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Resumen

La FoF1-ATP sintasa es una de las maquinas moleculares mas maravillosas e interesantes.
Dotada de un sofisticado mecanismo de rotacidn, esta enzima utiliza la fuerza protén motriz
transmembranal generada por la cadena de transporte de electrones para la sintesis
endergodnica de ATP. La ATP sintasa es una proteina multimérica de compleja organizacion
estructural. Su arquitectura estd altamente conservada a lo largo de la evolucion. Se ha
aislado un numero significativo de péptidos naturales y moléculas pequenas de origen
endogeno y exdgeno que pueden interactuar e inhibir la actividad de esta enzima. Ademas,
con el uso de tamizajes fenotipicos, se desarrollé una molécula sintética anti-ATP sintasa
aprobada para el tratamiento de la tuberculosis multirresistente. La existencia de todos
estos inhibidores, tanto naturales como sintéticos, puede considerarse como una clara
indicacion de la accesibilidad farmacoldgica de la ATP sintasa. Sin embargo, el potencial
farmacoldgico de esta enzima clave para la supervivencia de la mayoria de los organismos
aerdébicos no ha sido probado de forma sistematica. En este estudio, realizamos un anlisis
comparativo del grado de conservacion de la ATP sintasa entre grupos taxondmicos que
cuenten con especies que sean patégenos de humanos. Los resultados muestran que las
diferencias de estructura primaria y estereoquimicas entre la ATP sintasa humana y las de
patdgenos son mayores a lo reconocido anteriormente, por lo cual es posible sugerir a esta
enzima como un blanco farmacolégico especie-especifico.

Abstract

FOF1-ATP synthase is one of the most marvelous and interesting molecular machines. This
enzyme, endowed with a sophisticated rotating mechanism, uses the transmembrane
proton-motive force generated by the electron transport chain for the endergonic synthesis
of ATP. ATP synthase is a multimeric protein of a complex structural organization. The
architecture is highly conserved throughout the evolution. Significantly, several natural
peptides and small organic molecules of endogenous and exogenous origin has been
isolated, which can interact and inhibit the activity of this enzyme. Furthermore, using
phenotypic screenings, a synthetic anti-ATP synthase molecule approved for the treatment
of multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) was developed. The existence of all these ATP
synthase binders, both natural and synthetic, can be considered as a clear indication of the
druggability of this enzyme. However, the pharmacological potential of this vital enzyme for
the survival of most aerobic organisms has not been systematically tested. In this study, we
performed a comparative analysis of the degree of conservation of ATP synthase between
taxonomic groups that have pathogenic species against humans. The results show that the
differences in primary and stereochemical structure between human ATP synthase and
those of pathogens are greater than previously recognized, so it is possible to suggest this
enzyme as a species-specific pharmacological target.



Capitulo 1. Introduccidn

Resistencia a antibioticos

Las enfermedades infecciosas siempre han acompaifado a la humanidad y han
evolucionado con ella. Estas enfermedades pueden transmitirse directa o indirectamente
de una persona a otra y son causadas por organismos patégenos como las bacterias, virus,
pardsitos u hongos. Existen nuevas enfermedades infecciosas emergentes y otras antiguas
vuelven a aparecer sin que podamos predecir cudndo ocurrird una nueva epidemia.
Ademas, la resistencia a antibidticos es un peligro latente a nivel global que requiere
atencion inmediata.

La resistencia a antibidticos es un fendmeno natural. Algunos microorganismos son
naturalmente resistentes a ciertos tipos de antibiéticos. En general, los microorganismos se
pueden volver resistentes de dos formas. La primera es por mutaciones genéticas y la
segunda es por la adquisicion de resistencia a partir de otros microorganismos mediante
transferencia horizontal de genes [1]. Las mutaciones genéticas alteran la accién del
antibiotico utilizando alguno de los siguientes mecanismos: modificando la diana biolégica
(disminuyendo la afinidad por el farmaco), disminuyendo la captacién de la molécula,
activando mecanismos de eflujo para extrudir el farmaco o realizando cambios globales en
vias metabdlicas importantes mediante la modulacién de redes regulatorias [1]-[12].

La crisis de resistencia a antibidticos se atribuye principalmente su uso excesivo, a las
prescripciones inapropiadas por parte del sector salud, asi como a su uso extensivo en
agricultura y ganaderia [13]. Por otro lado, el desarrollo de nuevos antibiéticos por parte de
la industria farmacéutica ha estado detenido debido a obstaculos econdmicos y
regulatorios. Debido a esto, el 80% de las grandes empresas farmacéuticas han abandonado
la investigacion en el area de antibidticos. Ademas, la investigacidn sobre nuevos farmacos
en la academia se ha reducido debido a crisis econdmicas [13]-[15]. El desarrollo de
antibidticos no es considerada una inversidn para la industria farmacéutica, debido a que
los antibidticos son usados por periodos relativamente cortos y son generalmente
curativos, lo que no los hace lucrativos como aquellos farmacos utilizados para tratar
condiciones crénicas como diabetes, desérdenes psiquiadtricos, asma o reflujo
gastroesofagico [13], [14], [16]-[18].

Por otro lado, las compafiias que aun persiguen el descubrimiento de nuevos antibidticos
tienen el obstdculo de conseguir la aprobacion regulatoria. Entre 1983 y 2007, ocurridé una
reduccion sustancial en el nimero de nuevos antibidticos aprobados. En la Figura 1 se
muestra el numero de antibidticos aprobados desde 1980 hasta 2014, en periodos de 5
afnos. Se observa que de 1980 a 1999, el numero de antibidticos aprobados se mantuvo
relativamente constante; sin embargo, a partir del afio 2000, los farmacos antimicrobianos
disponibles han disminuido de forma dramatica.
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Figura 1. Numero de antibidticos aprobados por intervalos de tiempo. Adaptado de [13].

Cuando un nuevo antibiético es usado, la emergencia de la resistencia es practicamente
inevitable. Sin embargo, debido a que la evolucidn de los patégenos es incierta, la linea de
tiempo para el desarrollo de la resistencia no es predecible [17]. En la Figura 2 se muestra
una linea de tiempo de descubrimiento de antibidticos. El descubrimiento de un antibidtico
es seguido por la aparicidon de cepas resistentes a éstos en lapsos menores a 15 afios. Por
ejemplo, la penicilina se descubrié en 1928 y los microorganismos resistentes se empezaron
a encontrar en 1940. A partir de la aplicacién clinica de los carbapenémicos (por ejemplo,
imipenem, Figura 2), pasaron mas de 30 afios para el descubrimiento y utilizacién clinica de
nuevos tipos de antibidticos. Los antibidticos mas recientes fueron aprobados entre 2010y
2014 por la FDA, incluyendo a la bedaquilina que es un antibidtico especie-especifico. Se ha
estimado que, si no se aborda el problema de la resistencia a antibiéticos a la brevedad,
puede resultar en aproximadamente 10 millones de muertes cada afio a nivel mundial en
2050 y un costo de 6.6x10"3 libras en pérdidas globales [19]-[21].
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Figura 2. Linea de tiempo del descubrimiento de antibiéticos. Tomada de [22]



Esencialmente existen cinco clases de dianas farmacoldgicas antibacterianas,
esquematizadas en la Figura 3. Una de estas dianas es la biosintesis de la pared
celular/peptidoglicano, afectada por glicopéptidos tales como B-lactamicos y vancomicina
[5]. La segunda diana es la sintesis de proteinas, con la mayoria de antibidticos actuando
sobre el ribosoma [23]. La tercera diana es el bloqueo de la replicacién de DNA y la
transcripcion a RNA, cuyos blancos mas comunes son la DNA girasa y la RNA polimerasa. La
cuarta diana es la via biosintética de folato, la cual provee la unidad de carbono necesaria
para la sintesis del desoxitimidilato necesario para la sintesis de DNA. Las sulfas y los
analogos de folato, usadas en combinacion, bloquean dos pasos secuenciales en esa ruta
biosintética [24]. La quinta diana es la disrupcidon de la integridad de la membrana celular,
utilizando antibiéticos como la daptomicina [9], [25]—[28].
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Figura 3. Blancos farmacolégicos antimicrobianos. Existen cinco blancos farmacolégicos en bacterias: sintesis de pared
celular, sintesis de proteinas, bloqueo de la replicacién de DNA y transcripcion de RNA, rutas metabdlicas y disrupcién de
la membrana plasmatica. Tomada de [11].

Inhibicion de la sintesis de la pared celular

Los antibidticos R-lactamicos comparten un mecanismo de accién comun: la inhibicién de
la sintesis de la pared de péptidoglicano de la bacteria. Por eso se los considera antibidticos
de gran seguridad, ya que las células eucariotas carecen de pared bacteriana. Inhiben Ila
etapa final de la sintesis, es decir, la reaccidon de entrecruzamiento entre los polimeros de
peptidoglicanos. Esta etapa se encuentra catalizada principalmente por dos clases de



enzimas: carboxipeptidasa y transpeptidasa, las cuales estdn ancladas a la membrana
plasmatica de la bacteria. A estos tipos de proteinas se las denominan PBP (proteinas
ligadoras de penicilinas). Es aqui, donde se fijan los B- lactamicos, inhibiéndolas en forma
no competitiva, irreversible.

Todas las bacterias poseen este tipo de proteinas, variando en su niumero y afinidad de
unidn por diferentes antibidticos -lactdmicos segln cual sea la bacteria; por ejemplo, los
Staphylococcus aureus tienen cuatro PBP, en tanto que la E. coli posee como minimo siete.
En términos generales, las PBP intervienen en: el crecimiento de la bacteria; la
conformacion de la estructura tridimensional; la reparacién de la pared; brinda rigidez;
mantiene el gradiente osmotico entre la bacteria y el medio.

Inhibicion de la sintesis de proteinas

sintesis de los ribosomas se realiza en tres etapas: iniciacién, elongacién, que comprende
reconocimiento, transferencia y translocacidn, y terminacidn. El ribosoma 70 S, compuesto
por dos subunidades, 30 Sy 50 S, es la unidad funcional de la sintesis de proteinas en las
bacterias, en tanto que los ribosomas de los mamiferos son 80 S y no se dividen en
subunidades. Esto explicaria por qué los farmacos antimicrobianos pueden inhibir la sintesis
en los ribosomas bacterianos, sin tener efecto sobre los ribosomas de los mamiferos. Los
aminoglucdsidos se fijan irreversiblemente a la subunidad 30 S de los ribosomas e inhiben
la sintesis bacteriana, interfiriendo la fijacion del ARNt y distorsionando el codén de ARNm,
con lo que hay una lectura equivoca del mensaje genético y una sintesis de proteinas no
funcionales. Las tetraciclinas se fijan a los ribosomas de los mamiferos. El cloranfenicol, la
clindamicina y la eritromicina se fijan a la subunidad 30 S. El primero inhibe una peptidil-
transferasa, la segunda, la iniciacién, y los macrélidos, la translocacion.

Interferencia en la sintesis y/o metabolismo de los acidos nucleicos

Rifampicina (ARN-polimerasa ADN-dependiente), quinolonas (ADN-girasas), metronidazol
y antivirales. Existen tres posibles mecanismos por los que los antimicrobianos pueden
modificar la sintesis de los acidos nucleicos:

¢ Interfiriendo la replicacién del ADN.
¢ Impidiendo la transcripcién.
¢ Inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales.

A través del primero, actdan las quinolonas, ya que inhiben la enzima ADN-girasa. Esta
enzima corta la doble hélice del ADN cromosémico en fragmentos a los que superenrrolla
en sentido negativo, para proceder al sellado de los extremos de ADN que fueron cortados.
Las quinolonas impiden el cierre de los puntos de rotura. Los farmacos que inhiben la
trascripcién, como es el caso de la rifampicina y la actinomicina, actian en la ARN-
polimerasa. La rifampicina se fija en la subunidad B de esta enzima e impide su formaciény
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la del complejo que inicia la trascripcién, mientras que la actinomicina D bloquea la
progresién de la ARN polimerasa en cualquier fase [29].

Via biosintética de folato

Las sulfamidas inhiben la incorporacién del PABA para la formacion del acido félico, de aqui
su efecto antibacteriano selectivo. Las diaminopirimidinas inhiben la dihidrofélicoreductasa
e impiden el paso de 4cido félico a folinico (paso necesario para la sintesis de bases puricas
y pirimidinicas). La utilizacién terapéutica de trimetoprima depende de la afinidad selectiva
por la dihidrofélico-reductasa de gérmenes sensibles [29].

Disrupcion de la membrana citoplasmatica

La membrana celular constituye una barrera de permeabilidad y lleva a cabo funciones de
transporte activo. Si la integridad funcional de la membrana se altera, los iones y
macromoléculas se escapany la célula se lesionay muere. El empleo de agentes que afectan
a la membrana celular en la terapéutica antiinfecciosa se debe al hecho de que
determinadas membranas de algunas células y hongos se alteran con mas facilidad que las
de los animales, lo que permite una actividad quimioterapéutica selectiva. Las polimixinas
son activas frente a bacterias Gram negativas y actian como detergentes catidnicos sobre
membranas ricas en fosfatidil-etanolamina y los poliénicos, tales como anfotericina B,
nistatina, son activos frente a hongos [29].

Mecanismos de resistencia a antibioticos.

Los mecanismos por los que se producen resistencias de los patdgenos hacia antibiéticos se
pueden agrupar en los siguientes:

e Bloqueo del transporte de antibidticos.

La internalizacién de compuestos hidréfilicos se lleva a cabo por canales denominados
porinas, que se encuentran en la membrana interna, estos canales estan llenos de agua por
lo que la penetracion de los antibacterianos en este caso dependera del 15 tamafo de la
molécula, hidrofobicidad y carga eléctrica. La membrana celular de las bacterias Gram
negativas contiene un alto contenido de lipidos con respecto a las Gram positivas, presenta
una membrana externa con un 40% de lipopolisacarido, lo cual le proporciona una barrera
efectiva contra la entrada de antibidticos, dependiendo de la composicidn quimica de éstos.
Un mecanismo de resistencia surge de cambios que se dan en los receptores bacterianos
para los antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los componentes de envoltura
de la célula bacteriana (membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi
como a la pérdida de la capacidad de transporte activo a través de la membrana celular o
la expresion de bombas de eflujo, las cuales se activan en el momento en que el antibidtico
se introduce a la célula bacteriana. De esta forma, por ejemplo, se consigue resistencia a la
fosfomicina por pérdida del sistema de transporte del glicerol-fosfato [29]-[31].



e Modlificacion enzimdtica del antibidtico.

Las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiético,
haciendo que éste pierda su funcionalidad. Las B-lactamasas son un ejemplo notable de
esta habilidad bacteriana. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico que
poseen los antibidticos de esta familia. De igual forma, las enzimas modificadoras de los
aminoglucdsidos son capaces de modificar estos antibidticos mediante reacciones de
acetilacién, adenilacién y fosforilaciéon. Por ejemplo, el cloranfenicol se inactiva por una
acetilacién catalizada por una cloranfenicol-acetiltransferasa [29]-[31].

e Expulsion del antibidtico por un mecanismo activo de bombeo.

Este mecanismo opera tomando el antibidtico del espacio peripldsmico y expulsandolo al
exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accidn. Es frecuentemente utilizado por
las bacterias Gram negativas. Por ejemplo, la tetraciclina se expulsa de forma activa del
interior de bacterias resistentes [29]-[31].

* Modlificacion del sitio de accion del antibidtico.

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibiético se une para interrumpir una
funcion vital. Este mecanismo es, principalmente, utilizado por las bacterias Gram positivas,
las cuales generan cambios estructurales en los sitios de accidon de los antibidticos R-
lactamicos a nivel de las proteinas unidoras de penicilinas. Por ejemplo, la metilacion del
ARN 23S en una posicidon determinada da lugar a resistencia a los macrdlidos, que no
pueden fijarse en el ribosoma y producir asi su efecto inhibitorio [29]—[31].

e Cambios en la permeabilidad de la membrana externa.

Las bacterias pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la
membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son
proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa que
regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibidticos. Los cambios en su
conformacidn pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de agentes
farmacoldgicos al espacio periplasmico [29]-[31].

FoF1-ATP sintasa

La FoF1-ATP sintasa es un complejo enzimatico encargado de proveer a las células aerdbicas
la energia necesaria para realizar todos sus procesos vitales mediante la sintesis de ATP.
Esta enzima se encuentra muy conservada a lo largo de la evolucion. Las enzimas
bacterianas son esencialmente las mismas en estructura y funcién que aquellas de las
mitocondrias y los cloroplastos de organismos eucariontes. A pesar de esta conservacion,
recientemente la FoF1-ATP sintasa ha comenzado a figurar como un blanco farmacolégico
prometedor porque el bloquear su actividad de manera especifica podria causar la muerte
de un patdgeno sin afectar al hospedero.



El ATP es una molécula pequefia usada en las células para la transferencia energética [32].
Esta formado por un anillo de adenina, una molécula de ribosa y tres grupos fosfato,
denominados a, B y y a partir del mas cercano a la ribosa [33]. Los enlaces fosfodiéster, al
hidrolizarse, liberan una cantidad significativa de energia libre (alrededor de 7.3 kcal/mol,
en condiciones estandar) [34]. La FoF1-ATP sintasa, también llamada complejo V de la
cadena respiratoria, sintetiza ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi) al disipar la fuerza
proton motriz (pmf o Ap), o en algunas bacterias fuerza sodio motriz (smf) [35]—-[37]. En
bacterias, la ATP sintasa puede operar en sentido inverso bajo condiciones anaerobias, e
hidrolizar el ATP producido por glucélisis, usando la energia que es liberada para translocar
protones fuera del citoplasma bacteriano, y de esta forma generar la fuerza protén motriz
para dirigir otras funciones celulares esenciales, tales como la quimiotaxis, y el transporte a
través de la membrana[35], [36]. En contraste, las actividades hidroliticas de ATP de las ATP
sintasas en mitocondrias, cloroplastos y ciertas bacterias estdn inhibidas mediante
inhibidores peptidicos inhibitorios. En bacterias y cloroplastos el rol inhibitorio corre a cargo
de la subunidad €, la cual esta controlada por el gradiente electroquimico y el balance
ATP/ADP. En mitocondrias, la inhibicion se lleva a cabo por el péptido IF1, cuyo modo de
accidn se cree que es similar a aquél visto en la subunidad € [36], [38].

Arquitectura basica de FoF:

Las FoF1-ATP sintasas varian en complejidad a través de los diferentes reinos, sin embargo,
presentan una arquitectura basica similar a la de la ATP sintasa de Escherichia coli [34],
mostrada en la Figura 4. Dicha arquitectura esta conformada por dos motores rotatorios
acoplados: un motor quimico conocido como F1 y un motor eléctrico conocido como Fo [35].
Estos dos sectores principales tienen diferentes estructuras y funciones; el dominio
hidrofilico F1 constituye el centro catalitico de la enzima, mientras que el dominio
hidrofébico embebido en la membrana Fo comprende la porcién traslocadora de iones [34],
[35], [39]. En total, la FoF1 ATP sintasa de E. coli consiste de ocho diferentes subunidades:
cinco en el sector F1 con una estequiometria de oa3Bsybe y una masa molecular de
aproximadamente 382 kDa, y tres subunidades en el sector Fo con una estequiometria de
abacio+1 Y una masa molecular de aproximadamente 148 kDa [40]—-[42].

La primera estructura cristalina obtenida de la ATP sintasa fue la del sector F1 de la ATP
sintasa mitocondrial de corazén de bovino [43]. Es la ATP sintasa que tiene un alto
porcentaje de identidad (aproximadamente 99%) con su ortéloga humana. Esta enzima
presenta geometria esferoide, con un eje menor de 80 A y un eje mayor de 100 A [44]. Las
subunidades a y B estan ensambladas de forma alterna formando un hexamero. El
hexamero asBs contiene en su cavidad central un extremo de la subunidad y, de estructura
helicoidal y asimétrica, compuesta por dos grandes hélices q, las cuales actan como un eje
gue acopla a los dos motores. Este acoplamiento es complementado por la subunidad € (en
bacterias y cloroplastos) o 6 (en mitocondrias) [36], [45]. Las subunidades pequefias de Fj,
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by g, no son analogas en enzimas de diferentes origenes: § y € bacterianas y de cloroplastos
corresponden a OSCP (oligomycin sensitivity-conferring protein) y p, respectivamente de la
ATP sintasa mitocondrial [45]. Las subunidades & y € asociadas en la enzima mitocondrial
estan unidas firmemente a un extremo de la estructura cilindrica hidrofébica hecha de un
anillo de subunidades c en el dominio membranal Fo. La subunidad € mitocondrial no tiene
contraparte en las enzimas de bacterias ni de cloroplastos (Tabla 1) [43].

Tabla 1. Composicion de diversas ATP sintasas.

Bacteria Mamiferos ' Levaduras Plantas Varios[48]— Varios

(36] (36] [46] [47] [50] [51],
[52]

a a a a B B
B B B B A A
Y Y Y Y D D
3 6 6 - - -
- € € € F F
6 OSCP OSCP 6 - -
a a a a, IV a a
b b b b, Iyl G G
C C C c, C C
- 8 8 - - -
- d d - - -
- e e - - -
- f f - - -
- g g - - -
- - i - - -
- - k - - -
- F6 h - - -
- IF1 Inh1p - - -
- - Stflp - - -
- - Stf2p - - -
- - - - E -
- - - - - E
- - - - d C



Intermembrane space

T. thermophilus S. cerevisiae B. taurus
V/A-ATPase V-ATPase F-type ATP synthase

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura de las ATP sintasas tipo F, V y A. La enzima estd compuesta por
el sector F; y Fo. El sector F; mas simple esta conformado por el hexamero (aB)s, la subunidad y, la subunidad € y 6. El
sector Fo estd compuesto por el anillo de 10 + 1 subunidades c, la subunidad a y dos subunidades b. Tomada de [51].

El dominio Fo contiene subunidades homologas a las subunidades a, b y c de la enzima de
E. coli; sin embargo, muestra un grado de complejidad mayor al presentar subunidades
adicionales. La subunidad c tiene una masa molecular de 8.3 kDa. Se pliega como una
horquilla con dos hélices a transmembranales separadas por un asa polar que esta expuesta
al citoplasma. La region C-terminal estd localizada en el lado periplasmatico de la
membrana. Un grupo carboxilo conservado a la mitad de la hélice 2 (c-De1 en E. coliy c-E en
otras especies) juega un rol importante en la translocacion de H* [41], [53]—[55]. Un analisis
de RMN mostré que las secuencias transmembranales de la subunidad c consisten en dos
hélices a ligeramente curveadas que cruzan en un angulo aproximado de 30° y la hélice 2
se interrumpe de c-Veo a c-Asy. La estabilizacién de la horquilla es posible debido a la
maximizacion de las interacciones de van der Waals, al agrupamiento de las cadenas
laterales aromaticas en ambos extremos de los segmentos transmembranales y por la
alteracion e interaccidn de cadenas laterales cortas y largas a lo largo de la interfaz entre
ambas hélices [45].
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La subunidad a es una proteina extremadamente hidrofébica con una masa molecular de
30.3 kDa. La estructura de la subunidad a aun no ha sido elucidada. Esta subunidad conecta
el anillo ¢ al tallo periférico [35], [36]. Los residuos cargados a-Rz10, a-E219 y a-Hzss son
esenciales en el acoplamiento de la translocacion de iones y la rotacion. La subunidad a de
E. coli muestra homologia estructural a sus contrapartes en FoF1 ATP sintasa de otras
especies con una identidad mayor en dos regiones hacia la parte C-terminal, por ejemplo,
a-P1go-L220 Y a-F244-Y263. Estas regiones contienen los residuos a-Ra1o, a-E219 y a-Haas [40], [56].

La subunidad b, también llamado tallo secundario, posee una masa molecular de 17.3 kDa
y tiene una secuencia primaria anfipatica. Una de las funciones de la subunidad b es el anclar
la porcion F1 a la porcidn Fo, previniendo la rotacion de F1[57]. El tallo secundario de la ATP
sintasa de E. coli es un homodimero de subunidades b que estd compuesta de cuatro
dominios. El dominio N-terminal sobresale de la membrana e interacciona con las
subunidades a y ¢, mientras que el dominio polar hace contactos con las subunidades a, B
y 6 [57], [58].

