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PREFACIO

El presente trabajo muestra los principales resultados de mi proyecto doctoral desarrollado en el
Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia del Instituto de Investigaciones
Biomedicas de la Universidad Nacional Auténoma de México. El contenido se encuentra
dividido en dos partes, la primera de las cuales constituye una introduccion a los temas
relacionados con el desarrollo de mi trabajo de investigacion. La segunda parte contiene el
desarrollo de mi proyecto doctoral, incluyendo la publicacién cientifica que derivé del mismo.

De manera particular, este trabajo busca responder a la pregunta ¢Cuales son las bases
moleculares que determinan las interacciones entre las diversas unidades estructurales de la
proteina NS3? Para ello hice uso de diversas herramientas computacionales para el analisis
tedrico de estructuras, incluyendo Modelaje por homologia, Acoplamiento entre proteinas
(Docking), Andlisis de Modos Normales, Dinamica Molecular y Dindmica Molecular Interactiva.

Las principales aportaciones de estos analisis son las siguientes:

1. Los experimentos de dinamica molecular para sScNS3-NS4a indican que el dominio
de proteasa serinica de NS3 ejerce un efecto estabilizador sobre el dominio de ARN
helicasa. Este efecto es mas evidente en las asas de union a NTPs que se encuentran
en la interfase entre los subdominios 1 y 2 de NS3hel y no es corresponde al

contacto directo entre estas regiones.

2. Durante la simulacidon de NS3hel en presencia de solvente, es posible observar que
el extremo carboxilo terminal, al encontrarse libre de las interacciones que
mantiene con NS3pro es capaz de replegarse e integrarse hacia la dltima helice a,
como fue propuesto por Yao et al. basado en comparaciones entre las estructuras

cristalogréficas disponibles para este dominio.

3. El anélisis de modos normales indica que son suficientes 3 modos normales de baja
frecuencia para describir los cambios conformacionales de NS3 con implicaciones

funcionales. De ellos, los primeros 2 (modos 7 y 8) describen reorientaciones de



NS3pro con respecto a NS3hel, mientras que el modo normal 9 describe

reorientaciones entre los subdominios de NS3hel.

Asimismo, es posible observar una serie de patrones estructurales comunes a los
tres modos estudiados, los cuales incluyen: [1] la presencia de regiones de alta
flexibilidad, las cuales actian a manera de “bisagra”. [2] Los cambios de
orientacion del dominio 2 de NS3hel, se encuentran acoplados a reorientaciones de
menor magnitud en el subdominio 3 de la misma. [3] De la misma manera, cambios

en la orientacién de NS3pro tienen efectos en el subdominio 3 de NS3hel.

Los resultados anteriores, en conjunto con los andlisis de IMD, sugieren que es
necesario que ocurra una reorientacion de NS3pro para que el extremo carboxilo
terminal de NS3 pueda ser accesible al solvente y asi liberar el sitio activo de la
proteasa. De los modos normales analizados, el modo normal 8 es el Unico que
maximiza la exposicion al solvente de esta regién, aunque es posible que los
cambios conformacionales entre NS3pro y NS3hel involucren una mezcla de los

modos normales 7y 8.

El presente trabajo constituye el primer andlisis del comportamiento dinamico de
NS3 mediante experimentos in silico. Los resultados aqui mostrados contribuyen
con nueva evidencia referente a las bases estructurales de los cambios
conformacionales y su posible participacion en las funciones de la proteasa-helicasa

de diferentes miembros de la Familia Flaviviridae.



RESUMEN

La proteina no estructural 3 (NS3) de los miembros de la Familia Flaviviridae es una enzima
multifuncional, compuesta por un dominio de proteasa serinica (NS3pro) asi como por un
dominio de ARN helicasa (NS3hel). Diversos reportes han mostrado que las actividades
presentes en NS3 son indispensables para la replicacion viral, lo cual la ha convertido en un
blanco importante para el desarrollo de farmacos antivirales. Aunque se sabe que el ciclo
replicativo en Flaviviridae requiere de una regulacion altamente coordinada de todas las
actividades asociadas a NS3, a la fecha se desconoce el mecanismo preciso de las interacciones
que las regulan. El presente trabajo busca determinar caracteristicas estructurales comunes entre
las proteinas NS3 del virus del Dengue y Hepatitis C, asi como caracterizar a los residuos
involucrados en la regulacién de los movimientos entre NS3pro y NS3hel. De acuerdo con
nuestros analisis, NS3pro incrementa la estabilidad del subdominio 1 de la ARN helicasa.
Adicionalmente, el comportamiento dinamico del extremo carboxilo terminal apoya la hipétesis
que propone que al ser liberado del sitio activo de NS3pro, los residuos involucrados en esta
interaccion se pliegan hacia la Gltima a-hélice. Mediante el uso de Analisis de Modos Normales,
fue posible evaluar los movimientos colectivos de NS3, y observamos que los 2 modos normales
de menor frecuencia son suficientes para describir las reorientaciones de NS3pro con respecto a
NS3hel. Estos movimientos en NS3pro favorecen un incremento en la exposicion del sitio activo
de este dominio, lo cual es de gran importancia durante el procesamiento proteolitico del
precursor poliproteinico viral. El tercer modo normal de baja frecuencia se encuentra
correlacionado con las reorientaciones de los subdominios de NS3hel, en una manera similar al
mecanismo de asociacion/disociacion a acidos nucleicos propuesto durante la hidrdlisis de NTPs
y desenrrollamiento de &cidos nucleicos de doble cadena. En conjunto, nuestros datos apoyan un
modelo dindmico para NS3, en el cual el movimiento y reorientacion entre los dominios de
proteasa serinica y ARN helicasa pueden resultar en la regulacion de las actividades bioldgicas

presentes en esta proteina.



1. INTRODUCCION

1.1 Simulaciones Moleculares

Los ensayos de dinamica molecular (MD) en proteinas y acidos nucleicos, pueden proveer
informacion importante al respecto de los fendmenos dinamicos de los mismos. La versatilidad
de este acercamiento es tan amplia que el principio subyacente a las técnicas de MD ha sido
aplicado a muchos otros sistemas compuestos de particulas, incluyendo galaxias. La amplia
aplicacion de las simulaciones de MD ha sido resultado no sélo del incremento en la
disponibilidad de poder de computo, si no también del desarrollo de nuevas funciones

potenciales, cada vez mas exactas.

1.1.1 EIl Movimiento en las proteinas

De acuerdo con algunas estimaciones, para una proteina promedio de levadura es posible esperar
mas de 20,000 grados de libertad rotacional, los cuales se conocen como modos normales de

vibracion. En términos generales, un modo normal integra movimientos de un gran numero de



coordenadas internas, incluyendo longitudes y angulos de enlace (Barth & Zscherp 2002).
Actualmente, se acepta que estos modos vibracionales incluyen una gran variedad de rearreglos
estructurales que suceden a lo largo de diversas escalas temporales, desde las vibraciones que
suceden en los enlaces, los cuales ocurren en la escala de femtosegundos; rotaciones de las
cadenas laterales en la superficie de las proteinas, en la escala de los picosegundos; hasta los
grandes cambios conformacionales, los cuales suceden en escalas que van desde nanosegundos
hasta microsegundos (Hammes-Schiffer 2002;Hammes-Schiffer & Benkovic 2006).

Del mismo modo, las hipotesis mas recientes sobre la funcion catalitica en proteinas
asumen que tanto las enzimas como los sustratos poseen cierta flexibilidad conformacional. En
otras palabras, se espera que la movilidad inherente a un plegamiento dado se manifieste de
manera continua durante las distintas fases de una reaccion catalitica. Estudios recientes sobre la
relacion entre los cambios conformacionales y la catalisis en proteinas como la deshidrogenasa de
alcohol hepatica (LADH) y la dihidrofolato reductasa (DHFR) han permitido evaluar el papel de
estos cambios conformacionales en la funcidon de estas proteinas (Hammes-Schiffer & Watney
2006). Los resultados indican que, los movimientos térmicos del complejo
enzima-+tsustrato+cofactor ocurren dentro de las restricciones asociadas al tipo de plegamiento;
durante estos movimientos, se muestrea el espacio conformacional disponible al complejo, hacia
configuraciones que faciliten la catalisis. Es decir, los movimientos en el complejo componen una
“red” de movimientos acoplados, en la cual los movimientos en residuos tanto distales como
cercanos al sitio activo, permiten acercar y posicionar favorablemente el sustrato y el cofactor,
creando un ambiente electrostatico Optimo para que ocurra la reaccion quimica (Hammes-

Schiffer & Benkovic 2006).



1.1.2 Dinamica Molecular

El concepto de Dindmica Molecular fue desarrollado originalmente por Alder y Wainwright a
finales de la década de los 50’s como una técnica para la simulacién de un sistema de particulas
rigidas en colisién (Alder & Wainwright 1957). Estas fueron seguidas unos afios después por
simulaciones de sistemas sencillos, como el estudio de Rahman sobre el comportamiento de
Argon liquido, utilizando potenciales de Lennard-Jones (Rahman 1964); asi como por
simulaciones de agua en estado liquido (Stillinger & Rahman 1974). Sorprendentemente, solo
tres afios después, el grupo de Martin Karplus publicé la primera simulacion de una
macromolécula, el inhibidor de la tripsina pancreédtica bovina (McCammon, Gelin, & Karplus
1977).

El principio de las simulaciones de MD esta basado en la integracion de las ecuaciones de
movimiento, es decir, se desea reproducir la trayectoria de un sistema compuesto por N atomos,

con masa m; mediante la resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton:

m; _j': =F, i=1.N,
dt® (ec. 1)

donde r(¢) corresponde a la posicion de la particula i. En un momento dado, la fuerza F; sobre
cada atomo puede ser calculada a partir de las interacciones presentes en el sistema y definida
como la derivada de la funcion de energia potencial V' que estd determinada por las posiciones de
todos los atomos (Lindahl 2001).

F;‘ = _vrf V(rl-: Gt rz'\n")'

Una de las implicaciones de este tipo de aproximacion, es que la fuerza sobre cada 4tomo
intentard moverlo hasta alcanzar un estado de baja energia potencial. La aceleracion resultante de

esta fuerza, es una medida del cambio en las velocidades de las particulas en el sistema, y a partir



de este cambio en la velocidad es posible determinar el cambio en la posicion de cada atomo un
periodo de tiempo después.

Debido a que la integracion de las ecuaciones de movimiento depende de las interacciones
calculadas para el sistema, la definicion de las funciones potenciales o campos de fuerza
(forcefields) es un componente de suma importancia en la precision de los resultados obtenidos.
Sin embargo, un potencial que posea una alta exactitud seria demasiado lento para calcular y por
lo tanto de utilidad limitada, de modo que diversas aproximaciones son implementadas: En
primer lugar las contribuciones se dividen en interacciones entre atomos enlazados (vgr. energias
de enlace, angulos de enlace y rotaciones de enlaces) e interacciones entre pares de 4&tomos no
enlazados (Halgren 1995).

El potencial asociado a las variaciones en la longitud de enlace entre un par de atomos i y

j es modelada usualmente como un “resorte” armonico simple:

% 2
.Vbond' (r,j}') = j‘a (},} - ?‘E)

donde kb,-j representa una constante de fuerza que describe la resistencia de ese tipo de enlace
particular y rol»j es la longitud de equilibrio del enlace (Lindahl 2001). De manera similar, la

deformacion del angulo de enlace entre los atomos i, j, k es descrita como:

I{nrg{a(t{}gﬂ{‘) == )7! ('i?{,‘k = t}ii’)

Ee)
donde % representa el angulo de equilibrio, mientras que la constante ¢ representa la

resistencia del angulo a la deformacion. Para moléculas complejas, es necesario tomar en cuenta
las variaciones en el potencial debidas a la rotacion de enlace, la cual es usualmente modelada
como un potencial periddico dihedral:

Viibednal (';lg)j.&f) - ’é;: [1 + cos (H@ - @D)]



donde la variable n expresa la multiplicidad de minimos presentes durante una rotacién completa
y @ su ubicacion (Lindahl 2001).

