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Introduccion

I. INTRODUCCION

Los microtubulos son estructuras poliméricas constituidas principalmente por heterodimeros
de a/B tubulina.! Estas estructuras son esenciales para el mantenimiento, comunicacion,
transporte y division celular. Actualmente, se conoce una gran variedad de farmacos y
moléculas bioactivas que intervienen en el equilibrio dinamico de polimerizacion-
despolimerizacion de los heterodimeros tubulina, ya sea desencadenando la catastrofe
mitotica celular (agentes inhibidores de la polimerizacién) o promoviendo el alargamiento de
los microtubulos (agentes estabilizadores de la polimerizacion). Estos mecanismos de accion
han permitido utilizar a este grupo de moléculas en el tratamiento de diferentes padecimientos,

tales como parasitosis, cancer, entre otros.

A pesar de los grandes avances en la determinacion cristalografica de complejos tubulina-
ligando, existe una gran variedad de agentes inhibidores de la polimerizacion de los cuales
aun se desconoce su sitio de union. Entre estos inhibidores, se encuentran compuestos
aprobados por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés)
para ser empleados como antiparasitarios, antifingicos y herbicidas.? La orizalina (ORY) es un
agente herbicida de accion preemergente que inhibe la polimerizacidén de los microtubulos de
parasitos protozoarios como Leishmania mexicana (leishmaniasis), Toxoplasma gondii
(toxoplasmosis) y Plasmodium falciparum (malaria).® Este derivado de la dinitroanilina inhibe
el proceso de polimerizacidon de los microtubulos como resultado de su interaccion con la a-
tubulina. Ademas, se ha comprobado que ORY no modifica el equilibrio dinamico de
polimerizacion en mamiferos.* Por esto ultimo, la determinacion del sitio y modo de unién de
ORY y sus derivados en la a-tubulina de protozoarios parasitos aportaria informacién relevante
para el disefio de nuevos farmacos antiparasitarios con baja toxicidad.

En este trabajo, se recolectaron derivados de ORY con actividad antiprotozoaria y se estudio
su perfil de interaccion en modelos tridimensionales de a-tubulina de organismos susceptibles
y no susceptibles. Adicionalmente, se realizaron simulaciones de dinamica molecular de los
complejos a-tubulina—ligando para determinar la estabilidad, asi como también se calcul6 el
tiempo de residencia entre organismos susceptibles y no susceptibles. Los resultados de este
trabajo seran de gran importancia para el disefio de nuevos compuestos inhibidores de la

polimerizacién de la tubulina con potencial actividad antiprotozoaria.
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Il. ANTECEDENTES

Il.1. Dinitroanilinas como agentes herbicidas y antiprotozoarios

Los derivados de la dinitroanilina son compuestos comunmente utilizados para el control de
maleza en diferentes plantios, dentro de los que se encuentran la cloralina (CLN), la trifluralina
(TFL) y la orizalina (ORY) (ver Figura 2.1). Tanto CLN como TFL se emplean para el control
de maleza en plantios de algododn y cultivos vegetales, mientras que ORY es utilizada para el
control preemergente de maleza® como Arabidopsis thaliana,® Alopecuarus aequalis,” Lolium
rigidum® 'y Setaria viridis.® Es importante mencionar que CLN es cominmente un precursor
contaminante en la TFL comercial, cuyo inconveniente es la alta reactividad y toxicidad.®
Estudios previos han demostrado que estos agentes herbicidas también presentan actividad
antiparasitaria contra protozoarios, tales como Toxoplasma gondii,'* Plasmodium falciparum,'?
Leishmania mexicana,'®'3'5 [eishmania donovani,'* Trypanosoma cruzi,'>'® Trypanosoma
brucei,'® Giardia intestinalis'” y Entamoeba histolytica (Figura 2.1).'"® Ademas, estos estudios
encontraron que los derivados de dinitroanilina no afectan a los vertebrados u organismos del

reino fungi.®

CLN TFL ORY
_ _ j\ /r (;I\N/I/O
ol g7 oL o, 3¢t
N N _N N< - o N~o-
O O (O)e @)
F——F F——F 0=3=0
: E NH,
Organismo Clso (UM) Organismo Clso (UM) Organismo Clso (UM)
L. mexicana | 0.9 + 0.3 T. gondii™ | 0.5 + 0.1 T. gondii™ | 0.25 + 0.02
L. major'® | 0.9 + 0.3 L. major'® | 4.0 £ 0.0 L. mexicana' | 17.3 + 0.0
T.cruzi'® | 9.5 + 2.7 L. tropica'® | 6.0 = 0.0 L. donovani* | 441 + 9.2
L. donovani'® | 3.0 = 0.0 P. falciparum?®' 3904
P. falciparum'? | 2.9 = 0.0 G. intestinalis' | >50.0 + 0.0
T. brucei™® | 7.0 + 0.0 T. brucei'® 11.0 £ 0.0
C. elegans® | 57.0 + 0.0 T.cruzi”? | 250.5+0.0
C.elegans®® | 30.0 = 0.0

Figura 2.1. Estructura quimica y concentracién inhibitoria 50 (Clso) contra protozoarios parasitos y el

nematodo modelo Caenorhabditis elegans de cloralina (CLN), trifluralina (TFL) y orizalina (ORY).
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Debido a los prometedores resultados de actividad antiprotozoaria con estos compuestos, se

han dirigido investigaciones hacia la obtencion de nuevos derivados y analogos de la

dinitroanilina (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Estructura quimica de analogos de la dinitroanilina.
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En la Tabla 2.1, se enlistan los analogos de la dinitroanilina mas relevantes, la clave utilizada

en el presente trabajo, el nombre asignado en la literatura, la actividad biolégica y el parasito

al cual pertenece dicha informacion. Dos de los compuestos de mayor interés en la actualidad

son GB-II-5 (DNT-12) y GB-II-46 (DNT-13), puesto que estos derivaron del proceso extension

de estructura y homologacion de ORY, respectivamente.

Tabla 2.1. Clave interna, nombre y actividad biologica de los analogos de la dinitroanilina

Clave Nombre Actividad biolégica Clso (uM) Parasito
DNT-1 IAU123 S.D. -
DNT-2 IAU223 S.D. -
DNT-3 IAU3% S.D. -
DNT-4 Benfluralina®" 1.5+0.1 Tg
DNT-5 Butralina®>"! 1.8+0.2 Tg
DNT-6 CLN Analogo 10 6114 Lm
DNT-7 CLN Analogo 2'° 35+9 Lm
DNT-8 CLN Analogo 3" 15+ 3 Lm
DNT-9 Dinitramina®'" 0.045 + 0.008 Tg
DNT-10 Etalfluralina®’ 0.26 £ 0.01 Tg
DNT-11 Flucloralina® 0.33 £0.09 Tg
DNT-12 GB-II-5" 6.7+0.7 Tg
DNT-13 GB-Il-46' 26+0.3 Tbb
DNT-14 Isopropalina®"! 0.88 + 0.08 Tg
DNT-15 Nitralina®™ 0.50 + 0.02 Tg
DNT-16 Nitrofor® S.D. -
DNT-17 Pendimetalina*!! 0.26 £ 0.03 Tg
DNT-18 Profluralina®!! 0.61+0.10 Tg
DNT-19 TFL Analogo 1% S.D. -
DNT-20 TFL Analogo 2 % S.D. =
DNT-21 TFL Analogo 3% S.D. -
DNT-22 TFL Analogo 4% S.D. =

S.D. = Sin Determinar
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I.2. Protozoarios parasitos

11.2.1. Protozoarios susceptibles a tratamiento con orizalina

11.2.1.1. Toxoplasma gondii

T. gondii es el parasito intracelular obligado causante de la toxoplasmosis. En México, hay una
alta prevalencia de la enfermedad en los estados de Yucatan, Tabasco y Jalisco.?® Los
pacientes infectados presentan pocos sintomas debido al control por la respuesta inmune. Sin
embargo, la forma severa de la enfermedad causa dafio en cerebro y otros 6rganos vitales.2®
El ciclo de vida del parasito inicia con la reproduccion sexual en los felinos, los cuales lo
adquieren al consumir animales infectados con quistes del parasito en tejido (taquizoitos y
bradizoitos) (Figura 2.3). Los residuos fecales de los gatos infectados liberan a las células
denominadas ooquistes, las cuales pueden infectar a una gran diversidad de animales o
contaminar alimentos.'® El consumo de animales o alimentos por huéspedes intermediarios
(ej. el humano) permite la reproduccion asexual del parasito. Adicionalmente, el protozoario
puede infectar al hospedero por medio de transfusiones sanguineas contaminadas o por via
transplacentaria de madre al feto. La patogenia de T. gondii se debe a que el parasito penetra
en los macréfagos de diversos tejidos, provocando su ruptura y necrosis. Ademas, induce la
activacion de la respuesta inmune y enquistamiento en tejidos infectados.'?