Subunidades cataliticas y no cataliticas

Los sitios de union para ATP y ADP se encuentran presentes tanto en las subunidades a 'y B,
siendo las subunidades B las Unicas capaces de llevar a cabo la catdlisis o hidrdlisis, siempre
y cuando las subunidades se encuentren formando el hexamero o/B [45]. Ambas
subunidades presentan un plegamiento casi idéntico (Figura 5). Utilizando la numeracion
de la estructura cristalografica de bovino, cada subunidad consiste de un dominio N-
terminal con un barril B de seis hojas (a19-95, Bo-s2), un dominio central af que contiene el
sitio de unidn a nucledtidos (0tge-379, Pse-363), Y un dominio C-terminal (otzg0-510, B364-474) de 7
y 6 hélices en las subunidades a y B, respectivamente [59], [60]. En cada subunidad, los
dominios barril B y de unidén a nucledtidos se encuentran separados, mientras que este
ultimo y el C-terminal interactian en menor medida. El grado de contacto entre las
subunidades a y B varian en funcién de la conformacidn puntual de cada una de ellas [43].
Las subunidades B presentan tres conformaciones diferentes, las cuales son dependientes
del paso del ciclo catalitico en el que cada una de ellas se encuentre. En la estructura
cristalografica original de F1 bovina [43], las subunidades Brp y Por estan unidas a un
nucledtido (AMPPNP y ADP, respectivamente), y se les describe como una conformacion
cerrada debido a la disposicién cercana entre los dominios de unién a nucledtido y el C-
terminal. En cambio, la subunidad Be se encuentra libre de nucleétido y adopta una
conformacién abierta, con el dominio C-terminal desplazado ~25 A y 30° con respecto al
dominio central. Las tres subunidades a presentan una conformacién cerrada en relacién a
su sitio de unidn a nucleétido, pero abierta en relacién a la disposicién del dominio C-
terminal [61]. Las subunidades a complementan los sitios cataliticos de las subunidad B, y
se nombran de acuerdo con la relacidon que tienen con la subunidad B, por ejemplo: arp
forma la interface con Brr [43]. Ademas de aportar un residuo de R fundamental para la
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catalisis, se han propuesto roles importantes para las subunidades a, como son el contribuir
con el ensamblaje, la estabilizacion estructural del anillo F1y la transmision de cambios
conformacionales [61].

N terminal

Central

C terminal

Figura 5. Modelos tridimensionales de las subunidades a (izquierda) y B (derecha) de la F;-ATPasa. Se muestran las
subunidades oy B con sus regiones estructurales resaltadas. En azul se muestra el extremo amino, en verde se muestra
el dominio central o de unién a nucledtido; y en rojo se muestra el dominio carboxilo-terminal. (pdb:1BMF)

La distancia promedio entre los sitios cataliticos y no cataliticos adyacentes es de 27 A (entre
los fosfatos B). Tanto en las subunidades o como B, una cara de la ribosa y la fraccion
de fosfatos son accesibles al solvente externo mediante un tunel cénico [43]. Se ha
reportado que en las proteinas que unen nucledtidos existen dos regiones
altamente conservadas conocidas como motivos Walker (Figura 6). La primera de
ellas es el motivo Walker A, también conocido como el bucle Walker o bucle P (P-
loop). El motivo presenta la secuencia G-X-X-X-X-GK-T [62], donde X simboliza
cualquier residuo. El residuo de lisina, junto con los atomos NH de la cadena principal
son cruciales para la unién a nucledtidos [62], [63]. La estructura secundaria del
motivo Walker A es un bucle rico en residuos de glicina precedido por una hoja
plegada B seguida de una hélice a; dichos elementos son parte de un dominio o/B
con cuatro hebras intercaladas entre dos hélices en cada lado. El segundo es el
motivo Walker B, que se encuentra mas adelante del motivo Walker A, mas cercano
al C-terminal. Este motivo tiene la secuencia [RK]-X-X-X-X-G-X-X-X-X-L-Z-Z-Z-Z-D, en
donde Z simboliza un residuo hidrofdbico [62], [63]. El residuo de aspartato coordina
al Mg?*, el cual es requerido para la hidrdlisis de ATP, y el residuo glutamato se cree
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gue es el activador de agua para la reaccion de hidrélisis. Mutaciones realizadas
sobre el residuo de glutamato bloquean la hidrélisis de nucledtido pero no su unidn
[63].

Figura 6. Motivos Walker A (verde) y Walker B (azul). (pdb:1BMF)

Durante el ciclo catalitico, los sitios de unidén a nucledtidos cambian sus afinidades de
manera sincronizada y alternante. La posicién de la subunidad y determina el sitio catalitico
con la mayor afinidad, con afinidad intermedia y baja afinidad. La principal diferencia entre
las conformaciones cerradas y abierta se encuentra en el dominio C-terminal. Aqui, el asa
DELSEED, una estructura hélice-vuelta-hélice que contiene el motivo conservado DELSEED,
se encuentra en posicidn mas préxima al dominio de unién cuando el sitio catalitico
contiene al nucledtido y en posicidn distal cuando el sitio se encuentra vacio. La regién de
contacto de la subunidad y con el motivo B-DELSEED esta principalmente en la hélice corta
que forma una pequefia protrusidn de la estructura de superenrollamiento helicoidal,
siendo los residuos participantes 91-98 en y-TF1, 73-90 en y-MF1y 82-99 en y-EF; [64]. Se
han realizado mutaciones puntuales de la secuencia DELSEED y se ha concluido que las
cadenas laterales de este motivo no contribuyen de una manera especifica a la rotacién de
la subunidad y. Se han propuesto varias posibilidades sobre la funciéon del motivo DELSEED,
una de ellas menciona que es posible que el torque sea generado en otros sitios de contacto
intersubunidades, incluyendo aquellas que no se han resuelto por cristalografia. Otra
posibilidad, es que la funcién del motivo DELSEED sea estérica, actuando como una barra
gue dindmicamente empuja y mueve la hélice corta de la subunidad y a través de contacto
fisico y no entre interacciones entre residuos [64]
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Mecanismo de union alternante

El mecanismo de sintesis de ATP por la ATP sintasa se puede dividir en tres fases: la
translocacién de protones llevada a cabo por Fo, el acoplamiento de la disipacion del
gradiente de protones con la sintesis de ATP, la cual requiere la interaccién de F1y Fo, y la
catalisis de la formacion del enlace fosfoanhidrido de ATP llevado a cabo por Fi. La evidencia
actual confirma la hipdtesis de acoplamiento conformacional de la fosforilacién oxidativa,
la cual apoya el mecanismo de la formacion de ATP, propuesto por Boyer. Sin embargo, los
cambios conformacionales en la ATP sintasa son generados por la translocacién de protones
en lugar de la transferencia directa de electrones como fue propuesto en la hipétesis
mencionada [65]. F1 tiene tres protdmeros cataliticos interaccionantes, en un estado
conformacional diferente cada uno (Figura 7): un estado que une sustratos y productos de
manera débil en el cual ocurre la catalisis (Bor), un estado que une sustratos y productos de
forma fuerte (Bre), y otro estado que no une ni a sustratos ni productos (Be). La energia libre
liberada por la translocacién de protones es utilizada para interconvertir estos tres estados.
El enlace fosfoanhidrido de ATP es sintetizado solamente en el estado cerrado Bor y el ATP
es liberado solamente en el estado abierto Be [65]. Se ha determinado que la subunidad y
gira en pasos sucesivos de 120 grados de rotacion, los cuales pueden ser a su vez divididos,
en subpasos de 80 y 40 grados [66]. En la direccidon de hidrdlisis, el ATP se una a P,
consecuentemente convertida en Brp, y después es convertido en Bpp, donde el evento
catalitico ocurre. En el siguiente paso de transicién (Bre a Be), los productos (ADP + Pj) son
liberados [67]-[71].

D 4 (D)
/ \ \
y \ proton \ N *W / proton b 4 //f i
[ T | transport | . an transport [ Al
o . | — // = > Six <
W \/ ‘ / (ADP) |
| ab ) \ @D -

o)

b \ / ‘o

Figura 7. Mecanismo de cambio de union. El sentido de hidrdlisis va de izquierda a derecha. El ciclo inicia con la unién de
ADP y fosfato (P) en la conformacién L (cerrada). El siguiente paso es el cambio estructural la conformacién T (cerrada) en
la cual se sintetiza ATP. Posteriormente, el ATP es liberado en la conformacion O (abierta).

Inhibicién de la actividad catalitica de la ATP sintasa

Inhibicién endégena
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Las ATP sintasas poseen mecanismos de inactivacidén/reactivacion de la sintesis de ATP bajo
condiciones de baja y alta energia disponible. En las mitocondrias y cloroplastos, cuando Ap
es bajo, MgADP (sin Pi) permanece unido a uno de los tres sitios cataliticos de la enzima
formando un complejo inactivo. En cloroplastos, se piensa que este estado inhibido por ADP
se encuentra estabilizado durante las horas de oscuridad mediante la formacion de un
puente disulfuro intramolecular en la subunidad y de la ATP sintasa. Cuando la luz solar
regresa, la enzima es reactivada por medio de una reduccion regulada por tiorredoxina del
puente disulfuro y la disociaciéon dependiente de energia del MgADP [36], [72].

IF1 es una proteina inhibidora endégena de la ATP sintasa mitocondrial. Estd conservada
evolutivamente en todas los eucariotas y se ha propuesto que juega un papel crucial en la
prevencion de la reaccion reversa de la ATP sintasa y en el cambio metabélico de oxidacion
fosforilativa a glucdlisis. IF1 forma un dimero a pH acido (<6.7) y exhibe efectos inhibitorios,
el cual se une a F1-ATPasa o FoF1-ATP sintasa formando un complejo 1:1, requiriendo la
hidrdlisis de dos moléculas de ATP. En presencia de Ap, la direccién de rotacién del rotor se
revierte, IF1 se desprende y prosigue la sintesis de ATP. A pH bdsico (~8.0), IF1 forma un
tetramero el cual no puede interaccionar con la ATP sintasa [73].

En bacterias, la subunidad € inhibe la actividad ATPasa en forma dependiente de la
concentracion de ATP. La subunidad € consiste de una hoja B rigida unida a la subunidad y
y al anillo ¢, y un dominio C-terminal a-helicoidal, el cual puede unir ATP[74], [75]. Cuando
la concentracion de ATP es muy baja en la célula bacteriana, el ATP se libera de la subunidad
€. El dominio C-terminal con estructura a-helicoidal de la subunidad sufre un cambio
conformacional para adoptar una forma extendida, incrustdndose en una cavidad formada
entre la subunidad Y, una subunidad B y una subunidad a, impidiendo la rotacion de F1y
por tanto la actividad hidrolitica [71]. La afinidad de unién a ATP para Bacillus PS3 es de 4.3
UM [75], 2.3 mM para B. subtilis [76] y 22 mM para E. coli [75]; por lo tanto, la concentracion
requerida de ATP para inducir el estado no inhibitorio difiere considerablemente entre
especies [71].

Inhibicién exdgena

Péptidos

Existen varios hongos fitopatégenos conocidos por secretar compuestos téxicos que
afectan el crecimiento de la planta hospedera. Alternaria tenuis causa clorosis en semillas
de algunas plantas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas, aunque no se ha
encontrado relacidn entre sensibilidad a la toxina y cualquier criterio taxondémico [77], [78].
La toxina responsable de esta enfermedad se identificd como tentoxina, la cual causa la
inhibicidn de la F1-ATP sintasa cloroplastica a concentraciones tan bajas como 0.4 uM. No
obstante, no muestra efecto sobre las enzimas homédlogas bacterianas y mitocondriales.
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Otros péptidos inhibidores son las efrapeptinas. Estos son producidos por especies como
Tolypocladium, que son hongos de suelo, algunos de los cuales son patdgenos de insectos
mientras otros existen como saprétrofos [79]. A pesar de que se conocen sus propiedades
insecticidas y probablemente antifingicas, se desconoce sobre la produccion de estos
compuestos in vitro y su significancia ecolédgica [79]. Las efrapeptinas inhiben la
fotofosforilaciéon en plantas y bacterias, y la fosforilacion oxidativa en mitocondria y en
algunas bacterias. Las efraptinas se unen al sector Fi1 de bovino con una Kd de
aproximadamente 10 nM. La inhibicién por el péptido en hidrélisis de ATP en estado
estacionario no se ve afectada por la competicidon con ATP, mientras que la inhibicién de la
sintesis de ATP en estado estacionario en F1Fo-ATP sintasa es competitiva con ADP o fosfato.
La tasa de asociacion de efrapeptina con Fi-ATPasa no se ve afectada por altas
concentraciones de ADP, pero disminuye en presencia de fosfato [80]. La estructura
cristalografica de F1 bovina unida a efrapeptina ha sido resuelta con una resolucion de 3.1
A [80]. El péptido interacciona con residuos de las subunidades ag, o, Be y y de forma
hidrofdbica (Figura 8).

Figura 8. Sitio de unidn a Efrapeptina. En color azul claro (izquierda) se representa la subunidad ag, en color azul fuerte
(derecha) se representa a la subunidad arp, en color verde (superior) se representa la subunidad Be y en color naranja se
representa a la subunidad y. En color rosa y en representacion de esferas (centro) se representa a la efrapeptina.
(pdb:1EFR)

Los residuos mas importantes para la unién son Be-Fs26, Be-D3s2, Be-D3se, Pe-D3so, Be-L317, Pe-
Fiss, Be-L32g, Be-T322, Be-Tasa, Oe-Qaag, Ae-F3s1, , Ae-Gaas, 0e-S370, 0e-S372, Ae-A331, ae-G332, -
D333, 0l-S335, Ote-V334, Ole-L3eg, Oe-1343, Oltp-R171, Ottp-Y3ss, Ottp-T3sa, atp-Qu72, YV-Fa2s0, ¥Y-Y7 Y Y-Kia
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[80]. Las mutaciones a-GzagD, a-Ss7oF y a-Ss372F debilitan la unién con el inhibidor [81], [82].
El residuo arp-R171 ocupa la segunda posicion en el bucle P que ayuda a unir nucledtidos. Se
forma un puente de hidrégeno entre el residuo Be-Ds1s y el dcido aminoisobutirico-12 de la
efrapeptina [80].

Moléculas pequefias

Algunos compuestos pequefios que inhiben a la ATP sintasa son: 7-cloro-4-nitrobenzo-2-
oxa-1, 3-diazol (NBD-Cl), azida de sodio (NaN3s), Fluoruro de aluminio (AlFx), Fluoruro de
escandio (ScFx), y Fluoruro de berilio (BeFx) [34], [38]. Antibidticos naturales como la
aurovertina y polifenoles como el resveratrol, piceatanol, quercetina, morina, epicatequina,
son inhibidores adicionales de la ATP sintasa [34]. Se ha puesto mucha atencién en los
polifenoles debido a su ocurrencia natural, compatibilidad con el sistema humano vy
disponibilidad. Estos se encuentran de forma natural, aunque también hay sintéticos y
semisintéticos, caracterizados por la presencia de unidades estructurales uni vy
multifendlicas. Algunos polifenoles son conocidos por bloquear la accién de enzimas y otras
sustancias que promueven el crecimiento de células cancerosas [34], [83]-[85].

Aurovertina

Las aurovertinas son una familia de antibiéticos aislados del hongo Calcarisporium
arbuscula, quimicamente consisten de un anillo pirona sustituido unido por un espaciador
rigido que contiene dobles enlaces conjugados a un anillo variablemente sustituido
dioxabiciclo (3,2,1) octano o aglicona.

() b/

Figura 9. Estructura quimica de la aurovertina B.

Las aurovertinas pertenecientes a esta familia se identifican con las letras que van de la A a
la E. Estos antibidticos bloquean la fosforilacion oxidativa en la mitocondria y en varias
bacterias. Especies como Alcaligenes faecalis, Escherichia coli, Paracoccus denitrificans,
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Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas capsulata y Rhodopseudomonas sphaeroides
han sido reportadas como sensibles a aurovertina D. Sin embargo, se han aislado mutantes
de E. coli resistentes a aurovertina, pero aun sensibles a otros inhibidores [81]. Estos
antibidticos se unen a las subunidades B de la ATP sintasa, inhibiendo tanto la sintesis como
la hidrodlisis. EIl mecanismo de inhibicién de esta familia de antibidticos es de tipo
acompetitivo, ya que Unicamente se unen al complejo enzima-sustrato, lo que resulta en la
disminucion de la constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad maxima (Vmasx). Las
constantes de disociacion aparente (Kq) para el complejo aurovertina con el sector F; de E.
coli son de 0.9 uM para aurovertina D y 2.0 uM para aurovertina B [38]. Estos valores son
mayores que aquellos reportados para F1 mitocondrial bovina, los cuales van de 0.03 a 1.4
UM [81]. Otros autores reportan que la aurovertina B inhibe al 50% la actividad de F1 de E.
colia 1l uMy se disocia de la subunidad B aislada con una Kd entre 3-6 uM [82].

La estructura cristalina de la F1-ATPasa de bovino inhibida por aurovertina B se encuentra
resuelta a 3.1 A [86]. Este inhibidor se une a las subunidades Bt y Bre, en sitios de unién casi
idénticos. Los sitios de unidn en estas subunidades se encuentran en una hendidura entre
el dominio de unién a nucledtidos y el carboxilo terminal, sin traslape con los sitios de unién
a nucledtidos (Figura 10). Tanto en Be y Bre, la aurovertina se une con su espaciador rigido
de enlaces dobles conjugados casi de forma paralela a la interface con las subunidades a
adyacentes, pero con una ligera inclinacién de tal manera que el anillo pirona proyecta hacia
la regién interfacial. El anillo pirona esta cerca de arp en la interface are/Bre, pero en la
interface ag/Bre las subunidades estan muy alejadas, lo cual evita que se forme una
interaccion equivalente entre ac y el anillo pirona que se proyecta desde Be [86].
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Figura 10. Sitios de unidén a aurover | lado izquie B stra a la subunidad Brpenar ™" '~ ~ubunidad
ot Se muestra en azul claro, en narat v tra ala subui representacién de esferas a v 5 se tiene
a la aurovertina. En el lado derecho s 1 la subunidad Be en verde, la subunidad oE se muest uerte, en

naranja se muestra la subunidad y y en representacion de esferas azules y rojas se tiene a la aurovertina. (pdb:1COW).
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Polifenoles

Los polifenoles son una clase estructural de compuestos orgdnicos naturales y sintéticos
caracterizados por la presencia de multiples unidades fenélicas. El nUmero y caracteristicas
de estas estructuras fendlicas definen las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los
miembros de esta clase [84]. Las estructuras cristalinas de la F1-ATPasa inhibida por
resveratrol, quercetina y piceatanol fueron resueltasa 2.3 A, 2.4 Ay 2.7 A, respectivamente
[83]. Los tres inhibidores se unen en el mismo sitio, el cual estd formado entre las interfaces
de las subunidades Brp, app y v (Figura 12).

YY O
H/ I (\/’
@ D F

Figura 11. Estructura quimica de (izquierda a derecha) resveratrol, piceatanol y quercetina.

La potencia inhibitoria de resveratrol para la FoF1-ATP sintasa mitocondrial es 6.4 uM, para
piceatanol se tiene una potencia inhibitoria de 6.1 UM y para quercetina de 27 uM [83]. Se
ha reportado que los polifenoles se unen en un “pocket” entre la punta hidrofébica de la
region C-terminal de la subunidad y y el interior hidrofébico del anillo circundante[80]. El
anillo esta formado de regiones asa entre las hélices E y F y entre la hélice Gy la hebra 7
en la subunidad B y las asas equivalentes en la subunidad a. No existe un sitio equivalente
entre la subunidad y y Be o Boe.
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Figura 12. Sitio de unién a polifenoles. La subunidad aDP se representa en turquesa (izquierda), la subunidad agp se
representa en color azul fuerte (derecha), la subunidad BTP se representa con color verde claro (superior), la subunidad y
se representa en naranja. El polifenol se representa en esferas rosas y rojas. (pdb:2JIZ)

El efecto de la unidn de resveratrol, quercetina o piceatanol entre la punta de la subunidad
6y laregidn del interior de la superficie del anillo provisto por la subunidad B, es bloquear
el soporte y asi prevenir la rotacion del tallo central. Tanto la hidrélisis como la sintesis de
ATP son inhibidas por resveratrol. La quercetina previene la hidrélisis de ATP, pero no la
sintesis [80].

Bedaquilina

La bedaquilina (TMC207, Sirturo™) es un miembro de la clase de farmacos anti-tuberculosis
diarilquinolina, aprobada por la US FDA, siendo el primer farmaco desarrollado para el
tratamiento de TB en mas de 40 anos [87], [88]. Este fdrmaco ha mostrado eficacia
prometedora contra la TB sensible y resistente a antibidticos, y tiene un potencial notable
para disminuir la duracién del tratamiento de TB debido al hecho de que es bactericida
tanto para bacilos replicantes como no replicantes. Estudios computacionales y bioldgicos
han mostrado que hasta dos moléculas de bedaquilina se unen al anillo rotatorio de
subunidades c [89], [90]. Este farmaco ha mostrado bioquimicamente que interfiere con el
movimiento rotatorio de la subunidad c al imitar un residuo bdsico conservado Riss en la
subunidad a necesario para la transferencia de protones con Ee:1 de la subunidad c.
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Figura 13. Estructura quimica de la bedaquilina.

A través de un detallado estudio computacional, de Jonge y colegas [90] reportaron que la
subestructura quiral de N,N-dimetilpropanol de bedaquilina exhibe formacién de puente de
hidrégeno con la cadena lateral carboxilato de Ee1, y una locacién favorable de
subestructura de quinolina en la interface de las subunidades a y ¢ que podria llevar a un
blogueo de la rotacién del anillo rotatorio, y por ende, interferir con el proceso de cascada
de transferencia de protones. Aunque la bedaquilina muestra alta potencia sobre un gran
numero de especies micobacteriales, no muestra actividad significativa sobre el crecimiento
de bacteria patogénicas no micobacteriales. en términos de susceptibilidad a
antibacterianos usados actualmente, las micobacterias son muy distintas de otras bacterias
Gram-positivas o Gram-negativas. Por otro lado, in vitro varias especies micobacteriales son
naturalmente resistentes a bedaquilina, por ejemplo M. novocastrense, M. shimoidei y M.
xenopi [88]. La habilidad de las diarilquinolinas para erradicar la biopelicula S. aureus no sélo
sugirid un rol vital de la proteina objetivo en bacterias presentes en biopeliculas, sino
también muestra el potencial clinico de nuevos inhibidores [91]—[93]. Se ha determinado
que la concentracion minima inhibitoria (MIC) va de 0.002-0.06 pg/mL y presenta una
MIC50 de 0.03 pg/mL. Ademas, los valores ICso se han reportado entre 20 y 25 nM, lo cual
es un buen indicador de una union fuerte [92], [94].

En la estructura cristalina obtenida para el complejo Fo-bedaquilina (4V1H), se observd que
la molécula de bedaquilina cubre un 4rea aproximada de 135 A de la superficie del anillo c
(Figura 14). La interaccion mas importante con el anillo ¢ esta formada por el grupo N,N-
dimetilanilina, el cual penetra hasta el sitio de unidn a iones, en donde forma un puente de
H especifico con el grupo carboxilo de E¢s a una distancia de 2.5 A [92].
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Figura 14. Sitio de unidn a bedaquilina. Las subunidades c se muestran en tonos verdes y azules. El inhibidor se muestra
en “sticks” negros (centro). Tomada de [92]

La interaccion entre Egs y DMA se asemeja a la interaccidn del glutamato coordinador de
iones con la R altamente conservada en la subunidad a. Dicha conformacién imita un estado
de transicion en el proceso de traslocacién de protones, en el cual una subunidad c pasa la
interfase rotor-estator, por lo que la bedaquilina atrapa a la enzima en dicho estado,
blogueando la rotacién del anillo ¢ [92]. Aunque el agotamiento rdpido de ATP ocurre
inmediatamente con la exposicién a la bedaquilina, la accién antibacterial se retrasa varios
dias, aparentemente como resultado de la utilizacién de fuentes alternativas de energia y
rutas metabdlicas tales como la glucdlisis [88], [95]. Se ha propuesto que el modo de accién
bactericida, al menos en el caso de M. smegmatis, resulta del colapso del gradiente de pH
transmembranal y la disipacidn de la pmf, lo cual es letal para la micobacteria [96].

