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Resumen del proyecto de investigacion.

La infeccion humana causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es de alta prevalencia
en América Latina, desemboca en una enfermedad cronica e inclusive en la muerte. La infeccion
puede ser congénita o adquirida y afecta en grado variable diversos oOrganos y sistemas,
especialmente el corazon y el tubo digestivo. Esta enfermedad es conocida con el nombre de
tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. El agente etiologico es un protozoario
flagelado que tiene un ciclo de vida complejo, involucrando como insecto vector a la vinchuca o
chinche besucona (Rodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma barberi, Triatoma
longipennis, Triatoma phyllosoma, Triatoma picturata, en México, y Panstrongylus megistus,
Triatoma dimidiata, Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Rhodnius pallescens en Centro y
Sudamérica). El parésito presenta una alta variabilidad antigénica, por lo cual elude el sistema
inmunitario del huésped. A pesar de grandes esfuerzos de investigacion y considerables
progresos, todavia no se ha logrado una cura efectiva para esta enfermedad y es poco lo que se
conoce acerca del mecanismo de accion de la mayoria de los medicamentos cominmente
utilizados. Tampoco ha sido posible desarrollar vacunas apropiadas para controlar dicho
padecimiento.

Muchos han sido los estudios sobre el metabolismo y la composicion quimica del parasito,
principalmente de proteinas especificas que facilitan su adhesion a la matriz extracelular para
introducirse en las células del huésped, en donde se reproducen y se multiplican. Se sabe que T.
cruzi metaboliza la glucosa y otros azucares, realizando una fermentacion aerdbica con excrecion
de acidos organicos, segun han mostrado contribuciones de Cannata y colaboradores (Cannata, J.
B. y col., 1977). La lucha contra la enfermedad implica comprender el metabolismo del parasito
para inhibir diferencialmente su desarrollo. Un camino posible es el disefio de moléculas que
interfieran con la actividad de enzimas claves para éste sin dafiar al huésped.

En el presente trabajo se ha estudiado la pérdida de actividad de la triosafosfato isomerasa de 7.
cruzi (TcTIM) utilizando un inhibidor selectivo y no competitivo reportado recientemente. Se ha
caracterizado el efecto del inhibidor sobre la conformacién y la actividad de dicha enzima
mediante el empleo de métodos espectroscopicos; de este modo se pretende determinar los
cambios estructurales y lograr la descripcion del mecanismo de unién del ligando a la proteina y
su desnaturalizacion. Por otro lado, mediante métodos computacionales, se ha realizado la
identificacion de los posibles sitios de unién a ligandos pequefios presentes en TcTIM, ademas de
identificar los modos normales de vibracion que presenta la enzima y que pueden dar lugar a la
exposicion de sitios de uniéon que no son detectados por métodos que consideran a la proteina
como una estructura rigida. Estos estudios estdn encaminados a definir cuantas etapas son
necesarias para concretar la inhibicion, asi como el tipo de proceso que se lleva a cabo en cada
una de ellas.

La finalidad de estudiar los mecanismos de inhibicion de ligandos no covalentes, previamente
probados y que han mostrado selectividad por TcTIM, es contribuir al conocimiento que permita
establecer los parametros de disefio o modificacion de moléculas -para aumentar la afinidad y
selectividad de compuestos lideres- en la busqueda de medicamentos para combatir la
enfermedad de Chagas.



Introduccion

i. Generalidades en enzimologia.

Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteica que regulan la velocidad a la cual se realizan
los procesos fisiologicos. En consecuencia, las deficiencias en la funcidén enzimatica causaran
alteraciones metabdlicas que pueden interferir con el desarrollo de tales procesos.
Estructuralmente, las enzimas son polimeros lineales de aminoacidos unidos mediante enlaces
peptidicos, donde sélo algunos angulos de rotacion en torno a dichos enlaces son energéticamente
favorables. Al plegarse, aparecen regiones con ordenamiento periodico (hélices a y hojas f)
unidas por giros de la cadena polipeptidica o por bucles de longitud variable, cuyos grupos
quimicos interaccionan dando lugar a conformaciones globulares compactas (Lesk, A. M., 2001).
En muchas enzimas, la estructura final se forma con una sola cadena de aminoacidos, a este tipo
de enzimas se les denomina monoméricas; sin embargo, la mayoria de las enzimas existen como
oligomeros.

Una enzima con estructura cuaternaria posee varias subunidades o cadenas polipeptidicas
independientes, cada una con estructura terciaria que incluye a uno o mas dominios. Dentro de los
dominios podemos reconocer diversos motivos o patrones de estructura stuper secundaria, los que
a su vez estan formados por dos o mas segmentos de estructura secundaria ordenados de una
manera especifica. Ademds, podemos también identificar elementos de estructura secundaria
aislados que completan la organizaciéon de cada dominio (Vogel, C. y col., 2004). En las proteinas
multiméricas, cada subunidad se identifica por la presencia de cadenas de aminoacidos unidos
secuencialmente mediante enlaces peptidicos, pero que son independientes de las subunidades
restantes, ya que no hay entre ellas continuidad en la secuencia de aminoacidos, es decir, la
interaccion entre subunidades se mantiene a través de otro tipo de interacciones quimicas entre las
que predominan las fuerzas no covalentes.

La estructura nativa -conformacion de una proteina en su forma activa, considerada la estructura
correspondiente al minimo de energia global en la superficie de energia o la estructura
correspondiente al minimo de energia libre de las estructuras cinéticamente accesibles (Jaenicke,
R. y col., 2000)- esta determinada en gran medida por la interaccion de las cadenas laterales de
los aminoacidos que la constituyen, aunque una contribucion muy importante es el balance de una
enorme cantidad de interacciones de los residuos de aminoacidos con la solucién acuosa que
rodea a la proteina (Anfinsen, C. B., 1973). Este balance dicta la tendencia de los residuos
individuales a orientarse hacia el interior o exterior de la superficie de la proteina globular. Las
cadenas hidrofobicas tienden a empacarse una con otra, y muchos de sus aceptores y donadores
de puentes de hidroégeno se disponen en el espacio favoreciendo la formacion de este tipo de
enlaces. De manera general, podemos decir que la estructura compacta de proteinas globulares se
deriva de la optimizacion de todos los tipos de interacciones de los atomos de la molécula,
incluyendo el efecto de las interacciones con el solvente (Némethy, G. y col., 1981). La energia
de cada interaccion es relativamente pequefia, pero dado su gran nimero, el total puede sumar
cientos de kilocalorias por mol de proteina. La influencia del solvente sobre la conformacion y el
efecto neto de las interacciones sobre la molécula entera de proteina, puede ser estudiada por
medio de analisis estructural y por medio de investigaciones de cambios conformacionales en
respuesta a cambios en el medio; los métodos generalmente empleados para tales estudios son
mediciones termodinamicas, analisis tedricos y simulaciones computacionales.



Se sabe que la actividad de una enzima depende en parte de la disposicion o arreglo espacial
adecuado de los grupos funcionales (aminoacidos de la apoenzima y grupos prostéticos, cuando
existen) y de las moléculas mismas de los sustratos que se les uniran y permitiran que se lleve a
cabo la reaccion quimica. Los aminoacidos que componen a las enzimas pueden llegar a tener una
cierta actividad bioldgica, aunque de ninguna manera comparable en su magnitud cuando se les
considera en forma aislada a las que muestran las biomoléculas estructuralmente activas. La
propiedad catalitica de las enzimas parece depender tanto de la facilidad con la que ayudan a que
se pongan en contacto las sustancias reaccionantes para dar el producto o los productos de la
reaccion, como de la estabilizacion del estado de transicion de la reaccion que catalizan. Las
enzimas pueden sufrir un cambio en su estructura desde el momento en que entran en contacto
con los reaccionantes, y es posible que la interaccion con ellos modifique su arreglo
tridimensional: la enzima los recibe en un orden determinado y cada uno de ellos al unirse a la
enzima puede modificar su estructura. El proceso catalitico es una secuencia de reacciones en la
que cada una se acompafia de movimientos y desplazamientos de distintas partes de la proteina,
pudiendo considerase como una sucesion de microestados que difieren en distintos grados de
fluctuaciones locales (Zavodszky, P. y col., 1998). Se cree que el cambio en la disposicion
tridimensional puede hacerse a distancia y que en muchas ocasiones la union del sustrato a una
parte de la enzima modifica otras zonas de ella y atn su estructura completa, debido a
movimientos que acercan o alejan diversos grupos colocados a lo largo del polipéptido que forma
la enzima (Freire, E., 2000).

La estructura nativa es marginalmente estable, siendo el cambio de energia libre de Gibbs (AG)
para el desplegamiento de las proteinas del orden de varias decenas de kJ mol’. El
desplegamiento de las proteinas puede ser inducido por una gran cantidad de agentes quimicos y
fisicos, y generalmente los cambios conformacionales causados por los desnaturalizantes pueden
observarse mediante alteraciones en algunas propiedades de la proteina. En el mecanismo de
accion de los desnaturalizantes se cree que se favorece la solvatacion, tanto de las cadenas
laterales como del esqueleto polipeptidico (Dill, K. A., 1991), aunque el mecanismo no se conoce
con detalle.

La desnaturalizacion es el proceso mediante el cual las proteinas pierden su conformacion nativa.
En este proceso se pierde la funcion biologica, ya sea por alteraciones locales (sin que
necesariamente se pierdan caracteristicas estructurales globales) o bien por la extension de la
cadena polipeptidica (desplegamiento), en la que se pierde una parte importante de contactos
terciarios y de estructura secundaria (Benitez-Cardoza, C. y col., 2001).

Muchas proteinas, especialmente las pequefias, se desnaturalizan reversiblemente. Cuando
unicamente se observan dos estados macroscopicos, el desplegado (U) y el nativo (N), y no se
aprecian intermediarios estables se dice que el plegamiento puede describirse a través de un
modelo reversible de dos estados. El modelo para describir la desnaturalizaciéon de proteinas
diméricas, es el modelo reversible de dos estados con disociacidon; en cuyo caso la separacion de
los monomeros ocurre simultdneamente al desplegamiento de las cadenas polipeptidicas
(Mainfroid, V. y col., 1996). Por otro lado, muchas proteinas se desnaturalizan irreversiblemente;
formando agregados y precipitando en muchas ocasiones. Este tipo de desplegamiento puede
describirse mediante un modelo irreversible de dos estados:

ky
N — U

10



Donde k, es la constante de velocidad del proceso. La aparicion de estructuras intermediarias
estables puede modificar este esquema de desplegamiento. Uno de los casos mas simple es el
propuesto por Lumry-Eyring en el que se produce un intermediario (I) capaz de replegarse.

kul ku2
N > I — U
krl

Los métodos mas comunes de desnaturalizacion son el calentamiento, la adicion de algun agente
quimico o solventes organicos, el cambio en el pH o de fuerza idnica o la aplicacion de presiones
elevadas (Fersht, A, 1988). La desnaturalizacion invariablemente involucra la pérdida de
estructura y por lo tanto la pérdida de actividad.

Ademas de los agentes desnaturalizantes, la actividad de una enzima puede ser modificada e
incluso eliminada por diversas sustancias que se unen a ella, los inhibidores. Cualquier sustancia
que reduzca la velocidad de una reaccion catalizada enzimaticamente puede ser considerada como
un inhibidor. Estos bien pueden ocupar temporalmente el centro activo por semejanza estructural
con el sustrato original (inhibidor competitivo) o bien alterar la conformacién espacial de la
enzima, impidiendo su union al sustrato (inhibidor no competitivo). Cuando al removerse el
inhibidor se recupera la actividad de la enzima se habla de una inhibicion reversible, cuando esto
no sucede la inhibicién es irreversible. Por otro lado, se sabe que la inhibicion de la actividad
enzimatica es uno de los mecanismos de regulacion mas importantes de las células vivas y que
muchos inhibidores enzimaticos son utilizados como farmacos, drogas, venenos y toxinas.
Diversas investigaciones sobre los farmacos empleados en las ultimas décadas han revelado que
la accion terapéutica de éstos incide principalmente en las proteinas, ya sea como receptores
moleculares o como enzimas. Bajo este contexto, la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
activos en contra de varios organismos patdogenos ha estado dirigida al desarrollo de inhibidores
que inactiven enzimas clave para el parasito. Estas investigaciones se han enfocado tanto en las
enzimas presentes unicamente en el parasito (Fairlamb, A. H. y col., 1992), como en enzimas del
parasito cuando existe un homologo en el hospedero (Verlinde, C. L. y col., 1994).

Las enzimas de la via de la glucdlisis son blancos atractivos, puesto que juegan un papel esencial
en la produccion de energia de muchos organismos (Garza-Ramos, G. y col., 1996; Wilson, M. y
col., 1994). La secuencia de reacciones que constituye la glucolisis puede dividirse en tres partes:
en la primera parte la glucosa es convertida en dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (G3P),
en la segunda el grupo aldehido de cada molécula de G3P se oxida formando acido carboxilico y
la energia liberada en cada una de estas reacciones se acopla a la de la fosforilacion del
adenosindifosfato (ADP) para formar adenosintrifosfato (ATP); en la ultima parte los dos grupos
fosfato que habian sido usados para formar las dos moléculas de G3P son transferidos al ADP
para formar ATP. Como resultado de la glucolisis se obtiene una ganancia neta de dos moléculas
de ATP por cada molécula de glucosa (Voet, D., 1992) (fig. 1).
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Figura 1. Ruta glucolitica, se incluyen las estructuras tridimensionales de las enzimas involucradas con sus respectivos
cofactores y sustratos (ID PDB hexoquinasa: 1BG3; fosfoglucosa isomerasa: 2PGI; fosfofructoquinasa: 4PFK;
aldolasa: 4ALD; triosafosfato isomerasa: 3YPI; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa: 3GPD; fosfogliceratoquinasa:
13PK; fosfogliceratomutasa: 1BQ3; enolasa: 7ENL; piruvatoquinasa: 1A3W). Las subunidades de las enzimas se

muestran en distintos colores. Modificado de Erlandsen y colaboradores, 2000.
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Particularmente, los conocimientos estructurales y funcionales acerca de la triosafosfato
isomerasa (TIM) han sido utilizados en el disefio de farmacos contra protozoarios patdogenos, que
se sabe dependen de la glucolisis para obtener la energia necesaria para crecer y proliferar (Ostoa-
Saloma, P. y col., 1997; Wierenga, R. K. y col., 1992).

ii. Triosafosfato isomerasa (TIM o TPI).

La TIM (EC: 5.3.1.1) es una enzima que cataliza la interconversion reversible entre el G3P y la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en la ruta glucolitica (Meyerhof, O. y col., 1944) (fig. 2) y no
requiere de ningun cofactor para llevar a cabo la catélisis. Esta reaccion es la quinta de la
glucolisis y la 0ltima en la primera etapa de este proceso (fig. 1). La velocidad de Ia
isomerizacion es controlada tinicamente por la difusion de los sustratos (Knowles, J. R., 1991),
puesto que, por una parte, las variaciones en la viscosidad del solvente influyen sobre el valor que
adquiere la velocidad de transformacion del sustrato en producto, de manera inversamente
proporcional (Blacklow, S. C. y col., 1988), y por otra, la relacion kcat/Km para el G3P como
sustrato es del orden de 10° M's”, siendo un valor comparable al calculado para reacciones
bimoleculares en solucion controladas por difusion (10%-10' M's™) (Knowles, J. R. y col., 1977).
Dado que unicamente el G3P puede continuar la ruta de la oxidacion de la glucosa hasta el
piruvato, la TIM asegura la produccion neta de ATP en la glucdlisis.

(a) (b)
H
Glul68 o H
H"\ »’.r-o O’H 7' =3 N i Asp12
' / H-C-0—H d HoH 2t
= H 5 _His9%
H-C —-0-H H C\\ /O—H i T ‘ -0 C H—MN Sex97
2 2? o H :
o v H N o
SL0R0 CH,0PO, £H,0P0; N0 AL s
& a H Lisl4
Gliceraldehido-3-fosfato (G3P) Intermediario enodiol Dihidroxiacetona fosfato (DHAP) o

Figura 2. (a) Reaccion catalizada por la TIM (interconversion entre DHAP y G3P). (b) El Glul68 ayuda a extraer el
proton del C, del G3P. Al mismo tiempo, la His96 actia como grupo acido donador de protones (HA) para trasladar los
protones entre el grupo carboxilo del sustrato y el -OH del C,. El intermediario enediol formado por la transferencia de
C, al Glul168 transfiere el proton a la His 96. Se cree que la funcion biologica de TIM consiste en disminuir las barreras
energéticas que limitan la velocidad de protonacion y desprotonacion del G3P y la DHAP y/o estabilizar el
intermediario cis-enodiol. El perfil de energia libre de la isomerizacion muestra que el estado de transicion de energia
mas elevada, es la union del G3P al sitio catalitico de la enzima (Knowles, J. R. y col., 1977).

La TIM ha sido identificada en todas las especies analizadas hasta la fecha, conociéndose la
secuencia de aminoacidos de mas de 100 especies y la estructura tridimensional de 17 de ellas
(www.pdb.org); esta enzima ademas de participar en la glucdlisis, interviene en la
gluconeogénesis y en la sintesis de triglicéridos. TIM es un homodimero de 54.2 kDa (Putman, S.
J. y col., 1972), cada mondmero esta constituido por 251 residuos de aminoacido que adoptan un
plegamiento de barril (0/B)s, las ocho hebras forman una hoja f§ paralela cilindrica —constituyendo
la parte interna del barril- rodeada a su vez de ocho hélices a (Lolis, E. y col., 1990).

El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad formada por las asas
contiguas al extremo N-terminal de las hebras  (Banner, D. W. y col., 1975).
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Utilizando la numeracion de la secuencia de TcTIM, los residuos que participan en la catalisis son
la lisina 14 (Lys14), la histidina 96 (His96) y el acido glutamico 168 (Glul68), siendo este ultimo
el nucledfilo catalitico que atrae al proton para iniciar la isomerizacion, ademas de ser parte del
asa 6, la cual se cierra sobre el sitio activo con el objeto de mantener un nucleo hidrofobico para
el sustrato durante la isomerizacion; se evita asi la formacion del subproducto toxico metilglioxal,
que se genera cuando la reaccion se lleva a cabo en solucion. Se ha propuesto que la catalisis de
TIM involucra un mecanismo acido-base, en el que el carboxilato del Glul68 y el imidazol de la
His96 realizan las protonaciones y desprotonaciones necesarias para la formacion del enodiol
(Knowles, J. R., 1991). La Lys14 interactia con un macrodipolo formado por dos hélices o, una
de ellas modifica el pH de la His96, mientras que el macrodipolo de la otra permite la unién del
fosfato del sustrato. La Lys14 es adyacente a la cisteina 15 (Cys15), residuo que es rodeado por el
asa 3 de la otra subunidad y que se piensa es crucial en la constitucion de la region interfacial; el
asa 3 es conocida como asa interdigitante por ensamblarse entre las asas 1 y 4 de la otra
subunidad, y se considera que juega un papel relevante en la estabilizacién de la estructura
(Wierenga, R. K. y col., 1991) (fig. 3).

Figura 3. Estructuras cristalograficas del dimero de TcTIM. (a) Se muestran en verde los residuos cataliticos (Lys14,
His96 y Glul68), en azul los residuos que constituyen el loop 3 o asa interdigitante (Ile63, Ala64, Ala65, GIn66,
Asp67, Ala68, 11e69, Thr70, Arg71, Ser72, Gly73, Ala74, Phe75, Thr76, Gly77, Glu78, Val79, Ser80), en rojo los
residuos que se encuentran formando el loop 6 o asa catalitica (Trpl71, Alal72, Ile173, Gly174, Thr175, Gly176,
Lys177, Vall78) y en amarillo la cisteina 15 (Cys15), residuo que es rodeado por el loop 3 y que se sabe contribuye a
la estabilidad de la forma dimérica de TcTIM. (b) Vista superior de TcTIM, se observa como la Cys15 es rodeada por
el loop 3 de la otra subunidad, éste encaja en una cavidad que se encuentra cerca del sitio activo (informacion obtenida
de Maldonado, E. y col., 1998).
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Las subunidades se asocian a través de interacciones no covalentes y, aunque ambos mondémeros
tienen un sitio activo completo cerca de la region interfacial, no hay evidencia de alosterismo.
Debido a que una gran parte de la enzima se encuentra formando la region interfacial, se piensa
que los residuos de una subunidad son cruciales para mantener la integridad o la estabilidad del
sitio activo de la otra subunidad. Se tiene conocimiento de que la region interfacial de TIM se
encuentra formada en general por las asas 1, 2, 3 y 4 y que ambas subunidades ocultan un area de
alrededor de 1500 A?, por lo que se cree que estos residuos contribuyen significativamente en la
estabilidad de la proteina.

A partir de estudios en los que un dimero formado por un mondmero intacto y otro mondémero en
el cual el sitio catalitico ha sido bloqueado por un inhibidor que se une covalentemente, se ha
observado que TIM muestra una disminucion en su actividad catalitica con respecto a la del
dimero intacto, lo que evidencia la independencia de los monomeros en la catalisis (Schnackerz,
K. D. y col.,, 1991). Por otro lado, el dimero de TIM formado por mondmeros que han sido
modificados por ingenieria genética poseen constantes de asociacion bajas, exhibiendo
actividades cataliticas que son mucho menores que las mostradas por dimeros nativos (Schliebs,
W. y col., 1997). Estas observaciones sugieren por una parte que la asociacion de los mondémeros
induce la formacion de mondémeros con una alta actividad catalitica y, por otra, que los contactos
intersubunidad pueden estar participando en la catalisis. El conocer si durante la catalisis algunos
de los contactos intersubunidad exhiben cambios conformacionales, o si uno o mas de los
residuos de la region interfacial muestran propiedades diferentes de las del estado “latente” (aquel
que no se encuentra catalizando la conversion del sustrato en producto), proporcionaria
informacién acerca del papel que tienen dichos residuos en este proceso (Pérez-Montfort, R. y
col., 1999). Algunos autores han realizado estudios con mutantes para evaluar la contribucion de
las porciones interfaciales y no interfaciales del dimero en la cinética de reactivacion a partir de
enzimas desnaturalizadas, ademas de explorar si un mondmero afecta las caracteristicas del otro.
Observaron que la cinética de reactivacion, a diferentes concentraciones de proteina, involucra
tres reacciones: el plegamiento de los monomeros, la asociacion de los monémeros plegados y la
transicion del dimero inactivo al dimero activo (Zomosa-Signoret, V. y col., 2003). Por otro lado,
diversos estudios con respecto a la desnaturalizacion de TcTIM, relacionados con la transicion del
homodimero nativo a los mondémeros desnaturalizados, han mostrado que ésta sigue un proceso
de dos estados y procesos mas complejos, incluyendo dos intermediarios y agregacion
inespecifica. En el caso de estudios en los que se ha realizado la incubacion de TcTIM en
hidrocloruro de guanidina (Gdn-HCI) se ha determinado que el proceso de desnaturalizacion es
descrito por un modelo de cuatro estados (Chanez Cardenas, M. E. y col., 2005).

En general, puede observarse que existe una gran cantidad de informacion concerniente a TcTIM,
obtenida mediante la utilizacion de variadas técnicas experimentales, y que ésta puede ser
empleada en el planteamiento de soluciones a problemas que involucren directamente a la
triosafosfato isomerasa.

iii. Interaccion proteina-ligando. Redefinicion del estado nativo y sus implicaciones en el
reconocimiento selectivo de drogas.

Una gran variedad de procesos fisioldgicos son el reflejo de la interaccion entre ligandos y
macromoléculas, especialmente proteinas. Los tipos mas comunes de interaccion son entre las
enzimas y su sustrato, o con algunas otras moléculas que tienen influencia sobre su actividad.
Otros ejemplos son la interaccion entre hormonas y receptores de hormonas, entre moléculas
pequefias y proteinas implicadas en el transporte activo, entre iones y proteinas o acidos
nucleicos.
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A esta lista de fenomenos de union de significancia bioldgica, deben afadirse los procesos de
proteccion inmunologica mediadas por la interaccion antigeno/anticuerpo, el control de la
expresion y represion de genes, la generacion de las respuestas neuronales y finalmente, lo que
atafie a este trabajo de investigacion, la interaccion entre drogas y receptores especificos
localizados en diversas macromoléculas y que generan un efecto farmacoldgico benéfico para el
organismo (Winzor, D. J. y col., 1995). Es claro que, virtualmente todos los fenémenos
biologicos dependen de una o mas interacciones con ligandos, por lo que no es de sorprender que
exista una gran cantidad de investigaciones dirigidas a explorar las bases bioquimicas y biofisicas
de la interaccion proteina-ligando (Cantor, C. R. y col., 1980).

La interaccion de un ligando con una proteina ocurre en un sitio local (el sitio de union), y
generalmente involucra pocos residuos; sin embargo, los efectos de esta interaccion pueden ser
propagados a sitios remotos del sitio de anclaje. La cadena de eventos iniciados por la union del
ligando provee las bases de los fendémenos bioldgicos fundamentales, tales como el alosterismo,
la transduccion de sefiales y la modificacion de la estabilidad mediada por la estructura (Freire,
E., 1999). La principal caracteristica de tales mecanismos radica en la presencia de multiples
sitios de union a ligandos y mas aun, a la comunicacion entre dichos sitios, los cuales pueden
estar apartados por muchos angstroms (Pan, H. y col., 2000). Lo anterior permite pensar en
caminos estructurales -donde se involucran interacciones cooperativas- que originan la
perturbacion de zonas constituidas por residuos de baja estabilidad estructural, algunos autores
han sefialado que una condicidon importante para que se observe la propagacion de los efectos a
zonas distantes, es precisamente la presencia de una fraccion significativa de este tipo de residuos
(Horn, J. R. y col., 2003).

Mediciones de resonancia magnética nuclear de intercambio de hidrogeno, realizadas bajo
condiciones nativas, han revelado heterogeneidad en la magnitud de los factores de proteccion
observados de diferentes residuos en una misma proteina; es decir, todas las proteinas que han
sido estudiadas con esta técnica, no exhiben una conducta de dos estados en el equilibrio
conformacional (Cremades, N. y col., 2006). Estos resultados son inconsistentes con la idea de
que bajo condiciones nativas se tiene un equilibrio, predominantemente, entre el estado nativo
(N) y el estado desnaturalizado (U). Si un evento sencillo (por ejemplo, un desplegamiento
global) fuera el responsable de la exposicion de todos los grupos amida ocultos al solvente, seria
de esperarse que todos tuvieran el mismo factor de proteccion. Sin embargo, esta situacion no se
observa experimentalmente (Jeng, M. F. y col., 1991, Kim, K. S. y col., 1993, Loh, S. N. y col.,
1993, Bai, Y. y col., 1995, Schulman, B. A. y col., 1995, Swint-Kruse, L. y col., 1996, Sadqui, M.
y col., 1999). El analisis de la heterogeneidad observada indica que una fraccion grande de
residuos de aminoacidos en una proteina se expone al solvente como resultado de reacciones
locales de desplegamiento, y no de reacciones globales. En realidad, bajo condiciones nativas, el
equilibrio predominante no es entre el estado nativo y el desplegado, sino entre un nimero
elevado de estados generados por la existencia de reacciones locales de desplegamiento (formas
parcialmente desplegadas (PUFs), (Cremades, N. y col., 2006)) y el estado nativo. Estas
reacciones de desplegamiento local involucran unicamente algunos residuos, ocurriendo una
independientemente de la otra, definiendo en gran medida el conjunto del estado nativo.

Las observaciones anteriores pueden llamar la atencion puesto que desde el punto de vista
tradicional, las proteinas se comportan como entidades cooperativas de “todo o nada”. ;Coémo
puede ser posible que pequefias regiones de la macromolécula sean capaces de sufrir procesos de
plegamiento/desplegamiento de manera independiente? Al mismo tiempo, estas investigaciones
han arrojado luz sobre nuevas cuestiones fundamentales.
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Si el estado nativo es una estructura en la que multiples regiones son capaces de sufrir eventos
pequefios e independientes de desplegamiento locales, entonces la cooperatividad es local y no
global. Si las interacciones cooperativas son regionales, ;como pueden los efectos de
perturbaciones locales propagarse de una region a otra?, ;coOmo puede la unién de un ligando
inducir cambios en regiones distantes del sitio de union? Si las interacciones cooperativas no se
extienden uniformemente a través de la molécula entera, entonces algunos residuos quizas juegan
un papel mas importante que otros en el desarrollo de la respuesta cooperativa (Freire, E., 1999).
Desde este punto de vista, la comunicacion molecular debe de ocurrir a través de rutas
cooperativas que involucran Unicamente una fraccion de los residuos que constituyen a la
macromolécula. La identificaciéon y caracterizacion de estas rutas pueden tener consecuencias
importantes en el conocimiento de la funcion en proteinas.

Particularmente, el estudio de la union de una molécula, considerada un farmaco potencial, a su
diana terapéutica, puede proporcionar informacidon importante sobre las modificaciones que son
necesarias de llevar a cabo en dicho ligando, con la finalidad de incrementar su potencia
farmacologica. El conocimiento de la manera en que éste se une, los efectos causados en el sitio
de unién y la desestabilizacion de la estructura global -inducida por la propagacion de dichos
efectos-, ademas de ayudar en la comprension de los fenomenos de interaccion proteina-ligando,
proporcionaria informacion importante sobre la manera en que son modulados los procesos
fisiologicos afectados, y sobre todo, aportaria informacion que podria ser utilizada en el disefio,
basado en estructura, de nuevas drogas.

Se ha propuesto que el efecto desestabilizador de una molécula, puede potenciarse si ésta se ha
unido a un sitio adyacente a una region constituida por residuos que sufren reacciones locales de
desplegamiento (Schon, A. y col., 2006).

En este trabajo se realizd un abordaje experimental y computacional dirigido, basicamente, al
analisis de la interaccion proteina-ligando. El objetivo principal fue determinar el mecanismo
molecular de la inhibicion selectiva y, mediante los resultados obtenidos, proponer variaciones
quimicas de la estructura de la molécula lider con el fin de incrementar su afinidad y selectividad
por la enzima de estudio. Los conocimientos relacionados con los eventos que se producen
durante el reconocimiento de un ligando y una macromolécula resultaron esenciales al momento
de realizar el andlisis y discusion de los resultados. Puesto que el mecanismo de inhibicion
necesariamente implica un sitio de union y el reconocimiento de las moléculas involucradas en el
proceso, nos auxiliamos de herramientas computacionales que incorporan en su analisis términos
de energética del reconocimiento (por ejemplo de docking, descritas en el cuerpo del trabajo) para
llevar a cabo una discusion a nivel molecular de los eventos desencadenados por la unién de la
molécula.

A continuacion se exponen los resultados obtenidos por diversos grupos de investigacion
relacionados con la inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi. Esta
informacion sirvié de base en el desarrollo de nuestra investigacion y constantemente se le hara
mencion a lo largo del texto.
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1. Antecedentes
1.1. Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas es uno de los principales problemas de salud publica en las regiones
mas pobres de nuestro pais y en general de América Latina, debido principalmente al nimero de
enfermos y la amplitud del area que abarca, a la gravedad de las alteraciones que ocasiona y a su
caracter endémico. A pesar del extraordinario avance de las ciencias médicas, todavia no se ha
encontrado el remedio ideal para curar la enfermedad. En realidad, el problema es grave ya que,
una vez instaladas las lesiones en el organismo -lesiones que son destructivas- ya nunca mas se
puede alcanzar la restitucion integral de la zona afectada. Lo tnico a lo que puede aspirarse es a
aminorar los sintomas determinados por dicha lesion, la cual persistira durante toda la vida de la
persona enferma. Dado lo limitado de los tratamientos contra la enfermedad de Chagas, es
evidente que ademas de las medidas de control sanitario, existe una necesidad urgente de nuevos
farmacos.

Numerosos grupos de investigacion, han centrado sus esfuerzos en la busqueda de compuestos
que interfieran con la actividad de alguna enzima clave para el desarrollo y proliferacion de los
parasitos. En nuestro caso, debido a que se tiene conocimiento de que el parasito causante de la
enfermedad de Chagas obtiene toda la energia que requiere para crecer y proliferar de la ruta de la
glucdlisis, se ha planteado el inhibir diferencialmente una enzima constitutiva de esta ruta
metabolica para frenar el desarrollo de la enfermedad, la triosafosfato isomerasa.

1.2. Estudios iniciales de la inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa.

Los primeros estudios de inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa (TIM) se realizaron al
emplear Cloramina-T, identificando los efectos de oxidacion que producian sobre los residuos de
Cys y Met de dos especies distintas, conejo y levadura. Se observd que existia una dependencia
de la pérdida de actividad y estructura, con la presencia o ausencia de dichos residuos de
aminoacidos, revelandose que era posible inactivar de manera selectiva enzimas provenientes de
distintas especies (Zubillaga, R. A. y col., 1994). En esta direccién, estudios para disefiar drogas
especificas por TIM’s de distintas especies, basandose en las diferencias estructurales de enzimas
homologas, fueron realizados empleando mutantes de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma
brucei (TbTIM). Se logré determinar que es viable generar la pérdida de estructura y funcion si se
atacan residuos no conservados, en particular la Cysl4, empleando metil-metano-tiosulfato
(MMTS) (Gémez-Puyou, A. y col., 1995). Por otro lado, Garza-Ramos y colaboradores (Garza-
Ramos, G. y col., 1996), recurriendo a la posibilidad de atacar residuos no conservados,
realizaron un estudio empleando el compuesto S-fenil-p-toluentiosulfonato (MePhSO2-SPh) y
metil-metanotiosulfonato (MeSO2-SMe), para inhibir diferencialmente enzimas provenientes de
conejo, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, pollo y Schizosaccharomyces pombe,
encontrando que la derivatizacién de Cys217 difiere marcadamente de la descrita para la Cys14,
concluyendo que las diferencias pueden deberse a su posicion en la estructura tridimensional de la
enzima. Experimentos encaminados a estudiar la inhibicion de TIM’s de Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana y humano, con suramina, permitieron determinar que
la inhibicién de la reactivacion de TIM es mas efectiva en el caso de Trypanosoma brucei, no asi
cuando se trabajaba con la enzima de otras fuentes (Gao, X. G. y col., 1998). Por otro lado, a
partir de experimentos en los que se empled subtilisina, se observd que existe una alta
susceptibilidad a la proteolisis por parte de TcTIM y no por TbTIM, atribuible a la alta
flexibilidad estructural de la primera (Reyes-Vivas, H. y col., 2002).
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Finalmente, estudios de cristalografia de rayos-X, han revelado la existencia de un sitio potencial
de unidn para ligandos pequefos en la region interfacial de TcTIM. Durante la cristalizacion y
posterior remojado de la enzima con hexano, se encontraron tres moléculas en la superficie. Dos
de éstas se encontraron en la region interfacial, y aunque una de ellas se alojo a 4 A de distancia
de los residuos que forman dicha region, ésta no fue alterada por la presencia de la molécula de
hexano. En el caso de las cadenas laterales de los residuos cataliticos, solo el Glul68 del
monomero A sufrié un desplazamiento significativo con respecto a la estructura nativa, lo que
tendria implicaciones importantes en la actividad catalitica de la enzima (Gao, X. G. y col,
1999). El disefio de moléculas que inhibieran la actividad de TcTIM, basandose en la estructura
del sitio de unidn, podria proporcionar un acercamiento mas certero a la hora de tratar de inhibir
diferencialmente a la enzima del parasito y no del hospedero.

1.3. Inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.

Los conocimientos estructurales y funcionales acerca de la TIM han sido empleados en el
desarrollo de moléculas que inhiben la actividad de la enzima. Puesto que TIM esta presente tanto
en los seres humanos como en el parasito que causa la enfermedad de Chagas, es de suma
importancia identificar las regiones o residuos de aminoacidos que presentan las diferencias entre
especies. Por ejemplo, en la region interfacial de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
(TcTIM) se ha observado que la posicion 15 es ocupada por un residuo de cisteina (Cys),
mientras que en el humano el residuo correspondiente a esta posicion es una metionina (Met). El
que distintos parasitos posean en este sitio un aminoacido diferente al de los humanos ha sido
considerado para diseflar moléculas que puedan actuar de manera selectiva contra la TIM de
organismos que causan enfermedades como las tripanosomiasis y la malaria (Gémez-Puyou, A. y
col., 1995). Experimentalmente se ha observado que TIM es activa tnicamente en su forma de
dimero, por lo que se cree que la desestabilizacion de la estructura dimérica repercutiria
dramaticamente en la funcionalidad de la enzima. En el caso de proteinas multiméricas, se han
contemplado dos aproximaciones para inactivarlas. Por un lado, se ha trabajado en el disefio de
inhibidores que compiten por el sitio activo; y por otro, en el disefio de moléculas que tienen
como objetivo la region interfacial de las subunidades y que interfieren en el ensamble de éstas.

En muchas enzimas, el alto grado de conservacion del sitio activo representa una dificultad en la
selectividad del inhibidor, no asi la region interfacial, ya que ésta puede mostrar variaciones
estructurales entre el pardsito y el huésped, proporcionando una distincidén entre las enzimas
involucradas. Se consideran dos estrategias distintas para interrumpir el contacto entre
subunidades proteicas: primero, el disenio de péptidos sintéticos que mimetizan segmentos de la
region interfacial, los cuales interfieren en la asociacion de subunidades (Babe, L. M. y col.,
1992; Maithal, K. y col., 2002); y segundo, la modificaciéon quimica de los residuos de la region
de reconocimiento entre subunidades, lo que evita la formacion del estado oligomérico de la
proteina (Gémez-Puyou, A. y col., 1995).

En el caso de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM), en investigaciones
recientes se han utilizado inhibidores que actian uniéndose en un sitio de la enzima,
desestabilizando el contacto entre subunidades y provocando de esta forma la pérdida de
actividad catalitica y finalmente su desnaturalizacién (Téllez-Valencia, A. y col., 2002, Olivares-
Illana, V. y col., 2006, Olivares-Illana, V. y col., 2007 ); esto probablemente debido a la
propagacion de los efectos de la union del inhibidor a regiones distantes en la proteina,
involucradas en la estabilidad global de la macromolécula.
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En el caso de los estudios realizados por Téllez-Valencia y colaboradores en 2002, se probaron
cerca de 150 compuestos, entre ellos derivados de benzotiazoles, de los cuales tres provocaron
mas del 90% de inactivacion en TcTIM de manera selectiva. Observaron que el efecto de estos
compuestos era dependiente de su concentracion y que la inactivacion era mayor conforme
aumentaba el tiempo de incubacion. En particular, el 4acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-
propanolsulfénico (compuesto 8, C8) logrdé un 95% de inactivacion. Se obtuvo la I5, de este
compuesto sobre la TcTIM (concentracion a la cual la actividad disminuye al 50% con respecto a
la registrada en ausencia del inhibidor) siendo trece veces menor que la determinada para la TIM
de humano (hTIM), apreciandose que su efecto depende de las diferencias estructurales de cada
enzima y que por lo tanto es posible afectar selectivamente las enzimas de distintos organismos.

Por otra parte, a partir del analisis de las curvas de actividad contra concentracion de inhibidor
(C8), se determino6 que la inactivacion de TcTIM es el resultado de la unioén secuencial de dos
moléculas del compuesto, en el que la union de la primera molécula es de tipo endotérmico y la
union de la segunda de tipo exotérmico, proponiéndose el siguiente mecanismo:

E + 8 <> E-8 + 8 <> E-(8), — enzimas inactivas.

Mediante experimentos de rayos-X se identifico el primer sitio de unién para C8, localizado en la
region interfacial del dimero. C8 se encuentra interactuando con las cadenas laterales de Arg71
(Ne de Arg71, localizado a 3.3 A de distancia del C5 del C8) y de Phe75 (C{, de Phe75,
localizado a 4.7 A de distancia de los anillos del C8) del mondémero A; y con el grupo OH de
Tyr102 (localizado a 3.4 A de distancia del S2 del C8) del monémero B (Téllez-Valencia, A. y
col., 2004) (fig. 4).

Fig. 4. Identificacion del sitio de unioén de la primera molécula de C8 que se une a TcTIM. Los residuos que se
encuentran interactuando con la molécula de C8 en el sitio de union localizado en la region interfacial son Arg71 y
Phe75, del monomero A y Tyrl02, del mondomero B. Imagen generada empleando el visualizador Pymol v0.99. y
coordenadas del archivo PDB 1SUX.
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Datos adicionales revelaron que la union de C8 induce cambios en la orientacion del Glul68 del
monoémero A, el cual es un residuo catalitico. Si se considera que Glu168 se encuentra a 29 A de
distancia de C8, es posible apreciar que la unién de esta molécula induce cambios tanto en
residuos cercanos, como en residuos que se encuentran distantes del sitio de unioén. Debido a que
en ese trabajo se demostro que algunos derivados de benzotiazoles inactivan selectivamente a
TcTIM, se ha pensado que éstos pueden utilizarse como guia para el disefio de nuevas moléculas
con mayor capacidad de inactivacion, particularmente C8.

Recientemente, Olivares-Illana y colaboradores, identificaron una molécula (6,6’-bisbenzotiazol-
2,2’diamina) que en concentraciones micromolares causa la inactivacion irreversible de TIM de
tres tripanosomatidos: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania mexicana, sin
afectar la actividad de la TIM proveniente de humano, Saccharomyces cerevisiae, pollo,
Plasmodium falciparum y Entamoeba histolytica (Olivares-lllana, V. y col., 2006). Estos datos
corroboran que es posible encontrar compuestos que inducen la inactivacion selectiva de enzimas
de distintas especies, aunque las concentraciones requeridas ain no se encuentran en el orden de
magnitud especificado para considerarse una dosis farmacologica, es decir, concentraciones
nanomolares. Este mismo grupo de investigacion reportd en 2007 el hallazgo de una nueva
molécula que inactiva selectivamente a TcTIM, la ditiodianilina (DTDA); ésta induce el 50 % de
inhibicion de la enzima a una concentracion de 260 nM, sin afectar la actividad de la TIM de
humano. Datos cristalograficos revelaron que en general, la estructura de TcTIM no es alterada
por DTDA, sin embargo se observo la derivatizacion de la Cys118 del mondémero B y la pérdida
de dos puentes de hidrogeno establecidos entre la Cysl5 del mondémero B y la Gly73 de la
subunidad adyacente, lo que hace pensar que la inhibicion de la actividad de TcTIM por DTDA
esta relacionada con la alteracion de la region interfacial del dimero (Olivares-Illana, V. y col.,
2007).

En el presente trabajo, retomamos los estudios efectuados por Téllez-Valencia con TcTIM y C8
(Téllez-Valencia, A. y col., 2002, Téllez-Valencia, A. y col., 2004), con la finalidad de realizar la
descripcion del mecanismo molecular de inhibicién desde un punto de vista estructural y
contribuir en el conocimiento de los eventos que gobiernan el proceso del reconocimiento
proteina-ligando.

Por otro lado, en este trabajo de tesis, se considerd llevar a cabo un estudio in silico de la
inhibicion de TcTIM por C8, con el objeto de comprender molecularmente este proceso y
contribuir en el disefio racional de farmacos contra la enfermedad de Chagas. Asi, se planted
encontrar inhibidores altamente selectivos a partir de la busqueda sistematica de compuestos
derivados de la molécula de estudio (C8) y encontrar sustancias con mayor potencia medicinal y
menor toxicidad, consecuencia de la inhibicidn selectiva de la enzima del parasito y no de la del
hospedero.

Los objetivos por cubrir se describen a continuacion.
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1.4. Objetivos del proyecto de investigacion

1.4.1. Objetivo general

Determinar el mecanismo molecular de la inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma cruzi, con la finalidad de obtener los parametros de disefio o modificacion de
moléculas existentes, ademas de contribuir al conocimiento de los mecanismos que gobiernan los
eventos en la interaccion proteina-ligando.

1.4.2. Objetivos particulares

Caracterizar el efecto del inhibidor sobre la conformacion y actividad de TcTIM, mediante el

empleo de métodos espectroscopicos.

Realizar la identificacion de posibles sitios de union presentes en TcTIM, mediante el empleo de
métodos computacionales.

