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Resumen

En el presente trabajo de tesis, se dan a conocer los resultados obtenidos al llevar a cabo la
simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando (docking) de una quimioteca de
aproximadamente 50 mil compuestos con potencial farmacolégico (LeadQuest”) y la estructura
tridimensional de la enzima dimérica superoxido dismutasa Cu/Zn del parasito Taenia solium,
TsSOD-Cu/Zn. Este trabajo tiene el propdsito de identificar compuestos lideres que permitan
desarrollar inhibidores especificos de la actividad de la enzima del pardsito sin afectar a la enzima
homologa en humano. Para tal fin, fueron construidos los conférmeros de los compuestos
LeadQuest” con energias conformacionales igual o menores a 3 kcal/mol respecto de la mas estable,
constituyéndose una base de mas de 2 millones de conformeros. La simulacion del acoplamiento se
realizd sobre los 21 sitios potenciales de union localizados en la superficie tridimensional de la
enzima. Los complejos proteina-ligando con mejor puntaje fueron sometidos a una minimizacion
local de la energia con la finalidad de mejorar las interacciones del ligando con los residuos de
contacto en el sitio de union. Una vez realizado lo anterior, la inspeccion visual de los complejos
minimizados permitio seleccionar aquellos con interacciones intermoleculares con residuos no

conservados en la enzima homoéloga en humano.

Ensayos de inhibicion directa sobre la enzima recombinante SOD—Cu/Zn de T. solium pura, con
algunos de los compuestos que presentaron buenos puntajes de formacion de complejos proteina-
ligando por simulaciéon computacional, selectividad en la unién hacia residuos no conservados en la
secuencia de SOD-Cu/Zn de humano, entre otros aspectos, mostraron inhibir parcial o totalmente la
actividad de la enzima a concentraciones del orden micro molar. Particularmente, seis de los
cincuenta compuestos seleccionados para realizar ensayos de inhibicion presentaron actividad
inhibitoria de 7sSOD—Cu/Zn y so6lo tres afectan la actividad de la enzima superoxido dismutasa de

humano a las concentraciones ensayadas en este trabajo.

Adicionalmente, se realizd6 la simulacion del acoplamiento molecular del albendazol y
tiabendazol, ambos farmacos antihelminticos, y la estructura tridimensional de la 7sSOD—-Cu/Zn. El
estudio muestra que estos compuestos tienen afinidad por el sito de la catélisis, al cual se unen

mediante interacciones tipo puente de hidrégeno y metalica con el cobre catalitico.



Abstract

We describe in this work a successful virtual screening using MOE™ package and experimental
testing aimed to the identification of novel inhibitors of superoxide dismutase of the tape worm
Taenia solium (TsSOD-Cu/Zn), a human parasite. After conformational search from LeadQuest”
database of drug-like compounds, about 2 million structures from about 50 thousand original
compounds were selected and then docked on 21 potential binding sites over the surface of X-ray
diffraction structure of 7sSOD—Cu/Zn. Docking results were screened looking for best protein-ligand
complex scores and then, energy minimizations of complexes based on three steps methodology were
carried out in order to include the possible structural effect of the ligand on the enzyme binding site.
We then searched for ligand with receptor side-chains contacts not conserved in the human
homologue structure, aimed to identify lead compounds for in vitro experiments over recombinant
pure 7sSOD—Cu/Zn. Several other criteria were considered as a second criterion to reduce the subset
of potential ligands, for example, LogP, number of hydrogen bonds, shape complementarity,

robustness of the results (poses found frequently), etc.

Six out of fifty experimentally tested compounds have shown uM inhibitory activities toward
TsCu/Zn—-SOD. Three of these compounds showed excellent species selectivity to 7sSOD—-Cu/Zn
since they affect the activity of this enzyme but did not show inhibition in the homologous human

enzyme when assayed in vitro.

LeadQuest Database
(50327 Compounds)

Low-Energy Conformations

2 millions of Structural
Conformers

Rigid Molecular Docking
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500 Compounds
(Best Score Complexes)

Energy Minimization
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50 Compounds
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ﬂExperimental Test

6 Compounds
(Active Compounds)
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Introduccion

Taenia solium (T. solium) es el agente causal de la cisticercosis en humanos y cerdos, asi como de
la teniosis en humanos. La neurocisticercosis humana es el establecimiento de las larvas de 7. solium
en el cerebro y constituye el padecimiento més grave ocasionado por este parasito.' Tanto la teniosis
como la cisticercosis, constituyen un importante problema de salud publica en paises en vias de
desarrollo, y recientemente en los paises desarrollados debido a la migracion de poblacion desde
paises subdesarrollados; el no tener un control sobre estas patologias puede derivar en importantes
pérdidas econdmicas.” Con el objeto de interrumpir el ciclo biolégico de T. solium se han propuesto
medidas como mejorar la inspeccidn sanitaria, observar medidas generales de higiene, someter a la
carne infectada a una adecuada coccion o congelacion, etc. Sin embargo, hasta la fecha no ha sido
posible introducir estas acciones en la poblacion rural (la mas vulnerable) de manera efectiva debido
a la falta de educacion, pobreza, y a la nulidad o insuficiencia de servicios basicos tales como el
suministro de agua potable y electricidad. Hasta el momento, el control de las infecciones
ocasionadas con helmintos como 7. solium consiste en el uso de medicamentos como el albendazol,
tiabendazol y prazicuantel. La adquisicion de la resistencia es el principal problema que surge con el
incrementado uso de antihelminticos y sugiere una urgente necesidad de desarrollar tratamientos mas
efectivos, tanto en humanos como en el ganado porcino, principalmente.’ Las caracteristicas
morfologicas y fisiologicas, asi como el ciclo de vida de T. solium y los efectos nocivos a la salud del

. , . . . . . 4
hospedero ocasionados por este parasito han sido discutidos ampliamente.

Tal como otros organismos, 7. solium es susceptible a la oxidacion de membranas y ADN por las
. . ’ . ;. -\ 5 r

especies reactivas de oxigeno (ERO) como el radical superéxido (O,").” Estas moléculas pueden ser
producidas por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos propios del parasito y, en su caso, por
células del sistema inmune del hospedero como parte del mecanismo efector en contra de los

, . 6 . . . . , . . ~
parasitos.” Diversos investigadores han sugerido que los parasitos son capaces de evadir el dafio
producido por las ERO, gracias a la accidon de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa
(SOD). Es por ello, que el estudio de estas enzimas es muy importante ya que su inactivacion

mediante mecanismos inmunolégicos o farmacologicos podria ayudar en la destruccion de 7. solium.

Por otra parte, se conoce como simulacion del acoplamiento molecular molécula blanco-ligando o
docking,” a un conjunto de acciones destinadas a modelar mediante el uso de computadoras, la
formacion de diversos complejos a partir de las coordenadas atomicas de las especies a interactuar.
Las moléculas blanco son generalmente proteinas implicadas en la enfermedad o dolencia o son
importantes para el metabolismo del organismo en estudio, mientras que los ligandos son moléculas

organicas pequefas que se desea, se unan a la molécula blanco alterando su funcién. Las coordenadas



atomicas de las proteinas son obtenidas ya sea por la via experimental (DRX y NMR,
principalmente) o modeladas computacionalmente, mientras que para el caso del ligando, existen
extensas bases de datos con informacion estructural de miles de compuestos con propiedades
farmacologicas previamente sintetizados. Esta técnica estd siendo ampliamente utilizada para la
identificacion o disefio de ligandos con posible actividad farmacolodgica, tanto por empresas privadas
como por instituciones de investigacion publica. La simulacion va desde la identificacion de un
posible sitio de unioén sobre la molécula blanco hasta la construccion y evaluacion de los complejos
moleculares tedricos resultantes. Los mejores modelos serdn aquellos que involucren la menor
energia (o un puntaje alto) de formacion, de acuerdo a los parametros de evaluacion utilizados por los

diferentes programas (e.g. FlexX, ICM, Pro_LEDS, AutoDock, LUDI, GOLD, MOE_Dock).

La metodologia del docking podria dividirse en al menos tres etapas basicas. En la primera se
requiere disponer de la estructura tridimensional de la molécula blanco, que debe ser acondicionada
para los calculos subsecuentes y sobre la que debera identificase el sitio de unién de una molécula de
prueba (el probable ligando). La segunda etapa consiste en disponer de un archivo numeroso de
ligandos (base de datos de farmacos potenciales) que, en general, son moléculas organicas con
estructuras tridimensionales conocidas que se encuentran en condiciones adecuadas para simular su
asociacion al blanco. Finalmente, durante la tercera etapa se requiere contar con un algoritmo
computacional que pueda tomar cada uno de los ligandos de la base de datos, encontrar la mayor
cantidad de sus conformaciones de baja energia (tipicamente decenas o centenas por cada
compuesto) y colocarlos dentro de los sitios potenciales de union. Este procedimiento requiere
ensayar una gran cantidad de orientaciones para cada conférmero con la finalidad de encontrar la
colocacion optima, esto es, la de menor energia (o mayor puntaje). Aunque el sitio de unién es con
frecuencia el sitio de la catalisis en el caso de las enzimas, algunos programas pueden buscar sitios
alternos que generalmente corresponden a zonas concavas sobre la superficie del receptor. Algunos
programas para realizar docking, permiten contemplar a la molécula del ligando como no rigida
(docking no rigido) permitiéndole la rotacion de enlaces durante la simulacion del acoplamiento
molecular, lo que permite acercarse mas a la realidad, en donde las moléculas poseen flexibilidad y
reactividad ante la interaccion. En el caso 6ptimo, también es posible tratar a la molécula del receptor

de manera flexible, aunque es sumamente costoso computacionalmente hablando.

Landa et al® describieron la inhibicion de la actividlad de SOD-Cu/Zn de T. solium con
albendazol y tiabendazol en concentraciones pM. De manera interesante, estos mismos experimentos
de inhibicion no tuvieron efecto sobre la actividad de SOD—Cu/Zn bovina, proteina homologa a la de
humano (93% de identidad). Con la elucidacion reciente de la estructura tridimensional de SOD-

Cu/Zn de T. solium,'® se abre la posibilidad de realizar estudios computacionales de su interaccion



con antihelminticos para comprender las bases moleculares de su actividad, y con bibliotecas de
compuestos con potencial farmacoloégico que conlleven al disefio de nuevas cabezas de serie
(también llamados compuestos lider) en el proceso de desarrollo de farmacos con mayor actividad y

selectividad que los actuales.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1. Mecanismo de accion de algunos antihelminticos contra teniosis y cisticercosis

Hasta el momento, el control de las enfermedades ocasionadas por 7. solium consiste
primeramente, en el uso de medicamentos antihelminticos de amplio espectro tales como el
albendazol [metil(5-propiltio)-1H-benzimidazol-2-ilo))-carbamato], el prazicuantel [2-
ciclohexanocarbonil-1,2,3,6,7,1 1b-hexahidro-pirazino[2, 1-a]isoquinolin-4-ona] y la niclosamida [5-
cloro-N-(2-cloro-4-nitro-fenil)-2-hidroxi-benzamida], mas que en el uso de una vacuna o de alguna
intervencion quirurgica para extraer al cisticerco. Los mecanismos de accion del albendazol y el
prazicuantel han sido ampliamente discutidos.” Se sabe que el albendazol dafia de forma selectiva los
microtubulos citoplasmaticos de las células de los helmintos pero no del huésped, ocasionando la
ruptura de las células del parasito y la pérdida de la funcionalidad secretora y de absorcion. El dafio a
los microtubulos genera una acumulacion de sustancias secretoras en el aparato de Golgi que hace
que disminuya la captacion de glucosa y la reduccion de los depositos de glucogeno. Como muchas
de las sustancias presentes en el aparato de Golgi son enzimas proteoliticas que ya no son secretadas,
éstas se liberan intracelularmente con la consecuente autolisis de la célula intestinal del helminto y
con ello, su muerte. Por otra parte, el prazicuantel produce un aumento en la permeabilidad de la
membrana celular al i6n calcio que conlleva a una contraccion muscular muy marcada, ocasionando
una despolarizacion persistente que se manifiesta como paralisis espatica del parasito con
subsiguiente muerte. También puede causar vacuolizacion o desintegracion del tegumento, lo que
deja inerte al parasito. Finalmente, se cree que la niclosamida, al igual que la nitrobenzamida, tiene
accion bloqueadora en el ciclo del acido citrico de los helmintos generando una acumulacion de

, . ;- , . . . . 10
acido lactico, ademas de interferir con el metabolismo de los carbohidratos.

Aunque existen algunos otros farmacos comerciales de reciente introducciéon en contra de las
parasitosis ocasionadas por helmintos, €stos no son efectivos para combatir la cisticercosis y teniosis
y no constituyen lineas de firmacos diferentes a las ya existentes.' Adicionalmente, el uso
indiscriminado o el empleo inadecuado de algunos farmacos contra helmintos ha generado

e ey, . . o 1 11
adquisicion de resistencia por parte de algunos de estos parasitos.'*”

Estos dos ultimos aspectos,
aunados a la baja efectividad y a la existencia de reacciones secundarias por parte de farmacos de uso

comun contra la cisticercosis y teniosis, sugieren la necesidad de desarrollar medicamentos mucho



mas potentes y especificos contra nuevas moléculas blanco que pudiesen contribuir de manera
efectiva al combate de la cisticercosis y teniosis, y de las helmintiosis en general sin causar

reacciones secundarias.

1.2. La enzima superdxido dismutasa de Cu/Zn (SOD—Cu/Zn) como posible blanco para el

disefio de farmacos antihelminticos

La enzima SOD-Cu/Zn cataliza rapidamente la dismutacion en dos pasos del radical téxico
superoxido a oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno. Este proceso involucra una reaccion de
reduccion y luego de oxidacion del atomo de cobre en el sitio de la catdlisis como se muestra a

continuacion:

SOD-Cu(Il) + O + HY == SOD'-Cu(l) + O,

SOD'-Cu(l) + O;" + H' == SOD-Cu(Il) + H,0,

Se sabe que la mayoria de las células en los organismos eucariontes contienen enzima SOD-
Zn/Cu y también, que ésta juega un papel importante en la proteccion de los elementos intracelulares
contra posibles dafios oxidativos. En eucariontes las SOD normalmente existen como homodimeros
con cada una de las subunidades conformada por aproximadamente 150 residuos y masa molecular
alrededor de 16 kDa, aunque en procariontes las SOD pueden ser también monoméricas. Existe un
alto valor de identidad entre secuencias de SOD de varias especies examinadas hasta el momento,
siendo entre las de mamiferos tales como rata, humano, caballo y cerdo alrededor de 80%. Los
residuos implicados directamente en la union de los 4&tomos de metal cataliticos estan completamente

conservados entre las SOD, es decir, son sitios conservados.

Una de las posibles rutas de accion en la busqueda de nuevos farmacos contra los helmintos, la
constituye el uso de enzimas antioxidantes en los parasitos (i. e. superdxido dismutasas, glutation
peroxidasas, catalasas y peroxirredoxinas) como posibles blancos para moléculas organicas que
pudieran formar complejos de alta afinidad, a través de los cuales se consiga inhibir su actividad. En
este sentido, Landa et al.® reportaron la inhibicién parcial y total de la actividad de la superdxido
dismutasa citosolica de cobre y zinc de T. solium (TsSOD-Cu/Zn) por algunos derivados del
bencimidazol: el albendazol y el tiabendazol. De manera interesante, la enzima SOD—Cu/Zn de Bos
taurus (B. taurus), homodloga de la de humano, no se ve afectada por estos farmacos a las
concentraciones ensayadas en los experimentos de inhibicion. No obstante que las concentraciones
empleadas por los autores en los ensayos de inhibicion directa sobre la SOD—Cu/Zn, son mas altas

que la concentracion que alcanzan estos farmacos en el organismo, estos estudios abren la posibilidad
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de desarrollar tanto derivados de las moléculas originales como el de encontrar nuevas substancias
con mucho mayor actividad inhibitoria de la SOD—Cu/Zn de T. solium. El interés por inhibir a las
enzimas antioxidantes radica en el hecho de que, al igual que todos los organismos aerobios, los
helmintos requieren de estas moléculas para limitar el dafio causado por las especies reactivas de
oxigeno (ERO), moléculas radicalarias que contienen en su estructura atomos de oxigeno y que son
generadas tanto por la reduccion incompleta del O, durante la respiracion de la mitocondria, como
por una serie de reacciones metabolicas en el citoplasma, reticulo endoplasmatico, membrana
citoplasmatica y peroxisomas. El dafio ocasionado por las ERO, tales como el radical superdxido
(O77), peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (HO"), consiste en que estas especies
reaccionan con algunas macromoléculas biologicas ocasionando oxidacion de proteinas,
peroxidacion de lipidos, despolimerizacion de polisacaridos y mutacion del ADN, entre otras
consecuencias.'” Adicionalmente a las ERO sintetizadas de forma endégena, los organismos
parasitarios tienen que hacer frente a las ERO generadas por los macréfagos, neutrofilos y eosinéfilos
del hospedero durante el fendémeno conocido como estallido respiratorio, uno de los mecanismos
efectores utilizado por las células del sistema inmune en contra de los organismos patogenos.'> > '*
Se ha visto que los organismos patégenos deficientes en enzimas que puedan metabolizar especies
radicalarias, exhiben consecuencias como una disminucién en su crecimiento, incremento en su
mutagénesis, hipersensibilidad a oxidantes y un menor grado de supervivencia.” Dentro de esas
enzimas, hemos decidido fijar nuestra atencion particularmente en la SOD—Cu/Zn citosdlica de T.
solium. Esta es una metaloenzima homodimérica de 152 residuos por subunidad (masa molecular de
15905 Da) con estructura tridimensional caracterizada por DRX y que al igual que todas las

superoxido dismutasa, cataliza la dismutacion de O,” en H,O, y O,.

Hasta el momento no existen reportes de trabajos de investigacion en los que se considere a las
superoxido dismutasa de helmintos como blanco para la formacion de complejos molécula blanco-
ligando de alta afinidad y especificidad, en el disefio de farmacos contra la helmintiosis o mas
especificamente, contra 7. solium. Con la reciente elucidacion de la estructura de rayos X de la SOD—
Cu/Zn de T. solium y el inicio de la caracterizacion de sus propiedades enzimaticas, se abre la
posibilidad de aplicar el protocolo de simulacion del acoplamiento molecular proteina ligando o
docking con extensas bases de datos de compuestos, hacia la busqueda de moléculas con potencial
farmacologico contra la cisticercosis y la teniosis. La estrecha similitud en la secuencia de
aminoacidos entre distintas SOD—Cu/Zn de helmintos" (e. g. la enzima de tenia con la de Schistoma
mansoni muestra 71% de identidad), permitiria la busqueda de inhibidores y su eventual evolucion

hacia farmacos de amplio espectro para su uso como antihelminticos.
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1.3. Estructura tridimensional de la enzima SOD-Cu/Zn citosdlica de Tenia solium

Recientemente, Santoyo-Hernandez et al.'® resolvieron la estructrua tridimensional de la enzima
citosolica recombinante 7sSOD—Cu/Zn (PDB ID 3MND) a una resolucion 2.2 A. La TsSOD-Cu/Zn
es un homodimero de 152 residuos y masa molecular de 15 905 Da por mondémero. Estos mondémeros
interaccionan a través de una extensa area de contacto principalmente por interacciones hidrofobicas,
aunque también algunas interacciones hidrofilicas podrian estar estabilizando la estructura

cuaternaria.