La actividad antiprotozoaria de derivados de dinitroanilina en el estadio de taquizoito mostré
que el parasito es mas susceptible a ORY que TFL, el primero presentando una Clso de 0.25
+0.02 uM y el segundo una potencia de 0.52 + 0.06 uM.""

Taquizoito / Bradizoito 4z )

a‘%%ﬁ‘? @
e -ﬁ.“:"‘.’: Transfusion
Quiste

3
Ooquiste .- . Consumo

o
()

Figura 2.3. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. El ciclo en color amarillo muestra la via de

reproduccion sexual del protozoario y el ciclo de color azul la via de la reproduccion asexual.
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11.2.1.2. Plasmodium falciparum

Este parasito es el agente causal de la enfermedad del paludismo, también conocida como
malaria. Actualmente, la malaria es considerada una importante causa de muerte a nivel
mundial, localizandose principalmente en climas tropicales cerca de cuerpos de agua.

La presencia de los cuerpos de agua le permite al parasito migrar a su vector, el mosquito
Anopheles spp., en su morfologia de esporozoito (Figura 2.4). Posteriormente, el mosquito
inocula al parasito en el humano a través de su picadura, lo que conlleva a su internalizacion
en los hepatocitos. El parasito se multiplica y lisa a los hepatocitos para trasladarse a torrente
sanguineo e infectar a los eritrocitos en su estadio de merozoito. Finalmente, la hembra de
Anopheles spp. retira por picadura a los protozoarios, los cuales maduran dentro de este vector
y permiten el reinicio del ciclo biolégico del insecto. Los hospederos infectados sufren
paludismo, la cual es una enfermedad sistémica con un amplio intervalo de sintomas, que van
desde fiebre y escalofrios hasta la muerte.?!-28:2°

Se ha evaluado a derivados de dinitroanilina con P. falciparum en su morfologia de trofozoito
y esquizonte, obteniéndose como resultado valores de Clso de 3.9 uM con ORY?'y 2.9 uM con
TFL."?

®* «
Espor020|to .
A . Merozoito
‘ Hepatocito . '

Ooquiste Macrogameto

Eritrocitos Forma
Liberacion /'/ v - de anillo
T
(9 S
\ J " Macrogameto
o Trofozoito
Esquizonte

Figura 2.4. Ciclo biolégico de Plasmodium falciparum. Se muestran en azul el ciclo sexual del parasito

en Anopheles spp. y en amarillo la via de reproduccién asexual del parasito en el humano.
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11.2.1.3. Leishmania mexicana

L. mexicana es un parasito intracelular causante de la leishmaniosis cutdnea comunmente
encontrado en regiones tropicales o subtropicales. En nuestro pais, se localiza en mayor
proporcion en los estados de Tabasco, Quintana Roo y Nayarit.

El organismo reservorio principal de este parasito son los roedores selvaticos, mientras que el
vector transmisor son los moquitos hembra de Lutzomyia spp. (Figura 2.5). La picadura de este
insecto ocasiona lesiones en la piel y el desarrollo de ulceras en la region de la picadura. Al
momento de introducirse el parasito por picadura, este ultimo se moviliza a las células de la
piel y mucosa en su forma de promastigote. Posteriormente, el parasito evoluciona a
amastigote dentro de los macrofagos y se multiplica rompiendo la célula e invadiendo a otras.
Finalmente, otro mosquito retira las células infectadas, los amastigotes maduran a
promastigotes dentro de él y pica a un nuevo individuo para completar el ciclo.42831

En ensayos biologicos, ORY mostré6 una actividad aceptable contra L. mexicana en su
morfologia de promastigote (Clso = 17.3 yM)."”” Sin embargo, se ha reportado una menor
potencia de este derivado de dinitroanilina en otras cepas de este parasito (ej. L. donovani,
Clso = 44.1 £9.2 uM)."

e
L)
@
® Q Promastigote

Amastigotes
Q/\f’ D ///\/"\O
Og 0\7 (j§ D /
’% 0%\ O - ’% 9 g/”\)
(©) \d\/h 3 O\)/ \\/“-/ C_\/
Macréfago
Liberacion

Promastigote Amastigotes Q, Q‘é

Figura 2.5. Ciclo biolégico de Leishmania mexicana. Se muestran en azul el ciclo de maduracion de

promastigotes en Lutzomyia spp. y en amarillo el ciclo que ocurre dentro del hospedero.
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11.2.1.4. Trypanosoma cruzi

Este parasito intracelular se localiza en regiones tropicales, siendo el agente causal de la
tripanosomiasis o enfermedad de Chagas.?®

El protozoario es transmitido en su forma de tripomastigote al humano por el insecto Triatoma
spp. (Figura 2.6). Los tripomastigotes absorbidos se transforman en el tubo digestivo del
invertebrado a epimastigotes, donde se multiplican por fision binaria y se desarrollan de nuevo
como tripomastigotes. Este ultimo estadio del protozoario es depositado en el excremento del
insecto, el cual suele ser autoinoculado de forma inconsciente por el hospedero al frotar la piel
e introducir el excremento al sitio de la picadura. La inoculacion produce nédulos en el sitio de
infeccion, ademas de generar dafo directo por invasion a las células e inducir a la muerte
celular. La células fagociticas son esenciales para el ciclo biolégico de este parasito, pues es
en donde éste se multiplica como amastigote y disemina a otros tejidos en su forma de
tripomastigote.?832

Estudios recientes de actividad biologica con el estadio de epimastigote de T. cruzi mostraron
valores de Clso de 250.5 uM.?? En el caso de T. brucei con la morfologia de tripomastigote, se
reportaron valores de 11.0 uM con ORY y > 6.0 uM con TFL.'3.16

"\ Epimastigote

; Tripomastigote

! O
& N
e \ {
e / )
Fision S S
. . Q 4
binaria L -
N
Macréfago

Tripomastigote Amastigotes

Figura 2.6. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. Se muestra en azul el ciclo dentro de Triatoma spp.

y en amarillo el ciclo de vida en el humano.



Antecedentes

11.2.2. Protozoarios no susceptibles

11.2.2.1. Giardia intestinalis

También conocida como Giardia lamblia, es un protozoario cuya infeccion, la giardiasis, causa
diarrea y dolor abdominal de manera crénica. Esta presente a lo largo del mundo,
especialmente en paises en vias de desarrollo. En México los estados donde se presenta una
mayor prevalencia son Veracruz, Chiapas y Oaxaca.30:33

Una vez que un hospedero es infectado con G. intestinalis, el parasito vive en los intestinos y
se transmite por materia fecal en su morfologia de quistes (Figura 2.7). En el duodeno, el quiste
libera a su forma de trofozoito hasta ser de nuevo expulsado por las heces como quiste. Fuera
del huésped, puede vivir en el medio ambiente por varias semanas hasta infectar de nuevo a
un animal a través de alimentos o agua contaminada.'”?8

Se ha probado la susceptibilidad de trofozoitos de G. intestinalis al tratamiento con ORY,
evaluandose el crecimiento celular a concentraciones de 1, 5, 10, 50 y 75 yM."” El estudio
mostro un crecimiento significativo del parasito en las diferentes concentraciones y a diferentes
tiempos. El alto valor de Clso (> 50 uM) confirm¢ la falta de susceptibilidad de este protozoario

a esta dinitroanilina.

Quiste .
P Alimentos 7
\ ‘ &’\A <V,/“,J‘\
Nauagt o |
X ]
(A e
”\ 7
aw @ O,
. Fision
binaria

Trofozoito

Figura 2.7. Ciclo biolégico de Giardia intestinalis. Se muestra en azul la parte de su ciclo biolégico que

ocurre dentro del humano y en amarillo al ciclo biologico en el medio ambiente.
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11.2.2.2. Entamoeba histolytica

Es el agente causal de la amebiasis, infeccion que ocasiona diarrea aguda, colitis, dolor
abdominal, fiebre y vémito en pacientes infectados.>* Esta enfermedad se extiende
mundialmente, pero afecta especialmente a los paises en vias de desarrollo. En México, los
estados con mayor nimero de casos son Chihuahua, Oaxaca, Veracruz y Puebla.®°

Este protozoario tiene dos morfologias, una no infectante con aspecto ameboide y otra
infectante en forma de quiste (Figura 2.8). Se trasmite por materia fecal, contaminando agua y
alimentos en su estadio de quiste. El hospedero se infecta al consumir los alimentos
contaminados. En el intestino delgado, pasa a su forma ameboide propiciando los sintomas
antes mencionados. En el intestino grueso, si se dan condiciones favorables, puede penetrar
en la mucosa intestinal y provocar ulceras. La infeccion puede conllevar lesiones en otros
tejidos al pasar a circulacién sanguinea.'®28