Debido a que estas interacciones corresponden a aquellas presentes entre atomos
enlazados, ocurren de manera local en el espacio, por lo cual su numero se incrementa de manera
lineal con respecto al tamafio del sistema y su calculo no representa un gran costo computacional.
En contraste, existe un nimero muy grande de interacciones entre atomos no enlazados y el
computo de estas fuerzas es la parte mas costosa de cualquier simulacion, representando cerca del
90 — 95 % de uso del procesador, incluso con las simplificaciones que usualmente se integran a
los campos de fuerza (vgr. las interacciones se calculan entre pares de atomos y se ignoran las
contribuciones energéticas que ocurren a distancias mayores a un umbral definido) (Wang et al.
2001). Usualmente, los componentes repulsivo y dispersivo de las interacciones de no enlace se
calculan utilizando una variante de los potenciales de Lennard-Jones:

Gl e
V:[,c';x}mm"—fouc‘s("‘fj) = ?‘T - r.(j
i i

donde C” iy c? ; son parametros que dependen del tipo de 4tomos involucrados, determinando
la cantidad de atraccion y repulsion, respectivamente (Lindahl 2001). El potencial resultante es
ligeramente atractivo a grandes distancias, pero fuertemente repulsivo cuando existe
sobrelapamiento entre atomos. La interaccion electrostatica entre pares de adtomos puede ser

calculada por la expresion:

q:q;

VC&M’G}H&"} ( r;'..") =
' 4reoe, i



donde ¢; y g; representan las cargas, mientras que & y & son expresiones de la permisividad del

espacio libre y la permisividad relativa.

Una vez que los potenciales para la configuracion del sistema a un tiempo ¢ han sido
calculados, el siguiente paso consiste en generar una nueva configuraciéon de los atomos a un
tiempo ¢ +A4¢ de acuerdo a la dindmica calculada en la ec. 1. Existen diversas aproximaciones
para ello, las cuales requieren de una evaluacion de la funcion energética por cada paso (en
inglés, timestep). Una de las implementaciones mas utilizadas fue desarrollada por Verlet en
1967 (Verlet 1967), basado en la adicién y substraccion de las expansiones de Taylor para las

coordenadas I; a los tiempos ¢ +At y ¢ - At:

d (Ar)? d? (As)? &3 )
: — = . — —r; B — : — —Tr; & 4
ri(t — Ar) 1;(#) Ardrr, (#) + R 3 () + C (Ar )
(r+ A1) = (o) + Ari (1) + Qe & (2) + (A - (9 + O (AF)
fi - n ar 2 ar EE

lo cual en conjunto con la ec. 1, resulta en:

ri(t + Ar) =~ —rir— Ar) 4+ 2ri(2) + %F;

vi(z) = ﬁ [r;( + Ar) — ri(r — As)]

Como resultado de esta implementacion, las velocidades son obtenidas como una diferencia de 2
términos de igual orden de magnitud, lo cual hace a los integradores basados en Verlet muy
sensibles a la precision numérica y errores asociados al redondeo (Lindahl 2001). Un segundo
integrador derivado de Verlet es el conocido como “Leap-frog”, en el cual las posiciones

atomicas y las velocidades son calculadas con diferencia de medio paso o timestep :
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(el nombre de este integrador deriva del hecho de que la determinacion de posiciones y
velocidades diferen por medio paso, como un par de ranas saltando una sobre la otra...) una de
las ventajas del esquema “Leap-frog” es que evita las diferencias entre términos de gran
magnitud al calcular las velocidades:

ri{t+ A = i)+ Arvi(r + ﬂf,‘fz}

A
VI;(f - Ar;-‘g) -+ —TF,
n;

vi(t+ At/2)

&

Finalmente, algunas de las caracteristicas observadas en los sistemas moleculares no son
atribuibles a los atomos individuales, mas bien son propiedades colectivas del conjunto de
atomos, por ejemplo la temperatura y la presion (Mongan & Case 2005). Durante una simulacion
es importante mantener estas propiedades bajo control, para asegurar que conforme progresa la
misma es posible mantenerlas dentro de valores que no desnaturalizan las moléculas bajo estudio.

La temperatura 7" del sistema es un resultado directo de la energia cinética de todos los

atomos y sus grados de libertad Ny

N

T(r) = Nols Z mvi(e) - vit)

=1

donde kp representa la constante de Boltzmann (Lindahl 2001;Norberg & Nilsson 2003).
Idealmente durante una simulacion, la temperatura de un sistema deberia permanecer constante,

sin embargo debido a los errores ocasionados por el redondeo y las aproximaciones hechas en las



funciones potenciales, es necesario introducir un término A, el cual permite escalar las

velocidades atdmicas a cada paso y como resultado, controlar la temperatura del sistema:

J.:b/lju“:\‘:(f 1)

en la cual Ty Tr corresponden a la temperatura de referencia y a una constante de acoplamiento

de la temperatura, respectivamente. De manera similar, la presion del sistema puede ser calculada

en base a:

donde K corresponde a un tensor promedio de la energia cinética y = a la virial del sistema. La
presion resultante puede ser controlada mediante un método de acoplamiento similar al empleado

para la temperatura:

u—-/ " )

donde, para cualquier valor razonable de compresibilidad del sistema /3, ocurrird una relajacion

exponencial de la presion del sistema (Lindahl 2001).

1.1.3 Dinamica Molecular Interactiva

Como ya observamos en la seccion anterior, una de las principales limitantes para la simulacion
en sistemas moléculares es la restriccion de escalas de tiempo reducidas, asi como la dificultad de
obtener un muestreo estadisticamente representativo del espacio conformacional accesible al

sistema de estudio. Con base en lo anterior, en la mayoria de los casos ha sido imposible simular



a nivel molecular muchos de los eventos de importancia bioldgica. Usualmente las simulaciones
de dindmica molecular bajo condiciones de equilibrio se encuentran limitadas al orden de decenas
de ns, una escala temporal mucho mas corta que muchos de los eventos de interés biologico, tales
como cambios conformacionales, permeacion de solutos a través de canales, union y despegado
de ligandos a sitios de unidn, etc. Como respuesta a estas limitaciones, diversos grupos han
implementado herramientas y algoritmos para el desarrollo de una técnica conocida como
dindmicas moleculares guiadas. Durante este tipo de simulaciones, el sistema de estudio es
guiado hacia un evento particular, mediante la aplicacion de una fuerza externa o una funcion
potencial que funciona a manera “de guia” (Grayson, Tajkhorshid, & Schulten 2003). Entre las
aproximaciones mas comunes a este tipo de simulaciones “fuera del equilibrio”, es posible
mencionar los métodos de: Muestreo Sesgado (Umbrella sampling) (McCammon & Harvey
1987), Dinamicas Moleculares Guiadas (steered molecular dynamics, SMD) (Lu et al. 1998;Gao,
Lu, & Schulten 2002) y Dinamicas Moleculares Interactivas (interactive molecular dynamics,
IMD) (Stone et al. 2001).

IMD es un método de simulacion, el cual permite manipular interactivamente sistemas
moleculares, con el fin de probar diversos procesos dinamicos. Metodologicamente, esta
aproximacion utiliza los mismos campos de fuerza y algoritmos que las aproximaciones clasicas
de MD. Sin embargo, en los ensayos de IMD y SMD, se adiciona una fuerza externa al sistema.
Esta fuerza es utilizada para investigar las propiedades mecanicas del sistema o para simular
procesos que de otra manera requeririan de un tiempo excesivamente largo de simulacion
mediante un ensayo clasico de MD (Isralewitz, Gao, & Schulten 2001). En contraste con los
ensayos de SMD, las fuerzas aplicadas durante un ensayo de IMD son ajustadas continuamente
por el usuario, con ayuda de un sistema de visualizacion de la simulacion en tiempo real. La

posibilidad de variar la direccion y magnitud de las fuerzas aplicadas, permite al investigador



inducir los cambios conformacionales necesarios para inducir el evento que desea observar
(Stone, Gullingsrud, Grayson, & Schulten 2001).

En términos generales, puede decirse que los ensayos de SMD son empleados una vez que
el investigador cuenta con una hipdtesis que permitira especificar la posicion y direccion de las
fuerzas a emplear, las cuales son de magnitud suficiente para permitir al sistema concluir el
proceso en un tiempo razonable (normalmente dias o semanas de computo). El andlisis de una
trayectoria de SMD permite correlacionar la fuerza aplicada con la evolucion del sistema
(Isralewitz, Gao, & Schulten 2001). En contraste, los ensayos de IMD tienen como finalidad
explorar hipdtesis acerca del comportamiento del sistema y los tiempos de simulacion suelen ser
breves (horas o minutos), por lo cual las fuerzas empleadas tienen la magnitud necesaria para
inducir los cambios en dicha escala de tiempo. Por esta razén, las simulaciones de IMD son de
caracter cualitativo y las trayectorias resultantes no son adecuadas para analisis numérico.

Como herramienta de investigacion, las simulaciones de IMD representan un analisis de
gran utilidad, permitiendo al investigador generar y probar hipdtesis relativas a mecanismos de
reaccion, interaccion o transporte entre moléculas. Los resultados de este tipo de analisis, aunque
basicamente de naturaleza cualitativa, permiten experimentar diversos mecanismos de
movimiento e interaccion entre moléculas, los cuales por su naturaleza son dificiles de describir
unicamente de manera numérica. Una vez establecida la factibilidad de un mecanismo explorado
mediante IMD, es posible que el investigador utilice simulaciones no interactivas que permitan

caracterizar el mecanismo de manera mas fina.



1.1.4 Analisis de Modos Normales

Como se menciond en las secciones anteriores, debido a la escala temporal en la que ocurren los
cambios conformacionales en proteinas, su estudio in silico requiere de un conjunto de técnicas
computacionales particulares, las cuales permitan acceder a dicha escala de tiempo. En este caso,
el uso de las técnicas usuales de dindmica molecular es de poca utilidad, debido a los largos
tiempos de computo requeridos para muestrear de manera adecuada el espacio conformacional
disponible para un sistema de tamafio medio o grande. Por ejemplo, para un sistema cercano a los
100,000 atomos, fue necesaria una semana de tiempo computacional en 32 procesadores de 1.3
GHz, para alcanzar 1 nanosegundo de tiempo de simulacion (Tajkhorshid et al. 2003). En otro
reporte mas reciente, la simulacion del comportamiento dinamico del virus satélite del mosaico
del tabaco, en presencia de solvente explicito, (1,066,628 atomos) se llevd a cabo en 128 nodos
Altix duales pertenecientes al NCSA, con un rendimiento de 0.7 ns/dia (Freddolino et al. 2006).

El analisis de modos normales (o NMA, por sus siglas en inglés) es un método teorico
para el estudio de los movimientos colectivos en sistemas bioldgicos. Durante este analisis, el
movimiento dindmico de una macromolécula se expresa en términos de una superposicion
colectiva de variables, conocidas como las coordenadas de los modos normales o vibracionales.
En otras palabras, se considera que la energia potencial del sistema se comportara de manera
armonica, por lo cual el movimiento dinamico de la molécula puede ser descrito como un
conjunto de osciladores armoénicos independientes. Los osciladores de baja frecuencia
representan movimientos colectivos de gran amplitud que describen las deformaciones mas
probables para la estructura analizada (Tama 2003).

El objetivo del andlisis de modos normales es identificar aquellos movimientos de gran

amplitud y baja frecuencia que pueden ser relevantes a la funcion bioldgica del sistema estudiado.



En un estudio reciente, el cual incluia mas de 3800 cambios conformacionales previamente
caracterizados, fue posible observar que mas de la mitad de ellos pueden ser modelados aplicando
una perturbacion en la direccion de 1 o 2 modos normales de baja frecuencia. Més atn, cuando el
caracter colectivo de los cambios conformacionales es evidente, un s6lo modo normal de baja
frecuencia es suficiente para representarlo (Krebs et al. 2002).

