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RESUMEN

RESUMEN
En afos recientes, el avance en el desarrollo de nuevas herramientas

bioinformaticas y quimioinformaticas han permitido comprender mas a fondo las
bases moleculares de las enfermedades humanas y otros fendbmenos bioldgicos,
asi mismo han posibilitado el desarrollo 6ptimo de nuevos agentes terapéuticos
para el tratamiento de estas mismas. Muchos de los procesos bioldgicos
importantes como la transduccion de sefales y la formacion de complejos
proteicos se logran llevar a cabo gracias a las interacciones entre proteinas. Por lo
tanto, su identificacion y caracterizacion son de importancia en la bioquimica y

biologia celular.

En este contexto, el presente trabajo de investigacion se planted con el objetivo de
identificar dominios de interaccion proteina-proteina (IPP) de la enzima aldo-ceto
reductasa humana AKR1B1 empleando métodos computacionales como el

acoplamiento molecular in silico y las simulaciones de dinamica molecular (SDM).

AKR1B1 es una potencial diana terapéutica debido a que su expresion esta
relacionada con diversos tipos de cancer y su interaccibn con el dominio
Deacetylase Activation Domain (DAD) provoca hipertrofia cardiaca grave. La
inhibicion de la actividad enzimética ha sido una estrategia muy utilizada para
desarrollar nuevos tratamientos. Por el contrario, el desarrollo de inhibidores de la
IPP ha sido una estrategia poco explotada, debido a la falta de informacién de
complejos estructurales proteina-proteina de esta enzima, lo cual limita el

desarrollo 6ptimo de nuevos agentes terapéuticos.

En la literatura, se ha reportado que AKR1B1 tiene IPP con el dominio DAD.
Aungue se ha determinado experimentalmente que el residuo L289 de AKR1B1 es
esencial para mantener esta interaccion, se desconoce el modo de asociaciéon
entre estas proteinas, asi como la identidad de otros residuos que participan en la

interaccion

Con la finalidad de predecir y caracterizar el modo de unién entre AKR1B1 y DAD,
en primera instancia se realizé una busqueda de las estructuras de AKR1B1

humanas que han sido dilucidadas y que se encuentran publicadas en la base de

11|Padgina



RESUMEN

datos Protein Data Bank. Posteriormente, se compararon todas entre si mediante
el calculo de Root-Mean-Square Deviation (RMSD). Dado que no se observaron
diferencias estructurales importantes, se decidié trabajar con la estructura de
mejor calidad y resolucién (6F7R). Por otro lado, para predecir el modo de union
entre AKR1B1 y DAD se efectuaron acoplamientos moleculares in silico
empleando tres servidores que han tenido éxito en CAPRI (Critical Assessment of
PRediction of Interactions). Antes de hacer los acoplamientos, dichos servidores
se sometieron a ensayos de validacion con la finalidad de determinar si son
capaces de predecir la conformacién de un complejo proteico cuya estructura
cristalografica es conocida (complejo DAD-HDAC3; PDB:4A69). Se obtuvo que las
predicciones mejor calificadas por los tres servidores fueron de alta calidad,
siguiendo los criterios que se establecen en CAPRI. Por lo tanto, se determin6 que
estos servidores son adecuados y confiables, asi que se llevaron a cabo los
acoplamientos de AKR1B1 y DAD utilizando estos servidores y se establecié un

modo de unidn consenso.

Finalmente, se efectuaron SDM de 500 ns de diferentes conformaciones en las
gue se consider6 el modo de union consenso predicho por el acoplamiento
molecular y otras dos conformaciones, en donde DAD se une a un sitio lejano de
la L289, con la finalidad de evaluar el modo de unién mas estable. Para esto se
hicieron analisis de RMSD, RMSF, distancia entre centros de masas de AKRB1-

DAD, helicidad y parametro de orden generalizado para DAD.

También se realizé un calculo tedrico de la energia libre de unién mediante el
enfoque MM-PBSA, obteniendo que el modo de unién mas estable fue el predicho
con acoplamiento molecular. Asimismo, se determiné que los residuos mas
favorables energéticamente para la interaccion son E193, Q197, S282, T289, L289
y S290. Estos residuos fueron mutados por alaninas (mutaciones simples) y se
sometieron a SDM para observar el efecto de las mutaciones sobre la formacion
del complejo estructural AKR1B1-DAD.

Se espera que la informacién generada en el presente trabajo pueda ser la base
para un futuro desarrollo de inhibidores de la IPP de esta enzima.

12|Padgina



INTRODUCCION

CAPITULO I. INTRODUCCION
La aldo-ceto reductasa humana AKR1B1, también conocida como aldosa

reductasa, es una enzima multifuncional que desempefia funciones involucradas
en biosintesis, metabolismo intermediario y la destoxificacion, actuando sobre
aldehidos con relevancia biolégica como: esteroides, productos de la peroxidacion
lipidica y productos finales de la glicosilaciont. Ademas, cataliza la conversion de
glucosa en sorbitol de manera dependiente de NADPH, siendo este el paso
limitante de la via del poliol. La importancia biolégica de esta proteina se debe a
que se le ha relacionado con diversas patologias diabéticas, inflamatorias,
transicion epitelio mesénquima (EMT) y se encuentra sobre-expresada en diversos

tipos de cancerz34,

Diversos estudios han determinado que la expresibn de esta enzima esta
fuertemente relacionada con el fenotipo agresivo en células de cancer de mama
triple negativo y de pulmoénss. En dichos estudios se observo que el silenciamiento
de la expresion de AKR1B1 conlleva a la disminucién significativa en la migraciéon
celular, tasa de crecimiento y formacion de colonias. Estos resultados indican que

AKR1B1 desempefia un papel en la EMT del cancer.

En la literatura, se han mencionado los posibles mecanismos con los que se
relaciona la presencia de AKR1B1 con la EMT en distintos tipos de cancer. Estos
mecanismos presentan diferencias dependiendo del tipo de cancer que se esta
estudiando, sin embargo, todos implican alguno de los siguientes enfoques, ya sea

mediante la actividad enzimatica de AKR1B1 o su interaccion con otras proteinas’.

En el trabajo de Schwab, A y colaboradores® muestran el vinculo que existe entre
la actividad de AKR1B1 en la via del poliol, la diferenciacion y la agresividad en
células madre cancerosas. Asimismo, Wu y colaboradorest informaron que
AKR1B1 puede inducir EMT a través de la sintesis de PGF2a y la activacion del

factor nuclear NFKB en células de cancer de mama triple negativo.

Por otra parte, en el estudio de Jia-Xing Zhao y colaboradores? se determiné que
la sobre-expresion de AKR1B1 en hepatocarcinoma desencadena la via de
sefalizacion de AKT/mTOR a través de la interaccion con el dominio cinasa de

13| Pdagina



INTRODUCCION

AKT1 y como consecuencia se observé un aumento en la tumorigenicidad en las
células HepG2. Finalmente, Ming-Bing Xiao y colaboradores® reportaron que la
interaccion de AKR1B1 con el receptor f2-adrenérgico promueve la proliferacion y
dificulta la apoptosis a través de la via ERK1/2 en la linea celular de cancer de

pancreas BXPC-3.

De igual importancia, Thiagarajan y colaboradores® reportaron que AKR1B1
compite con la desacetilasa de histona 3 (HDAC3) para unirse al dominio DAD
(Deacetylase Activation Domain) del correpresor de receptores nucleares
(SMRT/NCOR1). Las principales consecuencias de esta interaccion incluyen la
disociacion del complejo HDAC3-DAD, conduciendo a la degradacion de HDAC3.
La reduccion de los niveles de HDAC3 se ve acompafiada de un aumento en la
actividad de PPARYy, lo que provoca a una hipertrofia cardiaca grave debido a la
acumulacion de cantidades patologicas de lipidos en el corazon de ratones.

La interaccion AKR1B1-DAD se demostré experimentalmente mediante ensayos
de co-inmunoprecipitacion (co-IP), ademéas los autores identificaron mediante
ensayos de mutagénesis sitio dirigida que la L289 de AKR1B1 es importante para
gue se mantenga la formacién del complejo estructural. Sin embargo, aun no se

ha caracterizado de manera mas detallada la interaccion AKR1B1-DAD.

Dadas estas razones, la inhibicién de la actividad enzimética de AKR1B1 ha sido
utiizada como la estrategia principal en la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos y algunos inhibidores han mostrado moderado éxito. Por el contrario,
en la actualidad no existen reportes sobre el desarrollo de inhibidores de la
interaccion proteina-proteina (IPP) de AKR1B1, debido a la falta de informacion de

complejos estructurales proteina-proteina de esta enzima.

Las interacciones proteina-proteina juegan un papel esencial en muchos procesos
bioldgicos, por lo que su estudio y entendimiento, permitira conocer las funciones
de las proteinas, las vias y mecanismos por las que se establecen distintas
enfermedades y otros fenébmenos fisiolégicos. Esta valiosa informacion conducira a
enfoques mejorados para el descubrimiento de farmacos. Por esta razon, en las

Ultimas décadas se han desarrollado diversas técnicas experimentales para
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INTRODUCCION

identificar IPP y con ello los estudios sobre redes de proteinas han aumentado
significativamente. Sin embargo, esta gran cantidad de resultados suelen tener
desacuerdos entre si y a veces son contradictorios, ademas existe una limitacion
en la comprension de las superficies de interaccidon de manera detallada, por lo
que dificulta el desarrollo 6ptimo de nuevos agentes terapéuticosi 12,

En afios recientes, los métodos computaciones como el acoplamiento molecular y
las simulaciones de dinamica molecular se han aplicado con éxito para predecir y
caracterizar de manera detallada las IPP. Estos métodos permiten un analisis
detallado de los aspectos estructurales y funcionales de las IPP, proporcionando
informacion crucial sobre los mecanismos de interaccion. La evaluacion critica de
la prediccion de interacciones (CAPRI: Critical Assessment of PRediction of
Interactions) es una iniciativa comunitaria establecida en 2001 que ha impulsado el
progreso en los métodos de acoplamiento proteina-proteina, ya que reta a los
diferentes algoritmos de acoplamiento para predecir a ciegas la estructura de
complejos proteina-proteina. De este modo se ha incentivado a los creadores de
estos algoritmos a mejorar sus métodos de prediccién y de este modo obtener

predicciones mas confiables3-15,

El objetivo del presente trabajo de investigacion consistio en caracterizar de
manera detallada la interaccion AKR1B1-DAD mediante el uso de métodos
computaciones para identificar dominios o residuos que sean importantes para la
IPP vy, por lo tanto, se espera que la informacién generada en este trabajo pueda

ser la base para el futuro desarrollo éptimo de inhibidores de la IPP de AKR1B1.
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CAPITULO Il. ANTECEDENTES
2.1 Protein Data Bank

El Protein Data Bank, es una base de datos que contiene informacion sobre las
estructuras tridimensionales de macromoléculas biolégicas como proteinas, acidos
nucleicos y sus complejos, que fueron determinadas experimentalmente por
diversos grupos de investigacion. Actualmente, el Protein Data Bank almacena
datos de modelos estructurales a nivel atdmico derivados de tres métodos:
cristalografia de rayos X, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

y crio-microscopia electronica (cryoEM)z.

El Protein Data Bank fue creado en 1971 por el Brookhaven National Laboratory.
En 2003, se origin6 el wwPDB, que incluye la colaboraciéon entre RSCB-PDB,
PDBe (Europa), PDBj (Jap6n), y BioMagResBank BMRB (USA), cuyo objetivo fue

operar un sistema de software global, unificado, publico y gratuito?e.

Los archivos PDB contienen la informacion completa de los modelos estructurales
y se identifican por un codigo de cuatro caracteres, por ejemplo (6F7R). De
manera mas especifica, los archivos PDB contienen datos de las coordenadas
atomicas, secuencia y composicion de los biopolimeros y ligandos que se
encuentra unidos, etcétera. Ademas, se puede conocer los indicadores de calidad
global importantes para la estructura comparandose contra las estructuras

previamente depositadas.

Entre los indicadores de calidad para las estructuras cristalograficas se encuentran
los valores de R y “Rfree”. Este ultimo es una medida del ajuste del modelo a un
pequefio subconjunto de los datos experimentales que no se utilizaron en el
refinamiento del modelo. El siguiente indicador es el “Clashscore” que indica el
namero de pares de atomos que se encuentran inusualmente cercanos. Otro de
los indicadores son los “Ramachandran outliers” o valores atipicos de
Ramachandran. Estos valores representan el porcentaje de los residuos que
presentan una combinacién de los angulos diedros ¢ y w no adecuada con
respecto al numero total de residuos presentes en la estructura. Asimismo, se

evaluan los “Sidechain outliers” o valores atipicos de la cadena lateral, que se
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determinan como el porcentaje de residuos con una conformacién de la cadena
lateral inusual, con respecto al numero total de los residuos presentes en la
estructura. El dltimo indicador es el real space R-value outliers normalizado
(RSRZ) y se calcula como el porcentaje de valores atipicos de RSRZ (>2), con
respecto al nimero total de residuos para los que se calcul6 RSRZ. Este valor se
calcula solo para aminoacidos y nucleétidos estandar en cadenas de proteinas,
DNA y RNA.27

La resolucion a la que se obtiene la estructura también es un dato importante, ya
qgue indica el nivel de detalle presente en el patron de difraccion y el nivel de
detalle que se vera cuando se calcule el mapa de densidad de electrones. En la
cristalografia de rayos X, las estructuras de alta resolucion (< 1.0 A) estan muy
ordenadas, puesto que las proteinas presentes en el cristal se encuentran
alineadas de forma idéntica, por lo que la dispersion de los rayos X se realiza de
manera similar. Por lo tanto, el patrén de difraccion muestra los detalles finos del
cristal, por el contrario, las estructuras de baja resolucion (= 3.0 A) Unicamente
muestran los contornos béasicos de la cadena proteica, asi que los datos de la

estructura atdmica se tienen que inferir?.

2.2 Interaccion de proteinas y otras moléculas

La mayoria de los procesos bioldgicos operan gracias a las funciones de las
proteinas. Debido a su importancia, se han dilucidado extensas redes de
funciones para descifrar los posibles mecanismos como interaccion y asociacion
entre proteinas y otro tipo de moléculas que gobiernan estos fenémenos
biolégicos. Algunos ejemplos de estas interacciones son proteina-DNA, que se
presentan en la regulacién de la expresion génica, interacciones proteina-RNA en
la regulacion de la transcripcion y procesamiento del RNA e interacciones

proteina-proteina en la transduccion de sefales?s,

El estudio de estas redes de interaccion ha proporcionado informacion valiosa

para comprender de manera integral la biologia a nivel molecular.
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2.2.1 Interacciones proteina-proteina (IPP)

Nos enfocaremos especialmente en las IPP, debido a que estan involucradas en el
adecuado funcionamiento de la mayoria de los procesos fisiolégicos en las
células. Sin embargo, pueden ser responsables del desarrollo de procesos

patologicos tales como Alzheimer, enfermedades pridnicas, cancer, entre otras.

La arquitectura basica de la red de interaccion proteina-proteina es similar en
todas las células. Las proteinas estan acopladas directa o indirectamente en una
gran red de interaccion proteina-proteina. Se ha reportado previamente que
algunas proteinas actian como proteinas centrales, ya que estan altamente
conectadas a otras. Asimismo, se ha observado que el silenciamiento de la
expresion de una proteina que tiene un papel central en muchas redes tiende a
ser letal. A este fenbmeno se le conoce comunmente como la regla de la
centralidad-letalidad. Sin embargo, también se ha reportado que esta regla no es
general para todos los centros, ya que se ha observado que muchos centros se

enriquecen en fenotipos condicionales.

En la literatura se han informado diferentes tipos de IPP. Un ejemplo son las
interacciones permanentes y transitorias. Las IPP permanentes son fuertes e
irreversibles, con una afinidad estimada del orden nanomolar, por otra parte, las
IPP transitorias implican interacciones de proteinas que se forman y se rompen

facilmente y tienen afinidades del orden de micromolar2:,

Las IPP pueden estar reguladas por diversos factores ambientales tales como la
temperatura, pH, fuerza i6nica, o por mecanismos celulares como modificaciones

covalentes, union con ligandos de manera no covalente, etcéteraz223,

Debido a su importancia, se han desarrollado muchos métodos experimentales
basados en principios biofisicos, bioquimicos o genéticos, para identificar y
caracterizar IPP. Cada enfoque tiene sus fortalezas y limitaciones. A continuacion,

se mencionaran algunos de estos métodos.

18| Pagina



ANTECEDENTES

2.2.1.1 Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

FRET es un fendbmeno Uutil para el estudio de las interacciones bioquimicas,
incluidas las IPP. El procedimiento consiste en que los socios de interaccion se
encuentran fusionados con un fluor6foro donante y otro aceptor. Por lo tanto,
cuando existe un acercamiento (1-10 nm) entre los socios de interaccion que
permita una superposicion entre el espectro de emisién del donante y espectro de
excitacion del aceptor, hay una transferencia de energia del fluoréforo donante al
aceptor, como consecuencia existe un apagado en la fluorescencia del donante y

un incremento en la fluorescencia del receptor2.

Entre las principales ventajas de este método es que se puede usar para visualizar
y cuantificar IPP en tiempo real en células vivas y con alta resolucion
espaciotemporal. Sin embargo, sus principales desventajas son los cambios en el
entorno local, autofluorescencia, fotoblanqueo y de manera general la baja

relacion sefial-ruidoz.

2.2.1.2 Sistema de doble hibrido

Este método se desarrolld en levadura y es uno de los mas empleados para
detectar o confirmar IPP. El principio del doble hibrido se basa en que dos
proteinas que se expresan de forma separada se fusionan con el dominio de union
a DNA del factor transcripcional Gal4 y el dominio de activacion de Gal4,
respectivamente. Cuando existe una interaccion entre las proteinas, la
funcionalidad de Gal4 se restablece e induce la transcripcion de varios genes
reporteros. Una de las principales ventajas de este método es que permite
detectar interacciones transitorias que a menudo son relevantes en cascadas de
sefalizacion. Mientras que su desventaja es que el método genera muchos

resultados falsos-positivos?.

2.2.1.3 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La ITC es una técnica que se ha utilizado ampliamente para estudiar las
interacciones proteina-ligando y proteina-proteina. Esta técnica se basa en el
hecho de que, al interaccionar dos proteinas o socios de interaccion, se producen

cambios en los parametros termodinamicos AG, AH, AS y Ka, los cuales son
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cuantificados. De manera general, un experimento de ITC comdn consiste en
colocar una de las proteinas interactuantes en una jeringa de inyeccion y la otra en
una celda calorimétrica, posteriormente se realizan inyecciones paso a paso,
finalmente se mide el calor liberado o absorbido en condiciones de equilibrio

durante la titulacion, y se determinan los parametros restantes2+2s.

2.2.1.4 Resonancia de plasmon superficial (SPR)

SPR es un método 6ptico que mide el indice de refraccion de capas muy delgadas
de un material adsorbido en un metal. La técnica consiste incidir energia luminosa
en un angulo definido y parte de esta es capaz de interactuar con los electrones
deslocalizados en la pelicula de metal (plasmén), reduciendo asi la intensidad de
la luz reflejada. La respuesta es proporcional a la masa unida a la superficie, es
decir, el nimero de moléculas unidas multiplicado por su masa molecular. La
generalidad se extiende a todo tipo de moléculas, por lo que se pueden detectar y
estudiar las IPP. En este caso, una de las proteinas interactuantes se inmoviliza
sobre la superficie de una pelicula de oro y el socio de interaccion se inyecta en la

superficie2s27,

La formacion del complejo proteina-proteina se puede monitorear como el
aumento de la respuesta durante la fase de asociacion en el sensograma, que es
una representacion grafica de la respuesta dependiente del tiempo. Asimismo, el
analisis SPR puede proporcionar informacion sobre las constantes de tasa de
asociacion y disociacion (Kon y Koff) para determinar la constante de afinidad en el

equilibrio Kg2728,

En general, una limitante de cualquier método de deteccién de IPP es que solo se
puede confiar cuando se detecto la interaccion. Sin embargo, aquellas IPP que no

son capaces de detectar, se tiene la incertidumbre de saber si existen.

2.3 Bases de datos sobre IPP
Exististe una gran variedad de bases de datos que contienen informacion acerca
de las interacciones entre las proteinas y que fueron determinadas

experimentalmente, las cuales se muestran en la tabla 1.
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Base de Numero de URL Referencia
datos interacciones

LiveDIP 55733 http://dip.doe-mbi.ucla.edu 29

BIND 83517 http://bind.ca %0

STRING 730000 http://string.embl.de 3

MINT 71854 http://mint.bio.uniroma2.it/mint *

IntAct 68165 http://www.ebi.ac.uk/intact %

BioGRID 116000 http://www.thebiogrid.org 3

HPRD 33710 http://www.hprd.org %

Tabla 1. Bases de datos sobre IPP. Modificado de36.

Con la ayuda de los métodos experimentales, se han realizado esfuerzos
significativos para comprender la naturaleza de las IPP. No obstante, estos
requieren de un trabajo intenso y pueden presentar diversos errores sistematicos.
Esto genera que haya una falta de datos continuos, lo que limita nuestra
capacidad para comprender las bases moleculares de las enfermedades humanas
y otros fendmenos bioldgicos?®#, Sin embargo, en afios recientes el desarrollo de
enfoques computacionales, asi como el experimento CAPRI®-15, ha permitido la
prediccién de IPP de una manera rapida, confiable y superando algunas de las

limitaciones de las técnicas experimentales.

2.4 Métodos computacionales para la prediccion de IPP

Las herramientas computacionales cada vez se utilizan mas para la prediccién de
IPP potencialmente relevantes desde el punto de vista bioldgico. Los enfoques
bioinforméticos consideran el término IPP como las asociaciones entre proteinas

gue incluyen aspectos de relacion evolutiva, funcidn y estructura3e4°,

Se pueden predecir IPP de novo mediante técnicas computacionales como el
acoplamiento molecular y las simulaciones de dinamica molecular (SDM) para
proteinas cuya estructura tridimensional ha sido determinada. Sin embargo, aun
no se han dilucidado todas las estructuras proteicas que forman el proteoma
humano. Para superar este problema se han desarrollado estrategias para

predecir y construir modelos computacionales de las estructuras proteicas.

La evaluacion critica de la prediccion de la estructura (CASP: Critical Assessment
of Structure Prediction), es un experimento comunitario que evalla el estado del

arte en el modelado de la estructura de las proteinas y ha servido durante mucho
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tiempo como la evaluacion estandar de oro para la precision de la prediccion de la
estructura®42, Debido a esto, en los ultimos 5 afios se ha generado un avance

importante en esta area.

La prediccion de la estructura basada en plantillas aprovecha las estructuras
tridimensionales de proteinas homoélogas que se encuentran en el Protein Data
Bank para generar un modelo tridimensional de la secuencia de aminoacidos
problema. Este enfoque es el que genera los resultados mas precisos. Sin
embargo, una de sus principales limitaciones es cuando el homdélogo més cercano
no se ha resuelto experimentalmente. Otro enfoque muy utilizado es el modelado
sin plantilla o ab initio, el cual es el mas desafiante, ya que se predice la estructura
de la proteina a partir de la secuencia de aminoécidos, tomando en cuenta sus
propiedades fisicoquimicas y los términos energéticos que impulsan el
plegamiento. Usando este enfoque se han obtenido predicciones de la estructura

con una precision baja para proteinas con mas de 130 aminoacidos“.