Cada monomero adopta plegamiento de barril  tipo sandwich formado por ocho hebras B (B1—
B8) dispuestas antiparalelamente y conectadas por siete lazos o loops (L1-L7). El sitio activo en cada
monomero incluye al i6n cataliticamente activo Cu(ll) y al i6n estructrual Zn(Il) separados 6.1 y 6.3
A en el monémero A y B, respectivamente. La Figura 1.1 muestra la estructura tridimensional de la
TsSOD-Cu/Zn en representacion de isosuperficie y de cintas, asi como la nomenclatura adoptada

1. ; ’ 17
para esta familia de proteinas en un monémero.

En ambos mondémeros el ion Cu(Il) esta coordinado a cuatro residuos de histidina (H43, 45, 60 y
117) en un geometria de tetraedro distorsionado. La H60 hace un puente entre el i6n cobre y el zinc.
A su vez el Zn(Il) esta enlazado a otras dos histidinas (H68 y 77) y al D80, perteneciente al barril
B. Moléculas de agua estan ubicadas a 2.4 y 2.9 A del Cu(ll) en el monémero A y B,

respectivamente.

El Cu(1I) est4 situado al fondo de un canal de 8 A de profundidad, 18 de largo y 5 de espesor. Dos
lazos, el electrostatico (L7) y el de union del Zn (L4) junto con algunos residuos del barril B,
conforman las paredes de este canal activo que asiste al radical superoxido desde la superficie de la
enzima hasta el sitio catalitico. Varios residuos cargados positivamente en el lazo electrostatico crean
un gradiente de carga que conducira al sustrato hasta el Cu(II)."” Los residuos involucrados son la
H128, E129, T134 y R140. El canal queda completado por las cadenas laterales de la K123 y el E124

en el barril B.

La superposicion solo los monomeros A de las estructuras tridimensionales de las enzimas
superoxido dismutasa Cu/Zn de humano y 7. solium (PDB ID 2V0OA y 3MND, respectivamente),
muestra un valor de RMSD de 0.7 A considerando sélo los atomos Co, y de 1.5 A cuando se
superponen los dimeros (mondémero A y B), también considerando sélo los atomos Co (Figura 1.2).
Esto pone de manifiesto que a pesar de haber una homologia en secuencias baja entre ambas

enzimas, la similitud estructural entre ellas es alta.
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(@)

(b)

Figura 1.1. Estructura tridimensional de la enzima recombinante superéxido dismutasa Cu/Zn de 7. solium
obtenida por DRX. (a) Representacion de isosuperficie. En color rojo el mondémero A y en color gris el
monomero B. (b) Representacion en cintas. Cada mondémero posee un sito activo y han sido resaltados los
residuos y atomos de metal que lo conforman. (¢) Mondémero de la TsSOD—Cu/Zn. La estructura consta de
ocho hebras B (B1-B8) que conforman un sandwich B unidas por siete lazos (L1-L7). Se describe la
nomenclatura canonica para las enzimas superoxido dismutasa.
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Figura 1.2. Alineamiento estructural de las enzimas superoxido dismutasa de 7. solium (PDB ID 3MND, en
color rojo) y de H. sapiens (PDB ID 2VO0A, en color gris). Se aprecia la alta similitud estructural. EIl RMSD
considerando ambos dimeros, pero sélo los Ca, es de 1.56 A. Para ambas estructuras, el mondmero de la
izquierda es el A y el de la derecha el B.

Ambas enzimas presentan cuatro interacciones tipo puente de hidrégeno conservadas en la region
interfacial entre los residuos 1148, G48 y G111 e implicados en la estabilizacion de estructura

cuaternaria.

1.4. Simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando (docking) y QSAR

Tanto el docking como el QSAR, son métodos modernos de la bioinformatica para el disefio de
farmacos que persiguen tres objetivos generales: 1) descubrir nuevos compuestos lideres (probables
farmacos), 2) optimizar a los farmacos ya existentes y, 3) seleccionar, de entre un grupo dado de
moléculas, a los candidatos que tienen mayor probabilidad de convertirse en inhibidores exitosos
para ser ensayados experimentalmente. Desde sus primeras aplicaciones al disefio de farmacos, estas
herramientas computacionales han contribuido significativamente al desarrollo de farmacos que se
han aprobado para su uso clinico. Uno de los primeros casos de éxito lo constituyo el antibacteriano
norfloxacina.”” Estudios de QSAR ayudaron al desarrollo de este farmaco que se comercializo con el
nombre de Noroxin. Ejemplos de otros farmacos que se han sido comercializados con la asistencia de
métodos computacionales de docking y QSAR, lo constituyen: el losartan (Cozaar)™ y el eprosartan

(Teventen)*' para el tratamiento de la hipertension, la dorzalamida (Truspot)® en el tratamiento del
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glaucoma, el indinavir (Crixivan)> para el tratamiento del SIDA vy el zolmitriptan (Zoming)* para el

tratamiento de la migrafa.

Ademas de éstos y otros casos de compuestos que han llegado a ser comercializados con la
asistencia de métodos computacionales, actualmente son bastante comunes las publicaciones de
trabajos de investigacion en donde se hace uso de herramientas computacionales en la busqueda de
ligandos de receptores especificos y de nuevas moléculas lider que den lugar a inhibidores

. 25-32
potenciales.
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Objetivo

En este trabajo de investigacion se plantea aplicar el protocolo de simulacion del acoplamiento
molecular proteina-ligando o docking, tanto de una base de datos de mas de cincuenta mil
compuestos con potencial farmacolégico (LeadQuest™) como de algunos farmacos antihelminticos,
sobre la estructura tridimensional de la SOD—Cu/Zn del parasito Taenia solium encaminado al disefio
de moléculas que inhiban su actividad enzimatica mediante la formacion de complejos proteina-
ligando de alta afinidad. Para el caso de los compuestos LeadQuest”, la efectividad de las moléculas
que resulten lideres en los ensayos in silico, serd evaluada mediante experimentos de laboratorio

directamente sobre la proteina recombinante pura.
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Capitulo 2

Desarrollo experimental

2.1. Simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando o docking de los compuestos que
conforman la biblioteca LeadQuest® y antihelminticos con la estructura tridimensional de

TsSOD—-Cu/Zn

En este trabajo, las tareas de modelado molecular, asignacion de carga eléctrica parcial a cada
atomo, busqueda de conformeros estructurales y sitios potenciales de union de ligandos, asi como de
minimizacioén de la energia, visualizacion molecular y docking fueron realizadas en ambiente MOE
2007.09 (Molecular Operating Environment, www.chemcomp.com) a menos que se indique lo
contrario. Minimizaciones de la energia se realizaron hasta un RMSD (Root Mean Square Deviation)
menor o igual a 0.001 usando el campo de fuerzas CHARMM?27, parametrizado para moléculas de
masa molecular alta como las proteinas, o0 MMFF94x, parametrizado para moléculas organicas

pequefias como los ligandos.

La quimioteca LeadQuest® proporcionada por Exelgen (www.tripos.com), contiene las
coordenadas bidimensionales de la estructura quimica de mas de 50 mil compuestos organicos con
potencial farmacologico. En un primer paso, esta base de datos fue sometida a un proceso de
filtracion con la finalidad de eliminar aquellos compuestos que no cumplieran con los criterios de las
reglas de Lipinski (Lipinski’s Rule of Five)* y algunos otros, asi como el de eliminar moléculas de
agua, sales y otros disolventes que pudieran estar presentes (MOE ImportDatabase). Las estructuras
que si cumplian con las restricciones fueron trasladadas a 3D seguido de la busqueda de sus
conféormeros. Esta ultima tarea se realizd con ayuda de la funcion MOE ConformerSearch y
utilizando el campo de fuerzas MMFF94x. La busqueda de conférmeros fue restringida a aquellas
conformaciones con energia menor o igual a 3 kcal/mol respecto a la estructura mas estable, evaluada
una vez que fueron sometidas a minimizacion de la energia. Lo anterior dio origen a una nueva base
de datos de aproximadamente 2 000 000 de conférmeros de los 51 068 compuestos que conforman la

quimioteca LeadQuest”.

Respecto a las moléculas de antihelminticos albendazol y tiabendazol, éstas fueron construidas
con MOE_Build, su energia optimizada usando el campo de fuerzas MMFF94x y generados sus

variantes conformacionales (MOE_ConformerSearch) con E..,¢ de hasta 4 kcal/mol.
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Los sitios potenciales de union de ligandos sobre la superficie de la estructura tridimensional de la
enzima 7sSOD-Cu/Zn, esto es, los sitios sobre los que se realizo el docking, fueron calculados

utilizando la funcién MOE_SiteFinder y confirmados con el servidor CASTp.*®

Previo al docking de la biblioteca de conférmeros generada in house, la estructura de rayos X de
TsCu/Zn-SOD (PDB ID 3MND)'® debié de ser preparada, primero eliminando todas las moléculas
de agua, luego adicionando y optimizando la posicion de los atomos de hidrogeno, asignando cargas
parciales a todos los atomos usando el campo de fuerzas CHARMM27 y, finalmente, asignando una

carga de 2" a los 4tomos de Cu'y Zn.

El docking de cada uno de los conférmero sobre la estructura de 7sSOD—Cu/Zn, se llevo a cabo
empleando la funcion MOE_Dock, con las estructuras rigidas y utilizando el campo de fuerzas
CHARMM27 y la funcién de evaluacion del puntaje affinity implementada en MOE. En una primera
aproximacion, se ensayaron y evaluaron 15 mil orientaciones de prueba para la colocacion de cada
uno de los ligandos sobre los 21 sitios potenciales de union de ligandos localizados sobre la
superficie de 7sSOD—Cu/Zn; solo los diez mejores complejos proteina-ligando de los 15 mil
simulados para cada conformero con base al puntaje, fueron guardados para su analisis posterior.
Una segunda simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando, pero soélo utilizando los
compuestos cuyo puntaje de docking en la primera etapa fue affinity< -7.5 unidades, se realizod
utilizando 100 mil orientaciones de prueba en lugar de las 15 mil originales pero también,
conservando s6lo los diez mejores complejos con base al puntaje. En todos los casos, la funcion de
busqueda de orientaciones y acomodo de los conférmeros en los sitios potenciales de union fue
AlphaSiteTriangle. El propdsito de esta segunda simulacion fue refinar los complejos para obtener
mejores puntajes y lograr un reordenamiento de los mismos en funcion de la afinidad predicha. De
los resultados obtenidos en esta tltima simulacion del acoplamiento molecular, se seleccionaron los
compuestos que obtuvieron un puntaje affinity< -8.6 y se les realiz6 una minimizacion de la energia
conjugada empleando los campos de fuerza CHARMM?27 y/o MMFF94x segtin sea el caso (ver
seccion de Resultados y discusion para mas detalles). Después de llevar a cabo la minimizacion de la
energia de los complejos con mejor puntaje, o de aquellos compuestos con alta frecuencia entre los
complejos modelados y almacenados, se seleccionaron cincuenta compuestos de acuerdo con
criterios como: energia de interaccion entre el ligando y la molécula receptora; nimero de
interacciones tipo puente de hidrogeno formados con cadenas laterales de la molécula blanco
ausentes en la SOD humana; complementariedad geométrica, hidrofobica y electrostatica; masa
molecular menor a 600 Da; LogP estimado (CS ChemDraw Ultra®, www.cambridgesoft.com) menor
a cuatro, entre otros criterios. Estos compuestos, junto con 10 controles negativos (compuestos con

puntajes medianos y bajos, derivados del estudio de docking) fueron adquiridos con la empresa

19



Excelgen Inc. y probados como inhibidores de la actividad de la SOD de tenia mediante
experimentos directos con la enzima. S6lo los compuestos con actividad inhibitoria contra 7sSOD—
Cu/Zn fueron usados para realizar estudios de docking (100 000 orientaciones de prueba seguido de
minimizacion de la energia) e inhibicidn irn vitro sobre la estructura tridimensional de SOD (PDB ID
2VO0A) y enzima pura de humano (Sigma), respectivamente, con la finalidad de conocer la afinidad

hacia ésta por parte de los compuestos activos.

2.2. Produccion y purificacion de la enzima recombinante 7sCu/Zn-SOD

Una muestra de bacterias Escherichia coli BL21 transformadas con el vector pRSET conteniendo
ADNCc que codifica para TsSOD—-Cu/Zn, se incubd a 37°C y agitacion de 250 rpm por una noche en
suficiente medio de cultivo Luria-Bertani (LB) y en presencia de ampicilina a una concentracion de
100 pg/mL. Una alicuota de este cultivo se diluyo6 en proporcion 1:50 en 500 mL de medio LB fresco
con ampicilina en concentracion igual a la del primer cultivo. El nuevo cultivo se incub6 bajo las
mismas condiciones de temperatura y agitacion descritas anteriormente hasta alcanzar una densidad
optica igual a DOgoonm= 0.6. En este momento se adicion6 suficiente sulfato de cobre (CuSO4-5H,0,
Aldrich 99%), sulfato de zinc (ZnSQO4, Aldrich 99%) e isopropil-p-D-tiogalactésido (IPTG) hasta una
concentracion final de 0.17, 0.17 y 1 mM, respectivamente. El medio resultante se incub6 por cuatro
horas mas. Al final, el medio fue centrifugado a 3 500 rpm durante diez minutos y temperatura
ambiente y el precipitado fue suspendido en 20 mL de amortiguador salino de fosfatos (PBS) frio y la
disolucion resultante, fue centrifugada nuevamente a las mismas condiciones que la primera vez.
Ahora, el precipitado de bacterias es suspendido en 15 mL de amortiguador de Tris-HCI 50 mM y pH
7.5 y la disolucion resultante, fue sonicada a 4 watts (Sonics-Vibracell) seis veces durante un minuto,
con intervalos de un minuto entre cada una (6x1x1), tiempo en el que la disolucion fue enfriada en
bafio de hielo-agua. Al final de la sonicacion, la disolucion resultante es centrifugada a temperatura
ambiente por diez minutos a 13 000 rpm. El sobrenadante o extracto soluble fue concentrado hasta un
volumen de 5 mL empleando un equipo Amicon® equipado con una membrana de corte molecular de
10 000 Da (NMWL= 10 000 Da, Millipore). Este concentrado fue inyectado para la separacion de
sus componentes biologicos en una columna DEAE-Shepadex de intercambio anidnico (HiPrep
16/10 DEAE FF) acoplada a un equipo AKTA™ Prime, previamente equilibrada con el mismo
amortiguador del concentrado. El programa de elucion consistié en un gradiente lineal 0-20% de
NaCl 1 M a partir del mililitro 30 y hasta el 110 para luego incrementarse al 100% entre el mililitro
110.1 y el 130, manteniéndose asi hasta el final de la elucion. Los diferentes volimenes de eluyente

colectados y etiquetados como picos cuando fue posible, fueron concentrados hasta
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aproximadamente 2 mL utilizando el equipo Amicon®. La determinacion de la cantidad de proteina
se realiz6 por el método del 4cido bicinconinico (BCA-PIERCE) de acuerdo al protocolo descrito por
el fabricante. Los picos que mostraron actividad de SOD, fueron sometidos a cromatografia
empleando la misma columna de intercambio idnico, previamente dializadas en amortiguador Tris-
HC1 50 mM pero ahora a condiciones ligeramente alcalinas (pH 8.9), y la columna equilibrada con
suficiente cantidad de este amortiguador.

Para el analisis de los picos se utilizd la técnica de electroforesis en geles PAGE-SDS de

acrilamida al 12% descrita por Laemmli.””

Todos los experimentos de electroforesis fueron
realizados en un equipo MiniProtean (BIO-RAD) a 90 volts por el tiempo necesario para que el
frente de elucion llegara a 1 cm antes del limite inferior del gel. Cuando fue posible, los geles fueron
cargados con muestras de 5.0 ug de extracto crudo de proteinas y 3.0 ug de proteina pura. Los
experimentos Western-Blot o ensayos de inmunotransferencia, se realizaron de acuerdo al método de
Towbin et al.”> Brevemente, alrededor de 3 pg de proteinas puras y 5 pg de extracto crudo fueron
incubados durante cinco minutos con una soluciéon de azul de bromofenol al 0.2%, glicerol al 20% y
200 mM de mercaptoetanol. Las muestras fueron cargadas en un gel de acrilamida previamente
preparado y corrido con amortiguador de electroforesis 1X (Tris-Base 25 mM, glicina 250 mM, 0.1%
de SDS). Al terminar la corrida, los geles fueron retirados para ser teflidos con azul de Coomassie
durante 30 min y destefiidos con una solucién de acido acético al 10%. Para los ensayos de
inmunotransferencia, se utilizaron los geles de acrilamida para transferir las proteinas a una
membrana de nitrocelulasa durante una hora a 100 V utilizando una cdmara de transferencia (BIO-
RAD). Las membranas fueron cortadas en tiras de aproximadamente 2 mm, las cuales fueron
bloqueadas con una solucion de PBS-Tween 0.5% y leche en polvo al 0.5%. El complejo Ab:Ac fue
detectado mediante la adicion de un segundo anticuerpo presente en el suero, el anti-lgG de conejo
unido a la peroxidasa, a una disolucion de 1:20 000. Finalmente, las muestras fueron nuevamente
lavadas y reveladas usando 0.5 mg de 3-3'diaminobenzidina y 20 uL de una solucion de H,O, al 1%

durante 15 min a temperatura ambiente.

2.3. Determinacion de la actividad y ensayos de inhibicion de la actividad de 7sSOD—Cu/Zn y

HsSOD—Cu/Zn por compuestos LeadQuest®

La actividad de la SOD fue determinada indirectamente por su efecto en la inhibicion de la
reduccion del citocromo ¢,” ver Esquema 1. Brevemente, el O," es generado por el sistema

enzimatico xantina—xantina-oxidasa que en un ensayo control (ausencia de SOD) reduce
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completamente al citocromo ¢ ocasionando un cambio colorimétrico que es detectado a 550 nm.
Cuando el mismo ensayo se lleva a cabo en presencia de SOD, parte del O, es transformado por
accion de la enzima a O, y H,0, originando que el citocromo ¢ sélo sea reducido parcialmente
(dependiendo de la actividad de la SOD y de la cantidad adicionada al ensayo, el citocromo ¢ se
reduce poco o mucho), produciendo un cambio colorimétrico de menor intensidad que el observado
en ausencia de superoxido dismutasa. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir en 50% la reduccion del citocromo ¢ una vez transcurridos 2 min de iniciada la
reaccion. En este mismo sentido, se define como actividad especifica al nimero de unidades de SOD

por mg de muestra.

A un tubo de ensayo conteniendo 840 pul. de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.8 (Aldrich
99.0% de pureza), 125 pL de xantina (Aldrich, 99.99% de pureza) 0.4 mM y 12.5 uL de citocromo ¢
0.8 mM (Aldrich 99% de pureza) se le adiciona suficiente disolucion de xantina oxidasa (t= 0 min,
Aldrich, 98% de pureza) para tener una lectura de Absssoum= 0.10-0.12 una vez transcurridos dos
minutos de iniciada la reaccion (t= 2 min, alrededor de 20 uL de una disolucioén con concentracion 4
mg/400 uL). Una vez fijada la cantidad de xantina oxidasa necesaria para tener valores de AbsSssonm
en el intervalo indicado, la actividad de la SOD es determinada en ensayos similares al anteriormente
descrito s6lo que agregando una cantidad conocida de SOD a cada uno de ellos antes de la adicion de
xantina oxidasa. La cantidad de SOD utilizada en cada determinacion, asi como el nimero de ellas,
deberan de ser adecuadas para construir una curva tipica de actividad (para una muestra muy activa
de TsSOD—-Cu/Zn, la cantidad de ésta que producird una disminuciéon del 50% de la reduccion del

citocromo c esta alrededor de 0.5 pg).