Disefio de farmacos

El entendimiento tedrico de las interacciones entre proteinas y sus ligandos es de alta
importancia en la busqueda de nuevos farmacos. En el campo del disefio de farmacos
basado en la estructura existen tres metas globales. Dadas las estructuras de un inhibidor y
su diana, la primera consiste en predecir correctamente el sitio de unién sobre la diana, la
orientacién del ligando, y la conformacién de ambos. La segunda es categorizar los
compuestos de acuerdo con sus afinidades de unién experimentales, dadas las estructuras
de una macromolécula objetivo y un conjunto de ligandos putativos. La tercera es generar
una lista de inhibidores plausibles para su caracterizacién experimental. Estas tres metas
estdn ligadas: las energias de uniéon predichas o sus puntuaciones de pseudo-energia de una
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serie de compuestos no pueden ser obtenidas sin predecir primero su orientacion de unién
[97].

La unién de una molécula pequena a un sitio de unién definido es un balance complejo
compuesto de diferentes partes que colectivamente dan lugar a la energia libre de union.
Esta energia tiene componentes entrdpicos y entalpicos, ademas, tiene que existir una ruta
cinéticamente accesible por la cual el estado unido pueda ser alcanzado, la cual también
tiene componentes entrépicos y entdlpicos. El proceso que lleva a una unién exitosa se
denomina reconocimiento molecular. El reconocimiento molecular efectivo, en su forma
mas simple, es esencialmente el emparejamiento de las propiedades superficiales de un
ligando con su “pocket” de unién a través de complementariedad de forma y propiedades
electrdnicas tales como carga e hidrofobicidad [98].

La eleccidén de un blanco farmacoldgico se realiza principalmente sobre bases bioldgicas y
bioquimicas. La meta al desarrollar un farmaco contra macromoléculas de organismos
patégenos es su total inhibicién, llevando a la muerte del patégeno sin afectar al hospedero.
Los blancos farmacolégicos deben ser esenciales: ser parte de un ciclo crucial o llevar una
funcion critica; tener una funcién uUnica en el patégeno: no debe existir algln otro sistema
gue reemplace la funcidn de la macromolécula inhibida; estar presentes sélo en el patégeno
y por ultimo deben ser inhibidas por una molécula pequeiia [99]. El desarrollo de varias
herramientas moleculares y la disponibilidad de recursos computacionales de alto
rendimiento hacen posible un andlisis computacional detallado, exhaustivo y masivo, asi
mismo permite ofrecer una ruta para el disefio de modelos mas confiables para complejos
receptor-ligando, siempre que existan modelos estructurales adecuados del receptor [100].
Las estructuras cristalinas de alta resoluciéon son la fuente mas comun de informacién
estructural para el desarrollo de farmacos. Una de las ventajas de la cristalografia es que las
moléculas de agua ordenadas son visibles y generalmente son Uutiles en el disefio de
farmacos. Tipicamente, las estructuras cristalinas determinadas con datos extendiéndose
hasta mas alld de 2.5 A son aceptables porque los residuos en el mapa de densidad
electrdnica son inequivocos. Los factores R y Rsree reportados para un modelo son medidas
de la correlacién entre el modelo y los datos experimentales. El valor Riee debe estar por
debajo de 28% e idealmente menor de 25%, y el factor R debe encontrarse por debajo de
25% para poder usar la estructura en el disefio de farmacos [99].

Planteamiento del problema

La proliferacion de microorganismos resistentes es un problema creciente que requiere de
acciones correctivas inmediatas. El desarrollo de nuevos antibidticos se ha desacelerado de
manera alarmante a causa de factores econdmicos y politicas restrictivas. Una de las
alternativas que se proponen para resolver este problema es el disefiar fdrmacos que
actden sobre una enzima importante en el metabolismo y cuya modificacién tenga un costo
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funcional para el patégeno. Una de las enzimas clave del metabolismo es la FoF1-ATP sintasa.
A pesar del gran interés que se ha tenido por modular la funcién de esta enzima, su
potencial como blanco farmacolégico no ha sido explotado de manera sistematica. El
presente trabajo pretende explorar el potencial farmacolégico de la FoFi-ATP sintasa
utilizando distintas herramientas bioinformaticas. Para ello, se estudiaran sitios de
inhibicidn utilizados por la naturaleza con el fin de encontrar diferencias en las secuencias
y/o estructuras de patégenos con respecto al humano. Dichas diferencias puedan ser
usadas para el desarrollo de farmacos especie-especificos.
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Hipdtesis

La ATP sintasa es una proteina fundamental para el funcionamiento celular. Existen sitios
accesibles a eventuales farmacos en la ATP sintasa distintos al sitio catalitico, cuya
estereoquimica en organismos patdégenos muestran diferencias relevantes con respecto a
la de humano. Estas zonas son blancos farmacolégicos que pueden ser explotados para el
desarrollo de moléculas orgdnicas capaces de inhibir de forma especie-especifica la
actividad catalitica de la enzima mediante el bloqueo del mecanismo rotatorio.
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Objetivo general

Identificar zonas en la estructura de la ATP sintasa que sirvan como punto de partida para
disefiar moléculas que potencialmente puedan ser utilizados para la inhibicion
farmacoldgica especifica de la enzima de organismos patégenos.

Objetivos particulares

1. Mediante analisis comparativo de grupos taxonémicos que presentan organismos
patdégenos a humanos, determinar el grado de variabilidad de la secuencia primaria
de las subunidades dinamicas de la ATP sintasa.

2. Determinar si existen diferencias estereoquimicas entre los sitios de unién a
inhibidores exdgenos de la ATP sintasa de diferentes especies con respecto a la de
humano.

3. Realizar una seleccién de los organismos patégenos cuya ATP sintasa presenta
mayor diferencia estereoquimica con respecto a la enzima de humano, con el fin de
eventualmente caracterizar sus pardametros termodinamicos de unién con
nucledtidos de adenosina, asi como con inhibidores.
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Capitulo 2. Metodologia

Seleccién de grupos taxonémicos

Se realizdé una busqueda sistematica de microorganismos patdégenos para humanos,
utilizando la subunidad B como referencia, en la base de datos UniProt [101]-[104]
(revisada en octubre 2016). Seleccionamos grupos taxondmicos que contuviesen
microorganismos patégenos y se selecciond aquella division que contuviera a todos los
microorganismos relacionados. Posteriormente se realizé un arbol filogenético utilizando el
programa bioinformatico UGENE [105] (Apéndice A) y los grupos resultantes fueron
plasmados en un diagrama con la ayuda de la aplicacién informatica DIA (0.97.2).

Seleccion de subunidades

Se seleccionaron las subunidades que presentan interacciones dindmicas durante el ciclo
catalitico, siendo éstas las subunidades a, B, v, a y c. Las interacciones de o, By y se
observaron en la estructura cristalogréfica de la F1-ATPasa mitocondrial de corazén de
bovino (PDB:1COW) [80], el cual muestra a la subunidad B en tres conformaciones
diferentes, las cuales interactuan de forma diferente con las subunidades a y y. Se sabe que
las subunidades c interactlan con las subunidades a durante el ciclo catalitico al translocar
protones.

Busqueda de secuencias

En la seccion de busqueda de la base de datos UniProt se utilizaron las siguientes palabras
claves: name:atp name:synthase name:x name:subunit NOT "5 type" NOT putative NOT
predicted NOT uncultured NOT candidatus taxonomy:y. El utilizar el prefijo “name:” se
asegura que sélo busquen las entradas que contengan en el encabezado las palabras que lo
anteceden. La letra x fue sustituida por alpha, beta, gamma, ay c. “NOT “5 type”” se utilizd
para filtrar los resultados de ATP sintasas tipo V. “NOT putative” elimind aquellas secuencias
gue no han sido validadas. “NOT predicted” filtrd las entradas que contuviesen secuencias
predichas. La letra y se sustituyd con los respectivos grupos taxondmicos en donde
detectamos presencia de pardsitos humanos. Adicionalmente, se hizo busqueda para
mammalia, con el fin de analizar secuencias de organismos filogenéticamente cercanos a
humano.
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Alineamiento de secuencias de grupos taxondmicos por subunidad

Después de reunir todas las secuencias, se realizé el alineamiento por subunidad por grupo
taxondmico con la ayuda del programa bioinformatico ClustalQ [104], [106], [107],
utilizando la configuracién predeterminada. Posteriormente, se realizé el alineamiento por
subunidad por grupo taxondémico tomando como referencia comun la secuencia
correspondiente de humano.

Determinacion de identidad de grupos taxondmicos por subunidad

Usando ClustalQ [104], [106], [107], también se calculé la matriz de identidad por cada
subunidad por grupo taxonémico. Dicha matriz fue exportada a una hoja de calculo del
programa Excel. Para calcular la identidad por grupo se seleccionaron las celdas con las
permutaciones correspondientes utilizando la férmula “PROMEDIO=". Después se procedio
a calcular la desviacion estandar siguiendo el mismo procedimiento usando la férmula
“DESVEST=".

Para las identidades que tuvieron como base a la secuencia de humano, se selecciond la
primera columna utilizando la férmula “PROMEDIO=". La desviacion estandar fue calculada
utilizando el procedimiento anterior con la formula “DESVEST=". Los gréficos fueron
realizados con el programa Origin [108].

Seleccién de microorganismos

Con el fin de realizar una comparacion puntual de la estereoquimica de los sitios de unién
de inhibidores de la ATP sintasa de humano y de patdgenos relevantes, se utilizé la lista de
Enfermedades de Declaracion Obligatoria, creada por la Organizacién Mundial de la Salud
[109]. De esta lista se extrajeron la mayor cantidad de organismos posibles, excluyendo
virus y priones.

Determinacion de identidad respecto al humano por subunidad

Después de recolectar las secuencias de los organismos seleccionados, se realizaron los
alineamientos vy la matriz de identidad usando ClustalQ [104], [106], [107], de manera
similar a lo realizado con los grupos taxonémicos.
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Comparacién con estructuras cristalograficas con la enzima en presencia de
inhibidor

Se seleccionaron estructuras cristalinas de Fi1-ATPasa de bovino cocristalizadas con el
inhibidor aurovertina B (PDB:1COW); con resveratrol, quercetina y piceatanol (PDB: 2JIZ,
2JJ2 y 2JJ1, respectivamente), con efrapeptina (PDB:1EFR) y el anillo ¢ cocristalizado con
bedaquilina (PDB:4V1H). Utilizando el programa de visualizacién interactiva y analisis
molecular estructural UCSF Chimera [110], [111] se cargé el archivo .pdb correspondiente.
Después, se selecciond el inhibidor mediante la secuencia de comandos
Select>Residue>Inhibitor. Luego, usando los comandos Select>Zone...><8.0 angstroms from
currently selected atoms, se seleccionaron los residuos hasta 8 A de distancia del inhibidor.
Después se utilizaron los comandos Select>Invert (all models) y Actions>Atoms/bonds>Hide
y Actions>Ribbon>Hide, con el fin de ocultar todos aquellos residuos que se encontrasen
después de 8 A de distancia y asi mejorar la visualizacion.

A partir de dicha seleccién, se identificaron los residuos base para realizar nuevos
alineamientos con las secuencias a 4 y 8 A utilizando los microorganismos seleccionados de
la lista de Enfermedades de Declaracion Obligatoria [109]: Para el caso de la aurovertina, se
identificaron que los residuos con numeracion basada en el cristal 1COW de la subunidad
Bre: 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 374, 375, 376,
377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 385, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 427,
453, 454, 455, 456, 457, 458 se encontraban hasta 4 A del inhibidor. Posteriormente, se
eligieron esos mismos residuos en el alineamiento previo con las secuencias de patégenos,
los gaps fueron eliminados para crear una nueva secuencia, la cual fue alineada.

Manualmente se calculd la identidad de cada residuo, tomando como base la secuencia de
humano. La identidad se obtuvo asignando un valor de 1 a aquellos residuos que no se

T , n—x
conservan y 0 a los conservados. Se utilizd la formula [ = 100, donde | es el

porcentaje de identidad, n es el numero de secuencias analizadas, x es el nimero de
residuos no conservados en una posicion especifica del alineamiento. Se cred una escala de
colores de naranja a morado, cuyos valores varian de 0 a 100%.

En UCSF Chimera, nuevamente se selecciond el inhibidor utilizando el comando descrito
anteriormente para cambiar su estilo de representacion con el comando
Actions>Atoms/Bonds>ball and stick. Con el comando Select>Zone...><4.0 angstroms from
currently selected atoms se seleccionaron los residuos que se encontrasen hasta 4 A de
distancia del inhibidor. Se deseleccioné el inhibidor para ejecutar los pasos siguientes. Se
usé el comando Actions>Surface>Show y se utilizd una transparencia de 70% con el
comando Actions>Surface>transparency>70%. Cada superficie de los residuos
seleccionados fue coloreada de acuerdo con la escala de identidad creada. Posteriormente,
con el comando Select>Zone...>>4.0 angstroms from currently selected atoms se
seleccionaron los residuos que se encuentran de 4 a 8 A de distancia del inhibidor. Tales
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residuos fueron coloreados de acuerdo con su porcentaje de identidad. Los residuos que se
encontraron hasta 4 A de distancia se les agregd superficie para su facil identificacion.
Luego, seleccionando el inhibidor y utilizando el comando Tools>Structure
Analysis>FindHBond se buscaron los puentes de hidrégeno probables, marcando las casillas
Only find H-bonds with at least one end selected y desmarcando las casillas Include intra-
molecule H-bonds e Include intra-residue H-bonds. Se agregaron las etiquetas con el
comando Actions>Label>residue>custom... y eligiendo las opciones 1-letter code y number.
Todo el procedimiento se repitié con cada uno de los inhibidores.

Capitulo 3. Resultados y Discusion

Analisis comparativo de las subunidades dinamicas de la ATP sintasa

En este estudio buscamos explorar el potencial de la ATP sintasa como un blanco
farmacoldgico especie especifico. Uno de los requisitos bdasicos para el desarrollo de
farmacos que distingan de manera eficaz entre el hospedero y el patégeno al cual se
pretende atacar, es hacer uso de un blanco molecular que sea Unico al invasor, o bien que
se trate de una molécula ortéloga con diferencias estereoquimicas significativas. Ademas,
se requiere que el blanco sea crucial metabdlicamente, de manera que su inhibicién o
perturbacion funcional comprometa la supervivencia del patdgeno. Sin duda, la segunda
caracteristica la cumple la ATP sintasa en el caso de un vasto numero de patdgenos
aerdbicos humanos. No obstante, la posibilidad de que esta enzima pueda ser explotada
para el desarrollo de farmacos especie especificos ha sido escasamente explorada. Para este
fin, en un primer paso realizamos un analisis comparativo de las secuencias de humano con
respecto a grupos taxondmicos que presenten especies patdgenas. De las diferentes
subunidades que componen a la ATP sintasa, restringimos el analisis a aquellas subunidades
gue presentan interfaces dinamicas a lo largo del ciclo catalitico, bajo la premisa de que la
perturbacion de la propagacién de los cambios conformacionales de estas subunidades
puede conducir al bloqueo del mecanismo rotatorio.

Base de datos de grupos taxonédmicos

En un primer paso se realizé una busqueda exhaustiva en la base de datos UniProt [101],
[102] de secuencias de la subunidad B de especies relacionadas con patégenos de humano,
con el fin de realizar agrupamientos taxondmicos. Dado que existe una gran variacidén en
cuanto al nimero de secuencias disponibles en los diferentes grupos taxondmicos, se
decidié descender en los casos poco representados hasta el nivel en donde quedaran
agrupados al menos tres géneros diferentes cuyas subunidades B hayan sido secuenciadas.
Una vez eliminadas las redundancias de secuencias para cada grupo, se llegd a la agrupacién
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taxondmica para patégenos del dominio bacteria y eukaryota,

esquematizada en las Figuras 12 y 13.

Dominio Bacteria

respectivamente,

Dentro del dominio bacteria (Figura 15), se encontraron los filos Proteobacteria y
Spirochaetes, asi como el supergrupo Terrabacteria. Todos los miembros del filo
Proteobacteria tienen como caracteristica ser Gram negativos. Dentro de este se

encuentran las clases Alp

Spirochaetes

—| Gammaproteobacteria 4’—

ha, Gamma y Epsilonbacterias.

Rickettsiales

—| Alphaproteobacteria l—

Rhizobiales

Neisseriales

Betaproteobacteria

i

—{ Epsilonproteobacteria

Actinobacteria Actinobacteria

—| Terrabacteria '—

i

H

i1 |

Burkholderiales

i |

Campylobacterales

|

v. gr. Rickettsia rickettsii (Rocky Mountain spotted fever)

v. gr. Brucella spp. (Brucellosis)

. gr. Neisseria gonorrhoeae (Gonorrhea)

v. gr. Bordetella pertussis (Pertussis)

v. gr. Francisella tularensis (Tularemia)

v. gr. Haemophilus ducreyi (Chancroid)

v.gr. Yersinia pestis (Bubonic plague)
v. gr. Aeromonas spp. (Gastroenteritis)
v. gr. Pseudomonas aeruginosa

(Endocarditis)

v. gr. Coxiela burnetii (Q fever)

. gr. Vibrio cholerae {(Cholera)

v. gr. Helicobacter pylori (Gastritis)

v. gr. Leptospira interrogans (Leptospirosis)

v. gr. Mycabacterium tuberculosis
(Tuberculosis)

v. gr. Clostridium betulinum (Botulism)

v. gr. Bacillus anhracis (antrhax)

Figura 15. Esquema de la divisién taxonémica del dominio Bacteria. La division va en orden descendente: dominio-filo-
clase-orden. Delante de cada orden se lista un ejemplo representativo de los patégenos que conforman dicha divisién.
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Alphaproteobacteria

La clase Alphaproteobacteria contiene integrantes muy diversos, que poseen pocos
aspectos comunes entre si. Los integrantes parasitarios pueden ser Gram variables. Uno de
los 6rdenes de esta clase es Rickettsiales, con notables patdgenos del género Rickettsia.
Microorganismos patégenos de este género son Rickettsia rickettsii, causante de fiebre de
las Montafias Rocosas, R. conorii, causante de fiebre botonosa y R. prowazekii, causante de
tifus exantematico epidémico. Otro de los 6rdenes de Alphaproteobacteria es Rhizobiales,
cuyos miembros son fenotipicamente heterogéneos y son Gram-negativos, y contiene
organismos patégenos como Brucella melitensis, causante de Brucelosis.

Betaproteobacteria

La clase Betaproteobacteria es un grupo de metabolismo variado. Esta formado por varios
grupos de bacterias aerobias o facultativas que a menudo son muy versatiles en sus
capacidades de degradacion. Ejemplos de especies patdgenas dentro de este grupo son las
pertenecientes al orden Neisseriales como Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis,
causantes de gonorrea y meningitis, respectivamente; los microorganismos patdégenos
pertenecientes al orden Burkholderiales son Burkholderia mallei, agente causal del
muermo, y B. cepacia, causante frecuentemente de neumonia en pacientes con
enfermedades debilitantes pulmonares como la fibrosis quistica o inmunocomprometidos.

Gammaproteobacteria

La clase con mayor nimero de secuencias reportadas fue Gammaproteobacteria [112]. Esta
clase se dividié en siete érdenes. El orden Thiotrichales es morfolégica, metabdlica y
ecoldgicamente diverso, incluye pardsitos intracelulares obligados, como Francisella
tularensis, causante de tularemia [113]. El orden Pseudomonadales, la cual presenta
patdgenos oportunistas como Pseudomonas aeuruginosa, causante de neumonia, choque
séptico, infecciones del tracto urinario y gastrointestinal. El siguiente orden es
Aeromonadales. Algunas de sus especies son patdgenos primarios u oportunistas de
humanos y animales de sangre fria y de sangre caliente, siendo Aeromonas hydrophila un
organismo representativo, el cual es causante de gastroenteritis; en personas con el sistema
inmune comprometido puede llegar a causar mionecrosis y dermatitis. Otro orden es
Enterobacteriales, que son bacterias que forman parte de la microbiota del intestino y de
otros érganos humanos y de animales; algunas de estas especies pueden ser patdgenas, por
ejemplo: Salmonella enterica, causante de salmonelosis, Escherichia coli, causante de
gastroenteritis, infecciones de tracto urinario, meningitis neonatal, colitis hemorragica y
enfermedad de Chron, Yersinia pestis, causante de plaga bubénica, Klebsiella pneumoniae
causante de neumonia, infecciones del tracto urinario, septicemia, meningitis, diarrea e
infecciones de tejidos blandos. El orden sucesivo es Legionelalles, que incluye patégenos
como Coxiella burnetii y Legionella pneumophila, causantes de fiebre Q y legionelosis,
respectivamente. Otro orden es Pasteurellales, la mayoria de sus miembros viven como
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comensales sobre las superficies mucosas de aves y mamiferos, especialmente en el tracto
respiratorio superior. Dos de sus miembros patdogenos mejor conocidos son Haemophilus
influenzae y H. ducreyi. El primero causa bacteriemia, neumonia, epiglotitis y meningitis
bacteriana aguda, mientras el segundo miembro es el causante de chancros. El Ultimo orden
es Vibrionales. Estos microorganismos habitan agua dulce y salada, con varias especies
patogénicas, incluyendo a Vibrio cholerae, causante de cdlera, V. parahemolyticus, causante
de gastroenteritis y V. vulnificus, causante de sepsis [112].

Epsilonproteobacteria

La clase Epsilonproteobacteria contiene el orden Campylobacterales, cuyos miembros
suelen habitar el tracto digestivo de seres humanos y animales, actian como simbiontes o
patdgenos. Dos microorganismos patdgenos caracteristicos de este grupo son Helicobacter
pylori, causante de gastritis, Ulceras y que se ha asociado a cancer gastrico; y Campylobacter
hyointestinalis, causante de gastroenteritis y diarrea [113].

Spirochaetes

El segundo filo de bacteria identificado fue Spirochaetes, el cual estd conformado por
bacterias Gram negativas con filamentos axiales. Son organismos quimioheterdtrofos, la
mayoria anaerobios. El orden Leptospirales contiene a Leptospira interrogans, causante de
leptospirosis y Borrelia burgdorferi, causante de la enfermedad de Lyme [114].

Terrabacteria

En el supergrupo Terrabacteria se identificaron dos filos con organismos patdgenos:
Actinobacteria y Firmicutes. Generalmente los miembros de ambos filos son Gram positivos,
con algunas excepciones. Los miembros de Actinobacteria son de gran importancia
econdmica, ya que los bosques y la agricultura dependen de su contribucidn a los sistemas
edafolégicos. Sin embargo, también existen microorganismos patogénicos, principalmente
en el orden Actinobacteria, que cuenta con microorganismos como Mpycobacterium
tuberculosis, causante de tuberculosis, Corynebacterium diphtheriae, causante de difteria,
Nocardia brasiliensis, causante de nocardiosis, y Rhodococcus equi, causante de neumonia
en pacientes inmunocomprometidos [115]. Respecto a Firmicutes, todos sus miembros
poseen una pared celular rigida y contienen acido muramico en ésta, mientras que algunos
contienen acido teicoico. Son aerobios facultativos o anaerobios estrictos, incluso
termofilos y/o haléfilos. Este filo presenta dos drdenes de gran importancia, Clostridia y
Bacilli. Los integrantes patégenos de Clostridia incluyen a Clostridium botulinum, causante
de botulismo, mientras el orden Bacilli incluye a Staphylococcus auerus, causante de
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infecciones dérmicas, infecciones respiratorias como sinusitis e intoxicacién alimentaria
[116].

Dominio Eukaryota

En el dominio Eukaryota se encuentran los filos Euglenozoa y Alveolata, asi como los
supergrupos Amoebozoa y Opisthokonta (Figura 16).

Amoebozoa

La mayoria de los microorganismos componentes del supergrupo Amoebozoa son
unicelulares. Habitan el suelo y ambientes acuaticos. Son heterdtrofos, alimentandose por
fagocitosis de bacterias, protozoos o materia organica muerta. Algunos se encuentran en
simbiosis con otros organismos, mientras que otros son patégenos. Aqui se descendid a la
clase Dyctiosteliida, contenida en el infrafilo Mycetozoa, en donde se encuentran
patdégenos como Ballamuthia mandrillaris, que es una ameba de vida libre conocida por
causar encefalitis granulomatosa amebiana. Especies del género Acanthamoeba, por
ejemplo, A. castellani, pueden causar encefalitis y queratitis amébica [117].