Identificar los modos normales de vibracion que presenta TcTIM y que pueden dar lugar a la
exposicion de sitios de union.

Realizar la descripcion del mecanismo molecular de la inhibicion, y el estudio de la interaccion
proteina-ligando, con base a resultados experimentales y computacionales.

Llevar a cabo la busqueda de compuestos similares a la molécula lider, generar quimiotecas y
construir un farmacéforo, con la finalidad de identificar nuevas moléculas lideres.

41



1.5 Estrategia seguida durante la realizacion del trabajo de investigacion.

Puesto que el objetivo del trabajo de investigacion estaba dirigido a dilucidar el mecanismo
molecular de la inhibicion selectiva de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM)
por el acido 3-(2-benzotiazoltiltio)-1-propanosulfonico (CS8), se inicid la investigacion
determinando las condiciones bajo las que se realizarian los experimentos; la finalidad fue poder
atribuir correctamente los cambios en las sefiales de las distintas técnicas a la presencia de C8 y
no a artificios generados por la inestabilidad de nuestro sistema.

La busqueda de las condiciones experimentales se inicid evaluando la estabilidad de nuestra
enzima en distintas soluciones amortiguadoras, asi como la dependencia de la estabilidad con la
temperatura. Por otro lado, se realizo la caracterizacion de C8 con el objetivo de determinar que
no estuviéramos trabajando en intervalos de concentracion que intervinieran con el registro de las
sefiales atribuidas a TcTIM (ANEXOS I-11I).

Una vez que se contd con las condiciones de trabajo, se procedid a caracterizar el efecto del
inhibidor sobre la enzima empleandose técnicas de dicroismo circular, espectroscopia de
fluorescencia intrinseca y extrinseca y mediciones de actividad enzimatica. Por otro lado,
auxiliandonos de herramientas computacionales, determinamos los sitios potenciales de union de
C8 presentes en la estructura de TcTIM. Evaluamos el posible papel de los movimientos propios
de la enzima en la exposicion de sitios de unién, asi como la propagacion de los efectos a zonas
distantes de dichos sitios. Conjuntando los datos obtenidos por técnicas experimentales y
computacionales se planted un posible mecanismo de inhibicién, el cual necesariamente
implicaba la descripcion de la interaccion proteina-ligando (capitulo 3).

Basados en estos datos estructurales, se optd por realizar una busqueda de compuestos similares
al inhibidor (considerado una molécula lider en el disefio de farmacos contra la enfermedad de
Chagas) y llevar a cabo una simulacion del reconocimiento molecular entre los ligandos y los
sitios de unioén de TcTIM. Posteriormente se identificé un farmacéforo (capitulo 4), que sirvid
para realizar la construccion de quimiotecas virtuales para su posterior cribado. A partir de la
informacidén obtenida, se propusieron una serie de modificaciones quimicas que permitirian
incrementar la afinidad de ciertos compuestos por TcTIM (capitulo 5) (fig. 5).

La descripcion de la metodologia seguida en cada uno de los bloques que constituyen el trabajo
de investigacion, se realiza en el capitulo de materiales y métodos.
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Busqueda de condiciones experimentales

}

Estabilidad de TcTIM en distintas Estabilidad térmica de TcTIM Caracterizacion de C8

soluciones amortiguadoras

Caracterizacion del efecto de C8

sobre TcTIM
Estudios experimentales Estudios computacionales
(in vitro) (in silico)

|

Descripcion del mecanismo molecular de la inhibicion
(Estudio de la interaccion proteina-ligando)

Busqueda de compuestos similares a la molécula lider, construccion de un
farmacoforo, generacion y cribado virtual de quimiotecas.

Identificacion de moléculas con capacidad para unirse a la enzima blanco
(Estudio de cribado virtual de quimiotecas e identificacion de leads)

Figura 5. Diagrama que muestra los distintos bloques que componen el trabajo de investigacion. Recuadros: rojo, parte
experimental in vitro, verde, parte experimental in silico y azul, objetivos por alcanzar. Abreviaturas: TcTIM,
triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi; C8, acido 3-(2-benzotiazoltio)-1-propanosulfénico.
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2. Materiales y métodos.
2.1 Abordaje experimental.

La pureza de los reactivos empleados fue grado analitico. Se utiliz6 agua destilada y desionizada
en todos los ensayos. Cuando fue necesario, la temperatura fue calibrada con un termistor de
referencia secundaria Hart Scientific 5611% (intervalo de 0 a 100 °C). Como una primera etapa, se
buscaron condiciones experimentales en las cuales TcTIM presentara estabilidad, se exploraron
distintas soluciones amortiguadoras, manteniendo fijo el valor de pH en 7.4 y la temperatura en
36 °C, esto con la finalidad de aproximarnos a condiciones fisiologicas y a las condiciones de
estudios reportados previamente (Téllez-Valencia, A. y col., 2002). Una vez que se lograron
determinar las condiciones experimentales (ver ANEXOS I-1II), se realizaron experimentos de
actividad enzimatica, dicroismo circular, fluorescencia intrinseca y fluorescencia extrinseca (1-
anilino-8-naftaleno sulfonato, ANS).

2.1.1. Triosafosfato isomerasa.

En este trabajo se utiliz6 un lote de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM)
obtenido en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México.
La TIM utilizada en estos estudios fue recombinante, expresada en E. coli. Se purificd a
homogeneidad utilizandose la metodologia descrita por Ostoa-Saloma, P. y col., 1997.

2.1.1.1. Didalisis de triosafosfato isomerasa.

Se tomd una alicuota de TcTIM suspendida en sulfato de amonio, ésta se dializd contra una
solucion reguladora de trietanolamina (TEA) 100 mM: acido etilendiamintetracético (EDTA) 10
mM manteniendo la temperatura en 4 °C y con agitacion constante. Transcurridas cuatro horas se
realizd un cambio de solucion amortiguadora y se dejé toda la noche a temperatura y agitacion
constante. Esta fue la solucion de proteina que se empled para los estudios descritos en los
parrafos siguientes, determinandose una concentracion de 26.54 pM (1.45 mg/mL) a partir de su
absorcion a 280 nm (¢ = 34,950 M' cm™, calculado de acuerdo a Pace, C. N. y col., 1995).

2.1.2. Ensayos de actividad enzimatica.
2.1.2.1. Determinacion de los parametros cinéticos de TcTIM.

La actividad catalitica de TcTIM se determind espectrofotométricamente midiendo la velocidad
de conversion del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP), la cual se
convierte a su vez en a-glicerofosfato (Glicerol-Pi) por acoplamiento con la enzima a-
glicerofosfato deshidrogenasa (a-GDH). La reaccién acoplada consume un mol de dinucleétido
de nicotinamina adenina reducido (NADH) por mol de DHAP que reacciona (Rozacky, E. E. y
col., 1971). Con un exceso de a-GDH, la velocidad de produccion de DHAP es equivalente a la
oxidacion del NADH, la cual se mide por disminucién de la absorbancia a 340 nm (e = 6.2 X 10°
M™ em™). La actividad enzimatica se expreso en umoles de sustrato transformado por minuto por
miligramo de proteina (umoles/mg min). El volumen total de reaccion fue de 1 mL, conteniendo
0.2 mM de NADH y 10 pg/mL de o-GDH en amortiguador (TEA 100 mM:EDTA 10 mM o
fosfatos 30 mM, pH 7.4). Los valores de actividad especifica obtenidos a diferentes
concentraciones de G3P fueron ajustados empleando la ecuacion de Michaelis-Menten (Segel, 1.,
1982). Para determinar la constante de Michaelis (K,,) y el numero de recambio (k.), la
concentracion del G3P se vari6 en un intervalo de concentraciones de 0.05 mM a 4.0 mM.
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La reaccion se inicido con la adicion de 5 ng de TcTIM. El equipo empleado fue un
espectrofotometro ultravioleta visible HP 8453. Los ensayos se realizaron a 36 °C regulando la
temperatura mediante un sistema Peltier y midiéndola con un termistor de referencia secundaria
Hart Scientific 5611°.

2.1.2.2. Medicion de la actividad catalitica de TcTIM después de su incubacion con la sal de
sodio del dcido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfonico (compuesto 8, C8).

TcTIM fue incubada a una concentracion de 0.0915 uM (5 pg/mL) en una solucion
amortiguadora de TEA 100 mM y EDTA 10 mM o de fosfatos 30 mM pH 7.4, en presencia de
una concentracion de C8 de 20, 50, 100 o 250 uM. La temperatura en la celda de reaccion se
mantuvo en un valor fijo de 36 °C por tres horas. Se tomaron alicuotas de 1 pL para medir la
actividad enzimatica a distintos tiempos (0, 5, 10, 25, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos). La celda de
reaccion fue preparada como se describid en el apartado anterior.

2.1.2.3. Determinacion del tipo de inhibicion ejercida por C8.

A partir del analisis de las graficas de Lineweaver-Burk se determino el tipo de inhibicion
ejercida por C8. Se construyeron curvas del inverso de la velocidad de la reaccion (1/v) contra el
inverso de la concentracion de sustrato (1/[S]), preparando la celda de reaccion como se describe
en la seccion 2.1.2.1, incubando con distintas concentraciones de compuesto 8 (intervalo entre 25
y 250 uM). Con fines comparativos, también se calcularon los valores de la constante de
Michaelis (Ky,) y de la velocidad maxima (Vms), empleando la ecuacion de Michaelis-Menten.

2.1.3. Dicroismo circular.

Las mediciones de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-715
(Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un portaceldas tipo Peltier para el control de temperatura y
agitacion magnética. Cada uno de los espectros reportados fue corregido por la sustraccion del
registro de la solucion amortiguadora, y es el promedio de tres experimentos. El recorrido de la
celda de reaccion fue de 0.5 cm y la agitacion en ésta se mantuvo en 450 rpm. La elipticidad esta
reportada en elipticidad por residuo promedio, siendo calculada usando una masa promedio por
residuo de 109 gramos por mol de aminoacido (54.7 kDa/502 residuos totales).

2.1.3.1. Obtencion de los espectros de dicroismo circular de TcTIM.

Para obtener los espectros de dicroismo circular de TcTIM se prepararon soluciones de la enzima
cuya concentracion fue de 0.183 uM (10 pg/mL) en amortiguador de fosfatos 30 mM a pH de 7.4.
Las soluciones se filtraron antes de las mediciones, utilizando para ello membranas hidrofilicas de
polietersulfona con tamafio de poro de 0.2 um (Pall Corporation™) e inmediatamente se inici6 el
registro. Los espectros de dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano fueron registrados
entre los 190 y 260 nm. El tiempo muerto medido fue de 10 segundos. La temperatura se
mantuvo en 36 °C. Para obtener los espectros de dicroismo circular en presencia del inhibidor, la
celda de reaccion se prepardé de manera semejante, aunque en este caso se adiciond una alicuota
de solucion stock de C8 de tal manera que la concentracion final en la celda fue de 100 pM.
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2.1.3.2. Obtencion de las cinéticas de desplegamiento seguidas por dicroismo circular.

Las cinéticas de dicroismo circular de TcTIM se obtuvieron siguiendo los cambios de elipticidad
a una longitud de onda fija de 222 nm, manteniendo la temperatura constante en 36 °C. Se inicio
el registro inicamente con la soluciéon amortiguadora, transcurridos cinco minutos se inyectd una
alicuota de solucion stock de TcTIM para obtener una concentracion final en la celda de 0.183
uM (10 pg/mL). El registro se siguié durante tres horas y al término de este tiempo se obtuvo un
espectro de la enzima en el ultravioleta lejano. Las cinéticas de dicroismo circular en presencia de
C8 se obtuvieron de manera semejante, en este caso la celda al inicio del registro contenia una
solucion de C8 de concentracién 100 uM en amortiguador de fosfatos 30 mM a pH 7.4. La
temperatura de mantuvo en 36 °C durante las tres horas que durd el registro.

2.1.4. Fluorescencia.

La obtencion de los espectros de emision y de las cinéticas de fluorescencia —intrinseca y
extrinseca- se realizaron en un espectrofluorometro K2 de ISS (Champaign, IL, USA) equipado
con agitacion magnética y un sistema Peltier para el control de temperatura, la cual se mantuvo en
36 °C. Las soluciones se filtraron antes de las mediciones utilizando para ello membranas
hidrofilicas de polietersulfona con tamafio de poro de 0.2 pm (Pall Corporation™).

2.1.4.1. Obtencion de los espectros de emision de fluorescencia intrinseca de TcTIM.

Para obtener los espectros de emision de TcTIM se prepararon soluciones de la enzima cuya
concentracion fue de 0.183 uM (10 pug/mL) en amortiguador de fosfatos 30 mM con un pH de
7.4. Los espectros se obtuvieron excitando a 280 nm y midiendo la emision en un intervalo entre
300 y 400 nm. Adicionalmente se obtuvieron espectros excitando a 290, 295, 300 y 305 nm y
registrando la emisién en un intervalo de 305 y 405, 310 y 410, 315 y 415, y 320 y 420 nm,
respectivamente. El tiempo muerto fue de 10 segundos. Por otro lado, se obtuvieron varios
espectros de emision de fluorescencia durante un periodo de tres horas. En la primera hora éstos
fueron obtenidos a intervalos de dos minutos, a partir de la segunda hora se obtuvieron cada
veinte minutos. En cada espectro obtenido se calculd el centro de masa espectral (C. M. E.) y se
sigui6 el desplazamiento de éste en el tiempo. Para el calculo se empled la siguiente ecuacion:

C. M.E.=27M
Xl

Donde I es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A. Los espectros de emision de
fluorescencia de TcTIM en presencia de C8 fueron obtenidos en las mismas condiciones que las
descritas en el apartado anterior. En este caso la celda de reaccion contenia una solucién de
compuesto 8 a concentraciones de 100 uM en amortiguador de fosfatos 30 mM a pH de 7.4 y una
concentracion de TcTIM de 0.183 uM (10 pug/mL). La temperatura se mantuvo en 36 °C.

2.1.4.2. Obtencion de las cinéticas de emision de fluorescencia intrinseca de TcTIM.
Las cinéticas de emision de fluorescencia de TcTIM se obtuvieron excitando a una longitud de

onda fija de 280 nm y midiendo la emision en 322 nm, manteniendo la temperatura constante en
36 °C por tres horas.
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Se inicid el registro Unicamente con la solucion amortiguadora, después de transcurrir cinco
minutos se inyect6 una alicuota de solucion stock de TcTIM para obtener una concentracion final
en la celda de 0.183 uM (10 pg/mL). Al término del registro se obtuvo un espectro de emision
con las condiciones reportadas anteriormente.

Las cinéticas en presencia de C8 se obtuvieron siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente, salvo que se inici6 el registro con la soluciéon amortiguadora conteniendo el C8 en
una concentracion de 100 uM.

2.1.4.3. Obtencion de las cinéticas de emision de fluorescencia extrinseca empleando ANS.

Las cinéticas de emision de fluorescencia extrinseca de ANS se obtuvieron excitando a una
longitud de onda fija de 380 nm y midiendo la emisién a 497 nm, en presencia de TcTIM. Se
inici6 el registro con la solucién amortiguadora conteniendo una concentracion de ANS de 40 uM
en buffer de fosfatos 30 mM, después de transcurrir cinco minutos se inyectd una alicuota de
solucion stock de TcTIM para obtener una concentracion final en la celda de 0.183 uM (10
pug/mL).

El registro de las cinéticas en presencia de C8 se inicid con la solucién amortiguadora de fosfatos
30 mM, conteniendo una concentracion de ANS de 40 uM y una concentracion de C8 de 100 uM.
Después de transcurrir cinco minutos se inyectd una alicuota de solucion stock de TcTIM para
obtener una concentracion final en la celda de 0.183 uM (10 pg/mL). La celda se mantuvo en
agitacion constante y la temperatura fue calibrada a 36 °C. Nuevamente, las cinéticas de emision
se obtuvieron excitando a una longitud de onda fija de 380 nm y midiendo la emision a 497 nm.

2.1.5. Caracterizacion de la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfonico
(compuesto 8, C8).

La sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfénico (compuesto 8), se adquirié en
SIGMA-Aldrich, con una pureza del 95%. La formula molecular de C8 es C1oHoNO;S;(Na"),
con un peso molecular de 311.38 g/mol.

2.1.5.1. Absorcion en el ultravioleta y visible de C8.

Los espectros de absorcion ultravioleta de C8 se obtuvieron empleando un espectrofotometro
ultravioleta visible HP modelo 8453. Los ensayos se realizaron a 36 °C regulando la temperatura
mediante un sistema Peltier y midiéndola con un termistor de referencia secundaria Hart
Scientific 5611%. Se obtuvieron espectros a concentraciones de 25, 50, 62.5, 125 y 250 uM, en
solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM, pH 7.4. El registro de la sefial se realizé en un
intervalo entre los 225 y 400 nm. Las muestras fueron preparadas a partir de una solucion stock
0.075 M, en el momento de la medicion.

2.1.5.2. Fluorescencia intrinseca.

La obtencion de los espectros de emision se realizd en un espectrofluorometro K2 de ISS
(Champaign, IL, USA) equipado con agitacion magnética y un sistema Peltier para el control de
temperatura, la cual se mantuvo en 36 °C. Las soluciones se filtraron antes de las mediciones
utilizando para ello membranas hidrofilicas de polictersulfona con tamafio de poro de 0.2 um
(Pall Corporation®). En todos los casos se usé una celda de cuarzo de 1 cm de recorrido optico y
capacidad de 3 mL.
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2.1.5.2.1. Determinacion del maximo de emision.

Para obtener los espectros de emision de C8 se prepararon soluciones 25, 50, 62.5 125 y 250 uM,
en amortiguador de fosfatos 30 mM con un pH de 7.4. Para determinar el maximo de emision, se
obtuvieron una serie de espectros excitando en un intervalo entre los 350 y 370 nm y midiendo la
emision en un intervalo entre los 370 y 600 nm.

2.1.5.2.2. Determinacion de la dependencia de la intensidad de fluorescencia con la
concentracion de C8.

Para evaluar la existencia de una dependencia de la intensidad de fluorescencia con Ila
concentracion de C8, se obtuvieron una serie de espectros de emision de soluciones cuya
concentracion de C8 se encontraba entre los 10 y los 400 uM. Los espectros se obtuvieron
excitando a 357 nm y midiendo la emision en un intervalo de longitud de onda entre los 370 y los
600 nm. Se realizo el calculo del centro de masa espectral como se indico en la seccion 2.1.4.1.

2.1.5.2.3. Determinacion del efecto de filtro interno.

Para garantizar que no se estuviera trabajando en un intervalo de concentraciones en el que se
tuviera efecto de filtro interno, se realizaron cinéticas de fluorescencia en el intervalo de
concentracion mencionado en la seccion 2.1.5.2.2, excitando a 357 nm y midiendo la emisién a
407 nm. El registro se siguié por treinta minutos; utilizando el promedio de dichas cinéticas, se
construyo una curva de intensidad de fluorescencia contra concentracion de CS.

2.1.5.2.4. Estabilidad de C8 a permanecer en dilucion.

Para explorar el efecto del almacenamiento en la fluorescencia de C8, se obtuvieron espectros de
emision a distintos tiempos: fresco, 15 y treinta dias. Las muestras, cuya concentracion de C8 fue
de 250 uM, fueron excitadas a 357 nm y se midi6 la emisién en un intervalo entre los 370 y 600
nm.

2.1.5.2.5. Estabilidad de C8 ante radiaciones sucesivas.

Una muestra fresca conteniendo 250 uM de C8 fue excitada a 357 nm, midiendo la emisiéon en un
intervalo entre los 370 y 600 nm. La toma de espectros se realizd en cinco ocasiones a intervalos
de 3 minutos.

2.1.5.3. Calorimetria diferencial de barrido.

Para evaluar la pureza de C8, una muestra de 8.36 mg (SIGMA, Chemical Company) pesada con
precision y exactitud fue analizada mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido. El
equipo empleado para la determinacion del punto de fusion y el calor de fusion fue un calorimetro
DSC 2920 Modulated DSC, de TA Instruments. La velocidad de calentamiento utilizada fue de
10°C/min y el intervalo de temperatura evaluado entre 20 y 300 °C. Se emplearon como
portamuestras crisoles de aluminio, la composicion del gas utilizado fue nitrégeno y el caudal fue
de 50 mL/min.
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2.2 Abordaje computacional.

El objetivo de realizar un estudio in silico -de la simulacion del reconocimiento molecular de
TcTIM y C8, como herramienta adicional para determinar el mecanismo molecular de la
inhibicion selectiva de la enzima por el ligando-, fue la de obtener los parametros de disefio o
modificacion de moléculas existentes para incrementar la afinidad de la unién, asi como la de
identificar compuestos que pudieran servir como precursores de nuevos farmacos contra la
enfermedad de Chagas. Para llevar a cabo lo anterior, se realizd un docking de C8 sobre la
superficie de TcTIM, con el objetivo de identificar los posibles sitios de union. Posteriormente se
efectud una busqueda de compuestos similares a C8 y con estos se realizaron estudios de docking.
Una vez determinadas las caracteristicas fisicoquimicas de los complejos formados en los sitios
de unidn elegidos, se obtuvo un farmacoéforo a partir del cual se generaron dos quimiotecas para
su cribado virtual, con la finalidad de lograr la identificacion de compuestos que permitan
desestabilizar al dimero activo. Lo anterior se resume en la figura 6.

Estreptavidina
Biotina
(1STP) SI
TbTIM TcTIM TcTIM (1TCD) B dad
R usqueda de compuestos
3PA s cs —>| cawx |[—> similares a C8
(111H) SI (1SUX) NO (SUPERFICIE) | SI l
TcTIM
TcTIM (1TCD) TcTIM (1TCD)
3-PA SI . —_ :
Ligandos Ligandos *
(HUECOS) (SUPERFICIE)

l

Construccién del farmacoforo

Generacion de quimiotecas

Cribado virtual de quimiotecas

Figura 6. Estrategia seguida durante el abordaje computacional. Ligandos: C8, *ChemDB 2-7, huecos: HSA, HH, HRI.
Abreviaturas: 3-PA, 3-fosfoglicerato; C8, acido 3-(2-benzotiazoltio)-1-propanosulfonico. ChemDB,ye0, COMpuesto
obtenido de la base de datos ChemDB (http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/). HSA, hueco que da acceso al sitio activo;
HH, hueco que da acceso a hélices que contienen regiones con tendencia a agregar, y HRI, hueco localizado en la
region interfacial.
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2.2.1. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular proteina-ligando (docking).

Los archivos utilizados en los estudios de docking se obtuvieron del Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org), la estrategia de trabajo se muestra en la figura 5. La validacion del método
se realizd empleando tres diferentes complejos cristalograficos: estreptavidina y biotina (1STP),
triosafosfato isomerasa de 7Trypanosoma brucei y 3-fosfoglicerato (3-PA) (11IH) y triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma cruzi (1TCD) y 3-PA (coordenadas del andlogo de sustrato) (cuadros
verdes en la figura 5). Utilizando estos complejos se definieron los parametros a emplear durante
los estudios de docking; una vez estandarizado el método, se procedio a trabajar con el complejo
de interés: triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi'y acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano
sulfonico (C8, molécula lider) (1SUX) (cuadro rojo en la figura 5). Debido a que en el archivo
1SUX hacian falta las cadenas laterales de algunos residuos de aminoacidos, se decidio trabajar
con el archivo 1TCD y las coordenadas del C8 obtenidas del archivo 1SUX (azul marino).

2.2.1.1. Docking.

El docking de los complejos se realizdé empleando el conjunto de programas de Autodock 3.0.5.
(Morris, G. M. y col., 1998). Los parametros del docking fueron de 100 pruebas, con 20 millones
de evaluaciones de energia por cada prueba y un tamafo de poblacion de 100 individuos
(Alfonso, P. y col., 2005).

Inicialmente, cuando la busqueda de los sitios potenciales de unidon se hizo sobre toda la
superficie de la proteina, el espacio de busqueda fue restringido a un paralelepipedo rectangular
que abarcaba toda la proteina, proporcionando un espacio extra de 4 A alrededor de ésta. Para la
construccion de la red se empled un espaciado de 0.55 A. Cuando la busqueda se restringio a
sitios especificos (por ejemplo la region interfacial), el espacio de busqueda se confind en un
paralelepipedo centrado en el sitio y el espaciado utilizado en la construccion de la red fue de 0.2

Para adquirir mayor certeza en la prediccion de la localizacion de los sitios potenciales de union
localizados en la superficie de TcTIM, se decidid hacer una particiéon de la estructura en 27
bloques, cada uno centrado en una caja de prueba, de tal manera que sobre cada caja se realizaron
100 pruebas, con 20 millones de evaluaciones de energia por cada prueba y un tamaifio de
poblacion de 100 individuos. Al final de estos ejercicios se obtuvieron 27000 soluciones. En estas
cajas de evaluacion el espaciado empleado en la construccion de la red fue de 0.375 A y se
proporciond un espacio extra de 15 A alrededor de la proteina.

2.2.1.2. Preparacion de la molécula blanco.

En todos los casos, el archivo de coordenadas de la proteina fue preparado excluyendo todos los
heteroatomos. Los hidrogenos polares y las cargas parciales fueron asignados utilizando Gromacs
3.2.1, usando el campo de fuerzas GROMOS96 43al (Lindahl, E. y col., 2001).

2.2.1.3. Preparacion del ligando.

En el caso de la preparacion de los ligandos, para la asignacion de los hidrogenos se utilizo el

programa Babel3 y la asignacion de las cargas fue hecha con MolCharge 1.3 empleando el
algoritmo AM1BCC (Openeye Scientific Software).
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2.2.1.4. Complejos proteina-ligando.

Como se mencion6 anteriormente, los complejos de estreptavidina y biotina (1STP), triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma brucei y 3-PA (111H) y el de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma
cruzi y acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfoénico (1SUX), se obtuvieron del PDB. El
constituido por triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi y 3-PA, se construyé empleando
las coordenadas del archivo cristalografico de TcTIM (1TCD) y las coordenadas del 3-PA (111H),
después de haber realizado un alineamiento de los archivo 11IH y 1TCD, utilizando la version
0.99 de PyMol. El mismo procedimiento se sigui6 en la construccion del complejo de TcTIM y
C8 (TIM-C8), aunque en este caso las coordenadas de los atomos de la proteina fueron obtenidos
del archivo 1TCD, y las coordenadas de los atomos del ligando obtenidas del archivo 1SUX; se
procedio de esta manera porque en el archivo 1SUX algunos residuos de aminoacidos carecian de
sus cadenas laterales. Durante todos los ejercicios de docking se trabajé con el archivo TcTIM-
Cs.

2.2.1.4.1. Validacion del método de docking.

Se utilizd un sistema conocido, constituido por estreptavidina y biotina, para realizar una primera
aproximaciéon con los programas de docking con los que se trabajaria. La finalidad fue
familiarizarse con el programa y reproducir los resultados obtenidos anteriormente por el grupo
de investigacion del Dr. Javier Sancho, del Instituto de Biocomputacion y Sistemas Complejos,
de la Universidad de Zaragoza, Espaiia.

Por otro lado, utilizando los complejos de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei' y 3-PA
(11TH) y el de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi y 3-PA (coordenadas obtenidas del
archivo 11IH) se precisaron los parametros a emplear durante los ejercicios de docking. Se definio
como criterio de validacidn el que el ejercicio de docking localizara el sitio de unién en el sitio
activo, ya que se conto6 con el archivo cristalografico (11IH) del complejo de TbTIM y el analogo
de sustrato, a partir del que se sabia cual era el sitio de unioén.

Con la finalidad de determinar las caracteristicas quimicas y estructurales que se presentan en la
interaccion de C8 con TcTIM, una vez estandarizado el método, se procedié a trabajar con el
complejo de interés: triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi'y acido 3-(2-benzotiazoliltio)-
1-propano sulfénico (TcTIM-C8). Se definié como criterio de validacion el que el ejercicio de
docking localizara el sitio de union de la region interfacial, ya que se contdé con el archivo
cristalografico del complejo TcTIM y C8 (1SUX). En éste, se tenia identificado el sitio de union
de la primera molécula de compuesto 8 (region interfacial). Cuando esto no se cumplié fue
necesario modificar los parametros del docking.

A manera de comprobacion se gener6 un archivo en el que se acoplaron dos dimeros de TcTIM
(tetramero de TcTIM, tratando de simular la orientacidon en el cristal), buscando formar un hueco
en la region interfacial. Sobre ese hueco se realizé un docking para evaluar si efectivamente se
podia predecir la union del C8 en la conformacion y posicion reportadas por cristalografia.

2.2.1.5. Calculo de la energia de docking del C8 del cristal.

Para comparar las energias de docking obtenidas para C8 en los sitios elegidos, se hizo el calculo
de la energia de docking del compuesto 8 con las coordenadas reportadas en la estructura
cristalografica (obtenidas del archivo PDB 1SUX). Para poder realizar lo anterior, se
construyeron las mallas y el fichero de configuracion del docking, especificando el método de
evaluacion de energia, siendo el mismo que el empleado en todos los ejercicios de docking.
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A la conformacion que se deseaba evaluar se le adicionaron las cargas de manera semejante a lo
realizado en la seccion 2.2.1.3 y se ejecutdé Autodock. La energia de docking fue obtenida en
kecal/mol.

2.2.1.6. Busqueda de compuestos similares a C8.

Con el objeto de definir las caracteristicas de tipo quimico y estructural que se requieren para
lograr la interaccion de distintos compuestos sobre los sitios de union seleccionados, se
emplearon compuestos similares a la molécula lider (C8); para ello se realizd una busqueda por
similitud estructural en las siguientes bases de datos:

http://blaster.docking.org/zinc/
http://www.emolecules.com/
http://cactus.nci.nih.gov/
http://chembank.broad.harvard.edu/
http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/

Se decidi6 trabajar con la base de datos de ChemDB (http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/, la cual
cuenta con casi un millon de compuestos), puesto que ésta contempla diversos criterios de
busqueda, lo que asegurd que los resultados obtenidos compartian caracteristicas similares al
compuesto de interés. En esta base se pueden realizar busquedas de compuestos similares por
subestructura o empleando criterios quimicos, utilizando el criterio de similitud de Tversky o de
Tanimoto (Chen, J. y col., 2005). Una ventaja durante la busqueda fue que dicho criterio toma la
forma del coeficiente de Tanimoto cuando los valores de a y B valen 1, y el de Dice cuando éstos
valen 0.5 (Willett, P., 1998). Los criterios de busqueda fueron:

Codigo SMILES del C8: C1=CC=C2C(=C1)N=C(S2)SCCCS(=0)(=0)[O-]
Busqueda por: Similitud

Coeficiente de similitud: Tversky

Valor de a: 0.9

Valor de f: 0.1

Minimo porcentaje de similitud: 0.75

Estos compuestos se utilizaron en ejercicios de docking que estaban encaminados a determinar
qué grupos podian ser necesarios para que se estableciera el contacto entre un ligando y TcTIM
en los sitios elegidos. Se emplearon los mismos parametros de docking que en el caso del C8, la
preparacion de cada uno de los ligandos se hizo de acuerdo a la metodologia descrita
anteriormente.

2.2.1.7. Identificacion de las interacciones establecidas en los complejos constituidos por
moléculas similares a C8 (molécula lider) y TcTIM.

Una vez que se obtuvieron los resultados de docking de los ligandos con TcTIM (teniendo los
ficheros PDB con las coordenadas del receptor y del ligando), se procedid a construir un mapa de
las interacciones establecidas. Para ello se emple6 el programa LigPlot 4.4.2 y NACCESS 2.1.1.
LigPlot es un programa que genera de manera automatica una representacion esquematica en 2-D
de complejos proteina-ligando. Muestra los patrones de interaccion entre las dos moléculas,
particularmente puentes de hidrogeno y contactos hidrofobicos, ademas de la accesibilidad al
solvente (Wallace, A. C. y col., 1995).
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2.2.1.8. Creacion del farmacoforo.

La estrategia seguida en la construccion del farmacoforo fue la siguiente. Con la molécula blanco
preparada y con sitios de union seleccionados, se realizo una busqueda de moléculas similares al
C8 en bases de datos de compuestos quimicos (seccion 2.2.1.6). Concluida la busqueda, se
obtuvo una lista de compuestos similares, con éstos se realizd un docking sobre toda la superficie
y se localizaron sitios potenciales de union. Una vez caracterizadas las propiedades quimicas de
los residuos de aminoacidos se procedid a generar el farmacoforo con el que se obtendrian,
posteriormente, los compuestos que constituirian las quimiotecas. La creacion del farmacéforo se
llevo a cabo utilizando el programa LigandScout 1.0.2 (Wolber, G. y col., 2005), empleando un
criterio de busqueda basado en la estructura.

Dado que los farmacoforos representan funciones quimicas, éstas son validas no sélo para los
enlaces de la molécula molde, sino también para moléculas desconocidas. Debido a esto, el
método que usa LigandScout 1.0.2 es eficiente computacionalmente para realizar barridos
virtuales de grandes librerias de compuestos quimicos, alimentados como complejos con su
receptor. LigandScout busca automaticamente las interacciones entre el ligando y la
macromolécula y genera modelos 3D. Los pasos basicos en la generacion de los modelos del
farmacoforo, basados en la estructura, consisten en la extraccion, identificacion e interpretacion
del ligando (estados de hibridacion, enlaces, etc.). La deduccion del farmacdforo proporciona
caracteristicas tales como donadores y aceptores de puentes de hidrogeno, area ionizable positiva
y negativa, interacciones hidrofobicas, anillos aromaticos y volumen excluido. Durante la
generacion del farmacoforo, LigandScout analiza la forma del sitio activo y coloca esferas de
volumen excluido en la posicion que es estéricamente requerida por el ambiente macromolecular.

Se obtuvieron tres farmacoforos, uno para cada sitio de unidn: region interfacial, sitio activo y
sitio de hélices constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion. Durante la generacion
de las quimiotecas se evito trabajar con el farmacoforo disefiado para el sitio activo, puesto que se
sabe que los sitios activos de los dos organismos involucrados se encuentran estrictamente
conservados, y esto limitaba la selectividad hacia la enzima de TcTIM.

2.2.1.9. Generacion de las quimiotecas a partir del farmacoforo disefiado.

Las quimiotecas construidas, denominadas emolecules 1 (4363 compuestos) y emolecules II
(6899), se construyeron a partir de las especificaciones generadas por el farmacoforo obtenido
previamente.

El analisis del farmaco6foro, permitié determinar que en el proceso de generacion de éstas, la
distribucion de las regiones debia ser: dos zonas con capacidad para establecer interacciones
hidrofobicas alejadas por una distancia de 3.85 A, y una zona con capacidad para formar
interacciones por carga alejada en el espacio de otra zona con capacidad de formar interacciones
hidrofébicas, por una distancia de 2.75 A.

Se especificaron ademas algunas propiedades como peso molecular, valor del coeficiente de
particion octanol-agua, nimero de donadores y aceptores de puentes de hidrogeno, nimero de
enlaces rotables, y codigos SMILES. Se propuso introducir los siguientes parametros en el
proceso de busqueda (tabla 1).
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Tabla 1. Pardmetros utilizados en la busqueda de los compuestos que
constituyen las quimiotecas empleadas en los ejercicios de cribado virtual.

Tamaiio y flexibilidad

Anillos 2
Enlaces rotables 6
Atomos aromaticos 9
Caracteristicas quimicas y polaridad

cLogP 3.747
Aceptores de puente de hidrogeno 2
Donadores de puente de hidrégeno 0
Area jonizable negativa 1
Area ionizable positiva 0

Dichos compuestos se buscaron en la base de estructuras quimicas conocida como eMolecules
(www.emolecules.com), ya que cuenta con una gran variedad de catalogos sumando casi siete
millones de compuestos, ademas de permitir hacer bisquedas de compuestos similares por
subestructura o empleando criterios quimicos, utilizando el criterio de similitud de Tversky o el
de Tanimoto (Chen, J. y col., 2005).

Se obtuvieron asi, dos de las tres quimiotecas empleadas en los ejercicios de cribado virtual.
Adicionalmente, se trabajo con la quimioteca de MAYBRIDGE
(www.chem.ac.ru/chemistry/database/MAYBRIDGE.en.html), de la que se tiene los compuestos
para ensayos in vitro.

2.2.2. Cribado virtual de las quimiotecas eMolecules I, eMolecules I y Maybridge.

El cribado virtual de las quimiotecas se llevo a cabo empleando el conjunto de programas de
FRED, de las siglas en inglés de Fast Rigid Exhaustive Docking. Este es un conjunto de
programas utilizado para la realizacion de docking proteina-ligando, en el que la entrada
corresponde a un archivo del receptor (proteina) y una base de compuestos o quimioteca
(ligandos) y la salida una serie de compuestos que se unen a la proteina (OpenEye Scientific
Software, Inc).

2.2.2.1. Validacion del método de cribado virtual.

La metodologia empleada en el cribado de las tres quimiotecas de interés (emolecules I,
emolecules II y Maybridge), se valido previamente con experimentos sobre nueve complejos
proteicos, todos con sus respectivas quimiotecas constituidas de ligandos activos e inactivos. Las
bases de datos de ligandos se obtuvieron de www.cheminformatics.org, y fueron preparados
segun la metodologia descrita por J. Estrada (Estrada, J., 2006). Se dividieron en dos grupos, los
activos y los inactivos, dependiendo de su capacidad para unirse a su respectivo receptor. Los
complejos se enlistan a continuacion:

-Acetilcolinesterasa, AChE

-Neuraminidasa

-Cell Division Protein Kinase 2, CDK2
-Mitogen-activated protein kinase 14, p38MAP
-Receptor de estrogeno, ERajac

-Receptor de estrégeno, ERasta
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-Factor de coagulacion Xa, fXafon
-Factor de coagulacion Xa, fXajac
-Factor de coagulacion Xa, fXajor

En el caso del receptor de estrogenos se contd con dos complejos (ERajac y ERasta), que diferian
en la base de compuestos de activos e inactivos (jac=Jacobsson, sta=Stahl), pero que tenian el
mismo receptor. La misma situacion se tuvo en el caso del factor X de coagulacion, en el que los
tres complejos (fXafon, fXajac, fXajor), diferian en la base de compuestos de activos e inactivos
(fon=Fontaine, jac=Jacobsson, jor=Joriseen-Gilson). Se inicid el cribado con los archivos de los
receptores y sus respectivos ligandos, ya con hidrogenos y minimizados, empleando el conjunto
de programas de la version 2.2.2. de FRED. Una vez que se valido el método, se procedio a
realizar el cribado con la enzima de interés como receptor (triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma cruzi) y las quimiotecas (emolecules I, emolecules II y Maybridge).

Parte de la validacion consistid en probar multiples funciones de puntaje, y determinar, aquella
con la que se trabajaria al emplear como receptor la enzima de interés (TcTIM). Las funciones de
puntaje que se probaron fueron:

-Plp
-Chemgauss2
-Chemgauss3
-Shapegauss
-Chemscore
-OEChemscore
-Screenscore

2.2.2.2. Preparacion del receptor.

Para la preparacion del receptor se utilizo el programa FRED receptor. Esta es una herramienta
grafica que permite generar un archivo del receptor, y utilizarlo en ejercicios de docking con
FRED (tutorial FRED receptor v2.1).

El archivo del receptor contiene los residuos que componen el sitio, un volumen en el que el
docking se debe de llevar a cabo, y restricciones opcionales basadas en las interacciones con la
proteina y/o localizadas en partes de la molécula anclada dentro de regiones definidas del espacio.
Para disenar el receptor, FRED receptor requiere un archivo PDB, conteniendo la estructura de la
proteina que serd empleada como receptor en los ejercicios de docking.

Inicialmente se define una caja, basada en las coordenadas del ligando que se encuentra formando
un complejo con el receptor. En este paso, FRED receptor nos permite buscar las cavidades y los
surcos en el receptor, que pudieran ser sitios de union. Aunque este paso no es necesario, su
utilizacion puede ayudar a determinar las dimensiones apropiadas de la caja, especialmente
cuando no se cuenta con un archivo que tenga un ligando unido al receptor. Cuando se emplea
esta opcion, es posible ver representados los volimenes de las formas de los sitios potenciales de
union (translucidos en verde).

Por otro lado, puede visualizarse al ligando rodeado de los residuos que forman el sitio de union,

ademas de desplegarse una lista que contiene los residuos de aminoacidos en contacto con el sitio
de union y que pueden ser modificados, estos residuos se conocen como “residuos mutables”.
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Esta lista sirve al usuario para tener una idea de los posibles estados alternados de los residuos, lo
que refleja, entre otras cosas, los diferentes rotdmeros. También sirve para observar si ninguno de
estos establece una interaccion polar o mediada por carga, con el receptor. Una vez que se han
completado los pasos anteriores, el programa detectara, en el sitio de union, las zonas en las que
se realizara el docking del ligando.

Para restringir el nimero de conformaciones examinadas en el sitio de union durante el proceso
de docking, se generan dos formas malladas en funcion de las caracteristicas de dicho sitio. Estas
formas se definen como contorno interno (forma verde) y contorno externo (en azul). Se ha
determinado que el valor del volumen en el que debe oscilar el contorno interno, estd en un
intervalo entre los 50 y 100 A3 , y el del contorno externo se encuentra entre los 500 y 2000 A’ En
la forma azul debe alojarse, estrictamente, la molécula del ligando, y en la forma verde debe
posicionarse al menos un atomo de dicha molécula.

Hasta este punto, se ha definido el sitio de unioén sobre el que se realizara el docking. Una vez
concluido el proceso, se puede guardar el receptor disefiado en formato OpenEye Binary (.oeb),
para su posterior uso en el cribado de quimiotecas empleando el conjunto de programas de FRED
22.2.

2.2.2.3. Preparacion de las quimiotecas.

La preparacion de las quimiotecas se realizo empleando los programas de Flipper y Omega 2.2.1,
para la obtencidn de los estereoisdémeros y los conformeros, respectivamente. Flipper (que forma
parte de los productos de omega, pero que no es parte del mismo ejecutable) puede determinar,
empleando un programa grafico qué atomos son estereocentros en una molécula, y/o si un
estereocentro ha sido disefiado estereoquimicamente; Flipper no cambia esa estereoisomeria,
adicionalmente, si un estercocentro no ha sido especificado estereoquimicamente, enumerara
tanto los estados estereoquimicos como los estereoisomeros. Por otro lado, en la generacion de
conformeros, Omega construye modelos iniciales de estructuras montando plantillas del
fragmento a lo largo de los enlaces sigma. Las conformaciones para el fragmento son
recuperadas de las bibliotecas generadas previamente (manual de Omega 2.2.1).

El conjunto de moléculas es ensamblado por el alineamiento vectorial simple de todos los
fragmentos internos a lo largo de los enlaces sigma. Unicamente un modelo inicial de la molécula
es construido, Omega genera modelos adicionales por la enumeracion de las conformaciones de
los anillos y de los 4atomos de nitrogeno. Una vez hecho esto, Omega inicia el proceso de
busqueda de las torsiones, examinando la grafica y determinando los enlaces que son libres de
rotar. Después de un proceso de filtrado y de enumeraciones estereoquimicas, Omega genera una
libreria que corresponde a los conformeros de los ligandos alimentados.

2.2.2.4. Cribado virtual de las quimiotecas generadas e identificacion de nuevas moléculas con
potencial farmacologico.

Una vez que se contd con los archivos de los receptores y las respectivas quimiotecas de
compuestos, se procedid a realizar el cribado virtual. En la linea de comando se especifico la

generacion de una caja basada en el ligando, extendiéndola 10 Angstroms a lo largo de cada eje.

Se especifico también que se retuvieran las mejores 100,000 soluciones de docking. Esto con la
finalidad de garantizar que se retenian todas las conformaciones de los ligandos anclados.
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En todos los casos, al término del cribado se obtuvieron las graficas de “ROC” (de las siglas en
inglés de Receiver Operating Characteristic), esto con el objetivo de determinar el porcentaje de
activos recuperados frente a los inactivos, de la base total de compuestos alimentados.