Estudios realizados con los trofozoitos de la cepa HM-1:IMSS de E. histolytica mostraron que
ORY no inhibe el crecimiento del protozoario a bajas concentraciones (7 y 10 uM). Porcentajes
de inhibiciébn mayores al 80 % se registraron con concentraciones de ORY superiores a los 30
MM. De forma similar, con TFL se reporté que con 100 uM el porcentaje de inhibicion fue de

tan solo un 20%.18
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Figura 2.8. Ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica. Se muestra en azul la parte de su ciclo biolégico

asociado a la infeccion del humano y en amarillo su desarrollo en el medio ambiente.
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11.2.3. Otros organismos no susceptibles

Estudios previos han demostrado que ORY no presenta ningun efecto citotoxico en lineas
celulares sanas a bajas concentraciones (< 30 uM).393% Por ejemplo, la evaluacion de ORY en
lineas celulares de promesaeoloblastos aislados (HL-60) mostré una inhibicion del 90 % a una
concentracion de 50 uM,'® mientras que en células epiteliales de rifion de mono (VERO) se
obtuvo una Clsp > 32 pyM.'? Adicionalmente, se ha reportado el uso de concentraciones
superiores a los 25 uM para detectar actividad antihelmintica contra el nematodo modelo C.

elegans.?°

1.3. La tubulina como blanco terapéutico de derivados de dinitroanilina

Los microtubulos son polimeros del citoesqueleto esenciales en la célula para su
supervivencia, mitosis, transporte y movilidad. Los microtubulos se conforman principalmente
de heterodimeros de a/B-tubulina, que interaccionan entre si para dar forma a los
protofilamentos y a diferentes ensambles de microtubulos. Los microtubulos dobles son
esenciales en la constitucion de cilios y flagelos, mientras que los microtubulos triples son
constituyentes de centriolos y cuerpos basales. Ademas de los dimeros de a/B-tubulina, otros
miembros de la familia de la tubulina son las y-tubulinas, que constituyen a los centriolos y los
SPB (spindle pole body, por sus siglas en inglés), y las & y e-tubulinas, que estan implicadas
en los microtibulos dobles y triples.?” El caracter dinamico de polimerizacion vy
despolimerizacion de la tubulina es esencial en su funcion, por lo que su alteracion puede
derivar en la muerte celular (Figura 2.9).°

Estudios previos han demostrado que los derivados de dinitroanilina inhiben la polimerizacion
de los microtubulos al unirse selectivamente a la subunidad de a-tubulina. Estos compuestos
interfieren con la interaccion longitudinal de los protofilamentos, ocasionando la ruptura de los
microtubulos y alterando varios procesos bioldgicos, tales como la segregacion cromosomal,
citocinesis, division del nucleo y motilidad celular.?” Morrissette y colaboradores lograron
determinar que la a-tubulina era el blanco predilecto de ORY en T. gondii gracias a estudios
de mutagénesis quimica dirigida.® En estos estudios, que datan del 2004, se lograron
identificar mas de 30 mutaciones en la a-tubulina de T. gondii que alteraban la actividad

antiprotozoaria de ORY.
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Figura 2.9. Fenomeno de polimerizacion y despolimerizacion de la tubulina. A partir de heterodimeros
de a/B tubulina (verde y azul correspondientemente). En la fase de rescate, los protofilamentos y
heterodimeros de a/p tubulina se fosforila el GDP asociados a ellos, provocando la polimerizacion de
la tubulina, asi mismo este proceso se favorece con agentes estabilizadores promotores de la
polimerizacion. En la fase de catastrofe, ocurre la desfosforilacion de GTP en los heterodimeros de a/-
tubulina, ocasionando la despolimerizacidon de la tubulina, proceso acelerado por agentes

desestabilizadores de la tubulina.®”

11.3.1. Mutaciones en la a-tubulina

Dado que las tubulinas tienen un alto grado de conservacion, un estudio de revision reciente
recopil6 una lista de mutaciones de los aminoacidos, entre isotipos y especies, con un total de
489 mutaciones en la a-tubulina, 729 en la B-tubulina, y 343 en las vy, &, €, {-tubulinas. Esta

lista de mutaciones, ademas de dar a conocer mutaciones puntuales registradas, tiene el

12



Antecedentes
proposito de evaluar el rol de aminoacidos en especifico debido a su conservacion entre

especies.®

Como se mencion6 anteriormente, estudios experimentales han demostrado que ORY se une
selectivamente a la a-tubulina de plantas y protozoarios parasitos. Esto ultimo ha sido
confirmado gracias a la identificacion de mutaciones de resistencia al tratamiento con ORY en
esta subunidad de la tubulina. En la Tabla 2.2, se listan todas las mutaciones de resistencia a

ORY reportadas hasta el 2019 en la a-tubulina de plantas y protozoarios parasitos.

Tabla 2.2. Mutaciones de resistencia a ORY reportadas en la a-tubulina de distintos organismos

Mutacion Organismo Mutacion Organismo Mutacion Organismo
v4L* Tg3940 S178A Atd A273V Tg*
Sel* Tg3940 S180F At 1275T* Tgl6:39.40
H8Y* Tg36% V202F* Lr8, Aa’. S277F Atd
F24H* Tg3940 D205N Ccr A281T Atd
Y24H* Ccr A208T Ccr E284K Atd
H28Q* Tg?36:3940 1209V Tg* S287P Tg*
F49C* Tg3940 L230V Tg* A295V* Tg?36:3940
F52L* Tg?36:3940 1231T* Tg36% M301T* Tg?36:3940
F52Y* Tg3940 1235T* Tg3940 P325S Atd
F521 Tg?36:3940 1235L* Tg3940 P348L Tg*
193V Tg* 1235V* Tg?36:3940 T349I Atd
L125M* A&’ L238V* Tg36% I355E Tg*
G131R Tg* T239I Tg36:3940 Svo, L. V363A Tg*
L136F* Tg36:3940 Sv8, Aa’ R243S* Tg?36:3940 P364R Tg*
N139K*  Tg%-3° R243C* Tg?36:3940 D367V Tg*
G1428*  Tg* R243K* Lr8 V371G Tg*
S165T*  Tg%* R243M* Lr8 I1378M* Tg36%
S165A*  Tg%% V252L* Tg?36:3940 M3911* Tg36%
S165P*  Tg%% Q256H Tg* F418I Tg*
S171A Tg* M268T* Tg3940

Tg, Toxoplasma gondii; At, Arabidopsis thaliana; Aa, Alopecuarus aequalis; Lr, Lolium rigidum; Cr,

Chlamydomonas reinhardltii; Sv, Setaria viridis. A delecion. (*) Mutaciones de resistencia a ORY.

11.3.2. Propuestas del sitio de union
En anteriores investigaciones, se han propuesto diferentes posibles sitios de union de las

dinitroanilinas en la a-tubulina. En estos trabajos, se relacionan las propuestas con mutaciones
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ligadas a resistencia (ver Figura 2.10A).*3 Algunos de los modelos del sitio han sugerido que

los derivados de dinitroanilina podrian unirse alrededor del residuo T239,%* detras de la asa
“N”,311.36 en |a interfase entre la a/B-tubulina,*>4¢ debajo de la asa “N” proximo a los residuos
de T239 y F244%7 o en el sitio del GTP.%®

Recientemente, nuestro grupo de investigacion propuso el sitio de la pironetina de la a-tubulina
de T. gondii como el sitio de unién de la ORY (ver Figura 2.10B). Después de un analisis
exhaustivo de la interaccidn de ORY en varios sitios de la a-tubulina por medio de un
acoplamiento molecular con el método Wrap “N” Shake, asi como el analisis por dinamica
molecular de ORY en el sitio de la pironetina. Los resultados de nuestro estudio mostraron alta
afinidad y estabilidad de ORY por el sitio propuesto.4®

B Sitio de unién de ORY propuesto

i \\ﬁZBS Y/
S
> I??78‘

Figura 2.10. (A) Distribucion de 30 mutaciones reportadas en la a-tubulina de T. gondii coloreada por
su resistencia a ORY. Las concentraciones se muestran en la parte inferior de la figura. Otras
mutaciones de resistencia relevantes encontradas en plantas se muestran en verde. (B)
Representacion de los residuos que constituyen el sitio de la pironetina en la a-tubulina de T. gondii.