HyO, + Oy
SOD
Xantina Citocromo c (I1I)
0, 05~ 0,
Acido trico Citocromo c (II)

Esquema 1. Determinacion de la actividad de la SOD mediante la reaccion de reduccion del citocromo c¢ (II1)
por el radical superoxido. Esta reaccion puede ser inhibida por la presencia de la enzima superoxido dismutasa
ya que ésta lleva a cabo la reaccion de dismutacion del radical superoxido a perdxido de hidrégeno y oxigeno.
El radical superoxido es producido por el sistema xantina—xantina-oxidasa.
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Este método es también utilizado en ensayos de inhibicion de la actividad de la 7sCu/Zn—-SOD (o
HsCu/Zn-SOD) en los que 10 U de enzima son incubados por 30 min y T= 37°C con diferentes
concentraciones de los compuestos: a) KCN o NaNj para los experimentos de determinacion del co-
factor, b) anticuerpos IgG anti-7sCu/Zn—-SOD (sélo en el caso de la TsSOD-Cu/Zn) para los
experimentos de inmunotransferencia, y; ¢) compuestos LeadQuest” para los ensayos de inhibicion
por docking. Los compuestos LeadQuest” tienen una pureza mayor al 95% de acuerdo con el
fabricante. Se prepararon soluciones con concentracion de 10 mM de todos los compuestos

LeadQuest” en DMSO. Finalmente, todos los ensayos de inhibicion fueron realizados por triplicado.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1. Busqueda de sitios potenciales de union de ligandos en la estructura tridimensional del

dimero de 7sSOD—-Cu/Zn

Un primer requisito para llevar a cabo la simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando,
es establecer las regiones en la estructura tridimesional del receptor sobre las que se dirigira la
simulaciéon de unioén de ligandos. Estos sitios potenciales de union de ligandos son, usualmente,
concavidades hidrofobicas constituidas por las cadenas laterales de residuos de aminoacidos
altamente empaquetados sobre la superficie de la proteina, aunque muchas otras veces también, el
sito de unidn a su sustrato natural o sitio de la catalisis y cavidades ocultas al solvente o internas.” El
sitio de la catalis de la 7sSOD—Cu/Zn es una region bastante conservada en residuos entre las SOD
conocidas, desde bacterias hasta mamiferos incluyendo al humano. En estas circunstancias, disefiar
un inhibidor especifico para la enzima SOD de tenia podria resultar dificil o imposible si el estudio
esta dirigido al sito de la catalisis. En la figura 2.1 estd representado un alineamiento multiple
realizado con ClustalW (herramienta de alineamiento multiple,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) de secuencias de SOD de varios organismos. En ¢l
puede observarse la conservacion de los residuos que interaccionan con los cofactores metalicos Cu y
Zn y que en conjunto constituyen el sitio de la catalisis (i. e. H43, 45, 60, 68 y 117, asi como D80,
sombreados con lineas gruesas grises); la Argl40, implicada en el reconocimiento y luego en la
canalizacion del radical superoxido hacia el sitio de la catélisis, también estd conservada. Se
observan cinco motivos altamente conservados localizados en las posiciones ““HGFHVHEFGDTT',
*SAGAHFNP®, "RHVGDLGN®, "'DDLGLG"® y "*TGNAGGRVACGII'* y que en su mayoria
forman parte de algin lazo, por ejemplo, la region comprendida entre entre los residuos 134-146
corresponde al lazo electrostatico. De este mismo alineamiento se obtiene que el porciento de
identidad entre la secuencia de 7sSOD—Cu/Zn y la de mamiferos como el humano, jabali y bovino es
57.9, 57.2 y 56.6%, respectivamente; de 71% con el trematodo S. mansoni y solo de 54.6, 53.9 y

53.3% con los nematodos F. hepatica, B. mayali y O. volvulus.

El proposito de MOE _SiteFinder es calcular posibles sitios activos en el receptor a partir de las
coordenadas tridimensionales de moléculas de proteina. No obstante que existen métodos que hacen

uso de energias de interaccion entre una molécula de prueba y el receptor para localizar sitios
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energéticamente

favorables, MOE_SiteFinder utiliza métodos geométricos para

localizar

concavidades sobre la superficie de un proteina: la posicion relativa y la accesibilidad de los atomos

del receptor junto con una clasificacion aproximada del tipo quimico de los 4&tomos, son suficientes.
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Figura 2.1. Alineamiento de la secuencia de 7sSOD—-Cu/Zn (La secuencia ha sido etiquetada como Ts en el
alineamiento, cddigo GenBank Q8WRFS5) con la de otras especies: Schistosoma mansoni (Sm, Q01137),
Fasciola hepatica (Fh, Q9XY94), Bos taurus (Bt, P00442), Sus sacrofa (Ss, P04178), Homo sapiens (Hs,
P00441), Brugia pahangi (Bp, P41962) y Onchocerca volvulus (Ov, P24706). El alineamiento multiple se
realiz haciendo uso del servidor Clustal W (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). El simbolo (*) indica que en

esa posicion los residuos son cien por ciento idénticos; el simbolo (:) indica posiciones en las que se han

realizado sustituciones conservativas; finalmente, el simbolo (*) indica sustituciones menos conservativas. Los
residuos que conforman el sitio de union asi como el residuo altamente conservado R140, se encuentran
sombreados y en negritas, respectivamente.
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Podriamos resumir la funcion de SiteFinder en tres puntos principales: a) Identificar regiones de
empaquetamiento atomico alto; b) Filtrar aquellos sitios que estén muy expuestos al solvente tales
como las protuberancias, y; ¢) Filtrar sitios de union de moléculas de agua empleando el concepto de
atomos hidrofobicos e hidrofilicos.”* Estos sitios activos, ademas de ser de ayuda para proponer
posibles sitios de uniéon de ligandos en un estudio de docking, también son utiles para sugerir

mutaciones en experimentos de mutagénesis dirigida.

En este trabajo se identificaron 21 sitios potenciales de union de ligandos que fueron etiquetados
como sitio 1, sitio 2, etc., todos ellos concavidades de diversos tamafios y con caracteristicas
hidrofobicas/hidrofilicas que se encuentra distribuidos unifomemente sobre la superficie de la
estructura 3D de 7sSOD-Cu/Zn. En la Figura 2.2 estan presentadas diferentes perspectivas de la
estructura tridimensional de 7sSOD—Cu/Zn en donde pueden apreciarse los sitios potenciales de
uniéon de ligandos localizados con MOE SiteFinder 'y verificados con CASTp
(sts.bioengr.uic.edu/edu/castp/calculation.php).”> CASTp es un servidor ampliamente utilizado cuya
tarea se enfoca, al igual que MOE_SiteFinder, en identificar concavidades en superficies accesibles
al solvente y cavidades hacia el interior de una proteina dada la estructura tridimensional. En la
figura 2.2(a), algunos sitios potenciales de uniéon estan indicados y delimitados por colecciones de
pequeiias esferas coloreadas llamadas AlphaCenters. Estas esferas coloreadas representan a su vez,
los centros de otras de mayor tamafio que reciben el nombre de AlphaSpheres asociadas a conjuntos
de cuatro atomos cercanos en el espacio y que definen, junto con el resto de las demas esferas, los
sitios potenciales de union. Las esferas rojas indican regiones hidrofilicas y las grises regiones
hidrofobicas. Es importante mencionar que no se localizaron cavidades internas en la estructura
tridimensional del dimero de SOD—Cu/Zn de tenia con los paramétros utilizados en MOE_SiteFinder

y CASTp.

En la Tabla 2.1 se encuentran algunos descriptores para los diez primeros sitios potenciales de
unioén de ligandos, los de mayor tamafio. Una lista completa de estos descriptores para los 21 sitios se
encuentra en la Tabla 1 del apéndice. Particularmente, la cuarta columna lista los residuos de
aminoacidos cuyos atomos, ya sea de la cadena principal y/o lateral, participan en la conformacion de
los sitios potenciales de union. La columna dos indica en nimero los &tomos que consitituyen el sitio
activo, es decir, los a&tomos que podrian interactuar con la molécula del ligando una vez posicionada

en el sitio y habiendo probado varias posiciones y orientaciones.

Los sitios 1 y 2 son los de mayores dimensiones ya que mas atomos o residuos los constituyen,
pero a la vez son también los que mas atomos hidrofobicos presentan dandoles caracteristicas
propicias para la union de ligandos no tan pequefios y con propiedades, tanto hidrofébicas como

hidroéfilicas. Ambos sitios se ubican en la region interfacial en el dimero de 7sSOD-Cu/Zn (Figura
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2.2(b)) pero mientras cualquiera de ellos puede observarse directamente o de frente, el otro sitio se
situa en parte de atrds y es posible verlo si se gira la estructura 180° sobre el eje longitudinal. El sitio
1 tiene forma extendida mientras que el 2 es mas compacto. Es importante destacar que estos sitios
potenciales de union, al igual que otros en la lista, no estan estrictamente conservados en secuencia

entre 7sSOD—Cu/Zn y HsSOD-Cu/Zn y se convierten en blancos atractivos para el disefio de

inhibidores especificos.

(b)

Figura 2.2. Sitios potenciales de union de ligando sobre la superficie de la TsSOD—Cu/Zn. (a) Representacion
de isosuperficie generada con Surfaces and Maps de MOE mostrando los sitios potenciales de uniéon de
ligandos identificados con las aplicaciones MOE_SiteFinder y CASTp. Las esferas grises y rojas en las
concavidades definen los sitios potenciales de unién de ligandos. Las zonas en color rojo en la superficie
indican regiones protuberantes, las de color azul regiones polares y las de color blanco regiones hidrofobicas.
(b) En ambas figuras, al frente en el centro, pueden distinguirse los sitios 1 y 2, respectivamente. Estos sitios
son importantes por su tamafio, ubicacion y propiedades fisicoquimicas y por la preferencia de union observada
por los compuestos LeadQuest” hacia la formacion de complejos. MOE_SurfacesandMaps puede calcular la
forma de la superficie externa de una macromolécula, definida por los radios de van der Waals de todos los
atomos de la molécula o por el “volumen de exclusion del solvente”, mas alla del cual no puede penetrar una
molécula de agua.
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Sitio Tamafio Hyd Residuos

Cadena A: M1 K2 F61 L103 T104 G105 E106 H107 S108 V109 1110 R112 1148
1 226 30 A149 K150 S151 EA152. Cadena B: M1 K2 A3 E46 F47 L103 T104 G105 S108
1110 G111 R112 1148 A149 S151

Cadena A: C5 V6 M7 R8 G9 E10 T50 G53 C54 C143 G144 1145. Cadena B: C5

2 159 18
V6 M7 R8 T50 C143 G144 1145

3 61 14 Cadena B: E11 V13 G34 L35 K36 H40 V118 V141

4 73 13 Cadena A: K2 A149 K150 S151. Cadena B: F47 D49 T55 S56 A57 G58
Cadena A: H43 H45 G58 A59 H60 N62 K66 N67 H68 H77 H117 L130 L132

> 129 2 1133 T134 N136 A137 G138 G139 R140 Cu

6 87 12 Cadena B: K66 P71 D72 A73 A74 R76 L81 L96 T97 D98 K99 M100

7 71 10 Cadena A: P71 D72 A73 A74 R76 L81 L96 T97 D98 K99 M 100

8 59 10 Cadena A: K39 A70 P71 D72 L81G82 N83 L94 L96 L123

9 55 9 Cadena B: K14 G15 V16 E31 F32 E33 K91 A92 T93

10 51 8 Cadena A: K14 G15 V16 E31 F32 E33 K91 A92 T93

Tabla 2.1. Algunos descriptores para los diez primeros sitios potenciales de union de ligandos, de los 21
localizados en la superficie del dimero de7sCu/Zn—SOD identificados con la aplicacion MOE_SiteFinder y
confirmados mediante el servidor CASTp. La columna Tamario indica el nimero de 4&tomos que constituyen las
paredes del sitio; la columna Hyd indica cuantos de los atomos indicados en la columna 7amaisio son
hidrofobicos o atomos de C e H, y; la columna Residuos indica los aminoacidos cuyos atomos estan implicados
en la conformacion del sitio en formato cadena:residuo-nombre.

En general, el resto de los sitos potenciales de uniéon son de menor tamafio, regiones mas
accesibles al solvente y en algunos casos, sitios conservados respecto a la enzima homologa en
humano. No obstante estas diferencias, todos representan en una primera aproximacion sitios
atractivos para dirigir sobre ellos el docking de la quimioteca LeadQuest® y de los compuestos

antihelminticos.

3.2. Bisqueda de conféormeros estructurales de los compuestos que constituyen la base

LeadQuest® y los compuestos antihelminticos

Las moléculas (incluyendo las proteinas) no son especies rigidas, si no por el contrario, éstas
poseen dinamismo conformacional que, en general, se incrementa al aumentar la temperatura del

sistema en que se encuentran. En los sistemas vivos este dinamismo se da de manera natural y es
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indispensable para que haya reconocimiento molecular, por ejemplo, proteina-ligando, proteina-

proteina, proteina-ADN, etc., en otras palabras para que haya funcionalidad.

Modelar las conformaciones estructurales que puede sufrir la proteina y el ligando sobre la
marcha o en tiempo real, durante la simulacién del acoplamiento molecular proteina-ligando resulta
bastante costoso computacionalmente hablando. Por el contrario, no modelarlas puede ser mucho
menos costoso, pero al ser ésta una aproximacion mas simplista, los modelos resultantes podrian ser
mas imprecisos aun. Respecto al ligando, los cambios conformacionales pueden ser incorporados
mediante dos procedimientos principalmente: a) permitiendo la flexibilidad a través de la rotacion de
los enlaces sencillos del ligando una vez que éste ha sido posicionado en el posible sitio de uniéon en
la estructura 3D del receptor o; b) mediante el docking rigido de los conféormeros pre-construidos del
ligando(s) contenidos en una base de datos. Una desventaja importante de los métodos que tratan la
flexibilidad del ligando sobre la marcha, es que sufren de muestreo redundante de las
conformaciones.*® Como ya se menciond, una aproximacién en la simulacién conformacional de los
ligandos es que previo al proceso de modelado de complejos proteina-ligando se construyan los
conféormeros de los ligandos y que éstos sean sobre los que se modele su interaccion con el

37
receptor.

No obstante que nuestro trabajo puede clasificarse como de docking rigido en el sentido de que
tanto las estructuras del receptor y ligando permanecen fijas durante la simulacion del acoplamiento
proteina-ligando, previamente llevamos a cabo una busqueda de conféormeros estructurales

representativos de cada uno de los 51 068 compuestos que conforman la base de datos LeadQuest®”.*®

Una hipétesis es que construyendo los conféormeros de cada uno de los compuestos antes del
docking, usando algoritmos y pardmetros mas intensos y completos que los que se usan en docking
flexible, obtendremos conféormeros mejor evaluados en términos de su energia conformacional

cubriendo una gama mas extensa de modelos.

MOE_ConformerImport es una herramienta que permite construir conformaciones de baja energia
a partir de las coordenadas 2D de una coleccion grande de compuestos, por ejemplo LeadQuest”. La
metodologia de busqueda de conformaciones high-throughput fragment-based implementada en
MOE* nos permitié generar aproximadamente dos millones de conformeros con energia Econ< 3.0
kcal/mol a partir de los 51 068 compuestos originales, esto es, aproximadamente cuarenta
conformeros por compuesto. Al respecto, Perola ez al.* llevaron a cabo un estudio teérico del calculo
de la energia conformacional de decenas de ligandos (bioactivos) unidos a su receptor en complejos
proteina-ligando cuya estructura 3D ha sido descrita. Concluyen que el 80% (o 50%) de los ligandos
que contienen de 1 a 3 enlaces rotables (o de 4 a 6) tienen energia conformacional igual o menor a,

Econ= 3.0 kcal/mol. Con el objetivo de no generar un numero muy grande de conféormeros, hemos
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adoptado en este trabajo ese mismo limite de energia conformacional, esperando contar con un
numero significante de conformaciones biologicas relevantes. Esta nueva base fue usada para realizar
docking sobre los sitios potenciales de union encontrados en la superficie de la estructura de 7sSOD-
Cu/Zn. En la Figura 2.3 se muestran los conférmeros estructurales para uno de los miles de
compuestos de la base LeadQuest”, el compuesto 3. Cabe mencionar que la diversidad o numero de
conformeros (algunas veces también llamados rotameros) que pueden construirse a partir de la
estructura de un compuesto dado, depende del nimero de enlaces rotables (enlaces sencillos)
presentes, pues ni los enlaces dobles y triples y anillos permiten giros. Es asi como el nimero de
conformeros disminuye notablemente cuando la molécula estd constituida por varios ciclos
aromaticos ya que éstos no poseen flexibilidad, sino mas bien son rigidos y de geometria planar. Para
el compuesto del ejemplo se encontraron 37 conférmeros que cumplian con el limite impuesto de
energia conformacional. En este compuesto, el Aacido4-(4-metoxi-fenil)-3-metil-piperazin-1-
carbotioic(4-dietilamino-fenil)-amida, los anillos aromaticos permanecen planos y las torsiones estan
localizadas en los sustituyentes etilo en la amina, el enlace tioacetamida, el anillo de piperazina y en

el grupo metoxi.

. . . ., . ®

Es importante mencionar que previo a la generacion de los conférmeros, la base LeadQuest™ fue
sujeta a un proceso de depuracion cuya finalidad fue eliminar compuestos con grupos reactivos y
algunos complementos no deseados pero frecuentemente encontrados en muchas quimiotecas tales

como:

—Moléculas de sales y solventes como cloruro de sodio, acetato de sodio, agua, hexano, etc.

—Grupos reactivos como: haluro de formilo, haluro de acilo, formaldehido, éster alifatico, cetona
alifatica, alquilamina, haluro de alquilo, anhidrido, aziridina, azida, 1,2-dicarbonil, epéxido, halo
pirimidina, isocianato, aceptores tipo Michael, perhalo-cetona, éster fosfonato, éster sulfonato,
haluro de sulfonilo, tiourea, vinilcetona, peroxido, tioperoxido, carbonilo B-heterosubstituido,
fosforo con pares de electrones libres, enlaces N-N/O-S simples.

—Desprotonar acidos y protonar bases.

—Eliminar las moléculas que no satisfagan los criterios de las Reglas de Lipinski:*® compuestos con
mas de 12 grupos donadores y aceptores de hidrogeno; compuestos cuya masa molecular superara
los 600 Da; compuestos que contengan mas de 7 enlaces rotables (enlaces sencillos); compuestos
con cadenas alifaticas con mas de seis enlaces; compuestos con valores de LogP estimado fuera de
-4< LogP< 8 de acuerdo con el modelo de Wildman and Crippen.

—Eliminar aquellas moléculas con mas de cuatro centros quirales.

—Eliminar compuestos que contengan atomos de metales de transicion y, en general, compuestos

con elementos del grupo d.
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Figura 2.3. Construccion de conformeros estructurales para el compuesto 3 con la funcidén
MOE _ConformerSearch utilizando el campo de fuerzas MMFF94x. (a) Estructura tridimensional minimizada
del compuesto 3. (b) Algunos conférmeros estructurales del compuesto 3. El nimero de conférmeros
construidos con E.,< 3 kcal/mol fue de 37. Las torsiones estan localizadas en los sustituyentes etilo en la
amina, el enlace tioacetamida, el anillo de piperazina y en el grupo metoxi.

La construccion de las moléculas y modelado de los conférmeros de los compuestos
antihelminticos se llevdo a cabo con las herramientas MOE Build y MOE_ConformerSearch,
respectivamente. El nimero de conféormeros para cada molécula, todos ellos con E.,,< 4 kcal/mol
con respecto a la geometria mas estable fue de38 para el albendazol y 33 para el tiabendazol. El
campo de fuerza empleado para estimar las energias fue MMFF94x, parametrizado para moléculas
organicas pequefas. En general, las moléculas de antihelminticos son rigidas y pequefias, de ahi que

el namero de sus conformeros no fuera grande.