El experimento CASP14 marcé un incremento extraordinario en la precision de la
prediccidn de las estructuras tridimensionales de las proteinas con la aparicion del
sistema de aprendizaje profundo AlphaFold2. Este sistema fue desarrollado por
DeepMind de Alphabets/Google. En el CASP14, las estructuras predichas por esta
inteligencia artificial fueron por mucho las més precisas en comparacion con los

métodos de la competencia, obteniendo una precision casi experimental.

Recientemente, AlphaFold ha creado una base de datos de acceso abierto
(https://alphafold.ebi.ac.uk/), que contiene las predicciones de estructura de las

proteinas para el proteoma humano y otras proteinas clave de interés.

A continuacion, se abordaran dos técnicas para la prediccion y caracterizacion in
silico de IPP a partir de estructuras tridimensionales resueltas experimentalmente

gue se usaran en este trabajo.

2.4.1 Acoplamiento molecular in silico
El acoplamiento molecular in silico, es un método computacional para predecir el

modo de unién de un ligando con un receptor objetivo, donde el receptor suele ser
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una proteina o una molécula de acidos nucleicos como el DNA o RNA, mientras

que el ligando es una molécula pequeia (<1 kDa), péptido u otra proteina4s,

Este método implica explorar un espacio de busqueda definido mediante uno o
varios algoritmos de busqueda, generando varias conformaciones que representan
los posibles modos de unién del ligando con el receptor y una funcion de
evaluacion que clasifica de manera adecuada las conformaciones candidatas para

determinar el mejor modo de unidn444s,

2.4.1.1 Algoritmos de busqueda

Los algoritmos de busqueda se definen mediante un conjunto de reglas y
pardmetros aplicados para predecir las diversas conformaciones. Se pueden
clasificar en dos categorias principales: sistematicos y estocasticos. En el primer
caso, se muestrea el espacio de busqueda en intervalos predefinidos, por lo que el
resultado de la busqueda es determinista y la calidad del resultado depende de la
granularidad (tamafio en el que se divide el espacio de busqueda: posibles
orientaciones y conformaciones) del muestreo del espacio de busqueda. Los
algoritmos de busqueda sistematicos se utilizan frecuentemente en el

acoplamiento rigido proteina-proteinas.

Por otra parte, los algoritmos estocasticos realizan iterativamente cambios
aleatorios en sus pasos, por lo tanto, el resultado de la busqueda varia. Es por
esto por lo que los algoritmos de busqueda estocastica son mas adecuados para
el acoplamiento flexible ligando-proteinas.

Los algoritmos de busqueda también pueden clasificarse de acuerdo con la
amplitud con la que exploran el espacio de busqueda, ya sea de manera local o
global. En el primer caso, hay una tendencia a encontrar la energia minima mas
cercana a la conformacién actual, mientras que los algoritmos de busqueda
globales exploran la energia minima mas favorable dentro del espacio de

busqueda definido#.
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A continuaciéon, se mencionan algunos meétodos que emplean diferentes
algoritmos de busqueda que suelen usarse en programas o servidores de

acoplamiento molecular.
Complementariedad de forma

Los algoritmos de complementariedad de forma toman en cuenta la superposicion
geométrica entre dos moléculas. Se efectian varios alineamientos estructurales
entre ligando y receptor. Este enfoque permite identificar los probables sitios de

unién de una proteina mediante una busqueda de superficie macromoleculars,
Construccién incremental

Este método consiste en dividir el ligando en fragmentos que posteriormente se
acoplan de manera separada en el sitio del receptor. Ya que se ha realizado el
acoplamiento, los fragmentos se fusionan. Una de las ventajas de la
fragmentacidon es que permite que el algoritmo considere la flexibilidad del

ligando4.
Recocido simulado

El algoritmo de recocido simulado es un algoritmo de optimizacién heuristico,
siguiendo la estrategia de mejora iterativa con el objetivo de acercarse al minimo
energético global. Sin embargo, esta busqueda suele quedar estancada en un
optimo local, por lo que se acostumbra a hacer el proceso varias veces, partiendo
de diferentes configuraciones generadas aleatoriamente. En el algoritmo de
recocido simulado, un sistema biomolecular se somete a una simulacién con una
temperatura alta, posteriormente la temperatura se disminuye de manera gradual
hasta que sus atomos se reposicionan para generar una conformacion de baja
energia. De tal manera que la temperatura funciona como un parametro de control
del algoritmo. Una vez que la energia llega a un equilibrio térmico a una
temperatura dada, el sistema se vuelve a enfriar y asi sucesivamente. Cada
solucion generada se compara con la anterior, y si la energia es menor se acepta
y el proceso se repite. Los resultados que se obtienen mediante este algoritmo

suelen ser muy precisos porque analiza de manera mas detallada el estado
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conformacional y la flexibilidad del ligando, asi como de la proteina en diferentes

estados termodinamicos en un intervalo de tiempo#s4,
Programacion evolutiva

Los algoritmos de programacion evolutiva se inspiran en los principios darwinianos
de evolucion y seleccion natural para resolver problemas. La idea principal
consiste en simular la evolucibn de las especies a través de procesos de
seleccién, mutacion y reproduccion aplicando aproximaciones computacionales
llamadas operadores genéticos. Sin embargo, los operadores mas usados son los
de mutacién, que estdn basados en distribuciones de probabilidad. De manera
general estos algoritmos trabajan de la siguiente manera: en primera instancia las
soluciones candidatas (individuos o cromosomas) son modificados empleando los
operadores genéticos, después se seleccionan las soluciones individuales mejor
clasificadas (parentales y mutadas) para la siguiente generacion. Este
procedimiento se repite, de tal manera que cada vez evoluciona hacia mejores

soluciones. El objetivo final es encontrar la solucion éptima2s47.

De acuerdo con los resultados de las rondas 38-45 en CAPRI“, los servidores de
acoplamiento molecular proteina-proteina mejor evaluados tienen en comun que
utilizan los métodos de complementariedad de forma2s, Un algoritmo
ampliamente empleado es el de transformada rapida de Fourier (FFT). La mayoria
de los algoritmos basados en FFT tiene un enfoque totalmente geométrico, en el
cual definen al receptor y ligando en cuadriculas, mediante funciones
tridimensionales discretas, posteriormente se evalla el grado de superposicion y
penetracion de la superficie molecular sobre los desplazamientos de las moléculas
en tres dimensiones empleando la FFT para acelerar el muestreo del espacio
traslacional. Finalmente, se realiza una exploracion de las orientaciones relativas

de las moléculassis2,

En virtud de la alta eficiencia numérica del algoritmo FFT, es posible explorar el
espacio conformacional de miles de supuestos complejos proteina-proteina, ya
gue acelera el calculo de la energia de interaccion en cada orientacion receptor-

ligando que es expresada como la suma de las funciones de correlacion. Sin
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embargo, la aceleracion eficiente se logra solamente en el subespacio

tridimensional de traslacion o de rotaciénss.

Otro algoritmo comunmente utilizado es el de Geometric Hashing, este algoritmo
consiste en establecer puntos criticos de la superficie de la proteina y ligando para
definir marcos de coordenadas locales que se almacenan en una tabla de hash de
bldsqueda rapida y eficiente en memoria. En este proceso, no solo ahorra memoria
y acelera la busqueda, sino que también limita la busqueda a un conjunto finito
(pero grande) de todas las transformaciones posibless+. Hash es una funcién que
transforma cualquier bloque arbitrario de datos (clave) en una nueva serie de
caracteres con una longitud fija (valores). Mientras que las tablas de hash es un
contenedor que asocia los elementos claves con los valores, que son obtenidos

aplicando la funcién hashss.

En la etapa de reconocimiento, los marcos de coordenadas locales se superponen
y las posiciones de los puntos criticos cercanas al receptor se utilizan para buscar
marcos candidatos del ligando en la tabla de hash. Un alto numero de
correspondencias con un marco en particular indica una gran similitud local en la
forma de las superficies. Sin embargo, se considera que una implementacion
basada en tablas hash es ineficiente debido a la distribucién no uniforme de los
datos en el espacio hash. Esto da como resultado tiempos de busqueda mas

largos, ya que las listas de entradas hash tienen diferentes longitudesse.

2.4.1.2 Funciones de evaluacion

Todos los métodos de acoplamiento molecular requieren de al menos una funcién
de evaluacion para clasificar los modos de union candidatos. Las funciones de
evaluacion son métodos matematicos para estimar la afinidad de union entre un
ligando y receptor. La energia libre de union (AG) se obtiene con la ecuacion de
Gibbs-Helmholtz:

AGynicn = AHynisn — TA Synien

Donde AG es la energia libre de unién, AH es la entalpia de union, T es la

temperatura en grados Kelvin y AS es la entropia de unidén. Asimismo, AG se
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puede correlacionar con la constante de disociacién Kd, tal como se muestra en la

siguiente ecuacion:
AGynisn = —RTInKd

donde R es la constante universal de los gases ideales y Kd es la constante de
disociacion®. Finalmente, la energia libre de unién también puede definirse como

la diferencia de energia libre entre los estados unido y no unido.

AGuni(’)n = AGcomplejo - (AGligando + AGreceptor)

Para evaluar el desempefio de las funciones de evaluacion, se ha desarrollado
una evaluacion comparativa de las funciones de evaluacibn o Comparative
Assessment of Scoring Functions (CASF), con el objetivo promover la mejora en
las fortalezas y debilidades de las distintas funciones de evaluacion. Cada funcién
de evaluacion se califica mediante cuatro métricas, que incluyen “"poder de
puntuacion”, "poder de clasificacién", "poder de acoplamiento” y "poder de
deteccion”. Desde la implementacion de CASF se ha observado una mejora

considerable en las funciones de evaluacions.

Las funciones de evaluacion se pueden clasificar en tres tipos: empiricas, basadas

en campos de fuerza y basadas en el conocimiento.
Funciones de evaluacion empiricas

Los métodos empiricos evaluan la afinidad de unién de un complejo proteina-
ligando, sumando los factores energéticos importantes para la unién tales como
enlaces de hidrogeno, efectos hidrofébicos, choques estéricos, interacciones
polares, etcétera. Se estiman los parametros de la funcion con base en complejos
proteina-ligando con afinidades y estructuras conocidas para optimizar el peso de

los factores energéticos mediante un analisis de regresion linealses,

En vista de que sus términos de energia son simples, estas funciones de
evaluacion son adecuadas para predecir la afinidad de union y la conformacion del
ligando con un bajo costo computacionals®. A pesar de la evaluacién directa y

rapida de la afinidad de union, estas funciones de evaluacion sufren las
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limitaciones del término de penalizacion debido a las malas estructuras y la alta

dependencia de la posicion del atomo de hidrégenose.

En el trabajo de Xiao Hui Ma y colaboradores® se desarroll6 una funcion de
evaluacion empirica para calcular la energia libre de union de 20 complejos
proteina-proteina disponibles en el Protein Data Bank, y obtuvieron que los valores
de AG de union predichos en 16 de los 20 complejos, tuvieron una diferencia de
energia con respecto a los AG de unidn experimentales de + 1.0 cal, mientras que
los 4 complejos restantes, presentaron una diferencia de AG de union en el
intervalo de £ 1.5-2.1 cal con respecto a los valores experimentales. Sin embargo,
la funcién de energia libre de unién que ellos presentan se basa en un tratamiento

aproximado en el que las moléculas se tratan como cuerpos rigidos.

En el CASF-2016 participaron 26 funciones de evaluacion, de las cuales 15 eran
funciones de evaluacion empiricas. De manera general, la mayoria de las
funciones de evaluacion mostraron tasas de éxito mayor al 70%. Sin embargo, la
mayoria de las funciones son relativamente exitosas en uno o dos de los aspectos
evaluados. En particular, las funciones de evaluacion empiricas tuvieron al menos
un representante entre las tres mejores funciones evaluadas en cada una de las
pruebas. En la prueba de poder de puntuacion, la funciéon X-Score fue la segunda
mejor calificada, obteniendo un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.65 en
esta prueba. Asimismo, en la prueba de poder de clasificacion, las funciones
empiricas ChemPLP, X-Score y PLP2 obtuvieron los mejores resultados,
presentando coeficientes de correlacion de Spearman de aproximadamente 0.7.
Por otro lado, en la prueba de poder de acoplamiento, las funciones ChemPLP,
GlideScore-SP y ChemScore obtuvieron tasas de éxito de 85%, siendo las mas
altas en esta prueba. Finalmente, en la prueba de poder de deteccién,
nuevamente las funciones mencionadas anteriormente desempefiaron el mejor
papel, ya que obtuvieron los valores de factor de mejora mas altos (15, 14, 12),

respectivamentes’.

Sin embargo, también hubo funciones empiricas que estuvieron entre las tres

peores en cuanto a su desempefio en las pruebas. En la prueba de poder de
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puntuacion, la funcion London-dG MOE fue la tercera peor calificada, obteniendo
un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.45. También en la prueba de poder
de clasificacién, la funcion GlideScore tuvo el valor mas bajo (0.35) de coeficiente
de correlacion de Spearman. Asimismo, en la prueba de poder de acoplamiento, la
funcién ASE obtuvo una tasa de éxito de 50%, siendo de las mas bajas en esta
prueba. Por dltimo, esta misma funcion fue la peor evaluada en la prueba de poder

de deteccion, presentando un valor de factor de mejora de tress.
Funciones de evaluacion basadas en campos de fuerza

Las funciones de evaluacién basadas en campos de fuerza de mecanica
molecular calculan la energia de unién considerando las interacciones de Van der
Waals y electrostaticas entre los pares de atomos del complejo proteina-ligando.
Sin embargo, estos métodos comunmente no consideran los componentes
entropicos y el efecto del disolvente o los utilizan de manera reducida. Debido a
esto, el rendimiento de las funciones de evaluacion basadas en campos de fuerza

no es lo suficientemente buenosss°.

La ecuacién que involucra los contactos atomicos por pares entre el ligando y la
proteina consta de un potencial de Lennard-Jones y un término de Coulomb, tal

como se muestra en la siguiente ecuacion:

ligando proteina

A B 0.0
AGynion = § § ;]2 - 16] + ok,
R:¥ R? €R
i=1 j=1 Y Y

i

En donde los parametros A y B se definen para cada par de combinaciones de
tipos de atomos diferentes, R es la distancia entre los centros atomicos, g es la
carga parcial de cada atomo y ¢ es la constante dieléctrica. La eleccion concreta
de cada uno de estos parametros es relevante, ya que puede tener efectos muy
importantes sobre el comportamiento y el rendimiento de la funcion de

evaluacioénss.

En general, las funciones de evaluacion basadas en campos de fuerza pueden

calcular directamente las interacciones entre los &tomos de proteina y ligando. No
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obstante, requieren un alto costo computacional®. Una de las principales
limitaciones de estas funciones de evaluacién es que no contemplan los términos
entropicos y de solvatacion. En ausencia de los efectos de solvatacion, existe un
sesgo hacia las interacciones culdmbicas. Asimismo, sufren de distancias de corte
para el tratamiento de interacciones no enlazadas, lo que complica el tratamiento

preciso de los efectos de largo alcance®o.

En el trabajo de Shuangye Yin y colaboradoresé2 desarrollaron una funcién de
evaluacion basada en campos de fuerza llamada MedusaScore. Esta funcién
mostro un rendimiento solido, ya que de un conjunto de 100 complejos proteina-
ligando reconocid con éxito la pose cristalografica de 82. Siendo superior a otras
funciones de evaluacion conocidas como X-Score, PLP, LUDI y DrugScore, las
cuales tuvieron una tasa de éxito del 65, 76, 67 y 71 por ciento, respectivamente.
De la misma manera, para la prediccion de la afinidad de unién de un conjunto de
1057 complejos se obtuvo un coeficiente de correlacion entre MedusaScore y la
constante de disociacion experimental de 0.60. Esta precision de la prediccion
también es significativamente mayor que otras 14 funciones de evaluacion que se
han probado con el mismo conjunto de datos. La principal limitacion de esta
funcién de evaluacién se debe a la contribucién entropica, por lo que no se pudo

obtener una mayor precision de la prediccion de la afinidad de unién.

Por otra parte, en el CASF-2016 las funciones de evaluacién basadas en campos
de fuerza tuvieron cuatro representantes y mostraron resultados medios, ya que
solo en dos de las pruebas hubo un representante de estas funciones, que
estuvieron entre las mejores. En la prueba de poder de clasificacion, la funcién
GoldScore fue de las mejor evaluadas, obteniendo un coeficiente de correlaciéon
de Spearman de 0.7, empatando con las mejores. Asimismo, la funcién GBVI-
WSA-dG fue de las mejor calificadas en la prueba de evaluacion del poder de
acoplamiento, teniendo una tasa de éxito del 83%5". Por otro lado, solamente en
las pruebas de poder de acoplamiento y poder de deteccion hubo un
representante que estuvo entre las tres funciones con peor evaluacion, y se trata

de una misma funcioén llamada D-Score, la cual obtuvo una tasa de éxito del 25%
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en la prueba de poder de acoplamiento y un factor de mejora de tres en la prueba

de poder de deteccions.
Funciones de evaluacién basadas en el conocimiento.

Las funciones de evaluacion basadas en el conocimiento se basan en el principio
estadistico inverso de Boltzmann de contactos intermoleculares identificados de
un gran conjunto de complejos proteina-ligando. En este caso se asume que la
frecuencia de diferentes pares de atomos en diferentes distancias estéa relacionada
con la interaccion de dos atomos y transforma la frecuencia para deducir el
potencial de fuerza media (PMF) dependiente de la distanciass®. Las ecuaciones

centrales se describen a continuacion:

AGynisn = XkiAij ) (1)
Pijr
ij

Aqui el AG de unién se define como la suma de todos los pares de atomos de
proteina-ligando kl del potencial de interaccion entre los atomos de tipo ij en el
radio r observado. En la ecuacion 2, pij (r) es la densidad numérica del par de

atomos ij a la distancia r, y p;; es la densidad numérica del mismo par de atomos

en un estado de referencia, donde se supone que las interacciones interatomicas
son cero. Con este enfoque, se asume que la frecuencia de apariciéon de un
contacto por pares es una medida de su contribucién energética a la unién
proteina-ligando. Si un contacto por pares especifico ocurre con mas frecuencia
gue en el estado de referencia, indica una interaccion energéticamente favorable
entre el par de atomos dado; si ocurre con menos frecuencia, indica una

interaccion desfavorablesess,

La mayor ventaja de las funciones de evaluacion basadas en el conocimiento es
que puede usar mas complejos proteina-ligando, con respecto a las funciones
empiricas, y también es eficiente en cuanto al consumo de recursos
computacionales®. Sin embargo, la principal limitante es ubicar el estado de

referencia, asimismo las funciones de evaluacidon basadas en el conocimiento son
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adecuadas para la prediccion de poses de unién, no obstante, tienen deficiencias

en la prediccion de las afinidades de unionee,

En el CASF-2016 participaron cinco funciones de evaluacion basadas en el
conocimiento. Con excepcidon de la funcién DrugScore, el desempefio de estas
funciones no fue adecuado. En tres de las cuatro pruebas hubo al menos un
representante que estuvo entre las tres peores funciones calificadas. En la prueba
de poder de puntuacion, la funcion PMF fue la de peor desempefio, ya que obtuvo
un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.3, asi mismo, esta funcion fue la
segunda con tasa de éxito mas baja (40%) en la prueba de poder de
acoplamiento. También obtuvo el valor mas bajo del factor de mejora (3) en la
prueba de poder de deteccidén. Por el contrario, la funcion DrugScore fue de las
Unicas funciones que logroé tener éxito tanto en la prueba de poder de puntuacion
(coeficiente de correlacion de Pearson= 0.65), asi como en la de poder de
acoplamiento (tasa de éxito del 80%) y en la prueba de poder de deteccion (factor
de mejora = 10) en el CASF-16~".

Sheng-You Huang y Xiaogin Zous* utilizaron un método iterativo para desarrollar
una funcién de evaluacion basada en el conocimiento (ITScore-PP) a fin de
predecir complejos proteina-proteina. La funcién se derivé usando las estructuras
de un conjunto de 851 complejos proteina-proteina que contienen interfaces
bioldgicas verdaderas. El uso de un método iterativo evita el desafiante problema
del estado de referencia al derivar potenciales basados en el conocimiento. La
funcion de evaluacion se utilizé para predecir el modo de unioén de los ligandos
nativos en un conjunto diverso de 91 complejos proteina-proteina y obtuvo una
tasa de éxito del 98.9% considerando las diez soluciones mejor calificadas.
Asimismo, ITScore-PP se prob6 para determinar la afinidad de unién de un
conjunto de 74 complejos proteina-proteina con afinidades conocidas. Los
resultados indicaron un buen coeficiente de correlacion (0.71) entre la afinidad
experimental y la predicha. También se hicieron acoplamientos no unidos y la tasa
de éxito fue del 40.7%, este tipo de acoplamiento es desafiante para las funciones

de evaluacion y en este aspecto aun tiene deficiencias en la prediccion.
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Aungue las funciones de evaluacion convencionales son las que predominan en el
campo y han mostrado ser eficaces, su avance se ha visto opacado por las
funciones de evaluacion desarrolladas con la ayuda de técnicas de aprendizaje
automatico, tales como AvinaRF20, ya que mostré6 un rendimiento superior a las
funciones de evaluacién convencionales en el CASF-2016, obteniendo los mejores

resultados en las cuatro pruebas.

2.4.1.3 CAPRI (Critical Assessment of PRediction of Interaction)

CAPRI es un experimento comunitario implementado en el afio 2001 cuyo objetivo
es probar el rendimiento de los algoritmos de acoplamiento molecular en
predicciones ciegas del modo de asociacion entre dos proteinas en funcion de su
estructura tridimensional. Por tal motivo, CAPRI es un factor clave que ha
impulsado el progreso de los métodos de acoplamiento molecular proteina-

proteinats-is,

Aunque los principales objetivos de CAPRI son los complejos proteina-proteina,
también se han evaluado complejos proteina-péptido y proteina-DNA para los

cuales existe una estructura experimental de los componentes libres?s.

La evaluacion en CAPRI consiste en predecir un complejo cuya estructura
tridimensional no ha sido publicada, en donde solo los evaluadores e
investigadores que la determinaron la conocen. Se prefiere que las proteinas que
forman el complejo tengan una estructura tridimensional conocida en sus formas

libresis.is,

En el primer dia de cada ronda se envian las coordenadas atomicas de los
componentes a los diversos predictores registrados y se les asigna un tiempo
determinado para enviar sus modelos predichos del complejo en la pagina web
http://capri.ebi.ac.uk. Después de la fecha limite, los evaluadores comienzan a
evaluar los modelos con respecto a la estructura nativa. Se han establecido
principalmente tres métricas para evaluar las propiedades geométricas y

biol6gicas de los modelos (ver figura 1)3.
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En primer lugar, se determina la fraccion de contactos nativos (fnat) que son
reproducidos en el modelo. Un contacto ligando-receptor se define como cualquier
par de atomos de ligando-receptor dentro de una distancia de 5.0 A. La siguiente
métrica es el RMSD del ligando (L-RMSD) y por ultimo el RMSD de los residuos
en la interfaz (I-RMSD). Las métricas fnat, L-RMSD e |-RMSD en conjunto
determinan la calidad de un modelo predicho, y con base en estos tres
parametros, los modelos se clasifican en cuatro categorias: calidad alta, calidad

media, calidad aceptable e incorrecto, como se muestra en la tabla 21365,

{ N°contactos residuo-

residuo (d atomos = 54)

=

f nativo

I~ N°residuos del
N°residuos del ligando en la

receptor en la interfaz
interfaz | datomos = 10A ]

‘ |

Figura 1. llustracion esquematica de los criterios de evaluacion CAPRI. Donde R y L corresponden

f no nativo

al receptor y ligando respectivamente, L-RMSD indica el RMSD del ligando, I-RMSD es el RSMD
de la interfaz, f nativo son los contactos nativos, f no nativos son los contactos no nativos y dL 6L
indican el &ngulo de mala orientacion y el desplazamiento residual del centro de masa del ligando.
Modificado de®®.

