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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias, causadas por helmintos y protozoarios, ocupan el onceavo
lugar en la lista del Tropical Disease Research (TDR) de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), afectando principalmente a paises en via de desarrollo y en menor grado a paises
desarrollados. Actualmente, varios de los parasitos responsables de dichas enfermedades
han generado resistencia a los farmacos de eleccion, principalmente a bencimidazoles, por lo
cual surge la necesidad de desarrollar nuevas moléculas con actividad antiparasitaria
capaces de eludir dichos mecanismos de resistencia.

Hoy en dia existen reportes de varios estudios que demuestran que los bencimidazoles,
principalmente los derivados del carbendazim (bencimidazol-2-il carbamato de metilo),
actuan inhibiendo el mecanismo de polimerizacién de los microtibulos al unirse a nivel del
monomero B de la subunidad heterodimérica de tubulina que conforman a estas estructuras;
por lo que la inhibicién de este mecanismo se pondera como un posible blanco para el disefio

de antiparasitarios.

La problemética actual del estudio de la B-tubulina de paréasito, para el disefio de nuevos
farmacos, recae en el hecho de que no existen registros acerca de la estructura
tridimensional de alguna tubulina de helminto o protozoario en las bases de datos
disponibles, por ejemplo Protein Data Bank (PDB). Por esta razén, durante este estudio fue
necesario recurrir a técnicas de prediccion de estructuras macromoleculares para proponer la
estructura tridimensional de la B-tubulina de algunos parasitos. Basados en estas estructuras
se logré identificar un posible sitio de uniéon que nos permitié correlacionar los resultados de
actividad, resistencia e inhibicion competitiva de registros anteriores. Para poder corroborar
la validez del sitio de unidn propuesto, se implementaron técnicas computacionales tales
como el acoplamiento molecular (docking) y calculos de dindmica molecular, los cuales
permitieron identificar las caracteristicas estructurales necesarias para la actividad
antiparasitaria. Adicionalmente, se propuso una nueva molécula, como posible estructura

lider, fundamentada en el andlisis estructural y en un estudio de screening virtual.

La informacion generada de este estudio sera una herramienta valiosa para optimizar el
disefio de farmacos antiparasitarios activos inclusive contra algunas cepas resistentes de

helmintos y protozoarios.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades parasitarias y tratamiento
Las infecciones parasitarias causadas por helmintos y protozoarios constituyen un problema
meédico y sanitario tanto en humanos como en animales, siendo la principal causa de
pérdidas econdmicas en produccién de ganado. Por esta razén, se han desarrollado
diferentes estrategias para contrarrestar el efecto nocivo de los paréasitos (medidas sanitarias,
control biologico, seleccion de animales resistentes, etc.); sin embargo, la quimioterapia
continla siendo una herramienta fundamental para los productores en la lucha contra la
parasitosis. Actualmente existen tres grupos de farmacos antihelminticos de amplio espectro
para el tratamiento de las parasitosis. En el Grupo 1 se encuentran los bencimidazoles (BZ);
en el Grupo 2, los imidazotiazoles (ej. levamisol) y tetrahidropirimidinas (pirantel/morantel), y
al Grupo 3 pertenecen las lactonas macrociclicas (avermectinas y milbemicinas); cada grupo
posee un mecanismo de accidbn muy diferente. El uso intensivo y la administracion
inadecuada de estos grupos de farmacos, en épocas y grupos de rumiantes no apropiados,
han contribuido al desarrollo de resistencia hacia éstos, principalmente a los farmacos que
constituyen el Grupo 1. En esta clasificacion se encuentran los derivados del 1H-
bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo (carbendazim, CBZ), los cuales son los mas comunes
en el mercado, por lo que la resistencia de los parasitos hacia estos derivados ha generado

un alto impacto a nivel global.*?

2.2. Bencimidazoles: derivados del 1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo
La busqueda de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria ha propiciado el
descubrimiento de un gran nimero de moléculas organicas, principalmente derivados del
bencimidazol. El nucleo de bencimidazol se considera una estructura privilegiada puesto que
posee caracteristicas quimicas que favorecen su efecto a nivel biol6gico. Por esta razon,
varios investigadores continian ensayando modificaciones a su estructura con el fin de
optimizar la bioactividad de la misma.® El desarrollo de bencimidazoles como farmacos
antihelminticos inicié en 1961 cuando Brown descubrié el tiabendazol (TBZ) y su uso en el
tratamiento de parasitos gastrointestinales, el cual sustituyé a la fenotiacina al poseer un
amplio espectro y baja toxicidad. A partir del TBZ se sintetizaron nuevos compuestos de

mayor espectro y potencia que actian contra nematodos (gastrointestinales y pulmonares),
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también han sido

cestodos y trematodos.

Algunos derivados utilizados

como
antiprotozoarios, antifingicos y antibacterianos.*

Los compuestos bencimidazolicos de mayor interés para el tratamiento de las parasitosis son
derivados del CBZ, también denominados bencimidazol-2-carbamatos o carbamatos
bencimidazolicos. Las diferencias entre los compuestos de este grupo radican en la
modificaciéon de la sustitucion del carbono 5 del nicleo de bencimidazol, lo cual da lugar a
diferencias en la farmacocinética y espectro de los mismos (Apéndice 2).' Varios de estos
derivados han sido empleados para el tratamiento de las parasitosis de humano y ganado, y

su eficiencia depende del organismo al cual se intente erradicar (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. FAarmacos bencimidazdlicos mas empleados contra las parasitosis

Grupo Parasito Bencimidazol

Ascaris lumbricoides Albendazol, mebendazol,
Trichuris trichiura albendazol + ivermectina*,
Trichinella spiralis albendazol + dietilcarbamazina*,
Necator americanus mebendazol + Ievamisol*,
Ancylostoma duodenale mebendazol + pirantel*
Nematodos : S—
Enterobius vermiculairs Albendazol
Haemonchus contortus
Cooperia spp. Fenbendazol, oxfendazol, albendazol,
Nematodiruss spp. mebendazol, sulfoxido de albendazol
Trichostorngylus spp.
Taenia solium
: : Albendazol
Taenia saginata
Cestodos Echinococcus spp. Albendazol, mebendazol
o Albendazol, sulféxido de albendazol,
Moniezia expansa
fenbendazol, oxfendazol, mebendazol
Fasciola hepatica Triclabendazol**, compuesto Alfa**
Trematodos Fasciola gigantica (ABZ, unicamente en la etapa adulta)
Paragonimus spp. Triclabendazol**

Notas: (*) Farmacos, no bencimidazdlicos, utilizados en

carbamatos de metilo.

terapias combinatorias. (**) Bencimidazoles no
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Los principales grupos de helmintos causantes de enfermedades parasitarias (helmintiosis)
son los nematodos, cestodos y trematodos. Mas de la mitad de la poblacion mundial se
encuentra infectada por estos parasitos. Actualmente las helmintiosis no pertenecen a las
principales causas de muerte en humanos, sin embargo, su alta incidencia en la poblacién
presenta efectos cronicos dafiinos para el hospedero, al reducir su calidad de vida. Los
nematodos gastrointestinales y sistémicos son los principales causantes de dichas
enfermedades en humanos, dentro de los primeros se encuentran las infecciones por Ascaris
spp. (ascariasis), Taenia solium (cisticercosis y teniasis) y Trichinella spiralis (trichinellosis),
mientras que las infecciones sistémicas son causadas por Brugia malayi y Wuchereria
bancrofti (filariasis). Otro grupo importante son los causantes de las enfermedades
zoonoticas, como Fasciola hepatica (fasciolosis) y Echinococcus spp. (hidatidosis). Los

famacos utilizados para el tratamiento de estas parasitosis se enlistan en la Tabla 2.1.°

Los derivados del CBZ también han demostrado tener actividad contra algunos protozoarios
tales como Giardia intestinalis (también conocida como G. lamblia o G. duodenalis) y
Trichomonas vaginalis, pero no asi contra Entamoeba histolytica, Leishmania spp. y
Acanthamoeba polyphaga, en los cuales presentan baja o nula actividad.® Actualmente, se
han diseflando nuevos derivados bencimidazolicos que poseen mayor actividad contra estos
organismos, en varios de los cuales se modifica el grupo carbamato de metilo por un
trifluorometilo (-CF3) o un dimetilaminoetiltio [-S(CH2),N(CH3),]. De la misma manera, se

realizan modificaciones en la posicién 4, 5 y/6 6 del bencimidazol por halégenos (Cl y Br).>’

2.2.1. Caracteristicas estructurales
Varios autores han reportado diferencias en la actividad antiparasitaria al haber realizado
pequefias modificaciones al nucleo de bencimidazol. Estos resultados han permitido llevar a
cabo estudios de relacién estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés) que indican la
importancia de la modificacion estructural para potenciar o atenuar la actividad bioldgica,
varias de las cuales se reportan en la Tabla 2.2 del presente trabajo. También brindan
informacion importante para determinar las posibles caracteristicas que posee el sitio donde
se une el derivado bencimidazdlico, y las futuras propuestas de modificacién para aumentar

dicha actividad.
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Tabla 2.2. Requerimientos estructurales en bencimidazoles para poseer actividad antihelmintica

F E D B A

@)
Rg/X\ LN >—R2

| \>7—NH

\/\N

Los compuestos con OMe presentan mayor
actividad. Si se sustituye el hidrégeno del

A R.= OMe, OEt, Me, Et, etc. o )
nitrdgeno del carbamato por un grupo alquilo, la
actividad disminuye.
5 Sustitucién de uno de los La presencia del grupo guanidino es esencial para
nitrégenos con: O, S o CH la actividad antihelmintica.
_ La presencia del H es esencial. La sustitucion por
C Ri1=H, Me, COR, Arilo, etc.

un alquilo conlleva a la perdida de la actividad.

Insercion de un nitrégeno en el o o
D . . La sustitucion disminuye la actividad.
anillo bencénico

Son espaciadores famacoféricos esenciales que

determinan la selectividad y afinidad del farmaco

E X=0, S, SO, SO,, CO, etc. N y . o o
por el sitio de unién. Se tiene una optima actividad
cuando X= 0, CO, Sy SO.
- Rs= alquilos, cicloalquilos, Determina el perfil de afinidad del bencimidazol
alquenos, arilos y heterorarilos por el sitio de unién.

2.2.2. Farmacocinética
Los farmacos antiparasitarios son eficaces cuando logran alcanzar concentraciones toxicas,
y por un periodo lo suficientemente prolongado, en el sitio donde se localiza el parasito, sin

que se afecte al hospedero.'® Los derivados bencimidazélicos generalmente presentan un

5
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tiempo corto de vida-media, puesto que poseen una alta susceptibilidad a ser

biotransformados por reacciones metabdlicas de fase |y Il, las cuales facilitan su eliminacion
al incrementar su solubilidad.® Actualmente se sabe que el pasaje a través de la capa
transtegumentaria-transcuticular es el mecanismo mas importante de absorcion de farmacos
en helmintos, por lo que su solubilidad es indispensable para que ocurra dicha absorcién.*
Estudios recientes han demostrado que la baja solubilidad de los carbamatos
bencimidazodlicos afecta su eficacia en infecciones sistémicas humanas, haciendo de la
absorcion y biotransformaciéon factores importantes a considerar durante el disefio de este
tipo de compuestos. Con base en esto se ha encontrado que los principales productos
metabdlicos del albendazol y del fenbendazol son el sulféxido de albendazol (ABZSO)
[también conocido como ricobendazol (RBZ)], el sulféxido de fenbendazol (FBZSO) [también
conocido como oxfendazol (OFZ)], y sus respectivos derivados sulfonados (ABZSO, y
FBZSO,). La oxidacién de ambos farmacos se encuentra mediada por la actividad de los
sistemas enzimaticos flavin-monooxigenasa y citocromo P450, cuyo primer metabolito de
oxidacion, el sulfoxido, presenta alta actividad antiparasitaria, mientras que el segundo
metabolito de oxidacidén, la sulfona, es inactivo. EI atomo de azufre presente en las
estructuras del ABZ y el FBZ actiia como centro pro-quiral, por lo que durante el proceso de

oxidacion se puede obtener a las especies enantioméricas correspondientes (Figura 2.1).*213
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Figura 2.1. Ruta metabdlica del albendazol (R: CH3;CH,CH,-) y fenbendazol (R: C6H5-).14
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Los estudios indican que la primera oxidacion de estos farmacos permite un aumento en la
solubilidad y eficacia contra parasitos susceptibles, pero también se ha observado que
disminuye su difusion al incrementar la susceptibilidad a ser oxidados a la sulfona
correspondiente. Reportes existentes sobre la biotransformacion estereoselectiva de estos
farmacos indican que el (+)-ABZSO podria ser el entantiomero con mayor actividad
antiparasitaria, principalmente contra los nematodos T. spiralis, H. contortus y Ascaris spp.,
mientras que el entantidmero (-)-ABZSO resulta ser el principal sustrato para la produccion
del ABZSO:.. Es posible que las diferencias de actividad antihelmintica de los enantiomeros
se deban al tipo de difusién pasiva y a la afinidad por las proteinas citosélicas. En el caso del
OFZ no se indica el metabolito enantiomérico prioritario para la actividad, pero si se sabe que
éste podria no ser el principal metabolito de eliminacién del FBZ.*4*°

Una metodologia empleada para mejorar la distribucion de los carbamatos bencimidazdlicos,
es la formacion de probencimidazoles como el febantel y el netobimin. Estas moléculas son
profarmacos inactivos que se convierten enziméaticamente en carbamatos bencimidazolicos

una vez que son absorbidos por el parasito.*

2.2.3. Farmacodinamica
El mecanismo de accién de un farmaco permite determinar la causa del efecto antiparasitario
y el riesgo para el desarrollo de resistencia a ese grupo de farmacos.? Inicialmente se habia
propuesto a la inhibicién de la captura de glucosa y del almacenamiento de glicogeno como
posibles mecanismos de accion de los bencimidazoles. Tiempo después Borgers demostro,
mediante estudios ultraestructurales, que el principal efecto del mebendazol sobre Ascaris
suum era la desintegracién de las estructuras microtubulares, por lo que concluy6é que el
mecanismo prioritario de accién era a través de la inhibicion de la polimerizacion de la
tubulina del parésito.* Actualmente existen reportes de estudios que se han enfocado en
correlacionar las bases moleculares de resistencia con el mecanismo de accion, con el fin de
localizar el sitio de union de los bencimidazoles y las causas por las que modificaciones en el
mismo, disminuyen la actividad antiparasitaria de los inhibidores.'” Varios autores
encontraron que las principales mutaciones que proveen de resistencia a los parasitos contra
los bencimidazoles, se encuentran en uno de los monomeros que conforman a la unidad
béasica heterodimérica del microttbulo, la B-tubulina.’®*?° Vale la pena mencionar que existen
otros derivados del bencimidazol que no pertenecen al grupo de los carbamatos

7
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bencimidazolicos y que poseen el mismo mecanismo de accion, tales como el triclabendazol

y el compuesto Alfa; sin embargo, se cree que tienen sitios de union diferentes debido a que
presentan actividad contra parasitos diferentes a los susceptibles a los carbamatos

bencimidazélicos.®

2.3. Los microtubulos

Son estructuras filamentosas de aproximadamente 25 nm de didmetro y longitud variada, los
cuales adquieren su estructura cilindrica a partir de la asociacion de protofilamentos. Estos a
Su vez se componen de una serie alternada de dos unidades monoméricas altamente
relacionadas y conservadas, la a- y la B-tubulina, que se encuentran asociadas a nucleotidos
de guanina (GTP/GDP) e iones de Mg®". Los microtibulos se encuentran involucrados en
mecanismos de mantenimiento (citoesqueleto), division (principal componente del huso
mitético) y motilidad celular (cilios y flagelos). Por éstas y otras razones, los microtubulos son
considerados estructuras de gran importancia para la supervivencia de la célula. Es probable
que el mayor efecto antihelmintico se tenga a nivel del transporte citoplasmatico.>?*

Los microtubulos en trematodos y cestodos estan constituidos, al igual que en mamiferos,
por 13 protofilamentos, a diferencia de los nhematodos los cuales estan constituidos por 11.
El estudio del comportamiento y composicion de la tubulina de parasitos multicelulares se ha
llevado a cabo mediante el empleo del nematodo Caenorhabditis elegans como modelo.
Reportes de estudios en este parasito han permitido determinar el mecanismo por el cual
funciona la tubulina, asi como también ha permitido formular una serie de hipétesis y
cuestionamientos acerca del disefio y administracion de bencimidazoles como farmacos
antihelminticos.> A diferencia de la tubulina de mamifero, hasta el momento no se ha
registrado la resolucién de alguna estructura cristalografica correspondiente a la tubulina de
algiin helminto o protozoario, es por esto que su estudio es de alta complejidad.?* Varios
autores han empleado estructuras de mamifero como plantilla para la construccion de
modelos de tubulina de parasito, basdandose en la alta homologia de la secuencia
nucleotidica y, por tanto, aminoacidica de algunos helmintos (ej. H. contortus, B. malayi, etc.)
comparadas con las de mamiferos (ej. Ovis aries, Bos taurus, Sus scrofa).?®* Es interesante
mencionar que el mecanismo por el cual se lleva a cabo la polimerizacion y
despolimerizacion de los microtibulos sigue el mismo principio en parasitos que en

mamiferos.
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2.3.1. Mecanismo de polimerizacién y despolimerizacion
Los microtubulos tienen la capacidad de asociarse (polimerizacion) y disociarse
(despolimerizacién) de forma reversible para llevar a cabo varios procesos celulares (Figura
2.2). En el dimero de tubulina la subunidad o siempre mantiene la molécula de GTP, por lo
gue es denominado como sustrato no-intercambiable (sitio-N), mientras que el nucleétido
asociado a la subunidad B (sitio-E) puede ser intercambiado libremente. Inicialmente, la
subunidad B intercambia la molécula de GDP por una de GTP para posteriormente
desfosforilarla y que pueda unirse al extremo terminal del microtabulo (extremo +) durante el
crecimiento de éste (Figura 2.2a). El microtdbulo con tubulina unida a GDP es més inestable
que el que posee GTP, debido a la débil union que este heterodimero presenta con las
subunidades vecinas, de tal manera que al terminar la polimerizacién éste se ve forzado a
desensamblarse, reduciendo el tamafio del microtubulo. A esta alternancia se le conoce

como inestabilidad dinamica (Figura 2.2b).%

(a) (b)

4

Tubulina-GTP 8 ﬁ
Despolimerizacion

Tubulina-GDP 8 ﬁ

Extremo +

Protofilamento

g] 8m

4 nm

Microtabulo Inestable

25 nm
Extremo -

Microtabulo en
crecimiento

Intermediario metaestable

Figura 2.2. (a) Composicién estructural y dimensional de los microtubulos; (b) Ciclo de inestabilidad dinamica
de un microtdbulo.?®
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Los monomeros de tubulina se asocian para conformar el heterodimero de o/B-tubulina,
unidad basica de los microtubulos, la cual es una estructura con alta estabilidad y solubilidad
que permite formar a los microtibulos mediante un mecanismo de polimerizacion y
despolimerizacion. Cada uno de los monémeros puede llegar a tener mas de dos isoformas,
las cuales se encuentran codificadas por diferentes genes en un mismo organismo y cuya
incidencia depende del tipo de célula y de las condiciones en las que esta se encuentre.
Para que el heterodimero de tubulina pueda formarse, es necesario que se lleve a cabo el
mecanismo representado en la Figura 2.3: en un primer paso los monémeros biosintetizados
son estabilizados por chaperonas especificas que rodean a las subunidades o y B por
separado, los cuales posteriormente son liberados para ser capturados y estabilizados por
los cofactores B y E, para la a-tubulina, y Ay D, para la B-tubulina, mientras que a cada una
de las subunidades se le adhiere una molécula de GTP. Los complejos diméricos oE y BD
interactian con el cofactor C para crear un supercomplejo pentamérico que permitira la

liberacion del dimero al presentarse la hidrolisis del GTP de la subunidad f durante la

25-28

construccion de los microtibulos.

Figura 2.3. Representacion esquemética del mecanismo para la formacion del heterodimero de o- y pB-tubulina,

en donde se muestra la importancia de la presencia de las chaperonas y cofactores para la formaciéon de un
. . 27

heterodimero funcional.

10
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Durante el ciclo de polimerizacion/despolimerizacion de los microtubulos el dimero de

tubulina sufre cambios estructurales, uno de los cuales es la transicion de la forma curveada
(soluble) a la forma recta (conformacion que adquiere en el microtubulo). Nawrotek vy
colaboradores demostraron que este cambio se debe principalmente al movimiento de un
asa (loop) presente en el sitio de union de GTP del monémero de B-tubulina. Dicho
movimiento permite la estabilizacion de la estructura con otro dimero para realizar el
mecanismo de polimerizacién, el cual s6lo puede llevarse a cabo si ocurre la transicion de la

forma curveada a la recta.?®

2.3.2. Moléculas que se unen ala tubulina
Ademéas del GTP/GDP existen tres clases de moléculas que se sabe interactian
directamente con la tubulina, principalmente con el mondmero B, y son: vincas, taxanos y
analogos de la colchicina. En la Figura 2.4 se puede observar que el sitio de union de cada
una de estas moléculas se encuentra localizado en un lugar diferente del heterodimero, lo
que a su vez les confiere un mecanismo de accion diferente entre ellas.?

a) El sitio de las vincas (V): El compuesto representativo de este grupo es la
vinblastina, la cual esta identificada como un inhibidor de la formacién de microtabulos
durante la division celular, y se caracteriza por unirse a un sitio cercano al de GDP e
interactuar con el mondmero a del heterodimero vecino.

b) El sitio de los taxanos (T): El sito se encuentra localizado proximo al asa-M, la cual
es una estructura importante encontrada en ambos mondémeros que permite la unién
del dimero de tubulina con el alfa-hélice de la tubulina lateral. El taxol, el principal
farmaco de este grupo, favorece la estabilizacién de los microtibulos mediante la
formacion de dicha interaccion intermacromolecular.

c) El sitio de la colchicina (C): La colchicina es un farmaco que actla inhibiendo la
polimerizacién y promoviendo la despolimerizacién de los microtibulos. Este sitio es
caracteristico ya que se une de manera bifasica a una region de alta afinidad entre los
mondmeros o y B, interactuando principalmente con este Ultimo, lo que le confiere la

capacidad inhibitoria.

Se cree que los bencimidazoles pertenecen al dltimo grupo y por lo tanto presentarian un

mecanismo de inhibicion similar al de la colchicina puesto que también inhiben la

11
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polimerizacion de los microtubulos en mamiferos y parasitos, e inhiben competitivamente la

union de ésta al sitio, algunos de los estudios que comprueban este mecanismo se

encuentran descritos en el punto 2.3.2.1 del presente trabajo.

Figura 2.4. Representacion esquematica de los sitios de union
de farmacos al dimero de tubulina.

(T) — Taxol

(C) — Colchicina

(V) — Vinblastina

[B] — Posible sitio de union de bencimidazoles

Sitios de unidn del Nucledtido Intercambiable [E] y del Nucle6tido
No Intercambiable [N].25

En los dUltimos afios se han registrado nuevas estructuras cristalograficas de
heterotetrdmeros de tubulina de mamifero, en su mayoria, co-cristalizadas con inhibidores de
la polimerizacion, varios de los cuales estan acoplados en el sitio de union de la colchicina.
Con estos resultados Barbier y colaboradores demostraron que el mecanismo de inhibicion
de estas moléculas es a través del impedimento dindmico de la estabilizacién del
heterodimero de la forma rigida a la flexible (Figura 2.5). En el mismo trabajo, también se
reporté la formacion de un interdominio al cual se introducen varias de dichas moléculas

debido al desplegamiento de una de las asas préximas al sitio.3*%!

an

///!_—_“\/\\

/ﬁ\ ~
e e, R N
o @ Y
i —— Despolimerizacion
‘ ‘( Inhibidor . Microtubulo B B P
Microtubulo o o
(a) (b)

Figura 2.5. Representaciones esqueméticas de los mecanismos de inhibicion de formacion de microtubulos.
(a) Inhibicion de la polimerizacién y (b) despolimerizacion de microtdbulos.*°
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Actualmente, se ha demostrado que el equilibrio dinamico entre la forma rigida y la flexible

del heterodimero se puede ver afectado por una gran cantidad de moléculas que se acoplan
selectivamente al sitio de unién de la colchicina. Este acoplamiento inhibe el mecanismo de
transicion de la forma curveada a la rigida, por tanto soOlo se forman pequefios

protofilamentos que no pueden llegar a constituir un microttbulo (Figura 2.5).3%3

2.3.2.1. Inhibicion competitiva con la colchicina
Durante mucho tiempo se supo que los bencimidazoles se unen al sito 0 a un sitio proximo al
de la colchicina, pero no fue sino hasta que se realizaron estudios sobre tubulina aislada, tal
como lo hicieron Russell y Lacey que utilizaron MBZ marcado, que se demostré la existencia
de una mayor afinidad del farmaco por la tubulina de organismos susceptibles (H. contortus y
T. columbriformis) que por aquellas que presentaban mutaciones de resistencia en el
mondmero de B-tubulina.®? Otro grupo de investigadores, Jiménez-Gonzalez y colaboradores,
realizaron un estudio de inhibicion empleando tubulina aislada de T. spiralis en el que
reportan que los carbamatos bencimidazélicos, como el MBZ, ABZ, FBZ OBZ, inhiben
competitivamente la union de la colchicina. Adicionalmente, demuestran que la afinidad de
estos bencimidazoles es mayor por la tubulina de parasito que por la de mamifero (tubulina
de cerebro de cerdo).*® En la Tabla 2.3 se enlistan algunos de los estudios de inhibicién
competitiva realizados a tubulina de mamifero, en los cuales se utilizaron tratamientos con

carbamatos bencimidazolicos.