Una vez que se definieron los pardmetros a utilizar se procedid a realizar el cribado de las tres
quimiotecas sobre la enzima de interés. Las quimiotecas generadas, eMolecules I y eMolecules I,
consistieron de un numero de compuestos de 4363 y 6898, respectivamente. Por su parte,
Maybridge consiste de una base de 10,000 compuestos. Estas fueron empleadas en ejercicios de
cribado virtual empleando como receptor a triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi,
siguiendo la metodologia descrita hasta aqui.

2.2.2.5. Analisis de los resultados obtenidos y determinacion de las caracteristicas de los
compuestos que se unen a los receptores.

En el caso de la seccion correspondiente a la validacion del método, empleando la lista de los
compuestos que se conocen como activos y el receptor de trabajo, se generaron las graficas ROC
(de las siglas en inglés de Receiver Operating Characteristic). Estas graficas permitieron
discriminar entre los ligandos activos y los inactivos (Triballeau, N., 2005); del area bajo la
curva, la cual representa la posibilidad de recuperar un ligando activo antes que uno inactivo, se
determino que funcion de evaluacion se emplearia en los ejercicios de cribado que involucraron a
TcTIM.

En el caso en el que se utilizé a TcTIM como receptor, no se contaba con una lista de compuestos
activos, por lo que no fue posible obtener las graficas ROC. El analisis se limitd a una inspeccion
visual y a una cuantificacion del nimero de puentes de hidrégeno e interacciones cation-m que se
establecieron en algunas soluciones del cribado (elegidas al azar).

Para la inspeccion de los resultados se utilizo la version 2.1.2 del programa VIDA2, herramienta
complementaria del conjunto de programas de FRED. Este consta de un listado de todas las
soluciones de docking (permitiendo visualizar los atomos que se encuentran constituyendo la
molécula que ha sido recuperada), un panel que esta integrado por una serie de columnas en las
que se indican los valores de energia asociados a cada una de las contribuciones que, en conjunto,
componen la funcidén de puntaje, la representacion en 2D de la molécula, y en el pie del panel el
codigo SMILE que la describe.

2.2.3. Determinacion de los modos normales de vibracion de TcTIM, empleando modelos GNM.

Un método que permite realizar el andlisis de los modos normales de vibracion de una
macromolécula, empleando modelos que estan basados en modelos conocidos como Gaussian
Network Models (GNM), reduce una proteina a un conjunto de nodos conectados entre si
mediante interacciones de tipo armonico (Haliloglu, T., 1997, 1999; Bahar, 1., 1997, 1998, 1999).

El modelo GNM situa un nodo en la posiciéon del C, de cada aminoacido, y todas sus
interacciones con el resto de la proteina quedan representadas por interacciones armonicas con
nodos que se encuentran a una distancia menor que un cierto limite de inclusion. Lo anterior
reduce un sistema complejo a una malla elastica. Estos modelos revelan los modos normales de la
malla, asi como la correlacion de la fluctuacion de los nodos en torno a un minimo;
representandose, aunque de manera aproximada, las vibraciones de la macromolécula (Prada-
Gracia, D., 2004).
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A partir del calculo de la matriz de correlacion, utilizando el archivo conteniendo las coordenadas
de todos los atomos de TcTIM (cédigo PDB 1TCD), se obtuvo un perfil de fluctuaciones globales
que fueron representativas de los movimientos colectivos de la proteina. Su analisis permitid
identificar regiones con baja estabilidad empleando los servidores EINémo (http://igs-server.cnrs-
mrs.fr/elnemo/index.html) y MoVIES (http://ang.cz3.nus.edu.sg/cgi-bin/prog/norm.pl).

2.2.4. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y EDTA, TEA y Tris-
HCIL

Para realizar el estudio de la simulacion del anclaje molecular de EDTA, TEA y Tris-HCI, en la
superficie de TcTIM, se utilizo el conjunto de programas de MOE 2005.06, de las siglas en inglés
de Molecular Operating Environment (Chemical Computing Group Inc.).

El conjunto de programas de MOE, incluye una herramienta llamada “Dock”, con la que se puede
realizar el docking de manera rapida y eficiente, una vez que se ha identificado el sitio de union
en la superficie de la proteina.

2.2.4.1. Identificacion de los sitios potenciales de union en la superficie de TcTIM.

Para la identificacion de los sitios potenciales de union presentes en la superficie de TcTIM, se
utilizé una herramienta que forma parte del conjunto de programas de MOE, “Site Finder”; una
vez que se especifican los parametros y que se ejecuta la herramienta, aparece una ventana con
los sitios identificados. Cada uno de los sitios esta caracterizado en cuanto a su constitucion de
residuos de aminoacidos, las cadenas a las que pertenecen, asi como el tamafio de la cavidad y el
tipo de interacciones que presentan en ésta. Al posicionarse sobre cada uno de los sitios, pueden
visualizarse los residuos de aminoacidos en el contexto de la macromolécula.

2.2.4.2. Generacion de las bibliotecas de conformeros.

La generacion de las bibliotecas de conférmeros inicia con la creacion de la molécula de la que se
desean obtener dichos conformeros. Cabe mencionar que para la generacion de las bibliotecas se
emplean varias subrutinas del conjunto de programas de MOE. Una vez generada la molécula, se
procede a su preparacion, ésta incluye la adicidon de cargas e hidrégenos y una minimizacion de la
estructura empleando el campo de fuerzas MMFF94x (campo de fuerzas parametrizado para
moléculas pequeiias).

En este punto es muy importante cambiar el valor de energia permitida para un conféormero, con
la finalidad de que la molécula molde sea aceptada dentro del conjunto generado. Esta base de
datos sera la que se utilizara posteriormente, para llevar a cabo el docking. Para cada una de las
moléculas de interés (EDTA, TEA y Tris-HCI), se gener6 la respectiva biblioteca de
conformeros.

2.2.4.3 Docking de las moléculas de EDTA, TEA y Tris-HCI en la superficie de TcTIM.

Para realizar el docking, en la barra del menu principal de MOE, se elije la opcion de “Compute”,
se posiciona sobre la opcion de “Simulations” y se elije “Dock”. “Dock” nos permite realizar la
simulacion del acoplamiento o reconocimiento molecular entre un ligando pequefio y una
macromolécula (del tipo de proteinas o acidos nucleicos). Al elegir la opcidon “Dock”, se tendran
que definir los parametros siguientes:
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Output: que sera el archivo de salida, aquel en el que se guardaran los resultados obtenidos. El
archivo tendra una extension correspondiente a una base de datos, .mdb.

Receptor: en este campo se especificara la molécula que fungira como receptor y que alojara las
moléculas de ligando que sean lanzadas para el fin de localizar las moléculas que se unan con
mayor energética (asignada de acuerdo a una funcion de puntuacion).

Site: en este campo se especificara el sitio sobre el que buscaran las moléculas con las mejores
conformaciones de unién. Puede seleccionarse un sitio en particular e inclusive la molécula
completa. Aqui podemos determinar, si se elije un unico sitio, la manera en la que la energética se
favorecera si se realizan modificaciones quimicas a la estructura de la molécula anclada; y/o por
otro lado, si se elije la superficie completa de la proteina, se identificaran los sitios potenciales de
union, siendo probablemente compatibles con los localizados con la opcion de “Site finder”.

PH{: se refiere a la especificacion de un farmacéforo. Debe cargarse directamente de una carpeta
que lo contenga.

Ligand: se refiere al campo que contendrd ya sea a un sélo ligando o a una base de datos, ¢
inclusive otra proteina. Debe estar activada la opcion de “Conformational Search”.

Placement: especifica el método que seguira el programa para realizar el docking sobre la
macromolécula. En nuestro caso “Alpha triangle”.

Scoring: se refiere a la funcion que empleara el programa para asignar los distintos valores de
energia a las conformaciones de la molécula de ligando que se unan en el sitio activo (sitio
potencial de unién).

Una vez que se han especificado los parametros se puede ejecutar el docking. En la pantalla
aparecera un recuadro al que el programa nombrara “Database Viewer”, en esa ventana se
enlistan las conformaciones que se han unido con mayor energia a la superficie del sitio activo.
Dependiendo del niimero de moléculas que se le hayan pedido al programa retener, éstas
apareceran en la ventana.
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3. Caracterizacion de la interaccion del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-
propanolsulfénico (C8) con triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (Tc¢TIM).
Estudios experimentales y computacionales.

El estudio de la interaccion proteina-ligando provee datos que arrojan luz sobre la funcion de
proteinas, incluyendo enzimas. El conocimiento de los eventos que gobiernan tales procesos es de
enorme utilidad puesto que, a partir de la informacién obtenida de la caracterizacion del sitio de
reconocimiento, es viable desarrollar estrategias para interferir o facilitar la union de la proteina y
el ligando.

En el caso del desarrollo de farmacos, los nuevos avances se basan en el disefio de compuestos
partiendo de la estructura tridimensional de la diana terapéutica (molécula blanco); ya que a partir
de la caracterizacion del sitio de reconocimiento, se proponen las modificaciones quimicas a
realizarse sobre los ligandos, con la finalidad de incrementar la afinidad por el sitio de unidn. Para
un nimero importante de macromoléculas se conoce la estructura co-cristalizada con un ligando,
de forma que el sitio y el modo de union de éste sirven como un excelente punto de partida para
generar nuevas moléculas con potencial terapéutico (McMartin, C. y col., 1997).

En nuestro caso, el conocimiento del mecanismo molecular de la inhibicion de TcTIM por C8 nos
permitié proponer una serie de modificaciones quimicas en la molécula del ligando, con el objeto
de incrementar la afinidad y selectividad de éste por la molécula blanco. Partiendo de los
resultados experimentales reportados previamente por Téllez-Valencia y colaboradores (T¢llez-
Valencia, A. y col., 2004) y los encontrados durante el desarrollo de nuestra investigacion, se
propuso un posible mecanismo que implica al menos un intermediario en el proceso de
inhibicion. Probablemente, la unién de la primera molécula de compuesto 8 facilita la unién de la
segunda, debido a la exposicion de un sitio de union; ésta, al unirse a la enzima, provoca un
cambio en la estructura del homodimero (estado I) que desemboca en la inactivacion de la especie
activa, generandose posteriormente un intermediario -por la modificacion de los contactos de la
region interfacial- (estado II), y finalmente en la desnaturalizacion de €stos (estado I11).

En este apartado, se presentan los resultados obtenidos al evaluar la integridad estructural y
funcional de TcTIM, asi como los obtenidos al utilizar distintos servidores disponibles en la
Internet; éstos nos permitieron realizar valoraciones energéticas y conformacionales de TcTIM
(EINémo, CASTp, TANGO, COREX-Best, Alanine Scanning), con la finalidad de tener
elementos tedricos que nos auxiliaran en el analisis y discusion de los resultados experimentales,
que sustentan el mecanismo planteado.

Debido a que la estructura de las enzimas cambia conforme se aumenta una condicion
desnaturalizante, en este caso la presencia de un inhibidor, se esperaba que la proporcion entre el
nimero de moléculas de enzima que se encuentran en el estado nativo y el desnaturalizado se
modificara; esto se determind mediante el seguimiento de una senal lo suficientemente sensible a
los cambios en la conformacion de la enzima; cambios en la sefial de espectroscopia de dicroismo
circular en el caso de la estructura secundaria, y de fluorescencia para estructura terciaria. De
igual manera, el seguimiento de la actividad enzimatica en presencia del inhibidor, proporciond
informacion sobre la integridad conformacional de la macromolécula.
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3.1. Actividad enzimatica.

Debido a que el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del C8 sobre la actividad
enzimatica de TcTIM, se hizo necesario descartar posibles fuentes de inestabilizacion de nuestro
objeto de estudio; es por ello que como se menciona en los anexos I a III, se exploraron distintas
condiciones experimentales, incluyendo la temperatura y diferentes soluciones amortiguadoras.
Se determin6 que el sistema regulador empleado en el desarrollo de nuestra investigacion seria el
amortiguador de fosfatos, trabajando a una temperatura de 36 °C y pH de 7.4 (condiciones
fisiologicas).

Se sabe que los fosfatos inhiben la actividad enzimatica de TcTIM, es por ello que se considero
necesario determinar la pérdida de la capacidad catalitica, con respecto al sistema constituido por
TEA 100 mM y EDTA 10mM (soluciéon amortiguadora empleada por Téllez-Valencia y
colaboradores en los estudios realizados en 2002 y que constituyen una referencia importante
para nuestra investigacion). El hecho de cambiar el amortiguador utilizado tuvo una repercusion
en los pardmetros cataliticos (ver fig. 7, tabla 2), observandose una disminucion de la actividad, a
una concentracion de sustrato de 1mM, del 42 %.

Por otro lado, al evaluarse el efecto del C8 sobre los parametros cinéticos de TcTIM, empleando
la solucién amortiguadora de fosfatos 30 mM, se observo lo siguiente (fig. 7).

AE (umol/min mg)

T T T T T T T * T * T T T T+ 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5

[G3P] (mM)

Fig. 7. Comparacion de las cinéticas enzimaticas de TcTIM obtenidas en amortiguador de fosfatos 30 mM en presencia
(®) y ausencia (m) de compuesto 8 ([C8]=100 uM) pH 7.4 y 36 °C. Se muestra la actividad registrada en solucion
amortiguadora de TEA 100 mM:EDTA 10mM en ausencia de C8 (A). En general, se observa una disminucion en la
actividad enzimatica y efectos en los parametros cinéticos de TcTIM (ver tabla 2).

Se puede apreciar un efecto sobre la actividad enzimatica, ésta disminuye en presencia de CS8,
aunque la afinidad aparentemente no cambia (ver tabla 2).
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Tabla 2. Parametros cinéticos de TcTIM determinados en distintos reguladores manteniendo el pH en un valor de 7.4 a
36 °C. La concentracion del sustrato varié entre 0.05 y 4.0 mM. Los valores de la incertidumbre provienen del
promedio de tres replicas.

Amortiguador K., (mM) Keat (s™) Kead/ Ky (M5
TEA 100 mM:EDTA 10 mM 0.53+0.08 2331 439 X 10°

Fosfatos 30 mM 0.9+0.17 1696 1.88 X 10°
Fosfatos 30 mM : C8 100 uM 0.7£0.22 1145 1.63 X 10°

Se observa una disminucion en el nimero de eventos cataliticos que realiza cada sitio activo de
TcTIM por unidad de tiempo (k..), lo cual puede atribuirse a cambios estructurales, debido al
efecto del compuesto 8, que influyen sobre la capacidad de la enzima para llevar a cabo su
funcion. La frecuencia con la que la enzima y el sustrato se encuentran en la solucién se mantiene
constante, es decir, la eficiencia catalitica (k../K,,) se mantiene en el mismo orden de magnitud.

Reportes de Téllez-Valencia, A. y col. en 2002, indican que el efecto del compuesto 8 es
dependiente de la concentracion y que la inactivacion es mayor conforme aumenta el tiempo de
incubacion. En pruebas de actividad enzimatica, el compuesto 8 logré un 95% de inactivacion.
Cuando se determind la concentracion de compuesto 8 en la que se registra un 50% de reduccion
en la sefial de actividad (Iso), se observd que ésta es trece veces menor que la determinada para la
TIM de humano (hTIM); lo cual nos permite apreciar que el efecto del compuesto 8 depende de
las diferencias estructurales de cada enzima, por lo que seria posible afectar selectivamente las
enzimas de distintos organismos. En nuestro caso seguimos la pérdida de actividad de TcTIM
incubada por dos horas y media, inducida por una concentracion de 20, 50, 100 y 250 uM del
compuesto 8, midiendo la actividad enzimatica a distintos tiempos (fig. 8).
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Fig. 8. Comparacion de las cinéticas enzimaticas de TcTIM obtenida en solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM en
presencia de distintas concentraciones de compuesto 8 (¢ ausencia de C8, m 20 uM, ® 50 uM, A 100 uM y ¢ 200 uM),
apH 7.4y 36 °C.

Las graficas anteriores nos permiten observar que el efecto del compuesto 8 es mayor conforme
aumenta el tiempo de incubacion en cualquiera de las concentraciones empleadas; por otro lado,
se puede apreciar que a partir de las dos horas la inactivacion es total, tanto a una concentracion
de 100 uM como a 250 pM del compuesto 8.
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Si centramos nuestra atencion en la curva correspondiente a una concentracion de 100 uM
observamos un efecto “protector” de los fosfatos en los primeros minutos de interaccion del
compuesto 8 con TcTIM, aunque transcurrida una hora de incubacion el efecto registrado es
similar en las dos concentraciones. Esta reportado que la medicion de la actividad enzimatica es
un método sensible y especifico para caracterizar el efecto de un inhibidor sobre una enzima, ya
que para que una proteina lleve a cabo su funciéon se requiere que se encuentre en su estado
nativo. Es decir, la actividad enzimatica dependerd de la integridad de la estructura terciaria, y
cuaternaria cuando ésta exista. Al seguir la pérdida de estructura secundaria y terciaria de la
TcTIM inducida por el C8, observamos que desde los primeros minutos de contacto existe un
cambio en la sefial registrada que puede ser asociado al efecto del inhibidor.

3.1.1. Determinacion del tipo de inhibicion ejercida por el C8.

Para determinar el tipo de inhibidor con el que trabajamos, se construyeron curvas de 1/v contra
la inversa de la concentracion de sustrato, incubando con distintas concentraciones de compuesto
8, calculandose los valores de K,;, y V. Es sabido que la accién de un inhibidor implica la unién
de éste a la enzima, y que los efectos de dicha unién se ven reflejados en los parametros cinéticos
de la macromolécula, lo que permite distinguir entre los distintos tipos de inhibicion que puede
sufrir una enzima. Los resultados se muestran a continuacion (fig. 9).
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Fig. 9. Seguimiento de los valores de la constante de Michaelis, K, (A) y de la velocidad méxima, V4 (m), obtenidos
del promedio de tres cinéticas enzimaticas de TcTIM. La celda de reaccion se prepard como se describe en la seccion
2.1.2.1. Las concentraciones empleadas de C8 fueron de 25, 50, 100, 125, 150, 200 y 250 uM. El pH se mantuvo en un
valor de 7.4 y la temperatura en 36 °C. Se observa una disminuciéon en la velocidad maxima, sin cambios
estadisticamente significativos en el valor de K,

Puede apreciarse una disminucion en los valores de la velocidad maxima, sin cambios
estadisticamente significativos en el valor de la constante de afinidad. La inhibicion es de tipo no
competitiva cuando dichos efectos no se contrarrestan al incrementar la concentracion de sustrato,
es decir, la union del inhibidor y del sustrato no son mutuamente excluyentes. La cinética de la
inhibiciébn no competitiva se caracteriza por una disminucion en la velocidad méxima, sin
cambios en el valor de K. La accion de un inhibidor no competitivo implica la unién del
inhibidor tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato, este complejo ternario puede
ser parcial o totalmente inactivo.

63



En nuestro caso, y considerando que se requieren de al menos dos moléculas para inhibir por
arriba del 95% a TcTIM, la unién de la primera molécula aparentemente se uniria al complejo
enzima-sustrato (con un dimero intacto), observandose actividad enzimatica y baja
desestructuracion de la conformacion activa de la enzima (respaldado por los datos de
cristalografia de rayos-x y de cinéticas de actividad). La propagacion de los efectos de la union de
la segunda molécula de C8 a la superficie de TcTIM, desembocaria en la pérdida de
compactacion de la enzima, la exposicion de regiones hidrofébicas y finalmente, en la formacion
de agregados con tendencia a precipitar (datos mostrados en las secciones siguientes).

3.2. Fluorescencia intrinseca y extrinseca.

En el caso del seguimiento de la estructura terciaria mediante mediciones de fluorescencia
intrinseca y extrinseca (ANS), se logré evaluar la pérdida de compactacion de la enzima, ya que
se pudo apreciar una disminucion en la intensidad de fluorescencia intrinseca y un aumento en la
intensidad de fluorescencia extrinseca. Lo anterior indica que existe un proceso de exposicion de
los fluordforos constitutivos de las proteinas (tirosina (Tyr) y triptofano (Trp)), y un relajamiento
de la estructura que permite el alojamiento del ANS en zonas hidrofébicas de la estructura de
TcTIM (fig. 10y 13).
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Fig. 10. Cinética de fluorescencia intrinseca de TcTIM obtenida en amortiguador de fosfatos 30 mM en ausencia (1) y
presencia (m) de compuesto 8 ([C8]=100 uM) pH 7.4 y 36 °C, excitando a 280 nm y midiendo la emisién a 322 nm. Se
muestran en la tabla inserta las constantes de velocidad de cada etapa obtenidas del ajuste de los datos experimentales a
un modelo de dos exponenciales (y = Cy + A*((exp(-k,*t))-1)+ B*((exp(-k,*t))-1); donde C, es el valor inicial de la
sefial, A y B son las amplitudes de los cambios en la sefial, k; y k, son las constantes de velocidad en min"). La curva
en magenta corresponde al trazo del modelo ajustado con la ecuacion descrita anteriormente.

Mediante el registro de fluorescencia intrinseca puede apreciarse un proceso de al menos dos
etapas. En la primera etapa es posible que la union del compuesto 8 sobre el dimero activo actie
desestabilizando la estructura mediante la perturbacion de la region interfacial, ya que se sabe que
la primera de las dos moléculas necesarias para inactivar a TcTIM se une en esta zona (T¢llez-
Valencia, A. y col., 2002); probablemente la union de la segunda molécula tenga un efecto en la
estructura, de tal manera que se permita el acceso a zonas hidrofébicas de la macromolécula,
provocando la exposicion de los triptéfanos y por lo tanto una disminucion de la intensidad de
fluorescencia registrada (fig. 10y 11).

64



I.F.(a.u.)

Por otro lado, se estudio el efecto de la longitud de onda de excitacion sobre el maximo de
emision. TcTIM, incubada con una concentracion de C8 de 100 uM, fue excitada a diferentes
longitudes de onda (en un rango entre los 280 y 305 nm), registrandose el maximo de emision a
cada longitud de onda. Como se muestra en la figura 11b, existe una ligera dependencia del
maximo de emision con la longitud de onda de excitacion, se observd una diferencia en el
maximo de emision, desplazada hacia el rojo (longitudes de onda mas altas) (REES, red-edge
excitation shift). Este fendémeno es generalmente atribuido a cambios en la restriccion del
movimiento de los residuos de Trp, ademas de que dicho desplazamiento indica el ambiente
heterogéneo, debido a la variacion en la localizacion de los grupos polares, en la vecindad de los
residuos de Trp (Demchenko, A. P., 1988, Demchenko, A. P. y col., 1988, Chen, Y. y col., 1998;
Pattanaik, P. y col., 2003).
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Fig. 11. a) Espectros de emision de fluorescencia de TcTIM obtenidos en amortiguador de fosfatos 30 mM en presencia
de compuesto 8 ([C8]=100 uM) a pH 7.4 y 36 °C (excitacion: 280 nm, intervalo de emision: 300-400 nm). b) Se muestra
la dependencia del maximo de emision con la longitud de onda de excitacion en ausencia (@) y presencia (A ) de C8.

Al hacer un seguimiento del desplazamiento del centro de masa espectral excitando a una longitud
de onda de 295 nm y registrando la emision entre los 310 y 410 nm pudimos apreciar un
desplazamiento hacia longitudes de onda mas altas (aprox. 350 nm), lo que indica la exposicion de
triptofanos (fig. 12).
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Fig. 12. Centros de masa espectral obtenidos a partir de los espectros de emision de fluorescencia de TcTIM obtenidos en
amortiguador de fosfatos 30 mM en presencia de compuesto 8 ([C8]=100 uM) a pH 7.4 y 36 °C, con un intervalo de
emision entre los 310 y 410 nm. El calculo del C. M. E. se realizé empleando la formula descrita en la seccion 2.1.4.1.

Puede observarse un desplazamiento del C. M. E. hacia longitudes mas altas, lo que indica el cambio en el ambiente que
circundan a los residuos de Trp.
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En lo que se refiere al aumento en la intensidad de fluorescencia extrinseca (fig. 13), y recordando
que el fluoréforo extrinseco ANS presenta una dependencia con la polaridad del ambiente
incrementandose conforme ésta disminuye, podemos decir que dicho aumento en la intensidad se
debe a la unidon del ANS a regiones hidrofobicas de TcTIM, debido a la expansion de la estructura.
Se sabe que los grupos catidnicos en las proteinas nativas se encuentran, en la mayoria de los casos,
expuestos al solvente y el ANS fludrese débilmente en esas condiciones. Sin embargo, al desplegar
los grupos no polares que se encuentran en el interior de la proteina y exponerlos al solvente, como
ocurre en un proceso de desnaturalizacion parcial, la intensidad de fluorescencia del sistema
aumenta considerablemente. Una posible explicacion consiste en que posiblemente se favorece la
interaccion de los grupos no polares del ANS en contacto con las cadenas laterales hidrofobicas de
los residuos de aminoacidos que se encontraban en el interior de la proteina nativa.
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Fig. 13. Cinética de fluorescencia extrinseca de TcTIM obtenida en amortiguador de fosfatos 30 mM en ausencia () y
presencia (m) de compuesto 8 ([C8]=100 uM) pH 7.4 y 36 °C, excitando a 380 nm y midiendo la emision a 497 nm Se
muestran en la tabla inserta las constantes de velocidad de cada etapa obtenidas del ajuste de los datos experimentales a un
modelo de dos exponenciales (y = Cy + A*((exp(-k; *t))-1)+ B*((exp(-k,*t))-1); donde C, es el valor inicial de la sefal, A
y B son las amplitudes de los cambios en la sefial, k; y k, son las constantes de velocidad en min™). La curva en magenta
corresponde al trazo del modelo ajustado con la ecuacion descrita anteriormente.

Generalmente, la pérdida de la estructura terciaria estd asociada al rompimiento de algunas o todas
las interacciones que estabilizan dicha estructura, generandose proteinas con una conformacion muy
abierta y con una interaccion maxima con el disolvente. Cuando este relajamiento en la estructura
da lugar a la exposicion de zonas hidrofobicas éstas pueden interactuar formandose agregados que
tienden a precipitar (Dobson, C. M., 2004).

Es importante resaltar que, en todos los casos en los que se mantuvo a TcTIM en contacto con el
compuesto 8, se observo agregacion después de aproximadamente noventa minutos de iniciados los
experimentos. El que se haya observado un aumento exponencial en la intensidad de fluorescencia
extrinseca, cuando se dejo transcurrir el experimento por mas de cuatro horas, quiza tenga que ver
con la formacidn de agregados y la difusion del ANS al interior de éstos, provocando el incremento
en la intensidad de fluorescencia que s6lo disminuia hasta pasadas las seis horas, momento en el
que posiblemente los agregados precipitaban y por lo tanto se alejaban de la zona de deteccion del
espectrofluorometro (datos no mostrados).
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3.3. Dicroismo circular.

En nuestro trabajo el seguimiento de la pérdida de estructura secundaria se realizdé empleando la
técnica de dicroismo circular. El registro obtenido se muestra en la siguiente figura (fig. 14).
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Fig. 14. Cinética de dicroismo circular de TcTIM obtenida en amortiguador de fosfatos 30 mM en ausencia (=) y
presencia (m) de compuesto 8 ([C8]=100 uM) pH 7.4 y 36 °C. Se muestran en la tabla inserta la constante de velocidad del
proceso, obtenida del ajuste de los datos experimentales a un modelo de una exponencial sencilla (y = Cy + A*((exp(-
k;*t))-1); donde C, es el valor inicial de la sefial, A es la amplitud del cambio en la sefial, y k; es la constante de
velocidad en min™). La curva en magenta corresponde al trazo del modelo ajustado con la ecuacion descrita
anteriormente.

Puede apreciarse la pérdida de la estructura secundaria inducida por el compuesto 8 desde los
primeros momentos de contacto. Es importante mencionar que se obtuvo un espectro de dicroismo
circular al inicio y al término de la cinética, observandose pérdida de estructura secundaria,
principalmente de a-hélice (sefial a 222 nm). Los espectros se muestran en la figura 15.
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Fig. 15. Espectros de dicroismo circular de TcTIM obtenidos en amortiguador de fosfatos 30 mM en presencia de
compuesto 8 ([C8]=100 uM) a pH 7.4 y 36 °C. Se muestra el registro obtenido al inicio (azul marino) y al final (rojo) de
la cinética de inhibicion.

67



La pérdida de estructura secundaria puede atribuirse a un relajamiento de la estructura debido al
rompimiento de algunos de los enlaces que se encuentran estabilizaindola. Una exposicion de zonas
mas profundas de la proteina, que presentan fluctuaciones conformacionales locales, pueden dar
lugar a la pérdida completa del empaquetamiento provocando un desplegamiento significativo e
inclusive la desnaturalizacion de la enzima. En nuestro caso, pudimos observar estructura residual,
ademas de un proceso de agregacion, lo que habla de un proceso provocado por la exposicion e
interaccion de zonas hidrofobicas.

Como se menciond en la seccion 1.3, datos mostrados por Téllez-Valencia y colaboradores en 2002,
revelan que la inhibicién de TcTIM es el resultado de la union de dos moléculas de C8. El primer
sitio de union ha sido identificado empleando la técnica de cristalografia de rayos-X, lo que indica
que no es esta molécula la que genera cambios significativos en la estructura de TcTIM, que
desencadenen la inhibicion de la enzima. Aparentemente, la union de la segunda molécula es la que
provoca los cambios observados a nivel de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, expuestos
en las secciones anteriores de este capitulo.

3.4. Identificacion y evaluacion de la accesibilidad a sitios de union con caracteristicas que
favorecen la desestabilizacion de TcTIM.

En el proceso de inhibicidon de TcTIM por C8, suponemos que la segunda molécula puede unirse en
distintos sitios de la estructura que presenten cavidades, pero que la magnitud del efecto estard en
funcion del tipo de aminoacidos que estén constituyendo dicha cavidad. La unién a sitios que
contengan aminodcidos con mayor propension a desestabilizar la estructura -debido por ejemplo, a
su tendencia de agregar o a una alta probabilidad de formar parte de regiones con propension a
sufrir cambios locales de plegamiento/desplegamiento-, provocard un mayor efecto. A partir de la
estructura pueden determinarse cuales son estos residuos, empleando dos herramientas
computacionales llamadas TANGO (http://tango.embl.de/) y COREX-Best
(www.hbcg.utmb.edu/hilser/corexbest.htm), respectivamente. A continuacién se presentan los
resultados de la identificacion de zonas con dichas caracteristicas, empleando estos dos servidores
disponibles en la Internet.

En el caso de la prediccion de las regiones con tendencia a agregar, la salida del servidor TANGO
nos da una idea de la propension que presenta cada uno de los residuos a formar agregados. El
algoritmo empleado por dicho servidor identifica las regiones B-agregantes de una secuencia de
proteina considerando que, estructuralmente, las regiones de nucleacion suelen encontrarse
enterradas y con sus puentes de hidrogeno satisfechos. Se sabe que la agregacion de proteinas es un
proceso inespecifico causado por la formacion de contactos no nativos entre proteinas parcialmente
desplegadas. Recientemente ha sido postulado que la formacion de una hoja  intermolecular, la
cual inicia con una secuencia especifica de aminoacidos con alta hidrofobicidad, actia como un
nucleo de agregacion (Linding, R. y col., 2004, Fernandez-Escamilla, A. M. y col., 2004). TANGO
detecta, basado en la secuencia, las regiones que son ricas en residuos hidrofobicos alifaticos (Val,
Leu, Ile) y en residuos aromaticos (Phe, Tyr, Trp); identificando ademas los residuos que flanquean
las secuencias, da un puntaje adicional si éstas son ricas en residuos cargados (Asp, Glu, Lys, Arg)
o en prolina (Pro).

La siguiente tabla es un resumen de los resultados obtenidos (tabla 3).
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Tabla 3. Residuos con tendencia a agregar obtenidos empleando el servidor TANGO
(http://tango.embl.de/). En negritas los residuos con mayor tendencia de agregacion predicha.

Residuos (estructura secundaria) Residuos que presentan agregacion potencial
38-41 (hebra B) V38,Q039,C40,V41
79-84 (hélice a) V79,580,L.81,Q82,183,1.84
90-95 (hebra B) S90,W91,V92,V93,1.94,G95
122-129 (hebra B) F122,H123,V124,1125,V126,C127,V128,G129
140-153 (hélice o) T140, A141, A142, V143, V144, 1L.145, T146, Q147, L148,
A149, A150, V151, A152 ,Q153
158-174 (hélice o) E158, A159, W160, S161, R162,V163, V164, 1165, A166,
Y167, V170, W171, A172,1173, G174
203-207 (hélice a) 1203, A204, A205, Q206, L207
229-237 (hebra ) 1229, N230, G231, F232, 1.233, V234, G235, G236, A237

La exposicion e interaccion de estas zonas probablemente desencadenen una serie de eventos que
conlleven al colapso de la estructura y formacion de agregados en la solucion de proteina. Cabe
mencionar que de estos residuos no todos se encuentran en cavidades en la superficie, de hecho la
mayoria de ellos se encuentran hacia el interior de la proteina (zonas hidrofobicas).

Los residuos que se encuentran en las posiciones 160 a 167, son accesibles a través de una de las
cavidades detectadas por CASTp (cavidad 75) (datos mostrados mas adelante) y es probable que su
exposicion por efecto de la union del compuesto 8 desencadene el proceso de desplegamiento que
finalmente llevara a TcTIM a desnaturalizarse. En la siguiente imagen se muestra la localizacion
espacial de los residuos detectados por TANGO con tendencia a agregar (fig. 16).

b)

Fig. 16. Localizacion espacial de los residuos potencialmente propensos a formar agregados detectados por el servidor
TANGO empleando el visualizador RasMol 2.7.2.1.1. En rojo las hebras B y hélices a que contienen los residuos con
mayor tendencia de agregacion (a) y a los que pueden accederse y afectarse al interactuar con una de las cavidades con
mayor area predicha por CASTp (b).

Es importante resaltar que las tres hebras B del interior del barril de TIM, representan las
secuencias de residuos que fueron localizadas cerca de una de las cavidades con mayor area para
alojar ligandos. La exposicion particular de estas hebras B y su posterior desnaturalizacion podria
dar lugar al inicio de un proceso de pérdida de estructura secundaria.
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Con esta informacion nos dimos a la tarea de evaluar las zonas mas inestables de la estructura de
TcTIM, empleando para ello el servidor COREX-Best, y éstas coincidieron, en un alto
porcentaje, con las zonas que estan constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion y
que son facilmente accesibles a través de algunas de las cavidades detectadas tanto por CASTp.

En la figura 17 (a y b) se muestran los resultados obtenidos por residuo de aminoacido,
observandose que la region comprendida entre los residuos 67 y 90 es aquella que presenta
menor estabilidad, existiendo una dependencia directa de la probabilidad de desplegamiento con
el valor de la constante de estabilidad (Hilser, V. J. y col., 2006, Liu, T. y col., 2006, Whitten, S.
T.y col., 2006).
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Fig. 17. a) Probabilidad de desplegamiento de los residuos de aminoacidos que constituyen a TcTIM (azul),
determinada empleando el servidor COREX-Best (http:/www.hbcg.utmb.edu/hilser/corexbest.htm). Se observa que los
residuos del 67 al 90 (y que forman parte de la hebra B3 y de la hélice a4, son los que presentan mayor probabilidad de
desnaturalizarse). b) Los valores de las constantes de estabilidad (magenta) se encuentran relacionados con la tendencia
de los residuos a desplegarse.

Las proteinas, bajo condiciones nativas, sufren fluctuaciones conformacionales de pequefa y gran
escala, que en conjunto definen el ensamble del estado nativo (Hilser, V. J. y col., 1996),
COREX-Best nos permite modelarlo al generar un gran nimero de diferentes estados
conformacionales, a partir de un grupo de unidades de plegamiento predefinidas (Hilser, V. T. y
col., 1997; Hilser, V. T. y col., 1997).
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Un tratamiento posterior permite determinar cuales de estas unidades tendran una mayor
probabilidad de sufrir desplegamiento, a partir del calculo de su constante de estabilidad. Puesto
que investigaciones recientes han revelado que el estado nativo es un conjunto conformacional
definido por multiples formas parcialmente desplegadas (Cremades, N. y col., 2006)
probablemente la uniéon del C8 a sitios cercanos a zonas que sufren reacciones de
plegamiento/desplegamiento traerd como consecuencia la desestabilizacion de la estructura y el
colapso funcional de la enzima.

Como se ha mencionado, el acceso a estas zonas inestables es posible a través de una serie de
cavidades presentes en la superficie de TcTIM. Se sabe que aunque la conformacién nativa de las
proteinas se encuentra bien empacada, éstas contienen numerosas cavidades que juegan un papel
clave en el alojamiento de moléculas pequefias que permiten cambios conformacionales en la
estructura. A partir de las coordenadas tridimensionales de una proteina es posible identificar
estas cavidades. Una herramienta computacional disponible para llevar a cabo esta tarea es
CASTp, ya que localiza y mide las cavidades accesibles superficiales, asi como las cavidades
inaccesibles interiores, en proteinas y otras moléculas (Liang, J. y col., 1998). Al emplear este
algoritmo, logramos determinar que existen al menos 77 cavidades presentes en TcTIM y que a
través de la cavidad 75 es posible acceder a las zonas definidas como inestables (fig. 20).
Adicionalmente, utilizamos el algoritmo de CASTp para hacer una primera aproximacion del
posible segundo sitio de union para el C8 en TcTIM (datos mostrados mas adelante).

3.4.1. Ildentificacion de los modos de vibracion que presenta la estructura de TcTIM y su
implicacion en la exposicion de sitios de union.

La conformacion de una enzima no debe ser concebida como una estructura rigida, de hecho, las
propiedades dinamicas de las macromoléculas juegan un papel trascendental en distintas
funciones biologicas incluyendo la catélisis, la regulaciéon y la actividad (Tama, F., 2003).
Recientemente ha sido reconocido que los movimientos de las proteinas pueden ser modelados
usando modos normales de vibracion de baja frecuencia. En este sentido, Yves-Henri Sanejouand
y colaboradores, han desarrollado una herramienta computacional, denominada EINémo, que
permite estimar los modos normales de vibracion de baja frecuencia de una proteina a partir de su
estructura tridimensional (Tama, F. y col., 2000; Tama, F. y col., 2001; Delarue, M. y col., 2002).

Debe destacarse que un uso importante de esta herramienta es la identificacion de los cambios
conformacionales asociados a la movilidad natural de la molécula. Este algoritmo nos permite
estimar los modos normales de vibracion de TcTIM, pudiéndose identificar de manera
aproximada los movimientos que presenta la enzima. La salida del servidor esta constituida por
un conjunto de modos, cada uno constituido de una serie de modelos (11), que incorporan los
movimientos identificados y que, al visualizarse en conjunto, dan una idea de las zonas que
sufren desplazamientos dentro de la proteina.

Al enviar al servidor de EINémo el archivo PDB de TcTIM (1TCD), la salida nos indico6 que el
posible movimiento interno que facilita el efecto del compuesto 8, involucra directamente a la
region interfacial y una zona de hélices que da acceso a tres hebras f constituidas por residuos
con alta tendencia a agregar detectadas con el servidor TANGO (modo 7 y 9) (fig. 18). Cabe
resaltar que en el calculo que realiza EINémo, las amplitudes de las vibraciones no pueden
estimarse, por lo que se asigna un valor razonable pero arbitrario. Debido a esto, los archivos
PDB que fueron considerados para analisis posteriores, fueron los correspondientes a aquellos
que con respecto a la estructura cristalografica, presentaban un valor de RMSD de 0.293



(modelos 5y 7) y de 0.895 (modelos 3 y 9), valores que no representaban desplazamientos
estructurales poco probables de suceder.

(b)

Fig. 18. Salida del servidor EINémo (http://igs-server.cnrs-mrs.fr/elnemo/index.html) para el calculo de los modos
normales de vibracion (MNV) de TcTIM. Se muestra tnicamente el modo 7, el cual muy probablemente se encuentra
implicado en la exposicion de sitios de unién a ligandos en TcTIM. Cada modo esta constituido por 11 modelos, los
cuales son acoplados para generar la animacion del movimiento de la proteina. Aqui unicamente se muestran los
modelos (a) 5y 7y (b) 3 y 9. En rojo la estructura que corresponde a las coordenadas de TcTIM (ID PDB 1TCD), en
azul las estructuras correspondientes a las coordenadas de los modelos obtenidos con EINémo.

El conocimiento de la estructura no es suficiente para comprender y controlar la funcion proteica,
sobretodo considerando que la funcién es una propiedad dindmica. Desde este punto de vista,
tratar de identificar las zonas que presentan fluctuaciones en la estructura de la proteina puede
proporcionar informacion que va desde el conocimiento de los factores que generan la funcion,
hasta la identificacion de sitios potenciales de union a ligandos pequefios, que no se encuentran
expuestos permanentemente en la estructura de las biomoléculas.

Las funciones biologicas de las proteinas, son controladas generalmente por movimientos
cooperativos o fluctuaciones correlacionadas que involucran regiones grandes de la estructura
(Horiuchi, T. y col., 1991, Garcia, A. E. y col., 1996, Frauenfelder, H. y col., 1998, Hinsen, K. y
col., 1998). Diversos estudios han mostrado la validez de las aproximaciones que emplean el
analisis de los modos normales de vibracion, para extraer informacion 1til acerca de movimientos



de larga escala, de proteinas cercanas a su conformacion de estado nativo (Noguti, T. y col., 1982,
Atilgan, A. R. y col., 2001).

En este sentido, se han desarrollo una serie de herramientas computacionales (realistas
fisicamente), para realizar una exploracion eficiente de los movimientos colectivos de sistemas
proteicos (Echols, N. y col., 2003, Suhre, K. y col., 2004, Waco, H. y col., 2003 y 2004, Cao, Z.
W. y col., 2004, Yang, L. W. y col., 2005). Un modelo recientemente propuesto, conocido como
GNM, de las siglas en inglés de Gaussian Network Model, esta basado en un andlisis de la
densidad de empaquetamiento local y de topologia de contactos de enlace y de no enlace, en una
estructura dada (Bahar, 1. y col., 1997; Haliloglu, T. y col., 1997). Tanto los movimientos lentos
(globales), como los rapidos (locales), son dilucidados por la descomposicion de las dindmicas
vibracionales. Los modos lentos proporcionan informacion sobre los movimientos cooperativos
de dominios grandes (relevantes en el proceso del reconocimiento y la unién), asi como en la
identificacion de regiones que se mantienen sin cambio (“estacionarias”) durante el movimiento
colectivo de la macromolécula. Estas ultimas, actian como dominios “bisagra”, limitando los
movimientos colectivos experimentados por dominios a los que se encuentran conectados. Las
regiones “bisagra”, juegan un papel activo en la modulacion de la actividad catalitica. Por otro
lado, los modos rapidos indican la posicion de los residuos confinados hacia el interior de la
estructura terciaria; estos se relacionan generalmente con el nicleo de plegamiento y/o con los
residuos conservados, por lo que su mutacion provocaria un efecto disruptivo sobre la estabilidad
y funcion de la biomolécula (Demirel, M. C. y col., 1998). Distintas variaciones al modelo de
GNM permiten acceder a datos que van desde el calculo de los movimientos colectivos de
grandes zonas de la proteina (servidor: EINémo, citado anteriormente), hasta datos de vibraciones
experimentadas por atomo en la estructura (servidor: MoViES, http://ang.cz3.nus.edu.sg/cgi-
bin/prog/norm.pl).

En nuestro caso, el empleo de estas herramientas permitié identificar zonas de la estructura de
TcTIM que sufren movimientos que permiten el acceso a zonas constituidas por residuos con
tendencia a agregar (fig. 16) o a zonas de baja estabilidad (fig. 17). Como mencionamos
anteriormente, al emplear el servidor EINémo, en el que los movimientos son expresados como
una superposicion de modos de diferentes frecuencias, se encontr6 que los modos 7 y 9
permitirian el acceso a zonas que mantienen la estabilidad estructural de TcTIM, debido a la
magnitud de los movimientos colectivos implicados.