3.3. Simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando o docking sobre la estructura

tridimensional de 7sSOD-Cu/Zn

Docking de 1a base LeadQuest®

En una primera etapa, la simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando entre cada uno
de los 2 millones de conférmeros de los 51 068 compuestos LeadQuest” y los 21 sitios potenciales de
uniéon de ligandos localizados sobre la superficie de TsSOD—Cu/Zn (Figura 2.2(a)), se llevé a cabo

probando 15 000 orientaciones (o0 poses) de prueba para cada uno de los conférmeros. Cada una de
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estas orientaciones constituye un complejo proteina-ligndo modelado que es evaluado con una
funcion de asignacion de puntaje llamada affinity, pero sélo la informacion de los diez mejores
complejos con base al puntaje es almacenada para su posterior analisis. La funcidn affinity estima la

contribucion entalpica a la energia libre de union usando la funcion lineal siguiente:

affinity = Cup fio T Cion fion T Chlig fmlig T Cin fon T Chp frp T Caa faa

El término f evalia contactos especificos entre atomos y coeficiente C pondera la contribucion del
término f a la estimacion de affinity. Los términos individuales son: Ab, interaccion entre pares de
especies donador de hidrogeno-aceptor de hidrogeno; ion, interacciones ionicas; mlig, ligacion
metalica; Ak, interacciones hidrofobicas; /p, interacciones entre atomos hidrofobicos y polares; aa,

interaccion entre dos cualquiera atomos.

Es asi como al final de esta primera etapa tenemos 3x10' complejos proteina-ligando modelados
(15 000 orientaciones x 2 005 145 confomeros), pero solo la informacion de 2x10” modelos fue

guardada (10 complejos x 2 005 145 conféormeros).

Los mejores puntajes se obtienen cuando conformeros de diferentes moléculas se unen a los sitios
1 y 2, mientras que sin excepcion, los puntajes medianos y bajos se obtienen cuando los ligandos se
unen a cualquier otro sitio potencial de uniéon. En un complejo con bajo puntaje por ejemplo, el
ligando queda expuesto mayoritariamente al solvente y s6lo unos cuantos atomos interaccionan con
los de la cavidad debido a la incompatibilidad en dimensiones. En una segunda etapa, los
conformeros de los ligandos con puntaje affinity mejor que -7.5 fueron sometidos nuevamente a
docking ahora inicamente en los sitios 1 y 2, pero probando 100 mil orientaciones con la intencion
de abarcar un mayor numero de posiciones posibles. Este procedimiento permitié obtener complejos
con mejores puntajes. Es de esperarse que un primer criterio de filtrado en la busqueda de inhibidores
de la actividad de la 7sSOD—Cu/Zn haya sido el puntaje de docking. Los complejos proteina-ligando
con puntajes affinty mejor que -8.6 fueron sometidos a una minimizacion de la energia local con la
intencion de mejorar las interacciones entre el ligando y receptor ademas de encontrar minimos de
energia de interaccion: los conféormeros son construidos ya sea por procesos sistematicos o
estocasticos con optimizacion de la energia, pero tratados como ligandos aislados y otro minimo de
energia proteina-ligando podria ser localizado permitiendo la optimizaciéon de las interacciones
mediante reajustes geométricos en el complejo. El nimero de complejos proteina-ligando modelados
que cumplian con la restriccion del puntaje affinity fue de 3 200, equivalentes a 180 distintos
compuestos con puntajes que alcanzaban affinity= -9.9. Las posiciones de los conformeros en los
modelos resultantes para una misma molécula con un RMSD menor a 1.5 A se consideraron la

misma.
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Para la minimizacion de la energia probamos y evaluamos tres diferentes protocolos con el
objetivo de optimizar las interacciones proteina-ligando. En el primer método, la molécula del
receptor es considerada como rigida y sélo es permitido el movimiento de relajacion del ligando
(MMFF94x). En el segundo método, los residuos del sito activo (< 4.5 A) y el ligando son
minimizados energéticamente en el mismo paso mientras que el resto del receptor permanece rigido
(MMFF94x/CHARMM?27). Finalmente, en el método 3 todos los residuos a una distancia de 4.5 A
respecto del ligando son sujetos a minimizacion de la energia manteniendo la estructura del receptor
y ligando rigidas, luego, el ligando es relajado manteniendo las nuevas posiciones de los residuos y el
resto del receptor fijo. El proceso termina cuando los residuos a 4.5 A del ligando son sometidos a
minimizacién de la energia manteniendo, igual que la primera vez, el resto del receptor y ligando
fijos (MMFF94x/CHARMM27). Este ultimo método de minimizacion de tres pasos fue el que mejor
optimizo los contactos proteina-ligando mediante re-arreglos geométricos de las cadenas laterales de
los residuos en el sitio de unidn y los atomos del ligando, reflejados en la energia potencial calculada.
En la Tabla 2.2 se describe la energia de interaccion de 25 de los 180 compuestos cuyos complejos
proteina-ligando fueron sometidos a minimizacion de la energia, y en la Figura 2.4 esta

esquematizado el proceso de minimizacion en tres pasos del compuesto 3.

La busqueda de conformeros y la minimizacion de energia en tres pasos implementada en este
trabajo tienen la intencion de simular parte de la respuesta conformacional que sufren la enzima y el
ligando en el proceso de reconocimiento molecular proteina-ligando en sistemas biologicos. Con
base a los resultados de minimizaciéon de la energia, un conjunto de cincuenta compuestos fueron
seleccionados para realizar ensayos de inhibicion directa con la enzima recombinante 7sSOD—Cu/Zn
pura. Los criterios aplicados para seleccionar estos cincuenta compuestos entre los mejores puntajes
de docking, son: que la energia de interaccion proteina-ligando después de la minimizacion de la
energia en tres pasos mejorara; nos quedamos con los compuestos que formaron el mayor nimero de
interacciones tipo puente de hidrogeno con el receptor; se tomd en cuenta la hidrofobicidad de los
ligandos; se prefieren los compuestos de masa molecular menor a 500 Da; selectividad en la unidon
hacia la estructura de 7sSOD-Cu/Zn sobre la de HsSOD—Cu/Zn; y robustez de la prediccion y
frecuencia de los compuestos entre los mejores puntajes affinity. Respecto a la hidrofobicidad, nos
inclinamos por los compuestos mas hidrofilicos pues es comun que compuestos con valores bajos de
hidrofobicidad sufran agregacion cuando pasan de su disolucion en DMSO a disoluciones acuosas
que implican los ensayos in vitro. Para incrementar la selectividad, dimos preferencia a los
compuestos que después de la minimizaciéon de energia de los complejos mantenian contactos con las
cadenas laterales de residuos no conservados. Finalmente, robustez hace referencia a la frecuencia
con que conformeros de un mismo compuesto estan entre los mejores puntajes. Adicionalmente a los

cincuenta compuestos seleccionados como potenciales inhibidores de la actividad de 7sSOD—-Cu/Zn
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para realizar experimentos in vitro, fueron seleccionados diez compuestos mas como control
negativo. Entre €stos estan compuestos con bajo puntaje de docking. Las estructuras y los puntajes de
docking de los sesenta compuestos estan descritos en las tablas 2 y 3 del apéndice. Entre las
caracteristicas fisicoquimicas principales de los compuestos seleccionados estdn: masa molecular
comprendida entre 430 y 560 Da; LogP estimado menor de 5.5; no mas de 10 grupos
donadores/aceptores, estabilidad quimica, solubilidad en DMSO vy alto grado de pureza. En general,

el conjunto de los sesenta compuestos muestra una extensa diversidad de grupos funcionales.

Docking de antihelminticos

Experimentos de inhibicion in vitro de TsSOD-Cu/Zn con antihelminticos muestran que
concentraciones de tiabendazol de 10, 100, 200 y 500 uM reducen su actividad enzimatica 14, 37, 52
y 100%, respectivamente, mientras que concentraciones de 10, 100, 200 y 300 uM de albendazol la
reducen 14, 23, 32 y 100%, respectivamente. El tiabendazol no tiene efecto sobre la actividad de
BtSOD—Cu/Zn (enzima homologa a la de humano) en las concentraciones ensayadas, mientras que el
albendazol reduce su actividad 25% a una concentracion de 300 pM.* Los datos de inhibicion
obtenidos se muestran graficamente en la Figura 2.5(a) y los correspondientes valores de ICsy han
sido incluidos para interpretar mejor los resultados. Para comparar, la Figura 2.5(b) muestra
graficamente el efecto de los mismos compuestos antihelminticos sobre BtfSOD—Cu/Zn. El resultado
mas sobresaliente es que la actividad de 7sSOD-Cu/Zn es significativamente inhibida por el
albendazol y tiabendazol con valores de ICsy de 206 y 212 puM, respectivamente, mientras que la
inhibicion de BsSOD-Cu/Zn no se presenta o es consistentemente baja. Se observa diferente
comportamiento de la inhibicién de la enzima de tenia con los antihelminticos aunque los dos son

igual de efectivos y podrian estar actuando como inhibidores competitivos.

El albendazol y el tiabendazol comparten la estructura base del bencimidazol, son moléculas de
tamafo pequefio y neutras (MM 265.34 y 218.29 Da, respectivamente) y son en general, estructuras
rigidas (Figuras 2.6(a) (b) y (c)).Ambos compuestos poseen sustituyentes en la posicion 2, metil
carbamato para el albendazol y 4-tiazolil para el tiabendazol. Adicionalmente el albendazol posee un

grupo propilsufanilo en la posicion 5.
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Antes de minimizar la energia

Después de minimizar la energia

Cm PZZZ%SQ Einterac vdW elec Einterac vdW elec
1 -8.6 39.77 22.80 16.97 -70.18 -37.56 -32.52
2 -8.7 336.95 326.47 10.48 -60.70 -37.70 -22.99
3 -8.8 10.48 -2.37 12.85 -73.42 -35.01 -38.41
4 -9.0 163.17 152.62 10.55 -62.56 -41.78 -20.78
5 -9.0 163.38 158.58 4.80 -47.37 -33.43 -13.94
6 -8.9 78.03 51.23 26.80 -23.18 15.53 -7.65
7 -8.9 2036.0 2009.0 27.11 -59.08 -46.81 -13.27
8 -9.3 57.56 50.04 7.52 -69.07 -37.42 -31.64
9 9.4 32.18 17.30 14.81 -76.45 -34.49 -41.96
10 -9.9 99.64 93.45 6.19 -73.07 -31.41 -41.66
11 -9.8 8.19 -3.08 11.27 -88.01 -42.40 -45.63
12 -9.1 47.02 45.42 1.59 -78.03 -38.06 -40.23
13 -9.7 38.33 6.80 31.53 -80.45 -33.57 -46.80
14 -9.2 -25.24 -19.06 -6.18 -59.77 -37.07 -22.70
15 -9.0 9.16 0.057 9.11 -69.47 -30.99 -38.47
16 9.2 31.96 21.28 10.68 -73.74 -26.93 -46.80
17 -9.5 63.83 46.08 17.74 -64.24 -29.32 -34.92
18 -9.0 5.38 4.63 0.74 -71.72 -32.57 -39.15
19 -9.3 23.69 11.33 12.36 -50.75 -40.03 -10.72
20 -9.0 1071.86 1052.11 19.73 -55.46 -28.21 -27.25
21 9.1 148.9 135.73 13.17 -76.96 -38.92 -38.04
22 -9.5 -1.94 -7.82 5.88 -65.80 -31.05 -34.75
23 -8.7 -13.10 -24.46 11.35 -47.60 -35.02 -12.57
24 -9.0 51.84 41.11 10.73 -94.79 -33.62 -61.17
25 -9.0 45.38 56.84 -1146 -97.48 -34.12 -63.36

Tabla 2.2. Energias de interaccion y puntajes de docking antes y después de minimizacion la energia para 25 de
los mejores puntajes proteina-ligando seleccionados para su analisis. Los algoritmos docking tienen como
finalidad, enriquecer el numero de hits a partir de una base de datos de ligandos potenciales mas que predecir
cuantitativamente energias de uniéon o el ranking de unién exacto de compuestos. En lugar de ello, los
procedimientos de docking han demostrado ser complementarios a los experimentos in vitro, como lo hemos
demostrado aqui. vdW y elec son, respectivamente, la contribucion van der Waals y electrostatica a la energia

total en kcal/mol.
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Figura 2.4. Minimizacién de energia en tres pasos (método 3, ver Desarrollo experimental) de un complejo
proteina-ligando. Han sido mimimizadas las interacciones del compuesto 15 con los residuos a 4.5 A de
distancia respecto del ligando en el sito 1. (a) Representacion tridimensional de la superposicion del ligando
antes y después de la optimizacion de las interacciones en el sitio de union. (b) Representacion bidimensional
de las interacciones del ligando con los residuos a 4.5 A en el sitio de unién antes y después de la minimizacién
de la energia. Se muestran las interacciones tipo puente de hidrogeno mediante flechas.
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Figura 2.5. Inhibicion in vitro de SOD—CuZn de (a) T. solium y (b) B. taurus con los compuestos
antihelminticos albendazol y tiabendazol. Los valores presentados son la media de tres determinaciones
independientes. Los ensayos de inhibicion fueron realizados por el método de la xantina—xantina-oxidasa. Los
valores de ICs, fueron calculados a partir de un ajuste polinomial de la grafica Log[ Antihelmintico] vs % de
inhibicion a las concentraciones ensayadas (10, 100, 200, 300 y 500 pM).

Son ampliamente conocidos los compuestos de coordinacion de Cu(Il) con diversos ligantes
heterociclicos aromaticos y no aromaticos monodentados y polidentados incluyendo al
bencimidazol,* e incluso formando complejos con actividad antitumoral.*' Recientemente,* han sido
sintetizados una serie de complejos de Cu(Il) con albendazol como ligando y donde éste actia como
ligante bidentado a través del O (C=0) del carbamato y el nitrogeno (NH) del anillo de bencimidazol.
La estructura sugerida por difraccion de rayos X para [CuClL,H,O(HABZ)] es piramidal cuadrada y
donde el nimero de coordinacion para el cobre es 5. Complejos de Cu(Il) con el ligante tiabendazol
también han sido sintetizados.”™*® El cobre (II) tiene una configuracion 3d’ capaz de formar
compuestos con numeros de coordinacion 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 con geometrias trigonal plana,
tetraédrica cuadrada plana, octaédrica distorsionada bipiramidal trigonal, octaédrica, pentagonal

bipiramidal y dodecaedro distorsionado, respectivamente.”’

Son escasos los trabajos dirigidos al disefio de inhibidores de la actividad de enzimas superéxido
dismutasa a pesar de ser estas proteinas posibles blancos para tratamiento de varias parasitosis.*® En
este sentido, ha sido descrita la sintesis de derivados del benzo[g]ftalazina funcionalizados con
anillos de piradizina sustituidos con cadenas alquil-aminadas asi como de derivados 1, 4-
dialquilaminobenzo[g]ftalzinas con actividad antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi (T. cruzi).*"'

Estos compuestos actuan complejando al centro metalico de los sitios activos de SOD-Fe de 7. cruzi.

Con base en la definicion de ligando, el albendazol y tiabendazol bien podrian actuar como ligandos
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mono o polidentados a través de los varios heteroatomos con pares de electrones libres que poseen

(N,0yS).

MOE _FlexibleAlignment permite determinar, mediante un alineamiento flexible de las estructuras
3D de las moléculas, caracteristicas comunes a dos o mas moléculas organicas con actividad
biologica similar. El alineamiento es cuantificado en términos de la tension interna generada en las
estructuras y la maximizacion de las caracteristicas moleculares comunes durante la superposicion de
las moléculas. Algunas de las propiedades atomicas tomadas en cuenta son: la hidrofobicidad,
aromaticidad, carga parcial, volumen, acidez y basicidad, etc. Dos moléculas con actividad bioldgica
y propiedades atdmicas similares probablemente se unen a su receptor del mismo modo u
orientacion. El alineamiento flexible de ambos antihelminticos indica que las propiedades
fisicoquimicas son complementarias a lo largo de las estructuras cuando queda superpuesta la

estructura de bencimidazol (Figura 2.7).
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Figura 2.6. Estructura quimica de algunos derivados del bencimidazol que han mostrado actividad inhibitoria
experimental de SOD-Cu/Zn de Taenia solium. (a) Estructura de bencimidazol, 1H-benzimidazol. (b)
Tiabendazol, 2-(4-tiazolil) bencimidazol y (c¢) Albendazol, metil-5-(propiltio)-2-bencimidazolcarbamato.
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Figura 2.7. Alineamiento flexible usando MOE_FlexibleAlignment de las estructuras 3D del albendazol y
tiabendazol. El célculo muestra que existen propiedades fisicas y quimicas similares cuando la estructura de
bencimidazol comtn en ambas se superpone. Esto ultimo podria sugerir que la actividad inhibitoria de ambos
compuestos sobre 7sSOD—Cu/Zn esté llevandose mediante el mismo mecanismo de unidn al receptor.

El anélisis de los resultados obtenidos con docking con los compuestos antihelminticos sobre los
21 sitios potenciales de union de ligandos, localizados en la superficie de la estructura tridimensional
de TsSOD-Cu/Zn, indica que ambos compuestos tienen preferencia por los sitios potenciales de
unién 13 y 14 que son los sitios de la catalisis en los monémeros A y B, respectivamente: los mejores
puntajes affinity se obtienen cuando el albendazol y tiabendazol se posicionan en el sitio de la
catalisis en donde ambos compuestos encuentran excelente complementariedad geométrica e
interacciones intermoleculares tipo puente de hidrogeno, dipolo-dipolo, y un enlace al centro
metalico Cu(ll) (affinity< -8.5). Los puntajes affinity conseguidos cuando los ligandos se unen a
cualquier otro sitio potencial de unioén son siempre mayores, es decir, los complejos resultantes se
consideran menos favorables (affinity> -8.5). Particularmente, los sitios 13 y 14 son concavidades
hidrofébicas bien definidas e idoneas para alojar compuestos, también hidrofobicos como el
albendazol y tiabendazol (solubilidad del albendazol y tiabendazol 0.56 y 30 mg/L a 20°C,
respectivamente’’). Una propuesta consenso de unidn del albendazol y tiabendazol al sitio 13 es la
que se muestra en las Figuras 2.7 y 2.8. La unidn de estas mismas moléculas al sitio 14 es similar y

sin diferencias importantes.
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Figura 2.8. Unidén complementaria del albendazol y la estructura tridimensional de7sSOD-Cu/Zn. (a) y (b) El
albendazol se ajusta a la cavidad del sitio de la catalisis sobre la superficie de la estructura tridimensional de la
TsSOD-Cu/Zn mediante varias interacciones no covalentes con ésta. (c) Representacion 2D de la interaccion
del abendazol en el sitio de union. Las flechas azules y verdes indican interacciones tipo puente de hidrégeno y
las lineas rojas interacciones metal-atomo.
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Figura 2.9. Union complementaria del tiabendazol y la estructura tridimensional de7sSOD—Cu/Zn. (a) y (b) El
albendazol se ajusta a la cavidad del sitio de la catalisis sobre la superficie de la estructura tridimensional de la
TsSOD-Cu/Zn mediante varias interacciones no covalentes con ésta. (c) Representacion 2D de la interaccion
del abendazol en el sitio de union. Las flechas azules y verdes indican interacciones tipo puente de hidrégeno y
las lineas rojas interacciones metal-atomo.
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La figura 2.8(a) muestra el sitio de union del albendazol en representacion de isosuperficie y la
orientacion en que se une el ligando al sitio de la catalisis de 7sSOD—Cu/Zn. El albendazol esta
orientado hacia adentro de la cavidad con el grupo carbamato interaccionando con el i6n cobre. Una
representacion mas detallada de la union es la Figura 2.8(b). En esta ultima es posible apreciar las
interacciones intermoleculares que se forman entre el albendazol y el receptor: seis interacciones tipo
puente de hidrogeno y una metalica, principalmente. El enlace metalico entre el O (C=0) en el
albendazol y el Cu(ll) con distancia de enlace de 2.9 A podria estar encausando la unién del
albendazol a ese sitio en la orientacion predicha. Los enlaces de coordinacion del Cu(Il) con los
nitrogenos del grupo imidazol (dcymisso 2-4 A, deymisas 2.2 A, dewmisas 2.2, A degmisiiz 2.2 A) de los
cuatro residuos de histidina permanecen en el modelo resultante y forman, junto al del albendazol,
una geometria bipiramidal cuadrada distorsionada respecto al cobre. Todos los residuos de
interaccion (4.5 A) en la enzima de tenia estdn conservados en bovino (i.e. H45, H61, H118, L131,
T137, G138, N139, A140, G141, G142, R140) pero este mismo sitio de uniéon en bovino es una
cavidad menos profunda y mas amplia y no esta favorecida la unién de ligandos como albendazol y
tiabendazol (Figura 2.10). Los resultados de docking del albendazol y tiabendazol sobre el sitio de la
catalisis en la enzima de bovino, no incluyen modelos de uniéon en los que estas moléculas formen
interacciones metalicas con el i6n cobre. Los puntajes de unidon para ambos ligandos son menores
que los obtenidos cuando el receptor es TsSOD—Cu/Zn (afinnity> 6), y la unién predicha posiciona a
los ligandos a lo largo del canal electrostatico por el que viaja el radical superdxido hacia el Cu(Il), a
unos 10 A de él, y las interacciones intermoleculares se reducen a uno o dos interacciones tipo puente

de hidrégeno con residuos conservados entre el tiabendazol y el albendazol, respectivamente.