Euglenozoa

El filo Euglenozoa contiene organismos flagelados que incluyen importantes parasitos,
algunos de los cuales infectan humanos. La clase Kinetoplastida contiene el orden
Trypanosomatidae. Un miembro de dicho orden es Leishmania mexicana, cuyas especies
miembros son responsables de producir leishmaniasis. Estos parasitos utilizan los
fleb6tomos como vectores [118]. Otra especie es Trypanosoma cruzi, causante del mal de
Chagas.

Alveolata

Los miembros del grupo Alveolata comprenden organismos fotosintéticos, heterétrofos de
vida libre o parasitos, que se caracterizan por la presencia de alvéolos corticales, de los
cuales existen tres filos principales: Ciliophora, Apicomplexa y Dinoflagellata. El anilisis fue
realizado solamente en el filo Apicomplexa, dada la escasez de secuencias reportadas para
los otros dos filos. Entre los microorganismos apicomplejos pertenecientes a la clase
Aconoidasida se encuentran los Plasmodium, causantes de enfermedades muy graves en
humanos. Al igual que con el género Leishmania, el género Plasmodium utiliza un mosquito
como vector, ejemplos de estos parasitos son P. falciparum y P. vivax, causantes de malaria.
P. malariae y P. ovale causan una variante de malaria menos agresiva [119], [120]. Ademas,

34



el orden Conoidasida contiene el género Cryptosporidium, que tiene miembros que
provocan enfermedades gastrointestinales e infecciones en el tracto respiratorio.

{ Amoebozoa H Mycetozoa }_| Mm| v. gr. Acanthamoeba castellani (Granulomatous amoebic encephalitis)

{ Euglenozoa H Kinetoplastida m V. gr. Leishmania mexicana (Leishmaniasis)

. gr. Plasmodium falciparum (Malariz)

i Alveolata H Apicomplexa
V. gr. Cryptospericium spp (Cryptosporidiosis)

Ascomycota H Sacchraromyceta H Pezizomycotina | v. gr. Candida albicans (Candidiasis)

0

Basidiomycota H Agaricomycotina |—| Tmﬁ:llyceles| v. gr. Gryptococcus neoformans (Cryptocoecosis)

v. gr. Taeniz asiatica (Taeniasis)

Platyhelminthes

. gr. Schistosoma mansoni (Schistosomasis)

EI—{ Eumetozoa H Bilateria }——{ Protostomia V. gr. Loa loa (Loa loa filariasis)
Deuterostomia @

Figura 16. Esquema de la division taxonémica del dominio Eukaryota. La division va en orden descendente hasta llegar
a subclase. Delante de cada orden se lista un ejemplo representativo de los patégenos que conforman dicha division.

Opisthokonta

Dentro del supergrupo Opisthokonta, se localiza el reino Fungi, subreino Dikarya. Este
subreino contiene las divisiones Ascomycota y Basidiomycota [121]. La division Ascomycota
comprende la subdivisidon Pezizomycotina. Esta subdivisién tiene gran relevancia para los
humanos como fuente de antibidticos [122], asi como aplicaciones industriales, agricolas y
alimenticias [123], aunque también presenta patégenos de plantas y animales [124], [125].
La candidiasis es una infeccién causada por diversas especies del género Candida, especialmente
C. albicans [126]. La aspergilosis es el nombre dado a una amplia variedad de enfermedades
causadas por infecciones fungicas del género Aspergillus. La mayoria de los casos ocurren en
personas con tuberculosis o enfermedad de obstruccién pulmonar crdnica y con personas
inmunocomprometidas. La division Basidiomycota contiene a la subdivisién Agaricomycotina, la
cual a su vez contiene a la clase Tremellomycetes, que presenta microorganismos patégenos
como Cryptococcus neoformans, que causa criptococosis.

35



Platyhelminthes

Los Platyhelminthes, pertenecientes al reino Metazoa, subreino Eumetozoa, clado bilateria,
son un filo de animales invertebrados no segmentados. Para realizar los analisis, se
utilizaron las subclases Eucestoda y Digenea, pertenecientes a las clases Cestoda y
Trematoda. Los trematodos y céstodos son de gran importancia médica y econdmica ya que
cuentan con especies parasitarias muy difundidas. Estos parasitos requieren varios
huéspedes, unos para el estado larvario y otros para el estado adulto [127]. Un ejemplo de
estos patdgenos pertenecientes a la subclase Eucestoda es Taenia solium, causante de
cisticercosis. Un ejemplo de parasito de la sublcase Digenea es Schistosoma mansoni,
causante de esquistosomiasis.

Nematoda

El filo Nematoda, perteneciente al clado Bilateria, Protostomia, superfilo Ecdysozoa,
presenta vermes pseudocelomados esencialmente acuaticos, aunque también se pueden
encontrar en ambientes terrestres. Existen especies de vida libre, asi como parasitos de
plantas [128] y animales, incluido el ser humano[129]. La especie Trichinella spiralis infecta
ratas, cerdos y humanos, siendo responsable de la enfermedad triquinosis, la cual ocasiona
diarrea, dolor muscular y articular [130]. La especie Wuchereria bancrofti causa filariasis
linfatica, también conocida como elefantiasis, que ocasiona un agrandamiento progresivo
de extremidades o genitales, acompanado de aspereza, arruga, fisuras de la piel y el tejido
subcutaneo. La especie Ascaris lumbricoides provoca ascariasis, que puede causar dolor
abdominal agudo y obstruccién intestinal, lo que puede ocasionar malabsorcion y anorexia
[129].

Variacion de identidad entre grupos taxondmicos de las subunidades dinamicas
de la ATP sintasa

Durante la sintesis o hidrdlisis de ATP, las subunidades a, B, y, a y c sufren ciclicamente
diferentes cambios estructurales de extensidn variable. Las subunidades B experimentan
los cambios mds marcados, debido a que esta subunidad transita por tres conformaciones
en la que el dominio carboxilo terminal presenta desplazamientos mayores a 20 A. Cada
conformacion establece contactos diferentes con las subunidades a y y adyacentes. Por
otro lado, las subunidades a y ¢ en el sector Fo presentan cambios conformacionales
internos mas discretos que acompafan la rotacién del anillo ¢ ocasionada por el paso de
protones a través de dichas subunidades. Tal rotaciéon impulsa a la subunidad vy, cuya
interaccidon con la subunidad B causa los cambios conformacionales mencionados. Estas
interacciones son dindmicas, se forman y rompen dependiendo de la posicidn en la que se
encuentre el ciclo catalitico. Por tanto, en principio seria posible bloquear en algin punto
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del ciclo rotatorio los cambios conformacionales a través de la interaccién con moléculas
tipo farmaco, provocando asi la inhibicion de la enzima. De hecho, los inhibidores
enddgenos, como IF1 y la subunidad €, asi como exdgenos como aurovertina, polifenoles y
efrapeptina, se unen a cavidades formadas transitoriamente en puntos especificos del ciclo
rotatorio.

Con el fin de realizar un analisis comparativo del grado de conservacidon de subunidades
dinamicas de la ATP sintasa ortdlogas de los grupos taxondmicos presentados en las Figuras
15y 16, para cada subunidad se efectué una busqueda en la base de datos UniProt [101],
[102] utilizando las palabras claves name:atp name:synthase name:x name:subunit
taxonomy:z (siendo x y z el nombre de la subunidad y el grupo taxondmico,
respectivamente). Se omitieron los resultados de secuencias putativas, predichas, ATPasas
tipo V, asi como las secuencias duplicadas de un mismo organismo. El nimero minimo de
secuencias utilizadas para cada grupo fue de 3, con el fin de poder calcular la desviacién
estdndar. Se efectuaron dos alineamientos, uno de ellos para evaluar la identidad
intragrupal, y otro tomando como referencia a la subunidad respectiva de humano para
conocer las diferencias con respecto a ésta. Los alineamientos fueron realizados utilizando
el programa bioinformatico ClustalQ [104], [106], [107].

Conservacion intragrupo taxonédmico de subunidades dinamicas.

Se ha encontrado que la estructura primaria de la subunidad B esta altamente conservada
a través de la evolucidén, por lo que ha sido tomado como un marcador macromolecular
para deducir relaciones filogenéticas [62], [131]. Cuando se analizd la subunidad B completa
(Figura 17), se observd que presentd, en general, una alta conservacion dentro de cada
grupo taxondmico, con un promedio de identidad global de 83+8%. Ademas del grupo de
referencia Mammalia, que presentd la mayor identidad interna promedio (95+4%.), los
grupos taxondmicos que mayor conservacion presentaron fueron Pasteurellales (94+2%),
Trypanosomatidae (9312%), y Digenea (92+2%). En cambio, los grupos taxondmicos con
menor identidad fueron Actinobacteria (72+7%), Rickettsiales (72+4%) y Dyctiosteliida
(64+8%), consistente con una menor variaciéon para organismos multicelulares que para
unicelulares.

La subunidad a también se encuentra altamente conservada dentro de los grupos
taxondmicos estudiados, con un valor ligeramente menor que aquel encontrado para la
subunidad B (identidad promedio de 80+11%). Para esta subunidad, no se encontraron
secuencias reportadas para el grupo taxondémico Trypanosomatidae. Los grupos
taxondmicos que presentaron la mayor identidad fueron Digenea (95+1%), Eucestoda (94+2)
y Pasteurellales (89+3%), mientras que los grupos con menor identidad fueron
Aconoidasida (64+11%), Rickettsiales (62+4%) y Dyctiosteliida (53+7%). La subunidad a de
los grupos Digenea y Eucestoda resultaron con una conservacion ligeramente mayor
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respecto a la de su subunidad  correspondiente. Cabe recalcar que el grupo taxonémico
Dyctiosteliida tuvo la menor conservacion en ambas subunidades. Nuevamente, el grupo
de referencia Mammalia presentd el mayor grado de conservacion (96+4%).
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Figura 17. Porcentaje de identidades intragrupales de las subunidades dinamicas de la ATP sintasa. El color de las barras
va de acuerdo con la clasificacion taxondmica. Los nimeros dentro de las barras corresponden a las secuencias utilizadas
en cada grupo.

La identidad promedio intragrupal de la subunidad y fue de 64+15%, lo cual indica que el
grado de conservacion de esta subunidad es significativamente menor a la que presentan
las subunidades a y B. Para esta subunidad no se encontraron secuencias reportadas en el
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grupo taxondmico Trypanosomatidae, mientras que para Dyctiosteliida, Aconoidasida y
Digenea solo se detectaron dos secuencias, por lo cual fueron omitidas en este andlisis. Los
grupos taxonémicos que presentaron la mayor identidad fueron Vibrionales (84+4%),
Enterobacteriales (82+17%) y Pasteurellales (76+4%). Los grupos que presentaron la menor
identidad fueron Clostridia (40+8%), Ricketssiales (38+6%) y Leptospirales (35£10%). Aqui,
el grupo de referencia presentd una conservacion de 93+3%.

La subunidad c presentd variacion de identidad similar entre grupos en comparacion con la
subunidad y, con un promedio de identidad de 65+14%. En este caso, el numero de
secuencias reportadas es menor que el de las otras tres subunidades, no encontrandose
ninguna secuencia para los grupos Aeromonadales, Legionellales, Dictyosteliida,
Trypanosomatidae, Conoidasida, Tremellomycetes, Digenea y Eucestoda. Para los grupos
Vibrionales y Pseudomonadales solamente se encontraron dos secuencias, por lo cual
dichos grupos fueron excluidos de este andlisis. EIl mayor porcentaje de identidad lo
presentaron los grupos Enterobacteriales (93+8%), Pasteurellales (87+6%) vy
Campylobacterales (7217%). Los grupos taxondmicos con menor identidad fueron
Aconoidasida (51+7), Actinobacteria (48+9) y Clostridia (46+14). El grupo de referencia
Mammalia presentd una identidad de 81+9%.

La subunidad a fue la que presentd la menor identidad dentro de cada grupo (57+15%). Los
grupos taxonédmicos en los cuales no se obtuvieron secuencias fueron Trypanosomatidae,
Aconoidasida, Conocidasida, Tremellomycetes, Digenea y Eucestoda. Los grupos
taxondmicos con mayor identidad fueron Enterobacteriales (81+10%), Pasteurellales
(76£9%) y Pezizomycotina (75£7%). Los grupos con menor identidad fueron Dyctiosteliida
(39+8%), Clostridia (3619%) y Actinobacteria (3629%). El grupo de referencia Mammalia
tuvo una identidad de 76£8%.

Conservacidn de subunidades dinamicas de grupos taxondmicos con respecto al humano

Posteriormente, se realizd un analisis de identidad para cada subunidad estudiada tomando
como referencia a la secuencia respectiva de humano (Figura 18). Se observd que el
promedio global de la identidad de la subunidad B de los diferentes grupos taxondmicos
con respecto a la de humano fue de 72+7%, que es un valor menor al observado
anteriormente para las variaciones intragrupales de esta subunidad. Como es de esperar,
los grupos taxonémicos que presentaron mayor identidad respecto al humano fueron
Nematoda (81+2%), Eucestoda (81+1%) y Digenea (81+1%). Los grupos que presentaron
menor identidad fueron Vibrionales (68+2%), Trypanosomatidae (64+1%) y Actinobacteria
(62+2%). El grupo Trypanosomatidae presentd una de las identidades mas bajas respecto al
humano, aunque su identidad fue alta de forma intragrupal. El grupo Pasteurelalles
presentd la identidad mas alta al hacerse la comparacién intragrupal, pero al realizarse
utilizando la secuencia de humano como referencia, presenté un porcentaje de identidad
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de 70+1. El grupo Actinobacteria presentd porcentajes de identidad bajos en ambos andlisis.
El grupo de referencia presentd una identidad de 96+3%.

Adicionalmente, se realizo el andlisis de la conservacion del sitio de unién a nucleétidos de
la subunidad B, tomando como referencia a los residuos de humano. El porcentaje de
identidad estd mostrado en la Figura 18 en la seccidn de subunidad (3, representado por
barras color blanco. Dicho sitio mostré estar muy conservado con respecto al sitio de
humano, con unaidentidad promedio de 98+3%. Esto recalca la importancia de buscar sitios
de unidn distintos a aquellos especificos para la union de nucleétidos.
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Para la subunidad a, se encontré que la identidad promedio respecto al humano fue de
64+11%. Este valor es menor en comparacion con el obtenido para las subunidades a y 3
de forma intragrupal y de la subunidad B con respecto al humano. Los grupos taxondmicos
que presentaron mayor identidad fueron Digenea (86+3%), Eucestoda (83+1%) y Nematoda
(81+3%). Los grupos con menor identidad fueron Aeromonadales (56+0%), Dyctiosteliida
(54+2%) y Actinobacteria (54%3). Los grupos Digenea y Eucestoda presentaron las
identidades mas altas en ambos analisis. El grupo Mammalia tuvo una identidad promedio
de 97+3%. Al comparar el sitio de unién a nucledtidos de la subunidad a tomando como
referencia al sitio de unién a nucledtidos de la subunidad a de humano (Figura 18, barras
blancas), se encontré que la identidad global promedio de dicho sitio fue de 82+6%. Es
interesante recalcar que, aunque las subunidades a y B unen nucledtidos, la subunidad a
presenta menos residuos conservados para hacerlo en comparacién con la subunidad B
(99+2%).

Para la subunidad y, el promedio general de esta subunidad con respecto a la de humano
fue de 37+14%, que es casi la mitad del valor obtenido para la identidad intragrupal. En
comparacion con las subunidades a y B, se observé que esta subunidad presenté mucho
mayor variabilidad. Los grupos taxonémicos con mayor identidad en la subunidad y fueron
Eucestoda (54+1%), Nematoda (5317%), y Digenea (44+1%). Los grupos taxonémicos con
menor identidad fueron Enterobacterales (28+1%), Leptospirales (28+3%) y Actinobacteria
(2612%). El grupo Mammalia tuvo una identidad de 95+3%.

Para la subunidad c, se encontré que el promedio de identidad respecto al humano fue de
33+16%, ligeramente menor que el observado para la subunidad y. En general, los
porcentajes de identidad de la subunidad c respecto al humano son mucho menores que
los calculados para el analisis intragrupal. Los grupos taxondmicos con mayor identidad
fueron Nematoda (54+18%), Rickettsiales (50+12%) y Pezizomycotina (42+4%). Los grupos
taxondmicos con menor identidad fueron Enterobacterales (2311%), Aconoidasida (23+2%)
y Pasteurellales (22+1%). El grupo de referencia presenté una identidad de 85+12%.

Finalmente, la identidad de la subunidad a respecto al humano fue menor a la obtenida
anteriormente de forma intragrupal, siendo el valor promedio de 27+12%. Los porcentajes
de identidad mas altos fueron para los grupos taxonémicos Pezizomycotina (30+1%),
Rickettsiales (29+2%), Dyctiosteliida (29+3%). Los grupos con menor identidad fueron
Clostridia (22+2%), Aeromonadales (21+1%) y Burkholderia (21+1). El grupo Mammalia tuvo
una identidad de 7617%.

De entre las cinco subunidades de caracteristicas dindmicas, la subunidad B presenté el
mayor grado de conservacion de secuencia primaria entre los distintos grupos taxondmicos
aqui analizados. Esta subunidad contiene la mayor parte de los residuos que conforman los
sitios cataliticos de la enzima, lo cual podria ser una de las causas de su alta conservacion,
ya que algin cambio podria afectar desde la unidn hasta la catdlisis [132]. Se observé que
los residuos que componen dicha maquinaria catalitica se encuentran alin mas conservados
que la secuencia global. Debido a que el sitio catalitico esta tan conservado, y a su vez se
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encuentra presente en otras enzimas que hidrolizan ATP [62], el disefio de un farmaco que
se una a tal sitio de un microorganismo patdgeno careceria totalmente de especificidad.
Por otro lado, una zona de la subunidad 3 de particular interés es el bucle DELSEED. El bucle
DELSEED es un motivo hélice-vuelta-hélice localizado en el dominio C-terminal cuya funcion
propuesta es el acoplamiento entre la catdlisis y la rotacién [133]. Se calculé que el
promedio global de identidad del bucle DELSEED con respecto al humano fue de 87+5%
(Figura 19). Dicho valor de identidad es mayor que el calculado anteriormente para la
subunidad B completa. No obstante, es de hacer notar que estudios mutacionales han
mostrado que reemplazos en la secuencia DELSEED no afectan de manera importante la
actividad ATPasa del sector F; [64], [134].
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Figura 19. Porcentajes de identidad del bucle DELSEED de la subunidad f con respecto al humano.

A partir del analisis de la identidad intragrupal, se observd que la subunidad a estd
ligeramente menos conservada que la subunidad B. Una posible explicacién para la menor
conservacion de dicha subunidad podria ser que la presidn evolutiva a la que se ha sometido
es menor. En general, ambas subunidades de origen filogenético comun [135] presentan
una arquitectura casi idéntica, comparten mecanismos de unién a nucleétidos asi como
energias de interaccién proteina-ligando [43], [136]. Hasta el momento, no se conoce
claramente el papel funcional que tiene la unién a nucledtidos a las subunidades a en el
ciclo catalitico, aunque se han propuesto varias explicaciones. Se ha reportado que la unién
de nucledtidos a los sitios no cataliticos de MF1y TF1 promueve la disociacién de MgADP
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inhibitorio de un sitio catalitico y estimula la catalisis en estado estacionario en niveles
Optimos [137]-[139]. Otros estudios de mutaciones aleatorias en EF1 ayudaron a identificar
una regién de transmisién de sefial en la subunidad a que parece amplificar un cambio
conformacional en el dedo de R inducido por el estado de transicidon, permitiendo una
comunicacidon de largo alcance con otra subunidad B [139], [140]. Esta informacion se
complementa con estudios de dindmica molecular que mostraron que la subunidad a al
unirse a nucledtidos presenta un incremento en las fluctuaciones estructurales,
particularmente en el dominio C-terminal, lo cual permite que éste tenga conformaciones
cercanas a aquellas de Brp [61].

Recientemente se ha encontrado que la subunidad a de M. tuberculosis posee una
extension Unica de 36 residuos al final del C-terminal (514-549, numeracion de M.
tuberculosis), la cual no estd presente en subunidades a de otras especies. Se ha propuesto
gue la funcién de dicho fragmento es la supresién de la funcién de hidrélisis en la enzima
micobacterial [141]. Esto sugiere que a pesar de que la subunidad a se encuentra muy
conservada, aun se pueden encontrar zonas que sean Unicas para cierta especie las cuales
podrian ser explotadas para inhibir a la ATP sintasa.

La subunidad y presentd menor conservacion en comparacién con las subunidades
anteriores. Esta menor conservacién concuerda con estudios mutacionales que indican que
esta subunidad no requiere formar contactos especificos con las subunidades cataliticas,
sino que solamente se necesita que existan residuos que por efectos estéricos propulsen y
generen cambios conformacionales en las subunidades cataliticas [64], [133]. Por tanto,
s6lo se requeriria conservar la estructura tridimensional y contar con los aminoacidos
correctos en la hélice corta que contacten el motivo B-DELSEED. El que se haya encontrado
una menor identidad en esta subunidad podria ser una ventaja al momento de buscar sitios
de inhibicidn especie-especificos.

Se ha reportado que los residuos altamente conservados se encuentran localizados en las
regiones superior y central de la subunidad y, las cuales tienen contacto con las subunidades
oy B [142]. Para las subunidades a y B se ha reportado que los residuos que miran hacia la
subunidad y estan altamente conservados, y dichas zonas se encuentran flanqueadas por
residuos poco conservados [142]. Se analizaron las identidades de las zonas de la subunidad
Y que contactan a las regiones altamente conservadas en las subunidades a y B (Figura 20).
La primera zona analizada es la que contacta al bucle DELSEED de la subunidad B, a la cual
denominamos leva, compuesta por los residuos 98-115 (numeracidon basada en humano)
[64]. La identidad de esta zona por grupo taxondmico con respecto al humano se muestra
en el recuadro superior de la Figura 20. El porcentaje de identidad global de la leva es de
39%, valor practicamente idéntico al de la subunidad completa (37%). Se ha observado que
la zona de la leva no presenta interacciones residuo especificas de tipo electrostatico, lo
gue sugiere que la generacion de torque no necesita de algun residuo esencial [143]. Por
otro lado, la mutacion yGip1A demostré que este residuo es esencial para formar la
estructura de la subunidad y requerida para la interaccion estable con el anillo o/ [64]. La
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otra zona analizada fue la que comprende los residuos 253-298, a la cual denominamos
zona embebida, que corresponde a la regién C-terminal de la subunidad y. Esta zona
presenta una identidad de 62% (recuadro inferior de la Figura 20), el cual es un valor mayor
en comparacion a la secuencia completa.
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La subunidad c presentd identidades similares a las obtenidas en la subunidad y. Para
diferentes especies se sabe que la estequiometria del anillo c varia entre 9y 15 subunidades,
dependiendo de los requerimientos energéticos de la especie. El tamano del anillo ¢
determina la cantidad de protones traslocados por rotacidn completa del sector Fo [54],
[55], [144]-[149]. En eucariotes, la hélice interna de cada subunidad c aloja el motivo
altamente conservado constituido por cuatro residuos de glicina (GXGXGXG, donde X es
cualquier residuo), el cual confiere un fuerte empaquetamiento transmembranal hélice a,
sin espacio para cadenas laterales. Algunos microorganismos termofilos en ambientes
alcalinos, presentan este motivo reemplazado por (AXAXAXA). Esta sustitucion de residuos
aumenta tanto la estequiometria del anillo ¢ y su tamano debido al estiramiento de la
secuencia de residuos de la hélice N-terminal [149], [150]. Los porcentajes de identidad para
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esta subunidad sugieren que tolera muchos cambios en su estructura primaria, pero
mantiene estructura y funcién. Sélo los residuos que estan involucrados en la traslocacién
de protones son los mas conservados [36], [53], [54], [147], [148]. Se ha reportado que la
subunidad c contiene siete residuos altamente conservados y tres de ellos (Ra1, Q/Na2 y Pa3
en la secuencia de E. coli) estan situados frente a F1 en el bucle interhelical [142].

Anteriormente se ha reportado que existe poca conservaciéon en los residuos que
conforman a la subunidad a en organismos de varios grupos taxondémicos; sin embargo,
existen dos zonas sobre dos hélices terminales de dicha subunidad con alta similitud en la
polaridad de la cadena lateral de los residuos [55]. Ademads, existen residuos altamente
conservados, por ejemplo, R210[35], [41], [53], [148], [151], [152]. Estos residuos tienen una
cadena lateral polar o pequefia y se encuentran localizados entre la carga del estator y la
frontera con la membrana periplasmica. Lo anterior implicaria un mecanismo conservado
de carga y descarga para el sitio de unién a iones en el anillo c a través de la subunidad a
[55], [148]. No obstante, dados los resultados de identidad, se puede decir que hay una gran
variacion de residuos que conforman esta proteina.