Las aplicaciones reportadas hasta el momento para esta técnica incluyen: afinamiento de
factores B en cristalografia (Kidera & Go 1990;Kidera et al. 1992;Kidera & Go 1992;Tirion et al.
1995), especificidad enzimatica (Ishida, Jochi, & Kidera 1998;Miller & Agard 1999), estudio de
cambios conformacionales en proteinas (Harrison 1984;Gibrat & Go 1990;Mouawad & Perahia
1996), complejos macromoleculares (Tama et al. 2003) y virus (Tama & Brooks, III 2002),
transferencia de electrones (Basu et al. 1998a;Basu et al. 1998b) y dinamica de acidos nucleicos
(Duong & Zakrzewska 1998;Matsumoto, Tomimoto, & Go 1999).

Inicialmente, los analisis de modos normales estaban restringidos a proteinas de tamafio
pequeno, debido a varios factores: Por un lado, los modelos iniciales de NMA, al utilizar
potenciales semiempiricos, requerian necesariamente de un paso previo de minimizacion
energética, lo cual resultaba en un incremento en los tiempos de céalculo y deformaciones en la
estructura como resultado de que en su mayoria, la minimizacion energética se llevaba a cabo en
el vacio. En 1996 Tirion demostré que el uso de los potenciales semiempiricos puede ser
sustituido por una aproximacion en la cual las interacciones atomicas son representadas por un
modelo simple de red anisotropica (un potencial hookeano). Para la funcidon energética
considerada, la energia potencial del sistema es un minimo para cualquier configuracion de
cualquier sistema!! El uso de esta aproximacion simplifica los calculos de modos normales, al

tiempo que elimina la necesidad de un paso previo de minimizacion energética (Tirion 1996).



Figura 1 - Modelo de red anisotrdpica para la Ubiquitina.

Izquierda: Representacion de liston; Centro: Representacién de bastdn, se ha agregado transparencia al liston, de
modo que sea posible identificar a los atomos de la cadena principal; Derecha: Modelo de red anisotrépica, los
bagtones representan las interacciones atdbmicas consideradas para un valor umbral de distancia dado (en este caso
5A).

Una ventaja adicional en el uso de la implementacion de Tirion radica en que permite aplicar las
técnicas de NMA a estructuras de baja resolucion, a este respecto existen varios reportes en los
cuales los modos normales obtenidos para el ribosoma (25 A) y la ARN polimerasa de
Escherichia coli (15 A) son consistentes con la evidencia experimental disponible para dichas
estructuras (Frank & Agrawal 2000;Darst et al. 2002).

Adicionalmente, en un analisis tradicional de Modos Normales, el paso de minimizacion
energética es seguido por una diagonalizacion de la matriz Hessiana (la matriz de las segundas
derivadas de la funcidon energética), la cual es una matriz de tamafio 3N x 3N, donde N representa
el nimero de atomos en el sistema (Tama et al. 2000). Debido a que la diagonalizacion

representa otro paso limitante en los ensayos de NMA, se han implementado varias



aproximaciones que buscan simplificar este problema. Perahia et al. implementaron una técnica
de diagonalizacion en base mixta, la cual se lleva a cabo una diagonalizacion iterativa, utilizando
soluciones parciales a las derivadas de la funcioén energética (Perahia & Mouawad 1995).

En una aproximacion mas reciente, un conjunto de atomos o residuos son agrupados en
bloques de rotacion-translacion (RTB). De acuerdo con esta aproximacion, los modos normales
de baja frecuencia en una proteina pueden ser descritos como movimientos de cuerpos rigidos
compuestos por uno o mas residuos de aminoacidos (Durand, Triniquier, & Sanejouand 1994).
Debido a que en sistemas de gran tamafo, los modos normales de baja frecuencia dependen
principalmente de la forma general del sistema (Tama & Sanejouand 2001), esta aproximacion
tiene un impacto muy pequefio en los modos normales resultantes, al tiempo que permite analizar
sistemas bioldgicos de mayor tamafio, incluyendo a todos los atomos presentes en la estructura de

interés (Tama, Gadea, Marques, & Sanejouand 2000).

1.2 Prediccion de Estructura

En afios recientes, el desarrollo de un gran niimero de técnicas de alto rendimiento en gendmica y
protedmica ha permitido la generacion de grandes cantidades de informacion, la cual se encuentra
disponible en un creciente nimero de bases de datos. Un ejemplo de lo anterior se encuentra
reflejado en el contenido actual de las principales bases de datos de acceso publico: En
Noviembre de 2006 el numero total de secuencias proteinicas en SwissProt y TrEMBL era de
235,673 y 3,297,108 respectivamente. En contraste con lo anterior, el nimero de estructuras
reportadas para la misma fecha en el Protein Data Bank era de 39,678. En este contexto, nuestra

capacidad para obtener informacion biologicamente relevante a partir de la secuencia de un gen o



una proteina es altamente dependiente de nuestra capacidad para establecer relaciones
significativas con las estructuras macromoleculares existentes.

Aunque la solucion ideal a este problema seria contar con un modelo o algoritmo capaz de
simular el plegamiento de la estructura a partir de una secuencia dada, este acercamiento cuenta
con varias limitaciones técnicas que hacen de la prediccion de estructura ab initio imposible de
implementar en un futuro cercano (Finkelstein 1997). Idealmente, un algoritmo para la prediccion
de estructura deberia integrar un modelo energético de gran exactitud, al tiempo que la
simplicidad del mismo lo haga computacionalmente factible, una mezcla que aun no ha sido
lograda. Este requerimiento para el tratamiento de la energia asociada al plegamiento es de vital
importancia, puesto que la funcidon energética debe contar con la suficiente precision para
distinguir al plegamiento nativo como el “minimo global energético”, entre un gran numero de
conformeros de baja energia. Estudios realizados por varios grupos han mostrado que las
aproximaciones utilizadas en los campos de fuerza actuales no es suficiente para simular el
plegamiento de una proteina a su conformacion nativa (Mirny & Shakhnovich 1996;Pande &
Rokhsar 1999). Sin embargo, una implementacion lo suficientemente detallada de las
interacciones que producen el estado nativo, incrementaria enormemente los requerimientos
computacionales de un algoritmo, volviéndolo impractico.

Debido a las limitaciones inherentes al problema de prediccion de estructura ab initio, se
han implementado distintas metodologias, las cuales buscan integrar a los modelos la
informacion asociada a las estructuras conocidas. Actualmente existen 2 grandes métodos para la
prediccion de estructura basada en integracion de la informacién estructural disponible: [1]

Reconocimiento del Plegamiento (Threading) y [2] Modelaje Basado en Homologia.



1.2.1 Reconocimiento del plegamiento (Threading)

La idea fundamental en los métodos de threading es la de disminuir el niimero de conformaciones
accesibles a la secuencia problema, limitdndolo a un subgrupo mas pequefio, el cual esta
integrado por una base de datos de plegamientos conocidos, que funcionan a manera de “molde”
y sobre los cuales se superpone esta. Finalmente es necesario encontrar el alineamiento
energéticamente Optimo entre este subgrupo (Finkelstein & Reva 1991;Reva, Finkelstein, &
Topiol 2002).

Aunque los métodos de threading dependen de manera importante de las funciones
energéticas implementadas en ellos (de manera similar al problema de prediccién de plegamiento
ab initio), al restringir el espacio conformacional accesible a la secuencia blenco, es posible
utilizar funciones energéticas menos precisas para encontrar a la conformacién nativa. Sin
embargo, este tipo de metodologia cuenta con limitaciones importantes. Por ejemplo, si la
secuencia problema pertenece a una familia nueva, no representada en la base de datos que
integra el grupo de “conformaciones accesibles”, el algoritmo sera incapaz de encontrar una

estructura energéticamente favorable (Mirny & Shakhnovich 1998).

1.2.2 Modelaje Molecular basado en Homologia

Las técnicas de Modelaje Molecular basado en homologia parten de la observacion de que, si una
secuencia de estructura desconocida comparte una identidad de secuencia significativa con una
estructura conocida, las dos proteinas compartirdn un plegamiento similar, de modo que ésta
ultima puede ser utilizada a manera de molde para construir un modelo de la secuencia problema
(Chothia & Lesk 1986). Debido a lo anterior, la calidad del modelo resultante dependera

esencialmente del porcentaje de similitud entre ambas proteinas. Si tenemos en cuenta que para



proteinas con identidades > 50 % el RMSD del 90 % de los carbonos aves < 1 A, es de esperar
que un modelo construido bajo estas condiciones de identidad tenga un alto grado de exactitud en
la prediccion. Por otro lado, cuando el porcentaje de similitud es cercano al 20 %, el RMSD de
las regiones conservadas (aproximadamente 50 % de los residuos) serd > a 1.8 A. Un modelo
dentro de este rango de similitud serd no sélo técnicamente mas complicado de construir, el
resultado serd de una precision mucho menor (Tramontano 1998;Tramontano 2003). El modelaje
por homologia es dependiente de la experiencia previa del investigador, siendo posible en
algunos casos obtener predicciones con buen nivel de exactitud con porcentajes de identidad tan
bajos como 14% (Venclovas 2003).

Es importante sefialar que la exactitud final del modelo no serd homogénea (vgr, existiran
regiones de mayor/menor exactitud) y esto debe tomarse en cuenta al evaluar los posibles usos y
conclusiones que pueden derivarse del mismo. Sin embargo, incluso para modelos construidos en
condiciones de baja similitud, es posible evaluar la confiabilidad de sus diferentes partes y tomar
esto en cuenta al derivar conclusiones del mismo.

Durante un experimento de Modelaje basado en homologia, se debe determinar
inicialmente que proteina puede ser utilizada como molde y aunque el factor de mayor
importancia serd el porcentaje de identidad de secuencia, cuando es posible elegir entre varios
moldes con similitud equivalente, es necesario tomar en cuenta otros factores como la resolucion,
presencia de ligandos, etc.

Una vez determinada la estructura que servira como molde, se lleva a cabo un
alineamiento de secuencia entre ambas proteinas, de modo que posiciones equivalentes se
encuentren correctamente alineadas. Dado que sélo existe informacion estructural para la

proteina molde, la asignacion de regiones equivalentes debe ser inferida inicamente en base a las



secuencias (D'Alfonso, Tramontano, & Lahm 2001). Durante esta etapa es muy importante
revisar el alineamiento para verificar la ausencia de gaps (los cuales representan eventos de
insercion/delecion de residuos) al interior de elementos de estructura secundaria o en el nucleo de
la estructura. Debido a que el alineamiento final determinard el proceso de asignacion de
coordenadas (vgr. la construccion del modelo) esta etapa reviste de gran importancia y por lo
tanto es recomendable utilizar toda la informacion disponible de diversas fuentes (datos
experimentales, informacion de residuos funcionales, etc) (Tramontano 1998).

Cuando se ha determinado el “alineamiento correcto”, es necesario asignar coordenadas a
todos los atomos de la secuencia blanco, para ello es necesario posicionar los atomos de la cadena
principal, las cadenas laterales y las zonas de inserciones/deleciones (las cuales son regiones sin
correspondencia entre el molde y el modelo). Dependiendo del programa utilizado durante esta
etapa, es posible emplear diversas estrategias para la construccién de los loops que presentan
indels, incluyendo la construccion basada en reglas heuristicas (Sibanda, Blundell, & Thornton
1989), modelaje ab initio (Moult & Unger 1991) y satisfaccion de restricciones espaciales (Sali
& Blundell 1993). De manera similar el posicionamiento de las cadenas laterals puede estar
basado en en uso de diversos acercamientos, como el uso de bibliotecas de rotimeros (Dunbrack,
Jr. & Karplus 1993;Dunbrack, Jr. & Karplus 1994), etc.

Finalmente. el modelo construido debe ser afinado para eliminar superposiciones estéricas
y optimizar su estereoquimica, usualmente mediante el uso de minimizacién de energia y
dindmica molecular. No hay que olvidar que el proceso de afinamiento no aumentara la calidad
final del modelo (la cual depende, como vimos, del porcentaje inicial de similitud y del correcto
alineamiento entre ambas proteinas), s6lo mejorara la estereoquimica del mismo (Tramontano

1998).