La Figura 2.8(c) es una representacion bidimensional de las interacciones del albendazol con los
residuos a una distancia menor de 4.5 A en el sitio de uniéon en TsSOD—Cu/Zn después de la
minimizacion de la energia en tres pasos (ver Desarrollo experimental). Se muestran las interacciones

tipo puente de hidrogeno y metalica mediante flechas y lineas coloreadas, respectivamente.

La unién del tiabendazol a su sitio de unidon preferente en una orientacion representativa se
muestra esquematicamente en la Figura 2.9. MOE FlexibleAlignment predecia que el tiabendazol
podria tener preferencia por el sitio de union del albendazol, y unirse en la misma orientacion dadas
las propiedades fisicas y quimicas semejantes. Una interaccion metalica entre el azufre del anillo del
tiazolilo y el Cu(ll) se presenta con una distancia de unién de 2.2 A. EI sitio de la catalisis en la
plastocianina, una proteina cuprica involucrada en la cadena de transporte de electrones, se puede
describir como una estructura piramidal trigonal distorsionada: el plano trigonal de la base piramidal
esta compuesto por dos atomos de N (N1 y N2) de diferentes histidinas y un S (S1) de una cisteina, y

el S (S2) de una metionina axial forma el 4pice.”’ Las distancias de enlace que se observan en los
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enlaces Cu-S1 y Cu-S2 son 2.07 y 2.08 A, respectivamente. Adicional al enlace de azufre en el

albendazol y el Cu(Il), se presentan tres interacciones tipo puente de hidroégeno.

Finalmente, la avidina es una glicoproteina tetramérica de union a biotina. Las cuatro subunidades
de la proteina son idénticas y cada una de ellas puede unirse a biotina con elevada afinidad y
especificidad, siendo uno de los enlaces no covalentes mas fuertes que se conocen (Kp~ 10-15 M). El
lapatinib es un inhibidor de la tirosina quinasa que interrumpe la via del receptor de crecimiento
EGFR y en forma de ditosilato de lapatinib es un medicamento usado en la quimioterapia para el
cancer de seno y otros tumores solidos. Estan reportadas las estructuras tridimensionales de los
complejos avidina-biotina y de lapatinib-EGFR, PDB ID 2AVI y 1XKK, respectivamente. Estos
complejos fueron usados para validar nuestro procedimiento de docking. Las moléculas y los
conformeros de los ligandos biotina y lapatinib fueron construidos como se hizo para los derivados
del albendazol. Luego, se llevd a cabo la simulacion del acoplamiento molecular seguido de
minimizacion de la energia sélo del ligando, y los resultados fueron valores affinity de -11.3 y -10.1
para el lapatinib y biotina, respectivamente, mientras que los valores de RMSD respecto a la posicion
determinada cristalograficamente fueron de 1.5 y 1.01 A. Esto tltimo sugiere que las posiciones

modeladas para ambos ligandos son muy parecidas a la experimental.

() (b)

Figura 2.10. Representacion de isosuperfecie de los sitios de la catalisis en los mondémeros A de: (a) estructura
tridimensional de 7sSOD—Cu/Zn y, (b) de BfSOD—Cu/Zn.
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3.4. Purificacion de la enzima recombinante 7sSOD—Cu/Zn

El extracto soluble obtenido de un cultivo de bacterias E. co/i-BL21 transformadas con actividad
de SOD, se hizo pasar a través de una columna cromatografica de intercambio anionico (DEAE-
Sephadex) equilibrada con amortiguador de fostatos pH 7.5, ver Materiales y métodos para mas
detalles. En la Figura 2.11 estd representado de manera esquematica, el seguimiento de la
purificacion de la enzima 7sSOD-Cu/Zn por cromatografia FPLC y geles PAGE-SDS. La figura
2.11(a) corresponde al cromatograma y al gel PAGE-SDS con los resultados obtenidos de esta
primera cromatografia. En esta figura el eje de las abscisas representa el volumen de eluyente, el de
las ordenadas la absorbancia de la muestra medida a una longitud de onda de 280 nm (Abs,sonm) ¥ la
linea verde la concentracion de solucion de NaCl 1 M usada para desprender a las proteinas unidas a
la columna (gradiente salino). En el cromatograma pueden apreciarse dos picos sobresalientes de
intensidades 300 y 400 mUA, hacia el inicio y final respectivamente. Otros picos de menor
intensidad se localizan entre los mas sobresalientes y que, junto con el pico de 400 mUA constituyen
la parte unida a la columna. Para su posterior andlisis, fueron reunidas las fracciones que constituian
a cada uno de los picos y fueron etiquetadas como pico 1, pico 2, etc. La secuencia de la 7sSOD—
Cu/Zn contiene cinco residuos de feninalanina y ninguno triptéfano y tirosina, razon por la cual su
coeficiente de absorcion estimado™ a A= 280 nm es bajo, €,3=125 M'cm™. Para una proteina comun
como la seroalbumina bovina de 607 residuos y que contiene treinta residuos de fenilalanina, 21 de
tirosina y 3 de triptofano tiene un valor del coeficiente de absorcion de eg0=43 824 M 'em™. Esto nos
indica que la sefial de absorbancia de una muestra de 7sSOD—-Cu/Zn sera mucho menor a la de una

muestra de seroalbimina bovina a la misma concentracion.

En el gel PAGE-SDS, el carril 1 ha sido cargado con muestra de SOD-Cu/Zn de humano con
masa molecular aproximada de 17 kDa, la cual servird como referencia para estimar masas
moleculares; el carril 2 contiene muestra del lisado celular que se hizo pasar a través de la columna
DEAE-Sephadex pH 7.5. En este ultimo carril pueden apreciarse varias bandas correspondientes a
proteinas de masa molecular variada sobresaliendo por su intensidad, una de masa molecular
aproximada de 16 kDa que podria corresponder a la SOD de tenia sobre-expresada. Los carriles 3 y 4
contienen fracciones no unidas a la columna (pico 1 y 2, respectivamente) y que fueron eluidas con el
primer lavado a la columna. El resto de los carriles, los carriles 5, 6 y 7, contienen muestras de
proteinas que se unieron a la columna (picos 3, 4 y 5, respectivamente) con diferente fuerza y que
tuvieron que ser eluidas con un gradiente de solucion salina. En los carriles 5 y 6 solo es posible
apreciar una unica banda de masa molecular aproximada de 16 kDa: ambas muestras presentan
actividad de SOD, pero baja respecto a la esperada para una muestra de 7sSOD—Cu/Zn pura. La baja

actividad catalitica en estas dos muestras sugiere que pudieran estar contaminadas. En la Figura 2.12
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se muestran las curvas de determinacion de las actividades de diferentes fracciones de SOD.
Finalmente, la muestra contenida en el carril 7, correspondiente al pico 5 y eluida con 100% de
solucion salina, contiene el resto de proteinas que también se unieron a la columna pero con mucho
mas fuerza. Las muestras estan constituidas por proteinas de masa molecular variada (de 10 a 100
kDa) pero ninguna de ellas en cantidades mayores a la de masa molecular aproximada de 16 kDa

descrita anteriormente.
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Carril 1:SOD-Cu/Zn de humano, MM 16 kDa. 2: Lisado de células E. coli BL21transformadas. 3:Pico 1. 4:Pico 2. 5:Pico 3.
6:Pico 4. 7:Pico 5.
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Carril 1:SOD-Cu/Zn de humano, MM 16 kDa. 2:Fracciones 1-20. 3 Fracc1ones 21-40. 4: Fracc1ones 41 60. 5: Fraccmnes
61-80. 6:Fracciones 81-90. 7:Pico 1

Figura 2.11. Seguimiento de la purificacion de SOD—Cu/Zn de T. solium. (a) Extracto soluble de células E. coli
BL21 transformadas pasado por una columna DEAE-Shepadex de intercambio anidénico (pH 7.5) y PAGE-
SDS al 12% de los picos del cromatograma. (b) Cromatografia DEAE-Sephadex de intercambio ani6nico (pH
8.9) y PAGE-SDS al 12% aplicados a las Picos 3 y 4 obtenidos en la primera cromatografia. La linea verde en
los cromatogramas representa el gradiente salino.
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Se decidi6 juntar las muestras correspondientes a los picos 3 y 4 y cromatografiarlas en la misma
columna, pero ahora equilibrada con amortiguador de fosfatos pH 8.9. La figura 2.11(b) corresponde

al cromatograma y PAGE-SDS de la segunda cromatografia.

El cromatograma de esta segunda columna muestra un pico bastante intenso al 100% de gradiente
salino (volumen de elucion entre 140 y 160 mL aproximadamente). En el gel PAGE-SDS, el carril 7

que contiene muestra del pico 1 presenta una unica banda de masa molecular aproximada de 16 kDa.

La actividad especifica de esta muestra, determinada por el método de xantina—xantina-oxidasa,
fue de 2 857.1 (Figura 2.12(c)). Este valor en la actividad especifica es congruente con el descrito por
Castellanos et al.® para la SOD—Cu/Zn recombinante de 7. solium y con un valor de la actividad
especifica de 2 900 U/mg, comparable con la de otras organismos eucariontes tales como la de
humano y bovino.”* La actividad de la muestra de HsSOD—Cu/Zn calculada por el mismo método fue

de 4 000 U/mg de proteina.

Con la finalidad de determinar el tipo de co-factor de la enzima purificada, se realizaron ensayos
de inhibicién con concentraciones crecientes de dos inhibidores especificos de enzimas SOD, el
KCN, inhibidor especifico de la enzima dependiente de Cu y Zn y, el NaNj, inhibidor especifico de
la de Mn. Ambos inhibidores actiian fijandose fuertemente a los cofactores metalicos impidiendo que
se realice la catalisis. Los resultados indican que el KCN inhibe el 95% de la actividad enzimatica de
las muestras cuando la concentracion del inhibidor es igual a 10 mM, mientras que a las mismas
concentraciones, el NaN; no afecta la actividad de la enzima. Se concluy6 que la enzima purificada
es de tipo Cu/Zn. La bacteria E. coli también expresa dos enzimas SOD a saber, la SOD—Cu/Zn y
SOD-Mn con masas moleculares aproximadas de 17 y 23 kDa, respectivamente, y por lo tanto, en
caso de una co-purificacion se esperaria observar mas de una banda en un gel PAGE-SDS. Ademas
se sabe que la SOD—Cu/Zn se encuentra anclada al periplasma de la bacteria™ por lo que suponemos

que esta proteina se encuentra en la fraccion insoluble de la expresion.

Como prueba definitiva para la identificacion de la enzima purificada, se realizé un experimento
de inmunotransferencia con anticuerpos especificos para 7sSOD—Cu/Zn. La Figura 2.13 muestra el
reconocimiento de los anticuerpos especificos IgG hacia una banda de aproximadamente 16 kDa,
contenida en una muestra de lisado de E. coli transformadas e inducidas y por la correspondiente a la
muestra de la SOD—Cu/Zn purificada, ahora denominada 7sSOD—Cu/Zn. El rendimiento del proceso

de purificacion fue de 5 mg/L totales como producto de la expresion.
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Figura 2.12. Determinacion de las unidades de actividad especifica de la 7sSOD—Cu/Zn de T. solium obtenidas
en las diferentes etapas de la purificacion. En la grafica se observa el efecto del incremento de la concentracion
de SOD sobre la reduccién del citocromo c¢. Una unidad de actividad se define como la cantidad de SOD
necesaria para inhibir el 50% la reduccion del citocromo c. Actividad especifica de (a) Pico 3, (b) Pico 4 y (¢)
Pico 5 obtenidos en la cromatografia de intercambio aniéonico DEAE-Sephadex pH 7.5 y, (d) Pico 1 obtenido
de la cromatografia de intercambio aniénico DEAE-Sephadex pH 8.9. En la figura (d) la flecha indica que
0.346 pg de proteina equivalen a 1 U de SOD por lo que la actividad especifica de esa muestra de proteina es
2 857 U/mg.

Una caracteristica importante aprovechada durante la purificacion de la 7sSOD—Cu/Zn fue la alta
solubilidad que presenta, ya que esto nos permitié separarla de la mayoria de las proteinas no
solubles de E. coli, obteniendo una buena cantidad de proteina desde el primer sobrenadante
producto de la centrifugacion de las bacterias liofilizadas. La cantidad total de T7sSOD—Cu/Zn pura,

con actividad especifica 2 857 U/mg fue de 2.02 mg.

Estudios previos de caracterizacion de 7sSOD—Cu/Zn muestran que esta proteina tiene una masa
molecular de alrededor de 30 kDa por lo que se establece que la proteina es dimérica con

subunidades de aproximadamente 15.5 kDa. Este resultado es congruente con otros estudios, ya que
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se sabe que las SOD—Cu/Zn de eucariontes son activas solamente como dimeros mientras que las de

. . r 55
procarlontes son activas solamente como mondmeros.

Estudios recientes realizados con la enzima 7sSOD—Cu/Zn recombinante pura demuestran que la
actividad no se ve afectada por el incremento de la temperatura en el intervalo entre 10-37°C después
de incubar a la proteina por 30 min. No obstante, a 80°C la actividad decrece abruptamente (20% de
actividad residual) a los cinco minutos de calentamiento para luego mantenerse constante hasta los
30 min. La actividad se pierde después de diez minutos de incubacidn a una temperatura de 100°C.
De manera interesante, la adicion de iones Cu(Il) o Zn(II) al ensayo incrementa la estabilidad de la
enzima de tal modo que la actividad practicamente no se ve afectada a 80°C durante 30 min.
Experimentos de cromatografia de filtracion en gel, espectrometria de masas y dispersion dindmica
de luz, también en presencia de un exceso de iones Zn(Il) o Cu(ll), demostraron que la proteina
puede oligomerizar.'® Una vez obtenidos estos resultados, una tarea importante en el desarrollo de

este trabajo fue confirmar la reproducibilidad de la purificacion.

16 kDa  =p |

[—

14kDa =—> |
Carril 1 2 3

Figura 2.13. Caracterizacion de la enzima recombinante 7sSOD—Cu/Zn. Inmunotransferencia con anticuerpos
anti-TsSOD-Cu/Zn contra: carril 2, extracto crudo de E. coli-BL21 transformadas ¢ inducidas con IPTG; carril
3, TsSOD—-Cu/Zn recombinante pura. Carril 1, marcadores de masa molecular.
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Resumen de la purificacion.

Conc. de  Proteina Actividad

Vol. , , Actividad Veces
Paso (mL) proteina total especifica total purificada
(mg/mL) (mg) (U/mg)
Extracto 5 8.30 415 3453 143299  eeee
crudo
1 DEAE
(pH 7.5) 5 1.07 5.35 1351 7227.1 4.0
2“DEAE
(pH 8.9) 5 0.41 2.0 2 857 5 856.6 8.3

3.5. Ensayos de inhibicion de la actividad de las enzimas 7sSOD-Cu/Zn y HsSOD-Cu/Zn con

compuestos LeadQuest®

El albendazol es un farmaco de la familia de los bencimidazoles que ha sido utilizado
ampliamente en el tratamiento de la cisticercosis. Su mecanismo de acciéon no esta totalmente
comprendido, aunque se sabe que pudiera estar actuando como inhibidor de la polimerizacion de
actina afectando la formacion del citoesqueleto. Adicionalmente a lo anterior, otros estudios indican
que algunos bencimidazoles y otros compuestos derivados de la pirimidina son capaces de inhibir la
actividad de las enzimas fumarato deshidrogenasa y las SOD de algunos parasitos.”®® Los
experimentos no son determinantes pues se utilizan extractos crudos de parasitos y no se sabe si los
farmacos estan actuando directa o indirectamente sobre las enzimas. Nuestro grupo de investigacion
describid previamente la inhibicion de la 7sSOD—-Cu/Zn por dos bencimidazoles comerciales, el
tiabendazol y el albendazol. Los resultados indicaron que a concentraciones de 500 mM y 300 mM
de tiabendazol y albendazol, respectivamente, se consigue inhibir casi la totalidad de la actividad de
la enzima. A estas mismas concentraciones los compuestos no tienen efecto alguno sobre la actividad
de BtSOD—-Cu/Zn.® Esta diferencia en actividad inhibitoria sugiere que existen contrastes
estructurales que pueden aprovecharse para el desarrollo de inhibidores especificos para la enzima

TsSOD—-Cu/Zn.

Durante el docking, estas diferencias estructurales junto con otras caracteristicas fueron
aprovechadas para seleccionar un conjunto de cincuenta compuestos con potencial actividad
inhibitoria de la 7sSOD-Cu/Zn. Es asi como todos los compuestos candidatos fueron evaluados

como potenciales inhibidores de la actividad de 7sSOD—Cu/Zn a varias concentraciones siendo la
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mayor de 100 pM; s6lo seis mostraron actividad inhibitoria > 30% a las concentraciones ensayadas.
Dado que el interés de este trabajo es encontrar compuestos que inhiban selectivamente a la 7sSOD—
Cu/Zn, fue evaluada la actividad de estos seis compuestos mas activos sobre la enzima homologa

humana HsSOD—-Cu/Zn.

En la Figura 2.14 se aprecia el efecto que tienen diferentes concentraciones de cada uno de los
seis compuestos LeadQuest™ mas activos sobre la actividad enzimatica de la 7sSOD—Cu/Zn. En la
Tabla 2.3 estan representadas las estructuras quimicas de estos seis compuestos: se escribe el nombre
IUPAC de cada uno de ellos; el puntaje para el mejor complejo proteina-ligando modelado con cada
compuesto; el ICs, para los casos en que se determind, y; el sitio activo de unidon mas frecuente con

base al docking.

Concentraciones de 10 y 100 uM del compuesto 2 reducen la actividad catalitica de la TsSOD—
Cu/Zn en 13 y 73%, respectivamente. Para este mismo compuesto y concentraciones, la actividad de
la enzima homoéloga en humano no se ve afectada. Mas sobresaliente es el resultado obtenido con el
compuesto 4 que disminuye la actividad de la 7sSOD-Cu/Zn de tenia en 95% cuando su
concentracion es 50 uM, y de 53% cuando la concentracion es 30 uM; a las mismas condiciones
experimentales, la actividad de la HsSOD—Cu/Zn no se ve afectada. Cabe mencionar que el aumento
de la concentracion de este compuesto (compuesto 4), por ejemplo a 75 o 100 uM, conlleva aparicion
de turbidez en el medio de reacciéon impidiendo determinar su efecto sobre la actividad de las

enzimas superoxido, tanto de humano como de tenia.