Los residuos con mutaciones reportadas estan coloreados conforme a lo indicado en el inciso (A).
A partir de la propuesta realizada por nuestro grupo, es necesario continuar con el estudio de

la interaccion de otros derivados de dinitroanilina con la a-tubulina de T. gondii y comprender

las diferencias de susceptibilidad al tratamiento con ORY en diferentes organismos.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones causadas por parasitos son comunes en paises en vias de desarrollo y se ha
empezado a extender en paises desarrollados por fenobmenos de migracién y su alta
morbilidad. Estudios previos han demostrado que los agentes herbicidas derivados de la
dinitroanilina, dentro de los que se encuentra la TFL y ORY, presentan actividad antiparasitaria
contra protozoarios como L. mexicana (leishmaniosis), T. gondii (toxoplasmosis) y P.
falciparum (malaria). Estos compuestos ejercen su actividad herbicida y antiparasitaria al
inhibir el proceso de polimerizacion de los microtubulos como resultado de su interaccion con
la proteina a-tubulina. Recientemente, nuestro grupo de investigacion propuso el posible sitio
de unién de ORY en la a-tubulina de T. gondii, tomando en cuenta la informacién de
mutaciones de resistencia al tratamiento con esta molécula. En este trabajo, se busca evaluar
diferentes derivados de dinitroanilina y el efecto de las variaciones en la secuencia de
aminoacidos de a-tubulina entre organismos susceptibles y no susceptibles para comprender
las variaciones en la actividad biologica y poder disefiar nuevos compuestos antiprotozoarios.
Los resultados de este trabajo seran un punto clave para continuar con la investigacion en el

desarrollo de nuevos tratamientos seguros y eficaces.

IV. HIPOTESIS
El uso de herramientas computacionales permitira conocer el modo de unidon y comportamiento
dinamico de derivados de la orizalina a la a-tubulina de protozoarios parasitos susceptibles y

no susceptibles al tratamiento con esta molécula.

V. OBJETIVOS
V.1. Objetivo General
Emplear herramientas computacionales para proponer y describir el modo de unién de los
derivados de orizalina (ORY) a la a-tubulina de protozoarios parasitos.
V.2. Objetivos Particulares
e Describir el comportamiento dinamico de complejos a-tubulina de T. gondii con ORY y
sus derivados estructurales.
e Caracterizar el comportamiento dinamico de ORY en la a-tubulina de organismos
susceptibles y no susceptibles.
e Determinar el tiempo de residencia de ORY en la a-tubulina de T. gondii (susceptible) y
H. sapiens (no susceptible).
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VI. METODOLOGIA

En el presente trabajo, se realizdé una revision bibliografica de los analogos de dinitroanilina
con actividad antiprotozoaria reportada. De la biblioteca de compuestos recolectada, se
seleccionaron a los compuestos con mayor potencia y similitud estructural con el compuesto
de referencia (orizalina, ORY)). Posteriormente, se hizo la preparacién y construccion de los
modelos tridimensionales de los compuestos, asi como de los modelos de a-tubulina de
organismos susceptibles y no susceptibles. Con los modelos anteriores, se realizaron los
estudios de acoplamiento y dinamica moleculares para determinar el modo de unién y
comportamiento dinamico de los complejos proteina-ligando. En las siguientes subsecciones,

se describe detalladamente la metodologia seguida para este proceso.

VI.1. Preparacion de ligandos

VI.1.1. Prediccién del pKa

Mediante el empleo del software Marvin Sketch de ChemAxon*®, se predijo el menos logaritmo
de la constante de disociacion acida (pKa) de las moléculas que presentaban grupos acidos en
su estructura. Con base en este valor, se determin6é el estado de protonacion de estas
moléculas a pH 7.0 (ver Tabla 6.7).

Tabla 6.1. Valores de pKa y abundancia de especies a pH 7.0 de ORY y sus derivados

Clave Grupo acido pKa Abundancia de especies a pH 7.0
ORY Sulfonamida 9.55 99.72% de la especie protonada (neutra)
GB-II-5 . :

Sulfonamida 7.53 22.71% de la especie desprotonada (cargada)
(DNT-12)
GB-lI-46 ) .

Sulfonamida 9.55 99.72% de la especie protonada (neutra)
(DNT-13)

VI.1.2. Construccion de los ligandos

Se empleo el cédigo SMILES candnico de ORY, GB-II-5 (DNT12) y GB-1I-46 (DNT-13) (ver
Anexo Tabla 11.1) para la construccion de las estructuras tridimensionales con el software
Avogadro®. Con este mismo programa, se llevo a cabo la optimizacion de la geometria inicial
y minimizacion de la energia de las estructuras quimicas empleando el campo de fuerza

Generalized AMBER force field (GAFF)®! con el algoritmo steepest descent®?. Las estructuras
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fueron sometidas a una segunda optimizacion utilizando el funcional hibrido B3LYP? y la base

6-31G(d, p)** con el programa Gaussian 16°°. Los archivos de coordenadas obtenidos de esta
segunda minimizacion de energia fueron enviados al programa MGLTools%¢ para calcular las
cargas parciales con el método de Gasteiger-Marsili®’, fusionar los hidrégenos no polares a la
estructura y asignar los tipos de atomos de AutoDock®¢. De este Ultimo paso, se almaceno el
archivo de coordenadas PDBQT para su empleo en el acoplamiento molecular.

VI.1.4. Parametrizacion para el campo de fuerza AMBER
Las estructuras optimizadas de los analogos de la dinitroanilina y del GTP%® fueron enviados
al servidor ACPYPE®® para el calculo de las cargas parciales con el método AM1-BCC® y

obtencion de las topologias de los ligandos para el campo de fuerza AMBERS®".

VI1.2. Preparacion de proteinas

VI.2.1. Alineamiento de secuencias

Se identificaron y recopilaron las secuencias de aminoacidos de la a-tubulina de cuatro
parasitos protozoarios y las 7 isoformas de humano empleando el formato FASTA de la base
de datos UniProt®2. De esta Ultima, se eligieron a las secuencias de T. gondii (TgQAT, P10873),
P. falciparum (PfAT, P14642), L. mexicana (LmAT, EQAPG2), G. intestinalis (GiIAT, ABBPCO) y
Homo sapiens (HsAT, Q71U36), las cuales se encuentran revisadas y validadas por Swiss-
Prot83. En el caso de la secuencia de L. mexicana, se eliminaron los primeros 100 aminoacidos
de la secuencia para hacerla coincidir con las restantes, teniendo como referencia el fragmento

de inicio MRE (metionina-arginina-acido glutamico).

VI.2.2. Modelado por homologia

Se construyeron los modelos tridimensionales de a-tubulina de los organismos antes
mencionados empleando el servidor SWISS-MODEL®*. Para este trabajo, se utilizé como
molde a la estructura de a-tubulina de Gallus gallus con clave del Protein Data Bank (PDB)
5fnv8%. Este molde fue seleccionado debido a que en él se expone el sitio de uniéon de la
pironetina, el cual presenta varios de los residuos de resistencia al tratamiento con ORY®6. A
los modelos obtenidos, se les realizd6 una optimizacion de su geometria y minimizacion de
energia con el programa UCSF Chimera®’, para posteriormente realizar una validacion con
SWISS-MODEL® (ver Anexos Figuras 11.1-11.5).
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V1.3. Acoplamiento molecular

Se realiz6 el acoplamiento molecular rigido-flexible de ORY, GB-II-5 y GB-1I-46 en el sitio de
union de la pironetina con el programa AutoDock Vina®. Se centré la caja de blusqueda en el
carbono ¢ del aminoacido 202, estableciendo un tamafio de caja de 25 x 25 x 25 A y una
exhaustividad en el algoritmo de busqueda de 8. Del resultado de acoplamiento, se eligieron

las poses (modos de union) con mejor puntuacion (score).

VI1.4. Dinamica molecular

VI.4.1. Simulaciones convencionales

Para la dinamica molecular atomistica convencional se utilizo el campo de fuerza
AMBER99SB-ILDN®® implementado en el programa GROMACS 2021.37°. En todos los
sistemas, se incorporaron los parametros del GTP, Mg?* y Ca?* a la topologia del sistema, asi
como la del ligando en el caso de los complejos. Los sistemas fueron solvatados con moléculas
de agua TIP3P en una caja cubica que se extendia al menos 1 nm de la proteina. Se
reemplazaron moléculas de agua con iones Na* y CI" de forma aleatoria para neutralizar al
sistema y alcanzar una concentracion de 0.15 M. A cada sistema se sometio a una
minimizacion de energia y un equilibrio durante 1 ns bajo los ensambles canodnico (NVT) e
isotérmico-isobarico (NPT). Se aplicaron restricciones holondmicas a todos los enlaces usando
el algoritmo LINCS. Posteriormente, se fij6 la temperatura del sistema a 300 K con el
termostato modificado de Berendsen (reescalamiento de velocidades, V-rescale)’”! y se
establecio una presién de 1 bar con el barostato de Berendsen’? para ambos ensambles.
Finalmente, se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular NPT de 200 ns sin
restricciones empleando el algoritmo del bardstato de Parrinello-Rahman.