Analisis comparativo de los sitios de union de inhibidores exdgenos de la ATP
sintasa

En un segundo paso se realizé un analisis comparativo de los sitios de union a inhibidores
exogenos de la ATP sintasa, con el fin de encontrar diferencias estereoquimicas que sirvan
como andamio para al desarrollo de farmacos especie-especifico. Para ello, se
seleccionaron inhibidores cuyas estructuras cristalinas se encontraron resueltas a nivel
atémico. Dichas estructuras pertenecen a la F1-ATPasa de mitocondria de corazén de bovino.
Debido a la similitud que existe entre las secuencias y estructura de la F1-ATPasa entre
bovino y humano, se puede decir que son equivalentes. A partir de dichas estructuras, se
extrajeron los residuos que se encontrasen formando el sitio de unién al inhibidor. Por otro
lado, se seleccionaron secuencias de organismos patdgenos de tipo no viral que, de acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud, constituyen un problema de salud publica en
cuanto a enfermedades infecciosas se refiere.

Microorganismos causantes de Enfermedades de Declaracidon Obligatoria

Cada pais tiene su propia lista de enfermedades con alta incidencia, sin embargo, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en 1969 las Regulaciones de Salud
Internacionales, en las cuales se especificaba que las enfermedades deben ser reportadas a
las organizaciones para ayudar a su vigilancia internacional. Esta regulacion estaba limitada
a reportar célera, fiebre amarilla y peste. La revisién de las regulaciones de salud
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internacionales de 2005 amplié la lista, definiendo criterios para asistir en la decisién de si
un evento es notificable a la OMS. Las enfermedades de declaracién obligatoria (EDO) son
aquellas enfermedades transmisibles que los médicos estan obligados a notificar al centro
de salud publica correspondiente, por ser de especial importancia para la comunidad, ya
gue permite conocer, monitorear y predecir epidemias. De esta lista se seleccionaron 43
organismos patdgenos distintos a virus (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de patégenos de alto impacto a nivel mundial.

Especie Enfermedad Mortalidad Incidencia
0. volvulus Oncocercosis - 18 millones de personas infectadas, principalmente en Africa [143] [144]

Nematoda T. britovi

A o
T. spiralis Triquinosis 0.0004% 10,000 infecciones por afio [148]
Esquistosomiasis 0.13% 160 millones de personas infectadas [146]
C. albicans Candidiasis 0.0004% 8 por 100,000 habitantes por afio
aezzonveens A. niger Asperglosis pulmonar >90% 0.4 por cada 100,000 por afio
T. cruzi Enfermedad de Chagas <5% Entre 6 y 7 millones de personas infectadas en el mundo [151]
Trypanosomatidae L. donovani : - Cada afio se producen entre 900,000 y 1.3 millones de nuevos casos y
<4.89 4
L. mexicana Leishmaniasis 4.8% entre 20,000 y 30,000 defunciones [153]
Aconoidasida P. falciparum Malaria 0.20% En 2010 se produjeron 219 millones de casos de paludismo [155]
Rhizobiales B. melitensis Brucelosis 1-3%
3 Fiebre botonosa o
Rickettsiales R. conorii mediterranea 1-3% De 0.7 a 20 por 100,000[159]
R. rickettsii Fiebre ‘I’folcassg"s”ta”as 3.00% 6 casos por 1,000,000 en 2010[161]

Legionellales L. pneumophila Legionelosis 5-30% De 10 a 15 casos por 1,000,000 de habitantes [163]

Legionellales C. burnetii Fiebre Q 1-2% 176 casos en 2014 en USA [164]

Pasteurellales H. ducreyi Chancro blando 11 casos en USA en 2015[165]

Pasteurellales H. influenzae Bacteriemia/Meningitis 15.00% 400 millones de personas en 26 paises [167]
Enterobacterales Y. pestis Peste bubénica Entre 1,000 y 2,000 casos cada afio son reportados a nivel mundial [168]
Enterobacterales S. dysenteriae Shigelosis 0.05-0.4% 500,000 casos cada afio en USA [171]
Enterobacterales S. flexneri Diarrea 6-10% Diarrea mata 2,195 nifios cada dia.
Enterobacterales E. coli Diarrea 6-10% Diarrea mata 2,195 nifios cada dia.
Enterobacterales S. sonnei Shigelosis 5-15% 4.82 por 100,000 por afio en USA
Enterobacterales S. typhi Fiebre tifoidea 1.06% 21 millones de casos y 222,000 muertes al afio mundialmente [173]

Vibrionales V. cholerae Colera 0.76% 172,454 casos y 1304 muertes a nivel mundial en el 2015[175]

Thiotrichales F. tularensis Tularemia Hasta 24% Alrededor de 300 casos en USA en el 2015[177]

Meningitis 50% 4,000 personas por afio en USA
. <1000 mueres por
Gonococia afio 118 casos por cada 100,000 habitantes en 2015[180]
Tos ferina 1% en bebés 32,971 casos en USA en 2014[182]
Carbunco 25-60%
Clostridia C. botulinum Botulismo 5-10% 963 casos anuales causados por comida [190]
Clostridia C. perfringens Gangrena gaseosa/Enteritis 25-100% 1,860 casos por 100,000 anuales
necrosante
Bacill 5. aureus Neumonia 920,000 muertes 920,136 nifios muertos en 2015[185]
Faringitis
Bacilli S. pyogenes estreptococica/fascitis 30-70% 616 millones de casos por afio de faringitis [187]
necrotizante
Bacilli S. pneumoniae Neumoma!SmSusms/pemonm 10-20% 110 casos anuales en USA
Bacilli L Listeriosis >40% 1,600 casos anuales en USA [193]
monocytogenes
Campylo: e C. jejuni Diarrea
- 0/ (]

Campylosbacterale H. pylori Ulceras/Gastritis 26 /oU(gIX;aras, 4.5 millones de personas por afio en USA
Actinobacteria C. diphtheriae Difteria 5-10% 7,321 casos reportados a nivel mundial en 2014
Actinobacteria M. leprae Lepra 192,246 casos en 2011 a nivel mundial

) . ] ) 10.4 millones de personas infectadas a nivel mundial en el 2015. 1.8
0,

Actinobacteria M. tuberculosis Tuberculosis 17.30% millones de muertes.

Leptospirales L. interrogans Leptospirosis 5-30% 100 a 200 casos anuales en USA [200]

Chlamydiales C. trachomatis = Tracoma/Ceguera/Neumonia 89 millones de nuevos casos estimados en el mundo cada afio [201]

Utilizando la lista de patégenos de alto impacto a nivel mundial, se estudiaron las
interacciones presentes en los complejos proteina-inhibidor para los cuales se contaba con
estructuras cristalinas resueltas.
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Aurovertina B

Se eligid la aurovertina unida a la subunidad Brr ya que, ademads de formar el mayor nimero
de contactos con la proteina, experimentalmente presenta una constante de afinidad
mayor (Kg= 1 UM para Bre y 4-6 UM para Be) [86], [153]. Con el fin de seleccionar los residuos
gue forman contacto directo con el inhibidor, se identificaron aquellos que se encontrasen
hasta 4 A de distancia de la aurovertina. A este grupo de residuos se le denominé SAur-4.
Adicionalmente, se realizd una segunda seleccién incluyendo a los residuos circundantes
hasta 8 A de distancia del inhibidor (grupo SAur-8). Luego, se realizaron los alineamientos
con las secuencias de SAur-4y SAur-8, y se calcularon los porcentajes de identidad con
respecto al humano, utilizando el programa bioinformatico Clustal Q. Los resultados
correspondientes para cada patdgeno se muestran en la Figura 21. Para SAur-4 (Figura 21,
recuadro superior), se obtuvo que el porcentaje de identidad promedio fue de 75%. Los
microorganismos con mayor identidad pertenecen a los grupos taxondémicos
Pezizomycotina, Tremellomycetes, Aconoidasida, Nematoda, Eucestoda, Digenea,
Clostridia, asi como todas las clases del filo Proteobacteria. Por otro lado, T. cruzi,
perteneciente al grupo Trypanosomatidae, presenté una identidad cercana a 30%. S. aureus
y S. pyogenes, pertenecientes al orden Bacilli, presentaron un porcentaje de identidad
cercano a 50%. Para SAur-8 (Figura 21, parte inferior), el promedio de porcentaje de
identidad fue de 77%, indicando que el grado de conservacion de los alrededores del sitio
es similar al de la conservacién del sitio en si. En la Figura 21 se puede observar que la
tendencia de identidad se mantiene con respecto a SAur-4. No obstante, dos miembros del
grupo Trypanosomatidae, T. cruzi y L. mexicana, presentan identidades superiores (aprox.
60%) a las observadas con SAur-4. Dentro de la seleccién a 8 A, destaca L. monocytogenes
como el microorganismo que presento la identidad mds baja (aprox. 50%).

Las interacciones entre aurovertina B y residuos en el dominio de unién a nucledtidos de Be
y Bre son principalmente de caracter hidrofébico. En ambas subunidades, el atomo Cs de la
aurovertina hace una interaccién van der Waals con B-Lza, los d&tomos Ci11 y C12 interactian
con la cadena lateral de B-lsa4, el &tomo Cz1 forma un contacto hidrofdbico con Cgy Cy de B-
P3so, y el atomo Cy4 estd cerca de la cadena lateral de B-Lssi. Existen también dos puentes
de hidrégeno potenciales al dominio C-terminal de la subunidad B entre Ne de B-Qa11y O2s
de aurovertina B, y entre Ne de B-Ra12 y O19. Ademas, el anillo pirona hace una interaccion
stacking con el anillo aromatico de B-Yass. El &tomo O17 de la aurovertina B unida a Brp hace
contacto van der Waals con O3, de arp-Qag9. Esta interaccidn no se encuentra en el sitio de
union a aurovertina B de PBe.
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Figura 21. Porcentaje de identidad del sitio de unién a aurovertina a 4 y 8 A con respecto al de humano. El color de las
barras va de acuerdo con la clasificacidon taxonémica.

En la Figura 22 se muestra una representacion esquematica del sitio de unién a aurovertina,
en donde se resalta la identidad por posicion de residuo de los patdgenos en relaciéon con
humano. La escala de identidad va de 0% (tonalidades rojas) a 100% (tonalidades azules).
Los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia se muestran en superficie coloreada
y en “sticks”. Los puentes de hidrégeno se muestran con lineas moradas. Los residuos que
se encuentran entre 4 y 8 A de distancia se muestran en “sticks” coloreados. Para simplificar
la lectura del grafico, los residuos con identidad mayor a 80% fueron omitidos en la regién
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de 4 a 8 A. Se observa que la mayoria del sitio de unién a aurovertina se encuentra
conservado. A 4 A de distancia, uno de los residuos con mayor identidad es P3so (100%) el
cual, de acuerdo con la estructura cristalografica, interacciona con el Cy1 de la aurovertina
de manera hidrofdbica. El residuo Esss presenta una identidad de 100%, pero no parece
tener interaccion directa con el inhibidor. La mayor variacién a 4 A fue observada para el
residuo Assg, que presentd una identidad cercana a 20%. Este residuo esta a distancia de
enlace hidrofébico (4.6 A) con el C; de la aurovertina. Quss es otro residuo que podria
interaccionar de manera hidrofébica con Cis de la aurovertina, el cual presenta una
identidad de 50%. Hasta 8 A de distancia, se encontré que los residuos con mayor variacién
fueron Haz7 y D3so, con 4y 7 % de identidad, respectivamente.
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Figura 22. Sitio de unién a aurovertina. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia se muestran representados
por “sticks” y superficies. Los residuos que se encuentran de 4 a 8 A se representan con “sticks”. El color de las superficies
y “sticks” representa el porcentaje de identidad por residuo de patégenos con respecto al humano. El cédigo de colores
de variacion de identidad se muestra al lado derecho. Ver detalles en el texto (pdb:1cow)

Uno de los residuos importantes para la unién a la aurovertina es BRa12, que al ser mutado
por C, H o W causa una reduccién en la afinidad por el inhibidor [80]. Entre los
microorganismos que naturalmente son insensibles a la aurovertina se incluyen a Bacillus
firmus y Bacillus PS3, en los cuales BRai1; ha sido reemplazada por F [80].Este es un claro
ejemplo de que el tipo y la orientacidn de los aminodcidos pueden afectar drasticamente la
union de los inhibidores a las proteinas, incluso entre proteinas homodlogas. De acuerdo con
nuestro andlisis, en O. volvulus, C. jejuni, H. pylori, C. perfringens y L. interrogans, esta R se
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encuentra reemplazada por K, en B. anthracis, S. aureus, S. pyogenes y S. pneumoniae se
haya reemplazada por F, mientras que en L. monocytogenes y C. trachomatis, se encuentra
mutada por N y Q, respectivamente; en Mycoplasma gallisepticum este residuo ha sido
sustituida por N [80]. No obstante, no se cuenta hasta el momento con datos
experimentales que permitan evaluar el impacto de estos cambios sobre la afinidad al
antibiotico.

Otro residuo importante para el reconocimiento de la aurovertina B es B-Yass, debido a que
forma con su anillo aromatico un apilamiento con el anillo pirona. En Bacillus PS3 y
Mycoplasma gallisepticum, BYsss se ha reemplazado por R y F, respectivamente[80].
Posiblemente la mutacién observada en Bacillus PS3 contribuya a la insensibilidad que este
microorganismo presenta hacia el antibidtico. B-Yass se encontré reemplazado por F en S.
mansoni, S. haematobium, M. leprae y M. tuberculosis; por R en B. anthracis, S. aureus, S.
pyogenes, S. pneumoniae y C. trachomatis; por M en V. cholerae; por N en C. diphtheriae y
por L en C. botulinum, C. perfringens y L. monocytogenes. Se desconoce si la falta de un
anillo aromatico en esa posicion afecte la unién al antibiético. Posiblemente se pueda dar
la unién con aquellos microorganismos que presenten F en esa posicidn, ya que el
apilamiento seria posible. Podria darse una interaccién mds débil si existieran residuos
pequefios e hidrofébicos en esa posicion, como por ejemplo L, ya que no habria
impedimento estérico.

El residuo B-Qa11 forma un puente de hidrégeno con la aurovertina. Este residuo se
encuentra relativamente conservado en las especies analizadas, siendo los cambios
encontrados los siguientes: para T. britovi, T. spiralis, B. melitensis, H. ducreyi, H. influenzae,
V. cholerae, C. jejuni, H. pylori, C. diphtheriae, M. leprae, M. tuberculosis y L. interrogans,
cambid a E; para T. cruziy L. mexicana, el reemplazo ocurrié a T, y L. monocytogenes tuvo
el cambio de este residuo a R.

Polifenoles

La metodologia aplicada con el inhibidor anterior fue utilizada para los polifenoles. Se
seleccionaron los residuos que se encontrasen a 4 A de distancia y se extrajeron para formar
una sola secuencia (SPol-4). Adicionalmente, se aplicé la misma estrategia para los residuos
circundantes hasta 8 A de distancia del inhibidor (SPol-8).

Los residuos involucrados en la union son y-Kaeo, y-l263, Bre-V279 ¥ Brp-Az7s. Al interactuar con
polifenoles, la cadena lateral de y-Kz60 S€ mueve a una posicidn en la cual interactia con y-
Eze4. Las cadenas laterales arp-E292, arp-Gago Y 0pp-G292 parecen contribuir con interacciones
no polares adicionales. Se ha reportado que las enzimas de rata y humano poseen los
mismos residuos, y la primera también es inhibida por polifenoles, por lo cual se ha asumido
gue son afectadas de la misma forma que bovino [80].
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Para ayudar a acomodar el resveratrol, la cadena lateral de y-Kzs0 Se mueve a una posicién
en la cavidad del soporte entre la subunidad & y la subunidad Bre en la estructura de
referencia, a una posicién donde su cadena lateral interactia con 6-Ezss. Las regiones de
cadena lateral de y-Azss, y-T2s9, Y-E264, Orp-E292, Qtp-Gago Y Olpp-E292, todas dentro de 4 A del
resveratrol, parecen contribuir con interacciones no polares adicionales. Existen dos
puentes de H entre los grupos amido de la cadena principal de Brp-Va279 ¥ arp-E29z, y los
electrones pi del grupo funcional m-dihidroxifenil de resveratrol y su 4’-hidroxil,
respectivamente. Una red de puentes de H entre los hidroxilos 3’, 4’ y 5’ del resveratrol y
los residuos arp-Rao1, Brp-S277, PBrr-Gaso Y Y-T2so estd mediada por moléculas de agua
ordenadas. Quercetina y piceatanol se unen de manera similar a resveratrol. El subcomplejo
a3P36 de Bacillus PS3 no se inhibe en presencia de resveratrol ni piceatanol [83]. Los
resultados correspondientes para cada agente infeccioso se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Porcentaje de identidad del sitio de unién a polifenoles a 4 y 8 A con respecto al humano.
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Para SPol4 (recuadro superior), se obtuvo que el porcentaje de identidad promedio fue de
87%. Se observd que B. melitensis, B. pertussis, L. donnovani, L. mexicana, S. mansoniy S.
haematobium tuvieron identidades cercanas al 100% con respecto al humano. También se
observé que la mayoria de los organismos patdgenos presentaron una identidad igual o
superior a 75%. Los organismos que presentaron la menor identidad (aprox. 65%) fueron C.
trachomatis y L. monocytogenes. Para SPol-8, el promedio de porcentaje de identidad fue
de 85%. Los patégenos con identidad cercana a 100% fueron S. mansoniy S. haematobium.
Los organismos con una identidad cercana a 90% fueron los integrantes del grupo
alphaproteobacteria, los miembros del grupo Nematoda, asi como C. jejuni, P. falciparum,
L. donovani, L. mexicana, C. albicans y A. niger. El resto de los organismos estudiados, salvo
L. monocytogenes, presentaron identidades cercanas a 80%. L. monocytogenes fue el
microorganismo que presentd la menor identidad en SPol-8 (aprox. 70%). El resto de los
organismos presentaron identidades entre 75 y 85%. En comparacién con SAur-4 y SAur-8,
SPol-4 y SPol-8 se encuentran mas conservados. Se observé que L. monocytogenes presentd
la menor identidad en las secuencias SAur-8 y SPol-8. Con respecto a los residuos de SPol-8
(Figura 23, recuadro inferior), se encontrd que la identidad se incrementd en la mayoria de
los casos, con excepcidn de T. cruziy L. monocytogenes, cuya identidad se conservé.

En la Figura 24 se muestra una representacion esquematica del sitio de unién a polifenoles,
en donde se resalta la identidad por posiciéon de residuo de los patdgenos en relacién a
humano. Se observa que la mayoria de los residuos que conforman el sitio de unién estan
altamente conservados. A 4 A de distancia, uno de los residuos mas conservados es y-Taso
con 98% de identidad, el cual interacciona con el Cs del polifenol de forma hidrofdbica.
Otros residuos altamente conservados son B-a278 y B-V279 con identidades de 98%. B-A27s
interacciona con el Ci1, mientras B-Va79 interacciona con Co.10 del polifenol de manera
hidrofébica. El residuo y-Kzeo presenta la menor identidad (7%). De acuerdo con la
estructura cristalografica, este residuo interacciona de manera hidrofébica con los Co.11 del
polifenol. El residuo y-Azse presenta una identidad de 79% e interactia con C3 y Cs del
polifenol. Hasta 8 A de distancia se encontrd que los residuos con mayor variacién fueron
V-T2s3 (17%), v-257 (12%), y-l263 (26%) y Y-S267 (29%).

Se observo que los residuos Bre-Az7s y Bre-Vaze presentaron alta conservacion (Figura 24),
siendo L. monocytogenes la especie que presentdé cambios T y G, respectivamente. El
residuo y-Kzeo se encuentra conservado en B. melitensis y B. pertusis; existe una delecién en
S. mansoni; se encuentra mutado por N en C. albicans, C. burnetti, H. influenzae, y C.
trachomatis; existe el cambio por A en T. cruzi, por R en T. britovi, T. spiralis, y H. ducreyi;
por T en R. conorii, R. rickettsii, C. jejuni, H. pylori, N. meningitidis y N. gonorrhoeae; el resto
de organismos contienen Q en esta posicion. El residuo y-lzez se encuentra muy poco
conservado (26% de identidad), siendo los cambiosa V, A, N, Ty S; el nematodo O. volvulus
presentd delecidon en esa posicidn. Para el residuo y-Ezes se calculd una identidad de 88%,
siendo el cambio a D en T. britovi, T. spiralis, C. albicans y C. trachomatis. Para los residuos
gue se localizan en la subunidad a (TP y DP), se hallé una conservacién del 100%.
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Figura 24. Sitio de unién a polifenoles. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia se muestran representados
por “sticks” y superficies. Los residuos que se encuentran de 4 a 8 A se representan con “sticks”. El color de las superficies
y “sticks” representa el porcentaje de identidad por residuo de patdgenos con respecto al humano. El codigo de colores
de variacion de identidad se muestra al lado derecho. (pdb:2jj1)

Efrapeptina

Nuevamente, se utilizd la metodologia aplicada en los inhibidores anteriores y se
obtuvieron las secuencias SEfr-4 y SEfr-8 (Figura 25, recuadro superior e inferior,
respectivamente), asi como los respectivos promedios de identidad. Para SEfr-4 se obtuvo
un porcentaje de identidad promedio global de 74% con respecto al humano. El patégeno
gue presentd la mayor identidad (95%) fue S. haematobium, seguido por S. mansoni, O.
volvulus, T. britovi, T. spiralis y C. jejuni, con aprox. 90% de identidad. Ademas, cerca de la
mitad de los grupos presentaron identidades iguales o mayores a 75%, mientras que el resto
presento identidades cercanas a 60%. El organismo que presento la menor identidad fue L.
monocytogenes (~50%). Para SEfr-8, la identidad global promedio fue de 82%. S.
haematobium, O. volvulus, T. britovi y T. spiralis presentaron el mayor porcentaje de
identidad respecto al humano (aprox. 100%). El grupo taxondmico Firmicutes presenta las
identidades mas heterogéneas, y dentro de este grupo, L. monocytogenes presentd la
menor identidad (aprox 56%). SEfr-4 presenta una conservacion similar a la observada con
SAur-4 (74 vs 75%, respectivamente), y menos conservado que SPol-4 (87%). Al comparar
SEfr-8 con SAur-8 observamos que el primero se encuentra mas conservado (82 vs 77%),
mientras que presenta el mismo grado de conservacién que SPol-8 (87%).
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Figura 25. Porcentaje de identidad del sitio de unién a Efrapeptina a 4 y 8 A con respecto al humano.

En la Figura 26 se muestra una representacidn esquematica del sitio de unién a efrapeptina,
en donde se resalta la identidad por posicion de residuo de los patdégenos en relacidn con
el humano. En el grafico observamos que la mayoria del sitio de unién a efrapeptina se
encuentra conservado, especialmente en los residuos de las subunidades ae y Be, aunque
en menor proporcion al sitio de unidn a polifenoles. A 4 A, los residuos con menor identidad
son y-T7(2%), y-F2s0 (10%), ae-L3so (40%) vy arp-Y3ss (22%). Como se menciond anteriormente,
dichos residuos interaccionan directamente con el inhibidor. Algunos de los residuos mas
conservados son oe-Qass, Pe-Fiss ¥ Be-Fsz6 con 100% de identidad. A 8 A de distancia, los
residuos con menor identidad fueron y-Lio (21 %), y-K11 (33%), y-D244 (24%), y-T247 (24%), y-
Taa9 (5%), 0te-E3ss (31%), ae-V3ez (44%), orp-E3s5 (31%) v Be-l310 (29%).
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Figura 26. Sitio de unién a efrapeptina. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia se muestran representados
por “sticks” y superficies. Los residuos que se encuentran de 4 a 8 A se representan con “sticks”. El color de las superficies
y “sticks” representa el porcentaje de identidad por residuo. La escala de color se muestra al lado derecho.(pdb:1efr)

Bedaquilina

Nuevamente se siguié el mismo procedimiento que en los inhibidores anteriores para
obtener las secuencias de los sitios de unién del farmaco antituberculosis bedaquilina
(Figura 27). Para SBDQ-4, se encontrd que la identidad global promedio fue de 44%. Los
organismos que presentaron la mayor identidad (aprox. 75%) fueron B. melitensis, L.
pneumophila, C. jejuni, H. pylori, B. anthracis, C. botulinum y L. monocytogenes.
Aproximadamente el 50% de los patdgenos presentaron identidades cercanas a 25%. El
resto de los patdégenos estudiados presentaron identidades muy cercanas a 50%. Para
SBDQ-8, la identidad global promedio fue de 28%. Aqui, los organismos que presentaron la
mayor identidad fueron C. perfringens con 54% de identidad, seguido de L. interrogans y B.
melitensis con 46%. 18 de los 32 microorganismos analizados presentaron identidades
iguales o menores a 25%, y dentro de estos 18, seis presentaron identidades menores al
16%. En comparacién con los inhibidores anteriores, SBDQ-4 presentd la menor identidad.
Al comparar SBDQ-8 con el resto de los inhibidores se observd que también presentd la
menor identidad.
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Figura 27. Porcentaje de identidad a 4 y 8 A del sitio de unién a bedaquilina con respecto al humano.