El compuesto 3 en concentracion igual a 100 uM, inhibe completamente la actividad de 7sSOD—
Cu/Zn. No obstante lo anterior, no fue posible ensayar su efecto sobre la enzima de humano debido a

la formacion, también, de turbidez en el medio.

Los compuestos 1, 5, 6 y 7 provocan moderada inhibicion de la actividad enzimatica de la
TsSOD-Cu/Zn a concentracion igual a 100 pM pero afectando en el mismo orden la actividad de
enzima homologa en humano. El resto de los 60 compuestos seleccionados como potenciales
inhibidores muestran actividad baja o ninguna y son considerados como no activos. También para
todos los compuestos, ensayos a concentracion igual o mayor a 200 uM conlleva la aparicion de
turbidez en el medio de reaccion haciendo imposible determinar su efecto sobre la actividad de las

enzimas superoxido de humano y tenia a concentraciones mayores a ese valor.
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Figura 2.14. Inhibicion de la actividad de las enzimas TsSOD—Cu/Zn y HsSOD—Cu/Zn por los seis compuestos
LeadQuest” (Exelgen) con mas actividad inhibitoria determinada por el método de la xantina—xantina-oxidasa.
Las enzimas SOD—Cu/Zn de taenia (barras negras) y humano (barras grises) fueron incubadas en ausencia y
presencia de 10, 30, 50 o 100 uM de inhibidor por un periodo de 30 min a una temperatura de 37°C.
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Puntaje de
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humano)
02\ NH
N-(3-{3-[2-(2,3-
0
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N0 55) oxo-[1,3]tiazinan-3-il]-
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SRSYS

Tabla 2.3. Estructura, puntaje de la uniéon a SOD de tenia y humano, sitio de unién, actividad bioldégica y
nombre IUPAC de los compuestos LeadQuest” identificados por simulacién del acoplamiento molecular
proteina—ligando y que mostraron actividad inhibitoria in vitro frente a TsSOD—Cu/Zn. * Los ICs, sdlo fueron
determinados si el % de inhibicion fue > 50 cuando la concentracion del compuesto fue de 100 uM.
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En la Tabla 2 del apéndice se encuentra una lista de los cincuenta compuestos seleccionados como
potenciales inhibidores de la actividad de la 7sSOD—Cu/Zn y en Tabla 3, también del apéndice, se
enlistan los compuestos con puntajes de docking bajos y que sirvieron como testigos negativos en
nuestro estudio. En esas tablas puede observarse el valor estimado de LogP para todos ellos. El valor
mas bajo de LogP lo posee el compuesto 40 con LogP= 0.6, mientras que el mas alto lo posee el
compuesto 47 con LogP= 5.5.Para dar una idea de las caracteristicas hidrofobicas/hidrofilicas de
estos compuestos tenemos a la acetamida, una amida derivada del acido acético que tiene una
solubilidad de 2 g/mL y un valor de LogP de -1.16, se considera un compuesto hidrofilico. Por su
parte, el 2, 2°,4, 4°, 5-pentaclorobifenilo es considerado un compuesto lipofilico, aunque puede

disolverse en pocas cantidades en agua, que posee un valor de LogP de 6.41.”

El 1Csy obtenido para los compuestos 2, 3 y 4 (23.9, 10.9 y 25.9 uM, respectivamente, Figura
2.15) confirma que estos tres compuestos son buenos inhibidores, resultando ser los dos tltimos
especificos hacia la TsSOD-Cu/Zn. Puede notarse que su actividad es dependiente de la

concentracion, con un comportamiento sigmoidal.

Con base a los estudios experimentales de inhibicidn de la actividad de la 7sSOD—Cu/Zn con los
60 compuestos LeadQuest”, podemos decir que los compuestos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 representan positivos
verdaderos del docking. Seis compuestos activos en ensayos in vitro de los 50 seleccionados como
potenciales inhibidores de la actividad de TsSOD—Cu/Zn representan un éxito de 12% [(6/50)x100],
lo que demuestra la utilidad de la metodologia y procedimiento de docking. El resto de los
compuestos ensayados in vitro, incluyendo los controles negativos, presentaron muy baja o actividad
nula y fueron considerados inactivos. Finalmente, el analisis de los compuestos activos revela que
existe diversidad estructural entre ellos, sin embargo, los compuestos 3, 4 y 6 comparten el grupo
funcional piperazina mientras que el resto de los compuestos pueden considerarse derivados de la
sufonamida, bipiperidinilo y de la tiazinanona. No existe una mayor relacion estructural en ellos y
cada uno constituye una linea de partida para la derivatizacion de otros posibles inhibidores.
Claramente, su capacidad inhibitoria es consecuencia de las interacciones alcanzadas y la

complementariedad geométrica que alcanza cada uno de ellos en los sitios de union.

Con base a los resultados de docking, los compuestos 2, 5 y6 se unen indistintamente al sitio 1 y 2
para valores de affinity> -7.5 donde la interaccion con residuos conservados y no conservados es
fuerte. Para este mismo valor de affinity, los compuestos 1, 3 y 4 s6lo se unen al sitio 1. En la Figura
2.16 estan sefialados los residuos que interaccionan (4.5 A) con los compuestos 1-6 en el sitio de
union 1, y aquellos implicados en la formacion de interaccion tipo puente de hidrogeno estan
resaltados. Para el compuesto 4, quien presenta la mayor actividad inhibitoria frente a 7sSOD—-Cu/Zn

y es inactivo con HsSOD—Cu/Zn en los intervalos de concentracion ensayados, unido al sitio 1 en la
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orientacion mds comunmente encontrada (RMSD< 0.5 A, affinity< -7.5, Figura 2.17) forma una
interaccion tipo puente de hidrégeno entre el atomo de N en el anillo de pirimidina y el O del
hidroxilo del residuo no conservado SB108 (serina 108 de la cadena B). Adicionalmente, esta el que
se forma entre el grupo CO del éster en el ligando y el NH en el MBI, también un residuo no
conservado. Sumado a estas interacciones especificas, estan las de tipo dipolo-dipolo y van der
Waals entre el resto de la estructura del inhibidor y las cadenas laterales de los residuos que
interaccionan con ¢l debido a la excelente complementariedad geométrica: El grupo piperazina esta
interaccionando con MA1, K42, L4103, SA4108, 14110 e 14148 mientras que el anillo de pirimidina
esta rodeado por LB103, TB104 e IB110. Aunque las interacciones van der Waals son consideradas
como las de menor energia entre las interacciones intermoleculares conocidas, sumadas todas ellas
pueden llegar a tener una importancia considerable. En general, la selectividad podria ser la suma de
interacciones de corto y largo alcance en donde los residuos no conservados M1, T104, S108, K150 y
S151 juegan un papel importante. Esquemas de interaccion de los compuestos 1, 2, 3, 5y 6 en la

orientacion mds frecuente y después de minimizar la energia en tres pasos se encuentran en el

apéndice.
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Figura 2.16. Alineamiento de las secuencias de TsSOD—Cu/Zn y HsSOD—Cu/Zn. Los residuos en contacto (< 4.5 A) con lo ligantes 1-6 en el sitio de
unién 1 sobre la superficie de TsCu/Zn—SOD de acuerdo con nuestros resultados de docking estan sefialados por circulos. El color negro en los circulos
indica que el ligando interactua con el mismo residuo en las cadenas A y B; el color gris significa que el ligando interactua con el residuo pero de una
sola cadena. Una linea debajo de los circulos indica la formacién de una interaccion tipo puente de hidrogeno con ese residuo, dos lineas indican dos
interacciones tipo puente de hidrégeno.



Con la finalidad de determinar la forma en que los compuestos 1-6 interaccionan con la estructura
3D de HsSOD-Cu/Zn, se realizaron estudios de docking sobre algunos sitios potenciales de unioén
identificados, entre ellos los sitos 1 y 2. Los resultados obtenidos muestran que los puntajes de union
son siempre menores a los que se obtienen cuando el receptor es 7sSOD—Cu/Zn, en acuerdo a lo que
experimentalmente se observa. El mejor puntaje (Tabla 2.3) se obtiene cuando el compuesto 5 se une

al sitio 2 con -5.5.

(@

(b)

‘ \lETi

Figura 2.17. (a) Modo de unién consenso del compuesto 4 en el sitio 1 como resultado del docking y de la
minimizaciéon de la energia en tres pasos. (b) Red de interacciones tipo puente de hidrogeno (lineas
discontinuas) entre el compuesto 4 y los residuos en el sito 1, ver descripcion en el texto.
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Esta ampliamente documentado que los algoritmos de docking aun no son tan robustos para
generar constantes de union lo suficientemente precisas, o para no generar falsos positivos y que
suele haber omisiones cuando se barren extensas bases de compuestos conteniendo positivos
verdaderos.” * Por esta razon el docking se suele utilizar como método para enriquecer la cantidad
de positivos verdaderos en un conjunto de inhibidores potenciales. Es importante considerar que
aunque el protocolo de docking muchas veces se ve como una herramienta automatizada de apoyo en
la busqueda de ligandos, como ya ha sido mencionado, la inspeccion visual de los resultados para

tomar decisiones sobre la seleccion de compuestos juega un rol importante.

Muchas enzimas y proteinas dependen de su asociacion en homodimeros o heterodimeros para
poder llevar a cabo su funcion. Es por esto que las interacciones mondmero-monoémero en estos
sistemas son consideradas blancos de estudio como via de modulaciéon o bloqueo de su funcién con
fines terapetticos.”™ © Las SOD-Cu/Zn de eucariontes constituyen un ejemplo de homodimero
obligado con la region interfacial conservada, muestran catalisis limitada por la difusion del sustrato

y asistencia electrostatica al sustrato hacia el sitio de la catalisis.

La interacciéon mondémero-monomero en estos dimeros estd basada en contactos intermoleculares
especificos localizados en cuatros regiones especificas en cada monomero: a) la primera region
consiste de las hebras Bl y B2 (Figura 1.1); b) la segunda esta localizada en el lazo entre la hebra f4 y
la hélice al; c) la tercera formada por los residuos localizados en el loop L6 y; d) la cuarta formada
por los residuos de la hebra B8. La region interfacial de la SOD de T. solium y humano son muy
similares, y las interacciones mondémero-monomero constan de las mismas regiones de contacto

61,62 .
1" reemplazaron dos residuos

descritas pero varian en su composiciéon de aminoécidos.'® Banci et a
hidrofébicos, la P50 y la G91, en la region interfacial del dimero de humano produciendo especies
monoméricas solubles con mucho menor actividad catalitica: alrededor del 10% respecto de la misma
enzima sin mutar y dimérica. Mediante estudios de RMN®' y difraccion de rayos X,” estos autores
observaron cambios conformacionales del lazo L7 (residuos 120-139) responsable de la generacion
del campo electrostatico que, primeramente atrae y luego guia al radical superoxido hacia el sitio de
la catalisis. Del mismo modo, ha sido estudiada la movilidad de la cadena principal del monémero y
del dimero de la SOD—Cu/Zn de humano por métodos de dinamica molecular, se ha concluido que la
region comprendida por los residuos 131-142, es menos moévil en el mondomero mutado que en el
dimero silvestre. Los autores sugieren que esta falta de movilidad estd relacionada con la no

. . . , . .. s1e « 64,65
asistencia para que el radical superoxido llegue al sitio de la catélisis.”™

Con base en los resultados de docking y las evidencias experimentales de pérdida de actividad en
las SOD—Cu/Zn de humano descritas anteriormente, se sugiere que los compuestos 1-6 podrian estar

afectando la actividad enzimatica de TsSOD-CuZn alterando la estructura cuaternaria del dimero,
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monomerizando la estructura o restringiendo la movilidad del lazo L7 de los monomeros en el
dimero a través de su union a los sitios 1 y/o 2. La selectividad de unidn respecto a la de humano es
debida a la interaccion de los compuestos con residuos no conservados en la estructura de la SOD—

Cu/Zn de T. solium.
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Conclusiones y perspectivas
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Conclusiones

La metodologia de simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando presentada en este
trabajo nos permitio identificar inhibidores especificos de 7sSOD—Cu/Zn, lo cual provee informacion
relevante para el desarrollo de inhibidores con potencial actividad antiparasitaria, lo cual es un tema

relevante dado el incremento en la resistencia.

Se identificaron seis compuestos con actividad inhibitoria de 7sSDO—Cu/Zn a concentraciones

micromolar. Los mejores inhibidores tienen valores de ICso de 2, 19 y 38 uM.

Los modelos de los complejos de TsSOD—-Cu/Zn con los compuestos activos derivados de la
simulacion del acoplamiento molecular proteina-ligando, sugiere que éstos actian uniéndose a la
region interfacial en el dimero de TsSOD—Cu/Zn, en donde interacciones especificas de tipo puente

de hidrégeno y otras de caracter electrostatico como las dipolo-dipolo dirigen la afinidad.

Se establecieron las condiciones para la expresion y purificacion de la enzima recombinante SOD—

Cu/Zn del parasito T. solium.

La masa molecular y actividad de la enzima recombinante producida y aislada corresponden con las

reportadas previamente.

El estudio de inhibiciéon computacional con los farmacos antihelminticos albendazol y tiabendazol
sugiere que estos act@ian uniéndose al sitio de la catalisis y en donde la principal interaccion podria
ser metalica. También podrian estar actuando a través de su union a la region interfacial en el dimero,

particularmente en los sitios 1 y 2.

La minimizacién de la energia local en los mejores complejos proteina-ligando contribuye al
mejoramiento de las interacciones del ligando con el receptor y que nos permitié seleccionar los
compuestos con potencial inhibitorio para los ensayos in vitro. Esta etapa fue fundamental en el

presente trabajo de desarrollo de inhibidores de la actividad de 7sSOD—Cu/Zn.

Los inhibidores de la actividad de TsSOD—Cu/Zn muestran poca o nula actividad en los ensayos de

inhibicidn in vitro con HsSOD—-Cu/Zn.

Tres de los seis compuestos identificados son inhibidores especificos de 7sSOD-Cu/Zn en los

intervalos de concentracion estudiados en este trabajo.
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Perspectivas

FElucidacion experimental del modo de accion de los inhibidores de la actividad de 7sSOD—Cu/Zn.
Para ello se desarrollara un cristal de complejo proteina-ligando para después difractarlo mediante
rayos X. También se haran experimentos de mutagénesis dirigida sobre residuos clave en la unién del

ligando y Ts—SODCu/Zn y HsSOD-Cu/Zn.

Desarrollo de compuestos derivados de los inhibidores identificados en este trabajo con mas
actividad inhibitoria en 7sSOD-Cu/Zn. Para ello se recurrirda a la metodologia QSAR y la

informacion experimental mencionada lineas arriba y que se vaya obteniendo.

Disefio de derivados del los farmacos antihelminticos con mayor actividad inhibitoria hacia 7sSOD—

Cu/Zn empleando la metodologia QSAR.
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Tabla 1. Descriptores para los diez primeros sitios potenciales de unién de ligandos sobre la superficie de la
estructura 3D de 7sCu/Zn—SOD identificados por MOE_SiteFinder y CASTp.

Sitio Tamafio Hyd Residuos
Cadena A: M1 K2 F61 L103 T104 G105 E106 H107 S108 V109 1110 R112 1148
1 226 30 A149 K150 S151 EA152. Cadena B: M1 K2 A3 E46 F47 L103 T104 G105 S108
1110 G111 R112 1148 A149 S151
Cadena A: C5 V6 M7 R8 G9 E10 T50 G53 C54 C143G144 1145. Cadena B: C5
? 159 '8 V6 M7 R8 T50 C143G144 1145
3 61 14 Cadena B: E11 V13 G34 L35 K36 H40 V118 V141
4 73 13 Cadena A: K2 A149 K150 S151. Cadena B: F47 D49 T55 S56 A57 G58
Cadena A: H43 H45 G58 A59 H60 N62K66 N67 H68 H77 H117 L130 L132
> 129 12 1133 T134 N136 A137 G138 G139 R140 Cu
6 87 12 Cadena B: K66 P71 D72 A73 A74 R76 L81 L96 T97 D98 K99 M 100
7 71 10 Cadena A: P71 D72 A73 A74 R76 L81 L96 T97 D98 K99 M 100
8 59 10 Cadena A: K39 A70 P71 D72L81G82 N83L94L961L.123
9 55 9 Cadena B: K14 G15 V16 E31 F32 E33 K91 A92 T93
10 51 8 Cadena A: K14 G15 V16 E31 F32 E33 K91 A92 T93
11 53 7 Cadena B: L39 A70 P71 D72 L81 G82 N83 L94 L96 D121 L123
Cadena B: H43 H45 G58 A59 H60 N62 H77 H117 1133 T134 A137 G138 G139
12 b ¢ RB140 Cu
13 44 6 Cadena A: E46 F47. Cadena B: 1148 A149 L150 S151 E152
14 54 6 Cadena B: L2 A3 V4 HI18 F19 T20 A149 L150
15 75 5 Cadena B: Q21 G23 D24 A25 V26 D98 L99 M 100
16 45 3 Cadena A: R8§ GO E11 V13 G53C54 R140 V141 A142 C143
17 28 3 Cadena A: V6 R8 V16; T50 T51 Q52 G53
18 32 3 Cadena B: R8 G9 E10 T50 G53 C54 C143
19 49 2 Cadena A: Q21 G23 D24 V26 K99 M100 1101 S102 T104 G105 E106 H107
20 38 2 Cadena B: G53 C54 T55 G139 R140 V141
21 38 1 Cadena A: RE G9EI0E11 G12 V13 K14
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Tabla 2. Estructura en 2D y descriptores de los cincuenta compuestos LeadQuest® predichos como inhibidores
potenciales de la actividad de 7sSOD—Cu/Zn.

D Mejor puntaje
Comp. Estructura 2D LogP* frente a
LeadQuest TsCu/Zn-SOD

O
1 [lkr\/\/\o/@ 1545-07806 2.8 8.6

F
F F
2 N0 1460-00055 55 -8.7
R N
F
F O

g
ISR
3 NN 152626128 4.4 8.8

ST
e

4 H 1502-13317 3.6 9.0
S Y
OTN \l\/N
O
Q (I‘I)
5 NCN_SOO 1554-02903 3.4 9.0
i F
G A X
b ¥

O
N E
6 @/\Q F1524-09920 5.4 8.7
©/\O -
1N
A
0. 420 Ie)

7 B ©A©:> 150214336 3.6 8.9
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Tabla 2. Continuacion.

OH

1502-15362

1520-00421

1520-00623

1520-01059

1520-01078

1520-01545

1520-02418

1520-02489

1534-01314

2.2

1.6

2.9

3.6

4.7

2.8

2.5

42

35

93

94

-9.9

-9.8

9.1

9.5

-9.2

-9.0

-9.2
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Tabla2. Continuacion.

17

18

19

20

21

22

23

24

o
0
Yo
Y ~
e
o 0
|
—Q 0
}—{ >—o
] }—N/\:>~N 0
0o

1534-02951

1534-05756

1534-07719

1534-09941

1535-06553

1535-06614

1535-06726

1535-06896

3.0

3.1

4.4

3.8

2.1

39

5.1

2.7

—8.6

-9.0

93

-8.9

9.1

9.5

—8.7

-9.0
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Tabla 2. Continuacion.