En el caso del modo 7, se observaron fundamentalmente tres movimientos que generaron
modificaciones a nivel de estructura secundaria. Los residuos que van de la Phe61 a la Ala65 y de
la Arg208 a la Gly212, pierden momentdneamente su caracter de hebra B, y los residuos que van
de la Gly236 a la Leu239, pierden el caracter de hélice a. Estos cambios en la estructura,
producto de las vibraciones de los residuos de aminoacidos que forman las estructuras
secundarias, originan la exposicion de areas de acceso a sitios que en otro momento se encuentran
obstruidas por las cadenas laterales de los aminoacidos. Si consideramos que existen efectos de
propagacion a lo largo de la estructura de las macromoléculas, estos movimientos podrian
alcanzar zonas involucradas, por ejemplo, en la estabilidad global de las biomoléculas. Los
residuos 61-65 y 208-212, estan cercanos en el espacio a un alto porcentaje de residuos con alta
tendencia de agregacion, detectados con el servidor TANGO. Los residuos 236-239 se encuentran
localizados hacia la superficie de la proteina, éstos al perder su caracter de hélice o permitirian un
facil acceso de moléculas del solvente hacia el sitio activo de TcTIM (fig. 19a).

El modo 9 se caracteriza por presentar tres movimientos que involucran residuos que se
encuentran constituyendo estructuras secundarias del tipo hélice a, éstos son los residuos que van
de la Thr28 a Ala31, de la Ser97 a la Tyr102, y de la Gly236 a la Leu239. En los tres casos, los



movimientos vibracionales ocasionan la pérdida momentanea del caracter de hélice a. Puede
apreciarse que Unicamente un bajo porcentaje de los residuos involucrados en los movimientos
del modo 9 se encuentra cercano en la estructura, a residuos inestables (fig. 19a).

Las observaciones anteriores permiten pensar que el modo que podria auxiliarnos en la
descripcion molecular de lo que experimentalmente observamos, es el modo 7. En éste, la
perturbacion de los ambientes locales, debido a los movimientos colectivos que exponen las
estructuras constituidas por residuos con alta tendencia a agregar, desembocan en la
inestabilizacion de la macromolécula. Durante los ensayos in vitro se observo agregacion
(proceso que implica necesariamente la interaccion de zonas hidrofébicas), siendo mas marcada
cuando la enzima permanecia en condiciones que favorecian su desestabilizacion. Posiblemente,
los movimientos propios de la enzima favorecen la entrada de solvente a zonas hidrofobicas,
teniendo consecuencias a nivel local, que al propagarse hacia zonas mas internas desencadenan
un proceso de desnaturalizacion con formacion de agregados. Adicionalmente podemos observar
que los residuos involucrados en los movimientos del modo 7 también se encuentran
constituyendo algunas de las cavidades presentes en TcTIM (identificadas con el servidor
CASTp), de tal manera que los movimientos de la enzima podrian estar exponiendo sitios de
uniéon en TcTIM, que no se encuentran accesibles en todo momento y que podrian alojar ligandos
pequetios (fig. 19b).

(a) Fig. 19. Localizacion espacial de los residuos involucrados
en los movimientos que generan modificaciones a nivel de
estructura secundaria en TcTIM y que podrian estar
participando en la exposicion del segundo sitio de uniéon a
C8, éstos fueron identificados con el servidor EINémo; en

97-102 azul, el modo 7 (F61 a A65, R208 a G212 y G236 a L239)

y en amarillo, el modo 9 (T28 a A31, S97 a Y102, y G236

208-212

g a 1.239). (a) Se aprecia que los residuos 61-65 y 208-212,

1 estan cercanos en el espacio a un alto porcentaje de los

residuos con alta tendencia de agregacion, detectados con

_f ~ el servidor TANGO (en rojo). Los residuos 236-239 se

236-23 encuentran localizados hacia la superficie de la proteina,
fP éstos al perder su caracter de hélice o permitirian un fécil

acceso de moléculas del solvente hacia el sitio activo de
TcTIM. En (b) se observa que una parte de los residuos
involucrados en los movimientos del modo 7 también se
encuentran constituyendo la cavidad 75 (en verde),
identificada con el servidor CASTp y el conjunto de
programas de MOE. Imagenes generadas empleando el
visualizador Pymol v0.99.




La determinacion de la magnitud de las vibraciones por atomo, proporciona elementos para la
identificacion de los residuos que contribuyen mayoritariamente a la energia cinética. Al utilizar
el servidor MoViES (http://ang.cz3.nus.edu.sg/cgi-bin/prog/morm.pl), se identificaron las
frecuencias de las vibraciones por atomo de los residuos involucrados en el modo 7 (F61 a A65,
R208 a G212 y G236 a L239). La tabla 4 presenta los resultados correspondientes a los atomos
que constituyen los residuos involucrados en el modo 7 de vibracion. Se resaltan en rojo los
atomos que contribuyen en mayor medida a la energia cinética por residuo.

Puede observarse que los aminoacidos no polares como la Leu y la Ile, contribuyen con un mayor
porcentaje a la funcion que describe la energia cinética; posiblemente, la longitud de sus cadenas
laterales les confiere mayor probabilidad de movimiento debido a las pocas interacciones con la
cadena principal de la molécula y a las escasas restricciones al movimiento por parte de los
residuos vecinos. No sucede lo mismo con los atomos que constituyen a los residuos con cadenas
laterales mas cortas, en las que la contribucion de los d&tomos es, en general, menor.

Tabla 4. Determinacion de las vibraciones por atomo, de los residuos involucrados en el modo 7 de vibracion de
TcTIM. Las ultimas dos columnas muestran la frecuencia de vibracion y la contribucion de ésta a la energia cinética
por residuo.

Cadena Residuo Atomo Frecuencia de vibracion % Contribucion a la funcién
(cm™) de la energia cinética
B Phe61 0] 53.6 5.74
B Phe61 CEl 31.7 2.53
A Arg208 (0] 64.2 3.74
B Arg208 O 68.1 2.62
B Arg208 NHI1 48.4 8.18
B Arg208 NH2 34.2 1.96
B Arg208 CD 32.1 2.21
A 11e209 CGl 97.2 29.74
A 11e209 CGl 954 11.14
A 11e209 CG2 97.2 4.53
A 11e209 CG2 48.4 3.77
A 11e209 CD1 48.4 4.15
A 11e209 CDl1 33.6 5.69
B 11209 CGl 97.5 19.82
B 11209 CGl1 97.1 27.47
B 11e209 CG2 97.1 4.59
B 11e209 CG2 51.5 4.62
B 11e209 CDl1 51.5 4.44
B 11209 CDI1 34.7 10.91
A Leu210 CD1 66.1 2.52
A Leu210 CD2 45.7 3.84
A Leu210 CD2 41.4 5.15
B Leu210 CDl1 45.8 4.93
B Leu210 CDl1 40.1 3.63
B Leu210 CD2 40.1 11.88
B Leu210 CD2 37.4 3.74




A Tyr211 0 78.6 2.17
A Tyr211 CEl 37.0 2.76
A Tyr211 CDI 373 1.98
B Tyr211 0 70.1 2.73
B Tyr211 0 66.6 2.08
B Tyr211 CD2 30.3 4.23
A Gly212 0 484 3.41
A Gly212 0 43.2 6.95
A Gly212 0 43.6 4.30
B Gly212 0 54.4 5.42
B Gly212 0 435 3.04
B Gly212 0 33.2 4.41
A Gly236 0 93.8 3.80
A Gly236 0 93.3 245
A Gly236 0 90.5 422
B Gly236 0 98.8 432
B Gly236 0 93.6 3.26
A Ala237 0 733 7.37
A Ala237 0 50.4 5.58
B Ala237 0 98.8 3.71

B Ala237 CB 48.9 3.54
B Ala237 CB 31.1 3.93
A Ser238 0 94.5 10.21
A Ser238 0 91.8 5.52
A Ser238 0G 73.3 6.52
B Ser238 0 95.4 4.63
B Ser238 0 89.3 3.88
B Ser238 0G 95.5 3.59
B Ser238 0G 61.0 7.0

A Leu239 CDI 47.0 10.79
A Leu239 CDI 37.0 4.68
A Leu239 CD2 415 12.66
A Leu239 0 37.0 6.80
B Leu239 CDI 48.9 14.38
B Leu239 CD2 424 33.24
B Leu239 CG 424 3.70
B Leu239 0 38.9 10.59
B Leu239 0 36.5 5.29

Es importante resaltar que varios atomos pueden estar vibrando a una misma frecuencia y tener
contribuciones distintas a la funcion que describe la distribucion de la energia cinética.

Considerando los datos reportados por Téllez-Valencia, A. y col. (Téllez-Valencia, A. y col.,
2002) y los obtenidos en la salida de EINémo, es viable pensar que el compuesto 8 se une,




ademas del sitio localizado en la region interfacial, a un segundo sitio cuya accesibilidad puede
ser facilitada por los movimientos propios de la proteina, y que es expuesto una vez que se ha
unido la primera molécula. Los resultados sugieren que los movimientos intrinsecos de TcTIM
facilitan, una vez que se han unido las dos moléculas necesarias para inactivarla, la pérdida de
compactacion de la estructura cuaternaria y probablemente el desempaquetamiento de cada uno
de los mondmeros de TcTIM.

Al mandar los archivos en formato PDB de los modelos 3 y 5, del modo 7 de vibracion (obtenido
de la salida de EINémo) a CASTp, logramos determinar que existen 78 cavidades en la estructura
de TcTIM con tamafio suficiente para alojar ligandos. Descartando las cavidades localizadas
hacia zonas muy inaccesibles en la estructura, igual que aquellas que presentaban un volumen
muy pequeflo con respecto al de C8, el numero se redujo a 13. De éstas, consideramos solo cuatro
para comparaciones posteriores. La cavidad 78 (localizada en la region interfacial, area 456.9 A2,
volumen 638 A’) contiene a los tres residuos de aminoacido que interactiian con la primera
molécula del compuesto 8 que se une, la cavidad 75 da acceso a las hebras constituidas por
residuos con tendencia a agregar, y dos mas, las cavidades 76 y 77, dan acceso a los sitios activos
(fig. 20).




Por otro lado, se ha estudiado el sitio de union de la primera molécula del compuesto 8, tanto por
métodos experimentales (T¢llez-Valencia, A. y col., 2004) como computacionales (Espinosa-
Fonseca, L. M. y col., 2004; Espinosa-Fonseca, L. M. y col., 2005). Este compuesto interactiia
con el C{ de Phe75, (el cual esta localizado a 4.7 A de distancia de los anillos del C8), el grupo
OH de Tyr102; (localizado a 3.4 A de distancia del S2 del C8) y con el Ne de Arg71, (localizado
a 3.3 A de distancia del C5 del C8) en la cavidad 78 (ver fig. 4, seccién 1.3). Como se ha
mencionado, el segundo sitio de unién no ha podido identificarse debido, probablemente, a que
esta union desnaturaliza a TcTIM y evita la cristalizacion de la proteina, lo cual limita su analisis
por difraccion de rayos-X.

3.4.2. Determinacion de los residuos estabilizadores de la region interfacial.

Puesto que el primer sitio de union se encuentra localizado en la region interfacial, y dado que
sabemos que en enzimas multiméricas las regiones interfaciales se encuentran estabilizando en un
alto porcentaje a la macromolécula, el dilucidar el papel que juegan cada uno de los residuos de
dicha region nos permitird correlacionar el efecto de la uniéon de C8 con la magnitud de los
eventos producidos, asi como a su propagacion a zonas distantes de la proteina.

En TcTIM, los residuos que forman la region interfacial son claves en la estabilidad de la enzima,
aunque se tiene conocimiento de que no todos contribuyen con la misma intensidad (Pérez-
Montfort, R. y col., 1999, Zomosa-Signoret, V. y col., 2003). Al emplear el servidor ROBETTA
(http://robetta.bakerlab.org), se determinaron cuales de las cadenas laterales en la region
interfacial favorecen la estabilidad y cudles no. La informacion de entrada para el célculo es la
estructura tridimensional del complejo proteina-proteina, la salida es una lista de “sitios calientes”
o cadenas laterales que se predicen como desestabilizantes del contacto interfacial cuando son
mutadas por alanina (Ala) (Kim, D. E. y col., 2004).

Haciendo la analogia de un complejo proteina-proteina con una enzima dimérica, se puede tener
informacion de los residuos de la region interfacial que estabilizan al dimero. Se envia al servidor
la estructura cristalografica de éste, definiéndose cada uno de los monémeros como una proteina
del sistema; la informacion proporcionada es calculada de manera similar al caso del complejo
proteico. Se considera que un cambio en la energia libre de mas de 1 kcal/mol lo desestabiliza, es
decir, el residuo que fue sustituido por Ala es necesario para mantener la estabilidad. Cuando la
mutacion por Ala genera valores de energia, iguales o por debajo de -0.8 kcal/mol, se toma a esos
residuos como desestabilizadores de la estructura, y se considera que la sustitucion por Ala
favorece la estabilidad (Kortemme, T. y col., 2004; Kortemme, T. y col., 2002). Al enviar el
archivo de TcTIM, depositado en el PDB, se obtuvo la prediccion de los residuos de la region
interfacial que estabilizan al dimero (tabla 5, fig. 20).

Tabla 5. Residuos de aminoacidos predichos como estabilizantes de la region interfacial de TcTIM, segin el algoritmo
de Alanine Scanning. En rojo los residuos que se encuentran interactuando con la molécula de compuesto 8 (Téllez-
Valencia, A., 2004), en azul los residuos que se predicen como los mas importantes para la estabilidad del dimero.
Abreviaturas: No. Res., numeracion de los residuos del archivo PDB, AAG, cambio predicho en la energia libre de
unién debido a la mutacion por Ala.

Cadena No. Res. Residuo AAG Cadena No. Res. Residuo AAG
A 12 Asn 1.78 - - - -
A 14 Lys 1.18 B 14 Lys 1.34
- - - - B 18 Ser -0.06
A 19 Glu 0.20 - - - -
A 45 Thr 1.78 B 45 Thr 1.92
A 46 Phe 1.21 B 46 Phe 1.14




A 47 Leu 3.24 B 47 Leu 3.21
A 48 His 2.00 B 48 His 2.10
A 66 Gln 1.42 B 66 Gln 1.47
A 75 Phe 0.86 B 75 Phe 4.17
A 76 Thr 1.52 B 76 Thr 1.35
A 83 Ile 1.87 B 83 Ile 1.88
A 87 Tyr 1.17 B 87 Tyr 1.44
A 96 His 0.39 B 96 His 1.21
A 98 Glu 3.80 B 98 Glu 2.03
A 99 Arg 2.77 B 99 Arg 2.12
A 102 Tyr 1.33 B 102 Tyr 1.32

De los valores de AAG (cambio predicho en la energia libre de union debido a la mutacién por
alanina) puede observarse que el acido glutamico 98 y la leucina 47 de la cadena A (Glu97, y
Leu474, respectivamente), asi como la fenilalanina 75 y la leucina 47 de la cadena B (Phe75g y
Leu47g, respectivamente), se predicen como los residuos de la region interfacial mas importantes
para la estabilidad del complejo de TcTIM. Es probable que las interacciones que establecen estos
residuos contribuyan a la estabilidad del dimero. Cabe resaltar que dos de los residuos que se
encuentran interactuando con el compuesto 8 aparecen dentro de los que estabilizan la regién
interfacial del dimero (Phe75g y Tyr102,). Probablemente la uniéon de la primera molécula de
compuesto 8 que se une, facilita la interaccion de la segunda y los efectos de ésta se propagan a
zonas distantes de la proteina.

Figura 21. Localizacion espacial de los residuos de la region interfacial de TcTIM que estabilizan al dimero de TcTIM.
Se muestran unicamente aquellos que fueron predichos como estabilizadores de la region interfacial por el servidor
ROBETTA. Es interesante hacer notar que no so6lo Cysl5 contribuye a la estabilidad del dimero, papel atribuido
basicamente por los estudios estructurales en los que se observa que este residuo es rodeado por el asa 3 de la otra
subunidad, sino que otros residuos pueden ser esenciales para lograr la estabilizacion de la enzima. La imagen fue
generada empleando el programa Pymol v0.99.




A manera de comparacion, y con la finalidad de validar los resultados arrojados por ROBETTA,
centraremos nuestra atencion en el residuo Glul9, el primer residuo de la hélice 1 de TcTIM. El
cambio por Ala origina un valor de AAG de 0.20 kcal/mol. En el caso de la triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTIM), se sabe que en el residuo correspondiente a esta
posicion (GInl8), el N amida estd unido por medio de un puente de hidrogeno al oxigeno del
enlace peptidico entre Asp85 y Phe86 de la hélice 3 de la otra subunidad, y que a su vez el
oxigeno del grupo carboxilico de la Asp85 estd también unido a través de un puente de hidrégeno
al N en el enlace peptidico entre Serl7 y GInl8 (Maldonado, E. y col., 1998). Tal cantidad de
interacciones son estabilizadoras de la region interfacial, por lo que ROBETTA asigna un valor
de AAG de 1.48 kcal/mol. En el caso de TcTIM estas interacciones estan ausentes, por lo que en
el caso de TbTIM, los valores determinados por ROBETTA asignan correctamente la importancia
de GInl18, Asp85 y Phe86 a la estabilidad del complejo; asi como el papel que juega el Glul9 en
la region interfacial de TcTIM cuya cadena lateral estd mds expuesta al solvente. En las
respectivas estructuras tridimensionales, esta porcion de la region interfacial es mas abierta en
TcTIM que en TbTIM (Reyes-Vivas, H. y col., 2001) (fig. 22).

Glu 19 Glu 19

Figura 22. Vista de la region entre el loop 1 en el monémero B y una porcion de la hélice 3 de la subunidad vecina. Se
muestra una comparacion entre TcTIM y TbTIM (triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma
brucei), las cuales se muestran en naranja y verde, respectivamente (tomado de Maldonado, E. y col., 1998).

La Cys15 es uno de los tres residuos que se encuentran totalmente expuestos en el monomero y
completamente ocultos en el dimero, los otros dos son Leu47, y Thr76, que se encuentran en el
loop 2 y loop 3, respectivamente. Alanine Scanning no detecta la importancia de Cys15 en la
estabilizacion de la region interfacial de TcTIM, lo cual es de llamar la atencidn, ya que se cuenta
con resultados experimentales in vitro que concluyen sobre la importancia de este residuo en el
mantenimiento de la estabilidad de la enzima. Sin embargo, asigna valores altos de AAG a los dos
ultimos residuos, lo que sugiere que ambos son esenciales para mantener la estabilidad del
complejo, en especial la Leud7,. Thr76, establece tres contactos con distintos atomos de Glu98g
y de Arg99g, mientras que Thr76g establece igual nimero de contactos con distintos atomos de
Glu98, y de Arg99, . Las distancias se muestran en la tabla 6.



Tabla 6. Contactos que establece el residuo de Thr76. Se indica con qué atomos interactua para contribuir a la
estabilizacion de la estructura de TcTIM.

Thr76, Thr76g
Atomos en contacto Distancia Atomos en contacto Distancia (A)
(A)
OG1(Thr764)-OE1(Glu98p) 2.54 OG1(Thr76g)-OE1(Glu98,) 2.94
N(Thr76,)-OE1(Glu98g) 2.9 N(Thr755)-OE1(Glu98,) 2.96
NHI1(Thr76,)-O(Arg99s) 2.96 O(Thr755)-NH1(Arg99,) 2.86

Es importante hacer notar que ROBETTA detectd los residuos que constituyen la region
interfacial, evaluando el papel que desempefia cada uno de ellos en la estabilidad del
homodimero. Glu98 y Arg99 fueron los residuos que se predijeron como los residuos de la region
interfacial que contribuyen mayormente a la estabilidad del dimero de TcTIM.

Lo Conte y colaboradores determinaron la estructura atémica de los sitios de reconocimiento en
las regiones interfaciales de complejos proteicos, puntualizando acerca del caracter quimico de
las regiones interfaciales, el cual estd determinado por las caracteristicas fisicoquimicas de los
residuos de aminoacido y por las contribuciones de las moléculas de agua (Lo Conte, L. y col.,
1999). Entre los residuos que fueron predichos como estabilizadores destacan Arg, Asp, Glu, Lys,
Ser, Thr, Tyr, Phe, Gln, Leu, Ile e His, coincidiendo en un alto porcentaje con los resultados
encontrados con el servidor ROBETTA. La estabilidad de muchas proteinas oligoméricas, esta
directamente relacionada con el tamafio de la region interfacial, la cual es relativamente grande
(~1600 Az) y con una optima complementariedad electrostatica y de forma (Janin, J. y col., 1988,
Janin, J., 1995).

3.5. Propuesta de un mecanismo molecular de inhibicion de TcTIM por C8.

En resumen, se observo, desde los primeros minutos de contacto de la enzima con C8, un efecto
sobre la estructura secundaria y terciaria, ademas de la formacion de agregados. La actividad
enzimatica fue evaluada en las mismas condiciones en las que se determiné la integridad de la
estructura de la proteina, y ésta también se vio afectada.

De los datos experimentales y del calculo de las constantes de velocidad, podemos decir que
existe un proceso de relajacion de la estructura terciaria que permite la exposicion de triptofanos;
el cual se lleva a cabo en dos etapas. En la primera de ellas se observa un proceso rapido de
exposicion de los fluoréforos con una constante de velocidad de 0.077 s, conforme aumenta el
tiempo de exposicion de TcTIM a una concentracion de 100 uM de compuesto 8, es notable una
segunda etapa mas lenta (constante de velocidad de 0.007 s™); esto nos habla de un proceso en el
que la union del ligando desestabiliza los contactos que permiten que TcTIM se mantenga
compacta. Durante esta relajacion es viable acceder a zonas hidrofébicas de la proteina; la
presencia de una molécula como el ANS nos permite determinar que efectivamente el proceso de
relajacion es de dos etapas. En este caso la constante de velocidad del proceso de introduccion del
ANS, en la primera parte del proceso, a zonas internas de la proteina tiene una constante de 0.017
s"'. Una segunda etapa mas lenta tiene asociada una constante de velocidad de 0.0022 s

De manera simultanea se tiene una pérdida de estructura secundaria, esta pérdida es descrita por
un modelo de una exponencial sencilla (con una constante de velocidad de 0.016 s™), lo que nos
habla de un proceso de una sola etapa; es decir, el proceso de pérdida de estructura terciaria se
acompana de la pérdida de la integridad de las estructuras secundarias que constituyen los barriles
(a/B)s de la estructura de TcTIM. Todos estos eventos fueron simultaneos (fig. 23).
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Fig. 23. Comparacion de las cinéticas de dicroismo circular, 0,5, (rojo), fluorescencia intrinseca, 1Flz,, (azul),
fluorescencia de ANS, IFE;g (verde) y actividad enzimatica (morado), obtenidas en soluciéon amortiguadora de fosfatos
30 mM a pH 7.4 y 36 °C, en presencia de una concentracion de C8 de 100 uM. Los trazos cinéticos se muestran
normalizados para apreciar mejor el efecto de C8 sobre la estructura y actividad de TcTIM.

La pérdida de compactacion y de conformacion tiene que ver con la modificacion del equilibrio
de las fuerzas no covalentes que estabilizan a la estructura. Experimentalmente se observa que
desde los primeros minutos de contacto se desencadena la desestabilizacion de los enlaces que
mantienen a las estructuras secundarias y terciarias de la enzima; presentandose, como es de
esperarse, una disminucion en la funcion de la macromolécula.

Es sabido que TcTIM es estabilizada en gran medida por los residuos que constituyen la region
interfacial. Nussinov y colaboradores han determinado cuales residuos son criticos en los sitios de
union de proteinas, y en particular de las regiones interfaciales (Tsai, C. J. y col., 1997).
Reportaron que si bien, en general, esas regiones de interaccién son hidrofébicas, también
contienen residuos polares conservados en localizaciones especificas; de tal manera que los sitios
que son considerados puntos clave en la estabilizacion de regiones interfaciales tienen
caracteristicas mediadas por interacciones polares y caracteristicas mediadas por los alrededores
de los anillos de residuos hidrofébicos (Hu, Z. y col., 2000).

Segun diversos reportes, residuos como Trp, Arg y Tyr se encuentran implicados en el
reconocimiento y estabilizacion de las regiones interfaciales, estos residuos se encuentran ademads
rodeados por un caparazén de residuos energéticamente menos importantes pero que sirven para
obstruir el paso de solvente a estos puntos clave (Bogan, A. A., 1998). Lo anterior resulta un buen
punto de partida para tratar de explicar lo que molecularmente sucede cuando la primera molécula
de C8 se ancla al sitio de unién localizado en la region interfacial. De la estructura cristalografica
se sabe que éste interactiia con los residuos de Arg;; y Phess, de la cadena A, y de Tyryg,, de la
cadena B (fig. 24a).
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Fig. 24. Identificacion de los residuos que se encuentran interactuando con la primera molécula de C8 que se une en el
sitio de union localizado en la region interfacial de TcTIM (a) y visualizacion de los cambios inducidos en los residuos
cataliticos (b), en cian Tc¢TIM co-cristalizada con C8 (ID PDB 1SUX), en verde TcTIM cristalizada sin C8 (ID PDB
ITCD). Se observa un desplazamiento de E168 de 3.6 A con respecto a la enzima nativa, los otros dos residuos
cataliticos no sufren cambios significativos debido a la presencia de C8. Imagen generada con el visualizador Pymol
v0.99, DeLano Scientific y datos tomados de Téllez-Valencia, A., 2004.

Dos de los tres residuos con los que interactua C8 (Arg y Tyr) son considerados como residuos
que aparecen periddicamente en las 1,629 regiones interfaciales estudiadas por Zengjian Hu y
colaboradores (Hu, Z. y col., 2000).

Tanto en el proceso de plegamiento como en el de union de ligandos a superficies proteicas, estd
ampliamente aceptado que si los residuos muestran una tendencia a estar conservados, es porque
¢éstos desempefian algin papel trascendente en la estructura o en la funcion de la macromolécula.
En el proceso de la unién de ligandos, los residuos conservados quizds contribuyen a la
estabilidad estructural, catalisis o reconocimiento molecular.

Partiendo de esta afirmacion, y de las evidencias obtenidas experimentalmente, la interaccion de
C8 con los residuos de Arg;; y Tyrss esta influyendo en la estabilidad de la enzima. La interaccion
de éstos con C8 origina una desestabilizacion en uno de los residuos cataliticos (fig. 24b), que se
refleja desde los primeros minutos a nivel de la actividad enzimatica; aparentemente estos
cambios estructurales comprometen la funcion de TcTIM puesto que, aunque se sigue apreciando
actividad, ésta decrece casi un 20 % durante los 10 minutos siguientes a la incubacion inicial de
TcTIM con C8 (ver fig. 23). Lo anterior nos hace pensar en la existencia de rutas de propagacion
de los efectos de la union del ligando, que probablemente facilitan la uniéon de una segunda
molécula.

Debido a la magnitud de los eventos, es muy probable que zonas adyacentes al sitio de union en
la region interfacial resulten de gran importancia para la estabilidad de la enzima. Datos tedricos,
obtenidos con el servidor TANGO y COREX-Best, nos permitieron identificar residuos que
resultan ser altamente desestabilizantes de la estructura de la macromolécula (fig. 16 y tabla 3, y
fig. 17, respectivamente).



Los movimientos propios de la enzima, pueden dar lugar a la exposicion de nuevos sitios de
union puesto que, segun Horn y colaboradores, existen sitios de uniéon a ligandos en las
macromoléculas que no se encuentran accesibles en la estructura nativa, sino que son expuestos
unicamente después de que una serie de eventos permite la exposicion del sitio debido a
perturbaciones en los movimientos naturales de la molécula (Horn, J. R. y col., 2003). Uno de los
movimientos mas pronunciados en TcTIM involucra directamente a la region interfacial. Este se
caracteriza por representar la elongacion y encogimiento de un “resorte”. Si suponemos un
equilibrio entre un dimero y dos mondmeros parcialmente individualizados, pero que en el
espacio se encuentran lo suficientemente cerca como para no exponer demasiada area hidrofobica
(que a su vez derive en el colapso de la estructura), podemos pensar que es este movimiento el
que genera la exposicion del sitio para unir a C8, y que cambios en la magnitud de dicho
movimiento pueden dar lugar al rompimiento de fuerzas que estabilicen al dimero nativo.

Dado que las fuerzas no covalentes operan a corta distancia y a que la contribucién energética
individual es baja, se requiere la participacion de un alto nimero de las mismas para lograr una
interaccion estable de los mondmeros. Si la uniéon de C8 propaga su efecto iniciando con el
rompimiento local de una gran cantidad de este tipo de interacciones, es de esperarse un efecto lo
suficientemente significativo como para causar una pérdida dramatica de la conformacion
funcional de la enzima. Por otro lado, considerando que la unién de C8 disminuye la libertad de
movimiento de esta zona, actuando como grapa molecular, y que este evento desencadena una
disminucion de flexibilidad molecular en la vecindad del sitio de union, es de esperarse que las
zonas detectadas como altamente inestables, y que se encuentran relativamente cerca de este sitio,
jueguen un papel clave en la exposicion de un segundo sitio de union a C8.

Este otro sitio, mas alejado de la region interfacial, puede jugar un papel clave en la perturbacion
del equilibrio del conjunto de conformaciones que dan lugar al estado nativo. Estos eventos, que
modifican sustancialmente la estructura y conformacion de TcTIM, se reflejan en la actividad de
la enzima. La tension de las fuerzas no covalentes involucradas en la estabilizacion de la
estructura terciaria colapsan, dando paso a la ruptura de puentes de hidrogeno que estabilizan a
dichas estructuras y que mantienen ocultas regiones hidrofobicas de la macromolécula, las cuales
al interactuar entre si dan lugar a la formacion de agregados.

La pérdida de estructura secundaria observada tiene que ver con la perturbacion de las
caracteristicas de las estructuras helicoidales y laminares que constituyen a TcTIM. Puede ser que
exista, conforme se va expandiendo la estructura de TcTIM, el alejamiento en el espacio de los
dipolos C=0 y N-H de los enlaces peptidicos vecinos, de tal manera que no existe una
interaccion dipolo—dipolo Optima que produzca la trama de puentes de hidrégeno cooperativos
(intracatenarios, dentro de un mismo segmento del esqueleto peptidico) necesarios para mantener
las estructuras helicoidales, o entre dos o mas segmentos diferentes de la misma cadena para
mantener las estructuras laminares.

Un mecanismo preliminar de la inhibicion de TcTIM puede ser el siguiente:

N+ C8 - NC8 — NPD + C8 — NPDC8” — MPD + MPD — A,

La unién de la primera molécula de C8 al dimero nativo de TcTIM (NC8) provoca un efecto que
genera un estado parcialmente desplegado (NPD), como discutimos texto arriba, debido
probablemente a la desestabilizacion de la region interfacial.



La perturbacién en los movimientos naturales de la conformacion de TcTIM, posiblemente
expone un segundo sitio de unién en el que se aloja la otra molécula de C8 necesaria para
concretar la inhibicion (NPDC8’). La union de esta molécula maximiza los efectos a nivel
estructural y funcional de la enzima, de tal manera que el dimero parcialmente desplegado, con la
region interfacial inestabilizada, se escinde en dos monomeros parcialmente desplegados (MPD),
que debido a la exposicion de zonas hidrofobicas forman agregados (A) que tienden a precipitar.

En resumen, la union de la primera molécula de C8 facilita la unién de una segunda, debido a la
exposicion de un sitio de union; ésta, al unirse a la enzima, provoca un cambio en la estructura del
homodimero (estado I) que desemboca en la inactivacion de la especie activa, generandose
posteriormente dos intermediarios monoméricos, por la modificaciéon de los contactos de la
region interfacial (estado II), y finalmente en la desnaturalizacion de éstos (estado III).

Puesto que C8 no se comporta como un inhibidor convencional proponemos que éste es un
inhibidor estructural, que actia desestabilizando la conformacién de la macromolécula con la
concomitante pérdida de la actividad enzimatica.



4. Estudios de simulacion del reconocimiento molecular proteina-ligando (docking) y
de cribado virtual, en el contexto del disefio de farmacos asistido por computadora.
Identificacion de moléculas con capacidad para unirse a TcTIM.

Los nuevos avances en el desarrollo de farmacos se basan por un lado, en determinar las
anormalidades bioquimicas que causan las enfermedades, y por otro, en el disefio de compuestos
(farmacos) que puedan prevenir o corregir estas anormalidades de un modo especifico. Un
farmaco es una molécula que interfiere en un determinado proceso bioquimico, bien sea
fisiologico o fisiopatologico, de forma que dicho proceso se ve bloqueado o reforzado por la
accion de éste. Su accidn se produce mayoritariamente por un mecanismo selectivo de interaccion
con un sistema bioldgico (DNA, proteina, membrana celular); en este contexto diremos que el
farmaco es un ligando de una diana terapéutica o de una molécula blanco, la macromolécula
bioldgica. Cuando el farmaco esta incorporado en un vehiculo apropiado para su administracion
en pacientes, de forma que puede alcanzar el proceso bioquimico que debe modular, entonces
tenemos un medicamento, del cual decimos que el farmaco es el principio activo (Gutiérrez de
Teran, H., 2004). Se habla de disefio racional de farmacos si los cambios en selectividad,
potencia, afinidad con el receptor y eficacia terapéutica son propuestos por conocimiento
estructural. En el desarrollo del farmaco también se consideran factores como la posibilidad de
absorcion del compuesto, el grado de estabilidad en los tejidos y liquidos, asi como de
metabolismo y de toxicidad (Lipinski, C. A. y col., 2001).

Ademas de los receptores propios de las células, las enzimas son también blancos importantes
para la accion de los farmacos. Mientras que los farmacos dirigidos a los receptores se clasifican
en agonistas o antagonistas, los farmacos dirigidos a las enzimas se clasifican en inhibidores o
activadores (inductores). En el caso de los inhibidores, éstos bien pueden ocupar temporalmente
el centro activo por semejanza estructural con el sustrato original (inhibidor competitivo) o bien
alterar la conformacion espacial de la enzima (uniéndose a un sitio distinto del sitio catalitico,
provocando una disminucion de la velocidad méxima sin alterar la afinidad), impidiendo su union
al sustrato (inhibidor no competitivo); debido a lo anterior, es posible neutralizar la actividad de
las biomoléculas empleando inhibidores de la funcion enzimatica. En este sentido, si se busca
eliminar la actividad de enzimas utilizadas en rutas metabélicas de organismos patogenos, es
necesario desarrollar compuestos que se unan con gran firmeza y alta especificidad a los sitios
funcionales de éstas, aprovechando las diferencias estructurales presentes entre la enzima del
parasito y del hospedero. Es sabido que muchos farmacos son inhibidores de la funcidon de una
enzima a través de un bloqueo efectivo del sitio activo o de las zonas coadyuvantes de la catalisis
(Mattos, C. y col., 1996, Rarey, M. y col., 1996), lo que representa una dificultad cuando se busca
selectividad en el caso de que la enzima a inhibir se encuentre presente tanto en el parasito como
en el hospedero; en estos casos es deseable desarrollar compuestos que se unan con gran firmeza
y alta especificidad a los sitios funcionales, el conocimiento detallado de la geometria del sitio de
union puede permitirnos desarrollar un farmaco con ambas caracteristicas.

En el proceso del disefio de farmacos, la primera etapa consiste en identificar la diana terapéutica.
Cuando se trabaja con proteinas y particularmente con enzimas, deben considerarse tres factores
importantes: la especificidad de la enzima, la afinidad o energia con que se fija el sustrato a ella, y
la geometria del sitio de union. La siguiente etapa en el disefio de farmacos, es la identificacion
de moléculas lideres (compuestos que muestran tener una actividad significativamente alta sobre
el blanco seleccionado). Las moléculas lideres que poseen alta actividad biologica y que son
quimicamente viables, son caracterizadas estructuralmente y sometidas a un proceso de
optimizacion de su potencia farmacologica.



En este paso se generan derivados de las moléculas lideres, y se determina su estructura
tridimensional, asi como la relacion que existe entre la actividad biolégica que manifiestan y
algunas de sus propiedades moleculares (Leach, A. R. y col., 2004).

Estos nuevos compuestos son sintetizados en el laboratorio y, si confirman poseer mayor potencia
farmacologica, se reincorporan al proceso de optimizacién en una serie de etapas iterativas. Si
alguna de estas sustancias logra unirse con suficiente firmeza al blanco, entonces se realiza un
estudio detallado de su estabilidad quimica y metabolica, sus propiedades fisicoquimicas -tales
como la solubilidad y lipofilicidad-, su selectividad y de su posible mecanismo de accion. Se
obtiene entonces una molécula que puede ser considerada un farmaco potencial. El proceso
descrito es conocido como High-throughput screening (HTS).

En las primeras etapas del desarrollo de firmacos, los experimentos masivos requieren de un gran
despliegue de recursos puesto que, ademas de utilizar grandes bancos de datos, es necesario
procesar y almacenar grandes cantidades de resultados experimentales. Debido a lo anterior, en
afios recientes se ha optado por los estudios in silico; en éstos, los ensayos encaminados a
encontrar moléculas lideres de una forma eficiente y relativamente econémica, son llevados a
cabo mediante simulaciones moleculares por computadora. En este contexto, la aplicacion de
métodos de simulacion del reconocimiento molecular proteina-ligando (docking) y de cribado
virtual, cobran cada vez mas importancia en el proceso de descubrimiento de farmacos,
complementando a las técnicas de HTS, descritas arriba de manera general.

El uso de las herramientas computacionales, al igual que sucede con otras areas del conocimiento,
ha facilitado y abaratado los costos de las diversas etapas del disefio y desarrollo de los farmacos.
Ademas, independientemente de las aplicaciones informaticas generales, como la automatizacion
de procesos o manejo de bases de datos, existe otra serie de aplicaciones informaticas
especificamente desarrolladas para el area biologica. Por ejemplo, la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas empleando métodos bioinformaticos de prediccion de genes (Parra, G. y col., 2000),
el filtrado de bibliotecas moleculares y/o el disefio de nuevos compuestos con alta probabilidad de
presentar la actividad biologica deseada. De igual manera, las reacciones quimicas pueden ser
disefiadas o predichas mediante técnicas de quimica computacional (Warshel, A., 1991), ademas
de que la farmacocinética, el metabolismo y la toxicologia de un compuesto pueden predecirse in
silico (Bugrim, A. y col., 2004, Boobis, A. y col., 2002).

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos al emplear una serie de herramientas
computacionales para identificar y determinar las caracteristicas de los sitios potenciales de union
presentes en triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM), con el objeto de facilitar la
comprension a nivel molecular del reconocimiento intermolecular entre la enzima y el 4cido 3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propano sulfénico (C8, molécula lider); e identificar nuevos inhibidores que
puedan servir como precursores de farmacos contra la enfermedad de Chagas. La localizacion de
los sitios de unidn, su descripcion y su caracterizacion, desde un punto de vista tedrico, permitid
entre otras cosas hacer una estimacion del modo en que determinados ligandos actian sobre
TcTIM.

En este sentido, una vez determinados los sitios de union, y contando con una quimioteca
generada a partir de una molécula lider, se realiz6 un ejercicio de cribado virtual con la finalidad
de identificar moléculas capaces de actuar como inhibidores de la actividad de TcTIM, dicho
cribado fue hecho empleando el conjunto de programas de Fast Rigid Exhaustive Docking
(FRED) (OpenEye Scientific Software, Inc.).



Cabe mencionarse que para poder considerar como inhibidores a las moléculas obtenidas
computacionalmente, seria recomendable realizar la sintesis de las moléculas, siempre que esto
fuera posible, y probar su eficacia in vitro e in vivo empleando diversas técnicas experimentales.

4.1. Docking

Existen diversos conjuntos de programas disefiados para auxiliar a los investigadores en la
busqueda de moléculas con potencial farmacoldgico. En nuestro caso inicialmente empleamos un
método de simulacion por computadora para el desarrollo de farmacos, que ha rendido resultados
exitosos, AutoDock (Sousa, S. y col.,, 2006). Este método de reconocimiento molecular o
docking, es ampliamente utilizado alrededor del mundo por compaiias privadas y por
instituciones de investigacion publica para el hallazgo de nuevos compuestos con efectos
terapéuticos. AutoDock es un conjunto de programas de docking disefiado para predecir la forma
en que moléculas pequefias, como substratos o candidatos a drogas (ligandos flexibles), se unen a
un receptor con una estructura 3D conocida, asi como la afinidad de dicha unioén (Morris, G. M. y
col., 1998).

Si bien la técnica del docking representa una alternativa a los procedimientos de ensayo masivo
de laboratorio, de manera mas importante ha sido utilizada en el disefio de farmacos, tanto para
llevar a cabo las etapas de identificacion del sitio de uniéon sobre el blanco, como las de
construccion y evaluacion de los complejos moleculares resultantes; ademas de ser empleada en
estudios de interaccion proteina-proteina (Hetényi, C. y col., 2002, Rosenfeld, R. J. y col., 2003,
Alfonso, P. y col., 2005; Hetényi, C. y col., 2006).

En un estudio de docking es recomendable que la estructura tridimensional de la molécula blanco
haya sido previamente determinada, ya sea por difraccion de rayos X o por resonancia magnética
nuclear, aunque pueden emplearse estructuras obtenidas mediante modelado por homologia. La
fuente principal de estructuras tridimensionales de proteinas es el Protein Data Bank (PDB). Sin
embargo, en la mayor parte de los casos, los archivos depositados en esta base de datos no pueden
ser utilizados directamente en estudios de disefio de farmacos, sino hasta realizar algunas
adecuaciones. Normalmente, las modificaciones que deben hacerse a estas moléculas son la
adicion de los atomos de hidrogeno, que representan casi la mitad de los atomos totales en una
proteina y cuya posicion no es detectada por la técnica de difraccion de rayos X, la remocion de
las moléculas de agua que estan unidas a la superficie de la proteina, y que con gran frecuencia
ocupan el sitio de unidn, la eliminacion de ligandos presentes durante la determinacion de la
estructura tridimensional y finalmente, el modelado de las regiones que no pudieron ser
determinadas experimentalmente o que resultaron ser ambiguas (Padilla-Zudiga, J. A. y col.,
2002). Durante el docking, es imprescindible conocer la carga eléctrica que corresponde a cada
atomo del blanco, considerando los efectos electrostaticos que pueden sufrir los atomos con
cargas parciales (Weiner, S. J. y col., 1986).

Una vez preparada la molécula blanco, es posible localizar los sitios que pueden alojar a un
ligando. Criterios como el tamafio del hueco (apropiado para acoger a un ligando) o la
flexibilidad e hidrofobicidad, son de gran importancia para determinar el sitio de unién, puesto
que éste suele ser mas hidrofobico y flexible que otros huecos presentes en la diana. La superficie
de una proteina es irregular, con una serie de protuberancias y huecos que forman un relieve
complejo. Generalmente, es en esos huecos donde las moléculas organicas pueden unirse. Sin
embargo, debido al tiempo de célculo que implica, no es practico probar el conjunto de las
moléculas de la base de datos en todas las orientaciones posibles sobre cada uno de los sitios
potenciales de union.



Por ello es necesario seleccionar, generalmente, uno so6lo de los huecos para su estudio. Una
estrategia, para localizar y seleccionar esos huecos, es enviar el archivo PDB de la estructura
tridimensional a uno de los multiples servidores disponibles en la Internet, por ejemplo CASTp
(http://sts.bioengr.uic.edu/castp/).

Por otro lado, si se cuenta con un ligando de partida los programas de docking permiten, aunque
de manera aproximada, la identificacion de los sitios potenciales de union al realizar un docking
sobre la superficie completa de la molécula blanco; dependiendo del numero de pruebas que se
realicen, la prediccion de los sitios sera mejor. Con esta exploracion se obtiene una coleccion de
posibles posiciones de acoplamiento ligando-proteina, que el programa ordena segun el valor que
su funcion de energia le haya dado a cada solucion (funcion de scoring o puntaje).

Es importante aclarar que el proposito de una funcion de evaluacion es discriminar, en un tiempo
razonable de célculo, entre las posiciones correctas (posiciones con un bajo RMSD -Root of
Mean Square Deviations- con respecto a la posicion cristalografica cuando se cuenta con ella, o
valores muy negativos de energia, asi como configuraciones de baja tension intramolecular,
cuando no es asi) y el resto de soluciones encontradas en el proceso de busqueda. Los sitios
seleccionados seran aquellos que presenten las mejores estimaciones de la energia de union del
complejo ligando-receptor.

