750302
408 | ZINCO06750302
409 | ZINCO06751575
410 | ZINC07005660
411 | ZINCO07413171
412 | ZINC07413230
413 | ZINCO07413240
414 | ZINCO07654479
415 | ZINCO07986287
416 | ZINCO08231875
417 | ZINC08231876
418 | ZINC08232450
419 | ZINC08277708
420 | ZINCO08315628
421 | ZINC08341545
422 | ZINC08341575
423 | ZINCO08341578

424 | ZINCO08342835
425 ZINC08342839
426 | ZINCO08344783
427 | ZINCO08654047
428 | ZINC08884489
429 | ZINCO08884490
430 | ZINC08944491
431 | ZINCO08981433
432 | ZINC08985805
433 | ZINC09051295
434 | ZINC09158846
435 | ZINC09158848
436 | ZINCO09158878
437 | ZINC09204448
438 | ZINC09256695
439 | ZINC09313888
440 | ZINC09336328
441 | ZINCO09364008
442 | ZINC09417864
443 | ZINCO09457975
444 | ZINCO09457978
445 | ZINCO09457979
446 | ZINC09457991
447 | ZINC09458179
448 | ZINC09468724
449 | ZINCO09477375
450 | ZINC09502167
451 | ZINC09512232
452 | ZINC09512234
453 | ZINC09512235
454 | ZINC09512251
455 | ZINC09514278
456 | ZINCO09579141
457 | ZINCO09583476
458 | ZINC09583489
459 | ZINCO09721404
460 | ZINCO09752607
461 | ZINCO09883537
462 | ZINC09908487
463 | ZINC09909922
464 | ZINC10028127
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465 | ZINC10028131
466 | ZINC10028135
467 | ZINC10028137
468 | ZINC10028140
469 | ZINC10028142
470 | ZINC10028146
471 | ZINC11804038
472 | ZINC12413627
473 | ZINC12568334
474 | ZINC12687919
475 | ZINC12910022
476 | ZINC13535403
477 | ZINC13564048
478 | ZINC13739153
479 | ZINC13985442
480 | ZINC14066521
481 | ZINC14158880
482 | ZINC14169665
483 | ZINC14169666
484 | ZINC14674497
485 | ZINC14675450
486 | ZINC14812180
487 | ZINC14845416
488 | ZINC14903872
489 | ZINC14982191
490 | ZINC14984267
491 | ZINC15982176
492 | ZINC16183843
493 | ZINC16682983
494 | ZINC16697762
495 | ZINC16766115
496 | ZINC18275888
497 | ZINC20311171
498 | ZINC20362235
499 | ZINC21185139
500 | ZINC21711940
501 | ZINC21712334
502 | ZINC22066778
503 | ZINC22313555
504 | ZINC23075051

505

ZINC23469930

506 | ZINC25724693
507 | ZINC25757150
508 | ZINC25783361
509 | ZINC26254541
510 | ZINC26506996
511 | ZINC26507006
512 | ZINC26896067
513 | ZINC26896444
514 | ZINC26897114
515| ZINC26898436
516 | ZINC26953845
517 | ZINC30678295
518 | ZINC32171354
519 | ZINC32191922
520 | ZINC32221718
521 | ZINC32222152
522 | ZINC32232751
523 | ZINC32269146
524 | ZINC32299310
525 | ZINC32299318
526 | ZINC32302481
527 | ZINC32500841
528 | ZINC32501007
529 | ZINC32501249
530 | ZINC32501250
531 | ZINC32501252
532 | ZINC32627864
533 | ZINC32628087
534 | ZINC33835502
535 | ZINC33975219
536 | ZINC33992247
537 | ZINC34135721
538 | ZINC34172348
539 | ZINC34215503
540 | ZINC34303141
541 | ZINC34448880
542 | ZINC34448886
543 | ZINC34449520
544 | ZINC34479034
545 | ZINC34514968
546 | ZINC34557224

547 | ZINC34579046
548 | ZINC34628565
549 | ZINC34770439
550 | ZINC34860109
551 | ZINC34928767
552 | ZINC35510118
553 | ZINC35510124
554 | ZINC35569350
555 | ZINC35940121
556 | ZINC35962838
557 | ZINC36437382
558 | ZINC36438210
559 | ZINC36449527
560 | ZINC36466454
561 | ZINC36811084
562 | ZINC37263332
563 | ZINC37525711
564 | ZINC37624155
565 | ZINC37624187
566 | ZINC37624215
567 | ZINC37624225
568 | ZINC37624231
569 | ZINC37624240
570 | ZINC37624285
571 | ZINC37624286
572 | ZINC37624289
573 | ZINC37624290
574 | ZINC37624316
575 | ZINC37624317
576 | ZINC37624318
577 | ZINC37624319
578 | ZINC37624320
579 | ZINC37624321
580 | ZINC37624322
581 | ZINC37624323
582 | ZINC37624327
583 | ZINC37624381
584 | ZINC37624382
585 | ZINC37624385
586 | ZINC37624387
587 | ZINC37624389