A partir de los resultados de acoplamiento molecular obtenidos con AutoDock Vina, se llevaron
a cabo simulaciones de dinamica molecular de ORY, GB-II-5 y GB-II-46 con la a-tubulina de
Toxoplasma gondii. Asimismo, se realizé dinamica molecular de los complejos de ORY con los
modelos de a-tubulina de organismos susceptibles (TgAT, LmAT y PfAT) y no susceptibles
(GIAT y HsAT). En ambos casos, se emplearon los parametros mencionados en el punto
anterior.

Para el analisis de las dinamicas moleculares se utilizaron las herramientas internas de
GROMACS. Para el analisis de analisis de la desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD,
por sus siglas en inglés) de las proteinas respecto a su cadena principal, fluctuacién de la raiz
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cuadratica media (RMSF, por sus siglas en inglés), puentes de hidrogeno, analisis de grupos

(clustering) de los ultimos 100 ns de simulacién con un valor de corte de 0.15 nm y analisis de
contactos. Se utilizé la libreria de python MDAnalysis”® para el célculo del centro geométrico
del anillo de benceno de ORY, GB-II-5y GB-I1-46, y su angulo respecto a los anillos aromaticos
en el sitio. El analisis de la contribucién energética por residuo con los ligandos, se calcul6 con
el método MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) con la
herramienta g_mmpbsa.’* PLIP v2.2.27% fue usado para la deteccion de interacciones entre los
ligandos y las a-tubulinas de los organismos. Finalmente, para el calculo de la variacion del
volumen de la cavidad respecto al tiempo de simulacion se utilizo POVME 3.0.7°

VI.4.2. Dinamica molecular acelerada

Se determino el tiempo de residencia de ORY en los modelos de TgAT (susceptible) y HSAT
(no susceptible) empleando la metodologia de dinamica molecular de aceleracién aleatoria
(TRAMD, tau-Random Acceleration Molecular Dynamics)’” implementada en el programa
GROMACS v2021. En la Figura 6.1, se presenta un diagrama de flujo en el que se muestra el
trabajo seguido para la obtencién del tiempo de residencia del ORY en la a-tubulina.

Preparacion DM inicial DM secundaria Disociaciones Analisis estadistico
KS test:0.22
Minimizacion ’ Grupo 1 ‘ ‘ Réplica 1 }—»{ 20 Trayectorias ‘ 1.00
energia . . . 0.75
! . . . os0 /2
l NVTy NPT ‘ | Grupo 5 | ‘ Réplica 5 }—»{ 20 Trayectorias ‘ 0.25 .l
0.00 T T T
[1 ns] [DM de 200 ns] [20 ns] [méx. 40 ns] -1 0 1

log(res. time [ns])

Figura 6.1. Diagrama de trabajo empleado para la dinamica molecular acelerada. La figura al pie del
diagrama esquematiza el proceso de dinamica molecular acelerada, en la cual se presenta con vectores
la salida del ligando del sitio con el sometimiento de una fuerza en una direccion aleatoria, la cual puede

ser favorable a la salida del ligando (flecha s6lida) o no aportar movimiento (flecha intermitente).
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Como punto de partida, se extrajo la conformacidn mas representativa de ORY en las
simulaciones de dinamica molecular de 200 ns con TgAT y HSAT empleando un analisis de
grupos (clustering). Los complejos fueron sometidos a una dinamica molecular de 20 ns
estableciendo una presion de 1 bar con el barostato Parrinello-Rahman’® y una temperatura
de 300 K con el termostato Nosé-Hoover’®. Se utilizé una fuerza de 9.56 kcal/mol A para las
simulaciones, la direccion de la fuerza es elegida aleatoriamente cada vez que el centro de
masa del ligando no se mueve 0.025 A de su posicién anterior. Las coordenadas fueron
salvadas cada 10 ps. Las simulaciones se detienen cuando se alcanza un tiempo de simulacion
de 40 ns o el movimiento del ligando alcanza 40 A de su posicién inicial. Al finalizar, se obtuvo
un set de 20 trayectorias de disociacion, por cada una de las 5 réplicas, con lo cual se calculo
el tiempo de residencia (fr) y su desviacion estandar mediante un analisis estadistico de

distribuciéon normal.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Esquema 7.1, se muestra el flujo de trabajo abordado en el presente capitulo. Primero,
se realizo el analisis de interaccion de TgAT con ORY y sus derivados GB-II-5 y GB-II-46. En
la segunda seccion, se expone la interaccion de ORY con la a-tubulina de distintos organismos
susceptibles (S: LmAT y PfAT) y no susceptibles (NS: HSAT y GIiAT) al tratamiento con este
compuesto. Finalmente, se mostrara el analisis de tiempo de residencia de ORY en los
modelos de TgAT y HsAT.

@ Toxoplasma gondii I J/ (@ ORY

?, N g
oN Nvo l
J 0=8=0 NS S
A NH,
ORY o e Homo sapiens Leishmania mexicana
GB-II-5 Giardia intestinalis Plasmodium falciparum

GB-11-46

! 0?‘@”@’@

(3 Cinética ¥

Esquema 7.1. Diagrama de trabajo empleado para la caracterizacion de la interaccion de la a-tubulina
con diferentes ligandos, la union de ORY con organismos susceptibles (S) y no susceptibles (NS) y el
tiempo de residencia de ORY en TgAT y HsAT.

VII.1. Perfil de interaccion de ORY y sus derivados con TgAT

Como se menciond anteriormente, nuestro grupo de investigacion propuso y caracterizé al sitio
de la pironetina como el posible sitio de union de ORY, ademas del modo de unién y perfil de
interaccion de ORY en TgAT. En este trabajo de tesis, se llevdé a cabo el acoplamiento
molecular de ORY y dos de sus derivados (GB-II-5 y GB-11-46) en el sitio de la pironetina en
TgAT. El derivado GB-II-5 presenta una extension de estructura mediante la adicion de un
grupo fenilo como sustituyente de la sulfonamida, mientras que GB-II-46 resulta de un aumento
de cadena (homologacién) del sustituyente de dipropilamina.
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En la Figura 7.1, se muestra el perfil de interaccion del acoplamiento con mejor puntuacion

(score) de estos tres compuestos en TgAT. Los resultados del acoplamiento muestran que la
posicion espacial de los ligandos en el sitio de la pironetina es similar en todos los casos,
disponiendo al sustituyente de dipropilamina hacia la cavidad hidrofébica, formando
interacciones hidrofébicas con los residuos L136, L167, F169, L238, T239 y V252. El anillo
aromatico de la dinitroanilina se situa paralelo al residuo F255, formando un apilamiento -1
de este residuo con la GB-II-46. La disposicién de estos grupos sugiere ademas que esta
interaccidn podria formarse con los otros dos compuestos. Finalmente, el grupo sulfonamida
se dispuso hacia la entrada del sitio (region hidrofilica) en todos los casos, formando la GB-II-
46 un puente de hidrégeno con la S241.

Al comparar los datos del puntaje obtenido por AutoDock Vina®® y calcular la eficiencia del
ligando, es posible determinar que GB-I1I-5 podria presentar mayor afinidad por el sitio que GB-
[I-46, aunque ambas superando la afinidad de ORY. El acoplamiento molecular permitio
determinar el posible modo de union de los tres compuestos estudiados en TgAT. Sin embargo,
para caracterizar su estabilidad y perfil de interaccion a través del tiempo, fue necesario llevar
a cabo simulaciones independientes de dinamica molecular de 200 ns de TgAT con ORY, GB-
l1-5 y GB-II-46.

Orizalina GB-lI-5 GB-ll-46

Puntuacion E. L. Puntuacion E.L. Puntuacion E.L.
-6.7 -0.29 S -0.26 -6.8 -0.27

Figura 7.1. Resultados del acoplamiento molecular de ORY, GB-II-5 y GB-II-46 en el sitio de la
pironetina de la a-tubulina de T. gondii. Con lineas punteadas se muestran las interacciones
hidrofébicas (negro), puente de hidrogeno (azul) y apilamiento -1 (verde). Al pie de las figuras se

reporta la puntuacion (score) y eficiencia de ligando (E.L.) obtenidas en el acoplamiento molecular.
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VII.1.1. Caracterizacion dinamica de ORY en TgAT