Calidad de la fnat L-RMSD (&) I-RMSD (A)
prediccion

Alta 20.5 <1.0 O =1.0

Media >0.3 11<L-RMSD<50 O 11=<I-RMSD<20
Aceptable =0.1 51<L-RMSD<10.0 O 2.1<I-RMSD<4.0
Incorrecto <0.1 >10.0 Y >4.0

Tabla 2. Resumen de los criterios de CAPRI para clasificar los complejos predichos por
acoplamiento molecular. Modificado de®®.
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En este trabajo se utilizaron tres servidores de acoplamiento molecular proteina-
proteina con diferentes algoritmos de busqueda y funciones de evaluacion que
estan disponibles en linea de manera gratuita, que han participado en CAPRI y
han tenido resultados favorables. El primero de ellos es el servidor PATCHDOCK,
el cual estuvo entre los equipos predictores con mejor desempefo en las rondas
de CAPRI 13-19, en donde lograron predecir modelos similares al complejo nativo
en 6 de 13 objetivoses. El siguiente es el servidor ZDOCK, el cual tuvo una
demostracion exitosa en las rondas de CAPRI 13-19, en general este servidor
funciono bien para tres de los cuatro objetivos en los que tanto el acoplamiento
como la puntuacién arrojaron al menos una prediccién aceptable®. Por ultimo, esta
el servidor HADDOCK, el cual ha mostrado ser de los predictores con mejor
desempefiio en diversas rondas de CAPRI como en la 20-27, 38-45 y siendo el
mejor predictor en la ronda 30 arrojando modelos de calidad muy altass¢s,

Las principales caracteristicas de estos servidores se describen a continuacion.

2.4.1.4 PATCHDOCK

PATCHDOCK es un servidor en linea para el acoplamiento molecular proteina-
ligando y proteina-proteina. El algoritmo lleva a cabo un acoplamiento rigido
basado en la complementariedad de forma local. De manera general
PATCHDOCK trabaja de la siguiente manera: en primer lugar, se divide la
superficie de las moléculas correspondientes al receptor y ligando en parches
concavos, convexos Yy planos de acuerdo con la forma de la superficie.
Posteriormente, los parches se filtran, de modo que solo se retienen los parches
con residuos “hot-spots”. Los hot-spots los definen como aquellos residuos que
contribuyen con mas de 2.0 kcal/mol a la energia libre de unién. Enseguida, los
parches se superponen de forma complementaria mediante técnicas de
emparejamiento como el Geometric Hashing y el clustering de poses, de tal
manera que los parches concavos se combinan con parches convexos y
viceversa, mientras que los parches planos se pueden combinar con cualquier tipo
de parches, para generar las transformaciones candidatas. Inmediatamente, se
examinan las transformaciones candidatas y se descartan aquellas con

inserciones inaceptables de los atomos del ligando a los atomos del receptor.
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Después los candidatos restantes se clasifican mediante una funcion de
evaluacion que considera el ajuste geométrico y la energia de desolvatacion
atomica. Finalmente, se aplica una agrupacion por RMSD para descartar

soluciones redundantesse.,

De acuerdo con los autores, la alta eficacia de este algoritmo se debe a la
combinacion de diversos factores que se enumeran a continuacion: 1) enfoca el
ajuste inicial de la superficie molecular en parches de superficie localizados, 2)
emplea técnicas de deteccidén de patrones espaciales como el Geometric Hashing
y el clustering de poses para generar las transformaciones candidatas, 3) la
complementariedad de forma se calcula de manera precisa utilizando la
transformada de distancia, 4) hay una deteccion eficaz de choques estéricos y 5)
emplea informacion biolégica enfocandose en parches superficiales ricos en “hot-

Spots"ee.70,

2.4.1.5 ZDOCK

ZDOCK es un servidor en linea para el acoplamiento molecular proteina-proteina 'y
se basa en el acoplamiento rigido, en donde el muestreo global del espacio
traslacional y rotacional se realiza mediante una biblioteca basada en la
transformada rapida de Fourier del oeste (FFTW) para calcular la transformada
discreta de Fourier en una o mas dimensiones y esta optimizada para la
convolucion de alta eficiencia de estructuras moleculares tridimensionales
(conv3D)™.

La funcion de evaluacion utilizada para calificar las poses de acoplamiento
candidatas incluye la complementariedad de forma, un potencial electrostatico y
un potencial estadistico atbmico por pares utilizando las propensiones de contacto
de complejos de proteinas transitorias (potencial estadistico basado en el

conocimiento)?2,

2.4.1.6 HADDOCK
HADDOCK es un servidor en linea para el acoplamiento molecular proteina-
proteina impulsado por alta ambigiedad. Ofrece un enfoque de acoplamiento

flexible basado en datos de interaccién bioquimica y/o biofisica, tales como datos
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de perturbacién del cambio quimico, que se obtienen de experimentos de titulacién
por RMN o mutagénesis. Tal informacion se presenta como restricciones de
interaccion ambigua (AIR) para impulsar el acoplamiento. El término AIR se refiere
a la distancia ambigua entre los residuos que estan involucrados en la interaccion
intermolecular, con un valor maximo de 3.0 A entre cualquier atomo de un residuo
activo de la proteina A y cualquier atomo de residuos tanto activos como pasivos
de la proteina B. Los residuos activos y pasivos se definen de acuerdo con el
origen de los datos de interaccion. En el caso de los datos provenientes de
titulacion por RMN, los residuos activos son aquellos que sufren una perturbacién
del cambio quimico de manera significativa tras la formaciéon del complejo y
ademas presentan una accesibilidad al disolvente > 50%. Con respecto a los
datos de mutagénesis, los residuos activos corresponden a todos los residuos que
mediante mutaciones disminuye la formacién del complejo y que estén accesibles
al disolvente. Por otro lado, los residuos pasivos son aquellos que muestran una
perturbacion de desplazamiento quimico menos importante y/o son vecinos
superficiales de los residuos activos y también tienen alta accesibilidad al

disolvente?s74,

El protocolo de acoplamiento que utiliza HADDOCK consta de tres etapas. En la
primera etapa, las dos proteinas de entrada se colocan a una distancia de 150 A
entre si, y cada una se rota de manera aleatoria alrededor de su centro de masa.
Posteriormente, se realiza una minimizacién de energia de cuerpo rigido. En esta
etapa se calculan mil conformaciones y luego se afinan las mejores doscientas
soluciones. En la segunda etapa se efectlan tres afinamientos con recocido
simulado, en donde se permite que las cadenas laterales y el esqueleto de los
residuos en la interfaz se muevan. Los residuos a los que se les permite tener
movimiento se definen por los residuos activos y pasivos usados en los AIR. La
Gltima etapa consiste en un afinamiento con solvente explicito. Después del
calculo, las soluciones se evaluan de acuerdo con la suma de los términos de
energia electrostatica, de Van der Wals y AIR. Finalmente, las estructuras se

agrupan mediante RMSD por pares del esqueleto de los residuos en la interfaz
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(IRMSD). Los grupos se forman por al menos dos conformaciones que tienen un
iIRMSD menor que 1.0 A7,

Hasta el momento se han descrito las principales caracteristicas del acoplamiento
molecular in silico, asi como de tres servidores en linea que realizan acoplamiento
molecular. En la siguiente seccion se abordara otra técnica para la prediccion y

caracterizacion de IPP in silico.

2.4.2 Simulacién de dinamica molecular (SDM)

La simulacién de dinamica molecular es una técnica computacional muy poderosa
gue permite estudiar una gran variedad de procesos biomoleculares importantes,
tales como el plegamiento de proteinas, cambios conformacionales, la union de
ligandos. Asi como perturbaciones moleculares debidas a mutaciones,
modificaciones postraduccionales, protonacién, adicion o eliminacion de un

ligandos7s,

Las IPP ocurren principalmente en regiones grandes y poco profundas en la
superficie de las proteinas, y las interacciones establecidas a menudo son
transitorias, lo que dificulta distinguir las interfaces de unién proteina-proteina. Por
lo tanto, es importante considerar la dinamica de las proteinas para determinar

gué residuos contribuyen significativamente a la energia libre de union?.

La prediccién de residuos cruciales para la formacion de los complejos proteina-

proteina es una ventaja en el campo del disefio racional de farmacos™.

Con las SDM se pueden analizar los aspectos estructurales y funcionales de las
IPP, ya que se pueden caracterizar las interfaces proteina-proteina para detectar
puntos calientes de unién, también se pueden caracterizar las interacciones
importantes entre los socios de union, la flexibilidad y el muestreo del espacio
conformacional de las superficies que interactian. Por lo tanto, proporciona
informacion relevante sobre los mecanismos de formacion de complejos proteina-

proteina y apoya al disefio de moduladores de la IPP7,

En numerosos estudios han aprovechado el uso sinérgico de las SDM con

calculos de energia libre de union por los métodos MM-GBSA o MM-PBSA para
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predecir la afinidad de unién de los complejos proteina-ligando™#® y proteina-
proteina®®, y los resultados han mostrado concordancia con los datos

experimentales.

Asimismo, se han desarrollado metodologias de mutagénesis de escaneo de
alanina in silico a partir de trayectorias de dinamica molecular para predecir
"puntos criticos" en la interfaz proteina-proteina. La determinacion de los puntos
criticos se hace mediante la cuantificacion de la contribucion del aminoacido a la

energia libre de union del complejo proteina-proteinass.

Aunque las SDM han mostrado resultados exitosos, es importante ser conscientes
de las limitaciones de esta técnica, para hacer un uso razonable de la misma. En
primer lugar, las SDM de mecanica molecular no permiten el estudio de procesos
quimicos, tales como, mecanismos de catalisis. Otra preocupacién que surge al
utilizar SDM es la validez de los resultados. Un objetivo ideal es reproducir los
mismos observables termodindmicos y cinéticos que uno encontraria en los
experimentos, sin embargo, esto no se puede saber hasta hacer la validacion

experimental.

El principal objetivo de la SDM es predecir el movimiento de los &tomos de un
sistema en funcion del tiempo, mediante la integracion de las ecuaciones de
movimiento de Newton para cada atomo. Asi que la idea principal de la SDM se
basa en que a partir de las posiciones iniciales (coordenadas xyz) de todos los
atomos en un sistema, se calcula la fuerza ejercida sobre cada atomo por todos
los &tomos restantes. Posteriormente, esas fuerzas se utilizan para determinar la
velocidad y nueva posicion de cada atomo, este calculo se realiza repetidamente
conforme transcurre el tiempo. Al final se genera una trayectoria que describe la
configuracion del sistema a nivel atbmico en cada punto durante el intervalo de

tiempo simulados.

2.4.2.1 Campos de fuerza
Los campos de fuerza son expresiones matematicas que combinan las funciones
de energia potencial de los parametros estructurales, tales como la deformacién

del enlace y la geometria del angulo, torsiones y términos que describen las
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interacciones no enlazantes como las interacciones electrostaticas e interacciones
de Van der Waals. Ademas de un conjunto de parametros asociados, que
describen la dependencia de la energia de un sistema en las coordenadas de sus
particulas. Los pardmetros se pueden obtener a partir de calculos de mecéanica
cuantica, ab initio o por medio de datos de experimentos fisicos y quimicose.

La mecénica molecular solo considera los movimientos nucleares omitiendo los
electrones, por lo tanto, las moléculas se definen como un conjunto de atomos que
se mantienen unidos por fuerzas elasticas simples (arménicas). Existen diversos
campos de fuerza que tienen distintos niveles de complejidad y que estan
enfocados en modelar diferentes tipos de sistemas. Sin embargo, la expresion de
la energia potencial de un sistema molecular que se usa con mayor frecuencia

para moléculas organicas simples y macromoléculas biologicas es la siguiente:

k k k
Vir) = Z (- do)* + Z (0 - 60 + Z 7¢(1+cos(n¢—¢0))+

enlaces angulos diedros
k 12 6
—w(ll)—l/) )2+ 4¢:; @ — ﬁ + i4;
2 0 Y rij rij Ep rij
impropios L] electrostaticas

En donde los primeros cuatro términos se refieren a las contribuciones
intramoleculares y los dos Ultimos términos representan las interacciones
repulsivas, de Van der Waals y las interacciones electrostaticas por medio de un

potencial de Lennard-Jones y Coulomb, respectivamentesss,

Longitud de enlace Angulo de enlace  Angulo de torsién
G

oo @ "

Van der Waals Electrostaticas
— —

Figura 2. Principales términos representados en los campos de fuerza.
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Términos Intramoleculares.

De manera particular, el primer término corresponde al estiramiento de enlace que
se representa con un potencial armonico simple que controla la longitud de los
enlaces covalentes. En donde kd es una constante de fuerza del enlace y do
representa la longitud del enlace de referencia. Asimismo, el uso del potencial
armonico implica que los enlaces no se pueden romper, por lo tanto, no es posible
estudiar procesos quimicos. Siendo esta una de las principales limitaciones de la
SDM basada en campos de fuerzasss,

El segundo término de la ecuacién representa el cambio en la energia potencial
debido a la deformacion de los angulos y también suele estar representada por un
potencial armoénico. El tercer término corresponde a la energia potencial del
sistema en funcién de la rotacion alrededor de los angulos diedros o angulos de
torsiébn. Estos movimientos de torsibn son mucho menos rigidos que los
movimientos de estiramiento de enlaces y son imprescindibles para asegurar el
grado correcto de rigidez de la molécula y para reproducir los principales cambios
conformacionales debidos a las rotaciones sobre los enlaces. La energia de
torsibn como la que se muestra en la ecuacion se representa mediante una
funcién coseno, la k¢ determina la altura de la barrera potencial, ¢ representa el
angulo de torsion, n es el nimero de minimos en la funcion de energia y ¢o es el

factor de fase, que determina la posicién de los minimossgsss,

Finalmente, el término de torsion impropio se utiliza para asegurar la planaridad de
los grupos con geometria plana. Por lo que este componente proporciona una
funciébn de penalizacion mediante una contribucién positiva a la energia de
aquellos movimientos fuera del plano. Donde @ es el angulo impropio

correspondiente a la desviacion de la planaridadss.
Términos Intermoleculares

Los dos ultimos términos en la ecuacion se calculan para pares de atomos que se
encuentran separados por tres o mas enlaces y entre &omos en moléculas

diferentes. El primero de estos términos corresponde al potencial de Lennard-
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Jones, que se usa frecuentemente para representar las interacciones de Van der
Waals. Estas interacciones surgen del equilibrio entre las fuerzas atractivas y
repulsivas. La atraccion se genera debido a la interaccion entre dipolos
instantaneos, mientras que el componente repulsivo se debe a la superposicion de

las nubes electronicas de los atomos cuya distancia es menor a 0.3 nmgsss,

El altimo término de la ecuacion representa las interacciones electrostaticas. El
potencial electrostatico se representa mediante la suma de los potenciales
electrostaticos generados por cargas atémicas parciales utilizando la ley de
Coulomb. Existen diversos métodos para determinar las cargas parciales, ya que
pueden generarse de datos termodinamicos experimentales y calculos ab initio.
Los términos energéticos descritos anteriormente son empleados en muchos
campos de fuerza, sin embargo, es posible encontrar términos adicionales como la

polarizacion, potencial de enlace de hidrégeno, entre otrosess,

Existen una gran variedad de campos de fuerza disefiados para estudiar
diferentes tipos de sistemas como moléculas organicas, proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, etcétera. Cada uno tiene sus fortalezas y debilidades, por lo tanto, la
eleccion de cada uno dependera del problema particular que se quiera estudiar.
Entre los campos de fuerza mas populares y empleados estan TRIPOSg, MM2sg,
GAFF&, CGenFF (aplicados a moléculas pequefias)®, OPLS°:, CHARMM?,
AMBER?® y GROMOS#* dirigidos para estudiar macromoléculas. Asimismo, se han
desarrollado versiones polarizables de estos uUltimos cuatro campos de fuerza
mencionados. También debe considerarse que estos campos de fuerza
evolucionan, ya sea incorporando u optimizando parametros, por lo tanto, existen
diferentes versiones disponibles, por ejemplo, amber99ffsh®s, CHARMM36m?®,
GROMOS45A3, etcétera.

En el presente trabajo, se han utilizado los campos de fuerza de CHARMM36m y

CGgenFF, por lo que a continuacion se detallan sus funciones.

De manera general, la funcion de energia potencial de los campos de fuerza de

CHARMM?® para macromoléculas es la siguiente:
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Vr) = Z ky(d—dg)? + z ko (6 — 0,)2 + Z k(1 + cos(ng — o)) +

enlaces angulos diedros
2 qiq;
2
Z ky (Y —Po)* + z kyg(r1s —T130) + Z -
impropios Urey—Bradley No enlazantes bty
12 6
Runinij Ronin,is
22 min,ij
+e ( -2 £ Vo)
Tij Tij .
residuos

En la ecuacion anterior, la fraccion intramolecular de la funcion de energia
potencial incluye los términos para enlaces, angulos, torsiones, diedros impropios
y un término de Urey-Bradley. Este ultimo, es un potencial armédnico, en el cual la
variacion de la energia para la flexion de un angulo se describe como una funcion
de la distancia entre los &tomos en la posicion 1-3 en interacciones no enlazantes.
Este término proporciona una pequefia mejora en los modos vibracionales de los
compuestos. Por otro lado, los términos intermoleculares incluyen las
interacciones electrostaticas y de Van der Waals, donde Rminjj €s el radio en el
Lennard-Jones, rij es la distancia entre los atomos i y j y ¢ij es la profundidad del
pozo o well depth. El dltimo término incorpora un mapa de energia diedro 2D
denominado CMAP, que se utiliza para la correccion torsional del esqueleto en las

proteinas y péptidos®s.

CHARMM36m es un campo de fuerza mejorado para proteinas plegadas e
intrinsecamente desordenadas, en donde el potencial CMAP del esqueleto ha sido
optimizado, garantizando un ajuste 6ptimo en las energias de las torsiones del
esqueleto de las a-hélices. Otra mejora involucra la descripcion de las
interacciones tipo puente salino que se establecen entre los grupos guanidinio y
carboxilato empleando un término llamado NBFIX, el cual conduce a interacciones
tipo puente salino mas realistas. Ademas, asegura que solo se modifique las
interacciones entre arginina-aspartato y arginina-glutamato, entre tanto las
interacciones de estos residuos con otros aminoacidos, agua o iones no se ven

modificadas®.

Por otra parte, el campo de fuerza general de CHARMM, llamado CGenFF, fue

desarrollado para simular moléculas organicas similares a farmacos, siendo
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compatible con los campos de fuerza de CHARMM para macromoléculas, por lo
tanto, utiliza una funcion de energia potencial similar a los otros campos de fuerza
de CHARMM. Este campo de fuerzas es extensible a grupos quimicos que no se
encontraban en el campo de fuerza. En consecuencia, se espera que CGenFF
tenga una cobertura mas completa de espacio quimico. Finalmente, se ha
mostrado que este modelo reproduce con precisibon datos geomeétricos,

vibracionales y energéticos®.

2.4.2.2 Métodos de integracion

Las ecuaciones de movimiento de Newton se integran usando algoritmos
desarrollados con base en los métodos de diferencias finitas. Este método
consiste en sustituir un intervalo de tiempo infinitesimal dt por un intervalo de
tiempo finito At, por lo general, este intervalo comprende entre uno y diez
femtosegundos (10~1° segundos). De esta manera las ecuaciones de movimiento
se resuelven paso a paso, integrandolas en cada intervalo At. En cada paso se
calculan las fuerzas sobre los atomos, en donde se asume que son constantes en
este intervalo de tiempo, y se combinan con las velocidades y posiciones de ese
momento para generar un nuevo estado. Una vez sucedido esto se actualizan las
fuerzas ejercidas sobre cada atomo, y asi sucesivamente hasta generar toda la
trayectoria®.

Uno de los algoritmos mas utilizados es el algoritmo de Verleti, ya que permite
evaluar en el mismo instante las posiciones y velocidades de todos los atomos
respetando las simetrias fundamentales de las ecuaciones de Newton, asimismo
ofrece una buena estabilidad para pasos de tiempo relativamente grandes. Este
algoritmo resulta de la combinacion de dos series de Taylor para las posiciones

del paso nuevo (t+Af) y previo (t-Af) como se muestra a continuacion:

_ dx(t) 1d%x(t) pop , 1d%%() o3,
x(+AL) = x(t) + — At + o —=AtT + ——= At +

2 3
dx(®) £ 4 1d X(O) pp2 LX) py3 + o

x(t —At) = x(t) - dt 2 dt? 31 dt3

Al sumar ambas series se obtiene el algoritmo de Verlet para la posicion:
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x(t + At) = 2x(t) — x(t — At) + a,(t)At?
Donde “a” corresponde a la aceleracion que se obtiene mediante |la derivada de la
funcién de energia potencial respecto a las coordenadas. Una caracteristica de
este algoritmo es que las velocidades no son necesarias para generar las
trayectorias. Sin embargo, si son requeridas para determinar la energia cinética
del sistema, por lo tanto, la ecuacion empleada para conocer la velocidad es la

siguiente:

x(t + At) — x(t — At)
2At

v, () =

2.4.2.3 Ensambles

Para comenzar una SDM, se requieren datos iniciales como la geometria del
sistema, el potencial de interaccion y algunas constantes que definen el colectivo
de microestados sujetos a una restriccion extensiva o también conocido como
ensamble®1t, Existen diferentes tipos de ensamble que son usados en dindmica

molecular, los cuales se listan en la tabla 3.

Ensamble Grados de libertad Condicion

Microcanonico N, V, E Energia constante

Canonico N,V, T Temperatura constante

Isobarico-Isoentalpico N, P, H Entalpia constante

Isobarico-Isotérmico N,P, T Temperatura y presion
constante

Tabla 3. Tipos de ensambles usados en dinamica molecular, donde N es el nimero de particulas,
V es el volumen, E es la energia, T corresponde a la temperatura y H a la entalpia. Recuperado

delOll

2.4.2.4 Condiciones periddicas de la frontera (periodic boundary conditions, PBC)

La implementacion de condiciones periddicas de la frontera consiste en simular un
pequefio numero de atomos dentro de una celda principal, que esta rodeada por
réplicas de esta, de tal manera que se genera un sistema periédico infinito (ver
figura 3). La celda principal es aquella que contiene las moléculas del sistema que

se van a simular. Existen diferentes tipos de geometrias de celda que suelen
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emplearse en SDM, tales como cubica, octaedro truncado, prisma hexagonal y

dodecaedro rémbico principalmentess2,

Solo los atomos que se encuentren en la celda principal se toman en cuenta
explicitamente. Sin embargo, cuando un atomo abandona la celda principal por
una de sus caras, su imagen de la cara opuesta entra a la celda principal para
remplazarlo. Un procedimiento que surge como consecuencia del uso de PBC es
el criterio de minima imagen, el cual considera que un atomo debe interactuar
solamente con una de las imagenes de otros atomos, la cual debe ser la mas

cercana al atomo original, esto puede ilustrarse en la figura 48,

.l‘ .“ .“
YRy IRY
V009 V00
e VWO N0V

Voo
eV

Figura 4. Criterio de convencién de

Figura 3. Representacion esquemética de
las PBC. Recuperado dess. minima imagen.