El programa elegido para el modelaje de la proteina scNS3-2b en el presente trabajo fue
Modeller, el cual implementa la construccion de modelos moleculares mediante la satisfaccion de
restricciones espaciales. De manera breve, el proceso inicia a partir del alineamiento de secuencia
entre la estructura que servira de molde y la proteina problema. A partir de este alineamiento,
Modeller genera una lista de restricciones compuesta por distancias de enlace y angulos
dihedrales, cuyos valores son obtenidos de una base de datos de alineamientos estructurales.
Durante la etapa de afinamiento, las restricciones espaciales, en conjunto con las funciones
potenciales derivadas del campo de fuerza CHARMM son tomadas en cuenta para asegurar la
correcta estereoquimica del modelo. Ambos conjuntos de datos son combinados en una “funcion
objetiva”, la cual sera optimizada, utilizando técnicas de minimizacion de energia, MD y
recocido (simulated annealing) (Sali & Blundell 1993). Entre las ventajas del uso de Modeller, se
puede mencionar que minimiza la intervencion del usuario durante el afinamiento del modelo, al
tiempo que conserva las caracteristicas estereoquimicas propias del tipo de plegamiento a

modelar.

1.3 Familia Flaviviridae

De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de virus, la familia Flaviviridae esta
compuesta por mds de 80 miembros pertenecientes a 3 géneros (Flavivirus, Pestivirus y
Hepacivirus) y un grupo aun no clasificado. Un gran nimero de miembros de esta familia son
importantes patdgenos humanos, causantes de enfermedades importantes como fiebres,
encefalitis y fiebres hemorrdgicas. Algunos de los virus mas importantes dentro de este grupo
son: Virus de la Fiebre Amarilla, Virus del Dengue (DENV), Virus de la Encefalitis Japonesa

(JAEV) y el Virus de la Hepatitis C (HCV).



Las caracteristicas comunes a esta familia viral incluyen la presencia de una envoltura lipidica
rodeando la nucleocapside, un genoma de ARN de polaridad positiva, asi como estrategias de
replicacion similares. Sin embargo, aunque los miembros de cada género pueden ser relacionados
entre si serolégicamente (por anticuerpos que presentan reaccion cruzada), no es posible detectar
esta relacion entre los distintos géneros. Algunas de las propiedades mas importantes de los
viriones pertenecientes a esta familia se ilustran en la Tabla 1.

Los mecanismos de replicaciéon comunes a los miembros de Flaviviridae incluyen la
union a receptores y la internalizacion de los viriones a través de endocitosis mediada por
receptores especificos para las proteinas de superficie (Ishak, Tovey, & Howard 1988;Ramos-
Castaneda et al. 1997;Bielefeldt-Ohmann 1998). La fusion de la envoltura con las membranas
celulares depende de un decremento en el pH de las vesiculas, lo cual provoca un cambio
conformacional en las proteinas de la envoltura viral, permitiendo la exposiciéon de un dominio de
fusion a membranas (Rey et al. 1995;Bressanelli et al. 2004). Una vez fusionada la membrana
viral a la vesicula celular, se libera la nucleocépside dentro del citoplasma, donde ocurre la
liberacion y replicacion del genoma viral (Gollins & Porterfield 1985;Gollins & Porterfield
1986;Kimura, Gollins, & Porterfield 1987).

Tabla 1. Caracteristicas generales de la Familia Flaviviridae.

Propiedades

Morfologia Virus esféricos envueltos
Didmetro de 40-60 nm
Una o dos proteinas de envoltura presentes en la membrana, una proteina de
membrana.

Una proteina formando la nucleocapside

Propiedades fisicoquimicas Srow = 140-200




p=1.1-1.23 g/em’.
Contenido lipidico = 15-20 %

Viriones sensibles a calor, pH, solventes orgénicos y detergentes.

Genoma ARN de polaridad positiva, una sola copia presente por virion.
El tamafio del genoma varia entre 9y 11 kb
El genoma es capaz de funcionar como un ARN mensajero con un so6lo
marco abierto de lectura.

El genoma carece de un tracto de poli(A) en su extremo 3°.

Otros Flaviviridae es la inica familia dentro del supergrupo 2 de virus de ARN de

cadena sencilla que codifican para una helicasa de ARN.

El ARN gendmico es capaz de funcionar como ARN mensajero durante la traduccion, las
proteinas virales se sintetizan como parte de un precursor poliproteinico de mas de 3000 residuos
de longitud, compuesto por cerca de 10 proteinas y el cual contiene en su extremo amino terminal
las proteinas estructurales, seguido de las proteinas no estructurales (NS, por sus siglas en inglés),
las cuales no forman parte de la particula viral. Para todos los géneros, es posible encontrar
firmas caracteristicas de proteasa serinica, ARN helicasa y ARN polimerasa dependiente de ARN
en la region de proteinas NS (Miller & Purcell 1990). La poliproteina es posteriormente
procesada por una combinacion de proteasas tanto virales, como del hospedero y se cree que las
proteinas no estructurales, una vez liberadas del resto del precursor, se integran en un complejo
conocido como RNA replicasa. Este tipo de complejos ha sido localizado en compartimientos
celulares similares en los diferentes miembros tanto del género Flavivirus (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS5a, NS5b) (Ishido, Fujita, & Hotta 1998;Cui et al. 1998) como para el género
Hepatitis C (NS2 NS3, NS4a, NS5b) (Chen et al. 1997;Sardana et al. 1999), lo cual sugiere que

dichos complejos se conservan a lo largo de la familia (Kapoor et al. 1995). Asimismo, se ha



demostrado que las interacciones de las diversas proteinas no estructurales con proteinas del
hospedero pueden jugar un papel importante en la localizacion de estos complejos en la célula
infectada. De esta manera, es posible imaginar que un paso importante durante el establecimiento
de la replicacion viral incluye la regulacion de una o mas proteinas a través de la competencia por
sitios comunes de union (Johansson et al. 2001b).

Para todos los géneros de la familia Flaviviridae, la replicacion ocurre en la region de
membranas perinucleares, mediante la sintesis de un intermediario replicativo de polaridad
negativa. La morfogénesis viral se lleva a cabo en las vesiculas intracelulares, donde ocurre el
transporte y la maduracion de las glicoproteinas que componen la envoltura viral y las proteinas
que mas tarde formaran la nucleocapside. La progenie viral es ensamblada en el interior de
vesiculas intracelulares, las cuales siguen la via secretoria para fusionarse con la membrana

plasmatica y liberar los viriones maduros hacia el exterior de la célula.

1.4 NS3.

La proteina no estructural 3 (NS3, por sus siglas en inglés) es una molécula multifuncional
involucrada tanto en el procesamiento del precursor poliproteinico como durante la replicacion
del genoma viral (Sardana et al. 2002). Inicialmente, las actividades enzimaticas asociadas a NS3
fueron propuestas con base en los patrones de conservacion de residuos y alineamientos multiples
con proteinas celulares homodlogas (Gorbalenya et al. 1989). Esta proteina cuenta con un dominio
de proteasa serinica (NS3pro) localizado en su primer tercio, ademds de un dominio de ARN
helicasa/NTPasa (NS3hel) ubicado en los dos tercios restantes. Diversos estudios han demostrado

que tanto los dominios, como las actividades asociadas a ellos, son indispensables para la



replicacion viral en diversos miembros de la familia (Kolykhalov et al. 2000); Matusan et al.
2001).

NS3pro es responsable del procesamiento del precursor poliproteinico en los limites
NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a y NS5a/NS5b en el género Hepacivirus (Bartenschlager et
al. 1993;Grakoui et al. 1993a;Grakoui et al. 1993b;Reed, Grakoui, & Rice 1995) y en las uniones
virC/anchC, NS2a/NS2b, NS2b,/NS3 NS3/NS4a, NS4a/NS4b y NS4b/NS5 en el género
Flavivirus (Rice, 1996 in Fields;(Stocks & Lobigs 1998). Asimismo existe evidencia
experimental que indica que la actividad de NS3pro en ambos géneros se incrementa mediante la
asociacion con un factor proteinico esencial para la maduracion de la proteina viral (Falgout et al.
1991;Bartenschlager et al. 1995) (NS4a en hepacivirus y NS2b en flavivirus). En ambos géneros,
se ha demostrado que este cofactor proteinico se asocia al dominio de proteasa serinica mediante
la insercion de una hebra 3, convirtiéndose efectivamente en una parte integral del plegamiento
de la proteasa viral (Yan et al. 1998;(Kim et al. 1996).

Debido a que existen varias estructuras reportadas para NS3pro derivado de HCV, ha sido posible
establecer una comparacion de las diferencias estructurales entre la proteasa, tanto en forma
aislada como en complejo con un péptido derivado de NS4a. Las diferencias presentes sugieren
que el mecanismo mediante el cual opera la activacion dependiente de este cofactor es mediada
por una serie de rearreglos locales de la triada catalitica, hacia una conformacion mas favorable a
la catalisis (Yan et al. 1998). Estudios recientes de modelaje molecular en el virus del dengue han
mostrado que este mecanismo de activacion de NS3pro es posible también en el género
Flavivirus (Niyomrattanakit et al. 2004;Chanprapaph et al. 2005).

NS3hel es responsable de la separacion de los duplex de ARN en cadenas sencillas durante la

replicacion viral. A pesar de la conservacion de multiples motivos de secuencia en ambos



dominios, existen varias diferencias importantes entre NS3 de los diversos géneros, incluyendo la
presencia de una actividad de ARN 5’ trifosfatasa (RTPasa) presente exclusivamente en el
dominio de helicasa en el género Flavivirus (Bartelma & Padmanabhan 2002), asi como
diferencias en los mecanismos de activacion de NS3pro, especificidad y cofactores asociados.

En 1999 Yao et al. determinaron la estructura de una construcciéon monocatenaria en la
cual 13 residuos pertenecientes al cofactor NS4a (Fig. 2, liston rosa) preceden al extremo amino
terminal de NS3 (SCNS3-NS4a). En esta estructura NS3pro (Fig. 2, listones azul y azul claro)
muestra un plegamiento de tipo “doble barril B caracteristico de proteasas serinicas homoélogas a
quimotripsina. NS3hel estd compuesto por tres subdominios (Fig. 2, listones verde, amarillo y
rojo, respectivamente), de los cuales los 2 primeros presentan un plegamiento de tipo f—a— y se
encuentran estructuralmente relacionados entre si y con otras helicasas; el tercer subdominio de
NS3hel esta formado principalmente por hélices o y presenta una estructura tnica a las helicasas
de hepacivirus. Una de las caracteristicas mas sorprendentes de la estructura de scNS3-NS4a, es
el arreglo espacial entre NS3pro y NS3hel, los cuales estdn conectados por una cadena
interdominio en conformacion extendida, mientras que el sitio activo de la proteasa se encuentra
orientado hacia la interfase formada por ambos dominios. Por su parte, tanto los sitios de uniéon a
NTP’s, como de unién a ARN de cadena sencilla de NS3hel se encuentran orientados lejos de la
interfase, expuestos al solvente. Debido a que no existe evidencia del procesamiento proteolitico
de NS3 in vivo, se ha propuesto que son necesarios cambios locales y globales durante el
procesamiento proteolitico del enlace peptidico NS3/NS4a (el cual es un evento intramolecular,
también llamado corte en cis), asi como durante los subsecuentes cortes mediados por NS3pro

(cortes intermoleculares, también llamados en trans) (Yao et al. 1999).



Figura 2 - Organizacion y Estructura de la proteina scNS3-NS4a de HCV.

(a) Organizacion de los diversos elementos de la estructura secundaria. Los triangulos representan hebras 8 y los
circulos helices a. (b) Estructura tridimensional de la proteina scNS3-NS4a. Tanto en (a) como en (b) se emplea el
mismo codigo de colores: NS4a (rosa), primer y segundo subdominio de NS3pro (azul y azul claro, respectivamente),
NS3hel, primero, segundo y tercer subdominios (verde, oro y rojo, respectivamente).