El analisis de la desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) de la
dinamica molecular de ORY con TgAT mostrd en primera instancia que la estructura de la a-
tubulina fue estable en el tiempo de simulacion y no hubo un cambio significativo en su
estructura terciaria (Figura 7.2A). Por su parte, el analisis de RMSD de la posicion de ORY
presentd un ligero aumento a los 50 ns de simulacion, lo que sugiri6 un cambio en su
orientacion en el sitio respecto a la posicion inicial obtenida durante el estudio de acoplamiento
molecular (Figura 7.2B). A pesar de esto, el analisis por agrupamiento realizado a los ultimos
100 ns de simulacion (Figura 7.2C y D) mostré que ORY mantiene un modo de unién y una

orientacion muy similar al del acoplamiento durante casi el 80 % de la simulacion (Figura 7.2E).
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Figura 7.2. Dinamica molecular de ORY en TgAT. Diagrama de la desviacion cuadratica media (RMSD,
por sus siglas en inglés) de (A) la estructura principal de o-tubulina y (B) ORY. (C) RMSD y (D)
porcentaje de estructuras por grupo provenientes del analisis por grupos. (E) Modo de uniéon mas
representativo de ORY en TgAT. Analisis de contactos (F) y contribucion energética (G) por residuo
con ORY. (H) Contactos de las diferentes zonas de ORY con agua, a lo largo del tiempo de simulacion.
Las cajas muestran un intervalo de variacién de un minimo a un maximo, usando el primer (15.0 %),

segundo (50.0 %) y tercer (85.0 %) cuantiles.
23



RESULTADOS Y DISCUSION
Al analizar el factor de ocupacion (FO) de ORY con los residuos que constituyen al sitio de

unién, fue posible detectar que este compuesto interactué por un mayor tiempo con los
residuos V4, L136, L167, V200, V252, F255, M268, C316 e 1378 (Figura 7.2F). Adicionalmente,
el analisis de contribucion energética por residuo mostré que F255 es el que mas aporta a la
estabilizacion de ORY en TgAT, posiblemente debido al apilamiento tipo -1 que se forma
entre los anillos aromaticos de ambos (Figura 7.2G). Ademas de la interaccion con los residuos
del sitio de unién de la pironetina, se estudiaron los contactos de ORY con las moléculas de
agua que ingresan al sitio. Para tener una mejor comprension de la contribucion de los
sustituyentes en la interaccion con moléculas de agua, se dividi6 a ORY en tres zonas:
dipropilamina (Z1), dinitrobenceno (Z2) y sulfonamida (Z3) (Figura 7.2H). A lo largo del tiempo
de simulacién, la zona que mas contactos obtuvo fue Z3, ya que esta zona se posiciono hacia
la parte exterior de la cavidad (sitio de entrada). Por su parte, los grupos nitro parecen impedir
el ingreso de moléculas de agua hacia la cavidad hidrofobica, donde se localiza el sustituyente
de dipropilamina. Los resultados del perfil de interacciéon de ORY con los aminoacidos del sitio
de la pironetina de TgAT, ademas del analisis con moléculas de agua aledafias, concuerdan
con los estudios previos realizados en el mismo sistema.*®

Con la finalidad de profundizar en el perfil de interaccion de ORY en TgAT, se analizaron de
forma individual los contactos de este compuesto con los residuos que componen al sitio
(Figura 7.3A). De este analisis, resulta interesante notar que varios de los aminoacidos que
presentan un mayor numero de contactos tienen mutaciones reportadas que generan
resistencia a ORY, dentro de los que se encuentran V4, F52, L136, L238, T239, V252 e 1378.
Al analizar el tipo de interaccion que presenta ORY con estos residuos, encontramos que el
ligando forma puentes de hidrégeno (HB) con la cadena principal V252 e interacciones
hidrofébicas (HI) con su cadena lateral. Sin embargo, la interaccion hidrofébica mas importante
se detectd con la cadena lateral de F255 debido al apilamiento 1r-11. Este apilamiento 1-11 se
presentd el 56.0 % del tiempo simulado al considerarse una distancia entre los centros
geomeétricos de los anillos aromaticos (dcg) menor a 0.45 nm y un angulo de 15° entre sus
planos (0° + 15° y 180° + 15°) (Figura 7.3B). Otra interaccion identificada durante el estudio es
un puente de agua (WB) entre la sulfonamida de la orizalina y los residuos S241 y L242. La
predominancia de esta interaccion a lo largo del tiempo de simulacidn nos indica que este
puente podria jugar un papel importante en la afinidad de ORY por el sitio. Cabe mencionar
que durante la simulaciéon no se detectaron variaciones significativas en el volumen de la
cavidad (Figura 7.3C).
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Figura 7.3. Perfil de interaccion de ORY en el TgAT. (A) Factor de ocupaciéon (FO) de contactos e
interacciones de puente de hidrogeno (HB), hidrofobicas (HI) y puentes de agua (WB) de ORY en el
sitio de unidn. (B) Diagrama de apilamiento 1r-11 de orizalina. (C) Variacion del volumen de la cavidad

del sitio de union a lo largo del tiempo de simulacion.

VII.1.2. Caracterizacion dinamica de derivados de ORY en TgAT

Se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular de GB-II-5 y GB-II-46 en TgAT para
comparar su comportamiento a traveés del tiempo con ORY (Figura 7.4). El compuesto GB-II-5
mostré ser estable en toda la simulacidon presentando so6lo una pequera variacion debido al
movimiento del fenilo de la sulfonamida (Figura 7.4A). Por su parte, el derivado GB-II-46
presentd mayores fluctuaciones durante la simulacion debido a la alta flexibilidad de las
cadenas alquilicas. Realizando un analisis de grupos, se observo que los grupos obtenidos en
la simulacion de GB-II-5 son bastante parecidos entre si, lo que concuerda con su estabilidad
en el sitio a lo largo del tiempo (Figura 7.4B). Caso contrario, el analisis por grupos GB-II-46
muestra una alta variabilidad, esto nuevamente debido al aumento de sus grados de libertad
en la cadena alquilica. Respecto a los aminoacidos con los que interactuan ambos derivados,
se observa que los residuos que mas contribuyen a la afinidad de los ligandos por el sitio son
los mismos que con ORY (Figura 7.4C). Ambos ligandos conservaron la misma orientacion a

pesar de las variaciones detectadas (Figura 7.4D).
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Figura 7.4. Perfil de analisis de la dinamica molecular de GB-II-5 (parte superior) y GB-II-46 (parte
inferior) en el sitio de la pironetina de a-tubulina. (A) Diagrama de la desviacién cuadratica media
(RMSD, por sus siglas en inglés) de GB-II-5 y GB-II-46 y (B) analisis por grupos. Las cajas muestran
un intervalo de variacion de un minimo a un maximo, usando el primer (15.0 %), segundo (50.0 %) y
tercer (85.0 %) cuantiles. (C) Contribuciones energéticas por residuo para GB-II-5 y GB-II-46. (D) Modo

de unidon mas representativo de GB-II-5 y GB-11-46 en el sitio de union.

Extendiendo el analisis del perfil de interaccion de los derivados estudiados, encontramos que
tanto GB-II-5 como GB-II-46 conservan los mismos contactos con los residuos del sitio de
unidén de TgAT que los observados con ORY (Figura 7.5A). A pesar de esto, hubo algunas
variaciones en cuanto a los residuos involucrados en las principales interacciones
intermoleculares (Figura 7.5B). Por ejemplo, ambos derivados perdieron la interaccion de
puente de hidrogeno con V252, manteniendo unicamente en comun este tipo de interaccion
con S241. Respecto a las interacciones hidrofobicas, nuevamente la interaccidon con el residuo
F255 resulto ser la mas predominante. Sin embargo, al analizar el apilamiento 1r-11 entre los

sistemas aromaticos de los derivados y F255, se encontré que, a diferencia de ORY y GB-II-
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46, GB-II-5 no interactua de esta forma con este residuo (Figura 7.5C). Esto ultimo se debe a

que la sustitucion en la sulfonamida desplaza al ligando hacia el interior del sitio de union,
disminuyendo significativamente el volumen de la cavidad e impidiendo que éste se oriente
correctamente con el anillo aromatico del residuo F255. Ademas, el cambio en la orientacion,
volumen de la cavidad y presencia del sustituyente fenilo podrian ser la causa de la disminucién
de los puentes con moléculas de agua en las simulaciones con el derivado GB-I1I-5. Adicional
a la interaccion hidrofébica con F255, se identificaron residuos que presentaron mayores
contribuciones que no habian sido detectados en ORY. Esto ultimo debido a que la extension
de la estructura en ambos derivados permitio ampliar las regiones de contactos hidrofobicas
con los residuos de la entrada (GB-II-5) o de la cavidad hidrofébica (GB-I11-46).
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Figura 7.5. Perfil de interaccion de GB-II-5 (izquierda) y GB-11-46 (derecha) en TgAT. (A) Factor de
ocupacion (FO) de contactos e (B) interacciones de puente de hidrégeno (HB), hidrofébicas (HI) y
puentes de agua (WB) de los derivados de ORY en el sitio de unién. (C) Diagrama de apilamiento -1
(izquierda) y variacion del volumen del sitio de la pironetina a lo largo del tiempo de simulacién

(derecha).
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VII.2. Unién de ORY a la a-tubulina de organismos susceptibles y no susceptibles