Tabla 2.3. Estudios de Inhibicion competitiva

Tubulina Moléculas que compiten con

e e Referencias
Empleada la colchicina por el sitio

- Laclette et al. (1980)**
De cerebro de rata mebendazol y nocodazol - Russell et al. (1995)*
- Tahir et al. (2000)*®

De cerebro de ) _ a7
bovi oxibendazol y fenbendazol - Friedman & Platzer (1978)
ovino

Investigaciones recientes sobre la busqueda de inhibidores competitivos del sitio de la

colchicina para el tratamiento de cancer, han realizado varios estudios computacionales que
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emplean el modelo del farmacéforo para tratar de explicar la posible forma de unién de

algunos farmacos, entre ellos los bencimidazoles NZ y MBZ, al sitio de unién de la colchicina
en la tubulina, exponiendo asi una posible correlacion estructural entre la colchicina y estos
farmacos que pudiera justificar dicha competitividad. Adicionalmente, se realizaron estudios
sobre tubulina de mamifero que demuestran, que a pesar de que todos los carbamatos
bencimidazolicos poseen la estructura base del CBZ, éste no se une al mismo sitio que sus
derivados, puesto que no inhibe la unién de la colchicina a la tubulina. Winder y
colaboradores observaron que este farmaco inhibe competitivamente la union del GTP
intercambiable del mondmero B, por lo que la union se da en una etapa diferente a la de sus

derivados.3®*

2.3.3. Modelos teoricos del sitio de unidon de bencimidazoles
La problemética actual del estudio de la tubulina de parasito recae en el hecho de que no
existen registros acerca de la estructura tridimensional de alguna tubulina de helminto o
protozoario en las bases de datos disponibles, por ejemplo el Protein Data Bank (PDB). Es
debido a esto que existen varias propuestas acerca del sitio de union de los carbamatos
bencimidazolicos a la B-tubulina, fundamentadas en estudios de modelado molecular con los
cuales varios autores han intentado correlacionar las bases moleculares de resistencia con el
mecanismo de inhibiciébn de la polimerizacién de la tubulina de parasito. Todo esto se ha
hecho con el fin de localizar el sitio de unién de los bencimidazoles a esta proteina y
entender las casusas por las que modificaciones en la misma disminuyen la actividad
antiparasitaria de los inhibidores.?*** A continuacién se describen brevemente algunos de

estos estudios y su aportaciéon (Figura 2.6).

2.3.3.1. Modelo de Louisa M. MacDonald
El modelo se cred, empleando la técnica de modelado por homologia con el servidor Swiss-
Model, a partir de la secuencia de aminoacidos del monomero de B-tubulina de G.
intestinalis. En este modelo, la busqueda del sitio se realizé con base en las caracteristicas
estructurales, hidrofébicas y dimensionales de los carbamatos bencimidazdlicos, asi como de
la proximidad de los aminoacidos de resistencia. El analisis estructural se realizé de forma
bidimensional, por lo que la autora presenta la disposicion del sitio basado en distancias

moleculares.?
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2.3.3.2. Modelo de Mark W. Robinson
Robinson y colaboradores construyeron su modelo del monémero de B-tubulina empleando
la técnica de modelado por remplazo de residuos, validada por la alta similitud entre las
secuencias aminoacidicas del mamifero (Sus scrofa) y el parasito (H. contortus).
Posteriormente, identificaron los aminoacidos de resistencia de helmintos y hongos, y
expusieron el sitio modificando el angulo psi de algunos enlaces de los aminoacidos
estructurales hasta lograr un maximo de solvatacion de la estructura. Finalmente, acoplaron
al sulfoxido de albendazol con su proteina modelada y procedieron a regenerar la estructura
mediante una minimizacion de energia. EI modelo permite correlacionar la conformacion del

farmaco acoplado con la proximidad de los amino&cidos de resistencia.?

2.3.3.3. Modelo de Om Prakash Sharma
Este modelo, construido por Sharma y colaboradores, se obtuvo por la técnica de modelado
por homologia de la secuencia de aminoacidos de la B-tubulina del nematodo Brugia malayi
con la estructura de Ratus norvegicus (PDB: 1SAQ0). Emplearon el modelo final para realizar
un estudio de acoplamiento molecular topografico (docking ciego o blind docking) cuyo
resultado mostr6 que la mayoria de las estructuras bencimidazélicas tienen una alta
probabilidad de acoplarse al sitio del GTP intercambiable, por lo que explican que dicho
fendmeno pudiera ser el causante de la despolimerizacion de los microtibulos. ElI modelo
permite conocer los posibles sitios de unién de bencimidazoles, asi como los diferentes
conférmeros estructurales de los mismos. Cabe a mencionar que ninguno de los carbamatos

bencimidazélicos estudiados se aproximé a los aminoacidos de resistencia comunes.?*
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Figura 2.6. Visualizacion del acoplamiento del sulfoxido de albendazol en los diferentes modelos de:
(a) Louisa M. MacDonald, (b) Mark W. Robinson y (c) Om Prakash Sharma.
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2.4. Resistencia a farmacos antiparasitarios

Se sabe que las isoformas de tubulina de parésito pueden tener receptores de alta afinidad o
de baja afinidad por bencimidazoles. Los nematodos, cestodos, hongos y protozoarios
presentan mayoritariamente receptores de alta afinidad, los cuales se encuentran localizados
en el grupo amino terminal del monémero de B-tubulina. Los bencimidazoles se unen tanto al
mondémero a como al B con una estequiometria de 1:1, y al heterodimero o/ con una
estequiometria 2:1. La diferencia radica en que el mecanismo de resistencia a
bencimidazoles ocurre, para varias especies de parasitos, involucrando modificaciones
estructurales a las isoformas de la B-tubulina, pero no en las isoformas de la a-tubulina. La
resistencia ocurre cuando los genes que codifican para la B-tubulina sufren mutaciones, lo
cual genera la pérdida de afinidad del receptor por los bencimidazoles.? Desde la aparicién
de los bencimidazoles como farmacos antihelminticos se han estado reportando aumentos
en la incidencia de resistencia en parasitos, principalmente nematodos (ej. Haemonchus
contortus).

La resistencia a farmacos antiparasitarios es el estado en el que una alta frecuencia de
individuos en una poblacién parasitaria no es susceptible o presenta baja susceptibilidad al
efecto de una concentracion determinada de farmaco, la cual propiciaba la inhibicion del
crecimiento o muerte celular en parasitos susceptibles. Esta resistencia puede ser intrinseca,
cuando el parasito es innatamente insensible al efecto del farmaco, o adquirida, cuando
poblaciones inicialmente susceptibles dejan de serlo tras la ocurrencia de cambios genéticos
heredables (mutaciones). En el caso de la resistencia adquirida se ha observado que el
aumento de la frecuencia de genotipos resistentes se debe principalmente a la constante
exposicion de la poblacién parasitaria al farmaco. Esto propicia la iniciacion de un
mecanismo de seleccion en el cual se ve disminuida la proporcién de parasitos susceptibles,
lo que a su vez permite que aquellos parasitos que presentaron una modificacion genética
gue les otorgd resistencia, puedan sobrevivir al tratamiento y heredar el genotipo de
resistencia a la progenie. El parasito puede presentar un genotipo homocigoto (RR) o
heterocigoto (RS), siendo el alelo de resistencia de caracter dominante en muchos de los
casos, por lo que existe una baja o nula frecuencia de reversion de la mutacién. Esto altimo
es de gran relevancia debido a que varios parasitos poseen un periodo de gestacion corto y
alta fecundidad, lo que les permite un rapido incremento y propagacion de la nueva poblacién

con el genotipo en cuestion.
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ANTECEDENTES
La mutacién es un proceso en el cual el ADN de una célula susceptible sufre una alteracion

qgue puede inducir modificaciones en la estructura o funcién, y que es heredable. Las
mutaciones puntuales son aquellas en las que la modificacion se lleva a cabo por transicion,
transversion, insercion o delecion de un sdélo nucleétido, también llamados polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés), lo que propicia modificaciones
estructurales capaces de alterar la afinidad de un ligando por el sitio de unién.?*

Hasta la fecha se han reportado que las principales mutaciones de aminoacidos del
mondémero de B-tubulina, por las cuales adquieren resistencia los helmintos, son: la
fenilalanina 200 (Phe200), el acido glutamico 198 (Glul98) y la fenilalanina 167 (Phel67).
Estas mutaciones son resultado de una transversion de un nucleoétido en la cadena de ADN
que los codifica.*>*! En la Tabla 2.4 se enlistan los organismos en los cuales se ha reportado

la incidencia de estas mutaciones, asi como el aminoacido generado por la mutacion puntual.

Tabla 2.4. Mutaciones de resistencia a bencimidazoles en la B-tubulina de helmintos
NUumero de

S Mutacion Organismo Referencia
Aminoacido
Phe — Tyr Haemonchus contortus Silvestre & Cabaret
167
43
Phe — Tyr Teladorsagia circumcincta (2002)

Ghisi et al. (2007)**;
198 Glu — Ala Haemonchus contortus Rufener et al. (2009) **;
Kotze et al. (2012)*°

Phe — Tyr Trichuris trichiura Diawara et al. (2009)*’
Phe — Tyr Ascaris lumbricoides® Wang et al. (2011)*
Phe — Tyr Haemonchus contortus Kwa et al. (1994)*

Shayan et al. (2007)"°;

200 Phe — Tyr Teladorsagia circumcincta _ 51
Silvestre et al. (2009)
Phe — Tyr Trichostrongylus axey Palcy et al. (2008)°?
Phe — Tyr | Trichostrongylus colubriformis Roos et al. (1995)>

Phe — Tyr Wuchereria bancrofti Schwab et al. (2005)>*

Nota: (a) Resistencia no confirmada.
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ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los carbamatos bencimidazdélicos no son los farmacos de primera eleccion para el

tratamiento de las protozoosis y trematodosis, por lo que existen pocos registros acerca de la
resistencia de estos parasitos a bencimidazoles. Sin embargo, en un estudio realizado a una
cepa resistente a bencimidazoles de Giardia duodenalis, Upcroft y colaboradores no
detectaron mutaciones en la secuencia del gen que codifica para la B-tubulina de este
organismo, por lo que, en el caso de protozoarios, la resistencia se puede deber a otro
mecanismo.>® Aunque existen otros estudios realizados sobre Vittaforma corneae en los
cuales explican que la posible resistencia que posee este protozoario puede deberse a la
presencia del aminoacido glutamina en la posicion 198 de la secuencia del monémero B, en
lugar de acido glutdmico.*® En los trematodos la afinidad de la p-tubulina por los carbamatos
bencimidazolicos es baja, posiblemente a causa de las diferencias estructurales o
secuenciales.”® Para el caso de los cestodos existen pocos estudios acerca de las
secuencias del mondémero, sin embargo, el reporte mas reciente realiza un estudio de las
isoformas de B-tubulina de algunos parasitos cuyos genomas estan en proceso de
secuenciacion, como es el caso de Hymenolepis microstoma, Taenia solium, Echinococcus
granulosus y E. multilocularis. Este reporte explica que la baja afinidad de la B-tubulina puede
deberse a la sobreexpresion de la isoforma 2, la cual presenta el aminoacido tirosina (Tyr) en
las posiciones 167 y 200.>’ Por ultimo, en los hongos se han reportando una serie de
mutaciones en los codones 6, 50, 134, 165, 167, 198, 200 y 241, los cuales se encuentran

asociados a la resistencia a carbamatos bencimidazélicos.?%°%%°

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las enfermedades parasitarias constituyen un problema de salud en el mundo, por lo que el
desarrollo de moléculas para el tratamiento de las enfermedades causadas por estos
microorganismos es de gran importancia. Aunado a esto, el actual incremento en la aparicion
de resistencia a farmacos antihelminticos de tipo carbamatos bencimidazolicos ha propiciado
la necesidad de desarrollar nuevos analogos capaces de eludir dichos mecanismos o de
buscar nuevas alternativas estructurales para lograr el efecto antiparasitario. Los derivados
del CBZ son los farmacos antihelminticos de eleccion para el tratamiento de enfermedades
causadas por helmintos y protozoarios, cuyo mecanismo de accion principal es la
despolimerizacion de microtubulos. Estudios recientes sefialan que la resistencia generada a

estos derivados bencimidazélicos se debe principalmente a mutaciones puntuales en los

18



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS
genes que codifican para la estructura del monémero B de la tubulina. La actual falta de

registros cristalograficos de dicha proteina de parasito ha limitado los estudios para la
basqueda del sitio de unién, por lo que varios investigadores se han visto en la necesidad de
implementar técnicas computacionales de modelado molecular para la generacion de la
posible estructura tridimensional. Con base en estos modelos han surgido varias hipétesis
acerca del posible sitio de unién de bencimidazoles a dicho mondmero, varios de los cuales
se enfocan en correlacionar el sitio propuesto con los aminoacidos de resistencia reportados,
asi como también se ha buscado explicar el mecanismo por el cual ocurre la
despolimerizacion de los microtdbulos; sin embargo, hasta hoy no ha sido posible describir
este proceso con precision.

La implementacion de técnicas computacionales, como el modelado de macromoléculas, el
acoplamiento molecular (docking) y la dinamica molecular, para la identificacion del sitio de
union de los carbamatos bencimidazolicos a la p-tubulina de parasitos, son de vital
importancia, ya que nos permiten conocer las caracteristicas estructurales y
conformacionales necesarias para la union de estas moléculas a la proteina, asi como
conocer el comportamiento de las mismas en el sitio de unién.

Con base en reportes anteriores y al uso de técnicas computacionales, fue posible identificar
un posible sitio de unién de bencimidazoles a la B-tubulina de helmintos y protozoarios que
nos permitié correlacionar los resultados de actividad, resistencia e inhibicion competitiva, asi

como las posibles diferencias de afinidad presentes en los algunos organismos.

4. HIPOTESIS
La B-tubulina de helmintos y protozoarios podra ser modelada a partir de sus secuencias
aminoacidicas reportadas, mediante técnicas computacionales como son el modelado de
macromoléculas, el acoplamiento molecular y la dindmica molecular. La estructura
tridimensional nos permitira identificar un posible sitio de unién de bencimidazoles, del tipo 2-
carbamato de metilo, a la B-tubulina. Si el modelo de union es congruente con los reportes de
actividad, resistencia e inhibicion competitiva, entonces se podra confirmar la confiabilidad
del sitio propuesto y, por tanto, se podran disefiar nuevas moléculas con base en el analisis

estructural.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Encontrar un posible sitio de union de los derivados del carbendazim a la B-tubulina de
helmintos y protozoarios que permita correlacionar los reportes de actividad, resistencia,

inhibicion competitiva y mecanismo de inhibicion reportados.

5.2. Objetivos Particulares
e Recopilar, seleccionar y clasificar la informacion existente acerca de la actividad,
resistencia e inhibicion competitiva de bencimidazoles a la B-tubulina de paréasitos, con

el fin de justificar el sitio de unién propuesto.

e Emplear técnicas de bioinformética para realizar un andlisis secuencial que permita
caracterizar las posibles diferencias en la afinidad de los bencimidazoles a la B-

tubulina de mamiferos, helmintos, protozoarios y cepas resistentes.

e Generar y validar modelos de la estructura tridimensional de la B-tubulina de algunos
parasitos mediante la implementacion de técnicas computacionales de prediccion de

estructuras proteicas.

e Emplear los modelos generados para realizar estudios de acoplamiento molecular
(docking) que permitan identificar un posible sitio de unién de los derivados

bencimidazélicos.

e Predecir y validar, con los modelos de union generados, el comportamiento de los
bencimidazoles en el sitio de union propuesto mediante estudios de dindmica

molecular.

e Realizar un analisis estructural de los derivados bencimidazoélicos con el fin de conocer

las caracteristicas estructurales necesarias para la interaccion con la p-tubulina.

e Proponer modificaciones al anillo de bencimidazol que permitan aumentar la afinidad

por la B-tubulina de cepas resistentes.
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METODOLOGIA

6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio 122 del edificio E, Departamento de
Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM. Para el estudio de dinamica molecular se emplearon
los equipos proporcionados por la Direccion General de Cémputo y de Tecnologias de
Informacién y Computacion, con la cuenta solicitada por el Dr. Rafael Castillo Bocanegra,
para el proyecto: “Estudio de dinamica molecular en proteinas de parasitos como posibles
blancos terapéuticos”.

En el siguiente apartado se describen los procedimientos computacionales empleados para
la identificacion del posible sito de unién de bencimidazoles a la B-tubulina de parasito, y

cuyos fundamentos tedricos se encuentran descritos en el Apéndice 1 del presente trabajo.

6.1. Identificacion y alineamiento de secuencias
Los organismos a estudiar se seleccionaron con base en los registros existentes de
susceptibilidad y resistencia al tratamiento con carbamatos bencimidazélicos (Tabla 6.1). Las
secuencias de aminoacidos de las isoformas de B-tubulina de los diferentes organismos se
obtuvieron de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)®° y
del servidor UniProt®, donde se identificaron los nimeros de acceso e isotipos
correspondientes, los cuales se encuentran reportados en el Apéndice 3 del presente trabajo.
Las secuencias previamente identificadas se almacenaron en formato FASTA para ser
evaluadas durante el analisis comparativo de identidad al utilizar la herramienta Blastp del
NCBI. Este andlisis permitié seleccionar a aquellas isoformas de mamiferos que poseian una
mayor similitud con las isoformas reportadas de los organismos con mutaciones de
resistencia, asi como de aquellos que poseian una sola isoforma registrada. Posteriormente,
se realizé un alineamiento multiple utilizando el moédulo Align de UniProt, almacenando el
resultado en el formato de ClustalO (.txt). El resultado del alineamiento se ingresé al servidor
Mobyle del Institut Pasteur®, en el médulo Computation of distance de la seccién Phylogeny
para hacer uso del programa Protdist de PHYLIP. En esta seccion se introdujo la secuencia
CulstalO y se realiz6 un Bootstrap antes del andlisis, asi como también se solicitaron 100
réplicas con una generacion de 99 numeros aleatorios. Este resultado se uso en la opcion
neighbor de PHYLIP, en la seccion Phylogeny del médulo Distance Matrix Method Programs,

en donde se llevo a cabo un analisis Data sets multiple, incorporando 100 conjuntos de datos
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con 99 numeros aleatorios para la generacion del arbol filogenético (Consensus tree). Con el

mismo alineamiento, se procedi6 a identificar las diferencias aminoacidicas entre los
organismos resistentes y los susceptibles, basando la busqueda principalmente en los

aminoacidos de resistencia.

Tabla 6.1. Organismos susceptibles y resistentes al tratamiento con carbamatos bencimidazdlicos
Organismos

Susceptibles Resistentes

- Homo sapiens

- Bos taurus
Mamiferos
- Ovis aries
- Mus musculus
Trichinella spiralis -
Ancylostoma duodenale -
Haemonchus contortus F200Y; E198A; F167Y
Nematodos Teladorsagia circumcincta F200Y; F167Y
Brugia malayi® -
Trichuris trichiura F200Y
Ascaris lumbricoides F200Y °
Trematodo Fasciola hepatica (etapa adulta) Fasciola hepatica
Costodos® Echinococcus multilocularis -

Moniezia expansa -

Giardia intestinalis -

Trichomonas vaginalis -

_ - Leishmania mexicana
Protozoarios

- Trypanosoma cruzi

- Toxoplasma gondii

- Entamoeba histolytica

Notas:
(a) Se sustituyd por Wuchereria bancrofti debido a que no hay registros de secuencias completas.
(b) Resistencia no confirmada.*

(c) Secuencias incompletas de: Hymenolepis microstoma y Echinococcus granulosus.
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6.2. Construccion de los modelos de B-tubulina
Para este estudio se seleccionaron como modelos de estudio a T. spiralis, G. intestinalis, E.
histolytica, E. multilocularis y F. hepatica como representantes de cada grupo (Tabla 6.1). Se
traz6 un diagrama de flujo (Figura 6.1) que permitiera escoger la técnica mas indicada para la
generacion del modelo de la estructura tridimensional de la B-tubulina de parasito. En esta

figura se encuentra enmarcado en lineas punteadas la ruta seguida.
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Figura 6.1. Diagrama de flujo para la seleccién de la técnica de modelado.

Para la busqueda de las posibles plantillas (templates) se emplearon las herramientas Blastp
de NCBI, Sequence de PDB®® y Blast de UniProt. Una vez identificadas todas las posibles
plantillas, se alinearon con las secuencias de parasitos utilizando la herramienta Blastp de
NCBI. Se seleccionaron aquellas estructuras que poseian una identidad mayor al 40%, a las

cuales se analiz6 su origen buscando en el PDB. Adicionalmente, se realizdé un estudio de
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prediccién del sitio de unién empleando el servidor I-TASSER® con la secuencia de T.

spiralis, cuyos resultados se correlacionaron con las plantillas anteriormente identificadas. La
evaluacion de la estructura seleccionada indica que la técnica mas adecuada para generar
los modelos de estudio es el modelado por homologia.

Adicionalmente, se realiz6 un estudio comparativo a nivel secuencial y estructural de la -
tubulina de Prosthecobacter dejongeii (PDB: 2BTQ) para comprobar la conservacion
estructural de dicho monémero en los diferentes organismos y para incluir otro punto de

validacion a la seleccion de la técnica de modelado por homologia.

6.2.1. Modelado por homologia
Se utilizé el programa Modeller 9v10% para la construccién de los modelos de p-tubulina de
los diferentes parasitos. Se realizé un primer alineamiento ingresando las secuencias hasta
el amino&cido 428, debido a que es el nimero maximo de aminoacidos que presenta la
estructura de la plantilla, y posteriormente se calculé el modelo tridimensional con base en el

alineamiento y en las coordenadas de los atomos de la plantilla.

6.2.1.1. Validacion de los modelos
Para cada parasito se generaron cinco modelos, de los cuales se seleccion6 el mejor con
base en los parametros de validacién que proporciona el servidor PROCHECK®® tomando en
cuenta el grado de exposicion del sito de union. Para evaluar este Ultimo pardmetro, primero
se corrigieron las estructuras con las herramientas Complete a structure y Remove bumps
from a structure, del servidor WHAT-IF®’, para posteriormente realizar una optimizacion de la
geometria de las proteinas con el programa GROMACS 4.5.3%, empleando el campo de
fuerza GROMOS96 43al. Con las estructuras optimizadas se procedié a desplegar la
superficie electrostatica de la proteina con el programa PyMOL®, el cual nos permiti6
analizar si el sito identificado se encontraba expuesto o cerrado, de tal forma que se

descartaron a todas aquellas estructuras en las cuales se encontraba cerrado.

6.2.2. Modelado por reemplazo de residuos
Se empled la herramienta Structure editing del programa UCSF Chimera v1.6.17° para la
construccion de los modelos de T. spiralis con las mutaciones puntuales en los aminoacidos
200 (F—Y), 198 (E—A) y 167 (F—Y).
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6.3. Estudio de acoplamiento molecular

6.3.1. Preparacion de las proteinas
Los modelos proteicos previamente seleccionados y optimizados se prepararon con la
interfaz gréfica AutoDock Tools 1.5.4"*, en el cual se agregaron los hidrégenos polares y se
corrigieron las cargas de los amino&cidos. Adicionalmente se prepararon, siguiendo la misma

metodologia, los modelos de T. spiralis con las mutaciones F167Y, E198A y F200Y.