4.1.1. Estudios de simulacion del reconocimiento molecular C8 sobre la estructura de TcTIM.

Como mencionamos en el capitulo anterior, experimentalmente, se ha reportado el sitio de unién
de la primera molécula de C8 en TcTIM (Téllez-Valencia, A. y col., 2004). El segundo sitio de
unién no ha podido determinarse debido probablemente a que esta union desnaturaliza a TcTIM y
evita la cristalizacion de la proteina, limitando su analisis por difraccion de rayos-X.

Debido a lo anterior, la finalidad de esta seccidon es determinar el segundo sitio de uniéon a C8 en
la estructura de TcTIM y proponer modificaciones quimicas sobre la molécula lider (CS8), que
incrementen su afinidad por los sitios de union. Se exponen a continuacion los resultados
obtenidos con relacion al estudio de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y
Cs.

4.1.1.1. Validacion del método.
4.1.1.1.1. Complejo de estreptavidina-biotina.

Como se mencioné en la metodologia, antes de proceder a la identificacion de los sitios de union
en la estructura de TcTIM, se realiz6 la validacion del método empleando un sistema conocido.
Para ello se utilizd6 un complejo de estreptavidina y biotina. Al realizarse el docking sobre el
complejo, se lograron reproducir los resultados obtenidos anteriormente por el grupo de
investigacion del departamento de Bioquimica de la Universidad de Zaragoza; ademas de que se
logré predecir el sitio de union para biotina en la superficie de estreptavidina, reportado por
cristalografia (datos no mostrados).



4.1.1.1.2. Complejo de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei con 3-fosfoglicerato.

Para realizar la validacion del método con una enzima con alto porcentaje de similitud con la
enzima en estudio, se utilizd el archivo de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei
(TbTIM), co-cristalizada con el analogo de sustrato, el 3-fosfoglicerato (3-PA). Se utilizo este
complejo porque a partir de €l se tenia conocimiento del sitio de union del analogo de sustrato,
siendo éste el sitio activo. Asi, si el ejercicio de docking lograba localizar dicho sitio, podia
pensarse en la confiabilidad del método.

Los ejercicios de docking revelaron que el ligando visitaba los dos sitios activos de la enzima con
una energética de union de -10.53 kcal/mol (fig. 24).

Figura 24. (a) Localizacion espacial del sitio de union en TbTIM de 3-PA empleando el visualizador de LigandScout
1.0.2. Se sabe que el andlogo de sustrato 3-PA se une al sitio activo de TbTIM. Mediante los ejercicios de docking se
identific6 correctamente el sitio de unidn; la soluciéon de mdas baja energia correspondid al sitio activo. (b)
Acercamiento al ligando en el sitio activo.

4.1.1.1.3. Complejo de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi con 3-fosfoglicerato.

Posteriormente, se realizo0 el mismo ejercicio utilizando como archivo de proteina el
correspondiente a triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM). En este caso, para
evaluar la posible localizacion del andlogo de sustrato en TcTIM, y emplearlo como elemento de
validacion, se hizo un alineamiento estructural entre TbTIM y TcTIM (codigos PDB: 11IH y
1TCD, respectivamente), empleando la version 0.99 de PyMol. El alineamiento tuvo un valor de
RMSD de 0.532 A y se localizo al 3-PA en el sitio activo.

Una vez que se contd con las coordenadas del 3-PA, se procedidé a realizar un ejercicio de
docking utilizando como enzima blanco a TcTIM. Nuevamente se lograron predecir los sitios de
unién que implicaban al sitio activo, siendo el valor de la energia de docking de -10.18 kcal/mol
(fig. 25).
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Figura 25. (a) Localizacion espacial del sitio de unién de 3-PA en TcTIM empleando el visualizador de LigandScout
1.0.2. Mediante los ejercicios de docking se identifico correctamente el sitio de unioén del analogo de sustrato 3-PA;
nuevamente, la solucion de mas baja energia correspondi6 al sitio activo. (b) Acercamiento al ligando en el sitio activo.

En ambos casos, los ejercicios de docking sobre la superficie de la proteina se realizaron con un
espaciado entre los puntos de la malla (resolucion) de 0.55 A, y aunque se tuvo un perfil inicial de
los sitios de unién, se considerd necesario incrementar la resolucién al momento de trabajar con
el complejo de TIM-CS.

4.1.1.2. Localizacion de los sitios de union presentes en la estructura de TcTIM.

Al igual que en la etapa de validacion del método, en las primeros ensayos de localizacion de
sitios, se empled un complejo a partir del cual se tenia conocimiento de un sitio de unioén
observado experimentalmente. Si el docking localizaba ese sitio de unidon podiamos pensar en la
confiabilidad de la metodologia utilizada. En el caso del complejo TcTIM-CS, el sitio que se
esperaba localizar fue el reportado por cristalografia por Téllez-Valencia y colaboradores, en la
region interfacial de TcTIM (Téllez-Valencia, A. y col., 2004).

Se realizo el docking del C8 sobre TcTIM para predecir los posibles sitios de unién, utilizdndose
el archivo 1TCD. Se consiguieron identificar los sitios de unioén sobre la superficie de TcTIM,
aunque ninguno de ellos involucraba la region interfacial y si al sitio activo. Se encontraron
ademas, sitios que involucraban regiones que dan acceso a zonas que contienen hebras con
tendencia a agregar (determinadas con TANGO, http://tango.embl.de/, como se describio en la
seccion 3.4). Al ejecutarse el docking empleando el archivo de TcTIM con informacién de
coordenadas de C8 (1SUX), con cadenas laterales anadidas empleando el programa SCWRL3
(aunque sin realizar una minimizacion local de éstas), nuevamente se identificaron sitios de union
en la zona de los sitios activos pero no de la region interfacial.

Para evaluar la posible orientacion de C8 en la region interfacial, se generd un archivo PDB que
contenia las coordenadas de dos dimeros formando un hueco en la region interfacial (tetramero),
y se centro la busqueda sobre éste; se consiguid localizar sitios de unidn en esta zona. Lo anterior
se hizo solo para evaluar si era posible encontrar el sitio de union reportado en la literatura por
métodos cristalograficos.



Se encontré una conformacion cercana a la zona de la reportada por Téllez-Valencia y
colaboradores en 2004, pero que no se encontraba interactuando con los residuos reportados por
dichos autores. El valor de la energia de docking fue de -8.92 kcal/mol (fig. 26).
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Figura 26. (a) Localizacion espacial del sitio de unién de C8 en un tetramero de TcTIM, empleando el visualizador
Pymol 0.9.7. (b) Se muestran las dos moléculas de C8, en amarillo la configuracion correspondiente a la solucion de
menor energia determinada por docking. En verde, la configuracion encontrada por estudios de cristalografia de rayos-
X, reportada por Téllez-Valencia y col. en 2004.

Cabe mencionar que se realizd el calculo de la energia de docking de la molécula de C8 del
cristal, y ésta tuvo un valor de 1.94 kcal/mol, lo que indica que es una conformacién con
demasiada tension conformacional. Lo anterior podria hacer pensar que la posicion reportada es
consecuencia del confinamiento de C8 entre dos dimeros de TcTIM en el cristal, y que
probablemente ésta no sea una configuracion facilmente adoptada por C8 en solucion.

Dado que, cuando se trabajo con un sélo dimero no se consigui6 identificar el sitio de unién de la
region interfacial observado experimentalmente, se procedid a hacer modificaciones en los
parametros empleados en los ejercicios de docking. Las modificaciones propuestas fueron hechas
basandonos en los reportes de Hetényi y colaboradores en 2002, y de Alfonso y colaboradores en
2005. Se modificaron los valores del espaciado para generar la malla y el tamafo de la poblacion.
Al trabajar con la superficie completa de enzima, el mejor compromiso se encontré cuando se
establecieron los siguientes valores (tabla 7).

Tabla 7. Parametros empleados en los estudios de docking (datos basados en los estudios de
Hetényi et al, 2002 y Alfonso et al, 2005.

Nimero de puntos en la malla 126 126 126
Espaciado de la malla 0.375
Tamaiio de la poblacion 100
Numero de evaluaciones de energia 20,000,000
Nimero de generaciones 27,000
Nimero de pruebas 100

Como se mencioné en la metodologia, se hizo la particion de la proteina en 27 bloques, cada uno
centrado en una caja de prueba.



En estas cajas de evaluacion el espaciado empleado en la construccion de la red fue de 0.375 Ay
se proporciond un espacio extra de 15 A alrededor de la proteina. Lo anterior asegurd que se
tendrian poblaciones representativas del espacio conformacional.

Cuando se realizo el docking sobre la superficie se lograron predecir sitios de union en las huecos
que dan acceso al sitio activo (HSA, Hueco que da acceso al Sitio Activo), tanto de la cadena A
como de la cadena B, y a regiones que dan acceso a hebras que contienen residuos con tendencia
a agregar (HH, Hueco que da acceso al sitio de Hebras), ademas de la region interfacial (HRI,
Hueco que da acceso a la Region Interfacial) (fig. 27).

Figura 27. (a) Localizacion espacial de todos los sitios de union de C8 en la superficie de TcTIM, predichos con los
programas de Autodock 3.0.5 (b) Localizacion espacial de los residuos detectados por el servidor TANGO (azul y
r0jo). En rojo, la hebra que contiene a los residuos con mayor tendencia de agregacion y a los que puede accederse a
través de las cavidades predichas por Autodock 3.0.5. Imagenes generadas empleando el visualizador RasMol 2.7.2.1.1.

Ninguna de las configuraciones encontradas en la region interfacial corresponde a la molécula de
C8 reportada por cristalografia. Las configuraciones con los mejores valores de energia, son las
que se encuentran localizadas en HSA,, ésta aloja a la mayor parte de las configuraciones (51%).
Otras configuraciones con valores de energia favorables visitan HSAg (19%) y HH (19%),
distintas conformaciones se localizan en pequefios huecos presentes en la superficie de TcTIM,
aunque en general presentan valores de energia poco favorables (-7.65, promedio). En la tabla 8
se muestra un resumen de los resultados obtenidos en un ejercicio de docking sobre toda la
superficie de la proteina.

Muchas de las soluciones tenian asociados valores de energia altos (no mostrados en la tabla),
¢stos se obtuvieron debido a la localizacion de la caja de prueba. Dicha caja se situaba en el
espacio que rodeaba a la proteina, por lo que la energia de docking de las conformaciones resulto
extremadamente alta. Muchas de estas soluciones no se consideran puesto que ni siquiera
involucran un contacto entre la proteina y el ligando (fig. 27).

Las soluciones de las conformaciones localizadas en la superficie de la proteina, con valores de
energia por arriba de -8.5 kcal/mol (siempre y cuando no se encuentren en los bolsillos que
pueden alojar moléculas), tampoco son consideradas. Bajo estos criterios, los sitios mas poblados
correspondieron al sitio activo y a la zona de hélices.



Tabla 8. Resumen de los datos de energia de docking del compuesto 8 al realizarse sobre toda la superficie de

TcTIM (empleando los pardmetros listados en la tabla 7). Solucién encontrada en HSA,* | HSAB‘ y HH",
las soluciones correspondientes al hueco de la region interfacial computaron energias por arriba de los -8.63

kcal/mol, por lo que no se encontraron dentro e las 40 mejores posiciones.

Posicion | Energia | Posicion | Energia | Posicion | Energia | Posicion | Energia
de de de de

docking docking docking docking
14 -10,54 114 9,79 21" 9,57 314 -9,48
24 -10,5 124 9,76 22" 9,55 37* -9,46
34 -10,23 134 29,73 23" 9,55 33" -9.45
44 -10,14 14" 9,72 24" 9,54 34" -9,44
54 -10,13 15* 9,7 75* -9,54 354 9,43
64 -10,02 16" -9.,69 26" 9,49 36* -9.42
74 -9,99 17* -9,65 27" -9,49 37" 9,41
g* 9,94 18" 9.6 284 9,49 38" 9.4
94 9,88 19" -9,59 20" 9,48 394 -9,37
104 9,82 204 9,57 30" 9,48 40" 9,36

La conformacion de mejor energia (-10.54 kcal/mol) se encontré unida al sitio activo de la cadena
A (HSA,) (fig. 28-a). En el caso de la conformacion de mejor energia encontrada en la region
interfacial (-8.63 kcal/mol) se observd que ésta no correspondia en localizacion y distribucion
espacial a la reportada por cristalografia, ya que a pesar de que aparentemente existe una
interaccion del anillo de benzotiazol con el anillo aromatico de la fenilalanina, ésta no es de la
misma naturaleza (fig. 28-b).

Figura 28. Localizacion espacial de los sitios de union de C8 en el dimero de TcTIM, empleando el visualizador PyMol
0.9.7. (a) Configuracion correspondiente a la solucion de menor energia determinada por docking (amarillo), se resaltan
los residuos cataliticos K14, H96 y E168 (magenta). (b) Soluciéon de mayor energia localizada en la region interfacial
(amarillo), comparada con la configuracion encontrada por estudios de cristalografia de rayos-X (verde).



4.1.1.3. Identificacion de las interacciones establecidas entre el ligando y la proteina en distintos
sitios de union.

Una vez que se determinaron los parametros de ejecucion del docking y que se identificaron sitios
potenciales de union en la enzima blanco, se procedi6 a realizar ejercicios de docking con el
complejo TcTIM-CS8, centrando las cajas de prueba en los siguientes sitios:

= Sitio activo (HSA)
= Region interfacial (HRI)
= He¢élices con residuos con alta tendencia de agregacion (HH)

Lo anterior con la finalidad de determinar el tipo de interacciones que se establecen entre el
ligando y la proteina en los distintos sitios de union, y emplear esta informacioén en la
construccion de un farmacédforo, éste fue utilizado posteriormente en la construccion de
quimiotecas para realizar ejercicios de cribado virtual e identificar nuevas moléculas lideres
(Kenny, B. A. y col., 1998, Broach, J. R. y col., 1996, Kuntz, I. D., 1992).

Cuando se centr6 la busqueda en éstos sitios, los parametros usados fueron los mismos que los
enlistados en la tabla 7, salvo el empleado en la generaciéon de la malla (0.2 A). Los resultados
mostrados en la tabla 9 corresponden a las soluciones con mejor puntaje en cada uno de los
ejercicios de docking. La energia de docking mas baja la registrd una conformacion localizada en
el sitio activo de la cadena A.

Si tomamos el valor de la energia de docking como criterio para determinar la probabilidad de
que C8 se una a la cavidad, entonces podriamos pensar que la cavidad con mas alta probabilidad
de alojar una molécula de C8 corresponde al sitio activo, seguida de la cavidad localizada en la
zona que da acceso a las hebras constituidas por residuos de aminodcidos con alta tendencia de
agregacion y finalmente, la cavidad de la region interfacial.

Tabla 9. Resumen de los datos de energia de docking del compuesto 8 al realizarse sobre
el sitio activo, la zona de hélices con regiones de agregacion y la region interfacial de
TcTIM (empleando los pardmetros listados en la tabla 7, con 0.2 A de resolucion).

Sitio Energia de docking Conformacion
(kcal/mol)
HSA -10.92

HH -9.55

HRI -9.13
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A partir de los datos obtenidos al realizar el docking del complejo TcTIM-C8 (centrado en la
superficie total, en HIR, HSA y HH), puede apreciarse que, aparentemente, el C8 se une
preferencialmente al sitio activo de la subunidad A y a la zona cercana a las hebras que contienen
regiones con tendencia a agregar, teniendo la region interfacial menor probabilidad de ser
visitada. Lo anterior considerando que la configuracion de menor energia, con respecto a otras,
estara mas favorecida. Las interacciones establecidas por C8 en los distintos sitios de union se
muestran a continuacion (fig. 29).
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Fig. 29. Determinacion de las interacciones establecidas entre C8 y TcTIM en los sitios de unién identificados con
Autodock 3.0.5. (a) sitio activo (HSA), (b) hélices con residuos con alta tendencia a agregar (HH) y (c) region
interfacial (HRI). Los contactos hidrofébicos se distinguen como semiesferas rojas, los puentes de hidrogeno en linea
punteada verde y la accesibilidad al solvente como la linea marrén que delimita a la molécula. Figurada generada
empleando el programa LigPlot 4.4.2.

4.1.1.4. Mecanismo del reconocimiento molecular entre TcTIM y C8. Descripcion del proceso de
inhibicion.

Experimentalmente se tiene conocimiento de que C8 induce un proceso de pérdida de estructura
terciaria, secundaria y actividad enzimatica. Se propone que existe un proceso de relajacion de la
estructura terciaria que permite el acceso a zonas hidrofobicas de la proteina y exposicion de los
fluoréforos intrinsecos. Simultdneamente se presenta la pérdida de estructura secundaria, y desde
los primeros minutos de contacto, también la actividad enzimatica de TcTIM disminuye, aunque
¢ésta retiene mas del 80% de su capacidad para catalizar la reaccion de isomerizacion, lo cual
indica que los residuos cataliticos no han sufrido perturbaciones de consideracion (ver fig. 21).
De estudios realizados con anterioridad, se sabe que se necesitan dos moléculas de C8 para lograr
una inactivacion por arriba del 90%.

Con esta informacion y la obtenida a partir de los ejercicios de docking, puede pensarse en un
mecanismo en el que una primera molécula se une a la estructura nativa en una zona que no
involucra los residuos cataliticos (puesto que se conserva un alto porcentaje de actividad
enzimatica); esta union desestabilizaria contactos terciarios, a partir de la informacion
cristalografica se puede proponer la region interfacial.



Los efectos de la union podrian propagarse a larga distancia induciendo la exposicion de un
segundo sitio de union a C8 (posiblemente HH), provocando una disminuciéon mas dramatica en
la actividad enzimatica. La perturbacion de regiones poco estables podria originar la exposicion
de sitios hidrofobicos que dan origen a un proceso de agregacion, atribuido a la desestabilizacion
de la region interfacial y de la estructura global de la proteina, debido a la pérdida de contactos
secundarios y terciarios.

Esta ampliamente aceptado que el efecto hidrofobico juega un papel esencial en la estabilidad de
las proteinas, puesto que se ha observado que el interior de las proteinas globulares tiende a ser
mas hidrofobico que sus superficies (Bernal, J. D., 1939, Kauzmann, W. 1959, Dill, K. A., 1990,
Kamtetekar, S., 1993). Las observaciones acerca de que las interacciones hidrofobicas guian el
plegamiento de proteinas, han sido extendidas a la union y estabilizacion de éstas, sugiriendo que
el efecto hidrofobico representa la mayor contribucion en la asociacion de proteinas y que en
muchos casos, su perturbacion desemboca en la formacion de agregados debido a la interaccion
de zonas hidrofobicas expuestas (Goto, K., 1995). Considerando estas observaciones, podemos
pensar en un efecto desestabilizante de los contactos hidrofobicos por parte de las moléculas de
CSs.

Los resultados de estudios teéricos obtenidos hasta el momento, nos permiten proponer al menos
tres sitios potenciales de unién para la segunda molécula de compuesto 8: el primero localizado
en el sitio activo, el segundo en una zona que contiene las hélices con regiones con alta tendencia
de agregacion y un tercero en la region interfacial. Creemos que el sitio activo es dificil de atacar
puesto que los experimentos de actividad enzimatica, revelan que el tipo de inhibicién es no
competitiva. La zona de hélices parece ser la que posee mayor probabilidad de ser atacada puesto
que en ese sitio el sustrato no se une y ademas esa zona justamente es una de las que sufre
movimientos de mayor amplitud exponiendo, probablemente, un sitio de union al ligando que
desencadene los efectos mas drasticos de inhibicion. Durante los ensayos experimentales se
observa agregacion, la realizacion de experimentos de cinéticas de agregacion permitiria extraer
mayor informacion al respecto. Por otro lado, a partir de los valores de energia de docking y de
los calculos de los modos normales de vibracion, parece ser que el sitio de la region interfacial es
el menos probable para unir la segunda molécula de C8 y generar los efectos observados sobre la
estructura y funcion de TcTIM.

De manera general podemos decir que, la primera molécula de C8 se une a la region interfacial,
los efectos de la union se propagan y en presencia de concentraciones de sustrato fisiologicas el
sitio de union favorecido resultaria la zona de las hélices y no el del sitio activo; lo anterior
provocaria la exposicion de regiones hidrofobicas con la subsiguiente agregacion intra e
intermolecular (la cual es observada experimentalmente). TcTIM es inhibida por C8 mediante un
proceso cooperativo.



4.1.2. Obtencion, mediante estudios in silico, de derivados de C8 con potencial inhibitorio.

La informacion obtenida a partir de los estudios de docking puede emplearse, por ejemplo, en el
disefio de un farmacoforo. Para llevar a cabo lo anterior, pueden identificarse moléculas que al
ser simulada su posicion en el sitio de unioén, proporcionan informacion sobre las caracteristicas
moleculares necesarias para lograr una buena interaccion del ligando con el receptor. Si se cuenta
con una molécula lider la tarea se simplifica, ya que las moléculas elegidas deben cumplir con
ciertos criterios de inclusion; éstos estaran dictados por las caracteristicas estructurales y
quimicas de la molécula lider. Para realizar la busqueda de estas moléculas se emplean las bases
de datos de compuestos organicos que estan disponibles a través de la Internet y que provienen
tanto de fuentes publicas como privadas. El proceso de busqueda se puede realizar por
subestructura o por similitud, la diferencia estriba en el tipo de informacion de partida con la que
se cuente. La busqueda por subestructura implica la recuperacion de todas las moléculas
presentes en una base de datos que contengan la subestructura definida por el usuario,
independientemente del contexto en el que ésta aparezca (Willett, P., 1998). Se realiza una
blisqueda por subestructura cuando se carece de una molécula de partida. Por el contrario, la
busqueda por similitud generalmente involucra la especificaciéon de una molécula de entrada o
estructura blanco. El blanco esta caracterizado por uno o mas descriptores moleculares y este
conjunto de descriptores es comparado con cada uno de los descriptores presentes en las
moléculas que constituyen la base de datos. Esta comparacion permite el calculo de una medida
de similitud entre la estructura blanco y cada una de las estructuras de la base.

Las medidas de similaridad que son empleadas para cuantificar el grado de semejanza involucran,
generalmente, tres componentes principales. La representacion que es utilizada para caracterizar
a las moléculas que son comparadas (descriptores moleculares), el esquema de pesado que es
empleado para asignar diferentes grados de importancia a los varios componentes de dicha
representacion y el coeficiente de similaridad, el cual es utilizado para proporcionar una medida
cuantitativa del grado de relacion estructural entre un par de representaciones estructurales
(Willett, P., 1998, Maldonado, A. G. y col., 2006). Un coeficiente de asociacion normalizado,
generalmente el coeficiente de Tanimoto, es empleado para obtener un valor numérico de la
similaridad entre la estructura blanco y cada una de las estructuras de la base de datos, aunque
pueden emplearse otros coeficientes como el de Tversky, el cual es un coeficiente de similitud
asimétrico (Willett, P., 2005).

Una vez que se han seleccionado los compuestos que presentan similitud con la molécula lider,
para hacer uso de ellos en los ejercicios de docking, es necesario someterlos a una serie de etapas
de adecuacion previas. El acondicionamiento a que deben sujetarse las moléculas es similar al
discutido para el blanco. Deben afadirse atomos de hidrogeno, ya que en muchos complejos
proteina-ligando estan involucradas las interacciones de puentes de hidrogeno; debe darse una
representacion tridimensional a las moléculas, pues en la mayoria de los casos solo se cuenta con
una imagen plana o una férmula codificada de ellas (representacion 2D) (Weininger, D., 1998) y
debe estimarse la carga parcial de cada uno de los atomos que constituyen al compuesto. En esta
ultima tarea, debe considerarse que las moléculas pequefias poseen una mayor variedad de tipos
de atomo y grupos funcionales que las proteinas conocidas. Por ello, en vez de emplear tablas de
valores promedio para la asignacion de cargas, puede utilizarse un algoritmo basado en calculos
de electronegatividad de los atomos involucrados en cada enlace quimico (Gasteiger, J. y col.,
1980).



Como se mencioné anteriormente, pueden realizarse ensayos de acoplamiento e identificar y
caracterizar el modo de unién de éstos a la proteina, consiguiendo describir el tipo de
interacciones presentes en el complejo.

El ensamble de las caracteristicas quimicas y fisicas, que precisan el modo especifico de la
asociacion del ligando en el sitio de union en la macromolécula, proporciona informaciéon que
puede ser aprovechada en la construccion de un farmacoforo. Un farmacoforo puede ser definido
como un conjunto de caracteristicas estéricas y electrostaticas, las cuales son necesarias para
asegurar una optima interaccion entre el ligando y la macromolécula (Langer, T. y col., 2004); si
se han determinado los grupos farmacofoéricos necesarios para la interaccion con el receptor, de
cualquier ligando potencial, a este grupo se le denomina farmacoforo; si se establecen relaciones
geométricas entre los distintos grupos farmacoforicos, entonces se tiene un farmacoforo 3D. La
contraparte de este farmacoforo estara formada por los grupos del receptor que interactuan con
los grupos farmacoforicos, con lo cual podemos analizar la distribucion espacial de estos grupos
en el receptor y obtener una representacion esquematica del sitio de union. El conocimiento de la
estructura del receptor y el analisis de un conjunto de ligandos puede proporcionar informacion
para disefiar moléculas mas potentes sobre dicho receptor. Idealmente el sitio de unidon debe ser
un bolsillo 0 hueco mas o menos profundo, con una serie de grupos funcionales en las cadenas de
los residuos capaces de establecer enlaces tipo puentes de hidrogeno, bien como donadores o
aceptores, con ciertas propiedades hidrofobicas y de un volumen apropiado para acoger a los
ligandos.

El disefio racional de drogas esta basado en principios en los que los compuestos lideres,
generalmente similares estructuralmente, son modificados hasta conseguir incrementar sus
energias de unidn, y con esto su potencial farmacoldgico (optimizacion de compuestos). Las
modificaciones en la estructura alteran de modo inherente las caracteristicas quimicas de los
ligandos. Se ha sugerido que puesto que los fragmentos subestructurales dictan actividades
biologicas similares, éstas deben considerarse en el disefio, ademas de las caracteristicas del sitio
especifico donde va a actuar. Una vez establecida la localizacion del sitio de union, y contando
con una base de compuestos quimicos se puede recurrir al cribado virtual de alta eficacia con el
fin de optimizar los posibles candidatos a farmacos. El cribado virtual consiste en evaluar
compuestos procedentes de quimiotecas frente a la molécula blanco. El programa seguido
proporciona un indice de complementariedad en funcion de las interacciones favorables en el
sitio de union.

Una etapa final en los experimentos de los compuestos ensayados in silico, es identificar aquellos
que mejor ajusten para sintetizarlos posteriormente en el laboratorio. Con el fin de reducir el
numero de compuestos a preparar, se aplica la regla del 5 de Lipinski que permite filtrar los
compuestos con maxima probabilidad de absorcion por via oral (Lipinski, C. A. y col., 2001).
Adicionalmente, se podran considerar otros factores como la estabilidad quimica y metabolica y
la viabilidad de sintetizar los compuestos seleccionados. Finalmente, estos compuestos deberan
ser evaluados bioldgicamente. Si los resultados bioldgicos corresponden con las perspectivas
tedricas, se llevardn a cabo estudios experimentales de determinacion estructural de los
complejos. Estos procesos se pueden repetir de forma ciclica hasta tener una molécula que pueda
considerarse como farmaco.

Durante las primeras aproximaciones del disefio, no se espera que los compuestos de trabajo
manifiesten una alta afinidad por la cavidad del blanco; inclusive muchas de las soluciones
encontradas podrian no ser representativas del reconocimiento molecular real.



Por esta razon, es necesario realizar un nimero considerable de simulaciones por computadora
que logren una mejor descripcion del espacio de conformaciones del ligando. Esto implica
ensayar mayor numero de orientaciones y optimizar cada una de ellas, e incluso permitir una
mayor movilidad a la molécula organica a través de una revision de sus rotdmeros de menor
energia. Esta metodologia requiere de tiempos de calculo por molécula relativamente grandes
pero accesibles, dado que se estudia un nimero mucho menor de compuestos respecto al de la
primera etapa de la simulacion. La importancia de tener orientaciones confiables de los ligandos
radica en que éstas permiten postular hipotesis sobre las caracteristicas moleculares de la uniéon y
la manera en que podrian modificarse las estructuras para aumentar su afinidad (o selectividad)
por el blanco. Con base en esas premisas es posible disefiar derivados de los compuestos lideres
sobre los que se realicen nuevas simulaciones del reconocimiento molecular, asi como pruebas de
laboratorio de su capacidad inhibitoria sobre el blanco.

Toda esta informacion permite conocer detalles especificos de la fisicoquimica de la interaccion
proteina-ligando, tales como la naturaleza polar o hidrofobica de los grupos participantes, la
existencia de grupos ionizables involucrados en el reconocimiento, la cooperatividad y el tipo de
proceso de inhibicion e incluso la identificacion de los puentes de hidrogeno mas importantes
para la asociacion. Este trabajo genera por una parte, un nuevo grupo de compuestos lider
caracterizados y con afinidad mejorada; y por otra, informacion que ayuda a ratificar o rectificar
las hipotesis sobre los detalles de la union, con lo que se retroalimenta el proceso de disefio y
ensayo. El proceso descrito puede conducir al descubrimiento de moléculas cuya afinidad,
medida por su constante de inhibicion (Ki), se encuentra del orden de mili o micromolar en la
etapa de seleccion de lideres, y hasta de nano o picomolar cuando se han localizado los mejores
derivados de estos lideres. La selectividad también mejora durante este proceso, aunque en
ocasiones es necesario comprometer uno de estos dos factores para favorecer al otro. Finalmente,
lo ideal seria que las simulaciones realizadas originalmente in silico y que propusieron a los
ensayos in vitro se conviertan en experimentos in vivo; pues debe probarse que los compuestos
que muestran gran afinidad y selectividad por el blanco no interfieren significativamente con
otros procesos dentro de un organismo, y que los productos de degradacion del ligando tampoco
resulten ser toxicos; aunque para llegar a esta etapa se requiere de periodos de tiempo largos.

En esta etapa de nuestro trabajo de investigacion, obtuvimos compuestos similares a nuestra
molécula lider (C8), se gener6 un farmacoforo y a partir de éste se construy6d una quimioteca.
Esta quimioteca se empled para realizar un ejercicio de cribado virtual y finalmente se
identificaron una serie de compuestos lideres que pueden ser considerados como guias en el
disefio de farmacos contra la enfermedad de Chagas.

4.1.2.1 Busqueda de compuestos similares a C8 (molécula lider) y localizacion de sitios de union
en la estructura de TcTIM.

Con la molécula blanco preparada y con sitios de union seleccionados, se realizd una busqueda
de moléculas similares al C8 en bases de datos de compuestos quimicos (Xue, L. y col., 2004). Se
determind que la base de datos en la que se buscarian los compuestos similares seria la base de
estructuras quimicas conocida como ChemDB (http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/), ya que
cuenta con una gran variedad de catadlogos, ademas de permitir hacer busquedas de compuestos
similares por subestructura o empleando criterios quimicos, utilizando el criterio de similitud de
Tversky o de Tanimoto (Chen, J. y col., 2005); una ventaja durante la busqueda es que éste toma
la forma del coeficiente de Tanimoto cuando los valores de o y B valen 1, y el de Dice cuando
¢éstos valen 0.5 (Willett, P., 1998).



La informacion requerida para realizar la busqueda involucro propiedades como peso molecular,
valor del coeficiente de particion octanol-agua, nimero de donadores y aceptores de puentes de
hidrégeno, numero de enlaces rotables, y cédigos SMILES, Zinc, etc. Concluida la btisqueda, se
obtuvo una lista de compuestos similares. De éstos se eligieron los primeros seis (con valores de
similitud entre 90.7 y 75.5%, tabla 10) para realizar el docking sobre toda la superficie y localizar
sitios potenciales de union.

Tabla 10. Compuestos similares a la molécula lider (C8), obtenidos empleando la base de datos de
ChemDB (http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/). Los valores de a y B se fijaron en 1 (Coeficiente de

Tanimoto).
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Al realizarse el docking de cada uno de los seis compuestos, sobre toda la superficie de TcTIM,
se identificaron sitios de union para los analogos del ligando; observandose que generalmente,
predominaban dos sitios (HSA y HH). Se identificaron los residuos que se encontraban
constituyendo los sitios potenciales de wunién, con ayuda del servidor CASTp
(http://sts.bioengr.uic.edu/castp/), y se definieron los huecos a los que correspondian (anexo IV).

Las energias de docking mas bajas se muestran en la tabla 11, las mejores soluciones se
encontraron localizadas en el sitio activo, de la subunidad A, de la proteina (HSA).

Tabla 11. Resumen de los datos de energia de docking mas bajos, correspondientes
a los compuestos obtenidos del ChemDB. El docking se llevo a cabo sobre toda la

superficie de TcTIM (empleando los parametros listados en la tabla 7).
Identificador Energia estimada de docking
(kcal/mol)
ChemDB2-HSA -11.43
ChemDB3-HSA -10.19
ChemDB4-HSA -7.98
ChemDBS5-HSA -8.29
ChemDB6-HSA -8.26
ChemDB7-HSA -8.20

En todos los casos, los sitios de union involucraron predominantemente a HSA y HH,
respectivamente; una vez mas se corrobord que eran estos los sitios mas probables de union de
ligandos pequefios en la superficie de TcTIM. Se eligieron dichos sitios para realizar un docking
con mayor resolucion y comparar los valores de energia estimada, ademas de los valores de las
constantes de inhibicion con los obtenidos para el C8. Los resultados se muestran a continuacion.

4.1.2.1.1. Cavidad que da acceso a la zona de hebras constituidas por residuos con alta
tendencia de agregacion (HH).

En el caso del docking llevado a cabo en la zona de las hélices que dan acceso a las hebras que
contienen regiones con tendencia a agregar se encontraron los siguientes valores:

Tabla 12. Resumen de los datos de energia de docking de los analogos del compuesto 8, ademas de los valores de las
constantes de inhibicién. Se muestra unicamente el resultado que ocup6 la primera posicion de acuerdo a la funcion de
evaluacion de Autodock 3.0.5.

Identificador Energia estimada de docking Constante de inhibicién K;
(kcal/mol) (Temperatura = 298.15 K)
ChemDB2-HH -10.20 +1.57e-06
ChemDB3-HH -10.00 1+2.49¢-06
ChemDB4-HH -7.32 +2.80e-05
ChemDB5-HH -7.54 +2.22e-05
ChemDB6-HH 7.70 1+2.54e-05
ChemDB7-HH -1.717 +2.22e-05

Las soluciones observadas de manera conjunta en HH (fig. 30), permiten apreciar que los
compuestos con mejores valores de energia muestran el anillo de benzotiazol orientado hacia el
exterior del hueco, estableciendo interacciones hidrofobicas, generalmente, con el residuo de
Lys157, Glul58 e 11e203.




Las cadenas alifaticas de ChemDB2 y ChemDB3, presentan interacciones de al menos tres
puentes de hidrogeno con Arg208, caracteristica que no se encuentra presente en los compuestos
restantes (fig. 31).

Figura 30. Localizacion espacial de las configuraciones de menor energia de los compuestos similares a C8 en HH. Las
imagenes fueron generadas empleando el visualizador de Pymol 0.9.7.

En las siguientes figuras, se pueden visualizar las interacciones que establecen los compuestos
con mayor energia de docking (ChemDB2 y ChemDB3), con algunos residuos de aminoacidos

del receptor.
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Figura 31. Identificacion de las interacciones establecidas entre dos compuestos similares al C8 y TcTIM. Los
contactos hidrofébicos se distinguen como semiesferas rojas, los puentes de hidrogeno en linea punteada verde y la
accesibilidad al solvente como la linea marrén que delimita a la molécula. Figurada generada empleando el programa
LigPlot 4.4.2.



Pareciera ser que la presencia del anillo de benzotiazol es esencial para el establecimiento de una
buena interaccion, aunque no tan significativo como el grupo sulfato, a juzgar por el numero de
contactos que establece con parte de los residuos que constituyen el sitio.

4.1.2.1.2. Cavidad que da acceso a la region interfacial (HRI).

En el caso del hueco que da acceso a la region interfacial (HRI), todas las soluciones presentan
una energia de docking semejantes que las obtenidas para HH.

Tabla 13. Resumen de los datos de energia de docking de los analogos del compuesto 8, localizados en el hueco de la
region interfacial. Se muestran los valores de las constantes de inhibicion.

Identificador Energia estimada de docking Constante de inhibicion K;

(kcal/mol) (Temperatura = 298.15 K)
ChemDB2-HRI -10.69 +1.10e-07
ChemDB3-HSA -10.48 +1.41e-06
ChemDB4-HSA -7.77 +1.42e-05
ChemDBS5-HSA -8.40 +4.82e-06
ChemDB6-HSA -8.35 +8.55e-06
ChemDB7-HSA -8.29 +8.43e-06

Cuando se observan las soluciones de manera simultanea se aprecia que, en todos los casos, el
anillo de benzotiazol se encuentra orientado hacia el exterior del hueco (fig. 32).

Figura 32. Localizacion espacial de las configuraciones de menor energia de los compuestos similares a C8 en HRI.
Las imagenes fueron generadas empleando el visualizador de Pymol 0.9.7.

Nuevamente los compuestos con mejores energias de docking corresponden a ChemDB2 y
ChemDB3, y en este caso la diferencia también radica en el tipo de interacciones establecidas
mediante la cadena alifatica. Se observan nuevamente al menos tres interacciones de puentes de
hidroégeno con residuos de aminoacidos cargados; entre ellos la His48,, Lys144, Arg99,, ademas
de Gly. Las interacciones del anillo aromatico se establecen con residuos de caracteristicas
variadas; hidrofobicos como la Val79,, la [1e834 y la Leud7,, y polares sin carga como la Serl8g.




Puede observarse que los compuestos con mayor porcentaje de similitud -tanto en HRI, como en
HH- presentan menores energias de docking. Estas moléculas difieren estructuralmente de la
molécula blanco en un grupo hidroxilo y en la presencia de una carga adicional (posibilidad de
formar puentes de hidrégeno); ademas de conservar el nucleo de benzotiazol, que se creé, es el
que permite el establecimiento de una interaccion 7 entre anillos de residuos aromaticos en la
region interfacial en el complejo 1SUX (Espinosa-Fonseca, L. y col., 2004). Los otros
compuestos carecen del grupo sulfato y por lo que se observa en los ejercicios de docking, éste es
un factor clave en el establecimiento de interacciones con la enzima. El grupo sulfato en el
archivo 1SUX, queda suspendido en el espacio en la estructura cristalografica resuelta mediante
cristalografia de rayos-X por lo que se piensa que la posicion reportada es un artificio generado
por la presencia de otras unidades en el cristal.

4.1.2.2. Obtencion de un farmacoforo a partir de complejos proteina/ligando.

A partir de los resultados obtenidos con los ejercicios de docking fue viable identificar, en base a
la presencia de atomos y grupos funcionales, un farmacéforo. En éste, la importancia de cada uno
de los grupos presentes en la molécula en el proceso de interaccidon proteina-ligando, da la pauta
para la generacion de una quimioteca que puede ser empleada en un proceso de cribado virtual y
la posterior identificacion de nuevas moléculas lideres. Por otro lado, dado que la contraparte de
este farmacoforo esta formada por los grupos del receptor que interaccionan con él, podemos
analizar la distribucion espacial de estos grupos y obtener una imagen esquematica del sitio de
unioén. La caracterizacion del farmacoforo se llevod a cabo mediante el analisis de los complejos
del C8 y los ligandos seleccionados, empleando el programa LigandScout 1.0.2. En general, el
comportamiento quimico de los compuestos, en el ambiente de cada uno de los dos huecos (HRI
y HH), proporcioné informaciéon que convergia en la identificacion de grupos dentro de la
molécula que le conferia la capacidad de formar interacciones favorables. En el caso de C8, el
farmacdforo obtenido reveld la necesidad de conservar dos aceptores de puente de hidrogeno y
tres zonas que permitieran el establecimiento de interacciones hidrofobicas, siendo los anillos del
grupo de benzotiazol y la zona comprendida por los carbonos 1 y 2 de la cadena alifatica (fig.
33).
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Figura 33. Identificacion de los grupos necesarios, dentro de la molécula de C8, para lograr una buena interaccion con
la macromolécula. Las interacciones establecidas entre C8 y TcTIM estaran dictadas por la presencia de éstos. El sitio
de unio6n corresponde a HRI. Se utilizo el programa LigandScout 1.0.2 para la visualizacion del complejo.



El caso de los compuestos similares a C8 no distd6 mucho de lo encontrado para C8. Los
siguientes resultados corresponden al sitio que da acceso a las hélices que contienen residuos con
tendencia a agregar (HH) (fig. 34).

ChemDB2-HH B ChemDB3-HH ChemDB4-HH

Figura 34. Identificacion de los grupos presentes en los compuestos similares a C8 necesarios para lograr una buena
interaccion con TcTIM. Se utilizé el programa LigandScout 1.0.2 para la visualizacioén de los complejos.

La alineacion de los farmacoforos correspondientes a las moléculas obtenidas de ChemDB
proporciond una imagen global de las caracteristicas que debiamos mantener al realizar
busquedas de compuestos para generar quimiotecas a partir del compuesto lider (C8) (fig. 35-A 'y
B), este analisis nos permitio determinar que el farmacoforo debia conservar tres zonas capaces
de establecer interacciones hidrofébicas y dos zonas de interacciones mediadas por cargas (C).
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Figura 35. Identificacion de los grupos presentes en los compuestos similares a C8 necesarios para lograr una buena
interaccion con TcTIM en la region que da acceso a las hélices constituidas por residuos con alta tendencia a agregar.
Se utilizo el programa LigandScout 1.0.2 para la visualizacion del farmacoforo.



Cuando la generacion del farmacdforo se realizd sobre el hueco que da acceso a la region

interfacial se observo lo siguiente (fig. 36).
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! N

ChemDB4-HRI

Figura 36. Identificacion de los grupos presentes en los compuestos similares a C8 necesarios para lograr una buena
interaccion con TcTIM en la zona de la region interfacial. Se utilizd el programa LigandScout 1.0.2 para la
visualizacion de los complejos.

Nuevamente, la alineacion de los farmacoforos permitid tener una imagen global de las
caracteristicas que se debian conservar al realizar bisquedas de compuestos para generar
quimiotecas a partir de C8 (fig. 37-A y B), este andlisis nos permitié determinar que el
farmaco6foro debia conservar tres zonas capaces de establecer interacciones hidrofobicas y una
zona de interaccion mediada por carga (C).

Figura 37. Identificacion de los grupos presentes en los compuestos similares a C8 necesarios para lograr una buena
interaccion con TcTIM en el sitio activo. Se utilizd el programa LigandScout 1.0.2. para la visualizacion del
farmacoforo.



Se logré obtener dos farmacoéforos a partir del docking de distintos compuestos con
caracteristicas similares a C8. Estos sirvieron como base en la busqueda o construccion de
moléculas con capacidad de unirse selectivamente a la region interfacial o a la zona de acceso a
hebras inestables. El farmacdforo obtenido a partir de la molécula lider también se empled en la
generacion de quimiotecas para su posterior cribado virtual.

4.1.2.3. Generacion de las quimiotecas empleadas en los ejercicios de cribado virtual.

El analisis de los dos farmacoforos, permitio determinar que en el proceso de generacion de las
quimiotecas, la distribucion de las regiones debia ser: dos zonas con capacidad para establecer
interacciones hidrofobicas alejadas por una distancia de 3.85 A, y una zona con capacidad para
formar interacciones por carga alejada en el espacio de otra zona con capacidad de formar
interacciones hidrofébicas por una distancia de 2.75 A. Con esta informacién y la proveniente del
analisis de estructura quimica de C8 y su farmacoforo, se procedié a la construccion de una
quimioteca para emplearla posteriormente en ejercicios de cribado virtual; se propuso introducir
los siguientes parametros en el proceso de busqueda en distintas bases de compuestos quimicos
(seccion 2.2.1.6) (tabla 14).