Aunque inicialmente fue posible demostrar que cada uno de los dominios que componen a
NS3 presentan independencia estructural y funcional, actualmente existe un gran nimero de
evidencias que sefialan la importancia de las interacciones entre ambos dominios en el
polipéptido integro in vivo. En 1995, un estudio por Kanai et al. Reporta que la Kd de union de
poli(U) a scNS3-NS4a integra es 10 veces menor que aquella del dominio de helicasa aislado, lo
cual sugiere que NS3pro es requerido para una unidon optima de acidos nucleicos al dominio de
ARN helicasa (Kanai, Tanabe, & Kohara 1995). Posteriormente, Morgenstern et al. reportaron
que, en el complejo NS3-NS4a aislado a partir de células COS transfectadas, la actividad de
dominio de proteasa es capaz de ser estimulado 5 veces sobre los controles mediante la adicion
de poli (U), lo cual sugiere una interdependencia entre las actividades de ARN helicasa y

proteasa serinica (Morgenstern et al. 1997). En contraste con lo anterior, Gallinari et al.



reportaron que para NS3 asociado a un péptido sintético de NS4a, la adiciéon de
poli(U)/oligo(U);g resulta en la inhibiciéon de la actividad de proteasa (Gallinari et al. 1998).
Debido a que el dominio de proteasa serinica aislado presenta un decremento similar en su
actividad, es posible que esta inhibicion mediada por ARN fuera causada por una interaccion
directa con este dominio. Sin embargo, este mismo estudio reporta que la estimulacion en la
actividad de ATPasa asociada a la presencia de poli(U) es mayor en NS3 integra, con respecto al
dominio de ARN helicasa aislado.

Recientemente, Johansson et al. encontraron que el dominio de ARN helicasa es capaz de
modificar la inhibicion mediada por producto en el dominio de proteasa serinica. De manera
sorprendente, Johansson reporta que péptidos de menor tamafio son capaces de tener un efecto
inhibitorio mayor en NS3 integra, comparada con el dominio de proteasa aislado (Johansson et
al. 2001a). De manera similar, Drouet et al. reportaron que tanto el dominio de proteasa serinica
aislado, asi como el polipéptido completo, son capaces de interaccionar con algunos inhibidores
de la familia de las serpinas. Sin embargo, s6lo NS3 es capaz de dar lugar a la aparicion de
productos de reaccion de alto peso molecular estables (Drouet et al. 1999). De manera analoga, el
estudio de Gallinari et al. muestra que la actividad de ATPasa en el polipéptido completo
presenta un incremento en la estimulacion causada por la adicion de poli(U), cuando el efecto se

compara con la estimulacion del dominio de helicasa aislado (Gallinari et al. 1998).

1.5 Helicasas.

Las helicasas son proteinas cuya funcion consiste en separar las cadenas de una doble hélice de
acido nucleico mediante un mecanismo dependiente del consumo de NTPs (Soultanas & Wigley

2001). Debido a que una gran parte de la informacion codificada dentro de los acidos nucleicos es



accesible tinicamente cuando estos se encuentran en forma de cadena sencilla, una gran cantidad
de procesos celulares y virales, incluyendo transcripcion y recombinacion, requieren de la
presencia de estas ubicuas proteinas. A manera de ejemplo, en el ser humano se han detectado
cinco helicasas homologas a la ADN helicasa RecQ de Escherichia coli, todas ellas relacionadas
en eventos de recombinacion. De igual manera, se han asociado diferentes enfermedades
hereditarias con mutaciones en genes que codifican para helicasas, incluyendo los sindromes de
Bloom, Werner y Rothmund-Thomson, los cuales se encuentran caracterizados por inestabilidad
genomica y una elevada predisposicion al desarrollo de cancer (Nakayama 2002).

Debido a que las helicasas son una parte fundamental durante el ciclo replicativo de
muchos virus, han sido consideradas como un blanco atractivo para el desarrollo de compuestos
antivirales. De hecho, para un gran nimero de familias virales ha sido posible demostrar que la
ausencia de una helicasa funcional es capaz de interferir con la produccion de progenie (van
Dinten et al. 2000;Gu et al. 2000;Matusan et al. 2001).

Todas las helicasas funcionan in Vvivo como parte integral de maquinarias
macromoleculares dedicadas a la manipulacion de acidos nucleicos como parte de eventos que
forman parte del ciclo celular, tales como replicacion, recombinacion, reparacion, trascripcion y
splicing. La funcion bioldgica de las helicasas, mas alla de la disociacion de acidos nucleicos de
doble cadena en cadenas sencillas, se encuentra dirigida a la transferencia de dichas cadenas
sencillas hacia la siguiente proteina del complejo macromolecular en el cual actia (Delagoutte &
von Hippel 2002).

El analisis de secuencias de helicasas ha permitido la identificacion de una serie de
motivos conservados, en base a los cuales se ha propuesto la clasificacion de estas proteinas en 3
grandes Superfamilias (Gorbalenya & Koonin 1993). Las helicasas de las superfamilias 1 y 2

contienen 7 motivos conservados, los cuales a pesar de encontrarse dispersos a lo largo de la



secuencia, se encuentran agrupados en la estructura tridimensional de estas proteinas, formando
un hueco de union a NTPs y una parte del sitio de unién a acidos nucleicos (Hall & Matson
1999).

En términos generales, las helicasas muestran muy poca especificidad hacia la secuencia
de su sustrato in vitro, los datos derivados de las estructuras determinadas en presencia de acidos
nucleicos, muestran que las interacciones entre ambos involucran principalmente apilamiento de
bases con cadenas laterales de residuos aromaticos e interacciones con el esqueleto azticar-fosfato

(Kim et al. 1998;Lin & Kim 1999;Caruthers, Johnson, & McKay 2000).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ciclo replicativo en la Familia Flaviviridae requiere de una regulacion
coordinada de todas las actividades presentes en NS3. Sin embargo, con base a que
esta proteina presenta un arreglo estructural Unico entre sus dominios, la naturaleza
exacta de estas interacciones es desconocida. Por lo que la informacidn estructural
y funcional precisa de este polipéptido es muy importante para el disefio de nuevos
farmacos antivirales.

Con base en lo anterior, el presente trabajo busca evaluar a nivel estructural la
presencia de mecanismos comunes para NS3 en DENV y HCV, asi como
caracterizar las regiones involucradas en la regulacion de los movimientos
interdominio entre NS3pro y NS3hel y por lo tanto en el comportamiento dinamico

de esta proteasa-helicasa en distintos flavivirus.



3. OBJETIVOS

General
e Determinar las caracteristicas estructurales comunes para la proteina no

estructural 3 de los virus de la Hepatitis C (HCV) y Dengue (DENV).

Particulares
e Caracterizar la influencia del dominio de proteasa serinica en el

comportamiento dindmico del dominio de ARN helicasa, mediante
simulaciones de Dindmica Molecular.

e Construir un modelo de la proteina NS3 del virus del Dengue, basado en las
coordenadas homologas de la proteina NS3 del virus de la Hepatitis C.

e Caracterizar los cambios conformacionales de NS3 en los virus de la
Hepatitis C y Dengue, por medio de Analisis de Modos Normales (NMA).

e Determinar, mediante el uso de dinamicas moleculares interactivas, las
interacciones entre los dominios de proteasa serinica, ARN helicasa y el

extremo carboxilo terminal de NS3.



4. MATERIALESY METODOS

4.1 Modelo de la Proteina NS3 del Virus del Dengue.

Las diferentes estructuras utilizadas durante la construccion del modelo de la proteina NS3 del
virus del Dengue (scNS3-NS2b) se obtuvieron del Protein Data Bank, PDB (Berman et al.
2000;Berman, Henrick, & Nakamura 2003). A partir de las coordenadas de los dominios aislados
de proteasa serinica (1BEF, resolucion: 2.10 A) y ARN helicasa (2BHR, resolucion: 2.80 A), se
determino inicialmente la orientacion relativa de cada dominio, basada en el alineamiento
estructural con respecto a la proteina homologa de HCV reportada por Yao et al. (1CU1,
resolucion: 2.50 A) (Yao et al. 1999). Una vez que ambos dominios estuvieron posicionados,
ambas estructuras se utilizaron como moldes para la construccion de un nuevo modelo, el cual
incorpora tanto la region central del péptido cofactor NS2b, asi como el asa que une ambos
dominios. Durante la construccion de este nuevo modelo se utilizé el programa MODELLER

(Sali & Blundell 1993).



La estrategia adoptada durante el afinamiento del polipéptido sScNS3-NS2b, fue adaptada
de Selisko et al. (Selisko et al. 1999), utilizando el programa X-PLOR (Briinger, Kuriyan, &
Karplus 1987) durante todas las fases del siguiente protocolo:

1. Minimizacion de energia, utilizando el minimizador de Powell (200 pasos, caida inicial de

energia 40.0 kcal/mol™, restricciones arménicas 40.0 kcal/mol™A™).

2. Dinamica molecular (200 pasos, ca fijos, timestep 0.5, temperatura inicial 300 °K).

3. 50ciclos de:
a) Minimizacion de energia de cuerpo rigido (50 pasos, caida inicial de
energia 0.1 kcal mol™,), durante esta fase, se consideré como cuerpo rigido
a los dominios de proteasa serinica y de ARN helicasa, asi como a cada
residuo involucrado en el asa interdominio.
b) Dinamica molecular (200 pasos, co fijos, timestep 0.2, temperatura

inicial 300 °K).

Durante la fase final del afinamiento, se utiliz6 el programa NAMD2 (Kale et al.
1999;Phillips et al. 2005), con el conjunto de potenciales CHARMMZ27 (MacKerell et al.
1992;MacKerell et al. 1998;MacKerell 2002), asi como el método Particle Mesh Edwald (PME)
(Darden, York, & Pedersen 1993;Darden & Pedersen 1996) para el calculo de interacciones
electrostaticas a larga distancia. La distancia de corte para las interacciones de van der Walls se
fijo en 10 A, utilizando un sistema de condiciones periddicas y permitiendo un distancia minima
de 5 A entre el modelo y los limites del sistema periddico. Con el fin de permitir un paso

(timestep) de 2 fs, todos los enlaces pertenecientes a atomos de hidrégeno se restringieron



utilizando la implementacion del algoritmo SHAKE (Ryckaert, Cicciotti, & Berendsen 1977)
presente en NAMD?2.

Durante la adicion de la caja de solvente, una caja de dimensiones 96.0 x 93.0 x 98.5 A se
llené de moléculas de agua, removiendo posteriormente aquellas moléculas de agua a una
distancia menor a 2.4 A del modelo con ayuda del programa Visual Molecular Dynamics (VMD)
(Humphrey, Dalke, & Schulten 1996).

El protocolo utilizado en la Gltima fase de afinamiento consistio en:

1) Minimizacidn de Energia, (2500 pasos).

2) 2 ciclos de Dindmica Molecular (100 fs) y Minimizacion de Energia (1000 pasos), con

los 4&tomos de la cadena principal fijos.

3) 2 ciclos de Dindmica Molecular (100 fs) y Minimizacion de Energia (1000 pasos), con

restricciones armonicas sobre los atomos Co.

4) 2 ciclos de Dinamica Molecular (100 fs) y Minimizacion de Energia (1000 pasos).

5) Minimizacion de Energia, (2500 pasos).

La estabilidad global del sistema proteina/solvente se evalud durante una simulacion de 1ns a 298

°K, muestreando las conformaciones presentes cada 10 ps.

4.2 Dinamica Molecular de scNS3-NS4a.

Con el fin de evaluar las diferencias en la estabilidad y el comportamiento dindmico de scCNS3-
NS4aa y NS3hel (residuos 201 a 631) para HCV, se llevaron a cabo anélisis de dinamica

molecular sobre ambos polipéptidos. Las coordenadas de NS3hel se obtuvieron a partir de la



estructura 1CU1, removiendo los residuos 705-720 (NS4a) y 3-200 (NS3pro mas la cadena de

unién interdominio).

Las simulaciones para todos los modelos se llevaron a cabo con ayuda de NAMD?2, utilizando los
potenciales CHARMM27, bajo las condiciones mencionadas anteriormente. Inicialmente se
genero un sistema consistente en sScNS3-NS4a, inmersa en una caja de solvente de dimensiones
74 x 79 x 89 A. El protocolo de simulacion consistio en: 1000 pasos de Minimizacion de Energia
y Dinamica Molecular durante 1 ns a 300 °K, muestreando la trayectoria cada 2 ps. Un protocolo
idéntico se llevd a cabo para las coordenadas de NS3hel, ajustando las condiciones periddicas del

sistema a una caja de 74 x 79 x 61 A.