6.3.2. Preparacion de los ligandos
Los ligandos enlistados en la Tabla A2.1 del Apéndice 2 del presente trabajo se optimizaron
usando un campo de fuerza MMFF94x, con el programa Spartan’02’%, reteniendo las cargas
y la quiralidad de las estructuras. Posteriormente, se utilizé el programa AutoDock 4.2”3 para
agregar los hidrégenos polares y detectar automaticamente los centros de torsion y los
enlaces rotables, a excepcion del enlace amida, el cual se consider6 rigido en todas las
estructuras. Los ligandos se construyeron con base en las siguientes consideraciones:

e Isomeria: el grupo amida del carbamato puede adquirir la conformacién cis, donde el
angulo diedro entre los atomos H-N-C-O es 0°, o trans, en el que al angulo diedro
entre estos atomos es 180°.

e Tautomeria: debido al efecto resonante que se presenta entre el par electrénico del N
en la posicion 1 y el N en posicion 3, en el nucleo del bencimidazol, existe la
posibilidad de hallar al sustituyente sobre el anillo de benceno en la posicion 5 6 6; de
tal manera que se pueden tener los tautbmeros 1,5y 1, 6 en relacion al H de la
posicion 1y el sustituyente en 5 6 6.

A partir de las consideraciones anteriores se crearon cuatro grupos de estudios, los cuales
fueron evaluados de forma independiente (Figura 6.2). Para el caso de los sulféxidos se

tomaron en cuenta los enantiomeros (+) y (-) en cada grupo.

R N H
~ A N H X / R H
PR I ™S N R
6 = N
H T 0O >/ \ H /> \
1 (@] H
\ \CH 1 o) CH, 1 o c

CHy 3

cis-1,5 cis-1,6 trans-1,5 trans-1,6

Figura 6.2. Grupos conformacionales considerados para el estudio de acoplamiento molecular.
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6.3.3. Acoplamiento molecular
Utilizando las proteinas preparadas se determindé una caja de busqueda (Grid) en cada
modelo utilizando el médulo Autogrid de AutoDock Tools 1.5.4. Las cajas se centraron en el
aminoéacido 200 de cada modelo, con una dimensién de 80 x 80 x 80 A. Posteriormente, se
realizo el calculo del acoplamiento molecular de todos los ligandos, en cada uno de los
modelos, utilizando AutoDock 4.2, empleando un algoritmo genético tipo Lamarckiano, con
un tamafio de poblacién de 150 estructuras con 5x10° evaluaciones y 20 corridas.
Finalmente, se realizd el analisis de los resultados obtenidos para cada uno de los grupos
generados, seleccionando aquel grupo que presentara las conformaciones méas favorecidos

energéticamente (menor AGnisn)-

6.4. Dinamica molecular

Se realizo el estudio de dinamica molecular al modelo silvestre (WT) y a los modelos con las
mutaciones de resistencia pertenecientes al parasito Trichinella spiralis. Se evaluaron los
modelos con y sin ligandos, mediante la implementacién del programa GROMACS 4.5.3%.
Para validar el acoplamiento molecular se evaluaron a todos los carbamatos
bencimidazolicos estudiados en el modelo silvestre. De manera similar, para los modelos con
las mutaciones se seleccionaron Unicamente a tres de los ligandos que presentaron la menor
energia de acoplamiento y a tres con la mayor energia de acoplamiento. Los parametros de
los ligandos fueron calculados con el servidor PRODRGV2’* mediante la implementacion del
campo de fuerza de GROMOS, solicitando se mantuvieran las cargas y las configuraciones
estructurales. Las proteinas y sus complejos (proteina-ligando) fueron solvatados con
moléculas de agua en una caja cubica continua. Posteriormente, se adicionaron atomos de
Na® y CI" de forma aleatoria con el fin de neutralizar la carga del sistema y llevar al mismo a
una concentracion 0.15 M. Todas las simulaciones fueron realizadas a 1 bar de presion y a
300 K de temperatura.

Una vez preparado el sistema, se procedi6o a realizar una minimizacion de la energia
empleando un campo de fuerza GROMOS96 43al, con una carga puntual en el disolvente y
un tiempo de 0.002 ps. Se calcularon las cargas electrostaticas implementando el método de
particulas en malla de Ewald (PME, por sus siglas en inglés) a partir del método de la suma
de Ewald, y el célculo de las interacciones tipo Lennard-Jones con un radio de 0.9 nm.

Después de la minimizacién de energia, se procedid a equilibrar el sistema con una dinamica
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de 20 ps con restricciones en la posicion de la proteina, permitiendo la relajacion de las

moléculas del disolvente. Finalmente, se realiz6 una dinamica molecular de 10 ns a los
cuatro modelos sin ligando con el fin de comprobar la estabilidad de los mismos y el tiempo
de exposicion del sitio de union. De igual manera se realizé una dinamica de 3 ns a los
complejos proteina-ligando para evaluar el comportamiento del ligando en el sitio y su

correlacién con los resultados del acoplamiento original.

6.5. Propuestas para el disefio de farmacos
Con base en los resultados obtenidos de acoplamiento molecular y dinamica molecular, se
realizé una seleccion de los modelos de B-tubulina que podrian ser empleados para el disefio
de nuevos farmacos.

6.5.1. Disefio de farmacos asistido por computadora
Se realizé el estudio de screening virtual evaluando la biblioteca de moléculas de EDULISS"
con el servidor LIDAEUS®, estudiando més de 4 millones de compuestos provenientes de 27
bases de datos diferentes. El servidor LIDAEUS permitié calcular la distribucion superficial
del potencial electrostatico para la formulacion de un mapa farmacoférico representado por
atomos de nitrogeno, oxigeno y carbono, denominados puntos de sitio (site points).
Posteriormente, se analiz6 la base de datos de EDULISS 2 Unique, almacenando sélo los
5,000 mejores acoplamientos con una tolerancia de desviacién de 0.5 A de los puntos de
sitio.
Del resultado obtenido con el servidor LIDAEUS se seleccionaron 50 de las moléculas que
poseian como estructuras base al bencimidazol, benzotiazol, indol e indazol. Adicionalmente,
se buscaron analogos de dichas estructuras en la base de datos ZINC’’ para ampliar la
biblioteca a 500 moléculas. Las estructuras fueron optimizadas usando el campo de fuerza
MMFF94x, para realizar un estudio de acoplamiento molecular empleando el programa
AutoDock 4.0®, en el cual se utilizé un algoritmo genético tipo Lamarckiano, con un tamafio
de poblacién de 150 estructuras con 5x10° evaluaciones y 20 corridas, sobre los modelos
seleccionados. Al final del estudio se seleccionaron las moléculas con menor energia de
unién para el modelo con la mutacion, realizando una comparacion con las energias
obtenidas en el modelo silvestre. Las moléculas con los mejores acoplamientos fueron
identificadas en ZINC, a fin de seleccionar aquellas estructuras que no presentaran toxicidad
en mamiferos. Finalmente, con base en el andlisis anterior, se propuso un compuesto lider,
al cual se le evaluaron sus propiedades ADMET con el servidor FAF-Drugs2”°.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Identificacion y alineamiento de secuencias

En la Tabla 7.1 se muestran los porcentajes de identidad (ID) provenientes de la

comparacién de las isoformas de B-tubulina de mamiferos con respecto a las de los

diferentes parasitos. Se seleccionaron las isoformas de mamiferos que presentaron un alto

ID con la mayoria de las secuencias, esto con la finalidad de minimizar el nimero de

isoformas de trabajo, asi como para facilitar la identificacion de las diferencias durante el

estudio del alineamiento mdltiple.

Tabla 7.1. Porcentaje de identidad secuencial de mamiferos vs parasitos

Mamiferos Paréasitos
Organismol Trichin(.alla Haemonchus Fascic.)la Moniezia Giard.ia Er-ltamOfaba
Isotipo spiralis contortus hepatica expansa lamblia histolytica
- BT1 BT2 BT1 - -

BT1 80% 7% 80% 71% 76% 55%

BT2A 95% 89% 97% 78% 88% 55%

4 BT2B 95% 89% 97% 78% 88% 55%

':%- BT2C 96% 91% 98% 78% 88% 55%
(%)

< BT3 93% 86% 93% 7% 85% 56%

BT4 93% 86% 93% 76% 85% 56%

BTS 95% 90% 97% 79% 87% 55%

BT2B 95% 89% 97% 78% 88% 55%

BT2C 96% 91% 98% 78% 88% 55%

3 BT3 93% 86% 93% 77% 85% 56%

3 BT4 94% 90% 97% 79% 87% 57%

- BTS 95% 90% 97% 79% 87% 55%

BT6 92% 87% 93% 77% 86% 57%

“ BT1 80% 79% 80% 73% 76% 54%

% BT2 95% 89% 97% 78% 88% 55%

é BT3 93% 86% 93% 76% 85% 55%

= BT6 92% 86% 92% 77% 85% 56%

O. aries 95% 89% 97% 78% 88% 55%
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El arbol filogenético presentado en la Figura 7.1 permite analizar las relaciones existentes

entre los organismos con base en la similitud secuencial de la B-tubulina. En este diagrama
se puede observar una division entre las clases de parasitos, donde algunas de ellas se
encuentran muy proximas a las de mamiferos, como es el caso de F. hepatica, T. spiralisy T.
trichiura. Estas relaciones nos permiten comprobar la existencia de una relacién evolutiva
entre las secuencias de B-tubulina con nematodos y trematodos. Por otro lado, los
protozoarios se encuentran mas alejados debido al aumento en las diferencias de los

aminoacidos; sin embargo, se siguen considerando como secuencias homadlogas.

M. musculus

100 0. aries

Mamiferos

H. sapiens

100 B. taurus

,— T. spiralis
100 LT trichiura
B. malayi
58 A. lumbricoides | Nematodos

T. circumcinta

.

90

A. duodenalis

H. contortus

L. mexicana
83

100
100

35 T. cruzi

15 LT gondii

96

e , I:T. vaginalis
24 63 G. intestinalis
|—E. histolytica

63 L m. expansa

Protozoarios

Cestodos

E. multilocularis

F. hepatica :l Trematodo

Figura 7.1. Arbol filogenético basado en la similitud secuencial de la B-tubulina.

El alineamiento multiple utilizado para la generacion del arbol filogenético fue empleado para
analizar las diferencias secuenciales que podrian estar modificando la afinidad de los
bencimidazoles a ciertas isoforomas de la pB-tubulina. Para esto se dividieron a los grupos de
acuerdo a su resistencia o susceptibilidad a los bencimidazoles, y enfocamos la seleccion en
los principales aminoacidos de resistencia (F167Y, E198A y F200Y), como se muestra en la

Figura 7.2.
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EEYFLRIMNT[FJsvYFSPKYSDTYWEPYNATLSVHALVENTOETFc 1 Hiaapiens 945
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EEYPDR IMS SISV WPSPEYSDTYWEPYHATLSWHRQLYENTUD|E|TIFIC | O Heortodus 8729442
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Figura 7.2. Comparacion del alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas entre los organismos

susceptibles (S) y los resistentes (R).

El resultado del alineamiento mdultiple se dividié en dos grupos: Los organismos susceptibles
(S) y los resistentes (R) al tratamiento con carbamatos bencimidazdlicos. En estos
alineamientos se enmarcaron las posiciones pertenecientes a los aminoacidos 167, 198 y
200, los cuales representan a los residuos con mayor tasa de mutaciones asociadas con
resistencia a farmacos bencimidazdlicos. Las principales diferencias y similitudes presentes
en estos aminoacidos son las siguientes:

e Posicion 200: para el caso de los organismos susceptibles se puede observar que el
aminoacido fenilalanina (F) est4 conservado, mientras que en los organismos
resistentes varios de ellos presentan en su secuencia una tirosina (Y). Este
aminoacido estructuralmente es muy parecido a la fenilalanina, sin embargo, al
presentar un grupo hidroxilo adquiere propiedades de polaridad e hidrofilia que le
permiten funcionar como aceptor/donador de puentes de hidrogeno, a diferencia de la
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fenilalanina, el cual es apolar e hidrofobico. Robinson planteo la posibilidad de que la
resistencia se debia a la formacién de un puente de hidrégeno entre la Y200 y el
N165, por lo que se dificulta la exposicion del sitio de unién.?? Lo mismo podria
suceder para el caso de la glutamina (Q) de T. gondii, sumando el posible
impedimento en el acoplamiento dado el aumento en la libertad de movimiento que
posee este aminoacido. En el caso de la metionina (M), presente en L. mexicana y T.
cruzi, la resistencia se podria deber a la modificacion en las dimensiones
estructurales, asi como el aumento en los grados de libertad.

Posicién 198: se observa una clara conservacion del acido glutamico (E) en ambos
grupos; sin embargo, para el caso de las mutaciones de las isoformas BT1 y BT2 de
H. contortus y en la secuencia de E. histolytica, se tiene la presencia de aminoacidos
apolares neutros, a diferencia del residuo glutamato que posee una carga formal
negativa. Esto nos indica la importancia de la presencia de un aminoacido con la
capacidad para aceptar puentes de hidrégeno en la posicion 198.

Posicion 167: esta posicién es muy similar a la 200, puesto que se observa una alta
conservacion del aminoacido fenilalanina (F) en ambos grupos. La presencia de
tirosina (Y) en la secuencia de T. vaginalis nos hace suponer que dicha modificacion
es poco relevante; sin embargo, hay que considerar que algunas de las mutaciones
reportadas (sin registros en el NCBI) sefialan a esta modificaciébn como posible causa
de resistencia. Otro caso es el de los nematodos de equinos (ID > 98% con respecto a
T. spiralis), de los cuales no se conoce la causa de resistencia a bencimidazoles, pero
se puede suponer que es debida a la presencia de tirosina en la posicion 167 como en
el caso de: Cyathostomum catinatum [AAT76621]; Cylicocyclus nassatus [AAT76622];
Cylicostephanus longibursatus [ABX39224]; Cylicostephanus goldi [ABX39235];
Cyathostomum pateratum [CAE17286]. Con base en esto podemos suponer que la
modificacién de la fenilalanina por tirosina (F167Y) presenta un efecto similar al
propuesto por Robinson para el aminoacido 200, no obstante éste podria alterar en

menor grado el mecanismo de apertura del sitio de unién.??

En el caso de los platelmintos (trematodos y cestodos) existen algunas diferencias

secuenciales que podrian ser la causa de la disminucion en la afinidad de los

bencimidazoles. En F. hepatica (Figura 7.3) se observa que las isoformas BT1, BT2, BT3 y

BT5 presentan caracteristicas aminoacidicas que podrian ser clasificadas como resistentes,
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segun el analisis anterior, mientras que las isoformas BT4 y BT6 podrian ser susceptibles.

Sin embargo, un estudio realizado por Chambers y colaboradores indica que la BT2 podria
ser la que posee mayor afinidad por el ABZ. Cabe a aclarar que la afinidad en general de F.
hepatica por este tipo de estructuras es baja, actuando con poca eficiencia en la etapa adulta
del parasito. Por esta razon se puede suponer que la causa inicial de las variaciones de
afinidad es debida a los niveles de expresion de las isoformas durante el desarrollo

parasitario.?

“IIEIII . 1IT-'III . 1|8III . '1IE|III . Z:IIIIII
EE¥FPDRIMSTF]s v YPSPKEVSDTYVERPYNATLSYHQLVENTOET: 1 © F.hepztica_2T1M1-436
EEYPDR IMNTFISWVPSPKEYWSDTYWYERPYNATLSWYHOQLWENTDIE|TVC | [ Fhepstice Br2H-I45
EEYPDPRIMMNTFIEVYVPEPKYSEDTYVYERPYNATLSEVHQLWENTDIE|TIVC | D Fhepatice 2r3-944
EEYPDPRIMTTF|ISVYPSEPKEYWSDTYWVERPYNATLSWVWHRLQLWYENTDE|TIFIC | I+ Fhepzstice 8 rdH-442
ESWPDRIVHNTIFIS I FPEPKEWSDWYWYERPYNAITFTIDLLLSLSDIETILIWLED  Fhepatice B T5-93]
EETPDRIVCPFWAYPSPRYWSDWVYWYEPYNAVLAGHQLWDLSDETIFM I D Fhepatica 8 e d-430

Figura 7.3. Comparacién de secuencial de las isoformas de F. hepatica.

En cuanto a los cestodos, Olson y colaboradores reportaron recientemente algunos avances
de los proyectos de secuenciacion del genoma de estos parasitos, en el cual identifican a los
aminoé&cidos 167 y 200 de las secuencias de las isoformas de p-tubulina.’” En la Tabla 7.2 se
observa que varias de las isoformas poseen tirosina en la posicién 167 y/6 200, por lo que el
autor menciona que tales modificaciones pudieran ser la causa de la baja afinidad a
carbamatos bencimidazolicos. Esta baja afinidad también se podria deber al aumento en la
expresion de la isoforma BT2, la cual, en el caso E. multilocularis, es la que posee los
aminoacidos caracteristicos de resistencia, a diferencia de las isoformas BT1 y BT3 del
mismo parasito. También existe la posibilidad de que la diferencia de afinidad por los
carbamatos bencimidazdlicos entre trematodos, nematodos y cestodos se deba al

mecanismo distribucién y metabolismo que sufren estos compuestos dentro del parasito.

Tabla 7.2. Aminoacidos presentes en las posiciones 167 y 200 para diferentes cestodos

Expr. |
Gen Em167 EmM200 Egl67 Eg200 Tso0l67 Tso0200 Mex1l67 Mex200 (O/IO)
0
tub-1 Phe Phe Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 21
tub-2 Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 100
tub-3 Phe Phe Phe Tyr Tyr Phe - - 26

Abreviaturas: (Em) E. multilocularis; (Eg) E. granulosus; (Tso) Taenia solium; (Mex) M. expansa.
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7.2. Construccion del modelo de B-tubulina
La basqueda de la plantilla de B-tubulina permitié identificar una serie de estructuras con alto
potencial de ser empleadas para la construccién de una estructura terciaria, varias de las

cuales se enlistan en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3. Listado de estructuras que podrian ser utilizadas como plantillas
Plantillas

Organismo

PDB Método Res. (A) | Subunidad
1FFX Rayos-X 3.95 B/D 1-445
Sus scrofa 1JFF Rayos-X 3.50 B 1-445
1TuB Rayos-X 3.70 B 1-427
1SAO0 Rayos-X 3.58 B/D 1-445
1SAl Rayos-X 4.20 B/D 1-445
1TVK Rayos-X 2.89 B 1-427
Bos taurus
172B Rayos-X 4.10 B/D 1-445
3DU7 Rayos-X 4.10 B/D 1-445
3E22 Rayos-X 3.80 B/D 1-445
3HKB Rayos-X 3.65 B/D 1-445
3HKC Rayos-X 3.80 B/D 1-445
3HKD Rayos-X 3.70 B/D 1-445
Ovis aries
3HKE Rayos-X 3.60 B/D 1-445
3N2G Rayos-X 4.00 B/D 1-445
3N2K Rayos-X 4.00 B/D 1-445

Nota: Algunas estructuras se descartaron debido a que provenian de modelos tedricos.

Todas las estructuras de los organismos reportados en la Tabla 7.3, a excepcion de aquellas
cuyo numero de aminoacidos es menor a 445, presentaron altos valores de ID al ser
comparadas con las secuencias de: T. spiralis (95.0%), G. intestinalis (88.0%), E. histolytica
(56.0%), E. multilocularis BT1 (92.0%), y F. hepatica BT2 (97.0%).
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Estos IDs concuerdan con los reportados para las isoformas tipo 2 de los mamiferos

reportados en la Tabla 7.1, los cuales se encuentran por arriba del 40% y pertenecen a
estructuras cristalizadas del mondmero de B-tubulina de algin mamifero, por lo que no fue
necesario recurrir al modelado de novo, ni al modelado por enhebrado de proteinas. Con
base en esta informacion, se decidié proceder a la busqueda del sitio de union con el
servidor I-TASSER, el cual logré identificar a dos estructuras de B-tubulina. La primera de
ellas fue el modelo creado por M.K. Robinson (PDB: 10J0?%), mientras que la segunda
pertenece al mamifero O. aries (PDB: 3N2G®') que expone un sitio de unién particular, al
presentar los principales aminoacidos de resistencia en helmintos (Figura 7.4). La estructura
3N2G mostré un ID menor al 90% con respecto a las secuencias de los parasitos, a
excepcion de T. spiralis, E. multilocularis y F. hepatica, por lo que se decidi6 emplear la
técnica de modelado por homologia para la generacion de todos los modelos, utilizando a la
subunidad D de la estructura 3N2G como plantilla. Es importante mencionar que esta
estructura no es la Unica que expone un sitio de union donde se encuentren los aminoacidos
de resistencia; sin embargo, en las otras estructuras, 3HKB, 3HKC, 3HKD, 3HKE y 3N2K, el
ingreso al sitio se encuentra mas limitado, lo que podria interferir durante el estudio de

acoplamiento.

Template proteins with similar binding site:

Rank Cscore'® PDB TM-score RMSD® IDEN® Cov. BSscore Lig. Download Predicted binding site residues in the model
Hit Name Complex

076 1sa0B 0932 177 08770972 183 GDP Download 10,11,1299,138,140,141,142,143,144 175,177 181 204 222 226
047 3du7D 0948 181 08870991 185 HOS Download 175,176,208,219 220,221 222

046 3e22B 0.931 180 08700972 192 TZT Download 11,1572,175,176,177 220,221,222 223

046 3n2gD 0949 179 08750991 179 G2N_Download 134,165]198,200J236 239 240,250,253 257 314,368 |

046 2hxfB 0927 220 08820991 181 TA1 Download 23,2627 227 228 231,234,270,272 273,274 276 358,359 360
046 3hkeB 0934 175 08700972 176 T13 Download 239243245 246 352 353

045 1o0A 0904 258 08680995 177 ALW Download 6,16,20,134,136,165,167 198,200,233 236,237 240 250 253 257
045 3hkeB 0934 175 08700972 159 T13 Download 239252253 256,257 350,352

043 1saDA 0934 174 03980977 163 MG Download 96,97,99,142,143

041 2btgB 0.871 176 03700911 171 S04 Download 10,11,141,144

OQO0OO0O0OOPRIOOO

O O N0 &= jJWw N —

_
o

Figura 7.4. Identificacion de los posibles sitios de union.

Un aspecto interesante de la estructura 3N2G es que el ligando con el que se encuentra co-
cristalizada (G2N), presente en el sitio de union identificado, posee un grupo carbamato de
etilo en su estructura. Esta similitud estructural con los carbamatos bencimidazolicos nos
permite suponer la facilidad de ingresar al sitio por parte de este grupo y la posible

conformacién que podrian adquirir para favorecer la union.
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(b)

Figura 7.5. (a) Acoplamiento de G2N en el sitio de union; (b) Cambio conformacional inducido por un ligando;

(c) Competencia de G2N con la colchicina por el sitio en la interfaz del heterodimero.>!

El ligando G2N (Figura 7.5a) tiene como mecanismo de accion la despolimerizacion e
inhibicibn de la polimerizacién de los microtibulos, al igual que los bencimidazoles 2-
carbamato de metilo. Esta inhibicibn se debe a que la molécula induce un cambio
conformacional en la interfaz del dimero sobre una de las asas (T7) del monémero 3,
reduciendo la interaccién con el monémero o y propiciando la generacion de la conformacion
curveada de la estructura heterodimérica (Figura 7.5b). Un heterodimero con esta
conformacién no tiene la capacidad de interaccionar con otro para formar un protofilamento,
0, en cuyo caso, propicia el proceso de despolimerizacion del extremo del microtibulo. Este
mecanismo es reversible ya que el movimiento constante del asa T7 permite la liberacion de
la molécula, contribuyendo asi con el ciclo de inestabilidad dinamica del microtubulo.
Adicionalmente, se sabe que el sitio expuesto también corresponde al sitio de unién de la
colchicina, por lo que Barbier y colaboradores reportan la existencia de inhibicion competitiva,
tal y como se muestra en la Figura 7.5¢.3%31:%°

Esta informacion es de gran relevancia debido a que la extrapolacion de dichos resultados a
un modelo de B-tubulina de parasito podria ayudar a proponer el posible sitio de union de los
carbamatos bencimidazélicos asi como a explicar la posible conformacion que adquiere el

grupo carbamato en el sitio y el mecanismo por el cual estos bencimidazoles promueven la
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despolimerizacion de los microtubulos. Por estas razones, es que fue importante emplear la

estructura de 3N2G_D como plantilla para la construccion de los modelos de p-tubulina.