Tabla 14. Parametros utilizados para realizar la busqueda de los
compuestos que constituiran la quimioteca empleada en los ejercicios de
cribado virtual. Datos arrojados del alineamiento de los dos farmacoforos

identificados.
Tamaiio y flexibilidad

Anillos 2

Enlaces rotables 6

Atomos arométicos 9

Caracteristicas quimicas y polaridad

CLogP 3.747

Aceptores de puente de hidrogeno 2

Donadores de puente de hidrégeno 0

Area ionizable negativa 1

Area ionizable positiva 0

Se obtuvieron asi, dos de las tres quimiotecas empleadas en los ejercicios de cribado virtual.
Estas se construyeron a partir de los compuestos depositados en la base de datos denominada
eMolecules (www.emolecules.com). Adicionalmente se trabajo con la quimioteca comercial de
Maybridge, de la que se tienen los compuestos para ensayos in vitro.

En el siguiente capitulo se describe la estrategia seguida en la realizacion del cribado virtual de
quimiotecas, el analisis de los resultados obtenidos y las propuestas de modificaciones quimicas a
realizarse sobre C8, para incrementar su capacidad para unirse de manera selectiva a TcTIM e
inhibir su funcion.



5. Métodos computacionales empleados en el descubrimiento de farmacos potenciales.
Cribado virtual de quimiotecas (Virtual Screening, VS).

Un paso critico durante el proceso de descubrimiento de firmacos, es la identificacion de un
cabeza de serie o /lead. Al compuesto que produce in vitro una inhibicion del 50% de la actividad,
a una concentracion alrededor de 10 uM se le considera un buen /ead. Una vez que se ha
identificado dicho lead, tiene lugar la etapa de lead optimization, cuyo objetivo es mejorar la
eficacia terapéutica, incluyendo el incremento de la potencia frente a una diana o farget,
selectividad frente a otras dianas relacionadas, farmacocinética, minimizacion de su toxicidad y
efectos secundarios (Alvarez, J., 2005, Jorgensen, W. L., 2004).

En ensayos llevados a cabo in vitro, el proceso de descubrimiento de farmacos, requiere una
quimioteca de cientos de miles de compuestos y un método de ensayo de actividad, estos ensayos
son conocidos como HTS, de las siglas en inglés de High-throughput Screening (Bohm, H. J. y
col., 2000). En un experimento de HTS, los compuestos que resultan positivos (HTS #kits) son
nuevamente probados para confirmar la actividad y estructura. Esta etapa de identificacion de
HTS hits tiene un éxito inferior al 0.1%. Aproximadamente el 60% de los HTS #its, se confirman
como activos reales, ya que existe un gran numero de falsos positivos que interfieren con los
ensayos biologicos, de agregantes promiscuos y de interferencias causadas por los tintes y
compuestos fluorescentes utilizados durante los ensayos. Cuando se identifica un gran nimero de
HTS actives pertenecientes a una misma familia quimica, se considera que se ha identificado una
serie de /eads. Cuando es posible optimizar estos leads, se habla de drug candidate. Tipicamente,
solo el 0.1% de los HTS actives alcanza este nivel y unicamente 1 de cada 10 drug candidates
supera las pruebas clinicas convirtiéndose en drug (Oprea, T. 1., 2003). Esta baja tasa de éxito,
junto con el costo de las técnicas, ha hecho que se replantee la aportacion del HTS y las ventajas
que ofrece el disefo de fArmacos asistido por computadora, conocido generalmente como cribado
virtual de quimiotecas (Virtual Screening (VS)).

Dado que las técnicas de VS requieren, inevitablemente, que se conozca la actividad de algunos
compuestos o bien la estructura de la diana bioldgica, las aplicaciones a una amplia gama de
padecimientos se ven acotados por el avance en las determinaciones de los factores bioquimicos
involucrados en la generacion de las enfermedades. Cabe mencionar que mas que una alternativa,
el VS supone un complemento al HTS y un criterio para establecer prioridades en la sintesis y la
adquisicion de quimiotecas; las técnicas de HTS y VS tienen la finalidad de facilitar y contribuir a
la comprension de los mecanismos bioquimicos de accion de los farmacos, asi como de agilizar y
reducir el coste del proceso.

Los posibles #its determinados por HTS son reales, aunque por si solos, no contribuyen a ampliar
el conocimiento del modo de interaccion con su diana farmacoldgica. Por otra parte, el VS
propone potenciales kits que no tienen porqué ser accesibles sintéticamente; sin embargo, aporta
informacion acerca del modo de interaccion farmaco-diana. Estas técnicas son relativamente
baratas, rapidas y permiten evaluar un nimero de compuestos iz silico del orden de billones, cifra
impensable experimentalmente. Las técnicas de seleccion de compuestos derivadas de VS se
clasifican en dos grandes grupos, dependiendo de como se extrae la informacion que requieren. A
aquellas que se basan en la estructura de inhibidores ya determinados, se les denomina métodos
indirectos 0 métodos basados en la estructura del ligando (Ligand-Based Virtual Screening),
mientras que los métodos que utilizan la estructura del receptor se denominan directos o basados
en la estructura del receptor (Structure Based o Receptor-Based Virtual Screening). Dentro de las
aproximaciones basadas en ligandos se encuentran las busquedas de similitud a compuestos
activos y la obtencion de modelos farmacofoéricos.



Por otra parte, el docking, que modela el acoplamiento entre proteina y ligando -desde el punto de
vista estructural y energético-, y el disefio de novo (de novo design) corresponden a métodos
directos.

Una vez establecida la localizacion del sitio de union, y contando con una base de compuestos
quimicos se puede recurrir al cribado virtual de alta eficacia con el fin de optimizar los posibles
candidatos a farmacos. El cribado virtual consiste en evaluar compuestos procedentes de
quimiotecas frente a la molécula blanco. El programa seguido proporciona un indice de
complementariedad en funcion de las interacciones favorables en el sitio de union, evaluadas por
la funcion de score elegida (Wang, R. y col., 2003). Una etapa final en los experimentos de los
compuestos ensayados in silico, es identificar aquellos que mejor ajusten para sintetizarlos
posteriormente en el laboratorio. Con el fin de reducir el nimero de compuestos a preparar, se
aplican las reglas de Lipinski que permite filtrar los compuestos con méaxima probabilidad de
absorcion por via oral. Estas se consideran como uno de los primeros pasos del VS para detectar
moléculas con una pobre absorcion, ya que filtra las moléculas en funcion de su peso molecular
(<500 g/mol), su lipofilia, medida en funcion de su coeficiente de particion octanol-agua (LogP,
<5) y el numero de donadores (<5) y aceptores de puente de hidrogeno (<10). Se considera que
un compuesto que no satisfaga dos o mas de estos criterios tiene una baja probabilidad de
convertirse en un buen farmaco. Ademas, normalmente esta regla se extiende con la condicion de
que el nimero de enlaces rotables sea inferior a 10 (Lipinski, C. A. y col., 2001). Adicionalmente,
se podran considerar otros factores como la estabilidad quimica y metabodlica y la viabilidad de
sintetizar los compuestos seleccionados. Finalmente, estos compuestos deberan ser evaluados
biologicamente. Si los resultados biologicos corresponden con las perspectivas tedricas, se
llevaran a cabo estudios experimentales de determinacion estructural de los complejos. Estos
procesos se pueden repetir de forma ciclica hasta tener una molécula que pueda considerarse
como farmaco.

5.1. Cribado virtual de quimiotecas empleando el conjunto de programas de FRED.

FRED, de las siglas en ingles de Fast Rigid Exhaustive Docking, es un programa utilizado para la
realizacion de docking exhaustivo proteina-ligando, generalmente empleado en procesos de
cribado virtual debido al tiempo reducido de docking (el tiempo tipico de docking es de unos
pocos segundos por ligando) y a las multiples maneras de trabajar, éstas se enlistan a
continuacion:

Combinacion de ligandos y diserio basado en estructura. FRED puede emplear un archivo
conteniendo un ligando unido a un sitio activo y realizar un disefio basado en estructura.

Forma del sitio en el receptor. FRED puede emplear un método que le permite determinar la
forma de un sitio activo, detectando acertadamente las posiciones incorrectas. Esta tecnologia
puede ser utilizada para detectar sitios activos sobre una proteina cuando estos no son conocidos
a priori.

Estructura consenso. Este método selecciona correctamente una posicion de un conjunto de
candidatos similares, utilizando el consenso de multiples funciones de puntaje. Este método
compara diferentes posiciones del mismo ligando, y no tiene que ver con el “escore consenso”, el
cual es utilizado en la comparacion ligando-ligando. Las estructuras obtenidas después del
docking exhaustivo, empleando una o mas funciones de puntaje, son ordenadas segun la
energética asociada a la propia estructura.



De manera general, el método de docking que sigue FRED es el siguiente. Primero, lee un
archivo de multi-conféormeros de las moléculas que seran probadas. Se realiza entonces un
docking exhaustivo, en el que FRED posiciona en una regién de la proteina (previamente
definida), el conférmero de un ligando en todas las posiciones que puede adquirir como
consecuencia de la rotacion y traslacion del conféormero rigido. FRED elimina todas las
conformaciones que chocan con la proteina y opcionalmente elimina todas las posiciones que no
satisfacen las restricciones definidas por el usuario (por ejemplo, las restricciones de un
farmacoforo). Una vez que se ha llevado a cabo lo anterior, FRED ordena las posiciones que
sobrevivieron usando una funciéon de puntaje. Selecciona las mejores soluciones para cada
ligando, empleando un método de consenso.

Como se menciond anteriormente, las moléculas de salida son las que se unen mas eficientemente
al receptor. Si esto es considerado como criterio para la identificacion de moléculas que pueden
servir como farmacos potenciales, se puede decir que se ha logrado identificar una serie de leads.
El cribado virtual permite identificar una serie de compuestos que pueden ser empleados como
molde en el disefio de farmacos.

En una etapa previa del trabajo de investigacion, se obtuvieron compuestos similares a nuestra
molécula lider (C8), se generd un farmacoéforo y a partir de éste se construyeron dos quimiotecas.
Dichas quimiotecas se emplearon, en esta etapa del proyecto, para realizar un ejercicio de cribado
virtual y finalmente identificar una serie de compuestos lideres que puedan ser considerados
como guias en el disefid de farmacos contra la enfermedad de Chagas. Las quimiotecas
generadas, denominadas eMolecules [ (4363 compuestos) y eMolecules 11 (6899), se
construyeron a partir de las especificaciones dictadas por el farmacoforo obtenido previamente.
Se realizé una buasqueda de moléculas en distintas bases de compuestos quimicos. Se determino
que la base de datos en la que se buscarian los compuestos seria la base de estructuras quimicas
conocida como eMolecules (www.emolecules.com). La informacion requerida para realizar la
blsqueda involucrd propiedades como peso molecular, valor del coeficiente de particion octanol-
agua, numero de donadores y aceptores de puentes de hidrégeno, ademas de nimero de enlaces
rotables. Concluida la busqueda, se obtuvieron dos listas de compuestos que en conjunto
constituyeron una quimioteca de mas de 11,000 compuestos. Adicionalmente, se trabajo con la
quimioteca de Maybridge, de la que se tiene los compuestos para ensayos in vitro.

5.1.1. Validacion del método y definicion de parametros. Cribado virtual de nueve complejos
proteicos.

Como se mencion6 en la metodologia, se realizd el cribado virtual sobre nueve complejos
proteicos. Los complejos de prueba (proteina con un ligando) fueron empleados para obtener los
archivos en formato OpenEye Binary (.oeb), utilizando las herramientas de FRED receptor; con
ellos se realizaron los cribados de las quimiotecas de ligandos.

Durante el proceso de docking, el nimero de conformaciones examinadas en el sitio de union es
restringido por la generacion de mallas en las que deben colocarse (estrictamente) los dtomos del
ligando. Estas mallas se definen en funcién del tamafio del ligando y del sitio de union, se
consideran penalizaciones por posibles contactos del ligando con el receptor, que impliquen
impedimentos estéricos por superposicion de nubes electronicas. Para examinar los resultados, se
utilizo el visualizador VIDA2, puesto que éste fue elaborado para reconocer el formato de trabajo
(.oeb). VIDA2 forma parte de los programas de FRED v2.1. y una vez preparados los receptores
se realizo el cribado de las quimiotecas empleando el conjunto de programas de FRED v2.1.



FRED realiza el proceso del docking en una serie de pasos, en el que la salida de uno constituye
la entrada del siguiente. Primeramente, lee el archivo de los multiconformeros de los ligandos
que seran probados. Con éstos realiza un docking exhaustivo, posicionando por movimientos de
rotacion y translacion a cada conformero de cada ligando rigido en el sitio de unién, descartando
todas las posiciones que chocan con la proteina. Opcionalmente (como sucedié en el caso de
TcTIM y las quimiotecas de interés), descarta todas las posiciones que no encajan en las
restricciones definidas por el usuario, por ejemplo restricciones de farmacdforo. A continuacion
asigna puntuaciones a las posiciones empleando la funcion de puntuacion elegida, en nuestro
caso Chemgauss3, reteniendo las 100 mejores posiciones. De éstas, selecciona la mejor posicion
de cada ligando empleando un método consenso, para ejecutar el paso de optimizacion, en el que
se realizan pequefas variaciones a la estructura (de angulos, por ejemplo), para explorar con mas
detalle las soluciones que ya se han obtenido. En este paso, se evaluan las posiciones con las
distintas funciones de puntaje, reteniendo 1 de cada 100 y con estas se ejecuta un ultimo ejercicio
de docking en el que se emplean las distintas funciones de puntaje, para retener las mejores
posiciones de los compuestos de las quimiotecas.

En nuestro caso, el ultimo paso del ejercicio de docking se realizé empleando siete de las diez
distintas funciones de puntaje disponibles en el conjunto de programas de FRED: Chemgauss2,
Chemgauss3, Chemscore, OEChemscore, Plp, Screenscore, Shapegauss. Utilizar esta cantidad de
funciones tuvo la finalidad de evaluar cual de ellas permitia recuperar con mas eficacia los
compuestos activos frente a los inactivos.

Los datos de salida se utilizaron para generar las graficas “ROC” (de las siglas en inglés de
Receiver Operating Characteristic). Estas graficas permiten discriminar entre dos poblaciones en
una prueba determinada (Triballeau, N., 2005), en nuestro caso, el area bajo la curva representa la
posibilidad de recuperar un ligando activo antes que uno inactivo. Asi, lo ideal es tener una
pendiente muy pronunciada hacia el inicio, puesto que eso indicara que el método de docking
predice y asigna correctamente las posiciones de los compuestos considerados como activos,
posicionandolos como aquellos compuestos con una mejor fuerza estimada de union con el
receptor. Lo anterior es muy importante, puesto que la validacion del método en nuestro estudio,
estaria respaldado por datos experimentales que son correctamente predichos por métodos
computacionales.

Los resultados para cada complejo, se muestran en la figura 38. En el eje de las x tenemos
representados a cada uno de los receptores, en ¢l eje de las y se muestran los valores del area bajo
la curva, obtenidos de las graficas “ROC”.
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Fig. 38. Se muestra las moléculas de los complejos de prueba, (1) neuraminidasa, (2) CDK2, (3) p38MAP, (4) ERajac,
(5) ERasta, (6) fXafon, (7) fXajac, (8) fXajor y (9) acetilcolinesterasa. El docking se realizé empleando las funciones
de puntaje enlistadas en la figura. Se observa la tendencia en la capacidad de recuperar un ligando activo antes que uno
inactivo en el proceso del cribado de las quimiotecas. Del analisis de las graficas ROC, puede determinarse que las
funciones de evaluacién que recuperan mas eficientemente a los ligandos activos son OEChemscore (en cian) y
Chemscore (en lila).

Al realizar el docking con FRED, por defecto la funcién de puntuacion empleada es Chemgauss3
(en rosa), de la grafica podemos observar que la eficiencia de esta funcién no es la mejor para
trabajar con nuestros complejos. Por el contrario, OEChemscore (en cian) y Chemscore (en lila),
parecen evaluar de manera mas eficiente el conjunto de ligandos constituyentes de la mayoria de
las quimiotecas.

La funcion de Chemscore, estd constituida por la suma de las contribuciones lipofilicas
(interacciones entre atomos lipofilicos), de las contribuciones de las interacciones de tipo puente
de hidrogeno (entre donadores y aceptores de puentes de hidrogeno); ademas de las interacciones
entre metales (cuando éstos existen) y el receptor. También considera las penalizaciones por el
choque del ligando con el receptor y por la pérdida de entropia debida a la incapacidad de los
enlaces rotables de rotar libremente en el sitio de union. La funciéon de OEChemscore es idéntica
a Chemscore, excepto en que en el término correspondiente a los enlaces rotables incorpora
reglas ligeramente distintas dependientes del tipo de atomos involucrados en el enlace.

Se puede concluir que ambas funciones permiten recuperar, eficientemente, un compuesto activo
antes que un compuesto inactivo. Esto quiere decir que las primeras soluciones de cribado virtual,
corresponderan a un ligando capaz de unirse al receptor con suficiente afinidad, como para
considerarlo como molécula molde en el disefio racional de farmacos. Debido a lo anterior, en el
cribado de las quimiotecas con el sistema de interés, se decidid dar mayor peso a los resultados
obtenidos al trabajar con las funciones de puntaje de OEChemscore y Chemscore.



5.1.2. Cribado virtual sobre triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM) de las tres
quimiotecas de interés: Maybridge, eMolecules Iy eMolecules I1.

Al realizar el cribado de las quimiotecas, utilizando como receptor a TcTIM, se obtuvieron una
serie de compuestos que muestran una alta afinidad por los sitios de union seleccionadas
previamente. Como se menciond, la preparacion del receptor se realizo antes de la ejecucion del
docking empleando las herramientas de FRED receptor. Las figuras 39 y 40, corresponden a los
receptores utilizados en el proceso del cribado virtual. En la forma azul debe alojarse, la molécula
del ligando, y en la forma verde debe posicionarse, estrictamente, al menos un atomo de dicha
molécula. Se ha determinado que el valor del volumen en el que debe oscilar el contorno interno,
esta en 3un intervalo entre los 50 y 100 A3 , y el del contorno externo se encuentra entre los 500 y
2000 A°.

En el caso del receptor en el que el sitio de docking correspondia a la region interfacial (figura
39), el volumen de la caja de docking fue de 3420 A®. Sobre este sitio se cribaron tanto las
quimiotecas emolecules I y emolecules II, ademas de la quimioteca de Maybridge.

Fig. 39. Se muestra la molécula de TcTIM, utilizada para generar el cribado de las quimiotecas de interés. El archivo
del receptor se preparo empleando las herramientas de FRED receptor, centrando la caja de prueba en la region
interfacial. La caja corresponde al espacio para llevar a cabo el docking de la quimioteca. Las formas verde y azul,
corresponden a los volumenes de los contornos interno y externo, respectivamente. En las imagenes de la derecha se
muestra un acercamiento a la caja de docking.

Al definirse el sitio de docking en la regién de las hélices que dan acceso a las hebras constituidas
por residuos con alta tendencia de agregacion (figura 40), el volumen de la caja de docking fue de
4290 A®. Se utilizaron las mismas tres quimiotecas que en el caso anterior.



Fig. 40. Se muestra la molécula de TcTIM, utilizada para generar el cribado de las quimiotecas de interés. El archivo
del receptor se prepard empleando las herramientas de FRED receptor, centrando la caja de prueba en la zona de las
hélices constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion. La caja corresponde al espacio para llevar a cabo el
docking de la quimioteca. Las formas verde y azul, corresponden a los volimenes de los contornos interno y externo,
respectivamente. En las imagenes de la derecha se muestra un acercamiento a la caja de docking.

Los valores de los volumenes se resumen en la tabla 15. Puede observarse que los valores de los
contornos interno y externo se encuentran en el intervalo definido por FRED. Las variaciones en
el tamafio de la caja de docking se deben a las caracteristicas del sitio de union.

Tabla 15. Valores de los volimenes de la caja de docking, de los contornos interno (intervalo permitido entre los 50 y
los 100 A®) y externo (intervalo permitido entre los 500 y los 2000 A®), obtenidos para TcTIM.

Complejo

Volumen de la caja de

Volumen del contorno

Volumen del contorno

docking (A% interno (A%) externo (A%)
TcTIM-hélices 4249 92 1353
TcTIM-interface 3420 83 1005

Se muestran a continuacion los resultados correspondientes a cada uno de los sitios explorados,
probando las tres quimiotecas virtuales.

5.1.2.1. Cribado virtual de las quimiotecas Maybridge, eMolecules I y eMolecules II, en el sitio
localizado en la zona de hélices.

Al realizar el cribado virtual de la quimioteca de Maybridge y eMolecules I y II en el sitio
localizado en la zona de hélices que dan acceso a las hebras inestables, se lograron identificar,
cerca de 15,986 compuestos. Cabe mencionar que el complejo del que se partié para obtener el
archivo del receptor, correspondié a la mejor solucion encontrada previamente utilizando el
conjunto de programas de AutoDock 3.0.5.




La energética de unioén asociada a la mejor solucion del docking, al cribar la quimioteca de
Maybridge, fue de -45.86 kcal/mol, empleando la funcion de puntaje OEChemscore. Es
interesante resaltar que, en la mayoria de las mejores soluciones de docking (las primeras 100), el
niamero de contactos establecidos con los residuos de aminoacidos que constituian el sitio de
unioén no fue extremadamente elevado (tres puentes de hidrégeno, en promedio).

Por otra parte, probablemente, la alta contribucion de la parte lipofilica de la interaccion sea la
que promueve la formacion de los complejo. Se tiene también una baja penalizacion por el
contacto del ligando con el receptor, lo cual favorece la energética de union. La inspeccion de las
moléculas permitid especificar el numero y tipo de interacciones que el ligando se encontraba
estableciendo con los distintos residuos de aminoacido.

El procedimiento de cribado de las quimiotecas de eMolecules I y eMolecules II, fue el mismo
que el empleado en el caso del cribado de la quimioteca de Maybridge. La mejor solucion tuvo
una energética de union de -38.56 kcal/mol. Nuevamente se observod que la mayor contribucion a
la energética de la unidn correspondiod al término de lipofilicidad. La penalizacion, por contactos
con el receptor fue baja y la contribucion por la formacion de puentes de hidréogeno no contribuy6
en un porcentaje alto. En la figura 41 se muestran el conjunto de soluciones del cribado de la
quimioteca de Maybridge y de eMolecules I y II. En todas ellas se encuentran presentes los
anillos aromaticos capaces de establecer interacciones con las cadenas cargadas de los residuos
de aminoacido del sitio de union.

Fig. 41. Imagen en la que se aprecian las 200 mejores soluciones de docking, al realizar el cribado de la quimioteca de
Maybridge y eMolecules I y II, en la zona de las hélices que dan acceso a las hebras inestables de la molécula de
TcTIM. En (a) una vista general de la localizacién de los compuestos, en (b) un acercamiento que permite apreciar
detalles de las estructuras, la presencia de anillos aromaticos fue una constante. Imagen generada empleando Pymol
v0.99.

En la siguiente tabla se muestran los residuos que constituyen el hueco que da acceso a la zona de
hélices (tabla 16).



Tabla 16. Residuos que constituyen el hueco que da acceso a la zona de las
hélices que contienen residuos con alta tendencia de agregacion.

Hueco de Zona de hélices Residuos Cadena
His123
Lys157
Trp160
Serl61
Argl62
Vall63
Vall64
11e203
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En la mayoria de los compuestos se observo la interaccion de los anillos aromaticos (sistema ),
con residuos cargados como Lys, Arg e His. Como describiremos mas adelante, este tipo de
interacciones es muy importante en los estudios en los que se evaluan las interacciones
establecidas entre proteinas y ligandos.

Los resultados del cribado virtual, mostraron una densidad alta de compuestos conteniendo
anillos aromaticos. La siguiente imagen muestra las nueve mejores soluciones del cribado de las
quimiotecas. Existe en todas ellas la presencia de anillos aromaticos. La estructura en verde es la
solucion con mejor energética del total de compuestos cribados; las estructuras en gris
corresponden a los compuestos que le siguen en el puntaje (figura 42).
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Fig. 42. Soluciones del cribado de las quimiotecas de prueba, en la zona de las hélices que dan acceso a las hebras
inestables de la molécula de TcTIM. En la parte izquierda de la figura se muestra un acercamiento al sitio en el que se
realizd el docking conteniendo el compuesto de referencia (C8), se aprecian las interacciones de los residuos de
aminoacidos con los tres mejores compuestos. En la parte derecha de la imagen se muestran las nueve mejores
soluciones, en verde la estructura con una energética de uniéon menor (-38.56 kcal/mol), y en gris aquellas que le siguen
en el puntaje. Imagen generada con el visualizador VIDA2 v2.1.



5.1.2.2. Cribado virtual de las quimiotecas Maybridge, eMolecules I y eMolecules II, en el sitio
localizado en la region interfacial.

El cribado virtual de las quimiotecas de Maybridge, eMolecules I y eMolecules II, permitid
detectar 15,208 compuestos con capacidad para unirse a la superficie de la region interfacial de
TcTIM. En la figura 43 podemos observar en gris la mejor solucion obtenida con FRED al cribar
la quimioteca de Maybridge, y en verde, el ligando de referencia (C8). La energética de union
asociada a esta conformacion es de -43.75 kcal/mol, empleando la funciéon de escore
OEChemscore. Tres puentes de hidrogeno se establecen entre el ligando y los residuos de
aminodacidos que constituyen el sitio de unidén; nuevamente, la contribucion de la parte lipofilica
de la interaccion es la que, aparentemente, promueve la formacion del complejo. En este caso, la
penalizacion por el contacto del ligando con el receptor es alta, lo cual tiene efectos sobre la
energética de union. Un acercamiento al sitio de union, nos permite observar los residuos con los
que se establece la interaccion: ASN65, ARG97 y GLU75, todos de la cadena A (figura 43).
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Fig. 43. Se muestra un acercamiento a la mejor solucion de cribado virtual en el sitio de docking, pueden apreciarse los
tres puentes de hidrogeno que forma el compuesto con los residuos de aminoacidos de ASN65, ARG97 y GLU7S,
todos de la cadena A. Para la visualizacion de los resultados se utilizo el programa VIDA2. v2.1.

Los resultados obtenidos para el caso del cribado de las quimiotecas de eMolecules, permitieron
observar que la mejor solucion obtenida tenia asociada una energética de union -48.26 kcal/mol,
empleando la funcién de puntaje OEChemscore. Es interesante resaltar que el numero de
contactos parece estar en funcion de la complejidad de la molécula, los contactos establecidos
con los residuos de aminoacidos que constituyen el sitio de unién son elevados; probablemente,
la alta contribucion de la parte lipofilica de la interaccion sea la que promueve la formacion del
complejo. Se tiene también una baja penalizacion por el contacto del ligando con el receptor, lo
cual favorece la energética de union. En la figura 44, se muestran las nueve mejores soluciones,
utilizando la version 2.1.2 de VIDA2.
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Fig. 44. Soluciones del cribado, de la quimioteca de emolecules, en la zona de la region interfacial de la molécula de
TcTIM (a) Acercamiento al sitio en el que se realizo el docking, se muestran los residuos de aminoacidos con los que
los compuestos se encuentran estableciendo interacciones. (b) Se muestran las nueve mejores soluciones, en verde la
estructura con una energética de uniéon menor (-48.26 kcal/mol), en gris aquellas que le siguen en puntaje. Imagen
generada con el visualizador VIDA2 v2.1.

En todos los casos, la presencia de anillos aromaticos en las moléculas identificadas, permitio la
interaccion con residuos cargados (Lys y Arg) que se encontraban formando parte de los sitios de
union. Se establecieron en general, interacciones del tipo catién-n. Ademas se observo, en todos
los casos, el establecimiento de al menos dos puentes de hidrogeno. Generalmente, existio
complementariedad geométrica y un ocultamiento de area accesible al solvente en las regiones de
establecimiento de contactos. Las configuraciones de las 200 mejores soluciones del cribado se
visualizan simultaneamente, utilizando la version 0.99 de Pymol (DeLano Scientific, 2006);
puede apreciarse que al igual que en el caso de la zona de hélices, la presencia de anillos
aromaticos en las estructuras de la mayoria de los compuestos identificados como buenos
ligandos, se repite periodicamente (figura 45).

Fig. 45. Se muestran las 200 mejores soluciones de docking al realizar el cribado de la quimioteca de Maybridge,
eMolecules I y II, en la zona de la region interfacial de la molécula de TcTIM. En (a) una vista general de la
localizacion de los compuestos, en (b) un acercamiento que permite apreciar detalles de las estructuras. Imagen
generada empleando Pymol v0.99.



En este sentido, estd ampliamente reportado que cuando una cadena lateral catidnica (en
proteinas, Lys o Arg) se encuentra cercana a una cadena lateral aromatica (Phe, Tyr o Trp, y
dependiendo de su estado de protonacion, His), la geometria favorece una interaccion cation-m;
en las proteinas la cadena lateral de Arg es mas propensa a formar este tipo de interacciones que
la cadena lateral de Lys (Gallivan, J. P. y col., 1999).

Por otro lado, numerosos grupos de investigacion han estudiado el papel que juegan las
interacciones cation-tt en el reconocimiento biologico (Kisselev, O. G., 1998, Li, H. L., 1999,
Marshall, G. R., 1999, Okada, A., 2001, Zacharias, N. y col., 2002). Se ha observado que no
todas las interacciones de este tipo son favorables, esta informacion se ha aprovechado en
estudios de perturbacion del reconocimiento molecular (Dougherty, D. A., 1996), como en el
caso de la union de acetilcolina y otros ligandos pequefios en la acetilcolinesterasa (Sussman, J.
L.y col., 1991, Zhong, W. y col., 1998). De estos y otros estudios es claro que, ademas del efecto
hidrofoébico, los puentes de hidrégeno y los puentes salinos, las interacciones cation-m deben ser
consideradas al evaluar la fuerza con la que se unen las drogas en el receptor (Zacharias, N. y
col., 2002). Energéticamente, una interaccion cation-n es comparable, o mas fuerte, que un
puente de hidrogeno, éste contribuye a la interaccion global de la unioén con 2-4 kcal/mol (Zhong,
W. y col., 1998). Un estudio computacional ha indicado que, en un ambiente de exposicion al
solvente, una interaccion tipica de cation-t es mas fuerte que una interacciéon de puente salino
(Gallivan, J. P. y col., 2000).

Como se mencion6 anteriormente, en el reconocimiento bioldgico, el sistema 7 es provisto por
las cadenas aromadticas de los residuos de Phe, Tyr y Trp, en el caso del reconocimiento
molecular proteina-ligando estudiado en este trabajo el papel es a la inversa, ya que la proteina
provee el cation (Arg, Lys o His) y el ligando el sistema n. Puesto que en la region interfacial de
TcTIM estan presentes cadenas laterales de residuos de aminoacidos como Lys, Arg, Tyr, Phe, e
His, esto sugeria que el principal tipo de interacciones que se establecerian entre los ligandos
pequefios y la enzima serian las de tipo cation-r, ademas de los ya citados puentes de hidrégeno.
En la siguiente tabla se muestran los residuos que constituyen el hueco de la region interfacial
(tabla 17).

Tabla 17. Residuos que constituyen el sitio de unioén de la region interfacial, en rojo residuos que
proveen la forma catidnica y en azul los que aportan el sistema m para el establecimiento de
posibles interacciones del tipo cation-m.

Hueco de region interfacial | Residuos | Cadena | Residuos | Cadena

N67 A N67 B
169 A 169 B
T70 A E78 B
R71 A R99 B
F75 A Y102 B
E78 A Y103 B
R99 A G104 B

Y102 A E105 B

Y103 A 1109 B

G104 A K113 B

E105 A

1109 A

E112 A

K113 A




El sitio de unién de la region interfacial es rico en residuos que pueden establecer interacciones
del tipo cation-m, observamos cadenas de Phe y Tyr (residuos que proveen de los sistemas wt) y de
Lys y Arg (residuos que proveen la forma cationica).

Estas caracteristicas y los resultados obtenidos del cribado virtual de los casi 20,000 compuestos,
nos permitieron realizar una serie de propuestas en cuanto a las posibles modificaciones quimicas
que podrian incrementar la probabilidad de unidén de un compuesto, tanto en la zona de las
hélices como en la region interfacial. La discusion de estas modificaciones se realiza en la
siguiente seccion.

5.1.2.3. Modificaciones quimicas propuestas a la molécula lider para incrementar su afinidad de
union en los sitios seleccionados.

El disefo racional de drogas estd basado en principios en los que los compuestos lideres,
generalmente similares estructuralmente, son modificados hasta conseguir incrementar sus
energias de unidn, y con esto su potencial farmacologico (optimizacion de compuestos).

Sin embargo, aunque el disefio basado en la estructura del ligando se fundamenta en el principio
de similitud de Maggiora, el cual postula que moléculas estructuralmente relacionadas podrian
mostrar actividades bioldgicas similares (Johnson, M. A. y col., 1990), se ha observado que
pequefios cambios estructurales conducen a un gran cambio en la actividad del compuesto, o que
moléculas similares en ocasiones muestran modos de union diferentes. Las modificaciones en la
estructura alteran de modo inherente las caracteristicas quimicas de los ligandos, por lo que se
piensa que puesto que los fragmentos subestructurales dictan actividades bioldgicas similares,
éstas deben considerarse siempre en el disefio, ademas de las caracteristicas del sitio especifico
donde va a actuar. En este contexto, las modificaciones propuestas basadas unicamente en
experimentos computacionales, sin considerar los datos obtenidos de experimentos in vitro,
tendran una baja probabilidad de convertirse en moléculas molde en el disefio de farmacos.

En el caso de C8, las modificaciones estructurales propuestas, provienen del analisis de una serie
de pasos que llevaron a la identificacion de las caracteristicas necesarias para establecer una
interaccion fuerte y selectiva en los sitios de union detectados en la estructura de TcTIM. La
molécula de C8 se muestra a continuacion (fig. 46).
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Fig. 46. Molécula de la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfénico (compuesto 8, C8). En (a)
codigo SMILES (b) representacion en 2D (c) representacion en 3D (d) superficie de Van der Waals, (e) superficie de
energia potencial. Imagen obtenida empleando el visualizador ViewerLite v5.0.



Dado que en todos los casos, los mejores resultados correspondieron a moléculas en donde se
conservaba la estructura de la molécula lider (C8), con anillos aromaticos adicionales o grupos
con capacidad para formar puentes de hidrégeno, estas fueron las dos caracteristicas principales
que deben considerarse al disefiar moléculas tomando como molécula molde a C8. Ya que la
adicion de anillos aromadticos a la estructura de C8, proveen un sistema m que permitiria la
formacion de interacciones de tipo catiéon-m o m-m, y por otro lado, la adicion de grupos con
capacidad de establecer puentes de hidrogeno, por ejemplo, grupos amina, grupo carboxamida,
grupos hidroxilo, reforzaria la fuerza de union del compuesto en el receptor.

Adicionalmente, de acuerdo a la informacion obtenida de los farmacoforos construidos, los
derivados de C8 deben tener caracteristicas que incluyan dos zonas con capacidad para establecer
interacciones hidrofobicas alejadas por una distancia de 3.85 A, asi como otra zona con
capacidad para formar interacciones por carga, alejada en el espacio por una distancia de 2.75 A,
de una zona con capacidad de formar interacciones hidrofobicas.

5.1.2.4. Identificacion de moléculas con capacidad de unirse a la superficie de TcTIM en los
sitios localizados en la region interfacial y la zona de hélices.

Si consideramos que en un ejercicio tipico de cribado virtual -con quimiotecas que al inicio
contienen unas 10°-10'? estructuras, y que son sucesivamente filtradas y reducidas a una
coleccion de unos 100-1000 candidatos-, la aplicacién secuencial de una serie de técnicas
(basadas en el nivel de requerimientos computacionales que utiliza cada uno de los pasos y en la
complejidad de la informacion aportada como entrada para cada uno de ellos), permiten
garantizar la identificacion de leads (fig. 47), estamos en condiciones de decir que en nuestro
caso, las moléculas identificadas corresponden no s6lo a compuestos activos, sino a compuestos
que pueden ser considerados como /eads en el proceso del disefio de farmacos contra la
enfermedad de Chagas.
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eneracion de estructuras
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1.E+05—
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Docking
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la lista de leads.
1.E+00
Identificacion de hits Descubrimiento de leads

Figura 47. Se muestra la estructura de una cascada de cribado de quimiotecas in silico con los diferentes pasos de
filtrado aplicados y la reduccion de compuestos que conlleva cada uno de ellos. Modificado de Terfloth, L., 2003.



Como mencionamos en las secciones anteriores, a partir de una busqueda por similitud de
compuestos con caracteristicas estructurales de C8, de su utilizacion para la realizacion de
ejercicios de docking y de la construccion, a partir de esos datos, de un farmacéforo, se generaron
dos quimiotecas que fueron empleadas en ejercicios de cribado virtual para lograr identificar
moléculas con capacidad de unirse a la superficie de TcTIM. El proceso seguido en la ejecucion
del cribado virtual, nos llevo a la identificacion de compuestos que pueden ser considerados
como leads.

En el anexo V, se enlistan las 100 mejores soluciones del cribado virtual. A continuacién se
muestran las diez mejores soluciones, cinco correspondientes a las encontradas en la region

interfacial y cinco a las encontradas en el hueco que da acceso a las hebras que se encuentran
constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion.

5.1.2.4.1. Identificacion de moléculas con capacidad de unirse a la superficie de TcTIM en la
region interfacial (HRI).

A continuacion se enlistan las cinco mejores soluciones del cribado virtual, realizado en la region
interfacial de TcTIM.

e Compuesto I

(Energia de union: -12.034 kcal/mol)

Codigo SMILES: NC(clceee(cl)C(Ncleee(ccINC(cleec(C(C)C)eel)=0)0)=0)=[N+]

Glu78 (3.10 A)
Arg99 (2.98 A)
Gly104 (2.93A)

Puentes de hidrogeno
establecidos: 3

Figura 48. Compuesto I, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la region interfacial de
TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la region
interfacial y visualizacion del compuesto sin acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.



e Compuesto II
(Energia de union: -11.316 kcal/mol)
Cédigo SMILES: slceeelcl[nHOJC(NC(C[N+](Cc2cccec2)Ce2ececc2)=0)sl

Puentes de hidrégeno
establecidos 2 o Arg99 (2.54 A)
e Arg99 (3.27 A)

Figura 49. Compuesto I, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la region interfacial de
TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la region
interfacial y visualizacion del compuesto sin acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.

e Compuesto II1
(Energia de unién: -11.057 kcal/mol)
Codigo SMILES: cleeccc1C[N+](C)CCCCNceleee(c2cececec2)[Nho]|[nHO]1

Puentes de hidrégeno 2 e Tyrl03, (2.98 A)
establecidos: e Tyrl035(3.05 A)

Figura 50. Compuesto III, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la region interfacial de
TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la region
interfacial y visualizacion del compuesto sin acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.



e Compuesto IV
(Energia de union: -10.956 kcal/mol)

Codigo SMILES: Coclcec(cc1)NC(Nelcee(Ce2eee(cc2)NC(Ne2eee(ee2)OC)=0)ecl)=0

Puentes de hidrogeno 0 Aunque existe una alta complementariedad
establecidos: geométrica.

Figura 51. Compuesto IV, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la region interfacial de
TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la region
interfacial y visualizacion del compuesto sin acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.

e Compuesto V

(Energia de union: -10.361 kcal/mol)

Cédigo SMILES: 0=Clc2cce(c3cccc(c23)C(N1CCelecec[nHO]1)=0)SCCO

Puentes de hidrégeno 3 e Arg99, (2.10 A)
establecidos: e Thr70, (3.14 A)
o Arg99; (2.96 A)

Figura 52. Compuesto V, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la region interfacial de
TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la region
interfacial y visualizacion del compuesto sin acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.



5.1.2.4.2. Identificacion de moléculas con capacidad de unirse a la superficie de TcTIM en la
zona de hélices (HH).

e Compuesto VI

(Energia de union: -11.476 kcal/mol)

Cédigo SMILES: O=Clc2ccecc2c2elcccc2C(NC1(C(c2cccecc2C1=0)=0)0)=0

Puentes de hidrégeno 1 o Serl6l,(2.82 A)
establecidos:

Figura 53. Compuesto VI, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la zona que da acceso a las
hebras constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion en TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion
espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la zona de hélices y visualizacion del compuesto sin
acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.

e Compuesto VII

(Energia de union: -11.012 kcal/mol)
Cédigo SMILES: OC(C[N+]Cclcee2e(c1)OCO2)Cocleccecl

Puentes de hidrégeno 1 e Trpl60, (2.96 A)
establecidos:

Figura 54. Compuesto VII, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la zona que da acceso a las
hebras constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion en TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion
espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la zona de hélices y visualizacion del compuesto sin
acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.



o Compuesto VIII

(Energia de union: -10.472 kcal/mol)

Caédigo

SMILES: Oclccec2elec(C(NCC(Neleee3ceecee3cel)=0)=0)[nHO]2Cclccec(cl)C(N)=[N+]
Puentes de
hidrégeno 2 e Serl6l, (2.45A)

establecidos: e Serl6l, (2.12 A)

\ 3 mejor;'compestos que se unen a la zona que da acceso a
las hebras constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion en TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion
espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la zona de hélices y visualizacion del compuesto sin
acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.

e Compuesto IX
(Energia de union: -9.725 kcal/mol)
Cédigo SMILES: clcececlelce(c2eccec2)[nHO]ce(c2cce(c(c2)OC)0)[nH]1

Puentes de hidrogeno 0
establecidos:

Figura 56. Compuesto IX, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la zona que da acceso a las
hebras constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion en TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion
espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la zona de hélices y visualizacion del compuesto sin
acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.



e Compuesto X

(Energia de union: -8.208 kcal/mol)

Codigo Cclceec2elec(C(NCcelecee(cl)elceceecl)=0)[nHOJ2Cclecee(cl)C(N)=[N+]
SMILES:
Puentes de
hidrégeno 1 e Serl6l, (1.75 A)

establecidos:

Figura 57. Compuesto X, identificado como uno de los mejores compuestos que se unen a la zona que da acceso a las
hebras constituidas por residuos con alta tendencia de agregacion en TcTIM. De izquierda a derecha, localizacion
espacial del ligando en la superficie de TcTIM, acercamiento a la zona de hélices y visualizacion del compuesto sin
acomplejar. Imagenes obtenidas empleando Pymol v0.99.

La sintesis de estos compuestos, y su ensayo in vitro, proporcionaria informacién sobre las
caracteristicas que deben guardar los compuestos, para ser considerados farmacos potenciales en
el desarrollo de medicamentos contra la enfermedad de Chagas.

Puede observarse la existencia de anillos aromaticos que, al proporcionar un sistema 7w, podrian
estar participando en la formacion de interacciones del tipo cation-m, con residuos cargados
positivamente como la Lys. En la mayoria de los casos anteriores se establece al menos un puente
de hidrogeno. La complementariedad geométrica juega un papel central en el reconocimiento de
la proteina y el ligando. Las energias de union revelan, aunque de manera aproximada, la fuerza
con la que el ligando se une al receptor. Observamos que las energias correspondientes a los
ligandos que se unen en el sitio de la region interfacial son mas altas, probablemente debido a la
cantidad de puentes de hidrégeno que se establecen y a las caracteristicas del sitio.

Si consideramos que los ensayos de cribado virtual se pueden realizar tanto de manera
prospectiva como retrospectiva, entonces hemos cumplido objetivos en ambos sentidos. En el
caso de los ensayos “retrospectivos”, construimos las bases de datos que contenian los
compuestos activos, “diluyéndolos” en una base de datos con presuntos inactivos. Con este tipo
de ensayo, se lograron ajustar los distintos pardmetros requeridos en los estudios de validacion y
en los métodos seguidos posteriormente. Aunque no se debe ignorar que uno de los principales
problemas es que la inactividad de los compuestos se presume, ya que normalmente, de la gran
mayoria de éstos, no se tienen datos de actividad que confirmen la inactividad frente a la proteina
blanco.