VII.2.1. Comparacion entres sitios de union

En el presente trabajo, se realizé una comparacion de la secuencia de aminoacidos de TgAT
con las secuencias de protozoarios, organismos susceptibles (P. falciparumy L. mexicana) y
no susceptibles al tratamiento con ORY (G. intestinalis y H. sapiens) (ver Figura 7.5).
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GiAT 1 MRECISVHIGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQHDGQMPSDKTIGGGDDAFNTEFSETGAGK 60
HSATIA 1 MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGQMPSDKTIGGGDDSFNTEFSETGAGK 60
*kx *.:t:***t t:*tﬁt***:**t*tt! *x !*.** **:*.!!tttti:*:
12345678901234567890123456789012345678901234[§6789012345678

TgAT 121 RIRKLADNCTGLQGFLMENAVGGGTGSGLGCLLLERLSVDYGKKSKLNFCSWPSPQVSTA 180
PfAT 121 RIRKLADNCTGLQGFLMFSAVGGGTGSGFGCLMLERLSVDYGKKSKLNFCCWPSPQVSTA 180
LmAT 121 RIRKLADNCTGLQGFMVFHAVGGGTGSGLGALLLERLSVDYGKKSKLGYTVYPSPQVSTA 180
GiAT 121 RVRKLADNCSGLQGFLIFHSFGGGTGAGFGSLFLERLSVDYGRKSKLEFVVYPSPQIATA 180
HsATIA 121 RIRKLADQCTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA 180

* * *** t ft**t .- . - ***** * x . *t?***** * . *t - - % . ** - %

~

»34567890123456789012345678901234567890123456789012 6789
TgAT 181 VVEPYNSVLSTHSLLBHTDVAVMLDNEAIYDICRRNLDIBRPTYTNLNRLIAQVISSLTA 240
PfAT 181 VVEPYNSVLSTHSLLEHTDVAIMLDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIAQVISSLTA 240
LmAT 181 VVEPYNCVLSTHSLLEHTDVATMLDNEAIYDLTRRSLDIERPSYTNVNRLIGQVVSSLTA 240
GiAT 181 VVEPYNTILAAHSMLEHSDCAFMVDNEAMYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIAQCISSITA 240
HsATIA 181 VVBPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIGQIVSSITA 240

EE .- k. * . E & * - - ***t-*t &% ****** E ***- * - kEk kK
12345678901@345678901234567890123456789012345678901234567890

TgAT 241 SLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSYAPIISAEKAYHEQLSVAEITNSAFEPAS 300
PfAT 241 SLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSYAPVVSAEKAYHEQLSVSEITNSAFEPAN 300
LmAT 241 SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFVLTSYAPVVSAEKAYHEQLSVADITNSVFEPAG 300
GiAT 241 SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLCSYAPIISSEKAYHEKLSVAELTNSVFEPAN 300
HsSATIA 241 SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN 300

R EXXXEXXXEXT XX XTEET X oo s Ko sXaXXXTXEX o TE o o X% Tk x

1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678¢
TgAT 301 MMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPP 360
PEfAT 301 MMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPP 360
LmAT 301 MLTKCDPRHGKYMSCCLMYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPP 360
GiAT 301 MMVKCDPRHGKYMACCMMYRGDVVPKDVNAAIAVIKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINYQPP 360

HsATIA 301 QMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINYQPP 360

- Lk e s o XXX XX XX XX XXX o % XTXXXX e e XX Tdd XX X% XXX X% %x

123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
TgAT 361 TVVPGGDLAKVMRAVCMISNSTAIAEVFSRMDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420
PfAT 361 TVVPGGDLAKVMRAVCMISNSTAIAEVFSRMDQKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420
LmAT 361 TVVPGGDLAKVQRAVCMIANSTAIAEVFARIDHKFDLMYSKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420
GiAT 361 TVIPGGDLAKVQRSCLMISNTTAIAEVWSRMDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420
HSATIA 361 TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420

:t:f******* t: *::*_**:**_::f:*:**tt*t:********************
| Residuos del sitio de unién _ Mutacién en el sitio de unién
Residuo 202 Cambios importantes entre organismos

Figura 7.5. Alineamiento multiple de de secuencias de aminoacidos de a-tubulina de organismos
susceptibles (TgAT, PfAT y LmAT) y no susceptibles (Gi y Hs) al tratamiento con ORY. Se muestran
los residuos que componen al sitio de union propuesto (azul), mutaciones reportadas (naranja),
variaciones importantes entre organismos (rosa) y énfasis en el residuo 202 (amarillo).
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Este alineamiento multiple de secuencias nos permitié detectar variaciones importantes en el
sitio de la pironetina que podrian explicar la ausencia de susceptibilidad ante el tratamiento,
dentro de las que se encuentran V4C, V202F, L238l, V252L y M268P. Ademas, estudios de
mutagénesis dirigida han demostrado que variaciones en estas posiciones afectan
significativamente la afinidad de ORY por TgAT,%6:38 demostrando su relevancia en la
composicion del sitio de union. De estas sustituciones, el cambio de un residuo pequefio (e;.
valina, isoleucina y treonina) por fenilalanina en la posicion 202 fue identificada recientemente
como una de las principales causas de resistencia en plantas® y baja susceptibilidad en lineas
celulares de humano.'? Este alineamiento de secuencias sugiere que el sitio propuesto por
nuestro grupo podria explicar la razon de los cambios de susceptibilidad al tratamiento con
ORY.

Con respecto al efecto de estas mutaciones, en un estudio reciente determinamos que las
mutaciones L136F y V202F provocan una disminucion de la afinidad de TgAT hacia ORY. Por
su parte, las mutaciones T2391y V252L provocan una disminucion en la flexibilidad de la TgAT,
lo que conduce a un aumento de resistencia, mientras que R243S también disminuye la

flexibilidad de la TgAT pero por la eliminacion de un puente salino intramolecular.8°

VII.2.2. Modo de union de ORY en los diferentes modelos de a-tubulina

Para poder conocer las diferencias estructurales en la a-tubulina que pueden afectar la afinidad
de ORY, se llevaron a cabo acoplamientos moleculares de este compuesto en la a-tubulina de
los organismos susceptibles y no susceptibles estudiados en el alineamiento de secuencias.
En general, el acoplamiento molecular mostré que ORY se une de manera muy similar en los
cuatro organismos, disponiendo el sustituyente de dipropilamina hacia la cavidad hidrofobica,
el grupo aromatico paralelo a F255 y la sulfonamida hacia la regién hidrofilica (entrada al sitio).
Respecto a la dipropilamina, el resultado del acoplamiento molecular muestra interacciones
de tipo hidrofébicas con los residuos L136, L/1238, T239 y V/L252. El anillo aromatico forma
una interaccion de tipo apilamiento 11-11 con la F255 en los sistemas de GIAT y HsSAT, mientras
que el residuo de S241 forma un puente de hidrégeno con la sulfonamida. Por su parte, el valor
de puntuacioén (score) del acoplamiento no muestra una clara preferencia por alguno de los

sistemas, asi como tampoco permite explicar diferencias en la afinidad entre organismos.
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Figura 7.7. Resultados del acoplamiento molecular de ORY en el sitio de la pironetina de a-tubulina de
distintos organismos. En cada figura se muestra el perfil de interaccién de ORY en la a-tubulina de P.
falciparum (verde), L. mexicana (amarillo), G. intestinalis (naranja) y H. sapiens (rosa). Con lineas
punteadas se representan las interacciones hidrofébicas (negro), puente de hidrégeno (azul) y
apilamiento -1 (verde). Al pie de las figuras se reporta la puntuacion (score) y eficiencia de ligando
(E.L.) obtenidas en el acoplamiento molecular.

Debido a que el resultado del acoplamiento fue similar entre los cuatro modelos, se decidio
estudiar el comportamiento dinamico de los complejos con el fin de detectar pequenas
diferencias entre sistemas que puedan explicar las variaciones en la susceptibilidad. En la
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Figura 7.8, se muestra el analisis de 200 ns de simulacion realizados a los complejos de ORY

con los cuatro sistemas. En general, se observa que ORY fue estable en todos los modelos
simulados y que las pequenas variaciones respecto a la posicion original son muy similares a
las observadas con TgAT. En el caso del modelo PfAT, hay una variacion a los 20 ns que se
explica con un giro de 90° que sufre la molécula durante la simulacidn, pero que se corrige a
los 40 ns. Por su parte, los sistemas restantes muestran cambios conformacionales similares
a los observados en las simulaciones de TgAT, lo cual se ve reflejado en el analisis de grupos
por RMSD donde las agrupaciones espaciales de ORY en el tiempo son similares. Asimismo,
el analisis de contribucidn energética mostrd que los residuos que contribuyen a la interaccion
con ORY en TgAT son los mismos en PfAT, LmAT, GIAT y HsSAT.
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Figura 7.8. Dinamica molecular de ORY en PfAT, LmAT, GIiAT y HsAT. (Izquierda) Diagrama de la
desviacion cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés), (Centro) RMSD de analisis grupos y

(Derecha) contribuciones energéticas por residuo.
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Figura 7.9. Perfil de interaccion de ORY en el sitio de PfAT (verde), LmAT (amarillo), GiAT (naranja) y
HsAT (rosa). Los graficos muestran el factor de ocupacion (FO) de contactos e interacciones de puente

de hidrégeno (HB), hidrofdbicas (HI) y puentes de agua (WB) de ORY en los cuatro sistemas.