En la Figura 7.6 se muestra el resultado de la comparacion secuencial y estructural de la -
tubulina de Prosthecobacter dejongeii (PDB: 2BTQ) con la de Ovis aries (PDB: 3N2G). El
alineamiento de las secuencias realizado con el programa CulstalO de UniProt registré un ID
del 36.2% (Figura 7.6a), mientras que la superposicién de las estructuras, realizada con
PyMOL, mostré un RMSD de 0.872 (Figura 7.6b), comprobando la existencia de una alta
similitud estructural entre la tubulina de ambos organismos. Este analisis demostro la validez
de seleccionar la técnica de modelado por homologia al cumplir con la suposicion de que dos
proteinas homdlogas comparten estructuras muy similares, puesto que el plegado proteico
esta evolutivamente mas conservado que la secuencia de aminoacidos que lo compone. Por
tanto, si la secuencia de B-tubulina de las bacterias presenta una estructura tridimensional
muy similar a la de los mamiferos con un ID < 40%, entonces podemos suponer que la
estructura de la B-tubulina de parasitos también sera muy parecida estructuralmente a la de
mamiferos ya que presenta un ID > 55%. Estos resultados respaldan el uso de estructuras
cristalizadas de mamiferos como plantilla en estudios de modelado por homologia de B-

tubulina de parasitos.

-
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240 LRFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQQMFDSKNM 299 3N2G:D
240 LRFPGKLNTDLSEFVTNLVPFPGNHFLTASFAPMRGAGQEGQVRTNF] PDLARETFAQDNF 299 2BTQ:B

FERRX AR AR 2. R KRR RK,  KRE: | X . LR R LA

300 MAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLNVQNKNSSYFVEWIP--NNVKTAVCDIP 357 3N2G:D
300 TAAIDUQQGVYLAASALRGDVKAKDVDEN’HATIRKSL--N"IASYT{PASGGLKLGYAETA 357 2BTQ:B

BE X o oF FX: K. EXE o K. RER X aaa 3 e
358 PRGLKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMND 417 3N2G:D
358 PEGFASSGLALVNHTGIAAVFERL IAQDIHP‘DMYHWYENAGVSRDMRNQIAT 417 2BTQ:B

X E: K, R KR E i F:k: KK KR K. REE  K: . s::F s
418 LVSEYQQYQDATADEQGEFEEEEGEDEA 445 3N2G:D
418 LAQSYR---DAS ---------------- 426 2BTQ:B

%,

Identical positions 162
Identity 36.161%
Similar positions 163
Program clustalo
(a) (b)

Figura 7.6. Comparacién entre las secuencias aminoacidicas (a) y superposicion de la proteina 2BTQ_B (roja)
y la 3N2G_D (azul) (b).
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7.2.1. Modelado por homologia
En la Tabla 7.4 se reporta un resumen de los resultados de validacion de las estructuras
obtenidas al modelar la secuencias aminoacidicas de los parasitos seleccionados con el

programa Modeller 9v10 usando como plantilla a la estructura 3N2G_D.

Tabla 7.4. Modelos de la B-tubulina de parasito obtenidos con Modeller 9v10

. No. RMSD Ramachandran plot (%)
Organismo QMEANscore | Z-score L S
Modelo (R) = P G NP
1 0.617 -1.769 | 0.135 | 86.6 9.7 2.7 1.1
— 28 0.622 -1.717 | 0.126 | 86.6 9.9 2.4 1.1
richinella
ol 3 0.610 -1.858 | 0.129 | 85.8 10.8 2.4 1.1
spiralis
> 4 0.605 -1.918 | 0.137 | 86.0 10.2 2.4 1.3
5 0.604 -1.924 | 0.126 | 86.8 9.1 3.0 1.1
1 0.606 -1.898 | 0.132 | 85.5 11.3 1.9 1.3
- 2 0.609 -1.867 | 0.136 | 86.0 11.3 1.3 1.3
Giardia =
_ o 3 0.620 -1.739 | 0.128 | 85.2 11.3 2.7 0.8
intestinalis -
4 0.627 -1.650 0.127 | 85.8 11.3 1.9 1.1
52 0.619 -1.745 | 0.144 | 86.0 10.5 2.4 1.1
1 0.657 -1.296 | 0.123 | 84.1 11.1 2.9 1.9
. . 28 0.668 -1.163 | 0.126 | 84.7 11.4 2.4 1.6
ntamoeba
_ _ 3 0.639 -1.515 | 0.129 | 83.1 13.0 2.4 1.6
histolytica =
4 0.672 -1.119 | 0.128 | 84.4 11.4 2.6 1.6
52 0.639 -1.517 | 0.120 | 83.9 12.2 2.6 1.3
12 0.618 -1.757 0.145 | 85.0 11.0 2.9 1.1
_ 2 0.643 -1.470 | 0.128 | 86.6 9.7 2.4 1.3
Echinococcus 32 0.621 -1.720 | 0.146 | 86.1 10.5 2.4 1.1
multilocularis ' : ' : ' : '
4 0.627 -1.648 | 0.139 | 86.3 10.2 2.1 1.3
52 0.619 -1.753 | 0.126 | 87.1 10.2 1.9 0.8
1 0.614 -1.804 | 0.137 | 86.8 9.7 2.2 1.3
_ 28 0.646 -1.427 | 0.130 | 86.3 11.0 1.6 1.1
Fasciola -
_ 3 0.585 -2.155 | 0.131 | 86.8 9.7 2.2 1.3
hepatica -
4 0.635 -1.564 | 0.137 | 85.8 10.2 3.0 1.1
52 0.620 -1.736 | 0.143 | 85.8 11.3 1.9 1.1

Notas: (a) Modelos cuyo sitio de unidn se encontrd cerrado después de la optimizacion. Regiones del diagrama
de Ramachandran: (F) Favorecida; (P) Permitida; (G) Generosamente Permitida & (NP) No Permitida.
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Para obtener un modelo confiable, primero fue necesario generar varios modelos con

diferentes servidores, tomando como referencia a la secuencia de T. spiralis (Apéndice 4).
Los modelos generados fueron analizados con el servidor PROCHECK, en donde se
encontrd que el programa Modeller 9v10 construyé los mejores modelos al poseer un Z-score
proximo a cero (> -2.000), un bajo RMSD (< 0.140 A), un QMEANScore cercano a uno y un
valor de confiabilidad del diagrama de Ramachandran superior al 90%, asi como también de
identificé que algunos de ellos exponian el sitio de unién de interés. Una vez seleccionado el
programa se procedid a la generacion de los modelos de B-tubulina de los parasitos
restantes, para los cuales los resultados de la validacion se encuentran reportados en la
Tabla 7.4 y en el Apéndice 5 del presente trabajo, en cuyos esquemas y graficos se logran
observar, de manera general, los siguientes aspectos:

e El diagrama del Z-score permitio asegurar la existencia de una relacion estructural de
los modelos con respecto a la base de datos de estructuras, y cuya desviacion en los
valores se debe principalmente a la baja resolucion de la plantilla (4.0A).

e El esquema de errores por residuo permitié visualizar aquellas regiones por las cuales
el modelo present6 variaciones en los valores de validacion. En general se observa
gue las regiones en rojo (mayor error estructural) se localizan principalmente en las
asas y giros de la estructura, mientras que las zonas en azul (menor error estructural)
se encuentran conformando la parte interna de la estructura.

e El grafico DOPE demostrd la existencia de complementariedad entre la plantilla y los
modelos generados, a excepcion del caso de E. histolytica, donde hubo mayor nimero
de variaciones debido a la baja identidad secuencial que posee con O. aries.

e En el diagrama de Ramachandran se observo la distribucion de los aminoacidos en los
cuatro cuadrantes que corresponden a la conformacion estructural de los modelos
generados. En éste se representan cuatro regiones clasificadas por letras segun el
tipo de conformacion angular que adquiere cada aminoacido, a excepcion de la glicina
y la prolina. La region favorecida (A,B,L) se presenta en rojo y refiere a los
aminoacidos con orientaciones angulares estables en el modelo, mientras que las
regiones permitidas (a,b,l,p) y generosamente permitidas (~a,~b,~l,~p) se representan
en amarillo y beige, respectivamente, mostrando a aquellos aminoacidos cuyas
conformaciones angulares estan dentro de los parametros aceptables. Finalmente la

region no permitida se encuentra representada en color blanco. En este caso de
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estudio, los aminoacidos que conforman las asas y los aminoacidos superficiales

presentaron conformaciones angulares no permitidas y se localizan en la regién
blanca. Con este diagrama se comprob6 de manera gréfica lo observado
anteriormente, en donde los aminoacidos no permitidos del diagrama de

Ramachandran estan sefalizados en las regiones rojas del esquema de errores.

La superposicion representada en Figura 7.7 demuestra que los modelos generados poseen
una alta similitud estructural entre ellos y con la pB-tubulina de Ovis aries. Esto también nos
permite considerar que las diferencias en la afinidad por los bencimidazoles se deberan
principalmente a modificaciones en los residuos de aminoacidos y no a causa de

modificaciones en la estructura terciaria del monémero en cuestion.

Figura 7.7. Superposicién de los modelos de T. spiralis (salmén), G. intestinalis (verde), E. histolytica (cian), E.

multilocularis (parpura), F. hepatica (amarillo) y O. aries (gris).

Una vez que se construyeron y validaron los diferentes modelos, se procedi6 a realizar un
analisis secuencial que permitié identificar el sitio de uniéon con base en los aminoacidos de
resistencia. El sitio propuesto, para los 6 modelos, incluido el de mamifero, estd conformado
por varios aminoacidos altamente conservados que presentan caracteristicas hidrofobicas
(L240, L250, L253 y F266) e hidrofilicas (Y50, T237 y N256). Adicionalmente, se encontraron
aminoacidos que presentan caracteristicas muy similares y con alta variabilidad, pero cuya
significancia es baja debido a la lejania del sito (AA: 163, 314, 316, 350 y 368).
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Figura 7.8. (a) Principales aminoacidos en el sitio de unién del modelo de T. spiralis. (b) Comparacion de los

aminoacidos que constituyen el sitio de unidén en los diferentes modelos.

El sitio de unidn propuesto (Figura 7.8) presenta aminoécidos con alta tasa de mutacion entre
los organismos seleccionados, dentro de los cuales se encuentran los aminoacidos de
resistencia en helmintos (167, 198 y 200), y los aminoacidos 134 y 165, los cuales han
presentado mutaciones de resistencia a carbamatos bencimidazélicos en algunas especies
de hongos.?? Estas cinco posiciones se encuentran representadas en la Figura 7.9 para los 6
modelos de organismos. Ademas, cabe mencionar que estos aminoacidos presentan una
alta similitud estructural, sin embargo, las diferencias en sus propiedades electrénicas y
estéricas podrian representar los principales factores que modifican la afinidad de los

bencimidazoles al sitio.
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Figura 7.9. Principales amino&cidos en el sitio de unién de los modelos de T. spiralis (a), G. intestinalis (b),

E. multilocularis (c), E. histolytica (d), F. hepatica (e) y O. aries (f).
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7.3. Acoplamiento molecular

Esta herramienta computacional se empled para estudiar las posibles conformaciones que
podrian adquirir los carbamatos bencimidazdlicos al acoplarse en el sitio de union propuesto.
Adicionalmente, permitié identificar las causas de las diferencias de afinidad de estas
moléculas en los diferentes organismos, asi como las caracteristicas estructurales de mayor
relevancia en la interaccion farmaco-receptor. Ademas de los carbamatos bencimidazdlicos,
se evaluaron, por esta metodologia, otros derivados bencimidazdlicos, no carbamatos de
metilo, que se cree pueden estar actuando a este nivel y que podrian unirse al mismo sitio;
sin embargo, para estos derivados no existen reportes de resistencia y/o confirmacion del
mecanismo de accion, por lo que se han estudiado con el Unico fin de comparar dichas
estructuras y conformaciones con las de los carbamatos bencimidazdlicos. El estudio de
acoplamiento también fue realizado con el fin de identificar la posible cercania del sitio
propuesto con el sitio de la colchicina, de tal forma que se pueda establecer un posible
mecanismo de inhibicibn competitiva, y, por consiguiente, poder correlacionar dichos
resultados con lo reportado por Barbier y colaboradores con el fin de exponer un posible
mecanismo de despolimerizacién de los microtibulos.®

Adicionalmente, se generaron tres modelos de T. spiralis con las mutaciones puntuales
reportadas hasta el momento, denominando WT (silvestre) al modelo original sin mutaciones,
mientras que a los nuevos modelos se les nombré seguin la mutacidn que presentasen
(F167Y, E198A y F200Y). Este estudio permiti6 proponer las posibles causas por las que

dichas mutaciones generan resistencia en los helmintos.

7.3.1. Acoplamiento molecular con modelos silvestres
En las Tablas 7.5 a 7.10 se presentan los resultados de las energias de union del
acoplamiento de los diferentes farmacos antiparasitarios al sitio de unién propuesto. En cada
modelo se identificaron y seleccionaron a aquellos acoplamientos que obtuvieron la menor
energia, lo que implica una mayor afinidad por el sitio, para posteriormente ser comparados
con las conformaciones de los otros derivados, y asi poder definir los acoplamientos
preferenciales. Adicionalmente, se muestran algunas de las imagenes de los acoplamientos
gue permiten identificar las principales interacciones de los bencimidazoles con el sitio, asi
como también ejemplifican la importancia de las diferencias estructurales presentes en los

diferentes parasitos.
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a) Trichinella spiralis

Tabla 7.5. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Trichinella spiralis

Moléculas
cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
CBz -7.05 -6.86 -7.05 -6.86
ABZ -7.70 -7.41 -7.44 -7.45
ABZSO (+) -7.90 -7.76 -7.84 -7.84
ABZSO (-) -7.70 7.47 -8.03 -7.98
MBZ -8.73 -9.08 -8.88 -8.65
FBZ -8.76 -8.63 -8.69 -8.58
FBZSO (+) -9.02 -8.63 -8.90 -8.81
FBZSO (-) -8.96 -8.90 -9.15 -9.01
OBZ -7.41 -6.98 -6.92 -6.93
PBZ -7.93 -1.74 -7.41 -7.25
LBZ -9.41 -9.29 -8.34 -8.31
NZ -8.83 -8.95 -8.57 -8.57
FPA1 -7.35 -7.48 -7.11 -7.37
FPA2 -7.60 -7.51 -6.91 -7.38
GNV-ABZ -6.40 -6.09
GNV-MBZ -7.58 -71.27
TCBZ -7.65 -7.81

e X
R

Figura 7.10. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazoélicos en la B-tubulina de T. spiralis.
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o = ﬂ 239 \\ : ;:‘
_ q
FPA1 (azul) y FPA2 (dorado) GNV-MBZ (verde) y TCBZ (morado)

Figura 7.11. Representacion de algunos acoplamientos dentro de la B-tubulina de T. spiralis.

En este modelo se puede observar un acoplamiento preferencial por las estructuras con el
isbmero cis del carbamato, lo que facilita la formacion de un puente de hidrogeno de este
grupo con el residuo de Thr165. Ademas, se observa que los ligandos con grupos aceptores
de puentes de hidrogeno en el sustituyente interaccionan con el residuo Cys239 mediante la

formacién de un puente de hidrégeno, favoreciendo a su vez la formacion del tautémero 1,5.
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b) Giardia intestinalis

Tabla 7.6. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Giardia intestinalis

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

-6.87 -6.92 -6.87 -6.92
ABZ -6.92 -7.50 -8.18 -8.18
ABZSO (+) -8.35 -8.49 -8.51 -8.73
ABZSO (-) -7.33 -7.69 -8.45 -8.57
MBZ -8.78 -8.09 -8.63 -9.08
FBZ -8.72 -8.11 -8.74 -8.60
FBZSO (+) -8.72 -8.99 -9.03 -8.66
FBZSO (-) -8.47 -8.34 -9.03 -9.16
OBZ -6.95 -6.96 -7.63 -7.58
PBZ -7.35 -7.74 -8.06 -8.10
LBZ -9.14 -8.91 -8.30 -9.25
NZ -8.96 -8.66 -8.80 -9.10
FPA1L -7.58 -7.68 -8.20 -7.94
FPA2 -7.89 -7.96 -7.33 -7.45
GNV-ABZ -6.03 -6.04
GNV-MBZ -7.45 -8.01
TCBZ -8.00 -8.56

Figura 7.12. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazolicos dentro de la B-tubulina de G. intestinalis.
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Figura 7.13. Representacion de algunos acoplamientos dentro de la B-tubulina de G. intestinalis.

A diferencia de T. spiralis, en G. intestinalis se favorecié la conformacion trans del grupo
carbamato durante el acoplamiento. La alta similitud estructural del sitio de unién de ambos
parasitos permite suponer que la diferencia conformacional se debe a la orientacion del los
aminoacidos Glul98 y Cys239. La ausencia en la interaccion del sustituyente en 5 del
bencimidazol con la cavidad se debid a que se produjo un giro de 180° del residuo Cys239
con respecto a la cadena principal, propiciando la preferencia por el tautémero 1,6.
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c) Echinococcus multilocularis

Tabla 7.7. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Echinococcus multilocularis

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

-6.61 -6.65 -6.61 -6.65
ABZ -7.62 -7.75 -7.42 -7.55
ABZSO (+) -7.88 -7.98 -7.67 -7.70
ABZSO (-) -7.53 -7.87 -7.65 -7.74
MBZ -8.48 -8.93 -8.94 -8.84
FBZ -8.50 -8.52 -8.81 -8.23
FBZSO (+) -8.83 -8.65 -8.86 -9.02
FBZSO (-) -8.45 -7.96 -8.98 -9.07
OBZ -7.07 -7.36 -6.83 -7.05
PBZ -7.58 -7.51 -7.33 -7.47
LBZ -8.81 -8.82 -9.06 -8.84
NZ -8.99 -8.98 -8.64 -8.14
FPAL -7.48 -7.58 -7.95 -8.05
FPA2 -7.45 -7.30 -7.25 -7.36
GNV-ABZ -5.88 -5.99
GNV-MBZ -7.59 -7.50
TCBZ -7.73 7.72

Q134

Figura 7.14. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazoélicos dentro de la B-tubulina de E. multilocularis
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Figura 7.15. Representacion de algunos acoplamientos dentro de la B-tubulina de E. multilocularis.

Para E. multilocularis el grupo de estructuras que presentdé mayor numero de acoplamientos

preferenciales fue el isGmero trans. El aumento en la energia de union se puede deber

principalmente a la perdida de interaccidén con el aminoacido 165, puesto que la asparagina,

a pesar de que posee la propiedad de ser donador de puentes de hidrogeno, presenta una

orientacion estructural desfavorable para interaccionar directamente con el bencimidazol.
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d) Entamoeba histolytica

Tabla 7.8. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Entamoeba histolytica

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
-5.86 -5.64 -5.86 -5.64
ABZ -6.24 -6.30 -6.41 -6.47
ABZSO (+) -6.90 -6.83 -6.80 -6.61
ABZSO (-) -6.56 -6.40 -6.73 -6.54
MBZ -7.58 -8.17 -7.56 -8.01
FBZ -7.49 -7.45 -7.73 -7.39
FBZSO (+) -8.19 -7.78 -7.92 -7.59
FBZSO (-) -8.32 -7.78 -7.82 -7.58
OBZ -5.60 -5.73 -5.62 -5.69
PBZ -6.22 -6.17 -6.39 -6.46
LBZ -7.55 -7.30 -7.38 -7.66
NZ -7.67 -7.97 -7.45 -7.52
FPA1 -6.97 -6.74 -6.72 -6.54
FPA2 -6.56 -6.89 -6.59 -7.62
GNV-ABZ -6.17 -6.51
GNV-MBZ -8.17 -8.03
TCBZ -8.11 -8.25

Q@164

8239 ;‘

Figura 7.16. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazolicos dentro de la B-tubulina de E. histolytica.
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e) Fasciola hepatica

Tabla 7.9. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Fasciola hepatica

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

-5.39 -6.08 -5.39 -6.08
ABZ -5.89 -5.98 -5.85 -5.85
ABZSO (+) -6.53 -6.80 -6.54 -6.66
ABZSO (-) -6.57 -6.62 -6.47 -6.62
MBZ -7.34 -7.47 -7.97 -7.78
FBZ -6.98 -7.13 -7.07 -6.90
FBZSO (+) -7.76 -8.04 -7.37 -7.43
FBZSO (-) -7.42 -7.11 -7.27 -7.35
OBZ -6.18 -5.90 -5.54 -5.80
PBZ -5.78 -5.94 -5.74 -5.84
LBZ -7.55 -7.72 -6.98 -7.25
NZ -8.08 -7.44 -8.23 -7.11
FPA1L -6.26 -6.34 -5.84 -5.82
FPA2 -5.67 -6.08 -6.16 -6.32
GNV-ABZ -4.96 -5.13
GNV-MBZ -6.80 -6.94
TCBZ -7.17 -7.18

Figura 7.17. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazolicos dentro de la B-tubulina de F. hepatica.
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En el caso de E. histolytica no se observé preferencia por alguna conformacién en especifico,

debido a que la mayoria de las moléculas se acoplan en la parte externa del sitio. Esta
diferencia en la afinidad se debe principalmente a la presencia del amino&cido 11€198, por lo
gue se descarta la posibilidad de formar puentes de hidrogeno que estabilicen a la molécula
en el interior, como sucedio en los casos anteriores. Ademas, se observa que las moléculas
FPAl1 y FPA2, asi como los GNVs, presentan una mayor afinidad por el sitio que las
estructuras originales (ABZ y MBZ).

Para F. hepatica se observa una tendencia por la conformacién trans de los carbamatos, sin
embargo las energias son mayores a las de los otros organismos, y muy similares a las de E.
histolytica. Para este caso se esperaba un aumento en la afinidad del TCBZ, por lo que se
podria estar hablando de otro posible sitio de union para este tipo de derivado
bencimidazolico no carbamato de metilo. Referente a las isoformas de B-tubulina
pertenecientes a este organismo, se puede decir que las variaciones de afinidad se pueden
deber principalmente al nivel de expresidbn de estas, ya que, como Se menciond
anteriormente, dos isoformas (BT4 y BT6) podrian ser mas susceptibles a los carbamatos

bencimidazoélicos.

FPA1 (azul) y FPA2 (dorado) GNV-MBZ (verde) y TCBZ (morado)

|
| N256
E198

Y200

MBZ (verde), NZ (purpura) y OBZ (café) TCBZ

Figura 7.18. Representacion de algunos acoplamientos dentro de la B-tubulina de E. histolytica y F. hepatica.
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f) Ovis aries

Tabla 7.10. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de Ovis aries

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
-7.04 -7.21 -7.04 -7.21
ABZ -7.44 -7.54 -7.35 -7.36
ABZSO (+) -7.08 -7.86 -7.62 -7.80
ABZSO (-) -7.11 -7.84 -1.72 -7.98
MBZ -8.54 -8.98 -9.00 -8.52
FBZ -8.68 -8.27 -8.51 -8.59
FBZSO (+) -8.53 -8.62 -8.85 -8.98
FBZSO (-) -8.57 -8.51 -8.94 -8.99
OBZ -6.93 -7.12 -6.86 -6.99
PBZ -7.37 -71.27 -7.20 -7.40
LBZ -8.17 -8.49 -8.03 -8.84
NZ -8.80 -8.80 -8.42 -8.54
FPAl -6.32 -7.65 -6.32 -7.40
FPA2 -6.62 -7.34 -7.44 -7.41
GNV-ABZ -6.02 -5.86
GNV-MBZ -7.04 -6.95
TCBZ -7.43 -7.73

€239 ¢
i

Figura 7.19. Superposicion de los carbamatos béncimidazélicos dentro de la B-tubulina de O. aries.
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LBZ (naranja) ABZSO (+) (magenta) y ABZSO (-) (amarillo)

MBZ (verde) y NZ (parpura) ABZ (cian), OBZ (café) y PBZ (violeta)

N256
E198 |

FPA1 (azul) y FPA2 (dorado) GNV-MBZ (verde) y TCBZ (morado)

Figura 7.20. Representacién de algunos acoplamientos dentro de la B-tubulina de O. aries.