Por otra parte, el ensayo prospectivo esta dirigido al descubrimiento real de nuevos leads a partir
de bases de datos, cuya principal restriccion es que no se cuenta con informacion previa acerca de
la actividad o inactividad de las moléculas frente al blanco. Estos nuevos leads no tienen porque
ser necesariamente accesibles sintéticamente, aunque lo ideal seria que se confirmara su actividad
mediante la realizacion de experimentos in vitro. En nuestro caso, a partir de la construccion de
dos quimiotecas, con informaciéon de farmacdforo, y del cribado adicional de una tercera
(Maybridge), se lograron identificar una serie de compuestos con capacidad para unirse a TcTIM
en dos sitios con muy baja conservacion entre las enzimas de los organismos involucrados.

Adicionalmente, esta informacidén permitié identificar que el establecimiento de interacciones
tipo cation-mt, en los dos sitios potenciales de uniéon de TcTIM elegidos en este trabajo, son
fuerzas que asisten el proceso del reconocimiento molecular entre la proteina y los distintos
ligandos.

Por ultimo, cabe recalcar que los experimentos computacionales no pretenden reemplazar a los
experimentos in vitro, por el contrario, €stos deben ser considerados como un complemento que
asista el analisis de los resultados obtenidos en el laboratorio.



Conclusiones y perspectivas

Los estudios realizados permitieron identificar una serie de compuestos con capacidad para unirse
a la superficie de TcTIM; especificamente en dos sitios, uno localizado en la region interfacial y
otro en una zona que da acceso a tres hebras f§ que estan constituidas por residuos que tienen una
alta tendencia de agregacion. Los compuestos identificados provinieron del cribado virtual de tres
quimiotecas, dos de ellas generadas a partir de la informacion obtenida de un farmacéforo;
farmacoforo que a su vez fue disefiado utilizando la informacién proveniente de los estudios de
docking realizados con la molécula lider (C8) y compuestos similares a ella.

Los estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre C8 y TcTIM, aunados a los
resultados obtenidos por diversas técnicas espectroscopicas, nos permitieron proponer un
mecanismo molecular de la inhibicion ejercida por el compuesto 8. Puesto que se realizd una
caracterizacion exhaustiva de las condiciones experimentales, los cambios en las sefiales de las
técnicas empleadas pudieron atribuirse a la presencia de C8 y no a una inestabilizacion de la
enzima debido a las caracteristicas del medio que la contenia.

Las conclusiones del trabajo de investigacion pueden resumirse en los siguientes parrafos.

o FExiste un efecto del solvente sobre la estabilidad de triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma cruzi, puesto que se observo que al trabajar con soluciones amortiguadoras
constituidas por EDTA, TEA y Tris-HCI, en distintas concentraciones (generalmente
bajas), existia una pérdida de estructura y funciéon de la enzima. Auxiliandonos de
herramientas computacionales, se realizo la caracterizacion de los residuos de
aminoacidos de TcTIM, lograndose identificar en la proteina regiones con baja
estabilidad (COREX-Best), y con una alta tendencia a agregar (TANGO). Aunado a estas
determinaciones, el estudio del reconocimiento entre las moléculas que constituian la
solucion amortiguadora y la enzima (docking), y la identificacion de sitios potenciales de
unién a éstas, nos permiten proponer que la inestabilidad de TcTIM se debe
probablemente a que a bajas concentraciones de estas moléculas en el medio, la region
interfacial de TcTIM es mas susceptible de ser ocupada por moléculas de agua. Puesto
que esta zona es altamente hidrofobica, la neutralizacion de las cargas eléctricas de tipo
repulsivo o la ruptura de los puentes de hidrogeno que se encuentran estabilizandola,
daria lugar a la exposicion de zonas que originalmente se encuentran ocultas en la
proteina vy que al interactuar forman agregados. En los casos en los que no se
encontraban presentes moléculas de EDTA en la solucion, la formaciéon de agregados
tuvo lugar rapidamente, asi como la pérdida de la estructura terciaria y secundaria. Los
resultados de docking permitieron visualizar que esta molécula se aloja principalmente en
la zona de la interface, estableciendo interacciones carga-carga con residuos de
aminoacidos polares. Probablemente el papel que juega esta molécula en la
estabilizacion, in vitro, sea la de grapa molecular. Una alta densidad de moléculas de
EDTA en la interface quizas obstruya la entrada de moléculas de solvente a la cavidad
hidrofobica, logrando conservar el ambiente necesario para mantener la integridad del
dimero. En el caso de los experimentos realizados con solucion amortiguadora de TEA,
el efecto fue similar al encontrado al disminuir o suprimir la concentracion de EDTA,
salvo que en estos casos la pérdida de actividad enzimatica fue mas lenta; siempre y
cuando estuvieran presentes en el medio, concentraciones de EDTA por arriba de los 3
mM.



TEA también se localizd en la region interfacial, aunque mas al interior de la cavidad (a
no mas de 5 A de los residuos de la region interfacial), por lo que nuevamente puede
pensarse en la importancia de mantener las condiciones nativas en esta cavidad
hidrofobica de TcTIM.

En el caso de las moléculas de Tris-HCI, se encontraron alojadas a lo largo de la region
interfacial hacia zonas muy internas de los residuos de interface, a no mas de 4 A de
distancia en promedio. Quizas esta localizacion permita a la molécula de Tris formar una
mayor cantidad de interacciones (puentes de hidrogeno que las otras moléculas no
establecieron) que restrinjan los movimientos naturales de la enzima, evitando e inclusive
suprimiendo la actividad enzimatica y promoviendo la desestructuracion de la enzima.
Cuando se trabajaron con soluciones de Tris-HCI, la pérdida de actividad enzimatica y de
estructura secundaria y terciaria, con formacion de agregados fue significativamente
rapida (ANEXO I).

El efecto de la temperatura sobre TcTIM implica la formacion de especies
intermediarias, con modificacion en su estructura secundaria y terciaria, y con alta
tendencia a agregar. Esta conclusion se desprende de estudios térmicos que nos
permitieron caracterizar, no solo la temperatura 6ptima de trabajo, sino también el patron
de desnaturalizacion térmico de la enzima, observando que la transicion de
desplegamiento fue altamente irreversible (ANEXO II).

Se lograron inferir detalles adicionales sobre la naturaleza del primer sitio de union,
informacién que permitid6 proponer el siguiente mecanismo molecular de inhibicion:
puesto que TcTIM es inhibida por C8 mediante un proceso cooperativo, la union de la
primera molécula de C8 facilita la unidon de una segunda, debido a la exposicion de un
sitio de union; ésta, al unirse a la enzima, provoca un cambio en la estructura del
homodimero (estado I) que desemboca en la inactivacion de la especie activa,
generandose posteriormente dos intermediarios monoméricos, por la modificacion de los
contactos de la regidn interfacial (estado II), y finalmente en la desnaturalizacion de éstos
(estado III). Asi, se propone el siguiente mecanismo,

N+ C8 — NC8 — NPD + C8" — NPDC8’ — MPD + MPD — A,

La unién de la primera molécula de C8 al dimero nativo de TcTIM (NC8) provoca un
efecto que genera un estado parcialmente desplegado (NPD), debido probablemente a la
desestabilizacion de la region interfacial.

La perturbacion en los movimientos naturales de la conformacion de TcTIM,
posiblemente expone un segundo sitio de unidn en el que se aloja la otra molécula de C8
necesaria para concretar la inhibicion (NPDCS8’). La union de esta molécula maximiza los
efectos a nivel estructural y funcional de la enzima, de tal manera que el dimero
parcialmente desplegado, con la region interfacial inestabilizada, se escinde en dos
mondmeros parcialmente desplegados (MPD), que debido a la exposicion de zonas
hidrofébicas forman agregados (A) que tienden a precipitar.

La union de la primera molécula de C8 a la region interfacial, tendria efectos que se
propagarian a lo largo de la estructura.



o FEl sitio mas probable de union de la segunda molécula de C8 es un sitio localizado en
una zona que da acceso a tres hebras f altamente inestables. Se tiene conocimiento de
que son necesarias dos moléculas de C8 para inactivar a TcTIM y de la localizacion del
primer sitio de union del inhibidor. La identificacion del segundo sitio se realizo
mediante el empleo de algoritmos computacionales, revelandose que existen tres posibles
sitios en la estructura de TcTIM que podrian alojar a C8. Por un lado, dos sitios
correspondientes a cada uno de los sitios activos de la enzima, y por otro, un sitio
localizado cerca de tres hebras altamente inestables. Considerando que C8 es un inhibidor
no competitivo, en presencia de concentraciones de sustrato fisioldgicas el sitio de union
favorecido resultaria la zona de las hélices.

e Las caracteristicas de los residuos de aminodcidos de la region interfacial de TcTIM,
Juegan un papel determinante en la estabilidad de la enzima y en el reconocimiento de
ligandos pequenios; especificamente aquellos que pueden proporcionar un sistema 7w
como Tyrl02, Tyri03 y Phe75. Se tiene conocimiento de que los residuos aromaticos
desempefian un papel esencial en el establecimiento de interacciones entre un ligando y
una proteina, generalmente via interacciones n-m (Muehldorf, A. V., 1988). Pensamos
que mientras que los anillos aromaticos presentes en la region interfacial de TcTIM
juegan un papel principal en la unién y orientacion del ligando, el resto de los residuos no
aromaticos, involucrados en el reconocimiento molecular, pueden estar contribuyendo
con el establecimiento de fuerzas electrostaticas y de Van der Waals, u obstruyendo la
entrada de solvente al sitio de union. En este sentido, la modificacion de la distribucion
de los residuos de la region interfacial, por ejemplo mutaciones de los residuos
aromaticos (F75, Y102 y Y103) o de residuos con carga (R71), contribuiria a la
comprension acerca de la selectividad de ciertos compuestos por TcTIM y no por hTIM,
asi como del papel que desempeian en la unién de moléculas pequefias.

o Los estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre la proteina y el
ligando, derivaron en la generacién de un farmacéforo. Este se utilizo en la construccion
de dos quimiotecas, lo que permitié identificar una serie de moléculas con capacidad de
unirse a TcTIM. Las caracteristicas del farmacéforo y el analisis de los compuestos
activos seleccionados, permitieron determinar que las moléculas con potencial para
unirse a TcTIM deben presentar en su estructura dos zonas con capacidad para
establecer interacciones hidrofobicas alejadas por una distancia de aproximadamente 4
A; y una zona con capacidad para formar interacciones por carga alejada por una
distancia de 2.75 A de otra zona con capacidad de formar interacciones hidrofobicas.

Por otro lado, con la finalidad de determinar si efectivamente los compuestos encontrados
resultan ser inhibidores de la actividad de TcTIM se propone, como un trabajo a futuro, realizar la
sintesis de éstos y llevar a cabo pruebas in vitro.

Adicionalmente, estudios in vitro de mutantes de algunos de los residuos de la region interfacial
(Y102, Y103, F75, T76) y del segundo sitio de union propuesto (zona de hélices, W160, R162,
K157), podrian proporcionar informacion relacionada, por un lado con la contribucion de dichos
residuos a la estabilidad de la region interfacial; y por otro, con el mecanismo del reconocimiento
molecular de ligandos pequefios. La mutacion de residuos de aminoacidos identificados como
inestables o que forman parte de zonas que sufren movimientos de gran amplitud (que no
necesariamente forman parte de la region interfacial), proporcionaria informacion sobre otras
zonas de la estructura de TcTIM que podrian ser consideradas como sitios de disefio racional de
farmacos.
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determinadas experimentalmente.
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Servidor para calcular el area expuesta al solvente en una biomolécula.
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Servidor dedicado al analisis de secuencias y estructuras de proteinas.
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Servidor para calcular las cavidades presentes en una biomolécula.

COREX-Best
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Servidor para identificar zonas poco estables en una biomolécula, en funcion del
calculo de las constantes de estabilidad por residuo.

UCI ChemDB Featured Sections

ChemDB (http://cdb.ics.uci.edu/CHEM/Web/)

Base de datos de compuestos quimicos que contiene casi 5 millones de moléculas pequeiias,
disponibles comercialmente; éstas cumplen con las reglas de Lipinski. Los datos quimicos
disponibles incluyen propiedades fisicoquimicas determinadas experimentalmente, tales como
la estructura 3D, la temperatura de fusion y solubilidad, entre otras. Pueden realizarse
blisquedas quimicas (por similitud o por estructura) empleando diversos criterios, por
ejemplo: nimero de enlaces rotables, donadores de puentes de hidrogeno y coeficientes de
particion octanol/agua.

Universidad de California en Irving (UCI).

ZINC

http://blaster.docking.org/zinc/

Base de datos de compuestos quimicos que contiene cerca de 4.6 millones de compuestos
listos para utilizarse en procesos de cribado virtual. Pueden realizarse busquedas quimicas
empleando criterios quimicos como carga neta, numero de enlaces rotables, donadores y
aceptores de puentes de hidrogeno y coeficientes de particion octanol/agua.

Universidad de California, San Francisco (UCSF).

eMolecules

http://www.emolecules.com/

Base de datos de compuestos quimicos conteniendo mas de 7 millones de compuestos,
disponibles comercialmente. La busqueda de compuestos se puede realizar por subestructura
o por similitud, empleando coeficientes como el de Tanimoto o Tversky.

The CADD Group’s Chemoinformatics Tools and User Services

Chemical Structure Lookup Service (CSLS)

http://cactus.nci.nih.gov/

Base de datos de compuestos quimicos que contiene cerca de 27 millones de estructuras
unicas. La busqueda puede realizarse por subestructura, formulas moleculares, por
identificador InChI™ (The TUPAC Internacional Chemical Identifier) o por identificadores
FICus.
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ANEXO L.

Al Estabilidad de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi en distintas soluciones
amortiguadoras.

Se sabe que el solvente mas importante para las proteinas es el agua -ésta constituye el ambiente
nativo de la mayoria de las proteinas solubles- y que la estructura nativa estd determinada en gran
medida por el balance de una enorme cantidad de interacciones de los residuos de aminoacidos
con la solucién acuosa que la rodea, es decir, la estructura compacta de proteinas globulares se
deriva de la optimizacion de todas las interacciones de los 4tomos de la molécula y de las
interacciones con el solvente que la envuelve (Némethy, G., 1981). La conformacion de una
proteina nativa corresponde a un sistema dinamico, que fluctiia entre un niimero determinado de
conformaciones, y no a una estructura tnica, siendo este sistema el que determina que se lleve a
cabo el proceso catalitico (Jaenicke, R., 1987, Jaenicke, R., 1996).

Existen distintas técnicas que pueden ser empleadas para caracterizar la conformacion de las
proteinas; éstas también pueden ser utilizadas para evaluar los cambios en la estructura nativa
debidos a condiciones estresantes que inducen un proceso de desnaturalizacion (cambios de pH,
temperatura, presion, concentraciones de agentes desnaturalizantes, composicion de las
soluciones amortiguadoras); entendiéndose por desnaturalizacion el cambio en la conformacion
activa debido a efectos en las interacciones no covalentes, sin cambio alguno en las interacciones
covalentes (lo anterior no debe confundirse con el proceso de desplegamiento, en el que los
cambios en las interacciones covalentes originan estados parcialmente plegados con muy poca
estructura o carentes de ella). Cabe mencionarse que los cambios moderados en las condiciones
ambientales pueden no tener un gran efecto sobre la estructura nativa de las proteinas; sin
embargo, si el cambio en alguna variable excede un valor critico la proteina se desnaturaliza
cooperativamente (Ferndndez-Velasco, D. A., 1995).

Con respecto a lo mencionado anteriormente, mediciones de espectroscopia de fluorescencia
(intrinseca o extrinseca) permiten apreciar si existe un proceso de pérdida de estructura terciaria.
Mediciones de espectroscopia de dicroismo circular, en el ultravioleta lejano (190-260 nm),
permiten evaluar los cambios en la estructura secundaria de la enzima. Finalmente, la
determinacion de la actividad enzimatica nos permite evaluar la integridad estructural y funcional
de la enzima, ya que esta ampliamente reportado que, para que la macromolécula lleve a cabo la
catalisis debe encontrarse en su estado nativo.

En nuestro caso, se evalud la integridad estructural y la actividad enzimatica de TcTIM en
funcidon de la solucion amortiguadora empleada. Observamos que cuando se varia la composicion
de las soluciones, existe un proceso de pérdida de estructura terciaria, secundaria y una
disminucion dramatica en la capacidad catalitica de la enzima. Estos eventos implican un proceso
de una sola etapa. Es posible que el efecto de la composicion de la solucion amortiguadora sobre
el dimero activo sea la desestabilizacion de los contactos no covalentes, teniendo como resultado
la exposicion de zonas hidrofobicas de la molécula; esto quizas provoque la interaccion de los
triptofanos con el solvente, por lo que se registra una disminuciéon de la intensidad de
fluorescencia intrinseca, un aumento en la intensidad de fluorescencia extrinseca y una
disminucion de la elipticidad molar por residuo promedio, asi como de la actividad enzimatica.



Al 1. Fluorescencia intrinseca.

Al hacer un seguimiento del desplazamiento del centro de masa espectral (CME), excitando los
grupos indol de residuos de triptofano, logramos apreciar un desplazamiento de la sefial con el
tiempo hacia longitudes de onda mas altas (aprox. 350 nm), en cualquiera de las soluciones
amortiguadoras empleadas, lo que indica la exposicion gradual de triptéfanos (W) (fig. 58).
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Fig. 58. Centros de masa espectral calculados a partir de los espectros de emision de fluorescencia de TcTIM. Estos se

obtuvieron en distintas soluciones amortiguadoras a pH 7.4 y 36 °C, excitando a 295 nm y registrando el intervalo de
emision entre los 310 y 410 nm.

Puesto que se encuentra reportado que en un medio hidrofébico, como el interior de una proteina
plegada, la emision de los W se lleva a cabo a longitudes de onda menores (320 nm) que la que
ocurre cuando estos residuos se exponen al solvente (350 nm), es posible seguir los cambios en la
intensidad de fluorescencia y el cambio de la longitud de onda de maxima emisién y obtener
informacién del ambiente en el que se encuentran los W. Como se menciond anteriormente,
cuando registramos los cambios en el CME de TcTIM, pudimos observar desplazamientos que
indican que estos fluordforos estan sufriendo cambios en la exposicion al solvente, los cuales
pueden estar asociados con la inestabilidad de la enzima en las distintas soluciones
amortiguadoras. Podemos apreciar que TcTIM se mantiene estable, o que se registra una pérdida
minima de estructura terciaria, cuando la soluciéon amortiguadora esta constituida por TEA (en
una concentracion de 100 mM) y EDTA (en concentraciones de 10 mM), asi como por fosfatos
en una concentracion de 30 mM. Lo anterior podria relacionarse con el tipo de interacciones que
establecen las moléculas que constituyen el medio que circunda a la macromolécula, quizas de
tipo electrostaticas y mediadas por puentes de hidrogeno. Con la finalidad de determinar el papel
que estas interacciones juegan en la estabilidad de TcTIM, se realizaron ejercicios de docking, en
los que se determinaron los sitios de union a estas moléculas en la superficie de TIM, asi como la
descripcion geométrica y quimica de los sitios de anclaje (datos mostrados mas adelante).

Cuando realizamos el seguimiento de la disminucion de la intensidad de fluorescencia a través del
tiempo, pudimos determinar que en todos los casos se observaba un proceso de pérdida de la
integridad de la estructura terciaria. Los trazos experimentales se ajustaron a un modelo de una
exponencial, lo cual se relaciona con un proceso que ocurre en una sola etapa. En la tabla 18 se
muestran los valores de las constantes de velocidad calculadas.



Tabla 18. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura terciaria de TcTIM determinadas en distintos
reguladores manteniendo el pH en un valor de 7.4 a 36 °C. Se registr6 la emision de fluorescencia de los fluoréforos
intrinsecos W, Y, F. Se ajusto el trazo experimental a un modelo de una exponencial, y = C0O + A*((exp(-k*t))-1);
dondle CO es el valor inicial de la sefal, A es la amplitud del cambio en la sefal, y k es la constante de velocidad en
min_.

Solucion Fosfatos 30 mM | TEA 100 mM TRIS 10 mM TRIS 3 mM
amortiguadora EDTA 10 mM EDTA 10 mM EDTA 3 mM
k (min™) 0,0008 0,0014 0,0026 0,0114

La pérdida de estructura terciaria es mas rapida cuando la solucion amortiguadora estd compuesta
por TRIS 3 mM: EDTA 3 mM; cuando se emplea TEA 100 mM:EDTA 10 mM el proceso no es
tan rapido aunque sigue existiendo una disminucion en la intensidad de fluorescencia. Es
importante para la discusion de nuestros resultados, resaltar que el area expuesta al solvente por
los cinco W presentes en TcTIM no es la misma (tabla 19).

Tabla 19. Areas expuestas del grupo indol de los W de TcTIM obtenidas empleando el servidor GETAREA 1.1
(http://www.scsb.utmb.edu/getarea/area_form.html) con un radio de prueba de 1.4 A.El porcentaje de exposicion fue
calculado con respecto al area del grupo indol aislado del resto de la estructura de TcTIM, es decir, como si se
encontrara expuesto en su totalidad.

CG [CD1 [CD2|NE1 |CE2 | CE3|CZ2 | CZ3 | CH2 | Suma %
Areaingol | €XPOSicion;ygo
W13 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.12 | 0.00 | 0.24 | 0.50 | 0.00 | 0.27 1.13 0.55
Wo1 | 0.00 | 0.31 | 0.00 | 1.53 | 0.00 | 0.01 | 5.38 | 0.00 | 0.00 7.23 3.55
W160 | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 1.76 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 1.79 0.88
W171 | 0.23 | 0.00 | 1.58 | 0.00 | 0.00 | 0.68 | 0.23 | 4.87 | 0.61 8.2 4.02
W194 | 0.00 | 14.01 | 0.00 | 12.70 | 0.00 | 0.00 | 9.21 | 0.00 | 4.19 | 40.11 19.67

Podemos apreciar que solo algunos atomos de W se encuentran expuestos. Posiblemente, la
exposicion de estos atomos y su interaccion con el solvente provocan la disminucion de la
intensidad de fluorescencia debido probablemente a la transferencia de energia entre ellos;
reflejando las interacciones del fluor6éforo con las moléculas de solvente circundantes. En la
siguiente figura se muestra la disposicion de cada triptofano (fig. 59). La localizacion espacial nos
da idea de las zonas que pueden estar siendo expuestas o inestabilizadas.
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Fig. 59. Localizacion espacial de los cinco residuos de triptofano (W) de TcTIM (W13, W91, W160, W171, W194)
empleando el visualizador Pymol v0.99. La exposicion de los W y su localizacion espacial nos da idea de las zonas que
estan siendo afectadas.




Las hélices que contienen a los triptéfanos 171 y 194 podrian sufrir una relajacion en su
estructura que permite la interaccion del grupo indol con el solvente que rodea la proteina. En la
figura 59 podemos visualizar que estos dos residuos poseen 4atomos que se encuentran
relativamente expuestos al solvente. Por ejemplo, la movilidad del asa 6 (conocida también como
asa catalitica y la cual contiene el residuo W171), facilitaria la desestabilizacion, ya que se sabe
que esta asa sufre movimientos de apertura y cierre que no necesariamente responden a la
presencia de sustrato (Williams, J. C., 1995), ademas de estar constituida por residuos de
aminoacidos con alta tendencia de agregacion. Mediante estudios de mutaciones puntuales en
ScTIM, se ha podido demostrar que aquellos cambios que desestabilizan la conformacion cerrada
de la enzima, también alteran significativamente las propiedades cataliticas y conformacionales
de ésta (Sampson, N. S, 1992; Sun, J., 1998).

AL 2. Fluorescencia extrinseca.

En lo que se refiere al aumento en la intensidad de fluorescencia extrinseca, y recordando que el
fluor6foro extrinseco ANS presenta una dependencia con la polaridad del ambiente
incrementandose conforme ésta disminuye, podemos decir que dicho aumento en la intensidad se
debe a la union del ANS a regiones hidrofobicas de TcTIM; debido a la expansion de la
estructura causada por la perturbacion de las interacciones entre residuos de la proteina que se
encuentran estabilizando la estructura terciaria. Generalmente, la pérdida de la estructura terciaria
esta asociada al rompimiento de algunas o todas las interacciones que la estabilizan, generandose
proteinas con una conformacién muy abierta y con una interaccion maxima con el disolvente.
Cuando este relajamiento da lugar a la exposicion de zonas hidrofobicas, éstas pueden interactuar
forméndose agregados que tienden a precipitar. Al igual que en el caso de la fluorescencia
intrinseca, se observo un proceso de pérdida de estructura terciaria, ya que, en todos los casos
existié un incremento en la intensidad de fluorescencia del fluoréforo extrinseco ANS conforme
transcurria el tiempo de registro. Las constantes de velocidad se obtuvieron nuevamente mediante
el ajuste del trazo experimental a un modelo de una exponencial (tabla 20).

Tabla 20. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura terciaria de TcTIM determinadas en distintos
reguladores manteniendo el pH en un valor de 7.4 a 36 °C. Se registr6 la emision de fluorescencia del fluor6foro
extrinseco ANS excitando a 380 nm y midiendo la emision a 407 nm. El ajuste del trazo experimental fue a un modelo
de una exponencial, y = CO + A*((exp(-k*t))-1); donde CO es el valor inicial de la sefial, A es la amplitud del cambio
en la sefial, y k es la constante de velocidad en min™.

Solucion Fosfatos 30 mM TEA 100 mM TRIS 10 mM TRIS 3 Mm
amortiguadora EDTA 10 mM EDTA 10 mM EDTA 3 mM
k (min'l) 0,0059 0.01 0,054* 0,072*

* datos del promedio de dos experimentos.

Al 3. Dicroismo circular.

Tomando en cuenta las limitaciones que presenta la técnica de dicroismo circular respecto al uso
de amortiguadores, se determind que el sistema regulador que seria empleado en el desarrollo de
nuestra investigacion seria el amortiguador de fosfatos; ya que al emplear otras soluciones
amortiguadoras se observo tanto una pérdida de estructura secundaria, como efectos de absorcion
excesiva por parte del amortiguador. En el caso de los amortiguadores conteniendo Tris-HCI en
bajas concentraciones, aunque se tenia un valor que no excedia el valor limite del equipo de
voltaje (HT) de 700 V, TcTIM no se encontraba estabilizada dado que el trazo aun indicaba
pérdida de estructura secundaria conforme transcurria el tiempo de registro.



Cuando se redujo el recorrido optico, se observéd un valor que no excedia el valor de HT, aunque
el trazo aln mostraba una minima pérdida de estructura secundaria conforme transcurria el
experimento. Para disminuir la absorcion de los amortiguadores, se prob6 la disminucion de la
concentracion de EDTA en el medio, observandose que la inestabilizacion de la enzima era
mayor conforme se disminuia dicha concentracion. Se descarto el uso de amortiguadores de Tris-
HCI y se procedid a caracterizar la estabilidad de TcTIM en soluciones amortiguadoras de
trietanolamina (TEA).

Se estudio la estabilidad de TcTIM en distintas concentraciones de TEA, con y sin EDTA. Se
obtuvieron cinéticas de dicroismo circular para observar los cambios sobre la estructura
secundaria durante un periodo de registro de hasta 4 horas. El recorrido optico se redujo a 0.5 cm,
con la finalidad de disminuir la absorcion por la muestra. Aunque ha sido extensamente reportado
que TIM de distintas especies es estable en solucion amortiguadora de TEA 100 mM : EDTA 10
mM, en estudios de dicroismo circular se presentd un problema relacionado con una absorcion
excesiva del regulador. Debido a que esta solucion amortiguadora tiene una gran absorcion de
radiacion en la region del UV-lejano, se decidid trabajar con concentraciones molares menores.
En todos los casos se observo la pérdida de estructura secundaria. Al explorar la disminucion de
la concentracion de EDTA, nuevamente se observo una dependencia de la pérdida de estructura
con la presencia o ausencia de EDTA, aunque en este caso de estructura secundaria, lo que habla
de condiciones donde la estructura secundaria de TcTIM no es estable. Los trazos de todos los
experimentos se ajustaron a un modelo descrito por una exponencial.

Puesto que esta reportado que los fosfatos se unen al sitio activo de TIM, y que este evento a la
vez que inhibe, estabiliza la estructura, se decidio probar esta solucion amortiguadora en los
ensayos de nuestra investigacion. En contraste con los resultados anteriores, se observaron
condiciones bajo las cuales se logrd estabilizar a la enzima; no se observaba pérdida de estructura
secundaria, sino que ésta se mantenia constante durante un periodo largo del registro (fig. 60).
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Fig. 60. Comparaciéon de las cinéticas de dicroismo circular para TcTIM obtenidas en distintas soluciones
amortiguadoras a pH 7.4 y 36°C. Fosfatos 30 mM (azul), TEA 30 mM: EDTA 3 mM (verde), TEA 30 mM (morado),
Tris-HCl 10 mM: EDTA 10 mM (rojo) y Tris-HC1 10 mM (amarillo). Los trazos cinéticos se muestran normalizados
para apreciar mejor el efecto sobre la estructura secundaria de la enzima.



A partir de los resultados mostrados anteriormente se puede decir que la naturaleza de la solucion
amortiguadora influye en la estabilidad de la enzima a juzgar de los resultados obtenidos por
dicroismo circular y de fluorescencia.

Estos indican que aparentemente es recomendable utilizar TEA: EDTA hasta un valor minimo de
concentracion de 30 mM y 3 mM respectivamente, ya que por debajo de esta concentracion se
observa inestabilidad de la enzima y por arriba de ellos, en el caso de dicroismo circular, se
presenta una alta absorcion y valores de HT tan altos que se “enceguece” el detector del equipo,
teniendo como consecuencia la poca confiabilidad en los datos arrojados por éste. Cabe
mencionar que para poder utilizar las concentraciones minimas de TEA y EDTA se requiere el
uso de celdas de 0.5 cm de recorrido oOptico. Por otro lado, el empleo de una solucion
amortiguadora de fosfatos con una concentracion minima de 30 mM, permite realizar estudios de
dicroismo circular y garantizar la estabilidad de la enzima (datos mostrados en la tabla 21).

Tablas 21. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura secundaria de TcTIM determinadas en
distintas soluciones amortiguadoras, manteniendo el pH en un valor de 7.4 a distintas temperaturas.

Amortiguador k (min™) Amortiguador k (min™)
Tris 1.5 mM : EDTA 1.5 mM 0.017 Tris 1.5 mM 0.035
Tris 3 mM : EDTA 3 mM 0.016 Tris 3 mM 0.022
TEA 30 mM : EDTA 3 mM 0.014 TEA 30 mM 0.020
Fosfatos 30 mM 0.003

Al 4. Actividad enzimatica.

De manera paralela a todos los estudios de dicroismo, se realizaron pruebas de actividad
enzimatica y se determinaron los parametros cinéticos de TcTIM a partir de los datos obtenidos.
Puesto que el uso de amortiguadores en las investigaciones bioquimicas tiene una enorme
importancia, la eleccion del sistema regulador debe estar en funcion de la estabilidad que presenta
la enzima (Bohinski, R. C., 1991). Como mencionamos anteriormente, en el caso de TcTIM
hemos observado, mediante el empleo de técnicas de fluorescencia y de dicroismo circular, que
cambios en el sistema regulador cominmente utilizado, TEA 100 mM: EDTA 10 mM, traen
como consecuencia una disminucion en la integridad estructural de la macromolécula, y por lo
tanto en la capacidad catalitica de la enzima, ademas de que el empleo de otros amortiguadores
con carga negativa como los fosfatos inhiben la actividad de ésta (ver tabla 22).

Tabla 22. Valores de actividad especifica (AE) de TcTIM obtenidos en distintas soluciones amortiguadoras a pH 7.4 y
36 °C. La concentracion de G3P fue de 1 mM.

Amortiguador AE (umol/min mg)
TEA 100 mM : EDTA 10 mM 4562.7
TEA 30 mM : EDTA 3 mM 4056.9
TRIS 100 mM : EDTA 10 mM 1028.3
TRIS 10 mM : EDTA 10 mM 871.4
TRIS 3 mM : EDTA 3 Mm 376.2
Fosfatos 30 mM 2305.4




Las curvas de las respectivas cinéticas enzimaticas se muestran en la figura 61 (a-f) (pagina
siguiente). Sabemos que cualquier factor que modifique la interaccion de la proteina con el
disolvente disminuira su estabilidad en disolucion y provocara la pérdida de la estabilidad
molecular; reflejandose en la capacidad de la proteina para llevar a cabo el proceso catalitico en el
que se encuentra implicada.

Puede apreciarse que la actividad enzimatica depende enormemente del tipo de amortiguador
utilizado. En el caso del amortiguador de HCI-Tris, en cualquiera de las tres concentraciones
empleadas, es evidente la pérdida de actividad enzimatica conforme se incrementa la
concentracion de sustrato. Una explicacion pudiera ser la posible desamidacion de las asparaginas
(Asn) que se encuentran en la secuencia de TcTIM. Se ha informado que la desamidacion
provoca cambios drasticos en la estructura de TIM, sabiéndose que la union del sustrato facilita
dicho proceso en forma dependiente del nivel de saturacion. Conforme aumenta el niumero de
ciclos cataliticos, aumenta la probabilidad de desamidacion dando como resultado una molécula
mas susceptible de ser degradada. Cuando la desamidacion es inducida, ésta depende del tiempo
de residencia de Asn en condiciones que la favorecen, la fuente de triosafosfato isomerasa,
concentracion de sustrato y tipo de solvente (Aswad, D. W., 1995; Sun, A. Q., 1995). Se
encuentra reportado en la literatura que los cambios conformacionales debido a la unién del
ligando al centro catalitico (tales como la apertura y cierre del asa catalitica) aumentan la
desestabilizacion de la estructura nativa cuando ésta ha sufrido modificaciones quimicas tanto en
la region interfacial como en otras zonas de la enzima o cuando se encuentra en medios que
favorecen la inestabilidad.

Puesto que la pérdida de actividad de TcTIM en los reguladores constituidos por HCI-Tris fue
considerable, resulté imposible determinar los parametros cinéticos de la enzima. Por el contrario,
al evaluarse la actividad de TcTIM en los sistemas reguladores constituidos por TEA 100 mM:
EDTA 10 mM y fosfatos 30 mM, se obtuvieron los valores de dichos parametros. La siguiente
figura permite apreciar las diferencias en actividad cuando se trabaja con estas soluciones
amortiguadoras (fig. 62). La actividad enzimatica presentada por TcTIM en la solucion reguladora
de fosfatos es menor, debido a que los grupos fosfato interactiian con los residuos cataliticos del
sitio activo en TcTIM (Jogl, G., 2003; Guallar, V., 2004), impidiendo la fijacion del sustrato.
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Fig. 62. Comparacion de las cinéticas enzimaticas de TcTIM obtenidas en solucién amortiguadora de fosfatos 30 mM
(-m-) y TEA 100 mM:EDTA 10 mM (-e-) pH 7.4 mantenida a 36 °C.



Los parametros cinéticos se resumen en la tabla 23. Se observa que la frecuencia con la que una
enzima -en condiciones de realizar el proceso catalitico- y el sustrato se encuentran uno con otro
en la solucion decrece, interpretandose como la disminucién de enzima nativa que puede recibir y
transformar una molécula de sustrato, debido a la ocupacion del sitio por los fosfatos.

Tabla 23. Parametros cinéticos de TcTIM determinados en los reguladores de TEA 100 mM, EDTA 10 mM y fosfatos
30 mM manteniendo el pH en un valor de 7.4 a 36 °C. La concentracion del sustrato varid entre 0.05 y 4.0 mM.

Amortiguador Ky (mM) Keat (s'l) kea/ Km (M'ls'l)
TEA 100 mM : EDTA 10 mM 0.53 2331 8.7 X 10°
Fosfatos 30 mM 1.0 4267 4.1X10°

Ademas, se aprecia un efecto sobre la Ky, ésta aumenta cuando se emplea la solucion
amortiguadora constituida por fosfatos 30 mM, debido a que éstos inhiben a TcTIM haciéndola
menos afin por el sustrato (gliceraldehido-3-fosfato, G3P). Probablemente, los grupos fosfato se
encuentran ocupando los sitios de union, lo que genera una modificacion estructural que evita que
se lleve de manera adecuada la interaccion enzima-sustrato.

Dado que la actividad de una enzima depende en gran parte de la disposicion o arreglo espacial
adecuado de los grupos funcionales, y de las moléculas de los sustratos que se les uniran y
permitiran que se lleve a cabo la reaccién quimica, cualquier cambio en la estructura que evite
este proceso repercutira sobre la capacidad de la enzima para llevar a cabo su funcion.

De la sobreposicion de las estructuras cristalograficas de ScTIM, en presencia del sustrato DHAP
(ID PDB: INEY (Jogl, G., 2003)), y de TIM de Trypanosoma cruzi (ID PDB: 1TDC (Gao, X. G.,
1999)) (valor de RMSD de 0.986), pudo determinarse, aunque de manera aproximada, la
localizacion espacial del sustrato en la entrada del sitio activo. Se observa una interaccion del
grupo fosfato con los residuos de Gy, Sz14, Gazs v Goss, v localizado a menos de 8 A de los
residuos cataliticos. Probablemente esta distribucion de interacciones sea la misma en el caso del
G3P, puesto que en la estructura quimica de éste el grupo fosfato se encuentra en la misma
posicion que en la molécula de DHAP.

Debido a que generalmente se ha empleado el sistema regulador de TEA 100 mM: EDTA 10 mM
en los estudios de actividad enzimatica para TIM, los efectos de otros sistemas reguladores sobre
la actividad catalitica no se encuentran reportados. El efecto del EDTA tampoco ha sido lo
suficientemente estudiado. En nuestro caso, evaluamos el papel que podia estar jugando el EDTA
en la estabilidad de la enzima. Observamos lo siguiente (fig. 63 (a-e), pagina siguiente).

Puede observarse que la presencia del EDTA es fundamental para que se lleve a cabo la catalisis.
La actividad enzimatica disminuye dramaticamente cuando no se encuentran presentes las
moléculas de EDTA en la solucion. Creemos que las cargas de las moléculas de EDTA funcionan
como “grapas” moleculares que estabilizan la estructura de la enzima. Debido a lo anterior, en
nuestro trabajo se planted, ademas de caracterizar experimentalmente el efecto de la composicion
de la solucién amortiguadora sobre TcTIM, realizar un modelado molecular in silico de la
interaccion con el objetivo de comprender molecularmente este proceso y contribuir en el
conocimiento de los procesos que gobiernan la estabilidad de una enzima.




AL LS. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y EDTA, TEA y
Tris-HCI.

Al realizar un estudio de docking, entre TcTIM y las moléculas de acido etilendiamintetracético
(EDTA), trietanolamina (TEA) y Tris (hidroximetil)aminoetano (Tris-HCl), se obtuvieron los
siguientes resultados (fig. 64).

Fig. 64. Localizacion espacial de los mejores resultados del docking de las moléculas de (a) acido
etilendiamintetracético (EDTA), (b) trietanolamina (TEA) y (c) Tris-(hidroximetil)-aminoetano (Tris-HCI), empleando
el programa MOE 2005.06, la cual proporciona una idea de las zonas que estan alojando dichas moléculas y que
podrian estar jugando un papel importante en la estabilidad de TcTIM.

En todos los casos, las moléculas se alojan en una cavidad que se encuentra localizada en la
region interfacial, region que se cree, es esencial para mantener la conformacion funcional de
TcTIM. Posiblemente, la importancia de la dimerizacion de la enzima radique en el
mantenimiento de una geometria 6ptima de los residuos cataliticos en el sitio activo. Bajo este
contexto, cualquier factor que modifique la interaccion de las cadenas que forman la region
interfacial, tendra un efecto sobre la estabilidad y sobre la capacidad catalitica de la enzima.



En general, la region interfacial de una proteina esta constituida de dos o mas superficies de
cadenas proteicas, que exhiben una buena complementariedad electrostatica y geométrica
(Lawrence, M. C., 1993, Janin, J., 1995, Jones, S., 1996, Janin, J., 1997, McCoy, A. J., 1997). La
gran mayoria de estas regiones, ocultan mas de 600 A* del total del area de la superficie de la
proteina; asumiéndose que la energia de la union de las regiones interfaciales se encuentra
directamente relacionada con el area de superficie hidrofobica oculta (Chotia, C., 1975, Privalov,
P. L., 1979, Horton, N., 1992, Jones, S., 1996). Otros autores han determinado, a partir del
analisis de 2325 interfaces proteicas, la contribucion de los distintos residuos de aminoacidos en
la unidén proteina-proteina. Sus resultados muestran que a nivel de cadenas laterales, existe una
muy pequeiia correlacion entre el area superficial oculta y la energia libre de union. El principal
resultado se refiere a que dicha energia no esta uniformemente distribuida en la region interfacial,
y que en cambio existen “puntos calientes”, constituidos por un pequefio subconjunto de los
residuos de la region interfacial, con energias de unidn por arriba del promedio. Estos sitios son
ricos en residuos de triptofano, tirosinas y argininas, rodeados de residuos energéticamente menos
importantes que sirven para obstruir la entrada de solvente a dichos puntos, ya que esta
obstruccion es una condicion necesaria de interacciones energéticamente altas. Por otra parte, se
ha observado que la interaccion de ligandos pequefios con los residuos de estos puntos calientes,
influye en el mantenimiento del complejo proteina-proteina (Bogan, A, 1998).

En nuestro caso, el area de la region interfacial es de aproximadamente 1470 A% ocultando un
area apolar de 992 A’, y esta constituida por 57 residuos de aminoacidos; contiene una de las
cavidades mas grandes presentes en la estructura de TcTIM, ésta presenta un area de 457 A® y un
volumen de 638 A’. Es en esta cavidad en la que se encuentran localizadas la mayoria de las
soluciones de docking de las tres moléculas de prueba (EDTA, TEA y Tris-HCI), y a juzgar de
los resultados del ejercicio de reconocimiento molecular, el sitio en el que aparentemente se
unirian para conferir una mayor estabilidad a la estructura de la proteina, actuando como grapas
moleculares.

En esta cavidad estan presentes una gran cantidad de residuos que se han reportado como
residuos importantes en el reconocimiento en interfaces de proteinas, entre ellos de tirosina (6) y
de arginina (2), de histidina (4), isoleucina (5) y asparagina (2).

ALS5. 1. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y EDTA.

Los ejercicios de docking muestran la union de la molécula de EDTA predominantemente en la
region interfacial de TcTIM. La distribucion de la polaridad en el sitio revela que ésta es en su
mayoria una cavidad hidrofobica. La alta densidad de moléculas de EDTA, posiblemente estén
obstruyendo la entrada de solvente a la cavidad, ya que como mencionamos anteriormente, esta
obstruccion es una condicion necesaria para mantener las interacciones que estabilizan a las
regiones interfaciales de muchas proteinas. Los atomos de EDTA maés cercanos a la region
interfacial de TcTIM, se encuentran a 3.42, 3.43 y 3.8 A de distancia de los residuos de Y1024,
Y103,, y de F75g, respectivamente, otros residuos cercanos a EDTA por menos de 4 A, son
1109z, y T70g (fig. 65).



Fig. 65. Acercamiento al sitio de la region interfacial, se muestra uno de los mejores resultados de docking de las
moléculas de acido etilendiamintetracético (EDTA). Puede apreciarse la interaccion de EDTA con residuos de Y1024,
Y1034, F75g, T70g y 1109g. La imagen fue generada empleando el programa MOE 2005.06.

Como puede observarse, existen al menos cuatro residuos de aminoacido que han sido reportados
previamente como residuos estabilizadores en interfaces proteicas (Bogan, A., 1998). Quizas la
interaccion de EDTA con éstos, permita el mantenimiento de la estabilidad al actuar como grapas
moleculares. Aunque, por otro lado, si observamos la figura 64a, puede apreciarse una
distribucion de moléculas de EDTA a todo lo largo de la region interfacial.

AL5.2. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y TEA.