Las variaciones en la estructura se analizaron mediante el alineamiento estructural de las
conformaciones muestreadas para ambas trayectorias y calculando el RMSD de los Ca. Con la
finalidad de obtener una perspectiva optima de las diferencias en el comportamiento dindmico
entre sScNS3-NS4a y NS3hel, cada trayectoria fue alineada considerando Unicamente los Ca del
dominio de ARN helicasa, calculando las diferencias en los RMSD para cada residuo con la

ayuda de VMD.

4.3 Analisis de Modos Normales.

El andlisis de Modos Normales (NMA, por sus siglas en inglés) se llevo a cabo con la ayuda de
EINemo (Suhre & Sanejouand 2004), una interfase de tipo web para el analisis de modos
normales mediante el modelo de redes elasticas (Elastic Network Model). Como se ha explicado
mas ampliamente en la introduccién, el uso de las técnicas usuales de dinamica molecular es de

poca utilidad, debido a los largos tiempos de computo requeridos para muestrear de manera



adecuada el espacio conformacional disponible para un sistema de tamafio medio o grande. En
contraste, los célculos de NMA se basan en la aproximacion armonica de la energia potencial de
una moléecula alrededor de una conformacion de minima energia, utilizando una aproximacion
energética muy sencilla. EINemo, estd basado en la implementacion original de éste modelo
hecha por (Tirion 1996), en donde los campos de fuerza empleados usualmente son reemplazados
por un pardmetro Hookeano Unico de energia potencial; este tipo de simplificaciones evita la
necesidad de Ilevar a cabo minimizaciones energéticas largas. Otra ventaja inherente al empleo
de EINemo es la utilizacién de blogques de rotacion-translacién (RTB, por sus siglas en inglés),
permitiendo el tratamiento de modelos a detalle atomico, reduciendo al mismo tiempo los
tiempos de célculo. De acuerdo con los autores, el uso de este tipo de aproximacion tiene un

impacto muy pequefio en los modos normales de baja frecuencia resultantes.

Durante los andlisis que se llevaron a cabo en el presente trabajo, se utiliz6 una distancia
de corte de 9 A y un tamafio de RTB igual a un residuo, debido a que estos valores dieron la
mejor correlacién entre los factores B observados y los calculados por EINemo. La amplitud de
las perturbaciones aplicadas para cada modo normal se determind mediante un analisis de la
conservacion de la estructura secundaria y la presencia de choques interatomicos, evaluada con
PROCHECK (Laskowski et al. 1993). Finalmente el andlisis de los movimientos relativos de
cada region de la proteina se llevd a cabo con la ayuda de DynDom 1.5 (Hayward & Berendsen

1998).



4.4 Simulaciones de Dinamica Molecular Interactivas.

Con el objeto de analizar de una manera mas fina las interacciones presentes entre el dominio de
proteasa serinica y el extremo carboxilo terminal del dominio de ARN helicasa de scNS3-NS4a,
se llevo a cabo una serie de simulaciones de Dindmica Molecular interactivas en la estructura
reportada por Yao et al. Como se ha descrito en la seccidon 4.2, la proteina solvatada fue
equilibrada durante 1 ns. Para que el sistema pudiese ser simulado a una velocidad razonable para
la interaccion con el sistema, fue necesario llevar a cabo varias simplificaciones en el mismo:
s6lo aquellas moléculas de solvente y residuos que se encontraban en un radio de 6 A alrededor
de extremo carboxilo terminal fueron incluidos en la simulacion. EI nimero de moléculas de agua
aseguro la disponibilidad de las mismas para reemplazar al carboxilo terminal conforme éste era

desplazado.



Figura 3 - Sesién de Dindmica Molecular Interactiva.

Durante estos ensayos se aplicd una fuerza sobre el extremo carboxilo de NS3 (representacion de bastones), con la
finalidad de liberarlo del dominio de proteasa serinica (superficie verde, solo se muestran aquellos a&tomos a una
distancia maxima de 6 A del extremo carboxilo terminal).

El sistema final contenia 4,617 atomos, 1,950 de los cuales contaban con una completa
libertad de movimiento. Durante todas las simulaciones interactivas, se utilizé el conjunto de
potenciales CHARMMZ27, mientras que el sistema se mantuvo a una temperatura constante de
310 °K, mediante control de Langevin, con un coeficiente de 10 ps™y manteniendo una distancia
de corte para las interacciones no covalentes de 10 A. En total se llevaron a cabo 4 dinamicas

interactivas, en las cuales el extremo carboxilo terminal era jalado lentamente a través de la



interfase entre los dominios de ARN helicasa y proteasa serinica, a lo largo de una hora de

tiempo real (~ 100 ps de tiempo simulado).

Todas las simulaciones interactivas se llevaron a cabo en el observatorio de realidad
virtual Ixtli (Fig. 3), de la Direccién General de Servicios de Coémputo Académico de la UNAM,

utilizando 10 procesadores de la supercomputadora Xitle (SGI Onyx, 12 procesadores R14000)



5. RESULTADOS

5.1 Modelo de scNS3-NS2b.

Construimos un modelo para la proteina ScNS3-NS2b basado en las estructuras reportadas para el
polipéptido completo de HCV. De manera general, nuestro modelo muestra una interfase distinta
a la que se encuentra presente en la estructura de referencia (1CU1), lo cual se debe
principalmente a las diferencias estructurales presentes en el tercer subdominio de ARN helicasa

entre ambos géneros (Figura 4).

La estrategia de afinamiento adoptada nos permitié optimizar la interfase entre ambos
dominios, mediante el reacomodo de las cadenas laterales presentes y cambios en la orientacion
relativa entre ambos dominios funcionales de scNS3-NS2b. Debido a que el modelo inicial,
generado con Modeller, contaba con una buena estereoquimica, durante las ultimas fases del

afinamiento solo fue necesario utilizar dindmicas moleculares de corta duracion. El modelo final



comprende 635 residuos, organizados en 5 subdominios. La cadena interdominio tiene una
conformacion extendida, similar a la presente en la estructura de SCNS3-NS4a (Fig 4c y 4d). La
interfase entre ambos dominios involucra 12 residuos del dominio de proteasa serinica, asi como

15 residuos de NS3hel.

Figura 4 - Estructura de las proteinas NS3 de HCV y DENV.

(a) Representacién esquematica de liston de la proteina scNS3-NS4a de HCV, el dominio de ARN helicasa se
encuentra al frente. (b) sScNS3-NS4a, vista lateral; la proteina ha sido rotada 90° en el eje y con respecto a la vista en
(a). (c) Representacion esquematica de liston de la proteina scNS3-NS2b de DENYV, la orientacion de la proteina es
similar a la vista en (a). (d) scNS3-NS2b, vista lateral, la orientacién es similar a (b).



Las interacciones locales en la interfase estan dadas principalmente por contactos
hidrofobicos, con la presencia de 6 puentes de hidrogeno entre residuos de los dominios

adyacentes.
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Figura 5 - Analisis del comportamiento dinamico de NS3 mediante Dindmica Molecular.

RMSD para los Ca de distintos fragmentos de NS3 en Flaviviridae a lo largo de una simulacion de DM durante 1 ns.
En negro, scNS3-NS4a de Hepatitis C; en gris medio NS3hel, modelo derivado del las coordenadas de HCV; en gris
claro modelo tedrico de scNS3-NS2b para DENV.

Posteriormente, evaluamos la estabilidad del modelo a lo largo de una dindmica molecular
larga (1 ns). Como es posible observar en la Figura 5, las variaciones en el RMSD alcanzan una
meseta después de 100 ps, indicando que la simulacién ha alcanzado el equilibrio. El valor global
de RMSD para las 500 conformaciones muestreadas es de 1.49 A, como es de esperarse, las
regiones de mayor movilidad corresponden a aquellos residuos presentes en las asas, indicando la

estabilidad presente en las regiones con estructura secundaria repetitiva (Figura 6).



Figura 6 - Analisis del comportamiento dinamico de NS3 mediante Dinamica Molecular.

(a) Representacion de liston de la proteina scNS3-NS4a. de HCV. El grosor del listén y la intensidad del color
representan el tamafio relativo de las variaciones en RMS para la traza de Ca. NS3pro y NS3hel se muestran en azul
y rojo, respectivamente. (b) Vista lateral de la proteina, la cual representa una rotaciéon de 90° en el eje vertical con
respecto a la vista en (a).

5.2 Simulaciones de Dinamica Molecular para scNS3-NS4a y NS3hel.

Durante este analisis llevamos a cabo diferentes simulaciones de dinamica molecular de 1 ns a
300 °K en la presencia de solvente, tanto para la estructura reportada por Yao et al., como para la
estructura del dominio de ARN helicasa aislado. Este andlisis tuvo como objetivo evaluar si
existian diferencias en el comportamiento dindmico de ambos modelos, las cuales podrian ser
causadas por las interacciones entre los dominios de proteasa serinica y ARN helicasa. Para ello,
se muestrearon 500 conformaciones y se calcularon las variaciones en el RMSD a lo largo de
cada simulacién. En la Figura 7 se muestran las variaciones de RMSD para los Co de scNS3-
NS4a y NS3hel. En cada caso las variaciones han sido reportadas con respecto a la conformacion

inicial (T = 0 ns). Es posible observar que para scNS3-NS4a, la simulacion alcanza el equilibrio



cerca de los 100 ps, mientras que NS3hel tarda un tiempo mas largo para alcanzar un grupo de

conformaciones estables.

2.50
2.00 -
— 1.50
<
HCV NS3-4.
uﬁ) HCV Nsahaal
= 1.00
(14
0.50 -
0.0 o —_ - —————————————————————————————s
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
- T y

Figura 7 - Analisis del comportamiento dinamico de scNS3-NS4a mediante Dinamica Molecular.
RMSD para los Ca de distintos fragmentos de HCV NS3 a lo largo de una simulacion de DM durante 1 ns. En negro,
scNS3-NS4a de Hepatitis C; en gris NS3hel.

Debido a que ambos sistemas partieron de estructuras idénticas para el dominio de ARN helicasa,
es posible que estas diferencias puedan ser atribuidas a un efecto estabilizador de NS3pro sobre
los residuos involucrados en la interfase con NS3hel, principalmente en el extremo carboxilo

terminal, el cual se encuentra en contacto directo con el sitio activo de la proteasa.

Para determinar con mayor detalle aquellos residuos involucrados en las diferencias de
movilidad observadas, se calculo el RMSD de cada uno los Ca para NS3hel, para ambas
trayectorias. Posteriormente, se comparo el promedio de las mediciones de RMSD entre residuos
equivalentes en ambos dominios de ARN helicasa, normalizando los valores. La Figura 8a
muestra la distribucion de los cambios normalizados de RMSD a lo largo de la secuencia de

NS3hel. Es posible observar que cerca del 90 % de los residuos cuentan con diferencias menores



a 0.19, sin embargo, la distribucion del 10 % restante no se encuentra aleatoriamente distribuida.
En la Figura 8b, se muestran aquellos residuos con diferencias mayores a 0.19, los cuales han

sido mapeados en la estructura de referencia, 1CU1 (el radio del liston representa las

desviaciones en RMSD calculados para la traza de Ca.).
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Figura 8 - Diferencias en el comportamiento dinamico de scNS3-NS4a.

(a) Diferencias en la movilidad por residuo entre scNS3-NS4a y NS3hel. Cada punto representa la diferencia,
expresada como valores absolutos, entre el RMSD obtenido para NS3hel y el dominio de ARN helicasa de scNS3-
NS4a. La linea punteada representa la desviacidn estandar de todas las diferencias consideradas. (b)
Representacion de listdn de NS3hel, el grosor representa el tamafio relativo de las diferencias en RMSD entre
NS3hel y el dominio de ARN helicasa de scNS3-NS4a. Los residuos marcados en rojo presentan diferencias mas
grandes a 1 desviacion estandar.