El farmaco forma varias interacciones de van der Waals con diez residuos de dos
subunidades c adyacentes: los residuos Ge3, Les, Ees, Ass, As7, Yes, Feo y L72 de una subunidad,
y Ass € I70 de la otra subunidad. Ademas, el grupo hidroxilo de uno de los centros quirales
de la bedaquilina forma un puente de H con una molécula de agua, que a su vez interacciona
con los grupos carbonilo y carboxilo de Ees. Se ha propuesto que cuando el inhibidor se
aproxima al anillo ¢, Fes cambia su conformacidn para evitar choques estéricos y provee una
plataforma hidrofdbica para bedaquilina. Asi mismo, el inhibidor puede cambiar su propia
conformacién, por lo tanto, promueve la formacién de numerosas interacciones
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moleculares especificas, las cuales incluyen la formacién de interacciones electrostaticas
entre Egs y el grupo funcional dimetilacetamida (DMA) [92].

La subunidad ¢ de M. tuberculosis estd compuesta por 81 residuos, mientras que la de
humano por 136. La identidad global entre ambas secuencias es de 33%. En la Figura 28 se
muestra un alineamiento de secuencias de los residuos involucrados en el reconocimiento
y en la unién a bedaquilina entre M. tuberculosis y humano. En este caso, la numeracion
corresponde a la secuencia de M. phlei. La subunidad ¢ de M. phlei comparte una alta
identidad de secuencia (84%) con su homdlogo de M. tuberculosis, particularmente en la
region transmembranal, en donde se ha propuesto que se une el inhibidor [150], para la
cual la estructura cristalografica ha sido resuelta. El mapeo de las mutaciones en M.
tuberculosis resistentes a BDQ arrojé que la pérdida de afinidad es causada por una
interferencia estructural directa (Es1D, LsoV, lssM en M. tuberculosis) o indirecta (D2sA/G,
Ae3P) [89], [154]-[156]. Por ejemplo, la resistencia causada por mutaciones en Dys a
residuos alifaticos pequefios puede ser atribuida al reordenamiento de su red de enlaces
de hidrégeno. Esta red involucra a un puente de hidrégeno fuerte, el cual estabiliza la
conformacion de Ess. Un segundo enlace esta formado con la molécula de agua estructural,
la cual coordina al oxigeno del carbonilo de Les. En las mutantes D2g a A/V/G, estos dos
enlaces de hidrégeno no pueden formarse, lo cual desestabiliza a los residuos Ees, Le3 y a la
molécula de agua, alterando negativamente la transferencia de protones por parte del
anillo ¢ [157]-[159]. Ambos efectos contribuyen indirectamente a la formacién de
resistencia en mutantes Dsy. La alta conservacion de este residuo carboxilato,
particularmente en micobacteria, proporciona especificidad de la BDQ hacia esta familia de
bacterias [92].

36 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78
M. tuberculosis G G L V E A A Y F | N L A F M A F V

H. sapiens F AL S E A MG L L MV A F L | F A

Figura 28. Alineamiento de la region de union de bedaquilina entre M. tuberculosis y H. sapiens. La numeracion va de
acuerdo con M. phlei. La numeracion de M. tuberculosis se obtiene al restar 4 unidades al residuo correspondiente. Los
aminodcidos que causan resistencia a BDQ al ser mutados se muestran en color rojo. Los nimeros de los residuos
involucrados en la coordinacidn del inhibidor, basandose en la estructura cristalografica, estan resaltados en color
amarillo. En azul se muestran los nimeros de los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia del inhibidor. Los
residuos en negro corresponden a aquéllos que se encuentran entre 4y 8 A.

Se puede observar que el residuo As7, uno de los residuos criticos que causa resistencia, se
encuentra mutado en humano por M. El cambio de un residuo pequefio a una mas
voluminoso evitaria que el inhibidor pueda unirse. Otros residuos, como Yes y Fsg se
encuentran mutados en humano por Gy L, respectivamente. A pesar de que estos residuos
no interaccionan de forma directa con la bedaquilina, ayudan a formar el “pocket” de unioén.
En humano, el cambio en dichos residuos impactaria dramdaticamente en la topologia del
“pocket”, y, por lo tanto, la afinidad por el inhibidor seria menor. Estas sutiles diferencias
explican el por qué el inhibidor se une de manera selectiva a la ATP sintasa micobacteriana
sin afectar a la de humano [92], [96].
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En la Figura 29 se muestra una representacion esquematica del sitio de unién a bedaquilina,
en donde se resalta la identidad por posicién de residuo de los patégenos en relacién con
el humano. En el grafico observamos que el sitio de unién a bedaquilina es el que presenta
la menor identidad entre los inhibidores estudiados. Se ha propuesto que los residuos
importantes para la selectividad del inhibidor hacia M. tuberculosis son Ags e l0. En
humanos, los residuos correspondientes son M y L, respectivamente, lo que al parecer
genera impedimento estérico que impide la interaccion con el inhibidor [160]. Cambios
similares en otros patdgenos se cree que son también los responsables de la pérdida de la
inhibicidn enzimatica. Por tanto, la bedaquilina representa un ejemplo claro de interaccién
especie-especifica, que discrimina algunas especies patogénicas con respecto al humano.
Al comparar la secuencia de M. tuberculosis con el resto de los patdgenos estudiados, se
observé que uno de los residuos mas conservados a 4 A es Aes (85%), el cual, segin la
estructura cristalografica, interacciona con el Css de BDQ. El residuo Ess presenta una
identidad de 56%, el cual interacciona mediante puente de hidrégeno con el grupo amino
secundario de la BDQ, asi como de manera hidrofébica con Csy C37. A 8 A de distancia, el
residuo Le3 presenta la identidad mds alta (71%), seguido por L7, (44%). La identidad del
residuo Ge> fue del 9%, presentando las mutaciones Ay L. El residuo Le3 tuvo una identidad
del 71%, y presentd cambios por V, My F. Para Esslos cambios fueron por D, principalmente,
y por V, con una identidad de 56%. El residuo Ags tuvo identidad del 85%, presentando
mutaciones por Sy G. Para Ae7 se encontrod el 9 % de identidad, con los cambios de residuo
porL, F,1,V,Q,AyT.Elresiduo Yestuvo cambios por A, P, V, F M, y Y, con una identidad del
12%. La identidad para el residuo Fes fue de 26% y presentd cambios por |, A, My F. Para Iy,
los cambios reconocidos fueron L, Y e |, con una identidad del 15%. Para el residuo Lz se
observaron los cambios por F, V e |, y éste presentd una identidad de 44%.

El cambio de E por D en la posicidn 65 posiblemente conserve la interaccién con la molécula
de agua previamente descrita, pero el puente de hidréogeno que podria formarse con el
grupo amino de la bedaquilina seria menos fuerte. Sin embargo, la mutaciéon por V
imposibilitaria la formacion de los puentes de hidrégeno. Dicha mutacidn se encontrd en L.
monocytogenes. Aunque la identidad del residuo Ge; fue baja, los cambios fueron por
residuos hidrofdbicos, por lo cual la interaccién podria ocurrir.
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Figura 29. Sitio de unién a bedaquilina a 8 A de distancia. La escala de identidad va de 0% (tonalidades rojas) a 100%
(tonalidades azules). Los residuos que se encuentran hasta 4 A de distancia se muestran en superficie coloreada y en
“sticks”. Los puentes de hidrégeno se muestran con lineas rojas. Las moléculas de agua se representan como esferas rojas.
Los residuos que se encuentran entre 4 y 8 A de distancia se muestran en stick coloreados. Los residuos que se encuentran
hasta 4 A de distancia se muestran representados por “sticks” y superficies. Los residuos que se encuentran de 4 a 8 A se
representan con “sticks”. El color de las superficies y “sticks” representa el porcentaje de identidad por residuo. La escala
de color se muestra al lado derecho. La numeracidn va de acuerdo con la secuencia de M. phlei.

Los cambios por residuos nucleofilicos o aromaticos en Lez podrian causar impedimentos
estéricos, por lo cual la unién del inhibidor podria no ocurrir o la afinidad podria disminuir
considerablemente. Los cambios por otros residuos hidrofébicos observados en Ags podrian
no afectar la unién al inhibidor, sin embargo, el cambio por residuos mas voluminosos
podria evitar la unién al causar impedimento estérico. El caso anterior ocurre también con
el residuo Agy. El cambio por F de Yes permitiria la unién de BDQ; los cambios por residuos
hidrofébicos y polares podrian no influir en la unién, ya que el inhibidor no tiene
interacciones de apilamiento con los residuos aromaticos. Para Feg, los cambios observados
podrian no tener un impacto importante, ya que no existen interacciones especificas para
dicho residuo. La mutacion por residuos aromaticos en lyo podria evitar la uniéon a DBQ por
motivos estéricos, ya que se encuentra muy cerca del dtomo de bromo del inhibidor. Los
cambios en el residuo L7; podrian no influir de manera importante en la unién al inhibidor,
esto se basa en el hecho que este residuo se encuentra en la periferia del sitio de unién.
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Seleccidn de microorganismos

A lo largo de la evolucidn, la naturaleza ha descubierto sitios alternos al sitio de unién a
nucledtidos de la FoF1-ATP sintasa, cuya interaccién con moléculas organicas pequefias y
oligopéptidos inhibe el mecanismo rotatorio de la enzima. Dado que la topologia de algunos
de estos sitios se ha determinado, en este estudio se realizd la comparacion del grado de
identidad de dichos sitios de patdgenos con respecto al humano. Uno de los propdsitos de
nuestro estudio fue que, a partir de dicho analisis, nos fuera posible seleccionar patégenos
que presenten la menor identidad respecto al humano, con la finalidad de que, en un
estudio venidero, se exploten tales diferencias para el disefio de fdrmacos especie-
especificos.

Después del analisis comparativo entre especies de los sitios de unién de aurovertina,
polifenoles, efrapeptina y el farmaco bedaquilina, se encontré que los patégenos T. cruzi, S.
aureus, L. monocytogenes, C. diphtheriae, C. trachomatis y M. tuberculosis muestran la
menor identidad con respecto al humano. Las Figuras 30, 33, 31 y 36 muestran los
alineamientos para los sitios de unién a inhibidores de estos seis microorganismos con
respecto al humano. En azul se muestran los residuos que se encuentran hasta 4 A de
distancia. Los residuos resaltados en amarillo son aquellos relevantes en la unién al
inhibidor. En verde se resaltan los residuos implicados en la formacién del sitio de unién,
que son diferentes a los encontrados a humano. La numeracién va de acuerdo con la
secuencia de humano, con excepcién de la bedaquilina, en la cual se ocupa la numeracién
de M. phlei.

En la Figura 30 se muestra el alineamiento del sitio de unién a aurovertina de los patégenos
mas divergentes respecto al humano.
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Figura 30. Alineamiento de secuencias del sitio de unién a aurovertina. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de
distancia se muestran con numeracion en color azul. Los residuos importantes para la union al inhibidor se encuentran
remarcados con numeracion resaltada en amarillo. Las mutaciones respecto al humano se encuentran remarcadas en
verde. El simbolo "’ significa interaccion de tipo apilamiento. El simbolo Hs. significa la presencia de un puente de
hidrégeno entre el inhibidor y la cadena lateral del residuo.
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Se puede observar que el patégeno que mas cambios presenta respecto al humano es S.
aureus, seguido por L. monocytogenes. El resto de los patdgenos tuvieron el mismo niumero
de cambios, aunque no siempre en las mismas posiciones. En la Figura 31 se muestra la
estructura quimica de la aurovertina. El residuo Brp-Asss, que interactia de forma
hidrofdbica con la aurovertina, se encuentra conservado en T. cruzi, M. tuberculosis y C.
diphteriae. En S. aureus, el residuo se encuentra mutado por K. Este cambio de un residuo
hidroféobico pequefio a uno mads grande y cargado podria tener implicaciones estéricas,
ademads de brindar un grupo amino, el cual puede formar puentes de hidrégeno con
moléculas farmacoldgicas. El residuo Bre-1339 presenta mutaciones conservativas en estos
seis patégenos.

Figura 31. Estructura de la aurovertina B. Los dtomos de carbono se encuentran numerados. La numeracién de los atomos
de oxigeno sigue a la del 4tomo de carbono al cual se encuentran unidos. Cuando un oxigeno esta unido a dos carbonos,
el numero menor es usado. Tomado de [80].

El residuo Brp-L342 tiene interaccion tipo van der Waals con el atomo Cs de la aurovertina.
En esta posicidn, T. cruzi presenta una S. El cambio de un residuo no polar a uno polar
resulta interesante, ya que, ademas de crear una pequefia oquedad por ser un grupo mas
pequefio, aporta un grupo hidroxilo el cual podria servir como anclaje para formar un
puente de hidrégeno nuevo, permitiendo por tanto generar un cambio importante en el
modo de unidn a una potencial molécula farmacolégica. S. aureus presentd en esa posicion
una M. Aqui, se conserva el caracter hidrofébico, sin embargo, el tamafio cambia, lo cual
puede causar impedimento estérico para la unién de aurovertina. En M. tuberculosis y en
C. diphtheriae se tiene una K, es decir, un residuo cargado que ademas cambia la topologia
del sitio. L. monocytogenes retiene el residuo observado en humano. El residuo Brp-Qa11
forma un puente de hidrégeno con el Ozs de la aurovertina. En T. cruzi, este residuo cambia
por T, cambio que ocasionaria la pérdida del puente de hidrogeno por acortamiento de la
cadena lateral. En L. monocytogenes, el residuo que se encuentra en esa posicion es R, la
cual tendria la posibilidad de formar el puente de hidrégeno con el Ozs, ademas de aportar
un grupo guanidinio que podria ser explotado para la formacién de puentes de hidrégeno
adicionales con moléculas farmacoldgicas. En M. tuberculosis y C. diphtheriae se encuentra
un E. En este caso se invierte la carga, lo que imposibilita la formacion del puente de
hidrégeno con el Ozs (carbonilo) de la aurovertina. No obstante, podria resultar un punto
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farmacoférico para aceptar la donacién de un hidrégeno por parte de un nuevo inhibidor.
El residuo Brr-Kss2 se encuentra conservado en T. cruzi, M. tuberculosis y C. diphteriae. Este
residuo se encuentra mutado por R en S. aureus. Debido a que no hay interacciéon con
puentes de hidrégeno entre este residuo y la aurovertina, el cambio podria no afectar las
interacciones hidrofdbicas. En L. monocytogenes, en esta posicidn se encuentra una M. El
mismo efecto sugerido para la R aplica para este residuo. En C. trachomatis se encuentra
una S en esta posicion, la cual contribuye con un grupo hidroxilo capaz de donar puentes
de hidrégeno. El residuo Brp-Ra12 forma dos puentes de hidrégeno con los dtomos aceptores
de puentes de hidrégeno O1s5 y O19 de la aurovertina. En T. cruzi, una lisina se encuentra en
esa posicion, la cual podria formar un puente de hidrégeno con O1s. S. aureus presenta F en
esa posicion. El cambio de un residuo cargado a uno aromatico hidrofébico imposibilitaria
la formacion del puente de hidrégeno, sin embargo, aportaria un ambiente para
apilamiento hidrofébico. En L. monocytogenes existe una N. Al ser de cadena mds corta que
la R, este residuo tampoco seria capaz de formar puente de hidrégeno con la aurovertina,
a no ser que el sitio permita un reposicionamiento del residuo. C. trachomatis presenta Q
en dicha posicién. Este residuo, a pesar de también presentar un grupo donador de puente
de hidrégeno, quiza por su longitud tampoco alcance a formar el puente de hidrégeno con
la aurovertina. M. tuberculosis y C. diphtheriae presentan el mismo residuo que en humano.
Finalmente, el otro residuo importante para la interaccién con aurovertina es Brp-Yass, el
cual interactia a través de un apilamiento con el anillo aromatico del antibiético. En S.
aureus y C. trachomatis, en esa posiciéon se encuentra una R. El cambio por un residuo
cargado hace que se pierda la interaccion tipo apilamiento con la aurovertina. Ademas, el
grupo guanidinio otorga un nuevo punto para formaciéon de puentes de hidrégeno. L.
monocytogenes presenta una leucina en esa posicion. Este cambio también evita la
interaccion tipo apilamiento y cambia la topologia del sitio de union a aurovertina. En C.
diphtheriae se encuentra una N, la cual también pierde la interaccién tipo apilamiento, por
otro lado, brinda un grupo amida capaz de formar puentes de hidrégeno. En M. tuberculosis
se tiene una F. Este residuo es capaz de interactuar con la aurovertina mediante
apilamiento. T. cruzi presenta conservacion del residuo con respecto al humano.

En la Figura 32 se muestra la estructura quimica del resveratrol. En la Figura 33 se muestra
el alineamiento del sitio de unién a polifenoles de los seis patédgenos que presentaron
menor identidad con respecto al humano. Cabe recalcar que dicho sitio de union fue el que
presentd el menor grado de variacidon con respecto al humano. Aqui, el patégeno que mas
cambios presenté fue L. monocytogenes. Como se comenté anteriormente, las
interacciones entre los polifenoles y la enzima son mayoritariamente de tipo hidrofdbico.

El residuo Bre-S277 se encuentra conservado en cuatro de los seis patégenos, siendo los
cambios por alanina en T. cruzi y por isoleucina en L. monocytogenes. Ambos cambios son
por residuos hidrofdbicos pequefios, lo que causaria que se perdieran algunas interacciones
entre el inhibidor y la enzima. El residuo Brp-A27s se encuentra conservado en los patégenos
seleccionados, con excepcion de L. monocytogenes, que presenta una treonina en esa
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posicion. Este cambio introduce un grupo alcohol, el cual puede actuar como donador o
receptor de puente de hidrégeno.

OH
HO N
OH
Figura 32. Estructura quimica del resveratrol.
277 278 279 321 252 253 256 257 260 261 263 267 268
H. sapiens S A \Y A - R T A \ K E | S G
T. cruzi A A \ S K T S G A A | S A
S. aureus S A \ A M R A A E Q Q T G G
L. monocytogenes | | T G S M R A A A Q E T G G
M. tuberculosis S AV A A R E A Q| Q E S G G
C. trachomatis S A \ A A Q A S S N E | G G
C. diphtheriae S A \ A M Q A A Q Q E T G G

Figura 33. Alineamiento de secuencias del sitio de unién a polifenoles. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de
distancia se muestran con numeracion en color azul. Los residuos importantes para la unién al inhibidor se encuentran
remarcados con numeracion resaltada en amarillo. Las mutaciones respecto al humano se encuentran remarcadas en
verde.

El residuo Brp-V279 también se encuentra conservado. L. monocytogenes presenta una
glicina en esa posicion. Es posible que se pierda la interaccion hidrofdbica en ese punto
debido a que la glicina no presenta cadena lateral. El residuo y-Azss se encuentra
conservado, salvo en T. cruzi y C. trachomatis; ambos presentan S en dicha posicion, lo que
ocasionaria un efecto similar al descrito para treonina. El residuo y-Kzso se encuentra
reemplazado por alanina en T. cruzi. A pesar de que la interaccion del inhibidor con lisina
no es electrostatica, el cambio por un residuo no polar de menor longitud ocasiona la
disminucion de interacciones hidrofdbicas, asi como la pérdida del grupo amino y los
potenciales puentes de hidrégeno que podria aportar. En S. aureus, L. monocytogenes, C.
diphtheriae y M. tuberculosis, se encuentra una Q en esa posicion. Aunque la Q presenta
una cadena mas corta que la R, podrian conservarse algunas de las interacciones
hidrofébicas, ademas de aportar un grupo amida que puede ser utilizado para formar
puentes de hidrégeno. En C. trachomatis, este residuo se encuentra sustituido por una N.
Este residuo tendria practicamente los mismos efectos que el descrito anteriormente. El
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residuo y-lez se encuentra conservado en T. cruzi y C. trachomatis. En S. aureus, C.
diphteriae y en L. monocytogenes, el residuo se encuentra cambiado por treonina, mientras
que en M. tuberculosis se encuentra una S. Los cambios a residuos cargados o polares
podrian disminuir la interaccién con el ligando, posiblemente al no poder acomodarlo de
manera éptima para que logre interactuar con el resto de los residuos del sitio de unién.

En la Figura 34 se muestra el alineamiento del sitio de unidn a efrapeptina de los patégenos
seleccionados con respecto al humano. En esta figura observamos que el patdgeno que
presentd mds cambios fue L. monocytogenes, seguido de C. diphteriae, T. cruzi, C.
trachomatis y M. tuberculosis tuvieron el mismo nimero de cambios, y S. aureus fue el
patogeno que presentd el menor nimero de cambios. Las interacciones entre la efrapeptina
y la enzima son mayoritariamente hidrofébicas, ademds de un solo puente de hidrégeno
que es evidente en la estructura cristalografica del complejo de F1 con el inhibidor. El
residuo oe-Assz1 se encuentra conservado en S. aureus, M. tuberculosis, C. diphtheriae y C.
trachomatis. Este residuo se encuentra sustituido por S en T. cruzi y en L. monocytogenes.
Este cambio introduce un grupo alcohol, el cual puede actuar como donador o receptor de
puente de hidrégeno. El residuo ae-Gss se encuentra conservado en S. aureus. En T. cruzi,
M. tuberculosis, C. diphtheriae y C. trachomatis, el residuo se encuentra sustituido por N,
incorporando un grupo amida, el cual puede formar puentes de hidrégeno con moléculas
farmacoldgicas. En L. monocytogenes, el residuo se encuentra mutado por aspartato, el cual
integra un grupo carboxilo. El residuo ag-S33s presenta mutaciones conservativas, salvo en
C. diphtheriae, las cuales no tendrian un impacto importante en el reconocimiento del
péptido o alguna otra molécula. En C. diphtheriae, este residuo se encuentra sustituido por
aspartato, el cual aporta un grupo carboxilo que puede formar puentes de hidrégeno con
alguna molécula farmacoldgica de forma especie-especifica. El residuo ae-Lssg Se encuentra
conservado en T. cruzi. En L. monocytogenes, C. diphtheriae y M. tuberculosis se encuentra
reemplazado por valina, y en C. trachomatis por isoleucina, lo cual no tendria algun efecto
importante. En S. aureus, se encuentra una Q en dicha posiciéon. Los mismos efectos
descritos para la N aplican para este residuo. El residuo arp-T3sa se encuentra conservado
en T. cruziy M. tuberculosis. En los demas organismos se encuentra una S en dicha posicion.
El residuo aTP-Y358 se encuentra mutado por N en L. monocytogenes, M. tuberculosis, C.
diphtheriae y C. trachomatis. En T. cruzi, se encuentra una treonina en esa posicién. Debido
a que la treonina tiene una longitud menor a la tirosina, se pierden contactos hidrofébicos
con el péptido inhibidor. El cambio por F en S. aureus implica un cambio por la pérdida del
grupo hidroxilo. El residuo Be-Ts17 se encuentra conservado en C. trachomatis y presenta
mutaciones conservativas en T. cruzi y en L. monocytogenes. S. aureus, C. diphtheriae y M.
tuberculosis presentan tirosina en la misma posicion. La insercién de un grupo fenol deriva
en la posibilidad de utilizar dicho grupo para generar puentes de hidrégeno y/o apilamiento
hidrofdbico con un posible inhibidor selectivo. El residuo Be-P322 se encuentra conservado
salvo en L. monocytogenes, patégeno que presenta alanina en esa posicidon. Aunque la
prolina no interactlda directamente con el péptido, es sabido que posee preferencias para
adoptar valores en los angulos phiy psi particulares, por lo que el cambio por alanina podria
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cambiar el estado conformacional del sitio. El residuo Be-D3s2 esta sustituido por alanina en
S. aureus, M. tuberculosis y C. trachomatis. Este cambio podria no tener un gran impacto
debido a que el aspartato interactia de forma hidrofébica con el inhibidor; sin embargo,
algunas de estas interacciones podrian perderse al tener un grupo hidrofébico pequefio. En
T. cruzi se encuentra un glutamato en esa posicidon. Dicho cambio es conservativo y podria
no tener impacto en las interacciones descritas previamente. L. monocytogenes presenta
una Q en dicha posicion, lo cual representa un cambio local en la carga. El grupo amida
también puede aportar puentes de hidrégenos. C. diphtheriae presenta una treonina en
esta posicion, cuyo grupo alcohol también podria ser un punto de anclaje para moléculas
inhibitorias especie-especificas. El residuo Be-T2s4 se encuentra conservado en S. aureusy C.
diphtheriae. Ademds, se observan mutaciones conservativas en M. tuberculosis y C.
trachomatis. En T. cruzi, el residuo se encuentra suplido por alanina. L. monocytogenes
presenta una F en esa posicion. Esta F también puede ser utilizada como plataforma para el
disefio de un farmaco especie-especifico. El residuo y-T7 se encuentra sustituido por lisina
en T. cruzi, L. monocytogenes y C. trachomatis. La inclusion de un residuo de lisina
contribuye con un grupo amino. En S. aureus se encuentra un aspartato. En M. tuberculosis
y en C. diphtheriae se encuentra una R. El residuo y-Kisa se encuentra conservado en S.
aureus. Este residuo se encuentra mutado por N en T. cruzi y en C. diphtheriae, por R en L.
monocytogenes, por glicina en M. tuberculosis y por glutamato en C. trachomatis. El residuo
v-F2s0 presenta mutaciones conservativas en los patdgenos, con excepcion de M.
tuberculosis y C. diphtheriae, los cuales presentan alanina en esa posicién, lo cual
involucraria la pérdida de interacciones con el inhibidor peptidico.