2.4.2.5 Etapas de las SDM
Las diferentes etapas que componen una SDM (ver figura 5), se describen a

continuacion:

En la preparacion del sistema se establece la conformacion inicial, se elige el
campo de fuerza adecuado para el sistema, y se afladen moléculas de agua y
iones. Posteriormente, se realiza un proceso de minimizacion de la energia, con el
objetivo de ajustar la geometria de la estructura, de tal manera, que se encuentre
una conformacion energéticamente estable. En la etapa de equilibrio, se busca un

equilibrio energético, en donde la energia permanece casi constante. Se pueden
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emplear diferentes ensambles (ver tabla 3), sin embargo, los mas usados son NVT
(numero constante de particulas “N”, volumen “V” y temperatura “T") y NTP
(numero constante de particulas “N”, temperatura “T” y presion “P”), efectuandose
dos etapas de equilibrio. Una vez que se ha alcanzado el equilibrio a temperatura
y presion deseadas, se realiza la produccion de la dinamica, la cual puede ir desde
picosegundos hasta segundos, la eleccion del tiempo de simulacién dependera del
tipo de sistema que se esta estudiando. Esta ultima etapa es la que requiere
mayor costo computacional, ya que se realiza el calculo de fuerzas y se genera la
trayectoria resultante.

Preparacion Minimizacion Equilibrio Produccion
del sistema de energia
9 (NVT, NPT)
Minimizacion Equilibrio Produccion

Figura 5. Etapas de una simulacién de dindmica molecular. Modificado de?0,

2.4.2.6 Softwares de SDM

Existe una gran variedad de programas para realizar SDM. Entre las opciones mas
populares y confiables estan GROMACS03.104. NAMD?5, AMBER6.107 . CHARMM?Z8,
los cuales no deben confundirse con los campos de fuerza. La mayoria de los
softwares de dinamica molecular admiten mdultiples campos de fuerza, también
cada programa contiene herramientas de analisis que permiten calcular una
amplia gama de propiedades a partir de las trayectorias. Asimismo, existen
programas auxiliares que permiten un analisis mas detallado de las propiedades
medidas en las trayectorias, tales como VMD° R0 MDAnalysistitii2,

g_mmpbsal’3, entre otros.
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2.4.2.7 Andlisis de trayectorias de SDM

Una vez que se ha ejecutado una SDM, es importante hacer un adecuado analisis
de los datos que se pueden extraer de las trayectorias para poder responder las
interrogantes que se tienen sobre el sistema en cuestion. A continuacion, se
describirdn algunas métricas de evaluacion que permiten determinar el

comportamiento de un sistema simulado.
Raiz de la desviaciéon cuadratica media (Root Mean Squared Deviation, RMSD)

El RMSD es la medida mas utilizada para determinar la similitud estructural en
biologia. Entre sus principales aplicaciones destaca el monitoreo de cambios
estructurales en simulaciones de plegamiento y dindmica de proteinas, evaluar la
calidad de esquemas de prediccién de estructuras, comparar la diversidad de

estructuras de modelos derivadas de experimentos, etcéterali4,

Esta medida consiste en calcular la distancia media cuadratica minima de los
atomos de una estructura con respecto a otra que tenga los mismos atomos,
empleando las coordenadas atomicas. La ecuacion con la que se obtiene el valor

de RMSD es la siguiente:

N 2
: 1

RMSD (S;,S;) = min _z N

N Mk T

k=1
Donde N es el numero de atomos en la estructura, los subindices i,j indican
estructuras diferentes y r es un vector que representa las coordenadas espaciales
de un atomo dado. Se ha establecido que dos estructuras son muy semejantes si

su valor de RMSD es menor a 2.0 A5,

El RMSD en SDM de proteinas puede determinarse con los atomos del esqueleto,
carbonos a, en donde se pueden comparar las conformaciones a los diversos
tiempos con respecto a la conformacion de inicio, de tal manera que se puede

monitorear los cambios que se generaron durante el periodo de simulacion.
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Otra manera de realizar un andlisis de RMSD de una trayectoria es haciendo una
comparacion de todos contra todos o Pairwaise RMSD. De esta forma se puede
obtener informacion sobre la similitud mutua, y poder observar los periodos de

tiempo en los que existe similitud y variacion estructural entre si.
Raiz de la fluctuacion cuadratica media (Root Mean Squared Fluctuation, RMSF)

A diferencia de RMSD, RMSF es una medida que permite analizar la flexibilidad
de una proteina, ya que representa la fluctuacién u oscilacién de las posiciones
atomicas de sus aminoacidos. Por lo tanto, con esta métrica se puede determinar
cuales son las regiones mas moviles de una proteina y como se ve afectada esta
movilidad en presencia de un ligando u otra proteina. La ecuacién con la que se

obtiene el RMSF se muestra a continuacionis:

T 2

T
RMSF, 1 z 1
L= |= - —— ) =
l Tj_l rij T rik

Donde T es el nimero total de frames o conformaciones, r es un vector de la

posicion espacial de un dtomo i en los frames j y k.
Radio de giro (Rg)

El radio de giro (Rg) es un indicador que describe la conformacién de equilibrio de
un sistema, el cual determina la compacidad de una proteina. El empaquetamiento
espacial de los residuos es un factor importante en la estabilidad de las proteinas.
La variaciébn del empaquetamiento estara determinada por el tamafio de la
proteina, la composicién de aminoacidos y el tipo de estructura secundaria que

forman?1s,

El Rg de un grupo de atomos se define como la distancia cuadratica media de
cada atomo de la molécula a su centro de masa, tal como se describe en la

siguiente ecuaciéoni’;
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N N 2
R, = z [1}-— Eri/N /N
J=1 i=1

Donde ri y rj son los vectores de posicion de los atomos iy j, y N es el nimero de

atomos.
Energia libre de unién

La determinacion de la afinidad de union de los complejos moleculares mediante
calculos de energia libre de unién utilizando enfoques computacionales es de gran
importancia, ya que permite conocer o identificar moléculas novedosas que
puedan unirse a receptores diana y actuar como farmacos terapéuticos. Asimismo,
permite estudiar el reconocimiento molecular, el cual juega un papel importante en
las vias de transduccién de sefales, etcétera. Estos enfoques son el de
integracion termodinamica (Tl), perturbacion de la energia libre (FEP), energia de
interaccidn lineal (LIE), mecanica molecular del area de superficie de Poisson-
Boltzmann (MM-PBSA) y del &rea de superficie generalizada de Born (MM-GBSA).
Sin embargo, Tl y FEP son los mas estrictos, pero también los més costosos
computacionalmente, por otro lado, LIE y MM-PBSA son computacionalmente mas
eficientes, ya que determinan la energia libre empleando un conjunto de

estructuras en los estados inicial y final113118,

En este trabajo se decidié optar por el enfoque de mecanica molecular del area de
superficie de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA). Este enfoque es uno de los mas
populares y utilizados para calcular la energia de uniébn de complejos
biomoleculares, tales como proteina-ligando, proteina-proteina, DNA-proteina,
etcétera. MM-PBSA combina conformaciones de SDM con solvente explicito junto
con estimadores de energia basados en modelos de solvente implicito. EI cambio
de la energia libre empleando este enfoque considera tres términos energéticos.
El primero corresponde al cambio de la energia potencial en el vacio, el cual
considera términos enlazantes como energia de enlace, angulo y torsion, asi como

términos no enlazantes como energias de Van der Waals e interacciones
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electrostéticas. El siguiente término involucra a la energia de solvatacion polar y
no polar usando modelos de solvatacion implicita. Finalmente, el tercer término

considera las contribuciones entrépicas?®.

Una herramienta que emplea el método de MM-PBSA para la estimacion de la
energia libre de union, es el software g_mmpbsa!3, el cual es compatible con el

paquete de simulacion de GROMACS y es de acceso libre.

Este software considera, en términos generales, que la energia libre de union para

un complejo esta dada por la siguiente ecuacion:

AGunién = AGcomplejo - (AGproteina + AGligando) (1-0)

Por otro lado, el AG de cada componente de la ecuacion 1.0 esta dado por:

AGy, = (EMM> —TS + (AGsolvatacic'm> (2-0)

Donde x es la proteina, ligando o complejo proteina-ligando, (Emv) es la energia
potencial promedio de la mecénica molecular en el vacio. El término TS se refiere
a la contribucidon entropica a la energia libre en el vacio, donde T y S
corresponden a la temperatura y la entropia, respectivamente. El Gltimo término es
la energia libre de solvatacién. Con respecto a EMM esta se determina con la

siguiente ecuacion:

Eym = Egniazantes T (Evdw + Eelec) (2-1)

Donde Eeniazantes cOrresponde a las interacciones de enlace, angulo, diedros e
impropios, mientras que Evaw Y Eelec Se obtienen empleando una funcion de

potencial de Coulomb y de Lennard-Jones respectivamente.

La energia libre de solvatacion se calcula empleando un modelo de solvente

implicito y esta se estima con la siguiente ecuacion:

AGsolvataci(m = AGpolar - AGno polar (2-2)

Donde AGpolar Y AGno polar cOrresponden a las contribuciones electrostaticas y no
electrostaticas a la energia libre de solvatacion. AGpolar representa el término

electrostatico y se obtiene resolviendo la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB)
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4mp’ (1)
kT

Donde ¢(r) es el potencial electrostatico, £(r) es la constante dieléctrica, y p' () es

Vle(r)Vo(r)] — e(r)K(r)?sinh[p(r)] + =0 (2.2.1)

la densidad de carga fija. El término K(r)? depende de la fuerza i6nica de la

solucién.

Por otra parte, el término no electrostatico AGno polar puede estimarse utilizando
varios modelos, sin embargo, en este trabajo se utiliz6 el modelo de area de
superficie accesible al solvente (SASA). Este modelo se basa en el supuesto de
que el SASA tiene una dependencia lineal de AGno polar, por lo tanto, este término

se estima de la siguiente manera:

AGno potar = YA+ B (2.2.2)

Donde y es un coeficiente relacionado con la tension superficial, A es el SASAy B

es un pardmetro de ajuste.

Finalmente, este software también puede realizar la descomposicién de la energia
de unién para determinar la contribucion energética por residuo. En primer lugar,
los términos energéticos Emm, Gpolar Y Gnonpolar de los atomos individuales se
calculan cuando se encuentran unidos y no unidos y después se determina su

contribucion a la energia de union del residuo, como se muestra a continuacion:

n
AREE — Z(Aiunido _Ailibre) (30)
i=0

Donde Ai unido y Ai libre corresponden a la energia del i-ésimo atomo del residuo
x en las formas unidas y no unidas respectivamente, mientras que n es el nimero

total de &tomos en el residuo.

La contribucion energética de todos los residuos debe ser igual a la energia libre

de union (AGynisn)-

Hasta el momento se ha mencionado la importancia de las proteinas en los
procesos biolégicos de los seres vivos, asi como la relevancia de las IPP y se han

descrito algunos métodos experimentales y computacionales para poder
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identificarlas. Ahora se trasladaré esta informacién para el estudio de una proteina

de interés con relevancia fisioldgica y clinica.

2.5 AKR1B1 como blanco terapéutico

2.5.1 Superfamilia de las aldo-ceto reductasas (AKR’s).

Las aldo-ceto reductasas (AKR’s) son una superfamilia de enzimas que se
agrupan en quince familias de acuerdo con el porcentaje de identidad entre ellas.
Una de sus principales caracteristicas es que catalizan reacciones de Oxido-
reduccion involucradas en la biosintesis, metabolismo intermediario y la
destoxificacion. Los principales sustratos sobre los que actian son aldehidos con
relevancia biol6gica como: glucosa, esteroides, productos de la peroxidacion

lipidica y productos finales de la glicosilacion?.

Dentro de la primera familia de las AKR’s, se encuentra la subfamilia de las
aldosas reductasas (AKR1B), que son enzimas citoplasmaticas que catalizan la
reduccion de varios aldehidos. Las proteinas que son miembros de esta subfamilia
tienen una alta similitud estructural y un porcentaje de identidad de secuencia

mayor al 70%.

En humanos hay dos miembros de esta subfamilia que han sido muy estudiados y
caracterizados, la aldosa reductasa (AKR1B1) y la reductasa del intestino delgado
(AKR1B10). Los genes de AKR1B en humanos se encuentran en el cromosoma
7933-35 y son expresados principalmente en intestino delgado, colon, higado, timo
y glandulas suprarrenales. Por otro lado, hay tres miembros de esta subfamilia que
son de origen murino, la aldosa reductasa (AKR1B3), proteina del conducto
deferente dependiente de andrégenos “MVDP” (AKR1B7) y factor de crecimiento 1
dependiente de fibroblastos “FR-1" (AKR1B8). Se sabe que la funcion principal de
AKR1B1 y AKR1B10 es la reduccion de glucosa a sorbitol y de retinal a retinol
respectivamente, mientras que la aldosa reductasa murina cataliza la reaccién de
conversion de D-treo-aldosa a D-treo-aldono-1,5-lactona. El miembro AKR1B7
reduce principalmente prostaglandinas. Se ha analizado que la diferencia en la

especificidad de sustrato entre estas enzimas se debe a una pequefia variabilidad
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en los residuos que componen el extremo C-terminal de la estructura

tridimensional19.120.121

En este trabajo nos enfocaremos en la aldosa reductasa humana AKR1B1, ya que
se ha convertido en un blanco terapéutico muy prometedor para el tratamiento de
diversas patologias. En el siguiente apartado se abordara mas a fondo sobre las

caracteristicas estructurales, fisiologicas y clinicas de esta proteina.

2.5.2 Aldosa Reductasa (AKR1B1): estructura y funcion

La aldosa reductasa humana AKR1B1 contiene 315 residuos de aminoacidos y
tiene una masa molecular de 36 kDa. Adopta un plegamiento estructural de tipo
barril B/a, el cual estda compuesto por ocho ldminas betas paralelas y ocho
segmentos periféricos con estructura a-helicoidal adyacentes. El sitio catalitico se
encuentra en el nucleo del barril (ver figura 6). Con respecto al mecanismo de
catalisis para la reduccién de aldehidos, sigue una ruta secuencial y ordenada (ver
figura 7), en donde el NADPH se une primero, subsecuentemente lo hace el
sustrato. Al darse la union de la enzima con el NADPH se induce un pequefio
cambio conformacional, generando un movimiento para cubrir una fraccion de la
coenzima, de tal manera que se asegura como si fuese un cinturén de seguridad.
El producto se forma en dos pasos. En primer lugar, se realiza la transferencia del
hidruro pro-R (proquiralidad R) del NADPH al carbono carbonilo del sustrato.
Luego se dona un proton para reducir el grupo carbonilo a un alcohol. Se han
hecho numerosos estudios de simulaciones de mecanica cuantica combinadas
con mecanica molecular QM/MM, para establecer qué residuo de la enzima actla
como donante de protones, y se ha establecido que la Tyr48 e His110 pueden
desempeniar esta funcion. Sin embargo, algunos autores han concluido que la
Tyr48 sea el donador de protones mas probable. Una vez que se ha liberado el
alcohol se genera un segundo cambio conformacional para liberar la coenzima

oxidadarz2123,
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Figura 6. Estructura tridimensional de AKR1B1 (cédigo PDB:6F7R). Panel A representacion
esquematica de diagrama de liston de AKR1B1. El panel B muestra el sitio catalitico de la enzima,
destacando los residuos como posibles donadores de H (Tyr48 e His110) y el cofactor NADPH en

representacion de bastones. Figura generada con PyMOL.

NADPH ALD ALOH NADP*
AKR1B1  AKR1B1- —» AKR1B1*-  AKR1B1*- AKR1B1*- —— AKR1B1- AKR1B1
NADPH <—— NADPH NADPH-ALD NADP* ¢ NADP"

AKR1B1*-
NADP*-ALOH

Figura 7. Mecanismo de reaccion secuencial y ordenado para la reducciéon de aldehidos por medio
de AKR1B1. Nota: AKR1B1* representa el cambio conformacional después de la union de NADPH,

ALD y ALOH representan a las moléculas de aldehido y alcohol respectivamente. Modificado del23,

Las principales funciones de la aldo-ceto reductasa humana AKR1B1 en tejidos
normales, consiste en la reduccion de glucosa a sorbitol dependiente de NADPH
de manera irreversible (ver figura 8). Esta es la primera reaccion de la via de los
polioles y constituye el paso limitante de esta via. En condiciones glucémicas
normales solo un pequefio porcentaje de glucosa se metaboliza en esta via
(kcavkmd'cosa AKR1B1 = 6.9 M1s1)14, debido a que la mayoria se fosforila por la
hexocinasa “HK” (kcavkm9c®s2 HK1= 1.7*108 Ms?; HK2= 0.9*108 Ms?, HK3=
4.2*10% M1sty HK4= 8.2*10% Ms1)125, produciendo glucosa-6-fosfato, el cual es
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un intermediario importante en la glucdlisis y via de las pentosas fosfato.
Asimismo, esta enzima también se encarga de reducir los productos de la
peroxidacion lipidica que se conjugan con glutation (GSH), generando especies
involucradas en la activacion de la via del factor nuclear NFkB. Finalmente,
AKR1BL1 participa en el metabolismo de prostaglandinas, catalizando la conversion
de PGH2 en PGF2a1.

NADPH NADP+
—

Glucosa \ / Sorbitol

Fosfolipidos —| ARA ™| PGH2  — AKR1B1 e PGF2a
Peroxidacion | | pyNg L. GS-HNE / \ \ GSDHN —  PKC

lipidica

Figura 8. Principales reacciones que cataliza AKR1B1. Nota (ARA: &cido araquidénico, PG:
prostaglandina, HNE: 4 hidroxinonenal, GS-HNE: 3-glutationil-4-hidroxinonanal, GSDHN: 3-

Fructosa

glutationil-1,4-dihidroxinonano, PKC: Proteina cinasa C y ROS: especies reactivas de oxigeno).
Modificado de?s.

2.5.3 AKR1B1 como blanco farmacolégico en diversas patologias

2.5.3.1 Complicaciones Diabéticas

Esta enzima es de importancia clinica debido a que en condiciones de
hiperglucemia hay una actividad incrementada de la via del poliol, lo que genera
una mayor formacion de sorbitol y consumo de NADPH que conlleva a estrés
osmoético y oxidativo, lo cual origina diversas complicaciones diabéticas como
retinopatia y nefropatia. La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
mediante la via del poliol en condiciones de hiperglucemia puede deberse a
diversos mecanismos. En primer lugar, hay un alto consumo de NADPH debido a
la alta actividad de AKR1B1, el cual es un cofactor necesario para algunas

enzimas encargadas de la defensa antioxidante, tales como la glutation reductasa
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que se encarga de catalizar la reduccion de glutation oxidado (GSSG) a glutatién
reducido (GSH), que es utilizado por la enzima glutation peroxidasa para la
reduccion del peroxido de hidrégeno. En segundo lugar, la conversion de sorbitol
en fructosa genera NADH, el cual es un sustrato de la NADH oxidasa que conduce
a la formacion de anion superéxido, asimismo la fructosa puede aumentar la
produccion de productos finales de glicacion avanzada (AGE), que eventualmente

conlleva a la formacién de ROS2127,

2.5.3.2 Rol de AKR1B1 en enfermedades inflamatorias

AKR1B1 juega un papel relevante en diferentes patologias inflamatorias como
sepsis, asma, aterosclerosis, entre otras, debido a que produce mediadores
inflamatorios al reaccionar con los productos de la peroxidacion lipidica, lo cual da
lugar a la activacion de cascadas de sefializacion inflamatorias2128, Por ejemplo, se
conoce que esta enzima metaboliza los productos de la peroxidacion lipidica, tales
como el 4-hidroxinonenal (HNE), el cual puede conjugarse con glutation
produciendo 3-glutationil-4-hidroxinonanal (GS-HNE), que al reducirse mediante la
actividad de AKR1B1 se convierte en 3-glutationil-1,4-dihidroxinonano (GS-DHN),
lo que a su vez puede promover la activacion de la via de la fosfolipasa C/proteina
cinasa C (PLC-PKC), estimulando la produccion del factor nuclear NFkB. Este
altimo puede actuar como factor tisular para la expresion de la ciclooxigenasa 2
(COX2), que se encarga de convertir el &cido araquiddnico en prostaglandina H2
(PGH2), que posteriormente se convierte en prostaglandina F2a (PGF2a)

mediante AKR1B1. El aumento en PGF2a favorece el proceso de inflamacion26127,

Finalmente, se ha estudiado que el factor nuclear NFkB es regulador de varios

genes involucrados en la inflamacion y cancer.

2.5.3.3 AKR1B1 en cancer.

Debido a las diversas funciones de AKR1B1 en diferentes procesos como el
metabolismo de la glucosa, productos de peroxidacion lipidica y sintesis de
prostaglandinas, que conllevan a la formacion de ROS y especies inflamatorias, se
ha relacionado la expresion de esta enzima con diferentes tipos de cancer (ver

tabla 4)*. Se ha reportado que AKR1B1 se sobre-expresa y tiene actividad
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incrementada en diferentes tipos de cancer como cervical, mama, ovario, colon,
entre otros (ver tabla 5)2. Diversos estudios han determinado que la expresion de
esta enzima esta fuertemente relacionada con la transicion epitelio-mesénquima
(EMT) en la que las células cancerosas adquieren un fenotipo invasivo y

guimioresistentess.

Tipo de cancer Fold change(s) vs Valor p global
tejido normal, por
estudio
Cerebro (astrocitomas) 2.31, 1.96, 1.96, 1.39, 0.002
1.27,1.22
Cerebro 2.15, 1.31, 1.23, 1.21, 0.002
(glioblastomas) -1.64
Cervical 2.90, 2.12,2.09, 1.14 1.32E-06
Colon 1.07,-1.50, -1.28 0.118
Esofégico 452, 2,99, 1.88, 1.54, 9.19E-04
1.29
Gastrico 1.18, 1.06, 1.04 0.116
Cabezay cuello 2.61,1.77,1.76, 1.41 4 44E-04
Rifién 3.11, 3.00, 2.85, 2.59, 3.61E-05
2.42,2.01,1.90
Leucemia (aguda de 5.32,2.39,2.31,1.92 6.95E-36
células B)
Leucemia (aguda de 4.52,1.52,-1.02 1.91E-13
células T)
Leucemia (crénica) 1.27,1.26, -1.48 1.47E-09
Higado 2.19,1.28,1.22, 1.09 0.066
Pulmén 1.02, -2.43, -1.25, 0.374
(adenocarcinoma) -1.19
Pulmén (escamoso) 1.42,-1.24, -1.11 0.593
Linfoma 1.86, 1.33, 1.26 0.016
Melanoma 2.43,1.74,1.03 0.006
Pancreas 1.74, 1.74, 1.43, 1.41, 0.069

1.35
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Vejiga 1.77,1.26, 1.09 0.007

Tabla 4. Expresion de mRNA de AKR1B1 en diferentes tipos de tumores y neoplasias
hematoldgicas contenidas en la base de datos Oncomine. Nota: (el valor de p fue determinado con
la prueba estadistica de t-student, cuyos valores menores a 0.05 se consideran significativos).
Modificado de*.