Nuevamente se aprecia que hay una distribucién de las moléculas de TEA a lo largo de la region
interfacial (fig. 64 b). En este caso, existe un mayor nimero de residuos de aminoacido cercanos
a la molécula de TEA, debido a la penetracion de la molécula hacia zonas mas internas de la
cavidad (fig. 66). Los atomos de la molécula de TEA estan a menos de 4 A de una gran cantidad
de residuos de aminoacido. La siguiente tabla (tabla 24) enlista los residuos con los que,
predominantemente, establecen contacto las distintas soluciones de docking para la molécula de
TEA.

Tabla 24. Residuos con los que, en promedio, establecen contacto a menos de 4
A, las distintas soluciones de docking para la molécula de TEA.

Cadena A Cadena B Cadena B Cadena B
CI15 N67 S80 V110
E98 A68 L81 Alll
R99 169 L94 E112
L101 T70 E105 K113
Y102 R71 T106 V114
Y103 F75 N107 All5
G104 E78 E108 Ql16
E105 V79 1109 Al117




El analisis de la mayoria de las soluciones de docking encontradas muestra un patron similar. En
casi todas ellas, se aprecia una interacciéon muy cerrada y con un gran niimero de residuos de
aminoacidos en contacto con las moléculas de TEA. Si se observara la figura 64 b, puede
visualizarse el papel de las moléculas de TEA en cuanto a la accesibilidad a la cavidad.
Aparentemente, la distribucion de éstas evita el acceso del solvente al interior de la cavidad de la
region interfacial, teniendo un efecto estabilizante de la estructura dimérica de TcTIM.

Fig. 66. Acercamiento al sitio de la region interfacial, se muestra uno de los mejores resultados de docking de las
moléculas de trietanolamina (TEA). Puede apreciarse un mayor empaquetamiento alrededor de la molécula de TEA, y
una mayor densidad de residuos de aminoacidos en contacto. Se encuentran distancia tan cortas como 2.44 A (con
L109g). La imagen fue generada empleando el programa MOE 2005.06.

Algunos de los residuos enlistados en la tabla 23, corresponden a residuos que se encuentran
frecuentemente en las regiones interfaciales de moléculas, y que se saben participan de la
estabilizacion de las proteinas multiméricas.

ALS5.3. Estudios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y Tris-HCI.

En la figura 64 c, se aprecia la localizacion de todas las soluciones de docking para la molécula
de Tris-HCI, la distribucion a lo largo de la region interfacial es mucho menor que en el caso de
las moléculas de EDTA y TEA, y muy pocas en la superficie restante de la superficie de TcTIM.
Muchas de las conformaciones de la molécula de Tris-HCI se alojaron muy al interior de la
cavidad de la region interfacial, interactuando con una gran cantidad de residuos. Esta interaccion
quizas represente un impedimento para la buena complementariedad de muchos de ellos,
repercutiendo en el arreglo geométrico necesario para mantener la actividad de la enzima. En la
tabla 25 se enlistan los residuos de aminoacidos con los que, predominantemente, se encontraron
interactuando las moléculas de Tris-HCI.



Tabla 25. Residuos con los que, en promedio, establecen contacto a menos de 4 A las distintas

soluciones de docking para la molécula de Tris-HCL

Cadena A | Cadena A | Cadena B | Cadena B | Cadena B | Cadena B
CI15 T76 Cl15 Q66 Vo3 G104
F46 G77 P44 N67 H96 E105
L47 E78 T45 A68 S97 K113
A65 V79 F46 169 E98
Q66 V93 L47 F75 R99
N67 R99 H48 T76 R100
A68 Y103 149 G77 L101

169 E105 P50 E78 Y102
F75 K113 A65 V79 Y103

La figura 67 permite visualizar el empaquetamiento del sitio alrededor de una de las soluciones
de docking para Tris-HCI.

Fig. 67. Acercamiento al sitio de la region interfacial, se muestra una de las soluciones de docking encontradas para las
moléculas de Tris-(hidroximetil)-aminoetano (Tris-HCI). Puede apreciarse un mayor empaquetamiento alrededor de la
molécula de Tris, y una mayor densidad de residuos de aminoacidos en contacto. El residuo de R99g, se encontrd
estableciendo un puente de hidrogeno en la mayoria de las soluciones, a 3.04 A de distancia en promedio de la
molécula de Tris-HCI. La imagen fue generada empleando el programa MOE 2005.06.

Se tiene conocimiento de que, en disolucion, para mantener su conformacion nativa,

e Los residuos hidrofébicos de las proteinas se acumulan, generalmente, en el interior de la
estructura.



e Que en la superficie diversos grupos adquieren carga eléctrica, en funcidon del pH del
medio.

e Que en torno a los grupos cargados, los dipolos del agua se orientan conforme a la carga
eléctrica de cada grupo.

* Que la proteina presenta una capa de solvatacion formada por el agua de hidratacion, que
a su vez es el agua retenida por las cargas eléctricas de la superficie de las proteinas.

e Y que los aminoacidos polares sin carga también se disponen en la superficie, donde
interaccionaran con el agua mediante puentes de hidrogeno.

de tal manera que cualquier factor que modifique alguna de estas caracteristicas, tendra un efecto
que se reflejara directamente sobre la capacidad catalitica y sobre la integridad estructural de la
biomolécula, debido a la disminucion de la estabilidad. Es de esperarse que cambios en el
solvente generen, por ejemplo, la neutralizacion de las cargas eléctricas de tipo repulsivo o la
ruptura de los puentes de hidrogeno, facilitando la agregacion intermolecular, provocando la
precipitacion.

En los experimentos in vitro realizados en esta parte del trabajo de investigacion, la formacion de
agregados y su precipitacion fue una constante en las soluciones amortiguadoras que contenian
Tris-HCl, y en aquellas en las que la concentracion de EDTA disminuy6 por debajo de 3 mM.

Los ejercicios de la simulacion del reconocimiento molecular entre TcTIM y las moléculas de
EDTA, TEA y Tris-HCI, permiten tener una idea de lo que esta sucediendo a nivel de la
interaccion proteina-ligando. La region interfacial es crucial para mantener la integridad
estructural y funcional de TcTIM, es en esta zona en donde posiblemente las moléculas presentes
en las distintas soluciones amortiguadoras se alojen y ejerzan un papel de grapas moleculares,
manteniendo obstruida la entrada de solvente hacia zonas que estabilicen al dimero.

Por otro lado, una molécula tan pequefia como la de Tris, al localizarse hacia zonas mas internas
de la region interfacial, podria interferir con el establecimiento de la geometria necesaria para
mantener un sitio activo, cataliticamente funcional (observandose, experimentalmente, una
pérdida de actividad enzimatica).

Puede pensarse que, puesto que las fuerzas no covalentes mediante las que los sustratos se unen a
las enzimas son de caracter idéntico a las fuerzas que dictan las conformaciones de las proteinas,
la influencia que puede tener la constitucion del medio circundante afectara en el mismo sentido
tanto a la funcionalidad de la macromolécula como a la conformacion de la misma.



ANEXO II.
AIL Estabilidad térmica de triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.

Se sabe que cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de las moléculas. Lo
anterior provoca que la envoltura acuosa que rodea a las proteinas se desorganice y se
desencadene el rompimiento de contactos terciarios e inicie el proceso de desnaturalizacion. Un
aumento en la temperatura destruye las interacciones débiles y desorganiza la estructura, de forma
que el interior hidrofobico interacciona con el medio acuoso y se produce, en muchos casos, la
agregacion y precipitacion de la proteina desnaturalizada. Antes de que se presenten estos
procesos, la estructura se expande permitiéndose el acceso del solvente al interior de la proteina.
La relajacion de la estructura puede provocar la exposicion de los fluoroforos constitutivos de las
proteinas, ademas de alojar otras moléculas en el interior que pueden servir como moléculas
reporteras, lo que puede ser monitoreado mediante la realizacion de estudios de fluorescencia
intrinseca y extrinseca.

All 1. Fluorescencia intrinseca.

En nuestro caso, se evalu6 el efecto de la temperatura sobre el contenido de estructura terciaria
trabajando Unicamente en solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM, es decir, en la solucion
amortiguadora donde TcTIM presenta mayor estabilidad. Se observo pérdida de estructura
terciaria en las tres temperaturas exploradas, 36 °C, 40 °C, y 50 °C, aunque como es de esperarse,
este proceso fue mucho mas rapido al incrementar la temperatura. Se realizo el calculo de las
constantes de velocidad y pudo determinarse que existe, en todos los casos, pérdida de estructura
terciaria. Las constantes de velocidad se muestran a continuacion (tabla 26).

Tabla 26. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura terciaria de TcTIM determinadas en regulador
de fosfatos 30 mM manteniendo el pH en un valor de 7.4 a distintas temperaturas.

36 °C 40 °C 50 °C
Kk; (min™) 0.008 0.012 0.021
Kk, (min™) - - 0.003

Los trazos cinéticos se muestran en la figura 68.
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Fig. 68. Comparacion de las cinéticas de emision de fluorescencia de TcTIM obtenidas en solucion amortiguadora de
fosfatos 30 mM a pH 7.4 a distintas temperaturas: 36°C (azul), 40 °C (verde) y 50 °C (rojo). Los trazos cinéticos se
muestran normalizados para apreciar mejor el efecto de la temperatura sobre la estructura terciaria.



Se puede apreciar que a 50 °C se tiene una pérdida marcada de estructura terciaria, descrito por
un modelo que involucra dos etapas; por el contrario, a 36 y 40 °C el proceso existe aunque, el
trazo experimental puede ajustarse a un modelo de una sola etapa. Posiblemente a temperaturas
altas, exista un primer proceso que involucra la desestabilizacion de las interacciones
energéticamente mas bajas (electrostaticas, van der Waals, hidrofobicas), provocando un
relajamiento de la estructura que da lugar a la exposicion de los fluordforos intrinsecos. La
desestabilizacion de los contactos intramoleculares y los existentes entre el solvente y la
macromolécula provocan que ciertas zonas susceptibles de ser desnaturalizadas y con tendencia a
agregar se expongan, debido al rompimiento de los contactos no-covalentes por efecto de la
temperatura. Este proceso puede estar seguido de una etapa en la que el rompimiento de enlaces
covalentes y de tipo puente de hidrogeno, den lugar a la exposicion de regiones hidrofobicas, las
cuales al interactuar promuevan la formacion de agregados. Cabe mencionar que en todos los
experimentos, al final del tiempo de registro se observo agregacion.

AIl 2. Fluorescencia extrinseca.

La relajacion de la estructura de TcTIM, causada por el efecto de la temperatura, provoca el
acceso a regiones hidrofobicas que pueden alojar moléculas de solvente. Cuando las moléculas de
agua penetran, el efecto hidrofébico que mantiene plegada a la proteina se minimiza, teniendo
como consecuencia la expansion de la estructura. Es posible monitorear esta expansion con ayuda
de moléculas que al alojarse en zonas de baja polaridad cambian sus propiedades
espectroscopicas, tal es el caso del fluor6foro extrinseco ANS. Podemos apreciar, tanto a 36 °C
como a 40 °C, la presencia de un proceso de relajamiento de la estructura de TcTIM de una etapa;
se observa ademas la dependencia del valor de la constante de velocidad con la temperatura. A 50
°C, se observa un proceso de al menos dos etapas siendo la primera la mas rapida con una
constante de velocidad de 0.016 min™'. La segunda etapa presenta una constante de velocidad de
0.008 min™', y representa la disminucion de la intensidad de fluorescencia del ANS debido al
incremento en la polaridad del ambiente en el que se encuentra dicho fluoréforo, es decir, a una
pérdida de empaquetamiento debido al desplegamiento de la proteina (fig. 69).

Cambio fraccional

0 T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Fig. 69. Comparacion de las cinéticas de emision de fluorescencia extrinseca para TcTIM obtenidas en solucion
amortiguadora de fosfatos 30 mM a pH 7.4 a distintas temperaturas: 36°C (azul), 40 °C (verde) y 50 °C (rojo). Los
trazos cinéticos se muestran normalizados para apreciar mejor el efecto sobre el empaquetamiento de la enzima.



En la tabla 27 se muestran los valores de las constantes de velocidad calculadas mediante el ajuste
del trazo experimental a un modelo de una y dos exponenciales (y = Cy + A*((exp(-k;*t))-1)+
B*((exp(-ky*t))-1); donde C es el valor inicial de la sefial, A y B son las amplitudes del cambio
en la sefal, y k; y k, son las constantes de velocidad en min™).

Tabla 27. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura terciaria de TcTIM determinadas en regulador
de fosfatos 30 mM manteniendo el pH en un valor de 7.4 a distintas temperaturas. Midiendo la emision del fluor6foro
extrinseco ANS excitando a 380 nm y midiendo la emisién a 407 nm.

36 °C 40 °C 50 °C
k; (min™) 0,005 0,010 0,016
Kk, (min™) - - 0,008

Quizas a 50 °C, ademas del relajamiento de la estructura y la exposicion de zonas hidrofobicas, se
presente también la desnaturalizacion de la enzima y finalmente el desplegamiento. La exposicion
de zonas con tendencia a agregar probablemente genere dichos eventos en el dimero de TcTIM.

AIl 3. Dicroismo circular.

Es sabido que las bandas de dicroismo circular de las proteinas ocurren en dos regiones: en la
region amida o region de UV-lejano y en la region del UV-cercano. La primera esta dominada
por contribuciones de los enlaces peptidicos por lo que las bandas de dicroismo circular contienen
informacion de la estructura secundaria de las proteinas. En la segunda, se aprecia la presencia de
aminoacidos aromaticos, enlaces disulfuro y grupos prostéticos, lo que proporciona informacion
de la estructura terciaria de la proteina. Las dos regiones espectrales muestran informacion
distinta acerca de la estructura de la proteina. Entre otras cosas, la técnica de dicroismo nos
permite estudiar cambios en la conformacion de una proteina bajo condiciones de estrés; por
ejemplo, si la estabilidad es alterada por la composicion del amortiguador o la adicion a éste de
inhibidores, o por cambios en la temperatura. Generalmente, la region amida es empleada para
monitorear cambios en la estructura secundaria en el curso de una transicion estructural de la
proteina.

En nuestros experimentos, la pérdida de estructura secundaria fue evaluada realizando cinéticas
de dicroismo circular bajo las mismas condiciones que las empleadas con la técnica de
espectroscopia de fluorescencia. Se determind que, simultineamente al proceso de pérdida de
estructura terciaria, existe un proceso de pérdida de estructura secundaria. En la tabla 28 se
muestran los valores de las constantes de velocidad calculadas mediante el ajuste del trazo
experimental a un modelo de una exponencial (y = Cy + A*((exp(-k*t))-1); donde C, es el valor
inici?l de la sefial, A es la amplitud del cambio en la sefial, y k es la constante de velocidad en
min").

Tabla 28. Constantes de velocidad del proceso de pérdida de estructura secundaria de TcTIM determinadas en
regulador de fosfatos 30 mM manteniendo el pH en un valor de 7.4 a distintas temperaturas.

36 °C 40 °C 50 °C
k; (min™) 0,0025 0,0025 0,10

Se observa un efecto de la temperatura sobre el contenido de estructura secundaria. Puede
apreciarse que conforme se incrementa la temperatura, el proceso de pérdida de estructura se
agudiza (fig. 70).
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Fig. 70. Comparacion de las cinéticas de dicroismo circular para TcTIM obtenidas en soluciéon amortiguadora de
fosfatos 30 mM a pH 7.4 a distintas temperaturas: 36°C (azul), 40 °C (verde) y 50 °C (rojo). Los trazos cinéticos se
muestran normalizados para apreciar mejor el efecto sobre la estructura secundaria de la enzima.

La pérdida es mas marcada cuando se trabaja a una temperatura de 50 °C. Aparentemente, la
estructura secundaria se conserva relativamente estable cuando se trabaja a 36 y 40 °C. Aunque a
40 °C ya existe una pérdida de estructura terciaria, probablemente los enlaces que estabilizan la
estructura secundaria ain permanecen intactos o con perturbaciones minimas. La pérdida de
estructura secundaria se atribuye a un relajamiento de la estructura debido al rompimiento de
algunos de los puentes que se encuentran estabilizandola. Una exposicion de zonas mas profundas
de la proteina, que presentan fluctuaciones conformacionales locales, pueden dar lugar a la
pérdida completa del empaquetamiento provocando un desplegamiento significativo e inclusive la
desnaturalizacion de la enzima. En nuestro caso, al trabajar a 50 °C, pudimos observar agregacion
aun a simple vista, lo que habla de un proceso de exposicién de zonas hidrofobicas que al
interactuar dan lugar a la formacion de agregados.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado en la literatura por diversos grupos de
investigaciéon. Por ejemplo, en estudio con ScTIM realizados por Benitez-Cardoza y
colaboradores, se observo que el desplegamiento de la TIM consiste inicialmente en una reaccion
de primer orden, que conlleva a la formacion de un estado térmicamente desplegado que contiene
estructura secundaria residual pero que carece de la mayoria de las interacciones terciarias
presentes en la proteina nativa; éste puede formar un estado irreversiblemente desplegado si
permanece expuesto durante periodos prolongados a temperaturas altas (Benitez-Cardoza, C. G.,
2001).

All 4. Actividad enzimatica.

Es sabido que la actividad de una enzima estd en funcion de la integridad de su conformacion, y
que ésta dependerd del correcto plegamiento de la macromolécula. Al medir la actividad
enzimatica de TcTIM a distintas temperaturas pudimos apreciar que por arriba de los 38 °C ésta
disminuye dramaticamente (datos no mostrados).

En la figura 71 puede apreciarse la existencia de una dependencia de la actividad de la enzima
con la temperatura, aunque uUnicamente se muestran dos temperaturas, 36 y 40 °C, con la
finalidad de compararlas con los datos obtenidos con las técnicas descritas anteriormente.
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Fig. 71. Comparacion de las cinéticas enzimaticas de TcTIM obtenidas en solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM
a pH 7.4, manteniendo la celda de reaccion en 36 °C (-@-) y 40 °C. (-m-).

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas. Las reacciones
catalizadas por enzimas siguen esta ley. Sin embargo, al ser proteinas, a partir de cierta
temperatura, se empiezan a desnaturalizar por el calor. La temperatura a la cual la actividad
catalitica es maxima se conoce como temperatura optima. Por encima de ésta, el aumento de
velocidad de la reaccion debido a la temperatura es contrarrestado por la pérdida de actividad
catalitica debida a la desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica decrece rapidamente
hasta anularse. En el caso de TcTIM, la actividad enzimatica disminuy6 notablemente a partir de
los 42 °C (fig. 71); observandose en el espectro de ultravioleta visible, una absorcidn significativa
a 320 nm (datos no mostrados), atribuible a la exposicion e interaccion de zonas hidrofobicas que
formaron agregados.

Puesto que el cambio en la temperatura puede originar la pérdida de la estructura nativa o
desnaturalizacion, la cual implica la desactivacion de la proteina (acompafiada inclusive de
disociacion), a partir de los datos de actividad enzimatica, dicroismo circular y de fluorescencia
intrinseca y extrinseca, se decidid trabajar a 36 °C, ya que, aunque existe un proceso de pérdida
de estructura secundaria y terciaria, ésta se acompafia de una pérdida ligera de actividad
enzimatica.



ANEXO III.
AIIL. Caracterizacion del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propanolsulféonico (C8)
Alll 1. Absorcion de C8 en el ultravioleta y visible.

Dado que se pretendia determinar el mecanismo molecular de inhibicién de la triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM) por la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-
propano sulfoénico (C8), se hizo necesario determinar sus caracteristicas espectroscopicas, en
particular sus maximos de absorcion -por tanto de excitacion- y de emisidon, con el objetivo de
utilizar estos datos en el planteamiento de experimentos de actividad enzimatica, dicroismo
circular y fluorescencia.

Primeramente, se obtuvieron espectros de absorcion en la region de ultravioleta y visible para
determinar el maximo de absorcion del compuesto, se obtuvieron espectros a concentraciones de
250, 125, 62.5, 50 y 25 pM, obteniéndose maximos de absorcion entre los 280 y 320 nm para
todas las concentraciones (Fig. 72).
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Fig. 72. Espectros de absorcion ultravioleta de la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfonico
(compuesto 8) realizados en una solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM (pH 7.4) a 25 °C. Se ensayaron
concentraciones de 250, 125, 62.5, 50 y 25 pM. Las soluciones fueron preparadas a partir de una solucion stock 0.075
M el dia de la medicion.

AIll2. Fluorescencia intrinseca.

Una vez que se contd con los datos de maximos de absorcion se obtuvieron espectros de
fluorescencia del compuesto a concentraciones de 250, 125, 62.5, 50 y 25 uM, excitando en un
intervalo entre 350 y 370 nm, y registrando la emision en un intervalo entre los 370 y 600 nm. Lo
anterior con la finalidad de alejarnos de las zonas de absorcion de la proteina y visualizar
unicamente el comportamiento de C8. Del conjunto de los espectros de fluorescencia se pudo
determinar que la longitud de onda Optima de excitacion era de 357 nm (se encontrd el mejor
compromiso entre absorcion y excitacion, ya que a longitudes de onda menores la fluorescencia
disminuia apreciablemente y a longitudes de onda mayores se presentaba efecto de filtro interno,
datos mostrados mas adelante) y que el maximo de emision correspondia a 407.2 nm (= 407 nm).



Con esta informacion, se procedié a realizar el mismo tipo de espectros para un intervalo de
concentracion mas amplio (entre 10 y 400 uM), empleandose las condiciones citadas
anteriormente. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 73.
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Fig. 73. Espectros de emision de fluorescencia de la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfonico
(compuesto 8) realizados en solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM (pH 7.4) a 25 °C, excitando a una longitud de
onda de 357 nm y registrando la emision en un intervalo entre los 370 y 600 nm. Se trabajéo en un intervalo de
concentracion entre 10 y los 400 uM.

Se realizd ademas el calculo del centro de masa espectral (CME) de cada espectro de
fluorescencia, considerando un intervalo de longitudes de onda entre los 350 y 525 nm, sin
observarse cambio en el valor registrado (416.08 en promedio). Puede apreciarse que se conserva
la forma del espectro y que existe una aparente dependencia lineal entre la concentracion y la
intensidad de fluorescencia.

Para determinar que no se estuviera trabajando en regiones en las que no se observara esta
correspondencia, se realizaron cinéticas de fluorescencia en el mismo intervalo de concentracion,
excitando a 357 nm y midiendo la emision a 407 nm, con un tiempo de registro de treinta
minutos; con la finalidad de construir una curva de intensidad de fluorescencia (IF) contra
concentracion del compuesto 8, a partir de los datos promediados de tres registros de dichas
cinéticas. Los resultados se muestran a continuacion (fig. 74).
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En el intervalo de 10 a 400 uM no se observa efecto de filtro interno, es decir no existe una
disminucion de la intensidad de fluorescencia a concentraciones relativamente altas del fluoroforo
(C8) por impedimento de la llegada del haz de luz a las moléculas que estan localizadas en la
direccion del detector de emision. Por otra parte, tampoco se observa que la curva comience a
doblarse hacia abajo a concentraciones altas debido a la autoabsorcion, es decir que la radiacion
emitida sea reabsorbida por otras moléculas de la muestra antes que emerja de la disolucion. Es
importante mencionar que el aumento en intensidad de fluorescencia no es proporcional a la
variacion de la concentracion.

Se explor6 también el efecto del almacenamiento en la fluorescencia del compuesto 8,
realizandose espectros de emision de fluorescencia en los que la longitud de onda de excitacion
fue de 357 nm y la longitud de onda de emision se registro entre los 370-600 nm. La
concentracion utilizada fue de 250 uM, observandose el siguiente comportamiento (fig. 75).
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Fig. 75. Espectros de emision de fluorescencia
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De los espectros de fluorescencia se aprecia que conforme aument6 el tiempo de almacenamiento
del compuesto, la intensidad de fluorescencia disminuy6. Esto puede deberse a alguna



modificacion en la estructura del compuesto derivada de su inestabilidad al permanecer en
disolucion. Para descartar que esta disminucion se atribuyera a efectos de la radiacion sobre el
compuesto, se realizaron espectros con radiaciones sucesivas, obteniéndose el siguiente patron
(fig. 76).
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De los resultados anteriores, se puede concluir que la disminuciéon en la intensidad de
fluorescencia que exhibe el compuesto 8, es resultado de modificaciones quimicas debidas al
periodo de tiempo en que se encuentra en disolucion y no del efecto que sobre ¢l tiene la
radiacion del haz incidente. A partir de estos resultados decidimos utilizar el compuesto 8
disuelto el dia de los experimentos en todos los estudios sucesivos.

Alll 3. Calorimetria diferencial de barrido.

Para evaluar la pureza de la sal de sodio del compuesto 8 utilizada en estos estudios, se realizd
una prueba de calorimetria diferencial de barrido (DSC). La curva térmica registrada por DSC
para la sal de sodio de C8 se observa en la figura 77. Como resultado de este analisis, realizado a
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, se registrd cada una de las reacciones endotérmicas
del compuesto, incluyendo la de fusion.
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Fig 77. Termograma para la sal de sodio del acido 3-(2-benzotiazoliltio)-1-propano sulfénico (compuesto 8) obtenido
mediante un estudio de DSC (calorimetria diferencial de barrido) realizado en un DSC 2920 de TA Instruments. El
peso de la muestra fue de 2.80 mg. La temperatura inicial fue de 25 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min
hasta una temperatura final de 300 °C.

Teniendo en cuenta el valor del rango de fusion reportado en la literatura para el compuesto puro
(259-264 °C), se observa que ademas del pico de fusion, aparece una segunda endoterma, a
121.57 °C, que puede ser atribuida a alguna impureza. Cabe destacarse que cuando se realizaron
experimentos con TcTIM, en los que se utilizaron las soluciones empleadas anteriormente, la
enzima no distinguid entre soluciones de compuesto 8 recién preparadas y las almacenadas hasta
por un mes, asi como entre soluciones con varias radiaciones recibidas.

AIIL4. Definicion de condiciones experimentales.

Puesto que observamos in vitro que el cambio en las propiedades del solvente puede originar la
pérdida de la estructura nativa, a partir de los datos de actividad enzimatica, dicroismo circular y
de fluorescencia intrinseca y extrinseca, se decidio trabajar con una solucion amortiguadora de
fosfatos en una concentracion de 30 mM. En esta solucion amortiguadora TcTIM lleva a cabo la
reaccion catalitica en la que se encuentra involucrada de manera eficiente, no hay pérdida
considerable de estructura secundaria y terciaria, y en el caso de dicroismo circular, es una
solucion transparente en la region de interés. Se decidio trabajar manteniendo el valor de pH en
7.4 y la temperatura en 36 °C.

La concentracion de proteina utilizada, en los experimentos de dicroismo circular y fluorescencia
intrinseca y extrinseca, fue de 10 pg/mL. En el caso de las mediciones de actividad, la
concentracion final en la celda de reaccion fue de 5 ng/mL. Cabe mencionar que todas las
alicuotas se tomaron de soluciones de proteina recién dializada, ésta se mantuvo todo el tiempo a
4 °C, hasta el inicio del experimento.

La concentracion de C8 empleada en los estudios de inhibicion fue de 100 pM. Las alicuotas se
tomaron de una solucion de C8 concentrada (solucion stock) que se prepard el mismo dia de las
mediciones.



Glosario

Activadores. Cualquier sustancia que permita por una parte atraer al sustrato a su centro activo, o
que permita la rapida salida de los productos.

Agonistas. (farmacologia). 1. Farmacos que se unen a los receptores y hacen que estos realicen
sus funciones bioldgicas normales, produciendo una respuesta bioquimica. 2. Sustancia que se
une a los receptores bioldgicos, que normalmente responden a las sustancias fisiologicas, y
origina la respuesta que les es propia.

Antagonistas. (farmacologia). 1. Sustancia que disminuye o invierte el efecto inducido por un
agonista. 2. Sustancia que se une y bloquea los receptores celulares que normalmente se enlazan a
sustancias naturales en su accion fisiologica. 3. Farmacos que se oponen, bloquean o neutralizan
la respuesta biologica mediada por un receptor.

Coeficientes de distancia. Son medidas de distancia o disimilaridad entre objetos y tienen un
valor de cero cuando estos objetos son idénticos. Los coeficientes de distancia son andlogos a la
distancia en espacios geométricos multidimensionales, aunque no son necesariamente
equivalentes a la distancia fisica. Un coeficiente de distancia tiene las siguientes propiedades:

I Los valores de distancia deben ser cero o positivos, y el valor de distancia del objeto
con si mismo debe ser cero:

Dag=0,Dsa=Dgp=0

1I) Los valores de distancia deben ser simétricos:
Dap=Dga
1) Los valores de distancia deben obedecer la desigualdad triangular:

Dap<Dac+Dcp
1v) La distancia entre objetos no idénticos debe ser mayor que cero:
A#B<=Dpp>0

El intervalo entre cero y la unidad proporciona una medida simple para convertir un coeficiente
de similaridad en un coeficiente de distancia complementario. En muchos casos un coeficiente de
similaridad y su complementario han sido desarrollados de manera independiente y son
conocidos con nombres diferentes; por ejemplo, el coeficiente de distancia de Soergel esta ligado
al coeficiente de similitud de Tanimoto (Willett, P., 1998).

Coeficiente de particion octanol-agua. (Pow, Kow). Medida de la lipofilia, mediante la
determinacion del equilibrio de la distribucion entre el octanol-1-ol (n-octanol) y el agua, que se
utiliza en farmacologia y en la estimacion del destino y transporte de sustancias quimicas en el
medio fisiologico. Se utiliza para estimar diferentes comportamientos de una molécula como la
bioacumulacion, la absorcion y penetracion a través de membranas, entre otros.
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Coeficientes de similaridad. Son funciones que transforman pares de representaciones
moleculares a nimeros reales, usualmente en un intervalo entre cero y la unidad. Estos proveen
una medida cuantitativa del grado de relacion estructural entre un par de representaciones
estructurales o, en otro contexto, del grado de similitud quimica. Los coeficientes de similitud
pueden ser clasificados por correlacion, probabilisticos, asociativos y correlacionados con
coeficientes de distancia (Maldonado, A., 2006).

Coeficiente de Tanimoto. Coeficiente que ha sido ampliamente utilizado como medida de
similitud quimica o estructural entre dos moléculas. Este esta descrito por la siguiente ecuacion:

a
Q= —— "
! at+b-c

Donde a representa las propiedades de la primera molécula y b las de la segunda; ¢ es el nimero
de propiedades en comun.

Coeficiente de Tversky. Coeficiente para evaluar la similaridad, considerado un coeficiente
asimétrico (Sap # Sp.a). La forma general esta descrita por:

ala—c)+ Bb-c)+c

SA,B =

Donde a y P son constantes definidas por el usuario y a, b y ¢, estdn definidas en el
coeficiente de Tanimoto. Si a y B son iguales, el resultado es un coeficiente de similaridad
simétrico. En el caso de ciertos valores la expresion se reduce a uno de los coeficientes
comunmente conocidos. Cuando:

o =B =1, tenemos el coeficiente de Tanimoto
a=p= 5 , tenemos el coeficiente de Dice

si a 'y B son diferentes el coeficiente es asimétrico, de tal modo que si a =1y B = 0 tenemos
que:

c
Sap= —
a

Pudiéndose interpretar como la fraccion de A que es comun a B (Willett, P., 1998).

Concentracion efectiva media (Iso). Concentracion, calculada estadisticamente, de una sustancia
en el medio, que se espera que produzca un determinado efecto en el 50% de los organismos o
moléculas de experimentacion de una poblacion dada, bajo un conjunto de condiciones definidas.

Conformeros. Son estereoisomeros que se caracterizan por poder modificar su orientacion
espacial, convirtiéndose en otro isdmero de la misma molécula, a temperatura ambiente; por
rotacion en torno a enlaces simples anti, eclipsada o alternada. Son compuestos que,
generalmente, no pueden aislarse fisicamente, debido a su facilidad de interconversion.

Descriptores moleculares. Son empleados para caracterizar las moléculas que seran
comparadas. Pueden ser determinados de la estructura (constitucion, configuracion y


http://es.wikipedia.org/wiki/Estereois%C3%B3mero
http://es.wikipedia.org/wiki/Is%C3%B3mero
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_qu%C3%ADmico

conformacion) o de las propiedades (fisicas, quimicas o biologicas) de la molécula. Los
descriptores constitucionales incluyen informacién concerniente al arreglo de los atomos y los
enlaces, presencia o ausencia de fragmentos y otras caracteristicas 2D.

Los descriptores de configuracion caracterizan el arreglo 3D de los atomos. Finalmente, los
descriptores conformacionales representan el arreglo espacial més estable termodindmicamente.
Los descriptores pueden ser obtenidos de definiciones especificas, de las combinaciones de otros
descriptores o de valores numéricos de propiedades fisicoquimicas.

Dialisis. Proceso mediante el cual se afiaden o se eliminan solutos de bajo peso molecular de una
disolucion mediante la difusion a través de una membrana semipermeable.

Droga. 1. Cualquier sustancia que cuando es absorbida por organismos puede modificarles una o
mas de sus funciones (sin. fArmaco). 2. Término usado para designar medicamentos (América) y
sustancias de uso abusivo (drogas de abuso).

Ecuacion de Michaelis-Menten. Ecuacién que proporciona la velocidad de una reaccion
catalizada enzimaticamente en funcion de las concentraciones de sustrato y enzima, asi como de
dos constantes que son especificas para una determinada combinacion de enzima y sustrato: una
constante de velocidad, k., para la produccion catalitica del producto cuando la enzima esta
saturada (definida como V /[ EJioral), ¥ la constante de Michaelis (K,).

Eficacia. (farmacologia). Aptitud de un medicamento, determinada por métodos cientificos, para
producir los efectos propuestos. La eficacia del medicamento se determina generalmente a partir
de la fase II de los estudios clinicos, mediante la comparacion de los tratamientos que emplean el
medicamento-problema versus un grupo control (que no recibe tratamiento o recibe un placebo).

Enlace de hidrégeno. Interaccion de atraccion entre el &tomo de hidrogeno de un grupo donador,
como -OH o =NH, y un par de electrones no enlazantes de un grupo aceptor, como O=C. El
atomo del grupo donador, que incluye el hidrégeno, debe ser claramente electronegativo para que
la atraccion sea importante.

Enlace peptidico. Enlace que liga sucesivos aminoacidos para formar un péptido. Consiste en un
enlace amida entre el grupo alfa-carboxilo de un aminoécido y el grupo alfa-amino del siguiente.

Entropia conformacional del plegado. Disminucion de la aleatoriedad, durante el paso desde
una multitud de conformaciones de ovillo aleatorio hasta una tnica estructura plegada. La energia
libre, representada en la ecuacion AG = AH - T AS, demuestra que el AS negativo realiza una
contribucion positiva a AG. Es decir, el cambio de entropia conformacional se opone al plegado.
Por ello, el AG global, que debe ser negativo, se debe a que o bien AH es negativo y grande o a
algtin otro aumento de la entropia con el plegado. En la practica se dan ambas cosas. La fuente de
AH negativo es el caimulo de interacciones favorables energéticamente que se dan en el interior
del glébulo proteico, interacciones que suelen ser no covalentes.

Enzimas glicoliticas. La secuencia metaboélica en la que se oxida la glucosa (glucolisis), consiste
de nueve reacciones enzimaticas que producen dos moléculas de piruvato y dos equivalentes
reducidos de NADH, los que, al introducirse en la cadena respiratoria, produciran cuatro
moléculas de ATP. Las enzimas que catalizan tales reacciones se denominan enzimas glicoliticas
y son 10: Hexoquinasa, Fosfoglucosa isomerasa, Fosfofructo quinasa, Aldolasa, Triosafosfato
isomerasa, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, Fosfoglicerato quinasa, Fosfoglicerato
mutasa, Enolasa y Piruvato quinasa.
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Epitope. Parte de una molécula que actia como determinante antigénico; una macromolécula
puede contener diferentes epitopes, cada uno de ellos capaz de estimular la produccion de un
anticuerpo especifico.

Esquema de pesado. Son criterios que son empleados para asignar diferentes grados de
importancia a los componentes de las representaciones. Los criterios adoptados son
exclusivamente quimicos y pueden incluir valores para forma y tamafio, polaridad y carga,
lipofilicidad, polarizabilidad o flexibilidad inherente a la molécula individual (Maldonado, A.,
2006).

Estereoisomero. Es un isomero de una molécula que tiene las mismas conexiones atomo a atomo
que dicha molécula, pero difiere en la orientacion espacial de los mismos. Los estereoisomeros se
pueden clasificar en:

- Isdbmeros conformacionales, o rotameros, interconvertibles entre si por la rotacion en torno a
enlaces.
- Isdémeros configuracionales, interconvertibles entre si mediante ruptura de enlaces.

Evaluacion energética. Estimacion de la energia de unidon del complejo ligando-receptor en cada
posicion. La interaccion entre dos moléculas esta dada por una suma de fuerzas intermoleculares
de caracter no enlazante. La energia de interaccion resultante de todas las interacciones puede
estimarse de diferentes maneras.

Farmaco. 1. Sustancia dotada de un efecto bioactivo determinado o que, sin poseer actividad, al
ser administrado al organismo la adquieren luego que sufren cambios en su estructura quimica,
como es el caso de los pro-farmacos. Este término se debe emplear exclusivamente para denotar
al principio activo y no el producto farmacéutico (medicamento). 2. Cualquier producto que
puede ser absorbido por un organismo, difundirse en ¢l y producirle cambios, favorables o no.

Farmacéforo. Conjunto de caracteristicas estéricas y electrostaticas que precisan el modo
especifico de la asociacion de un ligando en un sitio de unién en una macromolécula, y que son
necesarias para asegurar una optima interaccion .

Fuerzas intermoleculares de caracter no enlazante. Aquellas que no implican una interaccion
de tipo covalente.

Tipo de interaccion Geometria éptima Ejemplo
Electrostatica o i6nica Distancia: 2.8 A =NH," --- "00C-
Puente de hidrogeno Distancia: 2.7-3.1 A H-O/R
Angulo: 120-180° R=0"
Van der Waals Distancia: 3-4 A CH;---H;C
Cambios entropicos Interaccion hidrofobica
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Energia conformacional

Glucolisis. Ruta inicial del catabolismo de los hidratos de carbono, en la que una molécula de
glucosa se degrada a dos moléculas de piruvato, con la produccion neta de moléculas de ATP y la
reduccion de dos moléculas de NAD" a NADH. En condiciones aerobias, estas moléculas de
NADH se reoxidan por la cadena de transporte electronico; en condiciones anaerobias, se utiliza
un aceptor de electrones diferente.

Grupo prostético. Un i6n metalico o una molécula pequefia (distinta de un aminoécido) que
forma parte de una proteina en el estado nativo y que es esencial para el funcionamiento proteico;
su union a la proteina puede ser covalente o no covalente.

Hidrofilo (hidrofilico). Hace referencia a la capacidad de un 4tomo o una molécula de presentar
interacciones de atraccion con las moléculas de agua. Las sustancias que son idnicas o pueden
participar en enlaces de hidrogeno son hidrofilas. Las sustancias hidrofilas son solubles en el
agua.

Hidréfobo (hidrofébico). La propiedad molecular de no presentar interacciones de atraccion con
las moléculas de agua. Las sustancias hidrofobas son no iénicas y no polares; no se disuelven con
facilidad en el agua.

Inhibidor. Sustancia que disminuye la velocidad de una reaccion enzimatica.

Inhibidor competitivo. Moléculas estructuralmente semejantes al sustrato (e incluso algunos que
no lo son), que son capaces de unirse al sitio activo de la enzima formando el complejo enzima-
inhibidor, éste no tiene la capacidad de transformar el sustrato en producto. En este tipo de
inhibicion se produce una competencia entre el sustrato y el inhibidor por la unién al sitio activo.
Cinéticamente, se caracteriza porque aumenta la Ky y se mantiene constante la V.

Inhibidor no competitivo. Molécula que se une a un sitio diferente al sitio activo, por lo que es
posible la formacién de los complejos inhibidor-enzima e inhibidor-enzima-sustrato. La
velocidad de formacion de producto a partir del complejo inhibidor-enzima-sustrato es menor que
la velocidad en ausencia del inhibidor, reduciendo la eficiencia catalitica de la enzima. Es por
esto que el analisis cinético revela que en una inhibicion del tipo no competitiva varian tanto V
, aunque K, permanece constante.

Interacciones carga-carga. Interacciones que se presentan entre grupos polares y cargados de
las cadenas laterales de los aminoacidos, dichos grupos ionizados se atraen y forman un
equivalente a sales entre residuos de la cadena polipeptidica, denominidndose a veces puentes
salinos. Estas interacciones desaparecen cuando el pH del medio es tal que se pierde el estado de
ionizacion del grupo.

Interacciones no covalentes. Las interacciones no covalentes son aquellas que se establecen sin
que necesariamente se compartan electrones entre los 4tomos enlazados. Estas formalmente no se
consideran enlaces quimicos. Dentro de las interacciones no covalentes podemos encontrar a las
interacciones electrostaticas, de dipolo permanente e inducido, los puentes de hidrogeno y las
fuerzas de Van der Waals.

Interacciones de fuerzas de Van der Waals. Son fuerzas de estabilizacidon molecular; forman
un enlace quimico no covalente en el que participan dos tipos de fuerzas o interacciones, las
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fuerzas de dispersion (que son fuerzas de atraccion) y las fuerzas de repulsion entre las capas
electronicas de 2 atomos contiguos. El denso empaquetamiento en el nucleo de las proteinas
globulares facilita la interaccion débil entre grupos moleculares sin carga. Dichos enlaces son de
baja energia, pero su abundante numero suple su debilidad. Cada interaccion individual sélo
contribuye en unos pocos kilojulios a la entalpia de interaccion negativa global, pero la suma de
todas las contribuciones de todas las interacciones si que puede estabilizar a la estructura plegada.

Ligando. Molécula que se fija de manera especifica y estereoquimicamente complementaria a
una proteina.

Medicamento. Es aquel preparado farmacéutico obtenido a partir de uno o mas principios
activos, que puede o no contener excipientes. Es presentado bajo una forma farmacéutica
definida, dosificado y empleado con fines terapéuticos.

Puente de hidrégeno (enlace por puente de hidrégeno). Interaccion que se establece cuando un
atomo de hidrogeno se encuentra entre dos atomos mas electronegativos, estableciendo un
vinculo entre ellos. El atomo de hidrogeno tiene una carga parcial positiva, por lo que atrae a la
densidad electronica de un atomo cercano en el espacio. Las cadenas laterales de muchos
aminoacidos se comportan como donadores o como aceptores de enlaces de hidrogeno (es el caso
de los grupos hidroxilo de la serina y los grupos amino de la glutamina, por ejemplo). Ademas, si
los protones amida o los carbonilos del armazon polipeptidico no estan implicados en el enlace
peptidico, pueden interaccionar también en este tipo de uniones estabilizadoras. Si bien los
enlaces de hidrogeno son débiles en disolucion acuosa, su gran niimero puede estabilizar
enormemente la estructura proteica.

Quiral. Respecto a una molécula u otro objeto, la propiedad de no ser superponible a su imagen
especular. Un dtomo que hace a una molécula quiral, como un carbono con cuatro sustituyentes
diferentes, se denomina atomo quiral o centro de quiralidad.

Receptores (diana, molécula blanco). 1. Proteinas presentes en la superficie celular que unen un
farmaco especifico induciéndose un determinado efecto fisiologico. 2. Sitio de unidén (ligando) de
gran afinidad por un determinado toxico, de cuya union se derivara un efecto.

Relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR, de las siglas en inglés de Quantitative
Structure-Activity Relationships). Modelo matematico que relaciona las propiedades fisico-
quimicas de una sustancia y/o las de sus subestructuras moleculares y las actividades biologicas,
incluida la toxicidad.

SMILES. De las siglas en inglés de Simplified Molecular Input Line Entry System. Es una
manera de representar la estructura quimica usando cadenas de caracteres alfanuméricos de tipo
ASCII. A partir de la descripcion en formato SMILES de las moléculas obtenemos una
estructura de datos en forma de grafo.
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