25

26

27

28

29

30

31

S
A
O N

1548-02640

1548-02825

1559-04569

1463-00056

1506-04337

1511-00170

1520-03165

1.6

3.0

43

1.9

2.6

2.9

2.3

-9.0

—8.7

—8.7

-9.2

-8.9

9.1
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Tabla 2. Continuacion.

F
32 E S— 1520-03293 3.0 -8.6
F 0 /
\N

O 0O 0

34

35

36

0\

Cl

o—

s

.y

1520-03820

1520-04175

1534-09974

1548-02420

42

42

3.8

2.6

0 ;
37 : N No N 1535-01458 2.8
N
O’&;\/kow/hl//
1

0
o HN
7 N
38 O, N / 1520-03716 2.3
00 G
v

00

(e}

1534-09962

3.6

—8.7

—8.7

-8.9
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Tabla 2. Continuacion.

40

41

42

43

44

45

46

47

48

1502-14336

1506-05646

1520-02828

1520-02675

1520-02847

1506-00980

1520-01548

1520-04427

1520-01219

0.6

33

5.0

4.7

2.6

3.6

3.8

5.5

0.7

-8.9

-8.7

-8.7

-8.8

-8.8

-8.7

-8.8

-8.9

-8.9
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Tabla 2. Continuacion.

™o
49 % 1520-00342 3.6
/ s
S O N
0

O O

/ N
50 &% /Q 1535-01457 2.1
/N
N/ /N N=N

-8.9

* LogP estimado. Molinspiration Property Calculation Service, www.molinspiration.com.
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Tabla 3. Descriptores y estructura 2D para los diez compuestos LeadQuest™ con bajo puntaje de unién a
TsSOD—Cu/Zn derivado de los estudios de docking y usados como controles negativos en los ensayos
experimentales.

Mejor puntaje
Comp. Estructura 2D ID LeadQuest frente a TsCu/Zn-

SOD
1502-15291 -0.8
1520-04399 -1.5
1535-07239 2.1
1520-03553 -0.5
1511-00744 -1.1

©Y4 ?
G
6 0« 1534-03940 -0.9
0 cl
~0 ©

=n=C

7 ]j I\N.@-'; 1554-03336 21
HIN 0
it

Fop o
0 f\
F N [N 0, - -
8 %jb/ T'\// //% : : 1527-38466 1.6
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Tabla 3. Continuacion.

o 3OO
9 N 1530-01270

cl 0

]
10 ><§ND\<)\' N/Q 1506-01507
d ] F

0.1
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Tabla 4. Energias de interaccion y puntajes de union en estudios de docking antes y después de llevar a cabo la minimizacion de la energia en tres pasos

para los cincuenta compuestos estudiados experimentalmente.

Antes de minimizar la energia

Comp. Einterac vdW elec
1 39.77 22.80 16.97
2 336.95 32647 10.48
3 10.48 -2.37 12.85
4 163.17 152.62 10.55
5 163.38 158.58 4.80
6 78.03 51.23 26.80
7 2036.0 2009.0 27.11
8 57.56 50.04 7.52
9 32.18 17.30 14.81
10 99.64 93.45 6.19
11 8.19 -3.08 11.27
12 -47.02 45.42 1.59
13 38.33 6.80 31.53
14 -25.24 -19.06 -6.18
15 9.16 0.057 9.11
16 31.96 21.28 10.68
17 63.83 46.08 17.74
18 5.38 4.63 0.74
19 23.69 11.33 12.36
20 1071.86 1052.11 19.73
21 148.9 135.73 13.17
22 -1.94 -7.82 5.88
23 -13.10 -24.46 11.35

Puntaje
de
docking
-8.6
-8.7
-8.8
-9.0
-9.0
-8.9
-8.9
-9.3
-9.4
-9.9
-9.8
9.1
-9.7
9.2
-9.0
9.2
-9.5
-9.0
-9.3
-9.0
9.1
-9.5
-8.7

Después de minimizar la energia

Einterac vdW elec

-70.18 -37.56 -32.52
-60.70 -37.70 -22.99
-73.42 -35.01 -38.41
-62.56 -41.78 -20.78
-47.37 -33.43 -13.94
-23.18 15.53 -7.65
-59.08 -46.81 -13.27
-69.07 -37.42 -31.64
-76.45 -34.49 -41.96
-73.07 -31.41 -41.66
-88.01 -42.40 -45.63
-78.03 -38.06 -40.23
-80.45 -33.57 -46.80
-59.77 -37.07 -22.70
-69.47 -30.99 -38.47
-73.74 -26.93 -46.80
-64.24 -29.32 -34.92
-71.72 -32.57 -39.15
-50.75 -40.03 -10.72
-55.46 -28.21 -27.25
-76.96 -38.92 -38.04
-65.80 -31.05 -34.75
-47.60 -35.02 -12.57

Puntaje
re-doSking
-1.3
-8.3
-7.9
-9.5
-6.9
-7.4
-1.7
-6.1
-6.9
-6.8
-8.8
-8.7
-7.1
-6.0
-1.5
-7.2
-6.5
-1.5
-7.3
-5.9
-7.1
-6.5
-6.9

AEint

-109.95
-397.65
-83.90
-295.75
-210.75
-85.70
-2095.08
-126.63
-108.63
-172.71
-96.20
-125.05
-118.78
-34.53
-78.63
-105.70
-128.07
-77.10
-74.44
-1127.32
-225.86
-63.86
-34.50
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51.84
45.38
10.33
101.83
163.27
5.75
18.47
79.28
20.34
103.33
10.37
884.62
-25.89
44.31
50.14
14.38
2036
-2.34
75.98
35.05
76.46
2.32
-6.09
136.94
-21.14
-19.99
141.18

41.11
56.84
0.23
94.48
159.47
9.98
10.18
69.08
8.81
99.67
-1.28
867.06
-35.88
30.04
25.98
10.11
2009.05
9.06
60.89
33.20
75.0
0.39
-28.41
117.36
-24.90
-28.38
123.48

10.73
-1146
10.10
7.35
3.80
-4.22
8.29
10.20
12.53
3.66
11.65
17.56
9.99
14.26
24.16
4.27
27.11
-11.41
15.09
2.45
1.46
1.93
22.32
19.58
3.76
8.38
17.69

-9.0
-9.0
-8.5
-8.7
-9.2
-9.1
-8.9
-9.1
-8.4
9.3
-8.3
-9.0
-8.7
-9.0
-9.1
-8.6
-8.9
-8.8
-8.7
-8.8
-8.8
-8.7
-8.8
-8.9
-8.5
-8.0
-8.9

-94.79
-97.48
-69.59
-67.41
-79.15
-81.31
-58.39
-79.31
-67.70
-100.41
-58.63
-59.28
-70.42
-69.77
-76.01
-58.14
-58.77
-88.63
-62.49
-72.02
-81.88
-61.48
-75.59
-76.08
-63.65
-42.61
-51.6

-33.62
-34.12
-39.20
-28.85
-41.67
-37.76
-36.19
-39.62
-32.41
-18.34
-36.03
-33.03
-35.69
30.76
-34.81
-28.67
-46.22
-36.65
-30.52
-40.59
-34.0
-41.09
-41.50
-37.10
-30.22
-31.69
-38.22

-61.17
-63.36
-30.38
-38.55
-37.47
-43.55
-22.20
-39.69
-35.29
-82.06
-22.60
-26.25
-34.72
-39.01
-41.20
-29.47
-12.54
-51.97
-31.96
-31.42
-47.87
-20.39
-34.07
-38.98
-33.13
-10.91
-13.38

-7.2
-7.8
-7.8
-7.9
-8.2
-6.3
-6.4
-7.2
-1.7
-5.0
-1.7
-1.5
-7.9
-6.5
-7.0
-1.7
-7.6
-7.1
-7.1
-8.6
-1.5
-5.4
-6.1
-7.9
-6.3
-6.0
-7.0

-146.63
-142.86
-79.92
-169.24
-84.13
-87.06
-76.86
-158.58
-88.04
-203.74
-69.00
-943.90
-44.53
-114.08
-126.15
72.52
-2094.77
-90.97
-138.47
-107.07
-158.34
-63.80
-69.50
213.02
4251
22.62
-192.78

82



Figura 1. Esquemas de interaccién proteina-ligando generadas con MOE Ligand Interactions para los
compuestos 1-6 en el sitio 1 sobre la superficie de 7sSOD—-Cu/Zn en la orientaciéon con mejor puntaje. (a)

compuesto 1, (b) compuesto 2, (¢c) compuesto 3, (c) compuesto 4, (d) compuesto 5y, () compuestos 6. Lista de
codigos usados:

Polar
Acido
Basico
Hidrofobico

0000

Contorno

*  (Cadena lateral aceptora de H
Cadena lateral receptora de H
Cadena principal aceptora de H
Cadena principal donadora de H

O Solvente

O Complejo metalico
Contacto con solvente
Contacto con metal

O Residuo expuesto al solvente

(a) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y T. solium que interaccionan con los ligantes

en el sitio 1 son: MetA41, Thr4104, Ser4108 y SerB108. En todos los esquemas la letra italica A o B indica la
cadena del monémero al que pertencen los residuos.
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(b) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y 7. solium que interaccionan con los ligantes
en el sitio 1 son: Metd1, Ser4108 y SerB108.

Ile
Buo Ser
A108

(¢) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y 7. solium que interaccionan con los ligantes
en el sitio 1 son: Metd1, Thr4104, Ser4108, SerB108 y SerB151.

(d) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y 7. solium que interaccionan con los ligantes
en el sitio 1 son: Met41, MetB1 Thr4104, Ser4108, SerB108 Ser4A151.
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(e) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y 7. solium que interaccionan con los ligantes
en el sitio 1 son: Met41, Thr4104, Ser4108, SB108 y Val4109.

(f) Los residuos no conservados entre la SOD—Cu/Zn de humano y 7. solium que interaccionan con los ligantes
en el sitio 1 son: Metd1, Thr4104, Ser4108 and SerB108, Lys4A150 y Ser4151.
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Abstract We describe in this work a successful virtual
screening and experimental testing aimed to the identifi-
cation of novel inhibitors of superoxide dismutase of the
worm Taenia solium (TsCu/Zn-SOD), a human parasite.
Conformers from LeadQuest® database of drug-like com-
pounds were selected and then docked on the surface of
TsCu/Zn-SOD. Results were screened looking for ligand
contacts with receptor side-chains not conserved in the
human homologue, with a subsequent development of a
score optimization by a set of energy minimization steps,
aimed to identify lead compounds for in vitro experiments.
Six out of fifty experimentally tested compounds showed
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puM inhibitory activity toward 7sCu/Zn—SOD. Two of them
showed species selectivity since did not inhibit the
homologous human enzyme when assayed in vitro.

Keywords Taenia solium - Superoxide dismutase -
Cu/Zn-SOD - Neurocysticercosis - Inhibition - Docking -
Molecular operating environment, MOE

Introduction

Cysticercosis is a parasitic disease caused by infection with
the larval stage of Taenia solium which occurs when
humans become the intermediate host in the life cycle of
the helminth [1]. The parasite infects the central nervous
system thus producing neurocysticercosis (NCC), consid-
ered the most common parasitic disease of the CNS and
affects millions of people in developing countries of Latin
America, Africa and Asia, as well as in developed coun-
tries with a high migration ratio of subjects from endemic
areas [2—4]. This condition is associated with severe neu-
rological manifestations including epilepsy, headaches,
seizures and other neurological disorders [5]. Conservative
estimates describe 50,000 deaths worldwide every year due
to neurocysticercosis [6]. The treatment for NCC in
humans is based on two drugs: albendazole and prazi-
quantel. Both drugs can cause adverse symptoms in the
host, but in general are well tolerated. These drugs are
often administered with dexamethasone to decrease the
inflammatory reaction produced by the host in response to
the death of the parasite, a reaction that some times can
also kill the host [7]. To date, there is only one report on
drug-resistance to praziquantel and albendazole in Cestode
infections found in a patient with neurocysticercosis [8],
but resistance to these and other drugs has been reported
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for other helminths such as schistosomes and some nem-
atodes [9, 10]. Therefore, there is an urgent need to develop
new drugs with different mechanisms of action.

Superoxide dismutases (SODs) are a group of metallo-
enzymes essential for defending organisms against oxidation
by the superoxide anion (O3 ) [11, 12]. SODs catalyze in two
steps the dismutation of the O to molecular oxygen and
hydrogen peroxide. Although O3 is a mild reductant, it can
cause direct or indirect damage to cell membranes and DNA
[13]. Three major classes of SODs have been described on
the basis of their prosthetic groups: Fe, Mn, or Cu/Zn. So far,
three types of SOD enzymes have been identified in hel-
minths: the mitochondrial Mn—SOD, the cytosolic and an
extracellular Cu/Zn—-SOD [14, 15]. Organisms lacking these
enzymes exhibit a decreased growth rate, shorter life span,
hypersensitivity towards redox cycling compounds such as
paraquat and quinones, and an increment in spontaneous
mutagenesis and death rates [11, 12]. As a other parasitic
organisms, 7. solium must remove endogenous and exoge-
nous O; produced by its own metabolic processes and,
because its larval and adult stages live in tissues, the one
produced by host inflammatory response [16].

As reported by some authors [9], albendazole inhibits
microtubule formation in parasite by binding to f-tubulin,
however, as shown by Sanchez-Moreno et al. [17-19], this
drug also inhibits SOD enzymes in helmints, but at high
concentrations in the case of T. solium, as reported by us
[20]. Gomez-Contreras et al. [21] reported recently the
synthesis of benzo[g]phthalazine derivatives which selec-
tively inhibit Fe-SOD activity and growth of Trypanosoma
cruzi. Beznidasole, a drug currently used against trypano-
somiasis act trough inducing formation of toxic oxygen
metabolites such as superoxide anion and hydrogen per-
oxide [22].

These and other reports suggest that SOD enzymes are
involved in parasite defense [15]. Our hypothesis is that
inactivation of this enzyme may contribute to weaken the
defense mechanisms of the parasite and aid destroying it,
thus SOD can be considered a good target for drug design.

Recently, we resolved the crystal structure of recombi-
nant TsCu/Zn-SOD at 2.7 A resolution, an homodimer
with 152 residues and one Cu and one Zn atom per active
site by monomer (PDB entry 3MND) [23]. It possesses the
classical motifs of Cu/Zn-SOD enzymes. All residues
directly or indirectly involved in metal binding are com-
pletely conserved. Nevertheless an analysis comparing the
amino acid sequence of 7sCu/Zn-SOD with other SODs
reported in databases, showed low global identity of 57.2,
57.9 and 59.6% with mammals such as Sus scrofa (pig),
Homo sapiens (human) and Bos taurus (bovine), respec-
tively, suggesting that differences in 7sCu/Zn—SOD can be
used to design specific inhibitors.
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Materials and methods

Molecular modeling, electric partial-charge assignation,
ligand conformer, searching of potential binding sites,
energy minimizations, visualization and docking were
performed with molecular operating environment (MOE)
[24] package with default parameters, unless otherwise
stated. Energy minimizations were carried out until an
RMSD (root mean square deviation) force lower than 0.001
was obtained using CHARMM?27, an all-atom force field
parameterized for proteins, or MMFF94x, parameterized
for small organic molecules in medicinal chemistry.

Generation of 3D conformers from LeadQuest®
database

Exelgen LeadQuest® database [25] was used as the initial
chemical space for this study. Each of the 51,068 com-
pounds was prefiltered using Lipinski-like rules as follows:
molecular weight <600, LogP <7, donors + acceptors
<12, rotatable bonds <7, and transformed into 3D molec-
ular structures using Import_Database-MOE. Then, we
generated a chemically diverse 3D conformational data-
base of drug-like molecules with Conformer_Import—-MOE,
using a cut-off conformational energy of 3 kcal/mol from
the minimum energy structure of each compound, as cal-
culated with the MMFF94x force field. The adopted pro-
cedure allowed the generation of a chemically diverse 3D
conformational database of multiple conformers for each
molecule, which was then used for docking. The X-ray
structure of TsCu/Zn—-SOD and human Cu/Zn-SOD (HsCu/
Zn-SOD, PDB entry 2V0A) were used as protein targets
for docking procedures.

Potential binding sites were identified with the Site_-
Finder—-MOE and with CASTp server [26]. All crystallo-
graphic water molecules were removed from the protein
structures before docking. Hydrogen atoms and partial
charges were added to the enzyme using the CHARMM?27
force field. Charge for Cu and Zn was set to 2*. Dock-
MOE studies used the alpha-site-triangle method [27] to
bias the orientation search of the ligand to meaningful
trials, and the docking score function named Affinity dG
was used as implemented in MOE [28]. GW572016
(Lapatinib) is a tyrosine kinase inhibitor that is a potent
dual inhibitor of epidermal growth factor receptor (EGFR,
ErbB-1) and ErbB-2. X-ray structure of EGFR bound to
GW572016 was well resolved and published [29]. That
complex (PDB entry 1XKK) was used as a docking vali-
dation. Docking score found with MOE was —11.3, with a
root mean square deviation of the pose from the original
ligand of 1.93 A.
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Docking on TsCu/Zn—-SOD X-ray structure

In a first screening, 15,000 orientations or poses on
potential binding sites were proved and evaluated for each
conformer from each compound in the 3D conformational
database; the top ten scoring poses for each conformer
were written out to a new database [30]. In a second step,
conformers of compounds with good scores (docking scores
<—7.5 units) were resubmitted for evaluation, but allowing
in this case the search of 100,000 poses. Only those com-
pounds for which the top scoring energies achieve values
lower than —8.6 were selected for further analysis. Energy
minimization of the best and/or the most frequently found
docked poses for each compound was carried out to refine
the orientation of the ligand in the receptor site, and to find
the local energy minimum of the ligand—enzyme interac-
tions. Three protocols were designed for optimizing the
ligand—enzyme complexes. In method 1, the receptor was
treated as a rigid structure and the ligand was allowed to
relax into the active site. For method 2, residues of the
active site (<4.5 A) and the inhibitor were allowed to relax
while the rest of the receptor were fixed; 3. Finally, in
method 3 all residues at 4.5 A from the ligand were sub-
jected to an energy minimization with the coordinates of
the ligand fixed, then only the ligand was relaxed with the
fixed new positions of the nearby residues; and finally new
energy minimization of contact residues was carried out,
again with the ligand fixed. This latter method was the
most efficient in further lowering the ligand—enzyme
energy interaction.

After visual inspection of the minimized protein—com-
pound complex, a set of compounds were selected for in
vitro testing of their inhibitory potency against pure
recombinant 7sCu/Zn-SOD and commercial HsCu/Zn—
SOD (Sigma) on basis of several criteria: we searched for
ligand binding contacts to non-conserved side chains of the
enzyme, shape complementarily, docking score before
minimizing energy of complex, predicted LogP less than
5.5, number of hydrogen bonds formed, among others (see
Results and discussion for more details).

Compounds 1-6 were docked on HsCu/Zn—-SOD X-ray
structure with an extensive search of 100,000 poses of each
conformer in order to determine their docking score and
compare it with TsCu/Zn—-SOD.

In order to compare docking scores from Dock—MOE for
compounds 1-6, we carried out an extensive docking
procedure using alternative software. The AutoDock—Vina
(Vina) software [31] was used for flexible docking simu-
lations. The compounds 1-6 were docked into binding site
1 on TsCu/Zn-SOD surface. Before docking, water mole-
cules were removed from the X-ray structure. Polar
hydrogens and Gasteiger charges were assigned using the
AutoDock-Tools interface [32]. Then, the size of search

spaces in each dimension (x, y and z) for site 1 was
26 x 26 x 30 A with center in —10.784, 0.686 and
—31.058; for site 2, dimensions are 24 x 24 x 24 A with
center in —13.799, —1.323 and —1.359. The other Vina
default optimization parameters were maintained for
docking simulation. Docking scores for the best poses for
compounds 1-6 according to Vina shown in Table 5 in
Supplementary Material.