Tumor Inmuno-deteccion Actividad especifica
(unidades de (umol NADPH
densitometria) oxidado/h/100 mg proteina)
Area no tumoral

Mama (5) ~40 12.7 + 3.19

Cérvix (4) ~25 13.3+3.07

Ovario (4) ~35 14.7 + 3.61

Colon (4) ~15 10.7 +4.49

Area tumoral

Mama (5) ~65 26.1 + 5.29*
Cérvix (4) ~35 25.4 + 2.58*
Ovario (4) ~45 26.5+2.37*
Colon (4) ~20 32.2 + 7.06*

Tabla 5. Expresién y actividad especifica de AKR1B1 en &reas no tumorales y tumorales de tejidos
cancerosos humanos (nota: los valores corresponden a la media + desviacién estandar y el nUmero
de muestras se da entre paréntesis. Asimismo, el * indica que la actividad especifica en muestras
tumorales es significativamente diferente de los valores del area no tumoral (prueba t de Student;
p<0,05)). Reportado porl2e,

En el estudio de Xuebiao Wu y colaboradores® mostraron que existe una
correlacion entre la sobre-expresiéon de AKR1B1 con el cancer de mama triple
negativo en donde se predice un mal pronostico. También se determind que la
expresion de AKR1B1 altera la expresion de marcadores de EMT, para esto se
analizé la expresion de E-cadherina que es un marcador molecular de tejido

epitelial en células MDA-MB231 (células epiteliales de cancer de mama triple

59| Pagina



ANTECEDENTES

negativo) y SUM159 (células mesenquimales de cancer de mama triple negativo)

con el gen de AKR1B1 expresado y silenciado.

Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de la expresion de
AKR1B1 provocO un aumento significativo en la expresion de E-cadherina en
ambas lineas celulares. Por el contrario, en las células que expresaban AKR1B1,
la E-cadeherina se encontrd a la baja, lo cual se vio reflejado en una mejora de la
migracion e invasion de las células de cancer de mama en algunos ensayos. Estos
resultados sugieren que la expresion de AKR1B1 favorece el fenotipo de EMT.
Asimismo, propusieron que AKR1B1 regula la EMT a través de un circuito de
retroalimentacion positiva mediado por Twist2, el cual actta como un activador
transcripcional para inducir directamente la transcripcion de AKR1B1. En las
células de cancer de mama triple negativo, la expresion de AKR1B1 se regula por
el incremento de Twist2, y como ya se ha mencionado anteriormente, la expresion
de AKR1B1 conlleva a la activacion del factor nuclear NFkB, que a su vez

incrementa la expresién de Twist2, induciendo la EMT.

En otro estudio realizado por Paolo Ceppi y colaboradores® también se mostro la
correlacion entre la expresion de AKR1B1 y el fenotipo EMT en células
cancerosas. Analizaron la expresion de marcadores de EMT debido a la expresion
de AKRI1B1 y lo relacionaron con la capacidad migratoria celular, tasa de
crecimiento y formacion de colonias, debido a que son caracteristicas distintivas
de la EMT. Para esto analizaron la expresion de E-cadherina y vimetina que es un
marcador molecular de tejido mesenquimal en células A549 (células epiteliales de
cancer de pulmadn) con el gen de AKR1B1 expresado y silenciado. Los resultados
mostraron que en las células que expresan AKR1B1 existe mayor presencia de
vimetina, por el contrario, las células que no expresaban esta enzima presentaban
mayor expresion de E-cadherina. Asimismo, los ensayos de migracion celular
indicaron que el silenciamiento de AKR1B1 disminuye la capacidad migratoria,
mientras que en los ensayos de tasa de crecimiento y formacién de colonias se

mostré una reduccién significativa en ambas mediciones. Por lo tanto, estos
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resultados sugieren que el silenciamiento de la expresion de AKR1B1 tiene un

impacto directo sobre el fenotipo de EMT.

Por otra parte, en el estudio de Jia-Xing Zhao y colaboradores® se determiné que
la sobre-expresion de AKR1B1 en hepatocarcinoma desencadena la via de
sefalizacion de AKT/mTOR a través de la interaccion con el dominio cinasa de
AKT1 y como consecuencia, se observé un aumento en la formacion de lactato y
la inflamacion hepéatica para mejorar la hepatocarcinogénesis. Asimismo,
mostraron que la sobre-expresion y eliminacion de AKR1B1, estabilizaba vy

desestabilizaba la expresion de AKT1 respectivamente.

También se determind que la sobre-expresion de AKR1B1 mejoraba de manera
significativa la proliferacion, la formacién de colonias, la migracion y la invasion de
células de cancer de higado SMMC-7721 y HepG2. Por el contrario, al silenciar la
expresion del gen de AKR1B1, se presentd una disminucién significativa de las

mismas caracteristicas.

Finalmente, Ming Bing Xiao y colaboradores® reportaron que la interaccion de
AKR1B1 con el receptor B2-adrenérgico promueve la proliferacién y dificulta la
apoptosis a través de la via ERK1/2 en la linea celular de cancer de pancreas
BXPC-3. También se ha informado que la expresién de AKR1B1 podria regular la
expresion del receptor B2-adrenérgico en un mecanismo de retroalimentacion
negativa. Por ultimo, la sobre-expresion de AKR1B1 se asocié con una menor

supervivencia en pacientes con cancer de pancreas.

2.5.4 Inhibicién farmacoldgica de AKR1B1

Por su importancia clinica, se han realizado numerosos esfuerzos para desarrollar
inhibidores farmacolégicos de la actividad de la enzima AKR1B1, tales como el
tolrestat, fidarestat, sorbinil, zopolrestat, epalrestat, ponalrestat, entre otros. Los
valores de las concentraciones inhibitorias medias (IC50) de estos inhibidores se

muestran en la siguiente tabla.
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Farmaco Blanco IC50 Referencia
terapéutico

epalrestat AKR1B1 2.00 nM 130

tolrestat AKR1B1 0.31 nM 181

fidarestat AKR1B1 18.00 nM 132

zopolrestat AKR1B1 0.31 nM 133

sorbinil AKR1B1 3.14 uM 134

Tabla 6. Valores de IC50 de inhibidores farmacolégicos de AKR1B1.

El mecanismo de inhibicion principal descrito para este grupo de farmacos es que
su union a AKR1B1 involucra dos zonas de contacto en el sitio activo: la primera
es una region hidrofilica donde se establecen los puentes de hidrogeno aceptores
cerca de la coenzima y la segunda es una zona de contacto hidrofébica en la
hendidura del sitio activo. Tanto tolrestat como zopolrestat se unen a un
compartimiento especifico en el sitio activo después de que la enzima sufre un
pequefio cambio conformacional de un asa (residuos 121-135) y un segmento
corto (residuos 298-303) cerca del extremo C-terminal creando un movimiento tipo

bisagra para acomodar y secuestrar el inhibidor3s,

<

e O
&

Cofactor

Inhibidor

Figura 9. Estructura tridimensional de AKR1B1 co-cristalizada con NADPH (color ciano) y el
inhibidor epalrestat (color morado). Figura generada con PyMol (Nota: cédigo PDB del cristal:
4JIR).
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La inhibicion farmacologica ha tenido éxito en el tratamiento de complicaciones
diabéticas y en la supresion de trastornos inflamatorios inducidos por estrés
oxidativo. Sin embargo, actualmente ningun inhibidor de AKR1B1 se encuentra en
evaluacion clinica en humanos para el tratamiento del cancer. Ademas, ningun
tratamiento muestra resultados similares a los que se observan cuando la
expresion de AKR1B1 esta suprimida. Por lo tanto, es necesario comenzar a
centrarse en el desarrollo de inhibidores enfocados en inhibir las IPP de AKR1B1
debido a que también desempefian un papel importante en el cancer y otros
procesos hioldgicos:137,

2.5.5 IPP de AKR1B1

Recientemente, Thiagarajan y colaboradores®. Reportaron que AKR1B1 compite
con la desacetilasa de histona 3 (HDAC3) para unirse al dominio DAD
(Deacetylase Activation Domain) del correpresor de receptores nucleares
(SMRT/NCOR1). Las principales consecuencias de esta interaccion incluyen la
disociacion del complejo HDAC3-DAD, conduciendo a la degradacion de HDACS3.
La reduccion de los niveles de HDAC3 se ve acompafiada de un aumento en la
actividad de PPARYy, lo que provoca a una hipertrofia cardiaca grave debido a la

acumulacion de cantidades patoldgicas de lipidos en el corazén de ratones.

El complejo HDAC3-corepressor reprime varios receptores nucleares, incluidos el
receptor de tiroides, el receptor de acido retinoico, el receptor de andrégenos, el
receptor de glucocorticoides, entre otros. Por lo consiguiente, la degradacion de
HDACS3, como consecuencia de la interaccion AKR1B1-DAD, es esencial para la
activacion transcripcional de estos receptores nucleares, asi como factores de

transcripcion como el NFkB.

La interaccion entre AKR1B1 y DAD, se demostrO de manera experimental
mediante ensayos de co-IP. En el mismo trabajo se investigdé si la interaccién
AKR1B1-DAD anulaba la actividad enzimética de AKR1B1, midiendo la actividad
enzimatica en presencia de concentraciones crecientes de una proteina
recombinante que corresponde al dominio DAD. Los resultados obtenidos

mostraron una disminucion moderada (20-30%) en la actividad enzimatica, por lo
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que estos resultados confirman que la interaccion AKR1B1-DAD no se realiza en

el sitio catalitico de la enzima.

Posteriormente, mediante métodos computacionales y partiendo de las estructuras
cristalizadas de AKR1B1 (PDB: 2DUX) y HDAC3-DAD (PDB: 4A69) los autores
identificaron una secuencia en HDAC3 (aminoacidos 28-41) que se asemeja a los
residuos 280-293 (H2) de AKR1B1 (ver figura 10). Ademas, se confirm6 de
manera experimental la disminucion de la interaccion de AKR1B1 y DAD cuando
se hizo una mutacién en la leucina 289 por alanina (L289A). Estos resultados
sugieren que la L289 es esencial para la interaccion con DAD y confirman que la
region de los residuos 280-293 (H2) es importante para mediar la IPP AKR1B1-
DAD™X. Sin embargo, aun no se ha caracterizado de manera mas detallada la
interaccion AKR1B1-DAD.

HDAC3
(9-49 aa)

Figura 10. Alineamiento estructural AKR1B1 y HDAC3-DAD. En color blanco se representa
AKR1B1, en donde la H2 es estructuralmente semejante a una regién de HDAC3 (residuos 30-39)
gue esta coloreada en rojo. El dominio DAD corresponde a la estructura en color azul. La imagen
encerrada en el 6valo grande muestra aquellos residuos que son semejantes entre ambas
estructuras (L289y Y291 en AKR1B1 y L37 y Y39 en HDAC3).
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CAPITULO Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El interés en la aldo-ceto reductasa humana AKR1B1 se debe principalmente a su
relacion con diversos tipos de cancer y otras patologias. En la literatura, se ha
destacado la importancia de la interaccion de AKR1B1 con otras proteinas, ya que
podrian jugar un papel en la EMT de células cancerosas, por lo que la modulacion
de las IPP de esta enzima se ha convertido en un objetivo terapéutico. No
obstante, esas interacciones no se han caracterizado con detalle y en la actualidad
no hay reportes de inhibidores de la IPP de AKR1B1. Esto puede deberse a la
falta de informacion estructural sobre los complejos proteina-proteina que forma

esta enzima.

Se ha reportado que AKR1B1 interacciona con el dominio DAD del correpresor de
receptores nucleares SMRT. Esta IPP es de importancia fisiopatol6gica, debido a
que promueve el desarrollo de hipertrofia cardiaca grave. Aunque se ha
determinado experimentalmente que el residuo L289 de AKR1B1 es esencial para
mantener esta interaccion, se desconoce el modo de asociacion entre estas
proteinas, asi como la identidad de otros residuos que participan en la interaccion.
Por esta razén, en este trabajo se estudié la interaccion AKR1B1-DAD, utilizando
herramientas computacionales, con la finalidad de predecir y caracterizar la
formacion del complejo estructural AKR1B1-DAD. La caracterizacion de esta
interaccion y la definicion de los residuos claves de AKR1B1 para mediar la IPP
permitird generar hipétesis sobre como desarrollar nuevos agentes terapéuticos

que interfieran con la formacion del complejo.

CAPITULO IV. OBJETIVOS
Con base en lo anterior, el objetivo general del presente proyecto consiste en
realizar el estudio bioinformatico de la IPP entre AKR1B1-DAD, con la finalidad de
dilucidar los dominios estructurales en AKR1B1 que participen en la IPP. Por lo
tanto, se espera que la informacién generada en este proyecto contribuya a un
futuro desarrollo de inhibidores de la IPP de AKR1B1.

Para lograr este objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:
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e Predecir la region de IPP del complejo AKR1B1-DAD, mediante

ensayos de acoplamiento molecular in silico.

e Estudiar la region de IPP AKR1B1-DAD, por medio de simulaciones
de dinAmica molecular y determinar de manera tedrica la importancia

energética de los residuos para la IPP mediante calculos MM-PBSA.

e Analizar la estabilidad del complejo estructural AKR1B1-DAD,
haciendo mutagénesis de alanina in silico de los residuos propuestos

como importantes.

e Proponer aquellos residuos potencialmente relevantes para el futuro
desarrollo de inhibidores de la IPP en AKR1B1.
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CAPITULO V. METODOLOGIA
5.1 Caracteristicas de hardware y software utilizados.

Se trabajo mediante conexién remota en el equipo de supercomputo “Miztli” de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Este equipo cuenta con las siguientes

caracteristicasts:
Procesamiento X86:
v" 332 nodos de computo HP Proliant SL230 y SL250.
v" Dos procesadores Intel Xeon por nodo.
v' 5312 nucleos totales de procesamiento.
v Capacidad de 118 Teraflop/s.
Procesamiento GPU
v' 16 GPUs NVIDIA M2090.
Memoria RAM
v 23 terabytes.
Almacenamiento:
v' 750 terabytes en disco duro.
v Diversos sistemas de archivos globales.

v" Almacenamiento principal distribuido basado en SFA12K de Data Direct
Networks. y LUSTRE del consorcio OpenSFS.

Red:
v" Mellanox Infiniband QDR a 40 Gbps.
v" Red de administracién Ethernet a 1 Gbps.

v" Sistema de consolas.
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Sistema Operativo:
v' RedHat Enterprise Linux.
v Scientific Linux RedHat Enterprise.

Los softwares (°) y servidores disponibles en linea utilizados (*) en este proyecto

se listan a continuacion.

Base de datos Protein Data Bank *16, CHARMM-GUI*13, DockQ°14°, GROMACS
5.0.4°141 g _mmpbsa°3, HADDOCK*774 MDanalysis®11112 mTM-align©142,
Origin(pro)v 8.0°143, PATCHDOCK*70, PRODYGY*44 PyMol 2.5°145,
RStudio®10,UCSF Chimera 1.15°146 VMD 1.9.3°109 y ZDOCK*71.147,

En la siguiente figura se representa de manera general el flujo de trabajo seguido

en este estudio y a continuacion se describira con mas detalle cada proceso
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Figura 11. Flujo de trabajo que representa de manera general la metodologia seguida en el
presente proyecto.

68| Pagina



METODOLOGIA

5.2 Caracterizacién del dominio de IPP de AKR1B1.

5.2.1 Seleccion de la estructura cristalografica de AKR1B1 para ensayos in silico

En el Protein Data Bank hay depositadas aproximadamente 125 estructuras
tridimensionales de AKR1B1 humanas co-cristalizadas con su cofactor NADPH y
otras moléculas como citrato, farmacos, etcétera, y una de ellas corresponde a la
apoenzima (1XGD). Con la finalidad de escoger una Unica estructura que se
pueda emplear para los posteriores andlisis, se realiz6 una comparacién de RMSD
con el programa mTM-align y posteriormente se utiliz6 un algoritmo de
agrupamiento para determinar si existen diferencias estructurales importantes
entre ellas. Dado que el RMSD entre las estructuras fue muy semejante, se
decidio elegir aquella estructura (6F7R) con mejores indicadores de calidad del
cristal (los cuales se describen en el capitulo de antecedentes; seccion: Protein
Data Bank), y que perteneciera al grupo mas representativo. Asimismo, se eligi6 la
estructura de la apoenzima con la finalidad de analizar el comportamiento

estructural de la proteina en presencia y ausencia de su cofactor.

Posteriormente, se efectuaron simulaciones de dinamica molecular (la
metodologia empleada para las SDM se describe en el capitulo Metodologia;
seccion simulaciones de dinamica molecular) de las dos estructuras elegidas para
analizar la dinAmica estructural de la proteina en sus formas holo y apo en un

tiempo determinado y bajo condiciones fisiol6gicas simuladas.

Al no observar diferencias estructurales considerables, se decidié trabajar con la
estructura de AKR1B1 co-cristalizada con su cofactor (PDB:6F7R).

5.2.2 Acoplamientos moleculares in silico

Para predecir el modo de union entre AKR1B1 y DAD, se realizaron acoplamientos
moleculares in silico utilizando tres servidores en linea adecuados para el
acoplamiento proteina-proteina de acuerdo con CAPRI: PATCHDOCK, ZDOCK y
HADDOCK (las caracteristicas de estos servidores se describen en el capitulo de
antecedentes; seccion: acoplamientos moleculares in silico). Antes de realizar los
acoplamientos de AKR1B1 y DAD, se llevo a cabo una validacion de ensayos de

acoplamiento, la cual consiste en determinar si un servidor o programa de
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acoplamiento es capaz de reproducir la conformacién cristalografica de un ligando
con el que la proteina fue cristalizada. Con referencia a lo mencionado, se utilizo la
estructura cristalizada del complejo HDAC3-DAD (4A69). A dicha estructura se le
eliminaron los ligandos y las moléculas de agua co-cristalizadas y se mantuvo una
estructura de las cadenas que eran idénticas (cadena A: HDAC3 y cadena C:
DAD; B y D se eliminaron), después cada estructura se guardé en un archivo
anico, posteriormente se hicieron los acoplamientos usando los tres servidores
antes mencionados, siendo HDAC3 la proteina receptora y DAD la proteina
ligando.

Finalmente, para evaluar la calidad estructural de los modelos de acoplamiento
predichos, se utilizaron los criterios que establece CAPRI (los cuales se describen
en el capitulo de antecedentes; seccion: 2.4.1.3). La determinacién de estos
criterios se realiz6 con el programa DockQ. Este programa ha mostrado reproducir
casi por completo la clasificacion CAPRI original (90-94%)w°. Asimismo,
implementa una puntuacion Unica en el intervalo de 0-1 que proviene de los
criterios Fnat, LRMS e IRMS. La estimacion de estos criterios se hace
comparando la conformacién cristalografica y las conformaciones generadas por
los tres servidores de acoplamiento, con el objetivo de verificar si los tres
servidores son capaces de generar soluciones que sean muy semejantes al modo

de unién cristalogréafico, ademas de evaluar la calidad de la prediccion.

La clasificacion de los modelos utilizando la puntuacion DockQ se muestran en la

siguiente tabla:

Calidad de la prediccion DockQ

Alta > 0.80

Media 0.49 < DockQ < 0.80
Aceptable 0.23 < DockQ < 0.49
Incorrecto 0.00 < DockQ < 0.23

Tabla 7. Clasificacion de la calidad de los modelos de acoplamiento con la puntuacion DockQ?4°,

Una vez que se comprobd que los tres servidores reproducen de manera exitosa

la conformacion del cristal 4A69, se realiz6 el acoplamiento de AKR1B1 y DAD. La
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proteina receptora fue AKR1B1 utilizando la estructura del cristal 6F7R, a dicha
estructura se le eliminaron las moléculas de agua co-cristalizadas y el cofactor
NADPH se mantuvo. Por otro lado, la proteina que actué como ligando fue DAD.
En el caso de los servidores ZDOCK y HADDOCK se puede especificar si algun
residuo es importante para establecer interacciones, y dado que se tiene evidencia
experimental de que la L289 en AKR1B1 es importante para establecer IPP,

entonces se proporciono esta informacion a los servidores

Las treinta mejores soluciones en los tres servidores se compararon mediante una
matriz de RMSD y se hizo un analisis de agrupamiento jerarquico, con el objetivo
de encontrar un modo de unién consenso. Las soluciones mejor calificadas por los
servidores presentaban un modo de unién muy similar, por lo tanto, se calcul6 la
energia de union con PRODYGY de cada una y la solucion con menor energia de

unién fue considerada como el modo de unién consenso.

Finalmente, se analizaron las interacciones de manera mas detallada empleando
PyMol y PRODYGY, a partir de las soluciones generadas por acoplamiento
molecular, de tal manera que se logré identificar una regién de residuos en

AKR1B1 donde se presentan las interacciones con mayor frecuencia.

5.2.3 Simulaciones de dinAmica molecular

5.2.3.1 SDM de AKR1B1 holoenzima y apoenzima

Antes de comenzar, se removieron los hidrégenos de las estructuras proteicas. La
SDM se realiz6 empleando el software GROMACS y el campo de fuerzas
CHARMM36m. EIl sistema se encerrd en una caja cubica y se solvatdé con
moléculas de agua siguiendo el modelo TIP3P y se adicionaron iones K*y Cl a
una concentracion ionica de 0.15 M para simular condiciones fisiologicas y se
utilizaron condiciones periédicas de la frontera. Posteriormente, se hizo un
proceso de minimizacién de la energia en 100000 pasos con el algoritmo del
descenso mas pronunciado (steepest descent). Luego el sistema se equilibré bajo
los ensambles NVT y NPT a condiciones de temperatura de 310.15 K y presion de
1 bar en, 250000 pasos (500 ps) usando termostato v-rescale y el baréstato de

Berendsen, respectivamente. Finalmente, se ejecuto la dinamica durante 500 ns a
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una temperatura de 310.15 K bajo el ensamble NPT. Las ecuaciones de
movimiento de Newton se integraron con el algoritmo de salto de rana (leap-frog)

cada 2 fs.

Las trayectorias se analizaron usando el software MDanalysis para calcular RMSD
y RMSF.

5.2.3.2 SDM de AKR1B1-DAD

Con el objetivo de caracterizar de manera detallada el modo de unidon entre
AKR1B1 y DAD, asi como determinar aquellos residuos que son mas relevantes
para la IPP en AKR1B1, se llevaron a cabo SDM del complejo estructural
AKR1B1-DAD. Para esto se utilizaron diferentes conformaciones de inicio de
AKR1B1-DAD (ver figura 12) provenientes de un alineamiento estructural de 6F7R
con 4A69 (ALN), el modo de unién consenso (MUC) predicho por los servidores de
acoplamiento molecular y un modo de unién que fue evaluado con baja puntuacion
por los servidores de acoplamiento (PATCHDOCK-96), en donde DAD se une a
una region diferente de la a-hélice H2 de AKR1B1, con el objetivo de comparar y
determinar si el modo de unién consenso predicho por los servidores es el mas
estable. Ademas de corroborar que DAD pueda o0 no unirse de manera estable a
otra region de AKR1B1.