588 | ZINC37624389
589 | ZINC37624392
590 | ZINC37624394
591 | ZINC37624396
592 | ZINC37624397
593 | ZINC37624410
594 | ZINC37624414
595 | ZINC37624415
596 | ZINC37624419
597 | ZINC37624421
598 | ZINC37624454
599 | ZINC37624458
600 | ZINC37624461
601 | ZINC37624463
602 | ZINC37624464
603 | ZINC37624465
604 | ZINC37624466
605 | ZINC37624467
606 | ZINC37624470
607 | ZINC37624471
608 | ZINC37624472
609 | ZINC37624473
610 | ZINC37624480
611 | ZINC37624481
612 | ZINC37624493
613 | ZINC37624497
614 | ZINC37624506
615 | ZINC37624517
616 | ZINC37624540
617 | ZINC37624544
618 | ZINC37624553
619 | ZINC37624571
620 | ZINC37624572
621 | ZINC37624573
622 | ZINC37624575
623 | ZINC37624582
624 | ZINC37624584
625 | ZINC37624608
626 | ZINC37624627
627 | ZINC37624629
628 | ZINC37624631
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749 | ZINC70463078
750 | ZINC70463079
751 | ZINC70463093
752 | ZINC71256483
753 | ZINC71613761
754 | ZINC71772636
755 | ZINC71772636
756 | ZINC71778661
757 | ZINC72226023
758 | ZINC72226024
759 | ZINC72226025
760 | ZINC72232729
761 | ZINC72233157
762 | ZINC75279897
763 | ZINC75279898
764 | ZINC79062329
765 | ZINC82290987
766 | ZINC82671046
767 | ZINC82699486
768 | ZINC82699487
769 | ZINC83254813
770 | ZINC83268330
771 | ZINC83823987
772 | ZINC83824205
773 | ZINC84605940
774 | ZINC85347984
775 | ZINC87222870
776 | ZINC88077406
777 | ZINC91301348
778 | ZINC91351963
779 | ZINC91692650
780 | ZINC95215902

629 | ZINC37624634
630 | ZINC37624641
631 | ZINC37624651
632 | ZINC37624652
633 | ZINC37624653
634 | ZINC37624667
635 | ZINC37624667
636 | ZINC38973161
637 | ZINC38995777
638 | ZINC39017478
639 | ZINC39040081
640 | ZINC39062718
641 | ZINC39083955
642 | ZINC39084303
643 | ZINC39084317
644 | ZINC39115922
645| ZINC39116599
646 | ZINC39189706
647 | ZINC39200487
648 | ZINC39206190
649 | ZINC39248707
650 | ZINC39264064
651 | ZINC39411307
652 | ZINC39415837
653 | ZINC39415838
654 | ZINC40186741
655| ZINC40541681
656 | ZINC40541683
657 | ZINC40541687
658 | ZINC40546717
659 | ZINC40546723
660 | ZINC40974876
661 | ZINC41228149
662 | ZINC41228155
663 | ZINC41251206
664 | ZINC41288560
665 | ZINC41328180
666 | ZINC41404381
667 | ZINC42362486

668

ZINC43199174

669 | ZINC43827559
670 | ZINC44076501
671 | ZINC44138241
672 | ZINC44560037
673 | ZINC44787405
674 | ZINC45052455
675 | ZINC45235341
676 | ZINC45792984
677 | ZINC45792987
678 | ZINC45793045
679 | ZINC45806211
680 | ZINC45814733
681 | ZINC45814773
682 | ZINC45921673
683 | ZINC45921676
684 | ZINC46045950
685 | ZINC46045953
686 | ZINC46046042
687 | ZINCA47818634
688 | ZINC47818646
689 | ZINC47895790
690 | ZINC48764062
691 | ZINC48765464
692 | ZINC48766212
693 | ZINC49015500
694 | ZINC49015504
695 | ZINC49015588
696 | ZINC49015592
697 | ZINC49015596
698 | ZINC49015600
699 | ZINC49015630
700 | ZINC49015634
701 | ZINC49015697
702 | ZINC49015701
703 | ZINC49015705
704 | ZINC49015709
705 | ZINC49015985
706 | ZINC49016146
707 | ZINC49016162
708 | ZINC49016168

709 | ZINC49016533
710 | ZINC49016688
711 | ZINC49016897
712 | ZINC49016909
713 | ZINC49016986
714 | ZINC49017180
715 | ZINC49017233
716 | ZINC49017251
717 | ZINC49017291
718 | ZINC49017296
719 | ZINC49017322
720 | ZINC49017325
721 | ZINC49017344
722 | ZINC49017347
723 | ZINC49019170
724 | ZINC49019174
725 | ZINC49019269
726 | ZINC49019273
727 | ZINC49019326
728 | ZINC49019330
729 | ZINC49019334
730 | ZINC49019338
731 | ZINC49453388
732 | ZINC49453517
733 | ZINC49455090
734 | ZINC49455092
735 | ZINC49455094
736 | ZINC49455096
737 | ZINC50826594
738 | ZINC55312845
739 | ZINC55312847
740 | ZINC56216412
741 | ZINC57214301
742 | ZINC58172997
743 | ZINC58358334
744 | ZINC62350595
745 | ZINC62721258
746 | ZINC66346000
747 | ZINC69197872
748 | ZINC70463077

*Control: (B, C)

Inhibidores de T.

brucei®

(1,2,3,11,12,13,15,16,1
7,18) Hits obtenidos del

barrido virtual®®