Los acoplamientos obtenidos en el modelo de O. aries presentaron energias muy similares a
las de los organismos susceptibles, principalmente al de E. multilocularis, con cual el cual
difiere en el aminoacido 200. Por lo que la afinidad podria ser independiente de las
interacciones que este aminoacido presenta en el sitio. Ademas, estos resultados también

podrian explicar la causa de que los carbamatos bencimidazélicos se unan con menor

afinidad a la B-tubulina de mamiferos.
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g) Todos los organismos

Tabla 7.11. Resumen de los resultados del acoplamiento molecular obtenidos en cada modelo estudiado

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas Susceptibles Resistentes
Ts Gi Em Eh Fh Oa

CBz -7.05 -6.92 -6.65 -5.86 -6.08 -7.21
ABZ -7.70 -8.18 -7.75 -6.47 -5.98 -7.54
ABZSO (+) -7.90 -8.73 -7.98 -6.90 -6.80 -7.86
ABZSO (-) -8.03 -8.57 -7.87 -6.73 -6.62 -7.98
MBZ -9.08 -9.08 -8.93 -8.17 -7.97 -8.98
FBZ -8.76 -8.74 -8.81 -7.73 -7.13 -8.68
FBZSO (+) -9.02 -9.03 -9.02 -8.19 -8.04 -8.98
FBZSO (-) -9.15 -9.16 -9.07 -8.32 -1.42 -8.99
OBZ -7.41 -7.63 -7.36 -5.73 -6.18 -7.12
PBZ -7.93 -8.10 -7.58 -6.46 -5.94 -7.40
LBZ -9.41 -9.25 -9.06 -7.66 -1.72 -8.84
NZ -8.95 -9.10 -8.99 -7.97 -8.23 -8.80
FPAl -7.48 -8.20 -8.05 -6.97 -6.34 -7.65
FPA2 -7.60 -7.96 -7.45 -7.62 -6.32 -7.44
GNV-ABZ -6.40 -6.04 -5.99 -6.51 -5.13 -6.02
GNV-MBZ -7.58 -8.01 -7.59 -8.17 -6.94 -7.04
TCBZ -7.81 -8.56 -7.73 -8.25 -7.18 -7.73

Con base en los resultados anteriores, podemos afirmar que la afinidad de los derivados
bencimidazolicos por el sitio de unién propuesto se debe principalmente a la interaccion de
los hidrégenos de los nitrégenos del anillo de imidazol y del carbamato, con el Glu198. La
importancia de la interaccion con este grupo se puede definir en los resultados obtenidos con
el modelo de E. histolytica, en donde se observa claramente que hubo una disminucién en
afinidad por el sitio de union debido a la pérdida de esta interaccion. Ademas, se encontro
gue, en la mayoria de los casos, la interaccion con el NH del anillo de imidazol es mas
importante que la que se forma con el carbamato, esto basado en los resultados obtenidos
con las moléculas FPAl y FPA2. Este analisis concuerda con los resultados biologicos

reportados por Jaime Pérez Villanueva.®
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Adicionalmente, se pudieron observar interacciones complementarias para la estabilizacion

de los derivados bencimidazolicos en el sitio, dentro de las cuales se encuentran
principalmente a los aminoacidos de las posiciones 165 y 239. Los aminoacidos en estas
posiciones presentaron, en todos los organismos, la propiedad de ser donadores de puentes
de hidroégeno, cuya funcion se vio limitada por la conformacién espacial adquirida por el
residuo. Para el caso de los organismos susceptibles, cuya variacion del sitio de union es
debida principalmente a modificaciones en estas posiciones, se evaluaron las combinaciones
posibles para determinar cuél de las interacciones complementarias era mas importante. En
el modelo de T. spiralis se evaluaron ambas interacciones, en donde se observd que la
interaccion del sustituyente de la posicion 5 del bencimidazol con la Cys239 permitié la
aproximacion del carbonilo del carbamato al aminoacido Thrl65, favoreciendo la formacion
del puente de hidrogeno. El modelo de G. intestinalis permiti6 comprobar que la falta de
interaccidon con el aminoacido Cys239 no afecta la estabilidad de la molécula en el sitio, pero
si favorece que el carbamato bencimidazélico adquiera la conformacion tautomérica 1,6. De
forma complementaria, en el caso del modelo de E. multilocularis, ningun derivado
interacciond con la Aspl65, pero si con la Cys239, favoreciendo la tautomeria 1,5. Dada la
alta similitud en la energia de union de los diferentes derivados bencimidazdlicos en los
modelos de organismos susceptibles, podemos inferir que estas interacciones
complementarias no son determinantes para la unién del bencimidazol al sitio, sin embargo,
podrian explicar las diferencias de afinidad dentro de los grupos susceptibles.

En cuanto a la conformacion estructural mas favorecida, se puede afirmar que el isémero cis
y trans del carbamato se pueden encontrar en proporciones similares durante un
acoplamiento, dado que ambas permiten la exposicién de un grupo aceptor de puentes de
hidrogeno para la interaccion con el aminoacido 165, en caso de ser posible. Sin embargo, el
isbmero trans es energéticamente mas estable, por lo que en la mayoria de los
acoplamientos se favorecid su conformacién. En el caso de los tautomeros 1,5y 1,6, su
incidencia se debid principalmente a la presencia o ausencia de interaccion que presenta el
derivado bencimidazdlico con el aminoacido 239.

Las moléculas ABZSO (-) y FBZSO (-) presentaron, en la mayoria de los casos, un mejor
acoplamiento que su analogo enantiomérico y que la molécula original. No obstante, este
acoplamiento es desfavorable desde el punto de vista metabdlico, puesto que dicho
enantiomero es mas propenso a sufrir la segunda oxidacion para formar la sulfona, lo que

aumenta la rapidez de su eliminacion y disminuye la probabilidad de que se una al sitio.
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7.3.2. Acoplamiento molecular con mutaciones de resistencia
Para realizar el andlisis de resistencia se tomo como modelo de estudio a la estructura de T.
spiralis, dado que este organismo presenta un alto ID en relacion a las isoformas BT1 y BT2
de H. contortus, a las cuales se les han identificado las tres mutaciones y se han registrado
en el NCBI las de las posiciones 198 y 200, con confirmacion experimental de la resistencia.
Adicionalmente, este estudio permitira comprobar si dichas mutaciones afectarian la afinidad
de los bencimidazoles en cualquier organismo en las que se presentasen. En la Figura 7.21
se representan las modificaciones estructurales en el sitio de union al sufrir las mutaciones

gue se encuentran relacionadas con el mecanismo de resistencia.

Figura 7.21. Principales amino&cidos presentes en el sitio de unién en los modelos de T. spiralis: (a) WT,
(b) F167Y, (c) E198A y (b) F200Y.
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a) Mutaciéon F167Y

Tabla 7.12. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de T. spiralis con la mutaciéon F167Y

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
-6.86 -6.74 -6.86 -6.74
ABZ -71.57 -7.44 -7.43 -7.46
ABZSO (+) -8.33 -8.13 -7.63 -8.02
ABZSO (-) -6.38 -7.59 -7.90 -7.92
MBZ -8.22 -8.98 -8.62 -8.62
FBZ -8.38 -8.45 -8.60 -8.36
FBZSO (+) -8.92 -8.80 -8.80 -8.80
FBZSO (-) -8.34 -8.47 -8.97 -8.96
OBZ -71.27 -7.06 -6.93 -6.82
PBZ -7.82 -7.56 -7.23 -7.28
LBZ -8.10 -8.41 -8.65 -8.49
NZ -8.57 -8.82 -8.71 -8.65
FPA1 -6.33 -7.58 -7.15 -7.51
FPA2 -6.89 -7.50 -6.15 -7.10
GNV-ABZ -6.11 -5.75
GNV-MBZ -7.32 -7.09
TCBZ -7.67 -6.54

Q134 \

Figura 7.22. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazoélicos dentro de la B-tubulina.
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b) Mutacion E198A

Tabla 7.13. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de T. spiralis con la mutacién E198A

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
-5.49 -5.32 -5.49 -5.32
ABZ -6.15 -6.57 -6.59 -6.60
ABZSO (+) -6.57 -6.90 -7.20 -7.22
ABZSO (-) -6.37 -6.95 -7.04 -6.70
MBZ -7.59 -8.18 -7.79 -8.14
FBZ -7.61 -7.44 -8.00 -7.80
FBZSO (+) -7.79 -7.81 -7.89 -8.25
FBZSO (-) -7.73 -7.82 -7.97 -8.16
OBZ -5.63 -5.99 -6.21 -6.03
PBZ -6.26 -6.58 -6.50 -6.52
LBZ -7.65 -7.45 -7.66 -7.69
NZ -7.44 -7.87 -7.99 -7.97
FPA1 -6.49 -6.82 -6.60 -6.93
FPA2 -6.49 -6.51 -6.37 -6.93
GNV-ABZ -5.98 -5.95
GNV-MBZ -7.69 -7.90
TCBZ -7.96 -7.96

Figura 7.23. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazélicos dentro de la B-tubulina.
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c) Mutacién F200Y

Tabla 7.14. Resultados del acoplamiento molecular en el modelo de T. spiralis con la mutacién F200Y

AGnisn (kcal/mol)

Moléculas

cis-1,5 trans-1,5 cis-1,6 trans-1,6
-7.03 -6.94 -7.03 -6.94
ABZ -7.66 -7.55 -7.36 -7.31
ABZSO (+) -7.40 -8.18 -7.82 -8.09
ABZSO (-) -71.72 -7.73 -7.91 -7.87
MBZ -7.61 -9.22 -9.00 -8.60
FBZ -8.99 -8.78 -8.97 -8.35
FBZSO (+) -7.99 -9.13 -8.42 -8.84
FBZSO (-) -7.91 -8.70 -8.83 -9.25
OBZ -7.33 -7.17 -6.88 -6.93
PBZ -7.13 -7.91 -7.37 -7.23
LBZ -8.84 -8.64 -7.01 -8.39
NZ -9.08 -8.77 -8.41 -8.67
FPA1 -6.74 -71.54 -7.07 -7.55
FPA2 -5.96 -7.23 -6.66 -6.53
GNV-ABZ -6.16 -5.94
GNV-MBZ -7.31 -6.88
TCBZ -7.13 -7.40

N256

’ N

Figura 7.24. Superposicion de algunos carbamatos bencimidazélicos dentro de la B-tubulina.
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d) Comparacion del efecto de las mutaciones

Tabla 7.15. Resumen de resultados del acoplamiento molecular en los modelos de T. spiralis

AGnisn (kcal/mol)

Molécula

WT F167Y E198A F200Y
-7.05 -6.86 -5.49 -7.03
ABZ -7.70 -7.57 -6.60 -7.66
ABZSO (+) -7.90 -8.33 -7.22 -8.18
ABZSO (-) -8.03 -7.92 -7.04 -7.91
MBZ -9.08 -8.98 -8.18 -9.22
FBZ -8.76 -8.60 -8.00 -8.99
FBZSO (+) -9.02 -8.80 -8.25 -9.13
FBZSO (-) -9.15 -8.97 -8.16 -9.25
OBZ -7.41 -6.93 -6.21 -7.33
PBZ -7.93 -7.82 -6.58 -7.91
LBZ -9.41 -8.65 -7.69 -8.84
NZ -8.95 -8.82 -7.99 -9.08
FPA1L -7.48 -7.58 -6.93 -7.55
FPA2 -7.60 -7.50 -6.93 -6.66
GNV-ABZ -6.40 -6.11 -5.98 -6.16
GNV-MBZ -7.58 -7.32 -7.90 -7.31
TCBZ -7.81 -7.67 -7.96 -7.40

Basado en los resultados mostrados en la Tabla 7.15, podemos confirmar la importancia de
la presencia del residuo de glutamato en la posicion 198 para la interacciéon de los
carbamatos bencimidazolicos con el sitio de union. En el caso de las mutaciones en las
posiciones 167 y 200, se puede observar una alta similitud energética con respecto al modelo
del organismo silvestre, por lo que el mecanismo de resistencia que inducen estas
mutaciones no es debido a las interacciones, tal y como se habia confirmado con el modelo
de O. aries. Para evaluar todos los factores que modifican el acoplamiento a causa de las
mutaciones en las posiciones 167 y 200, se decidid realizar un analisis comparativo del
tamano del cluster (CS, por sus siglas en inglés), el cual nos permite conocer la probabilidad

de que cierto derivado bencimidazoélico adquiera dicha conformacion, y el namero de
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acoplamientos fuera del sitio propuesto (AFS), y asi tener una aproximacion de la facilidad

con la que la molécula se introduce al sitio propuesto.

Tabla 7.16. Resumen de resultados del acoplamiento molecular en los modelos de T. spiralis

Molécula AGynisn AES | AGunion AGynisn

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
CBz -7.05 9 3 -6.86 7 1 -7.03 12 3
ABZ -7.70 11 7 -7.57 7 13 -7.66 5 15
ABZSO (+) -7.90 7 9 -8.33 5 13 -8.18 1 16
ABZSO () -8.03 9 9 -7.92 4 15 -7.91 2 17
MBZ -9.08 18 1 -8.98 14 5 -9.22 15 5
FBZ -8.76 8 9 -8.60 8 12 -8.99 4 13
FBZSO (+) -9.02 5 6 -8.80 7 9 -9.13 8 11
FBZSO () -9.15 13 7 -8.97 6 11 -9.25 8 3
OBz -7.41 14 4 -6.93 3 11 -7.33 8 10
PBZ -7.93 14 6 -7.82 7 8 -7.91 13 6
LBZ -9.41 6 11 -8.65 4 14 -8.84 3 12
NZ -8.95 14 1 -8.82 11 5 -9.08 3 14
FPAL -7.48 12 4 -7.58 5 9 -7.55 2 16
FPA2 -7.60 1 16 -7.50 S 12 -6.66 1 18
GNV-ABZ -6.40 11 9 -6.11 3 1 -6.16 2 4
GNV-MBZ -7.58 9 4 -7.32 5 7 -7.31 3 10
TCBZ -7.81 2 13 -7.67 1 14 -7.40 2 14

En la Tabla 7.16 se muestran los resultados al considerar los nuevos parametros
comparativos, en donde se seleccionaron las moléculas del grupo que cumplieron con al
menos dos de los tres parametros: poseer una menor energia de union, un mayor tamafio de
clister o un menor niumero de acoplamientos fuera del sitio. Esta comparacion permitio
comprobar que existe una mayor afinidad por el sitio de unién de la estructura silvestre; asi
como también permitio identificar al efecto estérico como posible causa de la diferencia de

dicha afinidad al observar que varios de los acoplamientos, en las estructuras mutantes, se
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encuentran fuera del sitio propuesto. Adicionalmente, se propone que el efecto inhibitorio

puede deberse principalmente al mecanismo de apertura y cierre del sitio por induccién del
ligando, por lo que el estudio de dinamica molecular, reportado en el apartado 7.4 del

presente trabajo, permitié formular varias teorias en torno a este principio.

7.3.3. Inhibicion competitiva con la colchicina
Utilizando el modelo de T. spiralis, con el resultado del acoplamiento del ABZ al sitio de unién
propuesto, se realizd0 una superposicion estructural con el dimero de o/p-tubulina de Bos
taurus (PDB ID: 1SAO, subunidades C y D), el cual se encuentra co-cristalizado con la
colchicina. Esto se realizd con el fin de comprobar que el sitio de union identificado se
encuentra proximo al sitio de union de la colchicina, asi como también se demuestra la
posible causa por la cual los diferentes carbamatos bencimidazdlicos inhiben la unién de la
colchicina al sitio. En la Figura 7.25 se observa que en la interface del heterodimero, donde
se encuentran ambos sitios, se presenta una superposicion estructural del ABZ con la
estructura de la colchicina, lo que demuestra la existencia de un mecanismo de inhibicién de

tipo competitivo entre ambas estructuras.

Figura 7.25. Representacién de la competencia del albendazol con la colchicina por el sitio.
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7.4. Dinamica molecular
Esta técnica se empled con el fin de confirmar la estabilidad dinamica de los modelos
proteicos generados y de los complejos proteina-ligando obtenidos, a fin de validar los
resultados del estudio de acoplamiento molecular. Para este estudio se emplearon los
modelos generados para el organismo T. spiralis, realizando una evaluacién con y sin

ligandos a cada uno de ellos.

7.4.1. Evaluacién de modelos sin ligandos
Para evaluar el comportamiento dinamico de los modelos generados para T. spiralis, se
calculé el RMSD de cada uno de ellos por un periodo de 10 ns, su tendencia se encuentra
representada en el Grafico 1. Con este gréafico se puede observar que los cuatro modelos
presentaron pocas modificaciones estructurales a lo largo de la dinamica, puesto que poseen
un RMSD menor a 0.4 nm. Las principales causas de la modificacion estructural se deben a
los aminoacidos superficiales, loops y regiones terminales. Sin embargo, en el caso del
modelo con la mutacibn E198A, se presentdé una mayor variacion debido a que la
disminucién espacial del aminoacido permitio la introduccion de un mayor numero de
moléculas de agua al sitio, propiciando a su vez el aumento en los grados de liberad de los

aminoacidos contiguos.
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Gréafico 1. RMSD del esqueleto de los modelos de Trichinella spiralis.
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El estudio de acoplamiento molecular permitié6 comprobar la importancia de la presencia del

aminoécido Glul98, al observar que la mutacion por alanina propicié la disminucion de las
interacciones con el ligando. No obstante, para el caso de las mutaciones en las posiciones
167 y 200, no se observé diferencia significativa en la energia de union, por lo que se
propuso que el mecanismo de resistencia se podia deber principalmente a ciertas
alteraciones, inherentes a la induccion del ligando, en el mecanismo de apertura y cierre del
sitio de union. Esta suposicion se fundamenta en el hecho de que al convertir un aminoacido
no polar (Phe) en uno polar (Tyr), se modifican las propiedades fisicoquimicas de las
posiciones mutadas, adquiriendo asi la capacidad de interaccionar con otros aminoacidos
mediante la formacion de puentes de hidrogeno. A fin de comprobar esta teoria, se
analizaron los puentes de hidrégeno que forman estos nuevos aminodcidos con los de

alrededor, evaluando asi el posible efecto de dicha interaccion.

Modelo F167Y A Modelo F200Y

Y167

F167

Q134
- / . o - -
Formacion: 17.72% del tiempo Formacion: 98.09% del tiempo

Figura 7.26. Puentes de hidrégeno intramoleculares en los modelos F167Y y F200Y.

En la Figura 7.26 se muestran las principales interacciones intramoleculares que presentan
los modelos con las mutaciones F167Y y F200Y, asi como también se reporta el porcentaje
de ocurrencia de dicho puente de hidrogeno a lo largo de los 10 ns.

La interaccién de puente de hidrégeno que presenta el grupo hidroxilo de la Tyrl67 con la
amida de la GIn134 tiene baja incidencia (17.72%) segun el tiempo evaluado, sin embargo,
esta interaccion propicia la disminucion las dimensiones de la cavidad en la parte terminal del

sitio de union, lo que posiblemente dificulta la introduccién del grupo carbamato del
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bencimidazol durante el acoplamiento. Es importante sefialar que los aminoacidos Tyrl67 y

GIn134 se encuentran conformando dos hojas beta paralelas contiguas, la S4 y S3,
respectivamente, es por esto que la interaccion dificulta la movilidad entre ellas. Cabe
mencionar que el mecanismo de inhibicidon aqui propuesto explica la baja significancia que la
mutacioén F167Y genera en algunos organismos, como es el caso de Trichomonas vaginalis
(S) y Entamoeba histolytica (R), los cuales poseen al aminoacido Tyrl67 en su secuencia. Es
posible observar que la causa principal de la diferencia entre la susceptibilidad y la
resistencia que presentan dichos organismos, respectivamente, se debe principalmente a la
presencia de una isoleucina en la posicion 198 de la secuencia de E. histolytica, tal como se
observo con los estudios de acoplamiento. Esto a su vez permitié comprobar el hecho de que
el efecto que tiene la tirosina en la posicion 167 es de poca relevancia en el mecanismo de
resistencia. Estos resultados permitirian ampliar el estudio al caso especifico de los
nematodos equinos, en busca de la posible causa de su falta de susceptibilidad a los
carbamatos bencimidazolicos.

Adicionalmente, durante la interaccion de puente de hidrogeno del hidroxilo de la Tyr200 con
el carboxilato del Glu198, no se observa inhibicion en el mecanismo de apertura, puesto que
estos aminoacidos se encuentran en un mismo segmento de hoja beta (S5). Sin embargo, se
observa disminucién en la superficie de la cavidad debido a esta interaccién, asi como
también restringe el plegamiento del residuo Glul98, lo que de cierta forma reduce la
probabilidad de interaccidon con el ligando en cuestion, como se mostrara mas adelante. Esta
nueva teoria se contrapone con la propuesta por Robinson y colaboradores, en donde se
expone la posibilidad de que exista la disminucion en la exposicion del sitio de union debida a
la posible interaccién entre el aminoécido Tyr200 con el aminoacido 165.% No obstante, cabe
a seflalar que esta explicacion no es aplicable a todos los organismos que presentan
resistencia debida a la presencia de tirosina en la posicion 200, puesto que algunos de ellos
tienen un aminoacido en la posicion 165 que no puede formar puentes de hidrogeno con el
residuo de tirosina, tal es el caso de la isoforma BT1 de H. contortus, T. circumcincta y la

isoforma BT2 de E. multilocularis (Ver Figura 7.27).
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“PDRI TYSWWPSPKWSEDTYWEPYNATLSWHQLWENTDETC | I Emelfilocelads BT2-445

Figura 7.27. Alineamiento de secuencias de tres organismos resistentes al tratamiento con bencimidazoles.
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7.4.2. Evaluacion del modelo WT de T. spiralis con ligandos
Una vez evaluado el comportamiento de los modelos aislados, se procedié a estudiar el
comportamiento de los complejos obtenidos durante el estudio de acoplamiento molecular.
De forma inicial se evaluaron todos los carbamatos bencimidazélicos con el modelo WT de T.
spiralis, con el fin de estudiar el comportamiento de los mismos durante un periodo de 3 ns.
En el Grafico 2 se muestra el resultado de dicha evaluacion con base en los resultados de
RMSD obtenidos durante la dinamica, observandose que varios de los complejos formados
presentan alta estabilidad al poseer un bajo RMSD y una tendencia definida en los valores

del mismo.

——ABZ
——ABZSO(+)
——ABZSO(-)
——CBZ
——FBZ
——FBZSO(+)
——FBZS0(-)
——FPA1
FPA2

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo (ps)

Gréfico 2. RMSD de los complejos proteina-ligando en el modelo WT de T. spiralis.

El compuesto FPA2 presenté el mayor valor de RMSD debido al desplazamiento de la
molécula del sitio original, lo que a su vez corrobor6 la baja afinidad de la molécula por el
sitio, a diferencia del compuesto FPA1, el cual logré estabilizar el complejo por un periodo de
tiempo mas prolongado (1400 ps). Esta estabilizacion se debid, principalmente, a la
formacion de un puente de hidrégeno a lo largo de la dinamica, como se muestra en la Tabla
7.17, mientras que el compuesto FPA2 la mayor parte del tiempo no tuvo este tipo de
interaccién. En la Figura 7.28 se esquematizan las conformaciones adquiridas de los
compuestos FPAl y FPA2 a diferentes tiempos de la dindmica molecular, en donde se

observa que el compuesto FPA1 mantiene la interaccion con el Glu198 durante un gran lapso
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de tiempo. Al romperse este puente de hidrégeno, el FPAL1 se mantiene en el sitio debido a la

interaccion que mantiene con la GIn134, a diferencia del FPA2, en el cual la interaccion se
rompe a los pocos picosegundos, lo que conlleva a ser desplazado fuera del sitio. Esta
comparacion nos permite concluir que, a pesar de que ambas moléculas presentaron una
energia de uniéon similar durante el estudio acoplamiento molecular, la falta de grupos
capaces de donar protones disminuye la posibilidad de que FPA2 se mantenga en el sitio,
siendo relevante la carencia de dicha interaccién en la posicion 1 del bencimidazol. En el
caso del CBZ ocurre algo similar, puesto que la falta de un sustituyente en el ndcleo de
bencimidazol elimina la posibilidad de que la molécula se ancle al sitio, lo que disminuye la

interaccion de puentes de hidrégeno que ésta genera inicialmente con el Glu198.