ALN MUC PATCHDOCK-96

DAD

Figura 12. Conformaciones de inicio de AKR1B1 y DAD para SDM. En color blanco se muestra la

estructura de AKR1B1, mientras que en color azul se representa a DAD. ALN corresponde al modo
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de unién proveniente de un alineamiento estructural de AKR1B1 y HDAC3-DAD, conservando
solamente AKR1B1 y DAD. MUC es el modo de unién consenso predicho por los servidores de
acoplamiento. Finalmente, PATCHDOCK-96 fue un modo de unién predicho por el servidor
PATCHDOCK y que obtuvo una mala calificacion, cabe denotar que DAD se une a una region
diferente de la a-hélice H2 de AKR1B1.

El protocolo de simulacion fue el siguiente: en primer lugar, se eliminaron los
hidrégenos de las estructuras proteicas, posteriormente se construy6 el sistema
con la plataforma en linea CHARMM-GUI. Para esto se requirieron las estructuras
de AKR1B1 y DAD en formato PDB y con la herramienta PDB reader se generaron
los archivos de pardmetros que son reconocidos por los campos de fuerzas de
CHARMM, mientras que para el cofactor se utilizo la estructura en formato sdf y se
empled la herramienta ligand reader & modeler para generar los parametros con el
campo de fuerza CGenFF, el cual es compatible con los campos de fuerzas de
CHARMM para proteinas. Finalmente, el sistema se generd con la herramienta
Multicomponent Assembler, en el cual se combinaron las estructuras y parametros
de AKR1B1, DAD vy el cofactor.

Para preparar el sistema se generd una caja cubica, se adicionaron moléculas de
solvente TIP3P, se usOG una concentracion ionica a 0.15 M y se generaron
condiciones periddicas de la frontera. La simulacion de dinamica molecular se
realizo utilizando el software GROMACS y el campo de fuerzas CHARMM36m. La
minimizacién de la energia se llevd a cabo en 100000 pasos con el algoritmo del
descenso mas pronunciado. Luego el sistema se equilibré6 bajo los ensambles
NVT y NPT a condiciones de temperatura de 310.15 K y presion de 1 bar en,
250000 pasos (500 ps) usando termostato v-rescale y el bardstato de Berendsen,
respectivamente. Finalmente, se ejecuté la dindmica durante 500 ns a una
temperatura de 310.15 K bajo el ensamble NPT. Las ecuaciones de movimiento
de Newton se integraron con el algoritmo de salto de rana (leap-frog) cada 2 fs.

Las trayectorias se analizaron empleando el software MDanalysis para calcular
RMSD, RMSF y radio de giro. Por otro lado, se calcularon otras métricas como la
distancia entre el centro de masas, helicidad y parametro de orden con
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GROMACS. La energia libre de union se determiné mediante célculos de
MM/PBSA usando g_mmpbsa. El calculo de energia de solvatacion polar, no polar
y de mecéanica molecular en el vacio se hizo cada 0.1 nanosegundos. Asimismo,
se realizé un andlisis de la descomposicion energética por residuo para determinar

la contribucion de energia de cada residuo para establecer la union.

5.2.3.3 Mutagénesis de alanina in silico

Se hicieron seis mutantes simples de aquellos residuos de AKR1B1 que son
energéticamente relevantes para la unién con DAD (E193A, Q197A, S282A,
T286A, L289A y S290) y una mutante simple T287A, que ya se ha determinado de
manera experimental que no altera la union de AKR1B1-DAD de manera
importante. Para llevar esto a cabo, se seleccion6 como complejo WT a la
conformacion que fue mas estable en la SDM de los complejos AKR1B1-DAD

(modo de unién consenso generado por acoplamiento molecular).

Posteriormente, se produjeron mutaciones simples con ALA de los residuos
mencionados anteriormente con PyMol, generando siete nuevos sistemas que
fueron sometidos a SDM, después se hicieron calculos de energia libre de union
MM-PBSA de cada sistema y se realiz6 un andlisis de las interacciones. Esto se
hizo con la finalidad de observar como se ve afectada la unién con DAD al mutar
cada uno de estos residuos y asi determinar el papel que pueden desempefiar

estos residuos en la interaccion proteina-proteina.

5.2.4 Alineamiento multiple de secuencias

Adicionalmente, se efectlio un alineamiento multiple de secuencias con el objetivo
de observar si los residuos energéticamente relevantes para la unién entre
AKR1B1 y DAD se conservan en diferentes especies. Para la comparacion se
utilizé el programa ClustalQ y las secuencias de AKR1B1 empleadas son de
humano (Homo sapiens), raton (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus), cerdo
(Sus scrofa), chimpancé (Pan troglodytes), murciélago (Rhinolophus
ferrumequinum), pez cebra (Danio rerio) y ave (Dasyornis broadbenti). Estas
secuencias fueron obtenidas de la base de datos UniProt.
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CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Comparacion de estructuras de AKR1B1 humanas disponibles en el

Protein Data Bank
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Figura 13. Comparacion de RMSD-Ca y agrupamiento jerarquico entre todas las estructuras de

AKR1B1 humanas disponibles en el Protein Data Bank.

Las 125 estructuras cristalograficas de AKR1B1 humanas depositadas en el
Protein Data Bank se compararon mediante un analisis de RMSD de Ca y un
agrupamiento jerarquico con el algoritmo complete linkage, con la finalidad de
encontrar similitudes o diferencias estructurales que permitieran realizar una
seleccion adecuada de una estructura Unica que sirva para los posteriores analisis

de acoplamiento molecular.

En la figura 13 se observa un mapa de calor que representa un agrupamiento
jerarquico con base en los valores de RMSD entre todas las estructuras
analizadas. Se puede apreciar que la variacion en el RMSD entre todas las
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estructuras no es mayor a 2.0 A, lo cual indica que no existen diferencias
estructurales importantes en las estructuras como algun cambio conformacional
debido a la presencia de un ligando. Aunque no existan estas diferencias
relevantes, el método de agrupamiento generd dos grupos principales. Uno de
ellos contiene mas del 70% de las estructuras, por lo tanto, una estructura
perteneciente a este grupo seria representativa. En consecuencia, se eligié la
estructura 6F7R, debido a que era una de las estructuras que presentaba mejores

indicadores de calidad de cristal y resolucion (0.92 A), asi mismo pertenece al

grupo mayoritario.

Adicionalmente, se puede observar en la figura 13 que hay una estructura que es
la que presenta mayores diferencias con respecto a las demas, se trata de la
proteina en su forma de apoenzima (1XGD). Por lo tanto, se decidi6 analizar la
dinamica estructural de la proteina en ausencia y presencia de su cofactor
endégeno NADPH bajo condiciones de temperatura y presion fisiologicas,
mediante simulaciones de dindmica molecular durante un periodo de tiempo de
500 ns.
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Figura 14. En el panel A se presenta un grafico de la comparacién de RMSD del esqueleto
proteico entre las trayectorias de dinamica molecular de AKR1B1-NADPH y AKR1B1 apoenzima.
Mientras que en panel B, se muestra un grafico del RMSF de Ca. En los cuadros de color dorado
se resaltan las dos regiones de residuos que presentan mayor fluctuacion, correspondientes a
E120-T140 y L212-L228, mientras que los residuos del sitio de union a NADPH (10-19 aa), Y48 e
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H110 pertenecientes al sitio catalitico se remarcan en cuadros color cian. Finalmente, debajo del
namero de residuo hay un esquema de la estructura secundaria en la que pertenecen estos

residuos.

En la figura 14A se muestra una comparaciéon de RMSD del esqueleto proteico
entre ambas trayectorias de dinamica molecular, en donde se observa que no hay
diferencias estructurales importantes durante el periodo de simulacion, debido a
que la diferencia de RMSD entre las conformaciones no supera los 2.0 A.
Igualmente, en la figura 14B se aprecia el analisis de RMSF de Ca, donde la
fluctuacion de los residuos en ambas trayectorias es muy semejante. Las regiones
de la proteina que exhibieron mayores fluctuaciones fueron los extremos amino y
carboxilo, asi como dos asas que abarcan de los residuos E120-T140 y L212-L228
(remarcados en cuadros dorados), estos resultados son coherentes, ya que las
asas tienden a ser estructuras muy moviles en las proteinas. De igual manera, se
aprecia que los residuos Y48, H110 pertenecientes al sitio catalitico (remarcados
en cuadros cian), no presentan diferencias ni fluctuaciones considerables. Sin
embargo, aquellos residuos del sitio de union a NADPH (10-19 aa), presentan
mayor fluctuacion en AKR1B1-NADPH, lo cual puede deberse a la presencia del
NADPH.

Estos resultados sugieren que la presencia del cofactor NADPH no afecta de
manera importante la dinAmica estructural de la proteina y, por lo tanto, no deberia
representar inconvenientes trabajar con la proteina en forma de apoenzima u
holoenzima. Sin embargo, se decidi6 trabajar con la estructura 6F7R (holoenzima),
debido a que presentdé menores diferencias en el RMSD con las otras estructuras
de AKR1B1 humanas disponibles en el Protein Data Bank (ver figura 13).
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6.2 Ensayos de validacion de servidores de acoplamiento proteina-proteina.

Complejo fnat L-RMSD [-RMSD Calidad de

(A) (A) prediccion
PATCHDOCK-1 0.97 1:27 0.60 0.94 Alta
ZDOCK-1 0.94 1.43 0.63 0.92 Alta
HADDOCK-1 0.94 1.00 0.54 0.94 Alta

4A69: Referencia

Figura 15. En la figura A se presenta el analisis de agrupamiento de los modos de unién de
HDAC3 y DAD predichos por los servidores de acoplamiento molecular PATCHDOCK, ZDOCK y
HADDOCK, asi como la conformacion cristalografica 4A69. En la parte derecha se hace énfasis en
el subgrupo en donde se encuentra 4A69 y las conformaciones semejantes. En la figura B se
muestra una comparacion estructural entre 4A69 (color gris) y las soluciones mejor calificadas de
cada uno de los servidores utilizados. (PATCHDOCK color vino, ZDOCK color verde y HADDOCK
color azul). Asimismo, se presenta una tabla con la evaluacion de la prediccion siguiendo los

criterios que se establecen en CAPRI.

Mediante los ensayos de validacion se buscé que los tres servidores de
acoplamiento molecular candidatos predijeran el modo de unién del complejo
estructural HDAC3-DAD (4A69). Las soluciones mejor calificadas se compararon
con la estructura cristalografica mediante el RMSD del esqueleto proteico y se
realiz6 un agrupamiento jerarquico (ver figura 15A). En el mapa de calor se
observan dos grupos principales que presentan diferencias de RMSD muy altas

(>40.0 A), lo cual indica que los modos de unién de DAD entre los grupos se dan
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en diferentes regiones de HDAC3. Sin embargo, la finalidad de este ensayo es
comparar si hay conformaciones que reproduzcan el modo de unién
cristalografico. El modo de union cristalografico se encuentra en el grupo principal
inferior derecho. En la figura 15A se hace un énfasis en el subgrupo donde se
encuentra este modo de unién y se puede observar que algunas de las soluciones
pertenecientes a este subgrupo son PATCHDOCK-1, PATCHDOCK-2, ZDOCK-1,
ZDOCK-2, ZDOCK-4, HADDOCK-1, HADDOCK-2, HADDOCK-3 y HADDOCK-4,
los cuales son los modos de union que obtuvieron mejor calificacion por los
servidores de acoplamiento. Las soluciones mejor calificadas (#1) de cada uno de
los servidores se compararon con la referencia cristalografica siguiendo los
criterios que se establecen en CAPRI. Estos criterios son fnat, L-RMSD e I-RMSD.
En la tabla de la figura 15B, se observa que los tres complejos predichos por los
servidores de acoplamiento presentan valores de fnat, L-RMSD e I-RMSD que
estan dentro del intervalo de las predicciones de alta calidad de acuerdo con
CAPRI (ver tabla 2). Igualmente, obtuvieron una puntuacion de DockQ mayor a
0.8, lo cual indica que la prediccion de estos modelos es de alta calidad con base

en esta funciéon de puntuacion (ver tabla 7).

Finalmente, se decidié comparar de manera estructural estos modos de unién con
respecto a la conformacion cristalografica (ver figura 15B), en donde se observa
que las diferencias estructurales son minimas. Por lo tanto, estos resultados en
conjunto indican que los tres servidores lograron reproducir de manera muy similar
el modo de unién de la estructura 4A69 y, por consiguiente, estos servidores

fueron utilizados para predecir el modo de unién entre AKR1B1 y DAD.
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6.3 Acoplamientos moleculares AKR1B1y DAD

A

Complejo RMSD RMSD RMSD AG

vs PatchDock-1  vs ZDOCK-1 vs HADDOCK-1 (kJ/mol)
(A) (A) (A)
PATCHDOCK-1 0.00 3.28 3.64 -48.952
3.28 0.00 4.22 -50.208
HADDOCK-1  3.64 4.22 0.00 -56.484

Figura 16. La figura A muestra el andlisis de agrupamiento de los modos de unién de AKR1B1 y
DAD predichos por los servidores de acoplamiento molecular PATCHDOCK, ZDOCK y HADDOCK.
En la parte derecha se hace énfasis en el subgrupo que contiene algunas de las soluciones mejor
calificadas En la figura B se observan los tres modos de unién mejor calificados y que pertenecen
al subgrupo marcado en rojo. La solucion predicha por PATCHDOCK se encuentra coloreada de
vino, en tanto la de ZDOCK se muestra en color verde y la de HADDOCK en azul. Finalmente, en
la tabla se muestran los valores de RMSD entre las conformaciones de DAD y el valor de AG de

unién predicho con el servidor PRODYGY.

Se predijeron los posibles modos de unién de AKR1B1 y DAD en los servidores de
PATCHDOCK, ZDOCK y HADDOCK. Los complejos estructurales mejor
calificados se sometieron a un analisis mas detallado para establecer un modo de

unién consenso.

En primer lugar, se realizé una matriz de RMSD para comparar el modo de unién
de DAD en todas las soluciones y posteriormente se hizo un agrupamiento

jerarquico (ver figura 16A). En donde se observa que existe mucha variacion en
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los modos de union generados. En la figura 16A, se observan dos grupos
principales bien definidos cuya diferencia de RMSD es mayor a 30.0 A. En el grupo
principal que se encuentra en el centro del mapa de calor se observa que existen
dos subgrupos que se superponen. La regidbn de superposicion es la que se
sefala y se hace énfasis en el cuadro rojo. Este grupo contiene 16 de las 90
soluciones y se encuentran algunas de las mejores calificadas por los servidores
de acoplamiento: PATCHDOCK-1, PATCHDOCK-2, ZDOCK-1, ZDOCK-2,
ZDOCK-3, ZDOCK4, HADDOCK-1, HADDOCK-2, HADDOCK-3 y HADDOCK-4.
Estos modos de unién son muy similares debido a la intensidad del color azul en el
mapa de calor. Con base al criterio que establece CAPRI para el L-RMSD (RMSD
del esqueleto del ligando), el limite de corte para evaluar la similitud entre las

predicciones se establecié en 5.0 A,

Para establecer un modo de unién consenso, se seleccionaron los modos de
unién mejor calificados por los tres servidores y con menores diferencias de
RMSD (ver figura 16B) y se determind la energia libre de unién bajo una misma
funcibn de energia empleando el servidor PRODYGY. En la figura 16B se
representan los tres modos de unién seleccionados y una tabla con los valores de
RMSD entre ellos y el AG de unién calculado con PRODYGY. Se puede apreciar
gue los tres modos de unién predichos son estructuralmente similares porque sus
valores de RMSD entre las estructuras es igual o menor a 5.0 A. Dado que estos
tres algoritmos de busqueda y funciones de evaluacion diferentes arrojan
resultados similares, es posible que el modo de unién sea cercano a estas
conformaciones. Por lo tanto, con base en la energia de unién calculada, se
determiné que la solucion HADDOCK-1, sea el modo de unién consenso, debido a

que presentd el valor de AG mas favorable (-56.48 kJ/mol).

Finalmente, se analizaron las interacciones de AKR1B1 y DAD de la prediccion
consenso y se delimitd una region compuesta por tres hélices-a (ver figura 17),
gue es la responsable de mantener la mayoria de las interacciones con DAD. Esta
region estd constituida por la hélice a8 que abarca de los residuos L190-K202,

también esta presente la hélice a7 a partir del residuo R250 a N257 y finalmente la

8l|Pagina



RESULTADOS Y DISCUSION

hélice H2 compuesta por los residuos L280-R293, de la cual ya se sabe
experimentalmente que uno de sus residuos (L289), es relevante para la

interaccion con DAD.

B

N257 K202

L280 R250
L190

R293

Figura 17. Sitio de interaccién de AKR1B1 y DAD. La imagen A representa el sitio de interaccion
de AKR1B1 con DAD, el cual se compone de tres hélices-a. En la imagen B se resalta la hélice a8
gue corresponde del residuo 190 al 202 (LTQEKLIQYCQSK); la hélice a7 que abarca del residuo
250 al 257 (RFPMQRLN). Finalmente, la hélice H2 que esta compuesta por los residuos 280 al 293
(LSSQDMTTLLSYNR).

6.4 Simulaciones de dindmica molecular de complejos estructurales
AKR1B1-DAD

Para caracterizar de manera més detallada el sitio de union de AKR1B1 con DAD
y determinar que el modo de unién seleccionado es el mas estable, se realizaron
simulaciones de dinamica molecular de diferentes complejos estructurales
AKR1B1-DAD.

Dichos complejos estructurales presentan diferencias en el modo de union de
DAD. El primero de ellos llamado ALN, proviene de un alineamiento estructural de
la a-hélice H2 de AKR1B1 con una region de HDAC3 (R28-L41) que interacciona

con DAD en el cristal 4A69, en este caso HDAC3 se elimino del complejo. El
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siguiente complejo analizado es el modo de unién consenso (MUC) que fue
predicho mediante acoplamientos moleculares, y el ultimo complejo corresponde a
una solucién con baja calificaciéon por PATCHDOCK (PATCHDOCK-96) en la cual
DAD se une a otra region en la proteina. En la siguiente tabla se muestran los
valores de RMSD entre estos complejos estructurales y el AG de union calculado
con PRODYGY.

Complejo RMSD RMSD RMSD vs AG de unién
vs ALN vs MUC PATCHDOCK-96 (kJ/mol)

ALN 0.00 18.50 58.67 -46.44

MUC 18.50 0.00 47.35 -56.48

PATCHDOCK-96 58.67 47.35 0.00 -35.14

Tabla 8. Comparacion de RMSD y energia libre de uniéon entre los complejos estructurales
AKR1B1-DAD que se utilizaron en la SDM.
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Figura 18. Distancia entre los centros de masas de AKR1B1 y DAD durante SDM 500 ns. Las
lineas morada, azul y roja corresponden a los sistemas ALN, MUC y PATCHDOCK-96,

respectivamente.

En la figura 18, se presenta un grafico del andlisis de distancia entre centros de
masas de AKR1B1 y DAD durante el tiempo de simulacion de cada uno de los
complejos estructurales. En el complejo estructural ALN la distancia entre los

centros de masas se mantiene constante hasta los 250 ns, posteriormente hay un
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incremento inconstante hasta los 400 ns, esto sugiere que en este periodo de
tiempo la unién de AKR1B1 y DAD no es estable. Por otra parte, la distancia de
los centros de masas del complejo estructural MUC se mantiene totalmente
constante durante los 500 ns, lo cual indica que existe poca variacion en la
separacion entre ligando y receptor, por lo que esta unién podria ser estable. Por
el contrario, las distancias en el complejo PATCHDOCK-96 se comportan de
manera inconsistente durante todo el tiempo, esto denota que la unién entre las

proteinas no es estable.

A B .

l— — — - —— ALN —MUCT —— PATCHDOCK-98]

4 4 194

RMSD [A]
Radio de giro [A]

1 T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Tiempo [ns] Tiempo [ns]

Figura 19. El gréafico A corresponde al RMSD en funcién del tiempo del esqueleto proteico de
AKR1B1 en los diferentes complejos estructurales AKR1B1-DAD. Mientras que el grafico B indica
el radio de giro de AKRBL1. La lineas morada, azul y roja corresponden a los sistemas ALN, MUC y
PATCHDOCK-96, respectivamente.

De la misma forma, en la figura 19A se representan los valores de RMSD en
funcion del tiempo para AKR1B1. Se observa que AKR1B1 en el complejo MUC
alcanza el equilibrio durante los primeros nanosegundos, y la dinamica estructural
de la proteina se mantiene estable durante todo el tiempo de simulacion, los
valores de RMSD de los microestados no supera los 2.0 A con respecto a la
conformacion inicial y el RMSD promedio fue de 1.55 + 0.14 A. En contraste, en
los dos sistemas restantes se presentan muchos cambios con respecto a la
conformacion inicial a lo largo de la simulacion, para ALN el RMSD promedio fue
de 3.44 + 0.50 A, mientras que para PATCHDOCK-96 fue de 1.92 + 0.46 A. Sin
embargo, no se observa alguna transicion importante que indique algin cambio
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conformacional. En la figura 19B, se muestran los valores del radio de giro en
funcién del tiempo. Estos valores se mantienen constantes en los tres sistemas, lo
cual indica que la estructura espacial de la proteina es estable y compacta a lo
largo de la SDM. Asimismo, esto sugiere que la interaccion con DAD no
compromete la estabilidad de la estructura de AKR1B1.

12 ALN

PATCHDOCK-96

MUC

RMSF-Ca [A]
6)]

H2
a7

L) T s T L T 4 T . T
0 50 100 150 200 250 300
Numero de residuo
Estructura

secundaria = =Wk -~k RN~ —= R — -
AKR1B1
¢ Helice-a > Lamina-B — Asa

Figura 20. El gréafico presenta los valores de RMSF de los Ca de AKR1B1 en los tres complejos
estructurales durante la SDM. En los recuadros dorados se seleccionan las regiones de residuos
que presentaron mayor fluctuacién, mientras que en los recuadros rojo, morado y verde se sefialan
las regiones correspondientes a las hélices a8, a7 y H2, respectivamente. Asimismo, se presenta
un esquema de la estructura secundaria en la que pertenecen los residuos. Las lineas morada,

azul y roja corresponden a los sistemas ALN, MUC y PATCHDOCK-96, respectivamente.

Para comparar la fluctuacion de los residuos de AKR1B1 en los tres complejos
estructurales se realiz6 un grafico del RMSF (ver figura 20). Donde se nota que el
complejo MUC presenta menores fluctuaciones en sus residuos con respecto a los

otros sistemas, siendo el complejo ALN en donde se observa las mayores
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fluctuaciones en AKR1B1. También se aprecia que una de las regiones mas
fluctuantes en los tres complejos corresponde a un asa que abarca de los residuos
E120-T140, dicho comportamiento ya se habia observado en las simulaciones de
la proteina sola. Finalmente, en los recuadros marcados en rojo, morado y verde
que sefalan las hélices a8, a7 y H2 respectivamente, no hay fluctuaciones

grandes, lo cual indica que es una region dinamicamente estable.