Es posible observar que la mayor parte de los residuos con gran movilidad se encuentra

localizada en 2 asas presentes en los subdominios 2 y 3 de NS3hel. Es importante notar que en



algunos sitios el grosor del liston es minimo, lo cual permite apreciar la estabilidad de la
estructura secundaria repetitiva en los modelos a lo largo de las simulaciones. En conjunto, estos
datos sugieren que la presencia de NS3pro ejerce un efecto importante en la estabilidad del
subdominio 1 de la helicasa, lo cual incluye a la mayor parte de los residuos involucrados en la

union e hidrolisis de NTPs.

Adicionalmente, la simulacion de NS3hel brindé informacién importante referente al
comportamiento del extremo carboxilo de NS3 en solucién (es decir, cuando no se encuentra
interaccionando directamente con el sitio activo de la proteasa). A partir de las conformaciones
muestreadas y analizadas es posible observar que la longitud de la dltima hélice o se incrementa
conforme la simulacién progresa (Fig. 9, Material Suplementario 1). Estos cambios, han sido
propuestos anteriormente por Yao et al., basados en la comparacién entre sus coordenadas
atomicas y las estructuras previamente reportadas por otros grupos. Sin embargo, todas las
estructuras reportadas a la fecha para NS3hel, carecen de varios residuos en el extremo carboxilo
terminal, debido a la gran movilidad de esta region. Nuestros datos apoyan la hipétesis de que,
una vez liberado del sitio activo de la proteasa, una parte de los residuos que lo conforman son
capaces de replegarse hacia la dltima hélice o; sin embargo, los ultimos 5 residuos permanecen
en una conformacion extendida, los cual les permitiria formar nuevamente la interfase con

NS3pro, una vez que ésta ha llevado a cabo los cortes necesarios en la poliproteina viral.



Figura 9 - Cambios Estructurales en la regién carboxilo terminal de NS3 para HCV.

A la izquierda se muestra el estado inicial, correspondiente a las coordenadas obtenidas de 1CU1. A la derecha,
estado final después de 1 ps. Para mayor claridad, las coordenadas iniciales del extremo carboxilo terminal (liston
azul claro) se han alineado al estado final.

En apoyo a ésta hipdtesis, Wang et al. proponen que la presencia de un residuo
conservado de Thr en el sitio de corte del carboxilo terminal de NS3, en lugar de Cys (el cual
representa el residuo Optimo para el corte en esta regidén) es necesario para permitir la
asociacion/disociacion de la interfase entre NS3pro y NS3hel, previniendo la inhibicion de la

proteasa causada por el producto de corte en esta region (Wang et al. 2004).

5.3.1 Analisis de Modos Normales para scNS3-NS4a.

Con la finalidad de caracterizar las propiedades dindamicas de NS3, se llevo a cabo un analisis de
modos normales para el modelo de HCV. El uso de EINemo nos permitié realizar la
caracterizacion sobre un modelo que incluia todos los atomos presentes en la estructura,

utilizando un residuo por cada RTB. Reportes previos han permitido concluir que el uso este tipo



de aproximacion tiene un impacto menor en los modos resultantes (Tama & Sanejouand 2001).
Del analisis de modos normales para sScNS3-NS4a, se escogieron y analizaron los tres modos de
menor frecuencia (modos normales 7 a 9, pues los primeros seis representan modos triviales.) Las
Tabla 2 a 4 muestran las caracteristicas de todas las reorientaciones entre dominios asociadas a

estos modos.

Nota: Para los capitulos referentes al andlisis de modos normales, el término dominio hace
referencia a las propiedades dinamicas de un conjunto de atomos. Asi, dominio es definido
como un agrupamiento semi-rigido de residuos que cuenta con propiedades rotacionales
distintas del resto del polipéptido. En el resto del escrito, el termino dominio hace referencia a

la definicidn mas aceptada desde el punto de vista estructural.

Modo Normal 7 Este modo incluye un movimiento rotacional de la proteasa con respecto a los
subdominios 1 y 2 de la helicasa, incluyendo la participacion de una region que funciona a
manera de bisagra (residuos 181 a 188, liston parpura; Fig. 10a. Material Suplementario 2); en
este caso el eje de rotacion es casi perpendicular a la interfase entre ambas regiones. Acoplado al
movimiento anterior, existe una rotacion de 15.7 ° del subdominio 3 de la helicasa, con respecto
al resto de la misma. Esta reorientacion incluye residuos de 5 regiones flexibles (residuos 431-
435, 446-451, 480-487, 509-520, 523-525; Fig. 10b, liston verde), mientras que el eje de rotacion

es casi perpendicular al anterior.



Figura 10 - Modo Normal 7.

(a)Vista frontal a NS3hel. (b) Vista de la interfase, la cual representa una rotacion de 90° con respecto a la vista
en (a). En ambos casos el dominio fijo (listdn rojo) involucra a NS3pro, mientras que los dos dominios moviles
estan formados por los subdominios 1-2 (listén azul) y 3 (listdn amarillo). Se indican las regiones de alta
flexibilidad entre el dominio fijo y los subdominios 1-2 (liston purpura) y 3 (liston naranja), asi como entre los
subdominios 1-2 y 3 (liston verde). Las flechas representan el eje de rotacion entre el dominio fijo y los dominios
moviles, el color de cada una corresponde al color de las regiones flexibles.

Tabla 2 Modo Normal 7, Caracterizacién de Dominios Dinamicos para scNS3-NS4a.

Dominio Fijo* ~ Dominio Mévil** Regiones de A iy o A Sk
Modo Normal [RMSD] [RMSD] conexion Angulo de Rotacion % de Cerrado Angulo
Modo 7 Dominio 1 Dominio 2
(297 residuos) (193 residuos) 181-188 30.6° 4.44 12.0°
[0.642 A] [0.796 A]
Dominio 3 431-435 15.7° 5.99 14.0°
(151 residuos) 446-451
[0.754 A] 480-487
509-520
523-525
Dominio 2 Dominio 3 157-165 33.8° 83.30 65.0°
(193 residuos) (151 residuos) 622-629
[0.796 A] [0.754 A]
* Dominio es definido como un agrupamiento semi-rigido de residuos que cuenta con propiedades rotacionales distintas del resto del
polipéptido.
i El Dominio Mévil es considerado en base a su movimiento relativo al Dominio Fijo.

Hokx Definido como el &ngulo entre el eje de giro y una linea que une los centros de masa entre los dominios Mévil y Fijo.



Es importante mencionar que, para las amplitudes seleccionadas, la integridad de la interfase
entre el dominio de proteasa serinica y el subdominio 3 de la RNA helicasa no es afectada, sin
embargo, la mayor parte de esta interfase se encuentra involucrada en las regiones flexibles que

permiten acoplar las reorientaciones entre ambos dominios.

Modo Normal 8 Este modo describe un movimiento de apertura/cerrado entre la RNA helicasa y
la proteasa (Fig. 11 & Material Suplementario 3), en este caso, los subdominios 1 y 2 de la
helicasa forman una unidad semi-rigida, mientras que el eje de rotacion asociado a esta

reorientacion es paralelo a la interfase entre ambos dominios.

De manera similar al modo 7, el movimiento de la proteasa se encuentra acoplado a una
reorientacion del subdominio 3 de NS3hel; sin embargo, en este caso el movimiento de este
subdominio es mas limitado que el observado en el modo anterior. Asimismo, la mayor parte de
los residuos que participan en regiones de alta flexibilidad pertenecen a la interfase entre ambos

dominios, por lo cual la misma no se disgrega completamente para las amplitudes seleccionadas.



Figura 11 - Modo Normal 8.

(a)Vista frontal a NS3hel. (b) Vista de la interfase, la cual representa una rotacion de 90° con respecto a la vista
en (a). En ambos casos el dominio fijo (listdn rojo) involucra a NS3pro, mientras que los dos dominios moviles
estan formados por los subdominios 1-2 (listén azul) y 3 (listdn amarillo). Se indican las regiones de alta
flexibilidad entre el dominio fijo y los subdominios 1-2 (liston purpura) y 3 (liston naranja), asi como entre los
subdominios 1-2 y 3 (listdn verde). Las flechas representan el eje de rotacion entre el dominio fijo y los dominios
moviles, el color de cada una corresponde al color de las regiones flexibles.

Tabla 3 Modo Normal 8, Caracterizacion de Dominios Dinamicos para scNS3-NS4a.

Dominio Fijo* ~ Dominio Movil** Regiones de

A HE 0, A Kk
Modo Normal [RMSD] [RMSD] conexion Angulo de Rotacion % de Cerrado Angulo
Modo 8 Dominio 1 Dominio 2
(200 residuos) (265 residuos) 184-193 35.6° 96.2 78.7°
[0.836 A] [0.748 A]
Dominio 3 622-628 31.0° 66.5 54.6°
(173 residuos)
[0.521 A]
Dominio 2 Dominio 3 202-205 33.8° 83.30 65°
(265 residuos) (173 residuos) 321-322
[0.748 A] [0.521 A] 327-333
433-434
448-449
453-458
477-487
* Dominio es definido como un agrupamiento semi-rigido de residuos que cuenta con propiedades rotacionales distintas del resto del
polipéptido.
** El Dominio Mavil es considerado en base a su movimiento relativo al Dominio Fijo.

faiaie Definido como el angulo entre el eje de giro y una linea que une los centros de masa entre los dominios Mévil y Fijo.



Modo Normal 9 En este modo, es posible observar una unidad semi-rigida formada por el
dominio de proteasa y el subdominio 1 de NS3hel (liston rojo, Fig. 12 & Material Suplementario
4), mientras que las reorientaciones restantes describen un movimiento de apertura/cerrado entre

los subdominios 2 y 3 de la helicasa.

En este modo normal, existen dos regiones flexibles que funcionan como bisagras para el

desplazamiento de los subdominios 1 (454-457, 480-483) y 2 (532, 623-624).

De acuerdo con los datos anteriores, los movimientos de la proteasa presentes en los modos
normales 7 y 8 se encuentran acoplados a los movimientos en la helicasa debido a la
participacion de residuos en la interfase. De manera particular, encontramos tres regiones (56, 78,
79), (326-327, 524) y (483-485, 520-522) que se hallan muy cercanas a los ejes de rotacién entre
ambos dominios y que funcionan como “regiones pivote” o de giro. Asimismo, existen elementos
bien delimitados de la estructura secundaria (residuos 613-623, hélice a; residuos 430-452, giro
beta) que presentan gran importancia, acoplando los movimientos del dominio de proteasa a las

reorientaciones del subdominio 3 de la helicasa.



Figura 12 - Modo Normal 9.

(a)Vista frontal a NS3hel. (b) Vista de la interfase, la cual representa una rotacion de 90° con respecto a la vista
en (a). En ambos casos el dominio fijo (listdn rojo) involucra a NS3pro y el primer subdominio de NS3hel,
mientras que los dos dominios moviles estan formados por los subdominios 2 (listén azul) y 3 (listén amarillo). Se
indican las regiones de alta flexibilidad entre el dominio fijo y los subdominios 2 (listdn purpura) y 3 (liston
naranja). Las flechas representan el eje de rotacion entre el dominio fijo y los dominios moviles, el color de cada
una corresponde a el color de las regiones flexibles.

Tabla 4 Modo Normal 9, Caracterizacién de Dominios Dinamicos para scNS3-NS4a.

Dominio Fijo* Dominio Movil** Regiones de A - o A s
Modo Normal [RMSD] [RMSD] conexion Angulo de Rotacion % de Cerrado Angulo
Modo 9 Dominio 1 Dominio 2
(408 residuos) (131 residuos) 324-329 16.9° 73.3 58.9°
[0.964 A] [0.475 A] 429-435
448-458
477-499
Dominio 3 432-436
(102 residuos) 445-446 18.0° 99.1 84.5°
[0.715 A] 527-532
623-625
* Dominio es definido como un agrupamiento semi-rigido de residuos que cuenta con propiedades rotacionales distintas del resto del
polipéptido.
bl El Dominio Mévil es considerado en base a su movimiento relativo al Dominio Fijo.