FPA1

v g

Figura 7.28. Acoplamientos de las moléculas FPALl y FPA2 a evaluados a diferentes tiempos en la DM.
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Para los ligando restantes, el estudio de dinamica mostré la permanencia de los mismos en

los sitios de union, estableciendo como principal interaccion la formacion del puente de
hidrégeno con el amino&cido Glul98, y en donde la variacion se debid principalmente al
numero de grados de libertad que presenta el sustituyente en 5, siendo mayor para el caso
del ABZ, OBZ y PBZ, y menor para el NZ, MBZ y FBZ, lo que correlacion6 con una tendencia
menor en la variacibn del RMSD. Adicionalmente, durante el estudio de la dinamica
molecular se observo la formacion de una nueva interaccion con el aminoacido GIn134, con
el cual el ligando genera un puente de hidrégeno por parte del carbonilo del carbamato con el
grupo amino de la amida de la GIn134, tal como se muestra en la Figura 7.29. Por esta
razén, los intervalos de puentes de hidrogeno representados en la Tabla 7.17 exceden al
namero estimado durante el acoplamiento. Esta interaccién es de gran relevancia puesto que
permite, en gran medida, la retencién del ligando en el sitio de unién, manteniendo a su vez
la interaccion con el Glul98. Es por esto que esta interaccion podria facilitar la introduccién

del ligando al sito y su permanencia en é€l.

2000 ps

Figura 7.29. Representaciones de la estabilizacién del MBZ por parte la GIn134 a diferentes tiempos.

En la Tabla 7.17 se muestra el resultado del analisis energético y de interaccién durante el
estudio de dinamica molecular. Para el andlisis energético se calcularon las energias de
corto alcance de Lennard-Jones (E.;) y Coulomb (Ecou) cOn base en las interacciones
proteina-ligando, cuya suma nos permite conocer una aproximacion de la energia de

interaccion del sistema (Ein). Esta energia no representa una energia de unién, sino una

68



RESULTADOS Y DISCUSION
estimacion cualitativa de la estabilidad del complejo proteina-ligando. Adicionalmente, en

esta tabla se reporta un intervalo del nimero de puentes de hidrégeno (NPH) generados a lo

largo de la dinamica, asi como el promedio de los mismos.

Tabla 7.17. Evaluacion energética y de interaccion en los diferentes complejos
Eint (kcal/mol)

110 =T o S —
Ecoul EL Eint = [Ecoul + [ELs] Intervalo Promedio

CBz 2.81 -32.83 -30.02 0-2 0
ABZ -27.11 -35.90 -63.02 0-4 2
ABZSO (+) -15.15 -34.02 -49.17 0-4 1
ABZSO (-) -38.94 -37.09 -76.03 1-6 3
MBZ -12.63 -41.62 -54.25 0-6 2
FBZ -11.98 -43.02 -55.00 0-5 1
FBZSO (+) -20.53 -40.38 -60.91 0-5 2
FBZSO (-) -24.01 -39.69 -63.70 0-5 2
OBZ -15.37 -35.92 -51.28 0-4 1
PBZ -16.33 -34.29 -50.62 0-4 1
LBZ -12.56 -48.46 -61.03 0-4 1
NZ -8.31 -40.81 -49.12 0-4 1
FPA1 -4.16 -37.74 -41.90 0-3 1
FPA2 -5.17 -33.60 -38.77 0-1 0

Con base en los resultados anteriores, se procedi6 a realizar un andlisis comparativo con los
resultados obtenidos durante el estudio de acoplamiento, con el fin de validar la similitud en
el comportamiento energético y de formacién de puentes de hidrégeno para ambos estudios,
sin olvidar que los valores energéticos a evaluar no presentan una similitud estricta, dado que
en el calculo de la energia de interaccion en la dinamica no considera la interaccion que se
presenta por el efecto de solvatacion. En la Tabla 7.18 se muestran los resultados de dicha
comparacion, enlistando las moléculas en orden ascendente de energia para el estudio de
acoplamiento molecular (AM) y dinamica molecular (DM), asi como el nUmero de puentes de

hidrégeno observados.
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Tabla 7.18. Andlisis energético y de interaccién en ambos estudios

Molécula

No. (kAc(é;lL/‘rTg;) S NE: (kcg}?rt'nol) NPH

LBZ 1 -9.41 5 4 -61.03 1
FBZSO (1) 2 9.15 3 63.70 2
MBZ 3 -9.08 4 7 -54.25 2
FBZSO (+) 4 29.02 4 5 260.91 2
NZ 5 -8.95 4 11 -49.12 1
FBZ 6 -8.76 4 6 -55.00 1
ABZSO () 7 8.03 1 1 76.03 3
PBZ 8 -7.93 3 9 -50.62 1
ABZSO (+) 9 -7.90 4 10 -49.17 1
ABZ 10 -7.70 4 3 -63.02 2
FPA2 11 -7.60 1 13 -38.77 0
FPA1 12 -7.48 1 12 -41.90 1
OBZ 13 -7.41 4 8 -51.28 1
CBZ 14 -7.05 3 14 -30.02 0

Con los resultados de la tabla anterior podemos confirmar que existe cierta correlacién entre
los resultados de la energia de unién y de interaccién, como es el caso de los FPAs y el CBZ;
sin embargo, también se confirma, para algunos acoplamientos, que a pesar de poseer una
alta o baja energia de unién pueden presentarse variaciones en la afinidad de la misma
durante un estudio dinAmico. En general se considera una buena energia de interaccion,
como aproximacion, a todos aquellos complejos proteina-ligando cuyos valores energéticos
son menores a -50.0 kcal/mol, lo que a su vez confirma lo observado en las tendencias del
analisis del RMSD.

El caso particular de los metabolitos de oxidacién del ABZ y FBZ demostraron poseer mayor
estabilidad en el sitio de union en comparacion con el farmaco original. No obstante, cabe
recordar que dicha oxidacion aumenta la probabilidad de ser oxidado a la sulfona
correspondiente, mas en el caso del enantiomero (-), aumentando la rapidez del proceso de

eliminacién y, por tanto, disminuyendo la residencia de éste en sitio en cuestion.
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7.4.3. Evaluacion de los modelos con ligandos
Con base en el andlisis realizado a los complejos WT-ligando se decidié seleccionar como
modelos de estudio a los complejos que presentaban los ligandos ABZ, FPAL, FPA2, LBZ,
MBZ y NZ, con el fin de facilitar el analisis de los resultados de la dinamica molecular, asi
como demostrar las diferencias de estabilidad de los diferentes complejos y su correlacion
con los resultados del acoplamiento original. El calculo del RMSD realizado a los complejos
de los cuatro modelos se encuentra representado en los Graficos 3 a 6; asi mismo, se realizo
el analisis energético y de interaccion para cada uno de ellos, los cuales se encuentran

reportados en la Tabla 7.19.
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Gréficos 3-6. Representacion del RMSD del comportamiento de los ligandos presentes en los complejos
proteina-ligando en los modelos: (a) WT; (b) F167Y; (c) E198A y (d) F200Y.
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Tabla 7.19. Andlisis energético y de interaccién durante la simulaciéon de DM en los cuatro modelos
Eint (kcal/mol)

Molécula Modelo .
Eint = [Ecou] + [EL] Intervalo Promedio

WT -63.02 0-4 2
F167Y -51.25 0-4 1

ABZ
E198A -43.65 0-2 1
F200Y -56.07 0-4 2
WT -54.25 0-6 2
F167Y -59.82 0-6 2

MBZ
E198A -44.80 0-2 0
F200Y -51.99 0-5 2
WT -61.03 0-4 1
F167Y -60.59 0-4 1

LBZ
E198A -53.04 0-4 1
F200Y -64.66 0-3 1
WT -49.12 0-4 1
F167Y -50.98 0-5 2

NZ

E198A -43.74 0-1 0
F200Y -53.98 0-4 1
WT -41.90 0-3 1
F167Y -51.94 0-5 2

FPA1
E198A -38.83 0-2 0
F200Y -49.44 0-3 1
WT -38.77 0-1 0
F167Y -48.00 0-4 1

FPA2
E198A -34.43 0-3 0
F200Y -52.98 0-3 1

En los Gréficos 3 a 6 se observa que la inestabilidad dindAmica se presenta principalmente en

los complejos que poseen a los ligandos FPALl y FPA2, siendo esta variacion del RMSD

menor en los modelos F167Y y F200Y. Sin embargo, esta estabilizacion se puede deber
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principalmente a que la disminucién del sitio de unidén propicia la retencion del ligando, lo que

a su vez se ve estabilizado por la formacion de puentes de hidrogeno. Este analisis sugiere
que la adquisicion de la resistencia por parte de estas mutaciones no se debe a la
disminucién de interacciones en el acoplamiento, sino que la resistencia podria estar
involucrada directamente con el mecanismo de apertura y cierre del sitio, o por las
modificaciones estéricas y electronicas a las que se encuentra expuesto el ligando al
introducirse al sitio modificado. Esto confirma el hecho de que la mutacion F167Y es de baja
significancia, puesto que los resultados son similares a los del modelo WT, y por lo que el
mecanismo de resistencia se puede deber al impedimento de acoplamiento por la reduccién

de la superficie de interaccion en el extremo distal del sitio, como se expuso anteriormente.

Q134

(b)

Figura 7.30. (a) Modificaciones electronicas y dimensionales de la cavidad del modelo F200Y.
(b) Superposicion del modelo WT (rosa) con el modelo F200Y (verde).

En el modelo F200Y se observd que varias interacciones proteina-ligando estan favorecidas,
por lo que es posible concluir que el efecto de resistencia no se debe a la falta de afinidad del
sitio sino a un mecanismo previo a su introduccion. De esta forma se corrobora que la
interaccién del hidroxilo de la Tyr200 con el grupo carbonato del Glul98 podria ser el
mecanismo por el cual se inhibe la introduccion del ligando al sitio o que altera su
acoplamiento en el mismo. Adicionalmente, se cree que dicha interaccion disminuye la
exposiciéon del aminoacido Glul98 al sitio de union, de tal forma que se aumenta la
probabilidad de que el ligando interaccione de forma inicial con el hidroxilo de la tirosina por
parte del grupo carbamato, como se muestra en la Figura 7.30a. Ademas, en la Figura 7.30b
se demuestra, al superponer un cuadro de la dinamica con el modelo WT, que la generacion

de la interaccion del Glu198 con la Tyr200 y la Thrl65 propicia un distanciamiento de dicho
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aminoacido del sitio original, reduciendo aun mas la probabilidad de que esté presente la

primera interaccion con el ligando. El posible acoplamiento obtenido a partir de dicha
interaccion podria ser similar al presentado por la molécula G2N en la tubulina de bovino, lo
gue en este caso propiciaria la disminucion de la superficie de interaccién y, por tanto, el
aumento en la energia de union proteina-ligando a causa del acoplamiento desfavorable.

En el caso del modelo E198A, se observo que existe gran variacion dinamica y alta energia
de interaccion, asi como baja tasa de formacidbn de puentes de hidrégeno. Estas
observaciones corroboran el resultado inicial del acoplamiento molecular, en donde se
comprueba la importancia y significancia de la incidencia de dicha mutacion en varios
organismos, segln lo reportan Rufener y colaboradores.”® Estudios realizados por estos
autores, basados en la evaluacion de la incidencia de cepas resistentes de H. contortus, han
transmitido la importancia de la mutacion en el aminoacido 198 al equipararla con la de la
posicion 200, por lo que este estudio permite identificar la causa de la diminucién de la
afinidad por dicha modificacion. Ademas, cabe a sefialar que la mutacién E198A no solo
propicia un cambio electrénico, sino también espacial, por lo que las dimensiones

superficiales del sitio se ven alteradas, tal como se muestra en la Figura 7.31.

o)

Figura 7.31. Representacién del aumento espacial del sitio de unién de E198A (a) con respecto al WT (b).

Finalmente, con base en los resultados obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular
y dinamica molecular realizados a los diferentes organismos y a los modelos con las
mutaciones de resistencia, se propuso una serie de caracteristicas estructurales
fundamentales para la interaccién de los carbamatos bencimidazélicos con el sitio propuesto,
las cuales se enlistan en la Tabla 7.20 a manera de comparacion con lo reportado por

Sharma y colaboradores.?
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Tabla 7.20. Requerimientos estructurales en carbamatos bencimidazolicos para poseer actividad antihelmintica

F E C A

O
o

N
R ) N\ \
NH CH
/ 3
N B
\\
D R1

Comentarios

La presencia de este grupo permite que la molécula se estabilice en el sitio,

mediante la formacion de puentes de hidrogeno con el aminoacido GIn134, y con el
aminoacido en la posicibn 165 cuando éste tiene la capacidad de donar un

hidrogeno para la interaccion, siempre y cuando la cadena del residuo sea corta.

La alquilacion de este grupo elimina la posibilidad de que interaccione con el
aminoécido Glu198; sin embargo, su modificacién no altera de forma significativa el

acoplamiento.

El heterociclo de bencimidazol, al ser una estructura privilegiada, permite su facil

interaccién, debi6 a su planaridad y a la resonancia que éste presenta.

Al modificar este grupo por un alquilo, se reduce de forma significativa el
acoplamiento de la molécula, ya que evita la introduccién de la misma al sitio, asi

como la interacciéon con el aminoacido Glu198.

La presencia de un grupo aceptor de puentes de hidrégeno aumenta la
probabilidad de que éste se estabilice por interaccion con la Cys239. En el caso de
los carbonilos y los sulfoxidos, se aumenta la probabilidad de interaccion debido a
gue el sustituyente aproxima al grupo carbamato al aminoacido 165. En el LBZ, el
grupo sulfonato del sustituyente aumenta la posibilidad de interaccionar con ambos

aminoacidos.

Los sustituyentes aromaticos presentan un mejor acoplamiento en comparacion a

aguellos cuyo sustituyente tiene mayor numero de grados de libertad.
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7.5. Propuestas para el disefio de farmacos

Los estudios de acoplamiento molecular y dindmica molecular permitieron identificar las

posibles conformaciones adquiridas por los carbamatos bencimidazélicos en el modelo WT

de la B-tubulina, asi como los posibles mecanismos por los cuales los organismos adquieren

resistencia a causa de las mutaciones F167Y, E198A y F200Y. Particularmente para los

modelos con las mutaciones F167Y y F200Y se tienen los siguientes inconvenientes:

La mutaciéon F167Y, cuyo mecanismo propuesto involucra un ejercicio dinamico de la
introduccion del ligando al sitio union, dificulta el disefio de una molécula con la
capacidad de introducirse al sitio a causa del bloqueo. Por esta razon, el disefio de
nuevos ligandos debera basarse en los resultados de estudios in situ que corroboren
el comportamiento estructural para facilitar la introduccion al sitio modificado.
Adicionalmente, se debe considerar que la baja incidencia y significancia de dicha
mutacion podrian tener poca relevancia para los organismos aqui estudiados, sin

embargo, deberd realizarse el estudio pertinente para los nematodos de equinos.

En los organismos que presentan la mutacion F200Y existe un aumento en el grado
de dificultad en cuanto al disefio del farmaco, debido a que dicha modificacion
aumenta la similitud secuencial con el sito de unién de la B-tubulina de humanos. Por
tanto, el disefio de un farmaco mas afin al sitio con esta mutacion también estaria
promoviendo el aumento de la afinidad a la B-tubulina de mamiferos, por lo que
tendria un efecto perjudicial en el hospedero. Adicionalmente, también se deberia
evaluar el posible comportamiento del ligando al introducirse al sitio, puesto que el
mecanismo de resistencia podria estar involucrado a la interaccion con la Tyr200, tal
como se expuso anteriormente. Este mecanismo propuesto podria corroborarse con
un estudio de actividad en el cual se utilicen analogos del MBZ, NZ o LBZ que posean
un metilo en el carbamato, al igual que el compuesto FPAl. El uso de estos
compuestos podria eliminar la posibilidad de la interaccion inicial entre el grupo

carbamato y la Tyr200, facilitando el ingreso de la estructura al sitio.

Debido a las dificultades antes mencionadas, en el presente trabajo no se disefiaron ligandos
basados en los modelos F167Y y F200Y.

76



RESULTADOS Y DISCUSION

7.5.1. Propuestas para los modelos silvestres
Segun las observaciones realizadas en los acoplamientos de los modelos de B-tubulina de T.
spiralis, G. intestinalis y E. multilocularis, se puede establecer la importancia del grupo
carbamato de metilo y del nucleo de bencimidazol sin sustitucion en la posicion 1 y con
sustitucion en la posicion 5 6 6. Con base en esto, se disefiaron modificaciones a la
estructura original del bencimidazol con el fin de disminuir los grados de libertad generando
un ciclo a partir del metilo del carbamato con el heterociclo, el cual se modificara a un anillo
de indol para facilitar la ciclacion, como se muestra en la Figura 7.32. Esta estrategia no sélo
permitira reducir el niumero de grados de libertad en la estructura, sino que también permitira
confirmar si esa es la conformacién preferencial para acoplarse al sitio de unién, segun se

observo durante el estudio de acoplamiento molecular.
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Figura 7.32. Propuesta de modificacion a estructura de carbamatos bencimidazdlicos.

7.5.2. Propuestas para el modelo con la mutacion E198A
Dado el actual aumento en la incidencia y significancia de la mutacién E198A, asi como la
baja similitud estructural que presenta en comparacién con la pB-tubulina de mamiferos, se
seleccioné al modelo E198A como candidato ejemplar para el disefio de farmacos basado en
el receptor. Para el disefilo de estas estructuras se realiz0 una evaluacion por screening
virtual de una serie de bibliotecas obtenidas empleando la base de datos de EDULISS del
servidor LIDAEUS. La biblioteca de moléculas del servidor se evaluo inicialmente en el
modelo E198A para posteriormente hacer la comparacién con el modelo WT, con el fin de
identificar aquellas estructuras que posean buen acoplamiento en ambos modelos y que

ademas no presenten potencial toxicologico en mamiferos.
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7.5.2.1. Disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC)
La implementacion del servidor LIDAEUS permiti6 generar un mapa farmacoforico para la
evaluacion de la biblioteca de moléculas de EDULISS. Los puntos de sitio generados a partir
del calculo de la distribucién superficial del potencial electrostatico se situaron a lo largo del
sitio de union propuesto en nuestro modelo, tal como se muestra en la Figura 7.32. En esta
figura se observa la representacion de los puntos de sitio en diferentes colores, en donde los
puntos rojos representan a los oxigenos, los puntos azules a los nitrégenos y los puntos cian

a los carbonos.®!

Figura 7.32. Representacion de los puntos de sitio en el modelo E198A.

Basado en este mapa farmacoférico, el servidor LIDAEUS identific6 2,145 moléculas con
posible actividad de la base de datos de EDULISS 2 Unique, de las cuales se seleccionaron
a las primeras 50 que presentaron como estructuras base los ndcleos de bencimidazol,
benzotiazol, indazol o indol. Se buscaron y seleccionaron, de la base de datos ZINC, los
analogos estructurales de las 50 moléculas encontradas previamente, las cuales se
evaluaron con AutoDock 4.0 para finalmente seleccionar las 20 estructuras con la menor
energia de unién para el modelo de E198A, y con baja toxicidad segun ZINC.

En la Tabla 7.21 se reportan las 20 estructuras que presentaron la menor energia de unién
en el modelo E198A, comparandose a su vez con los resultados de energia obtenidos para
los acoplamientos del modelo WT.

78



RESULTADOS Y DISCUSION

Compuesto

AGynisn (kcal/mol)

Tabla 7.21. Moléculas obtenidas por screening virtual como posibles inhibidores de la B-tubulina

Compuesto

AGuynisn (kcal/mol)

E198A | WT
(] ;
NH N
CQ -10.74 | -9.01
/N
/N
ZINC01088862 ZINC00279500
[26SPH1-665-327] [9SPH1-052-884]
— O\CHa ©1/Q
° ~o0
‘S% " W | -10.73 | -7.89 ﬁ) -10.49 | -8.07
\N/ s N\
ZINC04822977
ZINC02451977 [31SPH1-336-585]
CL—O~ CLy
CH3 _
Q -10.21 | -7.36 -10.02 | -9.43
ZINC00001568 C
[35SPH1-000-390] ZINC04823350
N H .
XN
W ow O O
(< be
< N\ O 9.95 | -8.86 @ 991 | -7.87
ZINC00035325 ZINC00038166
[26SPH1-325-728] [26SPH1-674-360]
o e 0—CH,
Hee” O o N N\
g / °
/7 >NH
ORa s
@ 982 |-9.21 Q 9.60 | -8.66
N
/
H,C
ZINC04593866 ZINC00036653
[26SPH1-323-329]

Nota: Todas las estructuras se encuentran identificadas con la clave de ZINC, asi como también se identifican

con la de EDULISS a aquellas moléculas que fueron obtenidas a partir de la evaluacién con LIDAEUS.
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Compuesto

0=S=0
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Continuacién de la Tabla 7.21
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Nota: Todas las estructuras se encuentran identificadas con la clave de ZINC, asi como también se identifican

con la de EDULISS a aquellas moléculas que fueron obtenidas a partir de la evaluacién con LIDAEUS.
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Las energias resaltadas en la Tabla 7.21 pertenecen a aquellas moléculas que presentaron

una energia de unién menor a -9.0 kcal/mol en ambos modelos, lo cual aumenta la
posibilidad de que estos compuestos presenten mayor eficacia en el tratamiento de una
helmintiosis, sin afectar al hospedero.

En la Figura 7.33 se muestran las conformaciones mas favorecidas de las diferentes

moléculas en el sitio de unién propuesto para ambos modelos.

ZINC00053074 ~ ZINC00059889
Figura 7.33. Representacion del acoplamiento de los diferentes compuestos en los modelos E198A y WT. Las

moléculas acopladas en E198A se representan en color gris y las de WT en color verde.

81



RESULTADOS Y DISCUSION
En general se observa que los sitios de unién en ambos modelos tienen mayor preferencia

por las moléculas que poseen un anillo de indazol o indol en su estructura; también, que las
moléculas con un grupo aromético voluminoso (ej. naftilo, antracilo, etc.) fueron mas afines al
sitio del modelo E198A, dado que los sistemas aromaticos les permiten acoplarse en la
hendidura formada por la presencia de la Alal98. En el modelo WT, el grupo aromatico
voluminoso se acopla por la parte externa del sitio, manteniendo en la parte interna de éste a
los heterociclos, los cuales forman puentes de hidrégeno con la Glu198 y Thrl65. En el caso
particular de la molécula ZINC01088862, la cual presenté una de las menores energias de
unién para ambos modelos, se observo que en el modelo WT la molécula se acopla en la
parte externa, por lo cual no es una estructura selectiva al sitio propuesto y no podra ser
considerada para el disefio de nuevas moléculas.

Cabe a sefalar que en el acoplamiento del compuesto ZINC00059889 en el modelo WT se
observd gran similitud entre las conformaciones de este compuesto y la adquirida por los
carbamatos bencimidazoélicos. De esta manera se confirma la hipdtesis propuesta para el
disefio de estructuras en organismos susceptibles (secciéon 7.5.1), demostrando que el
intercambio del bencimidazol por un indol, asi como la reduccion de los grado de libertad en
la posicion 2 y la conservacidon de un grupo aceptor de puentes de hidrégeno en esta
posicion, favorece la estabilizacién del compuesto en el sitio. Asi mismo, la adicién de un
grupo voluminoso en la posicién 5 del indol permitird anclar a la molécula en el sitio de union
en ambos modelos, como sucede con el compuesto ZINC00279500. Con base en los
fragmentos de las estructuras anteriores, se construyd una molécula como posible
compuesto hit computacional (Hit-1), del cual su resultado de acoplamiento molecular se

reporta en la Tabla 7.22.

Tabla 7.22. Estructura y resultados del acoplamiento en la B-tubulina del compuesto Hit-1
AG (kcal/mol)

E198A WT

Compuesto

NH

-10.84 -90.72

Hit-1
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En la Figura 7.34 se muestra el acoplamiento de la molécula Hit-1 en el sitio propuesto de los

modelos E198A y WT, lo cual nos permitié corroborar las caracteristicas conformacionales
preferenciales anteriormente descritas para cada uno de los modelos. En el caso del
acoplamiento en el modelo WT se observa que el anillo de indol se posicioné en la parte
interna del sitio, interaccionado mediante puentes de hidrégeno con los aminoacidos Glul198
y GIn134, situando el anillo de antraceno en la parte externa de éste. En el caso del modelo
E198A, el antraceno se fij0 en la parte interna del sitio, manteniendo al heterociclo

interaccionado con la parte externa.

E/A198

Q134

Figura 7.34. Representacién del acoplamiento del compuesto Hit-1 en los modelos E198A (gris) y WT (verde).