A 10 1T—AwN ——MUC  ——PATCHDOCK-96 B

RMSD [A]
Fotograma

T T T T T T
0 100 200 300 400 500

C Tiempo [ns] D Fotograma

Fotograma
Fotograma

ARalr38gR8

Fotograma

Figura 21. En el gréafico A se muestra el RMSD del esqueleto proteico de DAD de la trayectoria con
respecto a la conformacion inicial. Por otro lado, en el grafico B se observa una comparacion de
RMSD y agrupamiento jerarquico entre las conformaciones adoptadas por DAD en SDM de 500 ns
del complejo ALN, mientras que C y D corresponden a los complejos MUC y PATCHDOCK-96
respectivamente. En los mapas de calor B, C y D, cada conformacion corresponde a un fotograma
en intervalos de tiempo de 1 ns. Las lineas morada, azul y roja corresponden a los sistemas ALN,
MUC y PATCHDOCK-96, respectivamente.
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En lo que respecta al comportamiento estructural de DAD durante las SDM, en la
figura 21A, se observa que el comportamiento del RMSD con respecto a la
conformacion inicial mas estable corresponde al del complejo MUC, ya que las
conformaciones adquiridas durante la trayectoria no presentan diferencias
mayores a 4.0 A con respecto a la pose de inicio, en donde el RMSD promedio de
DAD fue de 3.05 + 0.28 A. Asimismo, el panel C muestra que las variaciones entre
conformaciones a diferentes tiempos de la dinamica es baja (< 4.0 A), lo cual
sugiere que el modo de unidon de DAD es muy estable durante el periodo de
simulacion. Por el contrario, el modo de union del sistema PATCHDOCK-96 se
comportdé de manera muy inconsistente durante la trayectoria, presentando
diferencias (>4.0 A) en el RMSD entre las conformaciones de inicio con las del
final (ver panel D). También se observaron diferencias estructurales entre las
conformaciones adquiridas en la trayectoria con respecto a la conformacion inicial,
con un RMSD promedio de 4.96 + 0.92 A, estos datos indican que el modo de

unién de DAD en este sistema no es estable.

Finalmente, el modo de uniébn de DAD en el complejo ALN fue ligeramente
constante durante dos intervalos de tiempo, el primero durante los primeros 200 ns
(0-200 ns) y el segundo durante los ultimos 250 ns (250-500). Asimismo, algunas
conformaciones a diferentes tiempos presentaron diferencias con respecto a la
conformacion inicial, obteniéndose un RMSD promedio de 3.79 + 0.48 A. Esto
sugiere que el modo de unién de DAD no es estable en comparacién con el

complejo MUC.
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Figura 22. El grafico presenta los valores de RMSF de los Ca de DAD en los tres complejos
estructurales durante la SDM. En el recuadro verde se selecciona la regién de residuos que
presentaron mayor fluctuaciéon. Asimismo, se presenta un esquema de la estructura secundaria en
la que pertenecen los residuos. Las lineas morada, azul y roja corresponden a los sistemas ALN,
MUC y PATCHDOCK-96, respectivamente.

El analisis de RMSF (figura 22) muestra que los residuos de DAD son muy
fluctuantes en los complejos ALN y PATCHDOCK-96, mientras que en el complejo
MUC la fluctuacion es minima, lo cual indica que DAD presenta mas restricciones
en su movimiento debido a una union estable con AKR1B1. En los tres sistemas
se observa que la region que presenta mayor flexibilidad es de los residuos 444-
450, los cuales estan en la regién terminal de una hélice-a y al asa a la que esta

préxima.
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Figura 23. Porcentaje de tiempo en el que los residuos de DAD presentan helicidad. El grafico en
barras pUrpura corresponde al sistema ALN, mientras que los de color azul y rojo son del complejo
MUC y PATCHDOCK-96, respectivamente. Finalmente, se presenta una imagen de la estructura
de DAD, en la cual se muestran las hélices-a en color gris y las asas en color magenta, asimismo

se indican los residuos que componen cada una de estas estructuras secundarias.

El parametro de helicidad juega un papel importante en la especificidad y actividad
biolégica de los péptidos. Se ha mostrado que existe una correlacion entre la
helicidad con una alta especificidad en péptidos#. En la figura 23 se presentan
gréaficos del % de tiempo en el que los residuos de DAD mantienen la helicidad en
los tres sistemas. En los graficos se observan que existen cuatro regiones que
presentan helicidad durante un alto porcentaje de tiempo, las cuales corresponden
a las cuatro hélices-a presentes en DAD, mientras que los residuos
correspondientes a las asas muestran valores de 0. Las hélices-a
correspondientes a los residuos 434-446, 451-457 y 463-473 presentan un
comportamiento similar en los tres sistemas. Sin embargo, la hélice-a de los

residuos 420-429 presentan helicidad en poco porcentaje de tiempo en el sistema
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ALN, mientras que en sistema de PATCHDOCK-96 los valores son menores a los
de DAD en el sistema MUC. Estos resultados indican que DAD en el complejo
MUC presenta mejor helicidad, lo cual sugiere que la uniébn de DAD es mas

especifica en este sistema.
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Figura 24. Parametro de orden generalizado S2 del enlace N-H en los residuos de DAD de los tres
complejos estructurales durante la SDM. Las lineas morada, azul y roja corresponden a los
sistemas ALN, MUC y PATCHDOCK-96, respectivamente.

El parametro de orden generalizado S? del esqueleto peptidico se utiliza como una
medida del grado de restriccion espacial del movimiento, que caracteriza la
correlacion angular de la dindmica del vector de enlace N-H y sus valores varian
entre 0 y 1. Los valores méas bajos indican movimientos de gran amplitud de un
vector de enlace gue no tiene restricciones y los valores mas altos corresponden a

movimientos restringidos de un enlace que es (en su mayoria) rigidos1s2,

Con base en esto, se calcul6 el parametro de orden del esqueleto peptidico
(enlace N-H) de DAD para los tres sistemas (ver figura 24). En los tres casos se
observa que el parametro de orden es cercano a 1, esto indica que los
movimientos internos del enlace N-H de DAD estan restringidos, lo cual puede
deberse a que DAD se conforma de cuatro a-hélices y estas estructuras

generalmente son rigidas. También se observa que la regién que presenta mayor
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movimiento interno en los tres sistemas corresponde a los residuos 446-450, la

cual es la misma regién que presenté mayores valores de fluctuacion en el RMSF.

Finalmente, se determind la energia libre de unién de los tres complejos
estructurales AKR1B1-DAD, junto con el calculo de la descomposicion de energia

por residuo mediante calculos de MM-PBSA.

Complejo estructural Energia libre de union Constante de
AG (kJ/mol) disociacion Kd
tedrica
ALN -18.83 £ 3.23 kJ/mol 1.9*103
MUC -172.00 £ 2.37 kJ/mol 8.8*10%°
PATCHDOCK-96 27.93+3.12 kJ/mol 1.3*10°

Tabla 9. Energia libre de union de los complejos estructurales AKR1B1-DAD en SDM de 500 ns.

En la tabla 9 se muestran los valores de AG de union de los complejos
estructurales AKR1B1-DAD mediante calculos de MM-PBSA. Se observa que el
complejo estructural MUC presenta el valor de energia de union mas favorable (-
172 kJ/mol), mientras que el complejo PATCHDOCK-96 present6 un valor de
energia de union desfavorable (27.93 kJ/mol). Esto indica que el complejo
estructural MUC es el méas estable energéticamente, por lo tanto, estos resultados
en conjunto con los mencionados anteriormente sefialan que el modo de unién
predicho por el acoplamiento molecular es el mas adecuado. Por consiguiente,
este complejo se denominard complejo WT para el andlisis de mutagénesis in
silico. Sin embargo, para conocer de manera exacta cuales son los residuos que
aportan mas a la energia de union, se hizo una descomposicién energética por

residuo.

En la figura 25 se observa que aquellos residuos que mas aportan a la energia
libre de union se encuentran en las hélices a8 (E193 y Q197) y H2 (S282, T286,
L289 y S290) de AKR1B1, en donde cabe destacar que ya se ha reportado de
manera experimental la importancia de la L289 para la IPP. Estos resultados
sugieren que la region de residuos compuesta por la hélice H2 y hélice-a8 es la
responsable de establecer IPP mas estables en AKR1B1, siendo Q197, T286,
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L289 y S290 los residuos que aportan mas energia de unién. Asimismo, en la
tabla 10 se presentan aquellos residuos de DAD que mas favorecieron y
desfavorecieron la interaccion con AKR1B1. Estos resultados en conjunto indican
que los residuos mencionados pueden ser relevantes para el disefio de farmacos y
péptidos inhibidores de las IPP en AKR1B1.

A B

\g Numero de residuo  Energia libre de union
2" AKR1B1 (k)/mol)

S E193 -3.84

2 Q197 9.55

® 5282 -5.86

2 T286 -10.72

£ 1289 110.25
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Figura 25. Contribucién energética por residuo de AKR1B1 en el complejo estructural WT. En el
panel A se presenta una gréfica de la contribucién energética por residuo, en flechas negras se
destacan los residuos que méas aportan a la energia libre de union (E193, Q197, S282, T286, L289
y S290). En el panel B se muestra una tabla con los valores de energia en kJ/mol de los residuos
mas relevantes. Finalmente, en el panel C se muestra la localizacion espacial de los residuos en la

estructura, presentandolos en forma de bastones de color rojo.

Numero de residuo DAD Energia libre de unién (kJ/mol)
M420 4.73
V422 -11.93
Y423 -14.37
K424 4.26
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D425 -9.32
R426 19.02
P451 -7.16

Tabla 10. Energia libre de unién de residuos de DAD que mas favorecieron y desfavorecieron la
union con AKR1B1.
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S E. hidrogeno
P. Salino
_____ Hidrofébicas

Interacciones WT

100000
H-bond il | L
Hydrophobic - J 80000 o
Pi-cation - 60000 £
Pi-stacking - - 40000
Salt-bridge - - 20000 =
Water-bridge - - -
B R i e e e e e i T T T R T T S -0
/N MmO A NT DO OO A NMINY o0 Mmoo
OO O MWW~ DD 0000 0TS
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FowWwX¥ooWeoagzWJuHunogskE J0n> z2c =
Residuo

Figura 26. Interacciones intermoleculares del complejo WT. En el panel A se muestran las
interacciones que establece AKR1B1 de una pose representativa de la SDM de 500. Los residuos
de AKR1B1 se muestran en bastones de color blanco, mientras que los residuos de DAD se
representan con lineas de color azul. Las interacciones tipo enlace de hidrégeno se denotan con
lineas punteadas color magenta, mientras que los puentes salinos se representan con lineas
punteadas color verde, finalmente las interacciones hidrofébicas se muestran con lineas punteadas
de color café. En el panel B se presenta un mapa de calor que indica la frecuencia con la que los
residuos establecen interacciones de enlace de hidrogeno, hidrofébicas, 1-cation, apilamiento,

puente salino y puente de agua durante la SDM de 500 ns.

En el complejo WT, las interacciones con mas frecuencia que estableci6 AKR1B1
durante la SDM fueron enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas. Se
observd que los residuos T191, Q197, S282, S283 y L289 fueron los que

93| Pagina



RESULTADOS Y DISCUSION

establecieron predominantemente interacciones tipo enlace de hidrégeno,
mientras que los residuos E193, Q197, T286 y L289 estaban implicados en la
formacion de interacciones hidrofébicas con mayor frecuencia. Finalmente, solo el

residuo E193 fue capaz de establecer interacciones tipo puente salino.

6.5 Mutagénesis de alanina in silico
Las mutaciones con ALA es un enfoque para determinar la contribucién de un

residuo especifico a la estabilidad o funcion de una proteina determinada.

8 —WT ——ET93A—QT97A —— 52808 ——T286A —_T287A
—— 1 280A —S290A

RMSD [A]

0 | : | ! ] |

0 100 200 300
Tiempo [ns]

Figura 27. Andlisis comparativo del RMSD del esqueleto proteico de AKR1B1 en el complejo

|
400 500

estructural AK-DAD WT y de los complejos mutantes.

El analisis de RMSD anterior (figura 27) mostré que el complejo estructural WT
tiene un RMSD estable a lo largo de los 500 ns de ejecucion de produccidon en
comparacion con los siete mutantes estructurales. Las proteinas AKR1B1
mutantes S282A, T286A, L289A y S290A fueron los sistemas en donde AKR1B1
presentd mayores cambios estructurales durante la SDM, mostrando RMSD
promedios de 4.46 + 0.92 A, 3.61+ 0.63 A, 6.02 + 1.29 Ay 3.30 + 0.61 A,
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respectivamente. Estos resultados indican que estas mutaciones son las que mas

influyen en la dinAmica estructural de la proteina.

La estabilidad de los complejos estructurales se evalu6 mediante la energia libre
de union y el AAG con respecto al complejo WT (ver tabla 11). Los complejos
mutantes presentaron un valor de AG menos favorable que el complejo WT. Estos
datos indican que hay una desestabilizacién del complejo cuando estos residuos
no estan presentes, lo cual sugiere que estos residuos de la interfaz determinan
una fuerte estabilizacion y son elementos esenciales para la formacion regular del
complejo. Se observa que los mutantes que afectaron mas la estabilidad del
complejo estructural AKR1B1-DAD son S282A, L289A y S290A, lo cual también se
puede ver por los valores de AAG. La mutante L289A es la que desestabiliza mas
el complejo estructural. Estos datos son consistentes con lo que ya se ha
reportado de manera experimental en la literatura por Thiagarajan vy
colaboradores?®, en donde se determiné que la mutacion de L289A disminuia de
manera significativa la IPP con DAD. Asimismo, reportaron que la mutante T287A
no afect6 de manera importante la interaccion con DAD. Esto también se ve
reflejado en nuestros resultados, ya que fue el complejo que presentd un valor de
AG mas cercano al complejo WT, y su valor de AAG fue el mas bajo entre los
complejos mutantes analizados. Por otro lado, los valores de Kd tedricos indican
gue los cambios debido a las mutaciones son de grandes ordenes de magnitud, lo
cual sugiere que hay una desestabilizacion de manera significativa de los

complejos mutantes.

Complejo de IPP Energia libre de AAG (kJ/mol) Constante de

AKR1B1-DAD union AG (kJ/mol) disociacion Kd
tedrica

WT -172.00 + 2.37 0.00 8.8*10%°
E193A -77.31£5.01 94.69 2.8*10%
Q197A -88.47 + 2.67 83.53 2.5%10%°
S282A -32.29+4.76 150.71 4.2*10°
T286A -63.46 + 2.57 108.54 1.1*10%1
T287A* -122.90 + 2.94 49.10 1.7*10%1
L289A* 17.51 + 3.68 189.00 8.9¥10*%
S290A 3.49+3.70 175.49 0.25
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Tabla 11. Determinacion de la energia libre de unién mediante célculos MM/PBSA comparando el

complejo tipo salvaje (WT) y los complejos generados con mutantes en residuos de la interfaz de

AKR1B1 energéticamente importantes. Nota: * complejo cuya mutacién ya se ha caracterizado de

manera

experimental.

Las mutaciones con el residuo de alanina se deben a que simula la pérdida de la

cadena lateral mas alla del carbono [3, ya que posee un grupo metilo que es poco

voluminoso y no altera la conformacion de la cadena principal, ademéas no impone

efectos electrostaticos y estéricos extremos?®2, Debido a esto se analizaron las

interacciones de los complejos mutantes para analizar la influencia que tienen las

cadenas laterales y la posicion de los residuos en la IPP.
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Figura 28. Analisis de interacciones intermoleculares de complejos AKR1B1-DAD WT y mutantes.

En la figura se presentan mapas de calor de la frecuencia con la que residuos de AKR1B1

establecieron interacciones tipo puente de hidrégeno, hidrofébicas, 1r-cation, apilamiento, puente

salino y puente de agua durante la SDM de 500 ns. En los recuadros rojos se resaltan las mutantes

en cada sistema.
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En la figura 28, se observa un panorama general de las interacciones
intermoleculares que se establecen con mayor frecuencia en los diferentes
complejos estructurales mutantes. Para la mutacion E193A se aprecia que hay
menor frecuencia en las interacciones de enlace de hidrogeno e hidrofébicas con
respecto al complejo WT. Asimismo, el residuo 193 perdié las interacciones tipo
puente salino que establecia en WT, lo cual indica la importancia del grupo
carbonilo de la cadena lateral en el E193. Lo mismo se observé para la mutacion
S282, en donde se aprecia una pérdida importante de las interacciones de enlace
de hidrogeno por parte de la cadena lateral del residuo 282, resaltando la
importancia de la presencia del grupo hidroxilo. En el caso de la mutante Q197A,
vemos que presenta una pérdida de las interacciones de enlace de hidrégeno. Sin
embargo, se observa una mayor frecuencia en las interacciones hidrofébicas, lo
cual indica que en este residuo el grupo amida se encarga de establecer los
enlaces de hidrégeno mientras que la cadena principal tiene las interacciones

hidrofébicas.

En la mutante T286A, se observa que el residuo 286 presenta una disminucion
considerable en la frecuencia de las interacciones hidrofébicas y una pérdida total
de las interacciones de enlace de hidrogeno, por lo que estas interacciones se le
atribuyen a la cadena lateral en el complejo WT. El residuo que presenté mayores
consecuencias debido a la mutacion fue L289A, al observar los resultados, se
puede observar que hay una disminucion importante en la frecuencia de las
interacciones que establecen todos los residuos de AKR1B1. Asimismo, el residuo
289 present6 una pérdida total de las interacciones hidrofébicas y de enlace de
hidrégeno con respecto al complejo WT, destacando que la cadena lateral de este

residuo es esencial para el establecimiento de estas interacciones.

Finalmente, en el complejo mutante S290A, vemos que no hay cambios tan
considerables en ganancia o pérdida de interacciones, por lo cual la importancia
de este residuo se puede deber a su cercania con la L289, ya que una pequefa
desestabilizacion en las interacciones de este residuo puede afectar la unién de

L289 que es un residuo esencial para la interaccion con DAD.
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6.6 Alineamiento multiple de secuencias

Se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de la enzima
AKR1B1 de manera global (ver figura 29) y local (aminoacidos de las hélices a8 y
H2) (ver figura 30) utilizando el programa ClustalQ. Para la comparacion, se
emplearon secuencias de AKR1B1 de humano (Homo sapiens), raton (Mus
musculus), rata (Rattus norvegicus), cerdo (Sus scrofa), chimpancé (Pan
troglodytes), murciélago (Rhinolophus ferrumequinum), pez cebra (Danio rerio) y
ave (Dasyornis broadbenti). Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos
UniProt.

A

tr|ABATHEIOMS | ABATKEIOMS 9PASS MATHLELPTGARMPILGLGTWOSLOGAARDAVRFAIDAGYRHFDCAYMYQNESELIGDALR 2]
tr|Q1IPZ2|Q1IFPZ2_DANRE MSKSVELNTGADMPI LGLGTWE SPRPGEVAEAVKAATAAGYRHIDGAAYYNNETEVGEGIK 2]
sp|PB7943 | ALDR_RAT MASHLELNMGTKMPTLGLGTHESPPGOVTEAVIKVATDMGYRHIDCAQWYQNEKEVEVALQ 68
sp|P45376 | ALDR_MOUSE MASHLELNMGTKMPTLGLGTWHSPPGOVTEAVEVAIDLGYRHIDCAQWYQNEKEVGWVALQ 68
sp|P82276| ALDR_PIG MASHLYLYTGAKMPILGLGTWHSPPGEVTEAVEVAIDLGYRHIDCAHVYQNENEVGLGLG 68
tr|ABAETIFIK] | ABAGTIFIK]_RHIFE MASHIVLSTGAKMPIVELGTWHSPPGEVTEAVKVAIDLGYRHIDCAHVYQNENEVGLATQ 68
sp|P15121 | ALDR_HUMAN MASRLLLNMGAKMPILGLGTWKSPRGOVTEAVKVAIDYVEYRHIDCAHVYQNENEVGYA 68
tr|H2QVER | H2QVEG_PANTR MASCLLLNMGAKMPILGLGTHES ATDVEYRHIDCAHVYQNENEVGWA 68
e a2 B Ee FE EEEEE.E SEE. EF O FEEFF B FEF EaE
tr|ABATHEIOMS | ABATKEIOMS 9PASS QYMEEQVVRRGEL FVVSKLIWSTFHERSLVEEACQKTLAALQLDYLDLYLMHCPMGFKAGE 120
tr|Q1IPZ2|Q1IPZ2_DANRE AMIKDGVVEREEL FVVSKLIWCTFHEKALYKGACQKTLSDLNLDYLDLYL IHWPMGFESGS 120
sp|PB7943 | ALDR_RAT EXLEEQWVVERQDLF IVS K LIWCTFHDQSMYKGACQKTLSDLOLDY LDLYLIHWP TGFE PGP 120
sp|P45376 | ALDR_MOUSE EXLE Vi RQDLF IS LWCTFHDEKSMVEGAFQKTLSDLQLDYLDLYLIHWP TGF X PGP 120
sp|P82276| ALDR_PIG EX (REDLFIVSKLWCTDHEKNLVEGACQTTLRDLELDYLDLYLIHWP TGFK PGK 128
tr|ABAETIF1K] | ABAGTIF1K]_RHIFE EX KREDLFIVSKLWNTYHEKNLVEGACQKTLSDLELDYLDLYLIHWPTCFEPGN 128
sp|P15121 | ALDR_HUMAN EX KREELFIVSKLWCTYHEKGLYKGACQKTLSDLELDYLDLYLIHWPTGFKPGK 128
tr|H2QVER | H2QVEG_PANTR EXLREQVVKREELFIVSKLWCTYHEKGLVEGACQKTLSDLELDYLDLYLIHWP TGFE PGK 128
. Bk dEkEEEEEE E Fr. o EkF ¥ % kE ko kSEEEEs.E * k% *
tr|ABATHEIOMS | ABATKEIOMS _9PASS ELFPADGNGMYIPSHTHF LDTWEAMEELVDVEMWVKALGVYSNFNCKQIHQLLSKPGLRHEP 150
tr|Q1IPZ2|Q1IPZ2_DANRE EQFPLDSEGLTIGDDSSFLDTWEGMEELVDAGLYKALGISNFNREQIEAILNKPGLE YR P 180
sp|PB7943 | ALDR_RAT DYFPLDASGNVIPSDTDFVDTWTAMEQLYDEGLYVKALGVYSNFNPLQIERILNKPGLEYRP 180
sp|P45376 | ALDR_MOUSE DYFPLDASGNY IPSDTOFVDTHWTAMEQLVDEGLVKTIGVSNFNPLQIERILNEPGLEYEP 188
sp|P88276| ALDR_PIG DPFPLDGDGNVYPDESDFVETWEAMEELVDEGLYVKALGVYSNFNHLOQVEKILNKPGLEYR P 150
tr|ABAET1F1K1 | ABAGT1F1K1_RHIFE EFFPLDAKGNVIPSSTDFLDTHAAMEELYDEGLYVKALGISNFNHLQIERLLNKPGLEYRP 180
sp|P15121 | ALDR_HUMAN EFFPLDESGNVYPSDTNILDTHWAAMEELYDEGLYVKALGLISNFNHLOVEMILNKPGLEYRP 180
tr|H2QVEG |HZQVEG_PANTR EFFPLDESGNVYPSDTNILDTWYAMEELVDEGLYKAIGISNFNHLOVETILNKPGLEYRP 1&@
. EE kK & w s oraaEE  EEkekkE RekdekkekksE K o Rkdk. ek
tr| ABATHKEIAMS | ABATKETEMS _9PASS ANMQIESHPYLPOEELIKFCQSKGISWTAYCPLGAPNIPGAKPDHISLFODPQIKEIALK 248
tr|Q13PZ2|Q11PZ2_DAMRE ANMNOVECHPYLTODK LI SYCQSKGITWTAYSPLGSPDRPIAKPEDPSLLODPNIKATAEK 248
sp|PE7943 | ALDR_RAT AVNQIECHPYLTQEK TAYSPLGSPDRPIWAKPEDPSLLEDPRIKET ALK 248
sp|P45376 | ALDR_MOUSE AVNQIECHPYLTQEE AYSPLGSPDRPWAKPEDPSLLEDPRIKATAAK 248
sp|P38276| ALDR_PIG AVNQIEVHPYLTQER LIEYCKSKGIVVTAYSPLGSPDRPHAKPEDPSLLEDPRIKATAAK 248
tr|AB86T1F1KL | ABAGT1F1K1_RHIFE WVWNQIECHPYLTQEK LVQYCHSKGIVWTAYSPLGSPDR PHAKPEDPSLLEDPRIKALAGK 248
sp|P15121 | ALDR_HUMAN AVNQIECHAPYLTQEK LIQYCQSKGIVWTAYSPLGSPDRFIHAKPEDPSLLEDPRIKALAAK 248
tr|H2QVEE |H2QVEG_PANTR AVNQIECHAPYLTQEK LIQYCQSKGIVWTAYSPLGSPDRFIHAKPEDPSLLEDPRIKALAAK 248