3333333331133333313333333333333333333 2222
33335566677335555501111122222333345575 1114445
0125356790301345829012782345713469249714547290
GQAGSEENVLDTQAETEYI Al YVLTPATTAATVSDDTUDTKKNDTTF
bLISNTDKNI LDTLSDTKITI AVYVITPATTSATVDNEADKENRQSTL Y
CQAGSQDNAQDTAQAQSDEFEI AVFVIYTPATAAATNEDATEDKKKDS EY
dLISDTKDDVVNSLSKSDNTCVEFLI/IDAVATSSI VENQFNKTRKSSQY
eK ANSEDNVVDTKAETDNI AVYVIYTPATTAATESDASDRRGSKTMA
fKANSQDDVI DTKAQSDNTAVYVLTPATTTATVSDASDIKRESDMVY
gK ANDEDNVVDTKAESDNI AVYVYT ATTAATEDNTTERRNSKS VA
Hsc

Figura 34. Alineamiento de secuencias del sitio de unién a efrapeptina. Los residuos que se encuentran hasta 4 A de
distancia se muestran con numeracion en color azul. Los residuos importantes para la union al inhibidor se encuentran
remarcados con numeracion resaltada en amarillo. Las mutaciones respecto al humano se encuentran remarcadas en
verde. El simbolo Hs. significa la presencia de un puente de hidrégeno entre el inhibidor y la cadena lateral del residuo.
Las secuencias utilizadas fueron: a) humano, b) T. cruzi, c) S. aureus, d) L. monocytogenes, €) M. tuberculosis, f) C.
trachomatis, g) C. diphtheriae

65



En la Figura 35 se muestra la estructura quimica de la bedaquilina. En la Figura 36 se muestra
el alineamiento para el sitio de unién de bedaquilina. Este sitio es en el que mas cambios se
observaron entre patégenos y humano. Notamos que el patégeno que mas cambios
presenta con respecto al humano es C. trachomatis, seguido por S. aureus y C. diphtheriae.
L. monocytogenes y M. tuberculosis tuvieron el mismo numero de cambios en distintas
posiciones. T. cruzi no pudo ser analizado ya que no se cuenta con la secuencia de la
subunidad c. Debido a que este inhibidor no afecta a la enzima de humano, se analizan los
residuos que podrian servir como puntos para el disefio de farmacos especie-especificos,
tomando como base aquellos residuos importantes en la enzima micobacteriana.

Figura 35. Estructura quimica de la bedaquilina

32 58 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 74

H. sapiens | | F AL S E A M G L F C L V
S. aureus N F'V G L V E A L P | I G V |
L. monocytogenes Q F | L L M|l V A L M L F A L 1
M. tuberculosis D F/V 66 L V E A A Y F I N L F
C. trachomatis b L I G L I E S | P | I A |
C. diphtheriae I F. I A F VM E AL A G L L A I

Figura 36. Alineamiento de secuencias del sitio de unién a bedaquilina. . Los residuos que se encuentran hasta 4 A de
distancia se muestran con numeracion en color azul. Los residuos importantes para la unién al inhibidor se encuentran
remarcados con numeracion resaltada en amarillo. Las mutaciones respecto al humano se encuentran remarcadas en
verde.

Los residuos c-Fes1, c-As2, C-Ses, c-Me7 y c-L72 presentan mutaciones conservativas en los seis
patdgenos que presentan menor identidad. El residuo c-Ess estd conservado en todos estos
patdgenos, salvo L. monocytogenes, el cual presenta una valina en esa posicién. El residuo
c-Ass también se encuentra conservado, salvo en C. trachomatis, que presenta S en esa
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posicion. El residuo c-Ges estd mutado por prolina en S. aureus y C. trachomatis, por M en
L. monocytogenes, por tirosina en M. tuberculosis y por alanina en C. diphtheriae. El residuo
c-Leo presenta mutaciones conservativas, salvo en M. tuberculosis, que presenta F en esta
posicién. El residuo c-Fzo se encuentra conservado en L. monocytogenes, mientras que el
resto de patdgenos presentan mutaciones conservativas por residuos pequefios e
hidrofdbicos. El residuo c-C71 se encuentra mutado por residuos hidrofébicos pequenos, con
excepcion de M. tuberculosis, patégeno que presenta N en dicha posicion.

Después de analizar diferentes sitios de unién explotados por la naturaleza para inhibir a la
ATP sintasa, encontramos que existen diferencias en las secuencias de enzimas patogénicas
con respecto al humano que potencialmente pueden ser usadas para disefiar farmacos
especie-especificos. Los seis patdgenos con mayor divergencia presentan residuos que
cambian significativamente la estereoquimica del sitio. Haciendo un balance global, L.
monocytogenes fue el patégeno que mdas cambios presentd con respecto al humano en los
cuatro sitios analizados, con un total de 17 mutaciones no conservativas sumadas en los
cuatro sitios, cambios que en principio cambiarian el modo de unién, y por lo tanto serian
potencialmente explotables. C. trachomatis fue el segundo en divergencia (14 mutaciones
no conservativas), seguido por M. tuberculosis (12 mutaciones no conservativas), C.
diphtheriae y T. cruzi (11 mutaciones no conservativas cada uno) y finalmente S. aureus (10
mutaciones no conservativas). Por tanto, este andlisis conduciria a la conclusién de que L.
monocytogenes es la especie que mds cambios muestra con respecto al humano, siendo
por tanto el patégeno que, segun este criterio, mas factibilidad habria para generar una
molécula tipo fdrmaco inhibitoria de la ATP sintasa especie-especifico. Sin embargo, existen
otros factores que deben tomarse en cuenta al momento de seleccionar los patégenos que
seradn caracterizados bioquimica y biofisicamente, incluyendo variables como el impacto
poblacional, importancia médica, grado de éxito de los tratamientos disponibles y
resistencia a antibiéticos.

L. monocytogenes es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es causante de
listerioris. Es uno de los patégenos causantes de infecciones alimentarias mas violentos, con
una tasa de mortalidad entre 20 y 30%. L. monocytogenes es un bacilo Gram positivo, entre
0.4 y 0.5 micrones de ancho por 0.5 a 1.2 micrones de largo, anaerobio facultativo, capaz
de proliferar en un amplio rango de temperaturas (1 a 45 °C) y elevada concentracién de
sal. La enfermedad humana generada por L. monocytogenes generalmente afecta a
personas embarazadas o inmunodeprimidas. Evidencias recientes sugieren que un nimero
sustancial de casos de listerioris humana se pueden atribuir a la transmisiéon por los
alimentos de este bacilo. Brotes de Listeria se han asociado a fuentes tales como leche
contaminada, quesos blandos, verduras y carne. A diferencia de muchos patdogenos
transmitidos por los alimentos que causan primeramente una enfermedad gastrointestinal,
L. monocytogenes causa sindromes invasivos como meningitis, sepsis y abortos [161]-[163].
A pesar de que es el microorganismo que presenté mas cambios en los sitios de unidn a
inhibidores, durante el desarrollo del presente trabajo se encontré que este patdgeno
cuenta con otro operdn que sintetiza una ATP sintasa diferente a la ocupada en nuestro
analisis, la cual tiene una identidad mayor respecto al humano (70%), cuyos residuos
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correspondientes a los sitios de inhibidores muestran una alta identidad a los de humano.
Aun se desconoce el grado de expresion de las dos enzimas, por lo cual descartamos a este
patdégeno como candidato.

C. trachomatis es el patdégeno de transmisién sexual mds comun en humanos, con 89
millones de nuevos casos estimados en el mundo cada afo. Se declaran alrededor de un
millén de casos anuales en USA. C. trachomatis es una bacteria Gram-negativa, con forma
ovoide y no mévil. Ademas, es un parasito obligado que infecta sélo a humanos; causa
tracoma y ceguera, infecciones éculogenitales y neumonias. El tratamiento depende del
sitio de infeccién, edad y si existe otra infeccidon, aunque generalmente se trata con
azitromicina, eritromicina y doxiciclina, con un porcentaje de éxito cercano a 98% [114],
[164], [165]. Debido a que este microorganismo puede erradicarse del sistema con ayuda
del tratamiento actual, descartamos utilizarlo para su posterior estudio.

T. cruzi es un protista de la clase Zoomastigophorea, familia Trypanosomatidea,
caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, cuyo genoma se
encuentra ordenado en una compleja y compacta regién (dentro de la propia mitocondria,
y cerca de la base del flagelo), denominado cinetoplasto. Es un parasito intracelular con un
ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados. Es el agente etioldgico de la
enfermedad de Chagas (tripanosomiasis). Esta enfermedad se produce en los trdpicos y
regiones subtropicales de América continental. El pardsito emplea a la chinche triatoma (del
beso) como vector. Cuando la chinche triatoma ingiere sangre, los parasitos se eliminan por
las heces del insecto. Algunos tripanosomas penetran en el torrente sanguineo a través de
la picadura e invaden el higado, el bazo, los ganglios linfaticos y el sistema nervioso central,
donde se multiplican y destruyen las células parasitadas. En algunas partes de América
Latina, un alto porcentaje de enfermedades cardiacas son debidas a células cardiacas
parasitadas. En la actualidad no se dispone de algiin medicamento para el tratamiento
efectivo de la enfermedad de Chagas, aunque el nifurtimox y el benznidazol han mostrado
cierta utilidad. Las vacunas no son utiles porque el pardsito es capaz de modificar su
revestimiento proteico y evadir la respuesta inmunitaria [166]-[169]. A pesar de que este
patdgeno tiene una alta importancia médica, la sobreexpresidon de proteinas eucariontes
resulta muy dificil, por lo que descartamos en primera instancia utilizar a este patégeno
para su posterior estudio. No obstante, queda abierta la posibilidad de estudiar la enzima
purificada directamente del Trypanosoma.

M. tuberculosis es una bacteria aerobio obligada causante de tuberculosis. Esta bacteria
cuenta con una cubierta cerosa en su superficie celular primaria debido a la presencia de
acido micélico. La cubierta referida causa que las células sean impenetrables a la tincidn de
Gram. M. tuberculosis requiere de mucho oxigeno e infecta primariamente el tracto
respiratorio de mamiferos. La tuberculosis genera hasta 30% de mortalidad. El tratamiento
tipico contra tuberculosis se realiza administrando isoniazida junto con fosfato de piridoxal,
rifampicina, pirazinamida y etambutol. Un problema que se estd extendiendo en los ultimos
afos es la aparicion de cepas resistentes a antibidticos. Actualmente el tratamiento contra
estas bacterias resistentes se basa en la administracién de bedaquilina en conjunto con
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otros farmacos [154], [155], [170]—-[174]. No obstante, el tratamiento con este farmaco de
nueva generacién es muy costoso (~30,000 USD). Por ende, este microorganismo es un
buen candidato para disefiar farmacos contra su ATP sintasa.

C. diphtheriae es una bacteria patogénica aerdbica, no mdvil, no encapsulada, Gram
positiva, causante de difteria en humanos, lo cual resulta de la produccién de la toxina
diftérica en conjunto con la infeccién de un bacteriéfago, el cual provee el gen para producir
dicha toxina. Es una enfermedad histéricamente mortal, especialmente para nifios, cuya
tasa de mortalidad antes del desarrollo de la vacuna y de la antitoxina se encontraba cerca
de 80%. En la actualidad, esta enfermedad es manejable. EI Centro de Control de
Enfermedades recomienda utilizar metronidazol, eritromicina y penicilina G procaina.
Actualmente la tasa de mortalidad se encuentra entre 5y 10% [175]—[178]. Al igual que M.
tuberculosis, este microorganismo también es un buen candidato para el diseifio de
farmacos especie-especificos.

El género Staphylococcus estd compuesto por bacterias Gram positivas. Este género incluye
al menos 40 especies. De estas, nueve tienen dos subespecies, una tiene tres subespecies,
y una tiene cuatro subespecies. La mayoria de estos microorganismos son inocuos y residen
normalmente sobre la piel y membranas mucosas de humanos y otros organismos. Su
distribucién es global y son componentes de la flora microbiana del suelo [179]. Un
miembro representativo de este género es S. aureus. Este microorganismo generalmente
se encuentra en el tracto respiratorio y sobre la piel. Aunque no siempre es patogénico, es
una causa comun de infecciones de la piel como abscesos, infecciones respiratorias como
sinusitis, e intoxicacién alimentaria. Las cepas patogénicas generalmente promueven
infecciones al producir factores de virulencia tales como toxinas y la expresidn de proteinas
sobre la superficie celular que se adhieren e inactivan a los anticuerpos. La aparicion de
cepas de S. aureus resistentes a antibiodticos, tales como meticilina, es un problema mundial
en medicina clinica [91], [179]-[181]. Este ultimo microorganismo es de especial interés por
su resistencia y mecanismos de resistencia a farmacos, por lo que es un excelente candidato
para el disefio de farmacos especie-especificos.

Perspectivas

A partir del analisis de esta informacidn, concluimos que los organismos con mejor
perspectiva para ser estudiados en el laboratorio, debido a su impacto e importancia, son
C. diphteriae, S. aureus y M. tuberculosis. Se propone que dicho estudio contemple la
expresion de las subunidades dindmicas aisladas, asi como los sectores F1 y Fo de cada
patégeno. Para ello se disefiaran y se produciran plasmidos que permitan la expresion
heterdloga en sistemas bacterianos. Una vez obtenidas las proteinas recombinantes puras,
se procederd a su caracterizacion bioquimica y biofisica, por ejemplo: determinar los
parametros termodinamicos de la unién a nucleétidos y a inhibidores mediante métodos
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calorimétricos y espectrofotométricos. También se pretende resolver la estructura
tridimensional mediante cristalografia de rayos X o utilizando modelado molecular. El
siguiente paso serd el disefio de farmacos que se unan de manera especifica e inhiban la
actividad de las ATP sintasas de los patdgenos considerados.

Capitulo 4. Conclusiones

Del andlisis de las interacciones entre complejos enzima-inhibidor, utilizando las estructuras
cristalinas disponibles, se pueden encontrar diferencias en las secuencias de los sitios de
unién a inhibidores de organismos patdgenos. Estas diferencias podrian ser usadas como
punto de anclaje para el disefio de farmacos especie-especificos.

Realizando un andlisis mas fino, es posible conocer la conservacién de cada uno de los
residuos que componen dicho sitio de unidn, lo que permite una mejor seleccién de enzimas
de patdgenos candidatos para el desarrollo de farmacos especie-especifico.

En este trabajo encontramos que las FoF1-ATP sintasas de S. aureus, C. diphtheriarey M.
tuberculosis son las que presentan mayor diferencia respecto a la enzima de humano y por ello son
las mejores candidatas para su estudio en el laboratorio e in silico.

Aunque las enzimas se encuentren altamente conservadas, se pueden encontrar puntos
farmacoféricos que sean Unicos para determinadas especies.

Dicha metodologia puede aplicarse a otras enzimas diana a pesar de que se encuentren
conservadas en diversos organismos.
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Apéndice B

0.015

Bos_taurus_memmelia

Lista de cédigos UniProt de las secuencias de la subunidad B utilizadas.

Bacteria
Proteobacteria
Alphaproteobacteria
Rickettsiales

QSPAN2 Anaplasma marginale
Q3YS09 Ehrlichia canis

F7XU35 Midichloria mitochondrii
Q2GDO08 Neorickettsia sennetsu
A5CDAGS Orientia tsutsugamushi
BOBVB6 Rickettsia rickettsii
B3CN17 Wolbachia pipientis

Rhizobiales

A1URA49 Bartonella bacilliformis
Q89X74 Bradyrhizobium diazoefficiens
A8HS10 Azorhizobium caulinodans
A7HTS52 Parvibaculum lavamentivorans
B3PQ68 Rhizobium etli

Q8UC76 Agrobacterium fabrum

Q8YJ35 Brucella melitensis

QO07UZ5 Rhodopseudomonas palustris
Q1QQS8 Nitrobacter hamburgensis
C3M951 Sinorhizobium fredii

B6JD09 Oligotropha carboxidovorans
A7IH31 Xanthobacter autotrophicus
AB6WXX1 Ochrobactrum anthropi
AOA037UXK2 Rhodomicrobium udaipurense
AOAO0T7G3Y3 Neorhizobium galegae
AOAOPOZAKS Fulvimarina pelagi
AOAO0S3PRR8 Variibacter gotjawalensis
14YMJ4 Microvirga lotononidis

AOAOP6VPZ5 Prosthecomicrobium hirschii
VARTH4 Lutibaculum baratangense
AOA175RTL8 Aureimonas ureilytica
AOAOK6HE26 Chelatococcus sambhunathii
W8l641 Ensifer adhaerens

AOA109BM57 Hyphomicrobium sulfonivorans
AO0A1S1P256 Methylobacterium extorquens
AOAO011TFNO Aguamicrobium defluvii
AOA1C1YZZ5 Hoeflea olei

AOAOF5FFN2 Devosia chinhatensis

K8P4KO0 Afipia broomeae

Acinobacilus_pleuropneumoniae_pasteurellales
Pectobaderium_carotovorum_enterobacterales

Pseudomonas_aeruginosa_pseudomonadales
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B2ICI5 Beijerinckia indica

AOA1M7ZRDO Pseudoxanthobacter soli
AOA1H5Z8S9 Bosea lathyri

AOA1I4RN45 Pleomorphomonas diazotrophica
AOA1I13XMK2 Mesorhizobium albiziae
AOAOHS5BP83 Blastochloris viridis
AOA081MLQ7 Pseudorhizobium pelagicum
AOA1MS5CIO6 Kaistia soli

Betaproteobacteria
Neisseriales
Burkholderiales

Q7VU44 Bordetella pertussis

Q1LHLO Cupriavidus metallidurans
A1TJ41 Acidovorax citrulli

A2S5C70 Methylibium petroleiphilum
Q21ZA6 Rhodoferax ferrireducens

QOBJLS5 Burkholderia ambifaria

A9BPU7 Delftia acidovorans

A4GAGY Herminiimonas arsenicoxydans
A1WF58 Verminephrobacter eiseniae
A1VIV2 Polaromonas naphthalenivorans
AOAOL8AVQ1 Limnohabitans planktonicus
AOAOA1FMBS9 Collimonas arenae
D6CMXO0 Thiomonas arsenitoxydans
AOA192A2T1 Ralstonia insidiosa
AOA1J0D939 Polynucleobacter asymbioticus
13U901 Advenella kashmirensis

ROEMF5 Herbaspirillum frisingense
K1JJL8 Sutterella wadsworthensis
AOA127JSJ1 Ramlibacter tataouinensis
AOA059KK95 Sphaerotilus natans
HOFDU8 Achromobacter arsenitoxydans
AOAOB5F4C3 Pandoraea apista

17J112 Taylorella asinigenitalis
AOA0S2JT77 Alcaligenes faecalis
AOAOU1PZR4 Lampropedia cohaerens
AOA1IMS5TGI2 Candidimonas bauzanensis
AOAOF5K309 Paraburkholderia andropogonis
AOA1A6DXX6 Tepidimonas fonticaldi
C3X5Y9 Oxalobacter formigenes
AOA1K2HQPO Chitinimonas taiwanensis
R5E7Q8 Parasutterella excrementihominis
AOA077DCE9 Basilea psittacipulmonis
B1Y3S7 Leptothrix cholodnii

AOA1E7TVAO Variovorax boronicumulans
A0A1B2CZJ3 Comamonas aquatica
AOAOK8P090 Ideonella sakaiensis
AOA1L1PXJ4 Hydrogenophaga intermedia
AOA171KRUS Kerstersia gyiorum
AO0A0957945 Oligella urethralis
AOA069PRW?7 Caballeronia glathei
W8X5T3 Castellaniella defragrans
E7RZD8 Lautropia mirabilis

WOVD63 Janthinobacterium agaricidamnosum
FAGG27 Alicycliphilus denitrificans
F3LUL1 Rubrivivax benzoatilyticus

Gammaproteobacteria
Thiotrichales

AOAOABE3T3 Allofrancisella guangzhouensis
AOAON7FNNO Beggiatoa leptomitiformis
S5TIW6 Cycloclasticus zancles

A7NEH4 Francisella tularensis

AOA067A1C9 Hydrogenovibrio marinus
F5SYV4 Methylophaga aminisulfidivorans
AOAO95BR57 Piscirickettsia salmonis

AOA1IN6H801 Sulfurivirga caldicuralii
WODXS3 Thioalkalimicrobium aerophilum
Q31DMO Thiomicrospira crunogena
AOA090AIM2 Thioploca ingrica
AOA1T4Y019 Thiothrix eikelboomii

Pasteurellales

BOBRX2 Actinobacillus pleuropneumoniae

AOA142GOF7 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

AOAOF5EZ12 Avibacterium paragallinarum
WOR2C5 Bibersteinia trehalosi
AOAOA3BDA2 Chelonobacter oris
AOAOA27280 Gallibacterium anatis
Q7VPPO Haemophilus ducreyi

BOUWGS Histophilus somni

Q65Q07 Mannheimia succiniciproducens
AOAOQJ5P2A7 Muribacter muris

Q9CKW1 Pasteurella multocida

Enterobacterales

C6DJH2 Pectobacterium carotovorum
Q8D3J3 Wigglesworthia glossinidia brevipalpis
Q2NQ86 Sodalis glossinidius

ABACNG Citrobacter koseri

B2VCAA4 Erwinia tasmaniensis

B5XZM4 Klebsiella pneumoniae
Q6CYIJ5 Pectobacterium atrosepticum
A1JTC6 Yersinia enterocolitica

Q1CO095 Yersinia pestis

B5QUS4 Salmonella enteritidis
Q494C3 Blochmannia pennsylvanicus
B8D8H3 Buchnera aphidicola

POABB6 Escherichia coli

Q32951 Shigella dysenteriae

B4FOE7 Proteus mirabilis

A7MMWS9 Cronobacter sakazakii
AOA1C4E160 Kosakonia oryzendophytica
D2TY67 Arsenophonus nasoniae
AOA182BZF2 Blattabacterium cuenoti
AOAO0G3QESO Kluyvera intermedia
AOAOB6X2M6 Xenorhabdus bovienii
AOAOLOGMD?2 Trabulsiella odontotermitis
AOAO085FZNO Buttiauxella agrestis
AOA1A9F5S7 Lelliottia amnigena
AOAOH3FPC3 Enterobacter aerogenes
H21209 Rahnella aquatilis