La construccion de este modelo permitié visualizar las propiedades conformacionales y
estructurales necesarias para que un ligando se pueda unir a los modelos WT y E198A. La
modificacién de bencimidazol a indol no solo permitirh comprobar la conformacién de la
estructura en el sitio, sino también permitira aumentar la solubilidad de los compuestos, dado
gue se sabe que este tipo de heterociclos presentan una mayor biodisponibilidad; sin
embargo, en el compuesto Hit-1, el sustituyente de antraceno podria alterar dicha propiedad,
por lo que decidimos proponer un analogo de este compuesto en el que se retiene el
volumen del sustituyente, adicionando un grupo aceptor de puentes de hidrégeno que
pudiese interaccionar con la Cys239, y empleando el mismo heterociclo inddlico. Con base
en lo anterior, se construyd una molécula como posible compuesto lider (Lead-1), del cual su
resultado de acoplamiento molecular se reporta en la Tabla 7.23.
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Tabla 7.23. Estructura y resultados del acoplamiento en la B-tubulina del compuesto Lead-1

O pue O - - O
E198A WT
H
o N
O\ //
S\ /O

NH -10.39 -11.05
Lead-1

Con base en el resultado anterior, pudimos observar un ligero aumento en la energia de
unién del compuesto Lead-1 en el modelo E198A, comparado con la del Hit-1, dado que el
grupo voluminoso que se asignd (naftilo) es menor al antracilo original, lo que a su vez
genera una disminucion en la superficie de contacto con el sitio de union de dicho modelo
(Figura 7.34a). En el caso del modelo WT (Figura 7.34b), esta molécula obtuvo una energia
de union mucho menor que la del compuesto Hit-1, lo que nos indica que el aumento en el
namero de atomos que conforman la cadena del sustituyente permiti6 que la molécula
presentara una interaccion mas estable con los aminoacidos E198 y T165; sin embargo, no
se observé interaccion de la sulfonamida con el aminoacido Cys239, como se esperaba;

dada la similitud estructural de esta molécula con el LBZ.

A198

).

7165 . T165
\Q F200 ‘ \"/ \ \Q’;
[ SR
F167 '\ ¢ N F167
% [ 4
W_ib are
> €239 E—
(@) (b)

Figura 7.34. Representacién del acoplamiento del compuesto Lead-1 en los modelos E198A (a) y WT (b).
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Con la finalidad predecir de forma tedrica las propiedades ADMET (Absorcién, Distribucion,

Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) de las moléculas Hit-1 y Lead-1, se empled el médulo

FAF-Drugs 2.0 del servidor Mobyle-RPBS, cuyos resultados se muestran en la Tabla 7.24.

Tabla 7.24. Propiedades estructurales de los compuestos Hit-1 y Lead-1

PM S _
Compuesto I ERot | ERIig
(Da) (A)
Hit-1 404.49 6.30 44.89 3 33 2 3 650.58 | Aceptado
Lead-1 418.51 3.83 87.41 4 30 2 5 3,263.05 | Aceptado

Abreviaturas: peso molecular (PM); superficie polar del espacio topoldgico (tPSA); enlaces rotables (ERot);
enlaces rigidos (ERig); grupos donadores de puentes de hidrogeno (DPH); grupos aceptores de puentes de
hidrégeno (APH); solubilidad (Sol.).

En la Figura 7.35 se representan de manera grafica los resultados de los célculos de los
parametros moleculares, delimitando con un area de color verde a los valores de aceptacion

establecidos por las reglas de Lipinski, Veber y Egan.

logP logP

DPH DPH

(a) (b)

Figura 7.35. Gréficos de evaluacion de pardmetros moleculares de los compuestos Hit-1 (a) y Lead-1(b). La
linea azul representa los valores del compuesto, y la superficie interna de color verde (maximo) y roja (minimo)

a los valores de aceptacion establecidos por las reglas de Lipinski, Veber y Egan.
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Estos resultados nos permiten confirmar que el compuesto Hit-1 es menos soluble que el
compuesto Lead-1, quien presenta un menor valor de logP. Esta diferencia de solubilidad se
debe principalmente a la adicion del grupo sulfonamida y naftilo en la estructura, sustituyendo
al antracilo original. Ademas, es importante sefialar que durante el disefio del compuesto
Lead-1 se descarto la posibilidad de adicionar un nitrégeno entre el carbonilo y el indol, para
formar la amida que asemejaria a la estructura del carbamato, dado que esta modificacion
propiciaria la planaridad del sistema, reduciendo la posibilidad de que estos grupos formasen

puentes de hidrogeno con los aminoacidos correspondientes.

Para establecer el estado de aceptacion del compuesto Lead-1, el servidor evalud las
propiedades moleculares con una serie de reglas asociadas a la biodisponibilidad de los

compuestos en un sistema bioldgico, las cuales fueron:

- Regla de los 5 de Lipinski: el compuesto cumple los cuatro puntos al presentar un
logP menor a 5, un peso molecular menor a 500 Da, un numero menor de 5

donadores y menos de 10 aceptores de puentes de hidrégeno.®

- Regla de Veber: el compuesto cumple todos los parametros establecidos por esta
regla al poseer un numero menor de 10 enlaces rotables, asi como un tPSA menor a

140 A, y un total de aceptores y donadores de puentes de hidrégeno menor a 12.%

- Regla de Egan: al igual que en las reglas anteriores, en esta se cumplen todos los
puntos establecidos al presentar un valor de logP menor a 6 y al poseer una superficie
polar del espacio topolégico entre 0y 132 A, por lo cual se determina el cumplimiento

de la regla.®
Con base en lo anterior podemos decir que el compuesto Lead-1 presenta propiedades

aceptables para ser evaluado como posible farmaco antihelmintico, segun el modelo

generado en el presente trabajo.
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8. CONCLUSIONES
El presente trabajo de investigacién permitié generar un modelo en el cual se establece un
posible sitio de unién de los bencimidazoles 2-carbamatos de metilo a la B-tubulina de
helmintos y protozoarios. Esta propuesta concuerda con diferentes reportes experimentales

encontrados en la investigacion bibliografica.

A partir de la elaboracion del arbol filogenético se comprobd la existencia de una
conservacion aminoacidica entre los organismos de una misma familia. De la misma manera,
el alineamiento de secuencias permitié corroborar el alto porcentaje de identidad secuencial
gue presentan los helmintos en comparacion con las secuencias de mamiferos, a diferencia
de los protozoarios. Adicionalmente, este estudio permitio identificar a los aminoacidos 167,
198 y 200 como las principales diferencias secuenciales involucradas en la generacion de

resistencia en helmintos a los carbamatos bencimidazolicos.

Con la técnica de modelado por homologia se construyeron modelos proteicos de (-
tubulinas, con altos porcentajes de identidad, a partir de platilla 3N2G_D para T. spiralis
(95.0%), G. intestinalis (88.0%), E. histolytica (56.0%), E. multilocularis BT1 (92.0%), y F.
hepatica BT2 (97%). Ademas, el servidor I-TASSER facilité la identificacion del posible sitio
de union al basar nuestra busqueda en los principales aminoacidos de resistencia. El andlisis
estructural realizado a los diferentes modelos permitié validar su construccion, asi también
permitié confirmar que los aminoacidos presentes en el sitio de union cumplen con los

pardmetros de validacion.

En el sitio de unién propuesto se lograron identificar a los aminoacidos 167, 198 y 200, asi
como a los aminoéacidos 50, 134, 165 y 257, los cuales estan implicados en mutaciones de
resistencia a carbamatos bencimidazdlicos en algunos hongos. El ligando G2N, co-
cristalizado en la plantilla 3N2G_D, nos permitio suponer la conformacion estructural del
grupo carbamato en el sitio, asi como el mecanismo por el cual este induce su apertura e
inhibe la polimerizacion de los microtubulos. Adicionalmente, se identificé que el sitio de
unién de bencimidazoles a la B-tubulina esta préximo al de la colchicina, lo que podria

explicar el posible mecanismo de inhibicibn competitiva reportado en la literatura.
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A partir de los modelos generados in silico se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular

en el sitio unién propuesto. En este estudio se encontré que los carbamatos bencimidazolicos
poseen acoplamientos mas favorables, al mostrar energias de unién menores y con mayor
similitud conformacional, en los modelos de los organismos de G. intestinalis, T. spiralis y E.
multilocularis. Estos resultados confirman las suposiciones realizadas durante el
alineamiento, lo que a su vez se correlaciona con la susceptibilidad de dichos organismos.

Este estudio confirm6 que el aminoacido Glul98 es determinante para la estabilizacion via
puentes de hidrogeno del ligando en el sitio. Para los aminoacidos en las posiciones 165 y
239 se encontré que pueden intervenir en la estabilizacion del ligando dentro del sitio si
presentan un residuo donador de puentes de hidrogeno, sin embargo dicha interaccién no es
indispensable, por lo que podria estar relacionada principalmente a las diferencias de

afinidad presentes en los organismos susceptibles.

Los estudios de acoplamiento molecular realizado a los modelos con las mutaciones
permitieron confirmar la pérdida de afinidad por el sitio a causa de la mutacién E198A; sin
embargo, en el caso de las mutaciones F167Y y F200Y no fue posible identificar diferencias
energeéticas, por lo que el mecanismo de resistencia se atribuye principalmente a la reduccion

en la cavidad.

El estudio de dindmica molecular permitid evaluar el comportamiento de los modelos y de
complejos proteina-ligando al ser expuestos a un ambiente simulado de las condiciones
reales. Se logré visualizar la aparicion de interacciones intramoleculares en el sitio de union
por parte de los modelos con las mutaciones F167Y y F200Y debido a la presencia del
residuo de tirosina; demostrando con ello, la causa de la disminucion de la superficie de
interaccién del sitio de unién, lo que posteriormente permiti6 comprobar que dicha interaccion
también interviene en la estabilizacion del ligando al sitio.

Para el complejo proteina-ligando del modelo WT de T. spiralis se encontr6 que las
moléculas FPA1l y FPA2 presentan baja estabilidad en el sitio debido a la metilacion que
presentan en su estructura, siendo menos favorable la interaccion de FPA2 al tener dicho
metilo en la posicion 1 del bencimidazol. Asi mismo, la baja estabilidad del CBZ permitio
confirmar la importancia de presentar un sustituyente en posicion 5 6 6 del bencimidazol.
Este estudio permitié establecer la importancia del papel que juega el aminoacido GIn134 en

la internalizacion y estabilizacion de los ligandos en el sitio. Es por esto que la interaccion de
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la Tyrl67 con la GIn134, en el modelo F167Y, puede ser perjudicial, ya que no permite que el

residuo de glutamina se aproxime al ligando durante el acoplamiento, 0 que en cuyo caso
ésta no pueda atrapar al ligando para internalizarlo. Para el caso del modelo F200Y se
establece que el posible mecanismo de resistencia se debe a que la interaccion de la Tyr200
con la Glul98 reduce la superficie de interaccidon del sitio de union, lo que a su vez propicia
gue el ligando interaccione en primera instancia con el hidroxilo de la tirosina, haciendo

menos favorable su acoplamiento en el sitio.

Los resultados de acoplamiento molecular y dinAmica molecular permitieron plantear un
panorama para el disefio de nuevos farmacos basados en el receptor utilizando el modelo de

T. spiralis con la mutacién E198A.

La técnica de screening virtual se empleé para el disefio de una molécula con la
caracteristica de interactuar con el monémero de B-tubulina silvestre (WT) y con el que posee
la mutacion E198A. Se determinaron las caracteristicas estructurales de dicha molécula para
tales interacciones como son: poseer un nucleo heterociclico capaz de donar un puente de
hidrogeno (ej. indol), debe tener un grupo aceptor de hidrogenos en la posicion 2, y un grupo
voluminoso como sustituyente en la posicién 5 del nucleo de indol que permita estabilizar la
molécula en el sitio. Con base en esto se logré identificar al compuesto Lead-1 como posible
candidato para la evaluacion bioldgica y comprobacion de los resultados de acoplamiento

molecular.
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9. PERSPECTIVAS

- Confirmar la propuesta del sitio de union mediante la generacion de una proteina
recombinante del heterodimero de o/B-tubulina de pardsito, en el cual se pueda
establecer un estudio de inhibicion competitiva con la colchicina y/o una posible

resolucion cristalografica.

- Determinar el efecto de las mutaciones F167Y, E198A y F200Y mediante la
implementacion de ensayos de mutagénesis dirigida, comparando los resultados con

los mecanismos propuestos en el presente trabajo.
- Sintetizar y evaluar al compuesto Lead-1 para determinar su posible actividad como

despolimerizador de microtubulos, de tal manera que si resulta activo puedan

generase nuevos analogos estructurales.
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APENDICE 1

APENDICE 1. Fundamentos teéricos

Este apartado fue elaborado a partir de investigacion bibliogréafica con el fin de incluir
Uunicamente los aspectos relevantes del tema que permitan explicar de forma breve y concisa
algunos de los fundamentos computacionales empleados en el presente trabajo. En este
apartado se abordan los temas relacionados a la busqueda bioinformética, técnicas y
principios para el modelado de macromoléculas, acoplamiento molecular, dinamica molecular

y disefio de farmacos asistido por computadora.

Al.1l. Bioinformética
La creciente necesidad de almacenar, organizar, distribuir y recuperar la informacién de los
avances de investigaciones en biologia molecular y biotecnologia, ha propiciado una fusion
multidisciplinaria en la cual convergen la biologia y la computacién, cuya finalidad es la de
facilitar la contextualizacion de nuevas propuestas de investigaciébn asociada a la biologia,
asi como el de crear perspectivas de las cuales se puedan discernir nuevos principios
unificadores.®® Para facilitar la blsqueda, seleccion y andlisis de las bases de datos
bioinforméaticas, el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas
en inglés) y otras instituciones biotecnoldgicas han creado una serie de herramientas
especializadas que otorgan soluciones matematicas para la seleccion de resultados segun la

categoria a la que pertenecen (Tabla A1.1).

Tabla Al.1. Herramientas bioinforméaticas 86

Categoria Herramienta Funcion

Registro de todas las secuencias nucleotidicas

GenBank _ .
y aminoacidicas
_ Catalogo de informacion y almacenamiento de
UniProt ) ) . _
Bases de Datos secuencias aminoacidicas confirmadas

_ Archivo de estructuras tridimensionales de
Protein Data Bank

proteinas y acidos nucleicos resueltas
(PDB)

experimentalmente
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Continuacién de la Tabla Al1.1

Categoria Herramienta Funcién

Acceso a secuencias nucleotidicas y
Entrez aminoacidicas, asi como identificacion de
estructuras proteicas tridimensionales
Alineamiento de secuencias para estudios
. BLAST _ ]
Blsqueda comparativos y de basqueda
Taxonomy Browser Generacion de relaciones taxondmicas
cn3b Identificacion de estructuras tridimensionales
n
con base en alineamientos de secuencias
ClustalW Comparacion de secuencias de amino acidos y
Tcoffee acidos nucleicos
Anélisis _
Phylip Construccion de arboles filogenéticos basados
PhylML en alineamientos de secuencias

Al1l.1.1. Alineamiento de Secuencias
Una de las herramientas mas utilizadas en bioinformatica es el alineamiento de secuencias,
la cual describe la relacion existente entre secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de dos
0 mas especies con base en la conservacion evolutiva, similitud estructural y funcional, o
como resultado de un evento azaroso. Actualmente se utilizan algoritmos para la busqueda
de relaciones secuenciales (ej. BLAST), los cuales nos permiten obtener ciertos marcadores
de ocurrencia de acuerdo a la probabilidad de similitud.®” Existen varios pardmetros para
validar la similitud secuencial de una alineacion, algunos de los cuales se describen a
continuacion®;
e Brechas (gaps): son elementos que delimitan un segmento de alineamiento debido a
la ausencia o terminacion de complementos secuenciales.
e Porcentaje de cobertura (query coverage): valor que indica el grado de similitud entre
las secuencias en funcién de su longitud.
e Valor E: |la probabilidad de que un alineamiento sea resultado de un evento azaroso.
e Porcentaje de Identidad (ID): valor que indica el grado de similitud de las secuencias

en funcién de su composicion nucleotidica o aminoacidica.
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Al.2. Técnicas de prediccion de estructuras macromoleculares
Cuando no se tiene la estructura tridimensional de una proteina debido a la falta de
elucidacién estructural experimental, generalmente se emplean herramientas bioinformaticas
gue permiten la prediccion de un modelo plausible a partir de las secuencias de acidos
nucleicos o aminoacidos. Actualmente existen varias estrategias para la prediccion de

modelos, como son el Modelado de novo y el Modelado comparativo.®®

Al.2.1. Modelado de novo
Cuando no se tiene registro de alguna estructura tridimensional que pueda ser utilizada como
plantilla (template), o la identidad de similitud entre la plantilla y la secuencia es baja (ID <
40%), entonces se utiliza como alternativa el modelado de novo. Esta técnica modela el
plegamiento de aminoacidos a partir de la implementacion de métodos estadisticos que
predicen conformaciones estructurales basadas en composiciones aminoacidicas, por lo que
se limita a resolver estructuras proteicas pequefias. La resolucion estructural se puede lograr
mediante la implementacion de supercomputadoras o por distribucion de trabajo, como en el
caso del servidor Rosetta, el cual pone a disposicion del publico el programa Fold-It con el
cual miles de usuarios logran construir modelos basados en las restricciones estructurales

conocidas.?%%°

Al.2.2. Modelado comparativo
La elucidacion de la estructura tridimensional de una secuencia aminoacidica se puede
obtener a partir de un estudio comparativo con estructuras resueltas experimentalmente, las
cuales se utilizan como plantilla para plegar la secuencia en cuestion. Esta metodologia es
de gran relevancia puesto que recientemente se han registrado un gran numero de
estructuras macromoleculares, lo que permite, en la mayoria de los casos, utilizar modelos

con gran similitud estructural y funcional, dando una mayor validez al modelo final.®®

Algunas
de las técnicas mas empleadas son los modelados por homologia, por enhebrado de

proteinas y por reemplazo de residuos, los cuales se describen a continuacion.

Al.2.2.1. Modelado por Homologia
Esta técnica se basa en la suposicibn razonable de que dos proteinas homologas

compartirdn estructuras muy similares puesto que un plegado proteico esta evolutivamente
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mas conservado que su secuencia. Una alta similitud secuencial permite asegurar la

existencia de una relacion evolutiva entre dos organismos, por lo que secuencias
practicamente similares generalmente se plegaran de forma idéntica. La técnica garantiza la
confiabilidad del modelo al fundamentar su basqueda en la similitud de cobertura y en el
porcentaje de identidad (ID). Actualmente existen varios servidores (ej. Swiss-Model) y
programas (ej. Modeller) que permiten generar modelos por homologia a partir del
seguimiento de una serie de pasos ordenados, los cuales se describen y esquematizan en la
Figura A1.1.9%92

Secuencia
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v v
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Figura Al.1. Procedimiento para el modelado por homologia.

La identificacién de la plantilla y el alineamiento inicial de secuencias se obtienen a partir de

calcular una serie de matrices de alineamiento que le permiten al servidor (ej. BLAST)
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identificar las diferencias y similitudes con estructuras almacenadas (ej. PDB).

Posteriormente, las pequefias diferencias clasificadas como brechas en el alineamiento
inicial son reevaluadas, y se les asigna un distintivo de similitud durante la correccion del
alineamiento. El esqueleto del modelo permite obtener un primer plano de visualizacién de la
estructura final, lo que permite asignar rotaciones y orientaciones permitidas a los loops y a
los residuos de cadenas laterales. Una vez que se tiene la estructura final, se procede a la
optimizacién energética de la misma, lo cual consiste en realizar un proceso iterativo de
predicciones en las rotaciones de cadenas laterales hasta alcanzar un minimo energético
estructural. Finalmente, se realiza una validacion del modelo obtenido mediante el empleo de
graficos y pardmetros generados a partir de programas especializados que analizan la
estructura de forma comparativa con el modelo y/u otros modelos, asi como también evaltan

las caracteristicas de conformacion de los aminoacidos.®*

Al.2.2.2. Modelado por enhebrado de proteinas
A diferencia del modelado por homologia, en esta técnica primero se contrasta la secuencia
de aminoacidos de estructura desconocida contra una base de datos de estructuras
resueltas, sin importar la homologia que existe entre éstas. La probabilidad de plegamiento
de la secuencia esta evaluada en funcidon de los marcadores de compatibilidad obtenidos
durante el ensamblaje los fragmentos estructurales pertenecientes a la plantilla, los cuales
son evaluados y clasificados posteriormente para generar los posibles modelos. I-TASSER
es el servidor predilecto para la generacion de este tipo de modelos, debido a que utiliza

varios programas para la obtencién de las estructuras finales.*

Reensamblaje Comparacion Estructural
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Figura Al.2. Metodologia del modelado por enhebrado de proteinas.93
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Al1.2.2.3. Modelado por reemplazo de residuos
Las correlaciones observadas entre pares de secuencias de proteinas homologas
normalmente permiten asumir que existe una alta similitud en la distribucién estructural
tridimensional (ID > 90%), por lo que en esta técnica el modelo se construye a partir de la
sustitucion en la plantilla de los aminoacidos que difieren entre ambas secuencias. Para esta
técnica se pueden emplear programas que permitan realizar mutaciones puntuales, por
ejemplo, UCSF Chimera v1.6.1, PyMOL, VMD, entre otros.*

A1.2.3. Validacién de modelos proteicos
Todo modelo posee una cierta cantidad de errores, los cuales se pueden deber al porcentaje
de identidad entre la plantilla y la secuencia inicial; a la resolucion de la plantilla o por la
asignacion poco favorecida de las cadenas laterales y loops.®* Para esto se han desarrollado
varios elementos que permiten evaluar y validar la estructura tridimensional final, algunos de

los cuales se describen a continuacion:

e Desviacion cuadratica media o RMSD (Root Mean Square Desviation): es el valor
resultante de la superposicion de la estructura de la cadena principal del modelo final
con la plantilla, para indicar similitudes estructurales dimensionales con base en sus
coordenadas atomicas. Un valor menor de 2.0 A se considera aceptable, y entre

menor sea el valor de la desviacion, mayor sera las similitud estructural.®

e Puntuacion DOPE (Discrete Optimized Protein Energy): es un parametro que evalla la
energia de interaccion de los aminoacidos estructurales. Entre menor sea este valor,
menor serd el nivel de energia de la estructura y por tanto serd un modelo mas

estable. El grafico DOPE permite realizar un analisis comparativo con la plantilla.*®

e Esquema de errores por residuo: es una representacion esquematica de la estructura
tridimensional del modelo generado, en el cual se muestran las regiones de la
estructura, mediante un gradiente de colores, de acuerdo a las variaciones que esta
presente. El gradiente de color va del azul al rojo, en donde las regiones coloreadas
de azul representan las zonas de mayor confianza (RMSD < 1.0 A), mientras que las
zonas rojas representan las regiones de menor confianza (RMSD > 3.5 A).%’
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Figura Al.3. Representacion esquematica de los parametros de validacién Z-score y QMEANSscore.

Puntuacion Z (Z-score): es una medida de la significancia estadistica del modelo como
resultado de una alineacibn mdultiple con otras estructuras conocidas. Este valor
permite evaluar la calidad del modelo basado en el tipo de interacciones C§,
distorsiones angulares, interacciones atomicas, potencial de solvatacion y al grado de
conformidad con base en comparaciones secuenciales, estructura secundaria y
accesibilidad de solvatacion (SSE & ACC). La evaluacion de los parametros anteriores
da como resultado una cifra que representa la calidad del modelo, la cual puede ser
negativa (baja calidad) o positiva (alta calidad), cuyo valor absoluto se espera sea

cercano a cero (Figura A1.3).”’

Puntuacion QMEAN (QMEANSscore): es el valor del grado de confiabilidad del modelo
al ser comparado con otras estructuras, e involucra los pardmetros anteriores para su
designacion. Los rangos de calidad estimada que maneja este parametro van del 0 al

1, en donde los mejores modelos presentan un valor mas cercano a 1 (Figura A1.3).%’

QMEAN | | —2.02
interaccion CB | | —1.34
interacciones atomicas | 1 -0.76
solvatacion | I -022
torsiones | | —4.29
conformidad SSE | 1 —-1.36
conformidad AAC | 1 -033
4 3 2 1 0 1 2 3 4
Z-score
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Diagrama de Ramachandran: grafico que representa las combinaciones angulares g
(psi) y @ (phi) de todos los aminoacidos que constituyen a una proteina (Figura Al.4a).
Permite visualizar el comportamiento conformacional de los aminoacidos al
representarlos dentro de un esquema de cuatro cuadrantes, cuya localizacion
dependera del tipo de estructura secundaria que estén conformando. En la Figura
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Al.4b se muestra una representacion de Ramachandran, en la que se observa a las

alfa hélices y la conformacion beta en los primeros 3 cuadrantes, dentro de las
regiones permitidas estéricamente. La mayor parte de los valores angulares obtenidos
se encuentran dentro de las regiones esperadas; sin embargo, existen excepciones
como el caso de la glicina, que gracias a que su cadena lateral es un hidrégeno puede
adoptar muchas conformaciones estéricamente prohibidas, y la prolina, debido a que
es el Unico aminoacido capaz de generar enlaces cis y trans. También existe la

posibilidad de que el diagrama se vea alterado debido a la presencia de un ligando.*®

Estos elementos de validaciéon son empleados por diferentes servidores (ej. PROCHECK,

Verify3D, Errat, entre otros) para asegurar que el modelo generado es confiable y puede ser
utilizado para estudios in silico.