TsCu/Zn-SOD enzyme inhibition assays

Recombinant 7sCu/Zn—-SOD enzyme was expressed and
purified as described previously [20]. Enzyme inactivation
was determined indirectly by measuring inhibition of
cytochrome ¢ reduction caused by O3, which is produced
by the xanthine—xanthine-oxidase system [33]. The reac-
tion was carried out in a final volume of 1.0 mL in the
presence of 10 units of recombinant enzyme (specific
activity 2,940 units/mg, 3.5 pg enzymes) incubated for
30 min at 37 °C with 100 pM of the selected LeadQuest®
compounds [20]. One unit of SOD is defined as the amount
of enzyme that causes 50% inhibition of the reduction of
cytochrome ¢ with incubation times of 2 min [33]. Only
compounds with inhibitory activity (more than 30%)
against TsCu/Zn—-SOD were incubated against HsCu/Zn—
SOD (Sigma, specific activity 4,000 units/mg). For those
compounds with a percentage of inhibition of TsCu/Zn—
SOD greater than the threshold of 60%, a complete set of
measurements was performed to determine the ICsq values.

The tested compounds were purchased from Exelgen
Inc. (formerly LeadQuest®). Purity reported by the manu-
facturer was greater than 95% checked by LC/MS. Stock
solutions (10 mM) of each compound were made in
DMSO, with similar aliquots of the pure solvent in blank
experiments.

Results and discussion
Conformer search

MOE is a drug discovery package [24] used to perform
several tasks in this work. In order to simulate ligand
flexibility in our docking studies, we generated a set of
low-energy conformers for each of the about fifty thousand
compounds of the LeadQuest® database as described in the
Materials and methods section. A high-throughput frag-
ment-based conformational search [24] allowed the trans-
formation of the original 51,068 compounds library into a
new database of about 2 million conformers with energies
<3.0 kcal/mol respects to the lowest minimum conforma-
tion of each compound. In this sense, Perola and Charifson
[34] found that a 3.0 kcal/mol energy cut-off would retain
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about 80% (50%) of bioactive ligands with 1-3 (4-6)
rotatable bonds. For computational convenience we used
this same threshold and accordingly we expect our con-
formational ensembles to contain a significant number of
biologically relevant conformations. This new in-house
database was then used for docking studies against the
X-ray structure of 7sCu/Zn-SOD.

Molecular docking

Before starting our docking calculations we determined
potential sites for ligand binding from the 3D atomic
coordinates of the 7sCu/Zn-SOD. Active sites are usually
hydrophobic pockets that involve side chain atoms tightly
packed [35]; thus we searched for these sites on the

Table 1 Structure and biological activity of LeadQuest® compounds identified by virtual screening procedure that showed in vitro inhibition

activity for TsCu/Zn-SOD

Compound  Structure

Best score against 7sCu/Zn-SOD

Preferred binding site TsCu/Zn-SOD

(and against the human homologue) according to best scores ICsq (LM)
1 —8.6 (—5.5) 1 @
O NH
O
fLN/\/\O
S \
0}
2 OO —8.7 (—6.0) 1,2 23.9
F
F F N 0
F N
F
F O
3 —8.8 (—6.1) 1 9.8
Y\N)LN
N\) &
AT
4 —9.0 (—6.0) 1 25.9
0. .0
5 oYYy
O N NN
O
5 —-9.0 (—6.3) 1,2 A
P
N N—S Q
HN \ HO F
\'( O FX
o) F
6 F —8.7 (-5.9) 1,2 _a
F F
o

% ICsp values were only measured when the % inhibition was >60% at 100 pM of compound (see Materials and methods for more details)
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molecule surface by filtering out sites with significant
convex surfaces too exposed to solvent. The residues
directly or indirectly involved in metal binding are con-
served among the Cu/Zn-SODs from all species so far
examined, from bacteria to mammals; therefore in order to
attain species selectivity, the cavities from these sites were
also discarded. On this basis, more than twenty potential
sites were detected and distributed over the entire surface of
the dimer, which were labeled as site 1, site 2, site 3, and so
on (see Table 1 in Supplementary Material for the whole
list and description). Sites 1 and 2 are the more prominent in
size; they are located near the interface region and formed
by atoms from 32 to 20 different residues, respectively, a
reflection of their large site dimension. Site 1 and 2 are
located in opposed parts of the dimer interface, so that
potential binding sites are facing away from each other. Site
1 has an extended shape while site 2 is more compact one;
both sites are rich in hydrophobic residues. Moreover, sites
1 and 2 are not strictly conserved between 7sCu/Zn—-SOD
and HsCu/Zn-SOD sequences, which transform these sites
in attractive targets for designing species-specific inhibitors.
In contrast, the rest of the potential sites (3—22) are much
smaller, exposed to solvent, and in many cases, well con-
served respect to the human enzyme.

In a first stage, the previously generated conformers for
each ligand were scanned against all sites on the TsCu/Zn—
SOD surface, using 15,000 poses of probe for each con-
former. We noticed that sites 1 and 2 always presented the
highest docking scores while other sites always showed
lower scores; therefore in the subsequent step, ligands with
docking scores better than —7.5 (c.a. 500 different com-
pounds) were re-scanned only on sites 1 and 2, but now
with 100,000 poses of each conformer in order to include
virtually all orientations for binding each of those com-
pounds. This procedure yielded complexes with much
better docking scores, those whose docking scores were
better than —8.6 were then submitted to an energy
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Fig. 1 TsCu/Zn-SOD and HsCu/Zn-SOD sequence alignment.
Several (identity: 57.9%) residues are not conserved between
sequences. Residues in contact (<4.5 A) with ligands 1-6 at site 1
on the TsCu/Zn-SOD surface are indicated by circles. Black color
indicates that the ligand interacts with the residues in the chains A and
B; gray color indicates that the ligand interacts with the residue only

minimization process in order to improve the interactions
at the binding sites. This optimization process was care-
fully designed testing and evaluating different schemes of
partial minimizations of the structure of the complexes (see
Materials and methods for more details). We found a
procedure aimed to find a better positioning of the ligands
into the binding site, as judged from lowering the previ-
ously obtained ligand—enzyme energy interaction. This
procedure consist in (1) first all residues at 4.5 A from the
ligand were subjected to an energy minimization with the
coordinates of the ligand fixed, (2) then only the ligand was
relaxed with the fixed new positions of the nearby residues,
and finally (3) a new energy minimization of contact res-
idues was carried out, again with the ligand fixed. This
3-step methodology optimized the protein-ligand contacts
by allowing a better rearrangement of the side chains of the
binding site and the position of the ligand as is reflected in
the potential energy of the protein-ligand contacts (see
Table 4 in Supplementary Material for more information).

Overall, the search for conformers and binding energy in
three steps used in this work intended to include part of the
conformational response of the enzyme due to the presence
of the ligand in its binding site. From our results, a set of
fifty compounds were selected to be tested in vitro against
recombinant pure 7sCu/Zn-SOD enzyme. The final com-
pound selection which yielded the set of 50 compounds,
included a final screening from the highest scored ligands
identified by docking, it also included considerations of
docking score, ligand—enzyme energy interaction, hydro-
philicity, selectivity, molecular weight and robustness of
prediction. Since it is our experience that hydrophobic
compounds aggregate when dissolved from DMSO stock
solution into aqueous inhibition tests, we privileged
hydrophilicity in the final selection process. With respect to
selectivity we gave preference to compounds forming
contacts (e.g. hydrogen bonds) to non-conserved side
chains of the receptor, to gain selective inhibition to

MATKAVCVLK GDGPVQGIIN FEQKESNGPV KVVGSIKGLT EGLHGFHVHE FGDNTAGCTS AGPHFNPLSR KHGGPKDEER
--MKAVCVMR GEEGVKGVVH FTQAGD--AV KVHAEFEGLK PGKHGFHVHE FGDTTQGCTS AGAHFNPHGK NHGAPDAAER

HVGDLGNVTA DKDGVADVSI EDSVISLSGD HCIIGRTLVV HEKADDLGKG G---NEESTK TGNAGSRLAC GVIGIAO--
HVGDLGNVTA GADGKATLDL TDKMISLTGE HSVIGRSLVI HVDPDDLGLG G---HELSLI TGNAGGRVAC GIIGIAKSE

in one chain. Intrachain disulphide cysteine residues, conserved
residues in the active site, and involved in Cu and Zn binding are in
bold letters. Lines bellow the circles indicate the number of hydrogen
bonds between ligand and residues, see Figure 1 in Supplementary
Material for more details
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parasitic SOD with respect to the human enzyme. In this
respect, Fig. 1 shows TsCu/Zn—-SOD and HsCu/Zn-SOD
sequence alignment (identity: 57.9%). Residues in contact
with ligands 1-6 at site 1 on the 7sCu/Zn-SOD surface,
according to our docking results, are indicated by circles:
several residues present only in 7sCu/Zn—-SOD interact
with 1-6 through hydrogen bonds. Finally, with robustness
we mean the frequent finding of slightly different poses of
the same compound with high scores, which means that
small changes in orientation still yield a good predicted
docking score. In addition, we also included ten com-
pounds with medium and low docking score to use them as
negative controls (structures, identifications and scores for
all compounds used are depicted in Tables 2 and 3 in
Supplementary Material). This includes compounds with
low affinity for sites 1 and 2 and some of the best ligands
for other binding sites. All candidate compounds were first
evaluated for their ability to inhibit the activity of TsCu/
Zn-SOD at 100 pM: six of the fifty tested compounds
demonstrated >30% inhibition of the enzyme at pM con-
centrations. Table 1 and Fig. 2 show the structures of
active compounds (1-6), and the residual activity of
recombinant 7sCuZn-SOD obtained after incubation with
100 uM of these compounds, respectively. Examination of
these active compounds revealed a diversity of chemical
structures, they have molecular weights between 430 and
560 Da, estimated LogP [36] lower than 5.5, no more than
10 H-bond acceptors and a low flexibility. A common
structural feature present in compounds 3, 4 and 5 is a
piperazine group. Three other chemical classes are

100

80

Activity (%)

0 T
1 2 3 4 5 6
Compound

Fig. 2 Inhibition of 7. solium and human Cu/Zn-SOD activity by
incubation with active LeadQuest® compounds, determined by
xantine—xantine-oxidase method. T. solium (black bars; 10 Units,
3.5 pg enzymes) and human Cu/Zn—-SOD (grey bars; 10 Units) were
incubated in presence of 100 pM for 30 min at 35 °C of compounds:
1,2, 3, 5 and 6, and 50 pM of compound 4. Effects of compound 3 on
human enzyme could not be assayed because unexpected and
systematic precipitation in the reaction medium was observed
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constituted by sulfonamide, bipiperidinyl and acetanisidide
derivatives. Clearly, their inhibitory capacity comes from
their tight fitting to the binding site more than being vari-
ations or derivatives from a common structure. Six real in
vitro hits out of fifty putative inhibitors represent an
experimental-hit ratio of 12% [(6/50) x 100], which
demonstrates the success of the virtual screening proce-
dure. The rest of the tested compounds, including the
negative controls, yielded very low or no inhibition and
were considered as inactive. The aim of this work was to
find agents that selectively inactivate 7sCu/Zn—SOD.
Therefore, in order to determine the docking scores of
compounds 1-6 to HsCu/Zn-SOD we carried out an
extensive docking procedure on the surface of this human
enzyme. We found that the docking scores were always
lower for the human enzyme than for the 7. solium SOD, in
good agreement with our experimental results: the best
score occurs when compound 5 binds to site 2 with a
docking score equal to —5.5.

Finally, we found that the Vina docking scores and
poses for compounds 1-6 over site 1 on 7sCu/Zn—-SOD
were in good agreement with Dock—MOE results (see
Table 5 in Supplementary Material).

Enzyme inhibition assay

Concentration of 100 pM of compound 2 diminished the
TsCu/Zn-SOD activity in 73%; in contrast, the same con-
centration of this compound did not show any effect on
HsCu/Zn-SOD activity. Compound 3 had an important
impact on the 7sCu/Zn-SOD activity, showing 100%
inhibition. Unfortunately, effects on human enzyme could
not be assayed because unexpected and systematic pre-
cipitation in the reaction medium was observed, hence the
lacking bar for this assay in Fig. 2. However, the residual
activity of HsCu/Zn—SOD and T'sCu/Zn-SOD at 10 pM of
the same compound are 92% and 52%, respectively. The
most remarkable results were obtained with compound 4,
which affected TsCu/Zn—-SOD activity in 96% at 50 puM,
whereas it had no detectable effect on human Cu/Zn—-SOD
at the same concentration. With respect to compounds 1, §
and 6, they considerably affected the enzymatic activity of
TsCu/Zn—-SOD (49, 48 and 48% of inhibition, respectively)
after incubation at 100 pM, but affecting the activity of
human enzyme at similar levels; therefore, they can be
considered as nonspecific inhibitors. The ICsog for com-
pounds 2, 3 and 4, (23.9, 10.9 and 25.9 uM, respectively,
Fig. 3) confirm that these compounds are good inhibitors,
and the last two are also specific for the taenia enzyme. The
inactivating effect of 2, 3 and 4 was concentration depen-
dent. It is noted that the inactivating curves were sigmoidal.

The procedure and results presented here are outstand-
ing due to the identification of novel lead compounds to
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Fig. 3 Curves of inhibition
versus inhibitor concentration
for compounds 2, 3 and 4. See
Materials and methods for more
details
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LeadQuest Database
(50327 Compounds)

Low-Energy Conformations

2 millions of Structural
Conformers

Rigid Molecular Docking

A4

500 Compounds
(Best Score Complexes)

Energy Minimization

A4

50 Compounds
(Potential Inhibitors)

Experimental Test

6 Compounds
(Active Compounds)

Fig. 4 Flow chart showing the search for lead compounds as
inhibitors of TsCu/Zn-SOD activity by virtual screening followed
by experimental assays. Numbers represent the amount of molecules
selected after each stage

develop more powerful compounds in a future aimed to the
design of specific drugs against parasites (Fig. 4).
According to our docking results, compounds 1-6 bind
near the dimer interface (i.e. sites 1 and/or 2) where the
interaction with various conserved and non-conserved
residues is strong. For example, compound 4 presented the
best inhibitory activity toward 7sCu/Zn—-SOD and did not
inhibited HsCu/Zn—SOD at all. Interestingly, we found that
all the docked complexes of this compound with docking
scores below —7.5 could only be indentified at site 1
(Fig. 5). Compound 4, docked in its most frequent pose on
the TsCu/Zn-SOD surface, forms a hydrogen bond
between the N atom of its pyrimidine ring and the hydroxyl
oxygen of the non-conserved SerB108 (Ser108, chain B).
Another hydrogen bond was established between the CO
group of the carboxylic ethyl ester moiety of the ligand and
the NH group of MetB1, also a non-conserved residue.
Furthermore, the high predicted stability of the complex
resulted also from a good shape complementarity, and also
from dipole—dipole and van der Waals interactions with
nearby residues: the piperazine moiety is located near
MetAl, LysA2, LeuA103, SerA108, IleA110, and IleA148,
while the pyrimidine ring is surrounded by LeuB103,
ThrB104 and IleB110. Good binding poses for compounds
2, 5 and 6 (i.e. docking scores <—7.5) are identified
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indistinctly in both sites 1 and 2. Compounds 1 and 3 seem
to bind exclusively to site 1 as previously described for
compound 4. In Fig. 1, the contact residues (lower than
45 A) in binding site 1 for all active compounds are
indicated, and the protein residues which form hydrogen
bonds are highlighted. Selectivity might arise from differ-
ent short and medium distance interactions. Some of the
most relevant short-distance contacts include parasite res-
idues: Thr104, and hydrogen bonding to Ser108, Metl,
Lys150, Ser151. All these residues in taenia enzyme are
different in the human orthologue. Figure 6 shown binding
poses of compound 6 in sites 1 and 2 on the surface of
TsCu/Zn—-SOD enzyme after docking and the 3-step energy
minimization protocol. Schemes of protein-ligand inter-
actions are shown in Figure 1 in Supplementary Material.

It must be considered that docking scores are designed
as a fast evaluation of multiple poses of every conforma-
tion analyzed from each potential ligand, to select the top
scored compounds as an enriched subset of the chemoli-
brary, and not as an accurate predictor of binding affinity or
biological activity. Albeit in some publications certain
correlation between ICsy and docking scores can be found,
it must be considered that for the above reason, a high
correlation between docking score and ICsy, must not be
always expected [37].

We found in our case of study that although docking is
sometimes seen as an automatic procedure, human intuition
to get advantage of robustness and selectivity may still be a
good ingredient during the analysis of docking results.

As far as we know, this is the first time that inhibitors
have been proposed and tested for this enzyme; specifi-
cally, compounds 1-6 can be considered as novel inhibitors
of TsCu/Zn-SOD and could constitute a set of starting
points to design more powerful inhibitors opening a new
way to tackle infections of 7. solium and other parasites.

Many enzymes and proteins are regulated by their
quaternary structure and/or by their association in homo
and/or hetero-oligomer complexes. Thus, these protein—
protein interactions can be good targets for blocking or
modulating protein function therapeutically [38] Eukary-
otic Cu/Zn-SOD has a stable f-barrel fold and a dimer
assembly, shows diffusion-limited catalysis and electro-
static guidance of their free-radical substrate. Disruption of
the quaternary structure appears to decrease the catalytic
activity: Banci and coworkers [39, 40] have replaced two
hydrophobic residues (Phe50 and Gly91) at the dimer
interface of the human enzyme, producing a soluble
monomer with a much lower activity (around 10%) than
that of the native dimeric enzyme. Using X-ray diffraction
[41] as well as NMR techniques [39], these authors
observed changes in the conformation of the loop (residues
120-139) responsible for generating the electrostatic
potential for driving superoxide anions to the metallic ions
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Fig. 5 a Binding pose of
compound 4 in the TsCu/Zn—
SOD binding site 1 after
docking and the 3-step energy
minimization procedure.

b Network of hydrogen bonds
(red dashed lines) between 4
and the amino acids in the TsCu/
Zn-SOD binding site 1. See
description in the text

(b)
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Fig. 6 Binding poses of compound 6 in sites 1 and 2 on the surface of
TsCu/Zn—-SOD enzyme after docking and the 3-step energy minimi-
zation procedure

at the active site. Also the backbone mobility of the
monomeric state was investigated with molecular—dynam-
ics simulations and compared to that of the dimeric species
and it was concluded that, as far as motions in the pico-
seconds to nanoseconds timescale are concerned, the
region consisting of residues 131-142 is less mobile in the
monomeric mutant than in the dimeric wild-type protein.
Structural fluctuations in this region have been suggested to
play a role in assisting the superoxide anion in sliding
towards the active site [42, 43].

On these bases, we suggest that compounds 1-6 affect
the enzyme activity either by disrupting the monomer—

@ Springer

monomer interface or by restricting the movements of the
loops at each monomer, thus limiting the diffusion of the
substrate to the reaction site.

Further studies are being carried out in order to establish
the molecular mechanism of the inhibitory action of these
compounds.

Conclusion

In summary, six new inhibitors of the 7sCu/Zn—-SOD
enzymatic activity have been discovered using a method-
ology developed here which consisted in generating a
conformational database from the LeadQuest® database,
docking procedures, species selectivity filtering, and finally
a proposal of subsequent ligand optimization based on
three energy minimization steps over the best protein—
ligand complex scores. Three of these compounds showed
excellent selectivity to 7sCu/Zn—SOD since they affect the
activity of this enzyme at pM range but did not show
inhibition against HsCu/Zn-SOD. Results obtained here
are very promising, and now further studies are being
carried out to determine the mechanism involved in the
inactivation observed against TsCu/Zn—-SOD and HsCu/
Zn-SOD for compounds 1-6.
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