AOA095TRS2 Tatumella morbirosei
AOAOKOHUTO Hafnia alvei

G9Z1N3 Yokenella regensburgei
C4K903 Hamiltonella defensa
AOA198FWD3 Cosenzaea myxofaciens
WOL8U8 Chania multitudinisentens
AOAOG3CIX5 Pragia fontium
AOAOA3ZIAS Dickeya chrysanthemi
RBASS85 Plesiomonas shigelloides
AOAOH2QFBO Moellerella wisconsensis
AOA085H954 Leclercia adecarboxylata
B6XK32 Providencia alcalifaciens
AOA1I9ZLF6 Raoultella ornithinolytica

Aeromonadales
A4STP3 Aeromonas salmonicida

E8LLM®6 Succinatimonas hippei
CALDWO Tolumonas auensis
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Legionellales

A9KBF7 Coxiella burnetii
AOAOWORAQIS8 Fluoribacter bozemanae
AS5III3 Legionella pneumophila
A8PQF6 Rickettsiella grylli
AOA098GITO Tatlockia micdadei

Vibrionales

Q6LKZ6 Photobacterium profundum
QO9KNHS5 Vibrio cholerae

B6EHG4 Aliivibrio salmonicida
AOA1ES5CFHS5 Enterovibrio calviensis
AOA128FEGY Grimontia celer

Epsilonproteobacteria
Campylobacterales

Q30QQ1 Sulfurimonas denitrificans
A8EV70 Arcobacter butzleri
B5Z8DO Helicobacter pylori

P42470 Wolinella succinogenes
A8FJR2 Campylobacter jejuni
E6X0C8 Nitratifractor salsuginis
E4U1I9 Sulfuricurvum kujiense

Spirochaetes
Spirochaetia
Leptospirales

C0QX45 Brachyspira hyodysenteriae
H2CK32 Leptonema illini

Q72SX9 Leptospira interrogans
F5YRJ2 Treponema primitia

14B738 Turneriella parva

Terrabacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

A1A3CS Bifidobacterium adolescentis
AB6W7G9 Kineococcus radiotolerans
Q83HYO Tropheryma whipplei

AOLSL6 Acidothermus cellulolyticus
A5CQ60 Clavibacter michiganensis
A5U209 Mycobacterium tuberculosis
A1R7V3 Paenarthrobacter aurescens
C1A1X8 Rhodococcus erythropolis
Q1AVH9 Rubrobacter xylanophilus
QORDB4 Frankia alni

B8HAY9 Pseudarthrobacter chlorophenolicus
A9WNC8 Renibacterium salmoninarum
A8M2)3 Salinispora arenicola

Q6NHS9 Corynebacterium diphtheriae
Q5Z0Y1 Nocardia farcinica

Q6A8C7 Propionibacterium acnes
Q47M82 Thermobifida fusca
AOA1H1YIQO Actinopolymorpha singaporensis
AOA1H1XZHS5 Marmoricola scoriae
AO0A173LUZ9 Aurantimicrobium minutum
AOAOU5BMGS5 Microcella alkaliphila
AOA1K1R7G3 Amycolatopsis australiensis
AOA1G7AYQ4 Auraticoccus monumenti
AOA1HOLFW4 Phycicoccus dokdonensis

AOA1H5VWQ6 Actinomadura echinospora
AOAOB2ANG6 Sinomonas humi

C6WHJ4 Actinosynnema mirum
AOAOU3KHG7 Aeromicrobium erythreum
AOAOB2BI84 Mumia flava

AOA1D8BUO09 Actinoalloteichus hymeniacidonis

AOA1BOZIY8 Dermabacter vaginalis
E6S6F1 Intrasporangium calvum
AOA173YSV1 Collinsella aerofaciens
AOA134BL62 Varibaculum cambriense
AOAOU3HSC6 Kocuria flava

AOA1C7C4R4 Curtobacterium citreum
H8GAU7 Saccharomonospora azurea
D5UW?79 Tsukamurella paurometabola
D6EBG6 Gordonibacter pamelaeae
AOAOR2PSE2 Microbacteriaceae bacterium
U1SKJ8 Alloscardovia omnicolens
AOA163QC62 Oerskovia enterophila
AO0A133XWB4 Atopobium deltae

FAF812 Verrucosispora maris
AOA0311UL8 Micrococcus luteus
AOA172RZD6 Denitrobacterium detoxificans
C7MDS2 Brachybacterium faecium
AOAOW1KL48 Trueperella bernardiae
W6JT13 Tetrasphaera australiensis
AOAQ99HFS3 Rothia dentocariosa
AOA1H1VAC6 Friedmanniella luteola
AOA1H1S8I9 Agrococcus carbonis
AOA1KOFQC1 Couchioplanes caeruleus
I17LBT4 Turicella otitidis

AOAOK9EQT3 Actinobaculum suis
H5UMSO0 Mobilicoccus pelagius

C7Q755 Catenulispora acidiphila
AOAOMSZPC5 Asanoa ferruginea
AOAODS8FYN2 Ferrimicrobium acidiphilum
AOAOK1JLB9 Luteipulveratus mongoliensis
AOA060JESO Rhodoluna lacicola
AOA1H6BD13 Nonomuraea solani
M5AJ05 Ilumatobacter coccineus

RIL921 Enterorhabdus caecimuris
AOA1COAMWS Tessaracoccus lapidicaptus
AOAO0A8B2D5 Coriobacteriaceae bacterium
AOA1G9XU75 Allokutzneria albata
D2Q3D9 Kribbella flavida

AOA1B2HK58 Lentzea guizhouensis
D6ZDBS8 Segniliparus rotundus
AOAO068NKF3 Actinotignum schaalii
AOAOCS5BFK4 Rathayibacter toxicus
D6Y729 Thermobispora bispora

C8XID5 Nakamurella multipartita
AOA098Y2I4 Modestobacter caceresii
C7NJD7 Kytococcus sedentariu

C5C1U8 Beutenbergia cavernae
AOAOM3UGD?7 Arthrobacter alpinus
D3PU79 Stackebrandtia nassauensis
AOAOD8HHBS Acidithrix ferrooxidans
AOAOAOQJTPO Knoellia aerolata

USENES Nocardia asteroides

F6ENM6 Hoyosella subflava

D1BCV4 Sanguibacter keddieii

L7KQF4 Gordonia aichiensis
AOA1A9GRU1 Nocardioides dokdonensis
D2SER3 Geodermatophilus obscurus
JOLNO3 Scardovia wiggsiae

K6WEQQ Kineosphaera limosa

E1VV29 Glutamicibacter arilaitensis
D7BMH3 Arcanobacterium haemolyticum

Firmicutes

Clostridia
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A6TK6S Alkaliphilus metalliredigens
B2UZKO Clostridium botulinum

Q180WS5 Peptoclostridium difficile

B5Y831 Coprothermobacter proteolyticus
BI9MS68 Caldicellulosiruptor bescii

A9KK92 Lachnoclostridium phytofermentans
Q67TB7 Symbiobacterium thermophilum
B8FZ34 Desulfitobacterium hafniense
QOAUD3 Syntrophomonas wolfei

Q3A946 Carboxydothermus hydrogenoformans
BOTHN2 Heliobacterium modesticaldum
Q2RFX9 Moorella thermoacetica
AO0A173V341 Faecalibacterium prausnitzii
G5GIB4 Johnsonella ignava

D4J722 Coprococcus catus

BOADA4O0 Intestinibacter bartlettii
AOA017RZJ9 Fervidicella metallireducens
D3R2J7 Mageeibacillus indolicus

H1HRC1 Stomatobaculum longum
D1PM33 Subdoligranulum variabile
AOAO0JOU6MSI Paeniclostridium sordellii
AOA1T4VRB7 Eubacterium uniforme
FOT2A6 Syntrophobotulus glycolicus
D7ATT7 Thermoanaerobacter mathranii
AOA1MS5R6E2 Tepidibacter thalassicus
AOA1H5RL63 Caloramator fervidus
AOA1T5A907 Acetoanaerobium noterae
AOA1D3TTA7 Anaerobium acetethylicum
AOA1T4MLHS Garciella nitratireducens
AOA1IM6MBC7 Anaerobranca californiensis
AOA1D8GGM7 Geosporobacter ferrireducens
CAZ9T1 Agathobacter rectalis

AOA140L6UO Thermotalea metallivorans
AOA174NGW3 Hungatella hathewayi
B2A3G2 Natranaerobius thermophilus
C8VZ88 Desulfotomaculum acetoxidans
C6LAJ2 Marvinbryantia formatexigens
AOA101HTOO Pelotomaculum thermopropionicum
B1CAMS5 Anaerofustis stercorihominis
F3ZY78 Mabhella australiensis

B6FPL8 Tyzzerella nexilis

AOA1M7IZT9 Anaerosporobacter mobilis
AOAOMBWESO0 Roseburia faecis
AOA0D8J178 Ruthenibacterium lactatiformans
AOA174LBV8 Fusicatenibacter saccharivorans
AOA140LBN9 Fervidicola ferrireducens
E6UDMO Ruminococcus albus

D9QTY1 Acetohalobium arabaticum
AOA1MBJOX5 Hespellia stercorisuis
E4QAS509 Caldicellulosiruptor hydrothermalis
CAGD33 Shuttleworthia satelles
AOA1T5JY15 Maledivibacter halophilus
AOA1I35932 Terrisporobacter glycolicus
AOA1T4KZU3 Selenihalanaerobacter shriftii
AOA1T4V1PO Butyricicoccus pullicaecorum
T4ANL50 Clostridioides difficile

BOMFMS5 Anaerostipes caccae

D6GTRO Filifactor alocis

LOKAM7 Halobacteroides halobius
AOAOV8QGT2 Acetivibrio ethanolgignens
T4VVA1 Paraclostridium bifermentans
D5XDH3 Thermincola potens

D7CJR8 Syntrophothermus lipocalidus
AOAOB7MLX9 Syntrophaceticus schinkii
AO0A173S3X2 Blautia hydrogenotrophica
R5L981 Butyrivibrio crossotus
AOA1COA677 Orenia metallireducens
AOA1MS5NTI7 Thermosyntropha lipolytica
AOA1MS5S9P0 Asaccharospora irregularis
AOA1G6J2U5 Halanaerobium congolense
AOA1MS5VTG7 Sporobacter termitidis
B7R975 Caldanaerobacter subterraneus

AOA133ZUQ4 Lachnoanaerobaculum saburreum
E6SLM7 Thermaerobacter marianensis

B8CZ10 Halothermothrix orenii

AOA1C7FPC4 Flavonifractor plautii
AOA1M6FM32 Parasporobacterium paucivorans
G8TZ19 Sulfobacillus acidophilus

AOA1TAWL48 Gemmiger formicilis

AOA101FGJ8 Thermacetogenium phaeum

Bacilli

Q5FKYO Lactobacillus acidophilus

B5E670 Streptococcus pneumoniae
Q724W4 Listeria monocytogenes

Q03V29 Leuconostoc mesenteroides
B9E8E6 Macrococcus caseolyticus

Q5KUJ3 Geobacillus kaustophilus

Q81JZ5 Bacillus anthracis

Q8EMS83 Oceanobacillus iheyensis

C0Z776 Brevibacillus brevis

QO02XA5 Lactococcus lactis

Q2YUK1 Staphylococcus aureus
AOAOA5G2G0 Pontibacillus marinus
AOAOU1QKI8 Sporolactobacillus inulinus
AOA1R1DJ44 Paenibacillus amylolyticus
AOA1H6T1D6 Sharpea azabuensis
AOA075LP17 Terribacillus aidingensis
AOA1GOUOF3 Sediminibacillus halophilus
AO0A1Q8Q9Z5 Domibacillus antri

F5LA72 Caldalkalibacillus thermarum
AOA1S8KQ71 Dolosigranulum pigrum
AOAO0U4F8I0 Lentibacillus amyloliquefaciens
AOA163FD44 Bhargavaea cecembensis
AOA1IN7JMG6 Kroppenstedtia eburnea
AOA1S6IPH3 Jeotgalibaca dankookensis
K0I1Z96 Amphibacillus xylanus

AOA1U7PJZ6 Edaphobacillus lindanitolerans
KOAEH3 Exiguobacterium antarcticum
K1L693 Solibacillus isronensis

K1LHZ2 Facklamia hominis

AOA1E5G1J5 Desulfuribacillus alkaliarsenatis
AOA160F579 Anoxybacillus amylolyticus
AOA1I6P2L7 Marininema halotolerans
AOA1S2MB46 Anaerobacillus alkalidiazotrophicus
D5WX60 Kyrpidia tusciae

F3YBWS5 Melissococcus plutonius

W4VIC3 Gracilibacillus boraciitolerans
AOAOMOLFKS Viridibacillus arvi
AOAONOHED2 Thermoactinomyces vulgaris
AOA1B179)9 Fictibacillus arsenicus
AOA1T4R3B4 Pilibacter termitis
AOAOMOG8N7 Sporosarcina globispora
AO0A133ZK43 Gemella asaccharolytica
AOA101XPN2 Acidibacillus ferrooxidans
LOEKS9 Thermobacillus composti

B7DS39 Alicyclobacillus acidocaldarius
AOA1C7DF49 Planococcus antarcticus
S4DJ80 Enterococcus faecalis

AO0A1Q2D4J2 Vagococcus penaei
AOA1COYDKS8 Caryophanon latum
AOA150M3Q8 Parageobacillus caldoxylosilyticus
AOA1M71B89 Salinicoccus alkaliphilus
AOA1D2YVW?2 Vulcanibacillus modesticaldus
AOA1MA4XUEO Seinonella peptonophila
AO0A1617QT9 Aeribacillus pallidus
AOA1I13X8C1 Halobacillus dabanensis
AOA143HGP2 Rummeliibacillus stabekisii
AOA1MS5LWA41 Ornithinibacillus halophilus
AOAIN6HRWS Carnobacterium alterfunditum
AOA1IN7IWA41 Salimicrobium flavidum
K8Z9T3 Catellicoccus marimammalium
C8NDM8 Granulicatella adiacens

W1Q274 Abiotrophia defectiva
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AOAOA3ITC2 Lysinibacillus boronitolerans
AOA150M5HO Caldibacillus debilis
AOA143ZCC2 Trichococcus collinsii
AOA1B3J4Z1 Tetragenococcus halophilus
AOA1H1WKT7 Paenibacillaceae bacterium
AOA1C4B111 Weissella bombi
AOAOK8MF56 Fructobacillus ficulneus
W7CBB6 Brochothrix thermosphacta
AOA1A5VCF3 Pediococcus acidilactici
AOA074LU02 Tumebacillus flagellatus
AOA1T4M361 Globicatella sulfidifaciens
AO0A132N9W8 Hydrogenibacillus schlegelii

Eukaryota

Amoebozoa

Mycetozoa

Dictyosteliida

L8GXZ0 Acanthamoeba castellanii
Q55CS9 Dictyostelium discoideum
D3B434 Polysphondylium pallidum
Euglenozoa

Kinetoplastida

Trypanosomatidae

S9UWU8SIUWUS8 Angomonas deanei
E9AXJ6E9AXIE Leishmania mexicana
AOAOM9G078A0A0M9G078 Leptomonas pyrrhocoris
S9U29359U293 Strigomonas culicis
Q4DTX7Q4DTX7 Trypanosoma cruzi
Alveolata

Apicomplexa

Aconoidasida

AOA061D5A0 Babesia bigemina
AO0A024X5T9 Plasmodium falciparum
J4C2L1 Theileria orientalis

Conoidasida

FOVGD5 Neospora caninum

Q30977 Toxoplasma gondii
AOA1J4MP23 Cryptosporidium andersoni
U6LSG2 Eimeria brunetti

AO0A074T317 Hammondia hammondi
Opisthokonta

Fungi

Dikarya

Ascomycota

Saccharomyceta

Pezizomycotina

P23704 Neurospora crassa

AOA150VFX4 Acidomyces richmondensis
AOA166YGU4 Isaria fumosorosea
G2RIB1 Thielavia terrestris

AOAOG2FTH8 Phaeomoniella chlamydospora

SOEH71 Gibberella fujikuroi
M2UHL4 Cochliobolus heterostrophus

R8BY11 Togninia minima

K2R9P7 Macrophomina phaseolina
M7SLE7 Eutypa lata

C8VN64 Emericella nidulans
AOA1B8GRH9 Pseudogymnoascus verrucosus
AOA1J9Q4F7 Emergomyces pasteuriana
AOAO0G2HRO03 Diaporthe ampelina
AOAOD2ESSO Cladophialophora bantiana
GINP88 Hypocrea atroviridis
AOAOA1ITNQ1 Torrubiella hemipterigena
AOAOQF7ZX90 Hirsutella minnesotensis
S3CPN6 Glarea lozoyensis

AOA084GBL9 Scedosporium apiospermum
G4NAEO Magnaporthe oryzae

ROIUP7 Setosphaeria turcica

G2QQD7 Myceliophthora thermophila
M1W5Q8 Claviceps purpurea
AOA168C6E6 Ascosphaera apis
AOAOC2F7L4 Sporothrix brasiliensis
AOAOD1YDS5 Verruconis gallopava
AOAO0B1POX1 Uncinula necator
AOAO0G2HTWO Emmonsia crescens
AOAOB8MXH6 Talaromyces cellulolyticus
W2S769 Cyphellophora europaea
AOAOD2CSES Phialophora americana
AOAOW?7VATS Trichoderma gamsii
J3K7T4 Coccidioides immitis

R7YIAQ Coniosporium apollinis
AOA178ZD97 Fonsecaea erecta

N4US99 Fusarium oxysporum

E4ZGX8 Leptosphaeria maculans
AOA1J71JL7 Coniochaeta ligniaria
AOA072PHA7 Exophiala aquamarina
U1G958 Endocarpon pusillum
AOA1D2J3L8 Paracoccidioides brasiliensis
AOA179HMR1 Purpureocillium lilacinum
J3PCN4 Gaeumannomyces graminis
AOA0B7JU29_BIOOC Bionectria ochroleuca
AOA136JHJ7 Microdochium bolleyi
N1QOH6 Dothistroma septosporum
W6ZG49 Bipolaris oryzae

AOA074VIJW1 Aureobasidium melanogenum
Q2GP49 Chaetomium globosum

A7ERA40 Sclerotinia sclerotiorum
AO0A177AJU8 Pseudogymnoascus destructans
M7UJF1 Botryotinia fuckeliana

M2MHR7 Baudoinia compniacensis
WO9ZGR6 Capronia coronata
AOA090CP65 Podospora anserina
JAUHUG Beauveria bassiana
AOA084RBZ5 Stachybotrys chartarum
AO0A162ZVX0 Didymella rabiei
AO0A194V7V8 Valsa mali

T5BW33 Blastomyces dermatitidis
AOA1E1LF85 Rhynchosporium agropyri
V5G0Z6 Byssochlamys spectabilis
AOAO0B4IA11 Metarhizium guizhouense
AOA086T4D9 Acremonium chrysogenum
COPOCS5 Ajellomyces capsulatus
AOA151GAW1 Drechmeria coniospora
AOA100IK75 Aspergillus niger
AOA177DF81 Alternaria alternata
AO0A178F349 Trichophyton rubrum
AOAOMIVTLI Escovopsis weberi
AOAOD2HED3 Rhinocladiella mackenziei
AOAOLONFC8 Tolypocladium ophioglossoides
CISE48 Verticillium alfalfae

F7VZI7 Sordaria macrospora
AOA1B5KXR4 Ustilaginoidea virens
F9X4X0 Zymoseptoria tritici
AOAOC3DAR4 Oidiodendron maius
G1X660 Arthrobotrys oligospora
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AOA1J9RVL3 Diplodia corticola

C4JMQ1 Uncinocarpus reesii

M3C5G4 Sphaerulina musiva

G3JPS3 Cordyceps militaris
AO0A132B9C9 Phialocephala scopiformis
AOAOP7BW60 Neonectria ditissima
AOA167TX11 Penicillium chrysogenum
C7YZA1 Nectria haematococca

E3RX14 Pyrenophora teres

Basidiomycota
Agaricomycotina
Tremellomycetes

AOAOAS8E3T3 Allofrancisella guangzhouensis
AOAON7FNNO Beggiatoa leptomitiformis
S5TIW6 Cycloclasticus zancles

A7NEH4 Francisella tularensis
AOA067A1C9 Hydrogenovibrio marinus
F55YV4 Methylophaga aminisulfidivorans
AOA095BR57 Piscirickettsia salmonis
AOA1IN6H801 Sulfurivirga caldicuralii
WODXS3 Thioalkalimicrobium aerophilum
Q31DMO Thiomicrospira crunogena
AOA090AIM2 Thioploca ingrica
AOA1T4Y019 Thiothrix eikelboomii

Metazoa

Eumetazoa

Bilateria

Platyhelminthes

Cestoda

Eucestoda

UBIVPS Echinococcus granulosus
AOAOR3WR60 Hydatigena taeniaeformis
AOAOR3SDA2 Hymenolepis diminuta
AOAOR3UJB3 Mesocestoides corti
AOAOX3PMB1 Schistocephalus solidus
AOAOF6MV76 Spirometra erinaceieuropaei
AOAOR3VYB8 Taenia asiatica
Trematoda

Digenea

AOA183AYZ7 Echinostoma caproni
AOA075A8R4 Opisthorchis viverrini
C1LL12 Schistosoma japonicum
AOA183WAU9 Trichobilharzia regenti
Protostomia

Ecdysozoa

Nematoda

AOAOD6MO082 Ancylostoma ceylanicum
AOAOKOD9Q4 Angiostrongylus cantonensis

AOAOM3K219 Anisakis simplex
AOAO0KOIZ71 Brugia malayi

AOA1I7SU53 Bursaphelenchus xylophilus
P46561 Caenorhabditis elegans
AOAOD8Y850 Dictyocaulus viviparus
AOAON4UL41 Dracunculus medinensis
AOAOR3RPDS5 Elaeophora elaphi
AOAON4UWG1 Enterobius vermicularis
AOA183BW50 Globodera pallida
AO0A183DXK0 Gongylonema pulchrum
AOAON4WW22 Haemonchus placei
AOA117VK73 Loa loa

AOA1I8BST6 Meloidogyne hapla
W2T9A3 Necator americanus
AOAON4YLW8 Nippostrongylus brasiliensis
AOA182E2Y3 Onchocerca ochengi
AOAON4ZG97 Parastrongyloides trichosuri
H3FQP8 Pristionchus pacificus
AOA183IKE5 Soboliphyme baturini
AOA1I8AWQS Steinernema glaseri
AOAON5BVUG Strongyloides papillosus
AOAONSALT3 Syphacia muris
AOAON5D098 Thelazia callipaeda
AOA183UEMS Toxocara canis
AOA1I8EH89 Wuchereria bancrofti
AOAONSDTW?7 Trichuris muris
AOAOV1DFZ8 Trichinella britovi

Mammalia

P00829 Bos taurus

F7E965 Callithrix jacchus

TONJQ1 Camelus ferus

F1PDB4 Canis lupus

HOVZD9 Cavia porcellus
AOA0DS9QYB1 Chlorocebus sabaeus
G3HRNO Cricetulus griseus

K9IL16 Desmodus rotundus
F6U187 Equus caballus

M3WG78 Felis catus
AOA091CXN4 Fukomys damarensis
G3R7H4 Gorilla gorilla gorilla
G5BB67 Heterocephalus glaber
P06576 Homo sapiens

13MLV3 Ictidomys tridecemlineatus
G3TSV8 Loxodonta africana
F7F316 Macaca mulatta

E3WI46 Mesocricetus auratus
H9H718 Monodelphis domestica
P56480 Mus musculus

M3XQZ3 Mustela putorius furo
S7PSD9 Myotis brandtii
AOA1A6HOA3 Neotoma lepida
G1S6Q0 Nomascus leucogenys
F6SN9I5 Ornithorhynchus anatinus
G1U6C7 Oryctolagus cuniculus
HOWMZ4 Otolemur garnettii
WS5PEP7 Ovis aries

H2Q695 Pan troglodytes

H2NHRO Pongo abelii

L5KVR4 Pteropus alecto

P10719 Rattus norvegicus

G3VIJ8 Sarcophilus harrisii

F1SLAO Sus scrofa

L8Y6L4 Tupaia chinensis
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