Hokx Definido como el &ngulo entre el eje de giro y una linea que une los centros de masa entre los dominios Mévil y Fijo.



5.3.2 Analisis de Modos Normales para sScNS3-NS2b.

Con el fin de comparar las propiedades dindmicas entre los modelos de NS3 para HCV y DENV,
analizamos el comportamiento dinamico de este ultimo. La Tabla 5 muestra las caracteristicas de
todos los movimientos asociados a los modos normales analizados. Como era de esperarse,
SCNS3-NS2b presenta un elevado numero de modos normales de baja frecuencia asociados a
valores altos de colectividad. Debido a que nuestro modelo de NS3 carece de los contactos
presentes en el extremo carboxilo terminal de NS3-HCV, es de esperar que se presente un
nimero mayor de movimientos con alta colectividad, debido a que la proteasa cuenta con una

gran cantidad de grados de libertad para moverse.

De acuerdo a nuestro analisis con DynDom, es necesario tomar en cuenta los primeros 5 modos
normales de mas baja frecuencia para poder incluir las reorientaciones de los dominios que son

equivalentes a los modos normales 7 a 9 de NS3-HCV.



Tabla 5 Analisis de Modos Normales, Caracterizacion de Dominios Dinamicos en los 3
modos de menor frecuencia para sSCNS3-NS2b.

Dominio Regiones

Dominio Fijo* o Angulo de .
Modo Normal Movil** de 9 % de Cerrado  Angulo***
[RMSD] [RMSD] conexion Rotacion
Dominio 1 Dominio 2
Modo 7 (197 residuos) (434 residuos) 194-204 30.0° 44.73 41.9°
[1.428 A] [0.831 A]
M Dominio 4 Dominio 3
odo 8 (309 residuos) (103 residuos) 187-204 29.5° 8.7 17.1°
[0.943 A] [0.619 A]
Dominio 1 335-341 26.2° 81.5 64.5°
(89 residuos) 491-500
[0.713 A]
Dominio 2 445-451 13.6° 62.24 52.0°
(117 residuos) 459-463
[0.782 A] 507-513
532-534
Dominio 1 Dominio 3 42-44 9.7° 99.4 85.7°
(89 residuos) (103 residuos) 55-56
[0.713 A] [0.619 A] 64-65
97-98
Dominio 2 Dominio 3
Modo 9 (114 residuos) (84 residuos) 101-103 15.8° 12.2 20.5°
[1.359 A] [0.848 A] 184-187
Dominio 1 191-204 24.8° 95.8 77.7°
(433 residuos) 338-340
[1.473 A] 494-499
M 1 Dominio 3 Dominio 1
odo 10 (328 residuos) (189 residuos) 185-203 24.4° 88.2 69.9°
[2.000 A] [0.878 A] 338-340
Dominio 2 446-455 37.2° 353 36.4°
(100 residuos) 458-462
[1.743 A] 541-547
Dominio 2 Dominio 2
Modo 11 (352 residuos) (178 residuos) 205-208 19.7° 92.8 74.5°
[2.754 A] [1.428 A] 212-225
240-247
301-302
305-306
331-332
446-447
460-463
502-503
Dominio 3 449-450 22.4° 99.4 85.6°
(101 residuos) 459-461
[1.573 A] 542-544

*  Dominio es definido como un agrupamiento semi-rigido de residuos que cuenta con propiedades rotacionales distintas al resto del
polipéptido.

**  El Dominio Movil es considerado en base a su movimiento relativo al Dominio Fijo.

*** Definido como el &ngulo entre el eje de giro y una linea que une los centros de masa entre los dominios Mévil y Fijo.



5.4 Simulaciones de Dinamica Molecular Interactivas.

Con la finalidad de evaluar los posibles mecanismos que regulan la exposicion del sitio activo de
NS3pro y la ruptura de la interfase entre este y NS3hel, se llevaron a cabo varios analisis de IMD.
Durante los ensayos previos de dindAmica molecular no interactiva, el extremo carboxilo terminal
de NS3 se encontraba posicionado sobre el sitio activo de la proteasa. Sin embargo, los
movimientos atémicos asociados a la temperatura no son suficientes para liberar los atomos del
extremo carboxilo terminal. De esta manera, para poder acelerar el proceso de liberacion del
carboxilo, una fuerza fue aplicada en esta regidén durante estos ensayos. Nuestros resultados
muestran que, para el modelo derivado de la estructura experimental (1CU1), existe un gran
nimero de impedimentos estéricos que mantienen en posicion la region carboxilo terminal,
impidiendo el acceso a las moléculas de agua y por consiguiente previniendo que las mismas
puedan competir con esta regién de la interfase por la formacion de puentes de hidrdgeno. Estas
observaciones estan de acuerdo con una propuesta previa hecha por el grupo de Yao et al., de
acuerdo a la cual es necesario que exista una apretura previa en la interfase, la cual permitiria la

exposicion del extremo carboxilo terminal y su interaccion con el sustrato y/o solvente.

Para evaluar esta hipotesis, se llevaron a cabo nuevas simulaciones, tomando como conformacion
inicial la estructura derivada del modo normal 8 que presentaba una maxima exposicién al
solvente del extremo carboxilo terminal. Nuestras simulaciones de IMD indican que es necesario
un movimiento de apertura similar al observado en los modos normales 7 y 8, con el fin de
permitir el acceso del solvente al sitio activo de la proteasa. Una vez que las moléculas de agua
han alcanzado el sitio activo, es posible que faciliten la liberacién del extremo carboxilo terminal

al competir con el mismo por la formacion de puentes de hidrégeno con la proteasa.



6. DISCUSION

Con el fin de complementar nuestros datos estructurales y las observaciones derivadas de los
ensayos de MD, llevamos a cabo una serie de analisis de modos normales, para los cuales se
utilizaron modelos explicitos, tomando en cuenta las interacciones atdémicas individuales.
Nuestros analisis predicen la presencia de varias regiones de alta flexibilidad entre NS3pro y
NS3hel. Estas regiones “bisagra” se encuentran asociadas al menos a un par de reorientaciones
entre “dominios” semi-rigidos: un movimiento de giro (modo normal 7) y un movimiento de
apertura/cierre (modo normal 8). Los cambios asociados a estos movimientos incluyen la
presencia de una region que permite el acoplamiento de los movimientos de la proteasa a una
reorientacion limitada del subdominio 3 de la helicasa. Asimismo existe una “region pivote”
adicional, formada por los residuos de la region interdominio.

Los analisis de modos normales realizados en el presente trabajo han permitido
determinar la presencia de regiones flexibles presentes en la interfase entre NS3pro y NS3hel.

Ambos dominios tienen codificada la plasticidad estructural necesaria para desempefar sus



funciones. De manera particular, el subdominio 3 de la helicasa presenta una alta flexibilidad, la
cual es de vital importancia para acoplar los movimientos entre NS3pro y NS3hel.

Nuestros datos son consistentes con un modelo en el cual NS3 es capaz de regular las
actividades presentes en sus dominios mediante la modificacion de las interacciones entre ambos
(las reorientaciones entre dominios/subdominios los cuales representan movimientos de baja
frecuencia y una gran colectividad; vgr. cambios conformacionales), igualmente, éstas
reorientaciones estan acopladas a movimientos de menor magnitud en las regiones de mayor
flexibilidad, asi como en las regiones de los sitios activos (movimientos localizados, de mayor
frecuencia y menor colectividad). Estudios previos han mostrado que la proteasa es capaz de
contribuir con sitios adicionales para la uniéon a ARN en el polipéptido integro (Gallinari, 1998);
de esta manera es posible imaginar que la posicion de la proteasa con respecto a la helicasa puede
jugar un papel importante en la regulacion de la actividad de éste dominio.

Es muy probable que las reorientaciones de “dominio rigidos” asociadas a los modos
normales 7 y 8 representen todos los cambios conformacionales necesarios en la interfase para
permitir la exposicion del sitio activo de NS3pro, permitiendo la entrada del sustrato y/o solvente.
A este respecto, nuestros analisis de IMD muestran que la reorientacién entre dominios es un
paso importante en la liberacion del extremo carboxilo terminal de NS3, al permitir la exposicion
de esta region al solvente. Reportes previos sugieren que la presencia del dominio de proteasa,
asociado a la region central de NS4a incrementa la actividad de RNA helicasa presente en NS3-
HCV (Howe et al. 1999). De manera similar, Lam et al. han reportado que la presencia de un
dominio intacto de proteasa se encuentra asociada a una mayor procesividad en el
desenrrollamiento de dsARN, cuando la actividad de NS3hel es comparada a la presente en el
polipéptido completo (Lam, Rypma, & Frick 2004). Estos mismos autores sugieren que la

presencia de NS3pro permite un uso mas eficiente de la hidrdlisis de ATP durante el



desenrrollamiento de dsARN. Estos datos sugieren que NS3pro participa de manera importante,
incrementando las actividades de ARN helicasa/NTPasa de NS3. Debido a que el dominio de
proteasa serinica se encuentra a una gran distancia de los residuos involucrados en estas
actividades, es muy probable que NS3pro participe de manera indirecta, estabilizando y
promoviendo una conformacion mas activa de los residuos involucrados en la union de ARN e
hidrélisis de NTPs, tal como fue posible observar en nuestros analisis de Dindmica Molecular. La
participacion de residuos distales a los sitios de union o activos ha sido reportado con
anterioridad para otras enzimas, tales como la DHFR, donde la mutacion de algunos residuos
distales al sitio activo, como la Gly 121 disminuye la tasa de reaccion en un factor de 163
(Agarwal et al. 2002). De este modo, es muy probable que algunos residuos presentes en el
dominio de proteasa participen de manera activa en la red de interacciones que posibilitan los
cambios conformacionales asociados al desenrrollamento de &cidos nucleicos y la hidrolisis de

NTPs por parte de NS3hel.

Con respecto al modelo de scNS3-NS2b, nuestros analisis muestran que la asociacion
propuesta para los dominios de proteasa y helicasa es estable a lo largo de una simulacion de 1
ns. En este momento, aln no es clara la importancia biolégica de los eventos de protedlisis in
vitro reportados para SCNS3-NS2b. Es probable, que de manera similar a lo que se ha observado
para HCV, el dominio de proteasa participe en la unién de NS3 a &cidos nucleicos, tal como fue

propuesto por Xu et al. a partir de estudios de modelaje molecular (Xu et al. 2005).

Una de las caracteristicas mas notables del nuestro modelo, es la ausencia de las
interacciones entre el extremo carboxilo terminal y el dominio de proteasa serinica que se hallan
presentes en NS3-HCV. Como resultado de estas diferencias, nuestro anélisis de modos normales

predice que las reorientaciones de NS3pro para el virus del dengue se encuentran asociadas a un



mayor nimero de modos normales de baja frecuencia. Sin embargo, nuestros analisis muestran
varias caracteristicas comunes al comportamiento dindmico de NS3 en ambos virus. De manera
particular, es claro que las regiones flexibles presentes en el subdominio 2 de la helicasa juegan
un papel de gran importancia en los cambios conformacionales de este dominio. Adicionalmente,
es claro que los movimientos del segundo subdominio se encuentran asociados a movimientos de
menor magnitud en el subdominio 3, todo lo cual indica la presencia de un mecanismo estructural

comun gue puede ser asociado a la funcién biologica de esta familia de enzimas.

Nuestro trabajo contribuye con nueva evidencia estructural con respecto al papel
biol6gico de los cambios conformacionales entre los dominios de NS3 y la participacion que
estos cambios pueden tener en la regulacion de las diversas actividades presentes en la proteina
completa. De manera particular, el complejo NS3pro-NS4a de HCV juega un papel de gran
importancia en la regulacion temporal de las actividades de union a ARN, NTPasa y
desenrrollamiento de dsARN (Gallinari et al. 1999;Pang et al. 2002). De esta manera, los
cambios en la orientacion relativa de la proteasa pueden ser un factor determinante en la

regulacion de su efecto sobre el dominio de helicasa en los miembros de Flaviviridae.
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