\

X > \ o
Hojas B X xS
Sosealsiin’ X
antiparalelas "' ; o et
(i . RN
paralelas \
+180 Triple hélice del
| x" colageno
120 Hojas p torsionadas '+
a la derecha '
60 v
0
<
C ok \
2 ] v Hélice cclevogira &
> \
aof :
-120}
Heélice acdextrogira ™=,
-180% 1 N
-180 0 +180
¢ (grados)
(a) (b)

Figura Al.4. (a) Representacion de los angulos de enlace rotables ¢ y y, (b) representacién del diagrama de

Ramachandran.98
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A1.3. Acoplamiento Molecular (Docking)

El acoplamiento molecular (Docking) es una técnica computacional que permite predecir la
conformacién y orientacion del ligando en el sitio de unién de la proteina blanco, asi como
plantear nuevas aproximaciones al disefio de farmacos.*® Esta técnica se emplea cuando la
estructura de la diana es conocida, usualmente a partir de estudios de cristalografia de rayos
X, por resonancia magnética nuclear (RMN) o bien por técnicas bioinformaticas de prediccion
estructural, como las que se mencionaron en el punto anterior. EI conocimiento estructural
del receptor abre la posibilidad de examinar la induccidbn de cambios estructurales en el
ligando para predecir la orientacion mas estable dentro del sitio de unién. Esto se realiza
mediante una exploracion exhaustiva del espacio conformacional del ligando, asi como una
discriminacion entre los diferentes modos de unién que pueda adoptar el ligando en la
proteina, y finalmente se estima la energia de unién con el receptor. La energia de union del
complejo ligando-receptor, generalmente expresada en términos termodindmicos como
energia libre de Gibbs (AGynisn), considera factores estéricos, electrostaticos, rigidez de la
macromolécula, formacion de puentes de hidrogeno, asi como de energia de solvatacion y

factores entrépicos rotacionales y traslacionales.®

[Elaq [Hag [E +1]aq

Figura A1.5. Esquematizacion del fundamento del acoplamiento molecular, en donde el inhibidor (I) se une a la
101

enzima (E) y forma el complejo inhibidor-enzima (E + I).

Durante el estudio de acoplamiento se formulan una serie de valores que contemplan la
orientacién, conformacién y translacion del ligando en el receptor, cuyo estado y
coordenadas provienen de un algoritmo, al cual se le denomina algoritmo genético.%

Existen varias técnicas para la identificacion del modo de union del ligando al receptor, pero

de forma general éstas contemplan: un espacio delimitado mediante la generacion de una
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malla (grid) de energia potencial, la cual almacena la informacion de la contribucion

energética del potencial electrostatico y de van der Waals del receptor en ciertos puntos; la
basqueda del espacio conformacional del ligando mediante la implementacion de métodos
estocasticos (Monte Carlo) o azarosos (algoritmos genéticos), para la evaluacion y
posicionamiento (rank) final a partir del puntaje (score) de las conformaciones finales.*

En el caso del programa AutoDock®, la energia de unién se describe en términos aditivos de
varios componentes que contribuyen a la energia de formacion del complejo ligando-

receptor, mostrados en la siguiente ecuacion®;

AG‘unién= AGdisolvente + AG‘conformacién + AG‘interaccic’)n + AG‘rotacic’)n + AG‘t/r + AG‘vibracic')n

Donde:

- AGgisovente €S la contribuciéon debida a efectos del disolvente, como interacciones
disolvente-ligando, disolvente-proteina y disolvente complejo ligando-receptor.

- AGconformacisn €S la energia debida a cambios conformacionales en la proteina y el
ligando.

- AGineraccion €S la energia libre asociada a las interacciones ligando-receptor.

- AGyotacion €S la pérdida de energia asociada a la pérdida de grados de libertad de
rotacion interna de la proteina y el ligando.

- AGy es la pérdida energética traslacional y rotacional debida a la asociacién de dos
moléculas.

- AG.ipracion Corresponde a los cambios de energia libre debido a cambios en los modos

vibracionales.

Uno de los aspectos mas criticos de esta técnica es la dificultad de explorar de forma
completa los cambios conformacionales que puedan ocurrir en el receptor, tanto en las
cadenas laterales de los residuos como especialmente en cambios que afecten la disposicion
del sitio de union. En los ultimos afios se han producido avances importantes en la resolucion
de dichas dificultades, como el uso de funciones de puntuacion consenso (hit consensus),
gue consiste en seleccionar los conformeros con base en resultados obtenidos por mas de
dos softwares diferentes, y la re-evaluacion a posteriori de las afinidades y conformaciones

mediante el empleo de técnicas de dindmica molecular o metadinamica.'®
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Al.4. Dinamica Molecular
Los métodos de simulacion dindmica son ampliamente utilizados para obtener informacion
acerca de la evolucion conformacional, cinética y termodinamica de proteinas, u otras
macromoléculas bioldgicas, durante un determinado periodo de tiempo. Los diferentes
procesos dinamicos, que pueden ser caracterizados para proteinas, presentan escalas de
tiempo que van desde los femtosegundos hasta las horas, para cada uno de los cuales existe
un extenso rango de amplitudes y energias obtenidos a partir de la integracién de una serie
de algoritmos matematicos a la ecuacién de movimiento. El tiempo de movimiento a designar
dependera de la funcion bioguimica a evaluar. Las reacciones enzimaticas son rapidas y
localizadas (10! — 107 segundo); el acoplamiento alostérico y el proceso de plegamiento
son movimientos lentos (10™ — 1 segundo); mientas que la asociacién de subunidades ocurre

en un mayor nimero de movimientos (>1 segundo).*®*

Figura Al.6. Ejemplificacion de una simulacién de acoplamiento alostérico, en donde el GTP (azul) induce un
105

cambio conformacional en la proteina.

Los sistemas macromoleculares son complejos y consisten de un gran numero de particulas,
por lo que este tipo de simulaciones se llevan a cabo empleando célculos de mecanica
molecular (MM) que permiten describir superficies de energia potencial y propiedades fisicas
acerca del comportamiento atdmico. En estas simulaciones se involucra un calculo numérico
iterativo de las fuerzas instantaneas presentes en el sistema MM y los movimientos
correspondientes de dicho sistema. Los modelos de MM representan a los atomos como
esferas y a los enlaces como resortes, por lo que al final el sistema macromolecular consiste
en un grupo de particulas que presentan movimiento en respuesta a sus interacciones y

distancias, de acuerdo a las ecuaciones de movimiento definidas por la Mecanica Clasica.
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El proceso de dinamica molecular (DM) considera una serie de factores entre los que se

encuentran los siguientes: **

El ambiente simulado: el reproducir las condiciones experimentales permite evaluar el
comportamiento real de la proteina en un organismo. La proteina se puede estudiar
como una entidad aislada (al vacio) o como un sistema rodeado por moléculas de
agua, iones y/o por proteinas vecinas (ambiente cristalino). La simulacion de la
solvatacion de la proteina incluye la posibilidad de establecer un sistema
electrostatico, implicito (se desprecian las interacciones solvente-proteina para reducir
tiempo de calculo) o explicito (en él se consideran las interacciones estéricas y
electronicas del disolvente con la macromolécula). En este Ultimo, el sistema se
encuentra delimitado por un espacio cubico que permite establecer el comportamiento
cinético y termodinamico de la estructura principal con la secundaria (solvente o
macromoléculas).

Longitud de la simulacion: se encuentra delimitada por una serie de factores a
considerar, entre los cuales se encuentran el costo computacional (tiempo de
méaquina) para evaluar las interacciones, el nimero de interacciones necesarias para
evaluar cada periodo de tiempo, los periodos de tiempo para ese proceso, y el nimero
de grados de libertad para la propagacion.

Condiciones experimentales: debido a la importancia de replicar las condiciones
experimentales, la DM considera factores como presion y temperatura para reproducir

las condiciones fisicas reales.

A1.5. Disefio de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) es un area del disefio racional de

farmacos y consiste en aplicar algun procedimiento realizado por una computadora con la

finalidad de descubrir nuevos farmacos en un menor tiempo y costo. El DIFAC tiene como

objetivos principales el descubrir nuevos lideres moleculares, optimizar a los lideres ya

existentes y seleccionar, de una biblioteca de moléculas, a los candidatos que tienen mayor

probabilidad (o menor probabilidad) de convertirse en farmacos exitosos. Desde luego, las

predicciones obtenidas con el DIFAC, como en muchas otras disciplinas cientificas, deben

someterse a pruebas experimentales.
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Los métodos del DIFAC pueden agruparse en dos areas principalmente: métodos basados

en el ligando, cuando se conoce la estructura de una serie de moléculas con la misma
actividad biolégica (ej. relaciones estructura-actividad), y métodos basados en el receptor.
Este ultimo método se emplea cuando se conoce la estructura del receptor, determinando la
zona con la cual interaccionara el ligando mediante la identificacion del sitio activo o
alostérico. Los métodos de disefio basado en la estructura del receptor mas conocidos son el
disefio de novo, el cual consiste en construir moléculas directamente en el receptor, y el
acoplamiento molecular automatizado (docking). Para estos métodos generalmente se
ensayan una serie de bibliotecas moleculares que permiten identificar algunas de las
estructuras que pueden ser empleadas como lideres para el disefio de nuevos farmacos, a lo

cual se le conoce como screening virtual (virtual screening).%®

A1.5.1. Screening virtual
Se denomina screening virtual al conjunto de métodos computacionales destinados a
seleccionar de entre grandes bases de datos a aquellos compuestos que, por reunir ciertas
caracteristicas estructurales, son candidatos a presentar una propiedad o actividad biologica
determinada. Esta técnica permite identificar, en un tiempo relativamente breve, nuevas
estructuras lideres que facilitardn el disefio de nuevos farmacos. El screening virtual tiene
varias ventajas, como son: minimizacién de tiempo y costos inherentes al desarrollo de un
nuevo farmaco, maximizacioén de probabilidades de éxito en las etapas preclinica y clinica,
asi como también posee un fuerte fundamento bioético al disminuir estudios que involucren

animales y humanos.'’

A1.5.2. Propiedades ADMET
Un concepto adicional que se debe considerar durante el disefio de farmacos, es el
comportamiento de dichas moléculas en un organismo biolégico durante el mecanismo de
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion del farmaco, asi como la toxicidad que
pudiese presentar. Las propiedades estructurales de las moléculas juegan un papel
importante en los mecanismos farmacocinéticos, es por esto que actualmente se han
propuesto una serie de reglas que permiten predecir el comportamiento del farmaco en el
organismo, basandose principalmente en las propiedades estructurales y fisicoquimicas de

los compuestos.'® Algunas de las reglas mas empleadas son las siguientes:
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(a) Regla de los 5 de Lipinski: esta regla establece que para que un farmaco presente
buena absorcion oral y permeabilidad celular es necesario que cumpla lo siguiente:
tener un peso molecular menor o igual a 500 Daltons (PM < 500 Da); cinco o menos
grupos donadores de puentes de hidrégeno (DPH < 5); diez o menos grupos
aceptores de puentes de hidrégeno (APH < 10); y un coeficiente de particion octanol-
agua menor o igual a 5 (log < 5). Si dos 0 mas de las propiedades se encuentran fuera
de los valores establecidos, entonces se considera la posibilidad de que el farmaco
presente una pobre absorcién o permeabilidad.®

(b) Regla de Veber: con esta regla Veber y colaboradores establecieron las propiedades
gue determinan la biodisponibilidad del farmaco, entre las que estan: no mas de 10
enlaces rotables (ERot < 10); una superficie polar del espacio topolégico no mayor a
140 A (tPSA < 140 A) o que la suma de grupos donadores y aceptores de puentes de
hidrégeno sea menor o igual a 12 (APH + DPH < 12).83

(c) Regla de Egan: al igual que en la de Veber, en esta regla se establecen algunos
parametros estructurales para beneficiar la biodisponibilidad del farmaco, tales como:
poseer una superficie polar del espacio topologico entre 0y 132 A (0 = tPSA < 132) y

un coeficiente de particién octanol-agua mayor a -1 y menor a 6 (-1 = logP < 6).34
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APENDICE 2. Principales derivados bencimidazélicos

En la Tabla A2.1 se enlistan los diferentes derivados bencimidazdlicos considerados para el

estudio realizado en el presente trabajo.

Tabla A2.1. Principales derivados bencimidazoélicos
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Continuacién de la Tabla A2.1
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APENDICE 3. Identificacion de las secuencias de las isoformas de B-tubulina

En la Tabla A3.1 se reportan todas las secuencias silvestres (WT) y, en algunos casos,
secuencias con alguna mutacion (MT) de los diferentes isotipos (Isot.) de la B-tubulina
encontrados para cada uno de los organismos de interés. Asi mismo se reporta el numero de
aminoacidos que posee la secuencia (No. AA) y el numero de acceso de identificacion de la

secuencia en el Proteinbank del NCBI®°.

Tabla A3.1. Secuencias de B-tubulina reportadas en el servidor NCBI

No. de acceso

Grupo Organismos Isot. WT/MT = No. AA _
(Proteinbank)

BT1 WT 451 CAC09371

BT2A WT 445 CAD70628

BT2B WT 445 CAI40952

Homo sapiens BT2C WT 445 CAA26203
BT3 WT 450 AAC52035

BT4 WT 450 BAD96759

BT5 WT 444 BAE78618

BT2B WT 451 AAT84374

BT2C WT 445 AAI05182

Mamiferos
BT3 WT 450 AAI11296
Bos taurus

BT4 WT 444 AAI03099

BT5 WT 444 AAI05402

BT6 WT 446 AAI13261

Ovis aries - WT 445 DOVWY9?
BT1 WT 451 CAM26336

BT2 WT 445 BAE22178

Mus musculus

BT3 WT 450 BAE28719

BT6 WT 447 AAH08225
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Continuacién de la Tabla A3.1

No. de acceso

Organismos Isot. WT/MT  No. AA _
(Proteinbank)
Trichinella spiralis - WT 444 EFV50889
Ancylostoma duodenale | BT1 WT 448 ABN58791
BT1 WT 448 ACS29564
BT1 | MT (200) 448 ABM92348
BT1 | MT (198) 448 ACS29568
Haemonchus contortus
- MT (167) - ---
BT2 WT 448 ACS29571
BT2 | MT (198) 448 ACS29574
. - WT 448 CAA93249
Nematodos Teladorsagia .
_ _ BT1 MT (200) 93 ACY00507
circumcincta
- MT (167) - ---
Brugia malayi - WT 448 AAU12501
- WT 444 AAB99949
Trichuris trichiura
- MT (200) - ---
BT1 WT 450 ADY45466
_ o BT1¢ | MT (200) 451 ADY45556
Ascaris lumbricoides
BT2 WT 455 ADY46197
BT4 WT 444 ADY46359
BT1 WT 436 CAC82577
BT2¢ WT 443 CAO79608
. . BT3 WT 444 CAQ79609
Trematodo Fasciola hepatica
BT4 WT 442 CAQ79610
BT5 WT 431 CAO79611
BT6 WT 430 CAQ79612
_ BT1° WT 448 CAB91640
Echinococcus
_ _ BT2° WT 445 CAB91641
multilocularis
Cestodos BT3 WT 443 CAB91642
o BT1 WT 444 AFD03594
Moniezia expansa 5
BT2 WT 372 AFD03595
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Continuacién de la Tabla A3.1

Isot. WT/MT | No. AA

Organismos

No. de acceso

(Proteinbank)

Protozoarios

Giardia intestinalis - WT 445 CAA29923
Trichomonas vaginalis - WT 446 AAAG7546
Leishmania mexicana - WT 443 AAK31149

Trypanosoma cruzi - WT 442 AAA91956

Toxoplasma gondii - WT 449 AAA30146
Entamoeba histolytica - WT 458 EAL49403

Notas:
(a) Clave de UniProt.
(b) Secuencia incompleta.

. . . . 45
(c) Sin resistencia confirmada.

, . s 23
(d) Isoforma que parece ser mas susceptible a carbamatos bencimidazdlicos.

(e) Isoforma cuya expresion podria ser la causante de la baja afinidad de los bencimidazoles.”

7
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APENDICE 4. Seleccion del servidor para generar los modelos de B-tubulina

En la Tabla A4.1 se muestran los resultados de la validacion de los modelos obtenidos con la
plantilla 3N2G_D a partir de la implementacion de varios servidores que emplean la técnica
de modelado por homologia, entre los cuales se encuentran: I-TASSER (ITS)®*, Swiss-Model
(SWM)'° 3D-Jigsaw (3DJ)*°, HOMER (HOM)'', (PS)%-v2 (PS2)'?, SCWRL (SWL)™3,
Jackal (JAK)™*, ESyPred3D (E3D)°, GENO3D (G3D)''® & Modeller 9v10 (MOD)®. Todos
los modelos fueron comparados y evaluados a fin de seleccionar aquel cuyos resultados de

validacion fueran lo mas aproximados a los parametros establecidos.

Tabla A4.1. Resultados de los modelos generados con la técnica de modelado por homologia

Servidor Mo;élo QMEANscore Z-score RI(\AAS)D amachndranplot (
ITS 1 0.576 -2.263 0.153 83.5 | 147 1.5 0.3
SWM 1 0.612 -1.832 0.076 69.8 | 23.7 4.0 2.4
3DJ 1 0.540 -2.680 0.104 716 | 21.5 3.9 3.0
HOM 12 0.180 -6.975 6.015 70.7 | 20.9 4.4 4.1
PS2 1@ 0.630 -1.613 0.167 855 | 11.0 2.7 0.8
SWL 1 0.581 -2.202 0.094 70.6 | 23.5 3.5 2.4
JAK 1 0.596 -2.022 0.096 69.8 | 24.0 3.8 2.4
E3D 1 0.597 -2.016 2.784 854 | 111 1.9 1.6
1 0.597 -2.000 0.906 745 | 214 1.9 2.2

G3D 2 0.602 -1.946 0.909 77.0 | 17.6 3.3 2.2
3 0.585 -2.139 1.000 77.0 | 20.1 1.9 1.1

1 0.617 -1.769 0.135 86.6 9.7 2.7 1.1

24 0.622 -1.717 0.126 86.6 9.9 24 1.1

MOD 3 0.610 -1.858 0.129 85.8 | 10.8 2.4 1.1
4 0.605 -1.918 0.137 86.0 | 10.2 2.4 1.3

5 0.604 -1.924 0.126 86.8 9.1 3.0 1.1

Nota: (a) Modelos cuyo sitio de unidn se encontré cerrado después de la optimizacion. Regiones del diagrama
de Ramachandran: (F) Favorecida; (P) Permitida; (G) Generosamente Permitida & (NP) No Permitida.
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APENDICE 5. Validacion de los modelos
En este apartado se presentan los resultados de la validacion de las estructuras creadas a
partir del modelado por homologia con la plantilla 3N2G_D para T. spiralis, G intestinalis, E

histolytica, E. miltilocularis y F. hepatica.

a) Trichinella spiralis

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura A5.1. Grafico de Z-score para el modelo de T. Figura A5.2. Esquema de errores por residuo
spiralis. para el modelo de T. spiralis.
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Figura A5.3. Grafico DOPE para el modelo de T. spiralis.
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Diagrama de Ramachandran

_PROCHECK ARG 262
"] > ol
‘b
A e TR
A
A A= =
VAL 60 s
LEU-361
| ]

)

(@] — -

s — '=

9 _] _I A !

— GLN 944 !

"2 “~ . 179k

0o ) :LEL.__

\'_-\.L..“SG
s
’ b
_| .-
2180 -135 90  -45 0 45 90 135 180

Phi (grados)

Figura A5.4. Diagrama de Ramachandran para el modelo de T. spiralis.

Estadisticas del Diagrama

Residuos en las regiones mas favorecidas [A,B,L] 322 86.6%
Residuos en las regiones adicionalmente permitidas [a,b,l,p] 36 9.7%
Residuos en las regiones generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 10 2.7%
Residuos en las regiones no permitidas 4 1.1%
NuUmero de residuos (excluyendo Gly y Pro) 372 100.0%
Numero de residuos terminales 2
Numero de glicinas 35
NUmero de prolinas 19
NuUmero total de residuos en la estructura 428
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normalised QMIEANG score

b) Giardia intestinalis

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura A5.5. Grafico de Z-score para el modelo de G. Figura A5.6. Esquema de errores por residuo
intestinalis. para el modelo de G. intestinalis.
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Figura A5.7. Grafico DOPE para el modelo de G. intestinalis.
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Diagrama de Ramachandran
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Figura A5.8. Diagrama de Ramachandran para el modelo de G. intestinalis.
Estadisticas del Diagrama

Residuos en las regiones mas favorecidas [A,B,L] 320 86.0%
Residuos en las regiones adicionalmente permitidas [a,b,l,p] 42 11.3%
Residuos en las regiones generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 5 1.3%
Residuos en las regiones no permitidas 5 1.3%
NuUmero de residuos (excluyendo Gly y Pro) 372 100.0%
Numero de residuos terminales 2
Numero de glicinas 35
NUmero de prolinas 19
NuUmero total de residuos en la estructura 428
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normalised QMIEANG score

c) Entamoeba histolytica

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura A5.9. Gréfico de Z-score para el modelo de E. Figura A5.10. Esquema de errores por residuo
histolytica. para el modelo de E. histolytica.
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Figura A5.11. Gréafico DOPE para el modelo de E. histolytica.

125



APENDICE 5

Diagrama de Ramachandran
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Figura A5.12. Diagrama de Ramachandran para el modelo de E. histolytica.

Estadisticas del Diagrama

Residuos en las regiones mas favorecidas [A,B,L] 318 84.1%
Residuos en las regiones adicionalmente permitidas [a,b,l,p] 42 11.1%
Residuos en las regiones generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 11 2.9%
Residuos en las regiones no permitidas 7 1.9%
NuUmero de residuos (excluyendo Gly y Pro) 378 100.0%
Numero de residuos terminales 1
Numero de glicinas 30
NUmero de prolinas 19
NuUmero total de residuos en la estructura 428
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d) Echinococcus multilocularis

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura A5.13. Gréfico de Z-score para el modelo de E. Figura A5.14. Esquema de errores por residuo
multilocularis. para el modelo de E. multilocularis.
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Figura A5.15. Gréafico DOPE para el modelo de E. multilocularis.
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Diagrama de Ramachandran
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Figura A5.16. Diagrama de Ramachandran para el modelo de E. multilocularis.

Estadisticas del Diagrama

Residuos en las regiones mas favorecidas [A,B,L] 322 86.3%
Residuos en las regiones adicionalmente permitidas [a,b,l,p] 38 10.2%
Residuos en las regiones generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 8 2.1%
Residuos en las regiones no permitidas 5 1.3%
NuUmero de residuos (excluyendo Gly y Pro) 373 100.0%
Numero de residuos terminales 2
Numero de glicinas 34
NUmero de prolinas 19
Numero total de residuos en la estructura 428
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e) Fasciola hepatica

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura A5.17. Gréfico de Z-score para el modelo de F. Figura A5.18. Esquema de errores por residuo
hepatica. para el modelo de F. hepatica.
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Figura A5.19. Gréafico DOPE para el modelo de F. hepatica.
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Diagrama de Ramachandran
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Figura A5.20. Diagrama de Ramachandran para el modelo de F. hepatica.

Estadisticas del Diagrama

Residuos en las regiones mas favorecidas [A,B,L] 323 86.8%
Residuos en las regiones adicionalmente permitidas [a,b,l,p] 36 9.7%
Residuos en las regiones generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 8 2.2%
Residuos en las regiones no permitidas 5 1.3%
NuUmero de residuos (excluyendo Gly y Pro) 372 100.0%
Numero de residuos terminales 2
Numero de glicinas 34
NUmero de prolinas 20
NuUmero total de residuos en la estructura 428

130



	Portada
	Índice General
	Abreviaturas
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Planteamiento del Problema
	4. Hipótesis
	5. Objetivos
	6. Metodología
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	9. Perspectivas
	10. Referencias Bibliográficas
	Apéndices