Rk EEEE FaoeFEa 2K FEF FTFFT RERK. F EEF.  FF.oFF ER KF ¥
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tr| ABATHEIENS | ABATKEIEMS_OPASS

£r|Q1IPZ2|QLIPZ2_DANRE
sp|PE7943 | ALDR_RAT

sp| P45376 | ALDR_MOUSE
sp|PB8276 | ALDR_PIG

tr|ABABTL1F1KL|ABABTLF1K1_RHIFE

sp|P15121 | ALDR_HUMAN
tr|H2QVEE |H2QVEG_PANTR

tr| ABATKEIANMS | ADATKEIBMS OPASS

tr|QLIPZ2|QLIPZ2_DANRE
sp|PE7943 | ALDR_RAT
sp|P45376| ALDR_MOUSE
sp|PE8276| ALDR_PIG

tr|ABABTIF1K] | ABAETIF1K1 RHIFE

sp|P15121 ] ALDR_HUMAN
£r |H2QVEE | H2QVES_PANTR

B

HMETPAQVLIRLQIQRNVSYIPKSVTPORIEENFKVFDFELTEEEMOQTL LGFQKRHHICA 380
HEKTTAQVLIRFQIQRN Pk FOVFDFELSEEDMETILSFNRNFRACP 380
YNETTAQVLIRFPIQRNLVVIPKSVTR: WFDFELSNEDMATLLSYNRNIWRYWCA 380
YHKTTAQVLIRFPIQRNLVWIPKSVTRY VFDFEVSSEDMATLLSYNRNIWRYCA 388
YNKTTAQVLIRFPMQRMLIVIPKSVTPERLAENFQVFDF ELSPEDMNTLLSYNRNWRYVCA 388
YHKTTAQVLIRFPMOQRNLVVIPKSVTPERIAENFQVFDFELSTEDMTTLLSYNRNWRICA 3ae
HNKTTAQVLIRFPHMORNLVY IPKSVTPERIAENFKVFDFELSSQDMTTLLSYNRNWRYCA a8
HNKTTAQVLIRFPHMQRNLVYIPKSVTPERIAENFKVFDFELSSQDMTTLLSYNRNWRYCA a8
LSECKNHKDYPFWED- 31
MHWGYEHRDYPFNAEY 31
LMSCAKHKDYPFHAEY 1
LMSCAKHKDYPFHAEY 1

LVSCTSHEDYPFEKEEF 16
LLSCTSHEDYPFHEEF 316

LMSCASHKDYPFHEE- 315
LLSCTSHEDYPFHEE- 315

—

—

C

Secuencia

trlAOA7K6I0M5|AOA7KBIOM5_9PASS

tr|Q1JPZ2|Q1JPZ2_DANRE

sp|PO7943|ALDR_RAT

sp|P45376|ALDR_MOUSE

sp|P80276|ALDR_PIG

tr]AOA671F1K1|AOA671F1K1_RHIFE

tr|[H2QVE6|H2QVE6_PANTR

trADATKBIOMS|AOATKEIOMS_OPASS 0.23027
t/Q1JPZ2|Q1JPZ2_DANRE 0.14434
sp|P07943|ALDR_RAT 0.0145
sp|P45376|ALDR_MOUSE 0.01714
sp|P80276|ALDR_PIG 0.06674
tr[AOAGT1F1K1|AOAGT1F1K1_RHIFE 0.05927
sp|P15121|ALDR_HUMAN 0.00481

triH2QVEGS|H2ZQVES_PANTR 0.00472

Organismo % de identidad
vs AKR1B1
humana

Dasyornis 64.13

broadbenti

Danio rerio 73.10

Rattus norvegicus  85.44

Mus musculus 85.44

Sus scrofa 86.98

Rhinolophus 88.92

ferrumequinum

Pan troglodytes 99.05

Figura 29. Alineamiento multiple de secuencias de AKR1B1l. En el panel A se presenta el

alineamiento de las secuencias, en donde las identidades de secuencia se indican con asteriscos

(*), las sustituciones conservadas con dos puntos () y las sustituciones semi-conservadas con un

punto (). Asimismo, los aminoacidos estan coloreados con base en su clasificacion por

caracteristicas fisicoquimicas. En color rojo se muestran los aminoacidos no polares, en verde los

polares sin carga, en rosa los aminoacidos polares con carga positiva y en azul los polares con
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carga negativa. En el panel B se muestra un éarbol filogenético con base en la identidad de
secuencia. Finalmente, en el panel C se presentan el % de identidad de secuencia con respecto a
AKR1B1 humana.

En el andlisis se puede observar que 158 de los 316 residuos estan totalmente
conservados entre las ocho secuencias, 53 de los 316 residuos tienen
sustituciones conservadas, 22 de los 316 residuos presentan sustituciones semi-
conservadas y 83 residuos no estan conservados. Ademas, se observa que el
organismo con el que se presenta mayor identidad de secuencia es con el
chimpancé, mientras que el de menor % de identidad de secuencia es del ave
Dasyornis broadbenti, lo cual indica que él % de identidad de esta proteina

disminuye conforme aumenta la diferencia filogenética.

De los 83 residuos que no presentan sustituciones conservadas, se observa que,
en la mayoria de los casos, estas sustituciones se encuentran en dos o tres
secuencias, lo cual sugiere que estos residuos no podrian ser funcionalmente

importantes en ciertos organismos.

Al analizar el alineamiento multiple de secuencias de manera local, centrdndonos
en las hélices a8 y H2 que se determinaron como relevantes mediante el andlisis
estructural in silico, se puede apreciar un patrén similar al alineamiento global. Sin
embargo, vemos que hay una ligera disminucion en el % de identidad en todas las

secuencias, con excepcion de la de chimpance.

A

tr| ABATKEIAMS | AGATKEIBMS_OPASS EFLIRFCOsH |27
tr|Q1IPZ2|Q1IPZ2_DANRE DfL15pCos: R |27
sp|P15121 | ALDR_HUMAN EfL oy cos: R |27
tr|H2QVEG | H2QVES_PANTR Ef:L 1ok COsk o |27
tr|ABAG71F1K1|AGAGT1F1K1_RHIFE EfLMQKCHS R |27
sp|PB7943| ALDR_RAT EfL1EyCHC R |27
sp|P45376| ALDR_MOUSE EfL1EyCHS R |27
sp|P88276| ALDR_PIG EfLIEYCHSH o |27
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B

Secuencia Organismo % de identidad
vs AKR1B1
humana

tr|AOA7K6I0M5|A0A7K6I0OM5_9PASS Dasyornis broadbenti 51.85

tr|Q1IPZ2|Q1JPZ2_DANRE Danio rerio 74.07

sp|P07943|ALDR_RAT Rattus norvegicus 77.88

sp|P45376]|ALDR_MOUSE Mus musculus 81.48

sp|P80276|ALDR_PIG Sus scrofa 81.48

tr]AOA671F1K1|AOA671F1K1_RHIFE Rhinolophus 85.19

ferrumequinum

trlH2QVEG6|H2QVE6_PANTR Pan troglodytes 100.00

Figura 30. Alineamiento mdltiple de secuencias de los aminoacidos de las hélices a8 y H2 de
AKR1B1. En el panel A se presenta el alineamiento de las secuencias, en donde las identidades de
secuencia se indican con asteriscos (*), las sustituciones conservadas con dos puntos (:) y las
sustituciones semi-conservadas con un punto (.). Asimismo, los aminoacidos estan coloreados con
base en su clasificacion por caracteristicas fisicoquimicas. En color rojo se muestran los
aminoacidos no polares, en verde los polares sin carga, en rosa los aminoacidos polares con carga
positiva y en azul los polares con carga negativa. Los recuadros de color rojo y verde corresponden
a los aminoacidos de las hélices a8 y H2 respectivamente, mientras que los recuadros negros
corresponden a los residuos energéticamente importantes (193, 197, 282, 286, 289 y 290) que
fueron determinados con analisis estructural in silico en AKR1B1 humana. En el panel B se

presentan el % de identidad de secuencia con respecto a AKR1B1 humana.

En los 27 aminoacidos que constituyen las hélices a8 y H2, solo 8 estan
totalmente conservados, mientras que 13 tienen sustituciones conservadas, 3
presentan sustituciones semi-conservadas y de la misma forma, 3 aminoacidos no
presentan sustituciones conservadas. Con respecto a los aminoacidos remarcados
en los recuadros negros, se observa que el aminoacido 193 presenta solamente
una sustitucion que se da en la secuencia del pez cebra. Dicha sustitucion es
conservada. Los aminoacidos 197 y 282 tienen tres y cuatro sustituciones
respectivamente, con respecto a la secuencia humana. En los organismos donde
estos residuos presentan al menos un aminoacido conservado junto con una

sustitucion conservada o semi-conservada son el chimpancé, murciélago y raton.

101 |Pagina



RESULTADOS Y DISCUSION

Lo cual sugiere que estos residuos solamente podrian ser relevantes en humano,
chimpancé, murciélago y ratén o puede que funcionalmente no sean importantes
en ningun organismo. La L289 es un aminoacido totalmente conservado en las
ocho secuencias analizadas, lo cual resalta ain mas su relevancia funcional.
Finalmente, el aminoacido 290 solamente presenta una sustitucion semi-
conservada en la secuencia del ave Dasyornis broadbenti, el cual es un organismo

filogenéticamente alejado del humanao.

También se realizé un alineamiento multiple de secuencias de DAD para encontrar
si existe alguna relacion entre los cambios en la secuencia de AKR1B1 y DAD en
los mismos organismos. En la figura 31 se muestran los resultados del
alineamiento y se observa que DAD es un dominio altamente conservado en los
ocho organismos analizados, en donde él % de identidad de secuencia es mayor
al 90% con respecto a DAD humano. El anico cambio no conservado se presenta
en el aminoacido 429. En humano este aminoacido corresponde a la metionina, y
en rata y raton se sustituye por treonina. Dicho residuo no fue energéticamente
favorable o desfavorable para la union con AKR1B1 mediante andlisis estructural
in silico. Otros cambios que se observan se presentan en los aminoacidos M445 y
Y469, en el pez cebra estos aminoacidos estan sustituidos por 1445 y F469, estas
posiciones no parecen ser relevantes en la IPP de la interfaz AKR1B1-DAD

predicha.

A

tr| E7FF48|E7FFAS_DANRE KDROVMNMWSEQEKDTFREXF IQHPENFALTASFLERKTVAECVLFYYLTKKN 57
tr|ABABGZIUIL | ARABG2IUS] RAT KDROVTNMHSEQERDTFREKFMOHP KNFGLIASFLERKTVAECVLYYYLTKEN 57
sp| QokU42 |NCOR2_MOUSE KDROWVTNMSEQERDTFREKFMOHP KNFGLIASFLERKTVAECWLYYYLTKEN 57
sp|QOYALE | NCOR2_HUMAN KDROVMNMIS EQEXETFREKFMOHP KNFGLIASFLERKTVAECVLYYYLTKEN 57
tr| F1RFN3Z | F1RFN3_PIG KDR MWSEQEXETFREKFMQHP KNFGQLIASF LERKTVAECVLYYYLTKEN 7
tr|ABAZIITHTS | ABA2I3THFS_PANTR KDR MWSEQEX M KNFGLIASFLERETWAECVLYYYLTKEN 57
tr|ABAGTLG226 | ABABT1G226_RHIFE KDFR MWSEQEK KNFGLIASFLERKTWAECVLYYYLTKEN 57
kDR

tr| ABATHEHE0E | ABATKEHEDS_OPASS MWSEQEXETFREKFMQHPENFGLIASFLDRKTVADCVLYYYLTEEN 57

B

tr|E7FF48|E7FF48_DANRE 0.05263
E tr/ADA0G2JU91|A0A0G2JU91_RAT 0

sp|QIWU42INCOR2_MOUSE 0
sp|Q9Y618|NCOR2_HUMAN 0
tr/ADATKBHGQSIADATKEHGQS_IPASS 0.03509
trIF1RFN3|F1RFN3_PIG 0

trlAQA2I3THT5|AQAZI3THTS_PANTR O
trlAQAB71G226|A0A671G226_RHIFE 0
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C

Secuencia Organismo % de identidad
vs AKR1B1
humana

tr|AOA7K6I0M5|A0A7K6I0M5 9PASS Dasyornis broadbenti  96.49

tr|Q1JPZ2|Q1JPZ2_DANRE Danio rerio 92.98

sp|P07943|ALDR_RAT Rattus norvegicus 94.74

sp|P45376|ALDR_MOUSE Mus musculus 94.74

sp|P80276|ALDR_PIG Sus scrofa 100.00

tr]AOA671F1K1|AOA671F1K1_RHIFE Rhinolophus 100.00

ferrumequinum

trlH2QVEG6|H2QVE6_PANTR Pan troglodytes 100.00

Figura 31. Alineamiento multiple de secuencias de DAD. En el panel A se presenta el alineamiento
de las secuencias, en donde las identidades de secuencia se indican con asteriscos (*), las
sustituciones conservadas con dos puntos (:) y las sustituciones semi-conservadas con un punto
(.). Asimismo, los aminoacidos estan coloreados con base en su clasificacidon por caracteristicas
fisicoquimicas. En color rojo se muestran los aminoacidos no polares, en verde los polares sin
carga, en rosa los aminoacidos polares con carga positiva y en azul los polares con carga negativa.
En el panel B se muestra un arbol filogenético con base en la identidad de secuencia. Finalmente,

en el panel C se presentan el % de identidad de secuencia con respecto a DAD humana.

En resumen, la investigacion del presente trabajo condujo a la identificacién de
residuos energéticamente relevantes para la IPP entre la aldoceto-reducatasa
AKR1B1 y el dominio DAD, mediante la prediccion y caracterizacion del complejo
estructural que forman, empleando métodos computacionales como el

acoplamiento molecular, SDM y mutagénesis de alanina in silico.

Primeramente, se realizé la prediccion del modo de unién entre las dos proteinas,
para esto se realizaron acoplamientos moleculares. Al tratarse de métodos de
prediccion, los programas de acoplamiento tienen sus propias limitaciones, por lo
tanto, no existe un algoritmo Unico que pueda predecir con total certeza todas las
conformaciones posibles de complejos proteina-proteina, proteina-ligando,

etcétera.
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En consecuencia, es necesario utilizar diferentes estrategias que permitan
efectuar predicciones confiables. Para este fin, empleamos tres diferentes
servidores que trabajan con diferentes algoritmos de busqueda y funciones de
evaluacion, y ademas han mostrado ser eficientes en las evaluaciones CAPRI. La
idea de esta estrategia es que, si los algoritmos de busqueda y funciones de
evaluacion diferentes dan resultados similares, entonces estas predicciones
pueden ser las mas probables y de este modo es posible establecer un modo de
union consenso. También, estos servidores fueron sometidos a ensayos de
validacion, con la finalidad de determinar si son capaces de reproducir la
conformacion cristalografica del complejo HDAC3-DAD. La evaluacion de estas
predicciones se hizo siguiendo los criterios que se establecen en CAPRI
(contactos nativos, IRMSD y LRMSD)®°. Las predicciones mejor evaluadas por los
tres servidores lograron una calificacion de alta calidad, asimismo, fueron
estructuralmente similares a la referencia, lo cual sugiere que estos servidores son

confiables para la prediccion del complejo estructural AKR1B1-DAD.

Posteriormente, se realizaron los acoplamientos moleculares de AKR1B1 y DAD,
en donde las soluciones mejor calificadas por los tres servidores eran muy
similares, por lo tanto, las tres soluciones se evaluaron bajo una misma funcion de
energia utilizando PRODYGY vy se eligio la solucion de menor energia libre de

unién como el modo de unién consenso.

Aunque los acoplamientos moleculares permiten una prediccion rapida de
multiples complejos proteina-proteina, las limitaciones de la metodologia hacen
que los resultados solo sean aproximaciones, ya que se requiere un analisis mas
detallo del espacio conformacional, con la finalidad de demostrar que la union es
estable. Ademas de observar posibles cambios conformacionales que se pudieran
presentar tras la interaccion entre ambas proteinas. Por lo tanto, se analizd
mediante SDM el complejo AKR1B1-DAD predicho con acoplamiento molecular

(MUC) y otros dos complejos que provenian de un alineamiento estructural entre
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AKR1B1 y el complejo HDAC3-DAD donde se elimin6 HDAC3, y un complejo

predicho con acoplamiento molecular que obtuvo una baja calificacion.

Los resultados obtenidos mostraron que el complejo MUC es el méas estable
estructuralmente. Las energias libres de union para los tres sistemas proteina-
proteina se calcularon utilizando el método MMPBSA. La confiabilidad de este
método fue confirmada por varias publicaciones en la literatura. En donde se ha
reportado la capacidad de predecir afinidades de union relativas que han sido
razonables con los datos experimentalesiss. Sin embargo, también hay ejemplos
en los que la aplicacion del método MMPBSA condujo a resultados
insatisfactorios'®3, ya que su eficiencia depende de varios criterios como
complejidad del sistema bioldgico, los pardmetros usados en la SDM, la duracién

de la simulacion, etcéteras.

Los calculos tedricos de la energia libre de union indicaron que el sistema MUC
fue el mas estable energéticamente. Ademas, se determind que los residuos de
AKR1B1 que aportan mas a la energia libre de uniéon son E193, Q197, S282,
T286, L289 y S290. Estos residuos fueron los que establecieron con mas

frecuencia interacciones hidrofébicas y enlace de hidrégeno.

Por lo general, muy pocos residuos son esenciales para cualquier interfaz entre
proteinas, estos residuos cruciales suelen denominarse ‘hot-spots” o puntos
calientes funcionales y la mutacién de estos residuos afecta significativamente la
estabilidad del complejo proteina-proteina. El impacto de las mutaciones puede
medirse mediante el cambio en la energia libre de unién entre el complejo tipo
silvestre y el mutadoss. Con relacién a lo anterior, se decidié analizar que los
residuos energéticamente importantes de AKR1B1 en el complejo MUC fueran
puntos calientes funcionales, por lo tanto, se generaron los siguientes complejos
proteina-proteina con mutaciones en AKR1B1: E193A, Q197A, S282A, T286A,
L289A, S290A y una mutante del residuo T287A que ya se ha determinado

experimentalmente que no afecta de manera significativa la formacion del
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complejo AKR1B1-DAD . Los resultados de las SDM de los complejos mutantes
indicaron que las mutaciones afectaban la estabilidad estructural del complejo
proteina-proteina, asi mismo, los célculos de energia libre de unién mostraron que
todas mutaciones desfavorecieron la energia libre de union con respecto al WT.
Las mutaciones que afectaron de manera drastica la formacion del complejo
fueron L289A y S290A, mientras que la mutacion T287A fue la que menos afecto
la formacion del complejo. También, el andlisis de las interacciones no covalentes
mostro que hay una perdida en la frecuencia de las interacciones hidrofébicas y de
enlace de hidrogeno, lo cual sugiere que la ausencia de las cadenas laterales de

estos residuos afecta la estabilidad.

Aungue estos métodos computacionales solo son simulaciones y la interpretacion
de los resultados debe hacerse con cautela, también debe destacarse que los
datos obtenidos son consistentes con observaciones experimentales previas como
las que reportan Thiagarajan y colaboradores. Sin embargo, también es
necesario complementar los andlisis de este proyecto con otras técnicas que
permitan la prediccion de IPP y de residuos criticos, tales como el enfoque basado
en la red de estructura de proteinas (PSN) a nivel de contactos para identificar
residuos criticos para la formacion de complejo AKR1B1-DAD vy los analisis de
estabilidad y conservacion de la interfaz proteina-proteina para identificar los
residuos que son importantes para formar y estabilizar la interaccién. Estas

técnicas han mostrado ser muy eficientes para predecir residuos funcionales?s61s7,
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CAPITULO VIl. CONCLUSIONES
Partiendo de la informacion reportada en la literatura y mediante el andlisis
estructural in silico, se predijo y caracterizo el sitio de unién de AKR1B1 con DAD,
en el que existen dos a-hélices encargadas de mediar la interaccion. Estas
abarcan los residuos 190-202 y 280-293. Asimismo, mediante simulacion de
dindmica molecular y calculos de energia MM-PBSA se determiné que los
residuos mas importantes energéticamente para la interaccion son E193, Q197,
S282, T286, L289 y S290. Por otra parte, la mutacion de estos residuos mediante
mutagénesis de alanina in silico demostré que provocan una desestabilizacion en
la formacion del complejo estructural AKR1B1-DAD, lo cual se ve reflejado en los
valores de energia libre de unién y el AAG con respecto al complejo WT. Del
mismo modo, el andlisis de las interacciones no covalentes destaca que las
interacciones de la L289 y S290 son esenciales para formar el complejo
estructural AKR1B1-DAD. Estos datos son consistentes con los resultados
experimentales obtenidos por Thiagarajan y colaboradores, donde destacan la

relevancia de la L289 para mantener la IPP entre AKR1B1 y DAD.

A pesar de que este trabajo proporciona informacién valiosa para dilucidar la base
estructural de las IPP de AKR1B1 que puede ser utilizada en el disefio eficaz de
inhibidores de la IPP. Es necesario complementar la informacién obtenida en esta
tesis con otras estrategias computacionales que son Utiles para la prediccién de
IPP y de residuos criticos, asi mismo, se encomienda el desarrollo de trabajos

experimentales para validar los resultados obtenidos.

CAPITULO VIII. PERSPECTIVAS
e Validar experimentalmente el efecto de las mutaciones de los residuos
(determinados como importantes con los andlisis in silico) de AKR1B1

sobre la formacion del complejo AKR1B1-DAD.
e Disefio de inhibidores de la IPP de AKR1B1 mediante estrategias in silico.

e Sintetizar u obtener de manera recombinante los inhibidores candidatos y

realizar su caracterizacion fisicoquimica.
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Resolver la estructura cristalografica del complejo AKR1B1-inhibidor con la
finalidad de corroborar de manera experimental el sitio de union del
inhibidor.

Determinar la eficacia de los inhibidores seleccionados en diferentes lineas
celulares de cancer, mediante el andlisis de caracteristicas distintivas de un
fenotipo agresivo como migracion, proliferacion celular y formacion de
colonias. Asimismo, determinar de manera experimental la interaccion entre

AKR1B1 y DAD en presencia de los inhibidores.
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