A pesar de la similitud en el comportamiento dinamico del ligando en los diferentes modelos
de a-tubulina, el analisis de contactos muestra variaciones importantes entre los sistemas
(Figura 7.9). Por ejemplo, hay una reduccion en el numero de contactos con el residuo en la
posicion 4 en LmAT, GIAT y HsAT debido al cambio de la valina por residuos mas pequefos.
En el caso del residuo F52, se identificaron un mayor numero de contactos en los modelos de

organismos susceptibles que en los no susceptibles, lo cual podria estar relacionado con el
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nivel de internalizacion del ligando en el sitio. Esto ultimo se debe a que el aumento en el

tamano del residuo en la posicion 202 podria impedir que ORY ingrese a la region de la cavidad
hidrofébica, que es donde se encuentra F52. De nueva cuenta, se encontré que F255 cumple
un papel importante en la union de ORY a la tubulina, dado que presenta interacciones de
puente de hidrogeno e hidrofébicas en los cuatro sistemas estudiados. De forma similar, S241
podria estar cumpliendo un papel importante en la interaccion, tanto por la formacién de

puentes de hidrogeno con la sulfonamida como con la formacion de puentes de agua.

Dada la similitud en la estabilidad, contribuciones energéticas y perfil de interaccion de ORY
en los cuatro sistemas estudiados, se decidio calcular la entalpia de unién en busca de posibles
diferencias entre los organismos (Figura 7.10A). Sin embargo, se obtuvo un resultado similar
en todos ellos, con un valor promedio de -30.0 kcal/mol. Esto ultimo sugiere que no existe
selectividad termodinamica de ORY por las a-tubulina de organismos susceptibles y no
susceptibles. Por lo que la explicacion de las variaciones en la susceptibilidad al tratamiento
con este compuesto podria no estar relacionadas directamente con la afinidad sino con su
tiempo de residencia o mecanismo de ingreso.

Algo que es importante resaltar de estas simulaciones, y que contribuirian a la hipotesis de
que el mecanismo de ingreso seria el paso limitante entre los sistemas, es que el volumen de
la cavidad disminuyo significativamente en el caso de LmAT, GIAT y HsSAT. Este resultado
podria explicarse por la presencia del residuo F202, el cual reduce el volumen de la cavidad e

impide la completa internalizacién de ORY en el sitio, como se menciono anteriormente.
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Figura 7.10. (A) Entalpia de union de ORY en la a-tubulina de distintos organismos, Toxoplasma gondii
(Tg), Plasmodium falciparum (Pf), Leishmania mexicana (Lm), Giardia intestinalis (Gi) y Homo sapiens

(Hs). (B) Variacion del volumen del sitio de la pironetina en 200 ns de simulacion de dinamica molecular.
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Las cajas muestran un intervalo de variacion de un minimo a un maximo, usando el primer (15.0 %),

segundo (50.0 %) y tercer (85.0 %) cuantiles.

VII.3. Tiempo de residencia de ORY en TgAT y HsAT

Los resultados de entalpia de union sugirieron que ORY podria no presentar selectividad
termodinamica hacia la a-tubulina de los diferentes organismos. Por esta razén, es importante
considerar la posibilidad de que la susceptibilidad al tratamiento con este compuesto pueda
deberse a una selectividad cinética.8! Es decir, que el proceso de asociacion y disociacion del
ligando podrian estar directamente relacionados a la susceptibilidad de los organismos.

Para demostrar esto, en el presente trabajo se implementé el método de dinamica molecular
de aceleracion aleatoria 1 (TRAMD), la cual permite calcular el tiempo de residencia de ligandos
en macromoléculas. La importancia de esta técnica computacional radica en poder analizar la
estabilidad de una molécula en un sitio establecido y, por medio de una fuerza de magnitud
definida, extraerla del sitio con direcciones aleatorias a lo largo del tiempo. La informacion
obtenida permite obtener una aproximacién a la constante cinética de disociacion (ko) a través

de la estimacion del tiempo de residencia (tr) del ligando en el sitio.
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Figura 7.11. Distribuciones de tiempo de Residencia de ORY. (A) Representacion esquematica del

proceso de disociacion de ORY del sitio de la pironetina en la a-tubulina. Tiempos de residencia (tr) de
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(B) T. gondiiy (C) H. sapiens obtenidos a partir de 5 réplicas independientes, cada una de las cuales

consta de 20 simulaciones de TRAMD.

Para este proyecto, se calculé el tr de ORY en las proteinas de a-tubulina de T. gondii
(organismo susceptible) y H. sapiens (organismo resistente). Al aplicar una fuerza media de
9.56 kcal/mol A, determinamos que ORY presenta un mayor tiempo de residencia en HsAT (tr
= 2.24 ns) que en TgAT (tr = 0.44 ns). Estos datos resultarian contrarios a lo visto
experimentalmente, puesto que el humano no es susceptible al tratamiento con ORY. Sin
embargo, el extenso tiempo de residencia en HsSAT se podria deber a la reduccion de la
cavidad, lo que impide que el ligando se desplace eficientemente del sitio. Por lo tanto, el efecto
de susceptibilidad podria estar relacionada a la constante de asociacion (kon) en lugar de con
la kofr, tal como se propuso en la seccion anterior. Es decir, la internalizacién del ligando al sitio
se podria ver obstaculizada por las dimensiones de la cavidad y/o por la baja probabilidad de
exposicidon de un sitio mas hidrofébico. Por lo tanto, sera importante en un futuro determinar el
proceso de asociacion para establecer si este es la causa de las variaciones de susceptibilidad
entre organismos y demostrar que ORY presentaria una selectividad cinética a las diferentes

a-tubulinas.

35



Conclusiones

VIIl. CONCLUSIONES

El uso de herramientas computacionales permitio llevar a cabo el alineamiento de secuencias,
construccion de estructuras terciarias empleando modelado por homologia de las distintas a-
tubulinas, la preparacion de los derivados de dinitroanilina, el acoplamiento molecular de los
ligandos en el sitio de la pironetina y los estudios de dinamica molecular que permitieron
identificar el perfil de interaccién proteina-ligando.

El analisis de las distintas dinamicas de ORY y derivados con TgAT sugiere que el sustituyente
fenilo en la sulfonamida de la GB-II-5 favorece la interaccion con el sitio propuesto. Por su
parte, la homologacién de las cadenas alifaticas del sustituyente de dipropilamina permite
conservar interacciones importantes con el sitio hidrofobico. Sin embargo, el aumento en los
grados de libertad (entropia conformacional) provoca un mayor movimiento dentro de la

cavidad lo cual conlleva a la reduccion de su estabilidad.

El analisis de interaccion de ORY con las a-tubulinas de organismos susceptibles y no
susceptibles indicé que en todos los sistemas ORY es estable en el sitio de la pironetina,

interactua con los mismos residuos, y no muestra una selectividad termodinamica entre ellos.

El estudio cinético con TRAMD revelé que ORY presenta un mayor tiempo de residencia en
HsAT que en TgAT, lo que sugiere que el mecanismo de susceptibilidad podria estar
relacionado con la cinética de asociacion (kon) Yy no con la de disociacion (ko) ni con el

componente termodinamico (AHunisn)-
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IX. PERSPECTIVAS

Realizar simulaciones de Dinamica molecular con la a-tubulinas de otros protozoarios
parasitos de interés clinico y proponer nuevas modificaciones a la estructura de ORY. Emplear
las herramientas computacionales abordadas en este trabajo para determinar la afinidad a las

a-tubulinas de estos nuevos organismos.

Realizar una validacién del calculo de la koff de un sistema experimental contra uno calculado

empleando la metodologia de TRAMD.
Buscar y aplicar una nueva metodologia computacional para determinar el componente

cinético kon de los sistemas estudios en este trabajo. Esto ultimo permitira conocer el perfil

completo de la selectividad cinética hacia la tubulina.
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ANEXO

Tabla 11.1. Clave interna, nombre y cédigo SMILES de los analogos de la dinitroanilina

Clave Nombre ‘ SMILES

ORY Orizalina CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)S(N)(=0)=0)[N+]([O-])=0
CLN Cloralina [O-][N+](=0)C1=CC(=CC(=C1CI)[N+]([O-])=O)C(F)(F)F

TFL Trifluralina CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)C(F)(F)F)IN+]([0-])=O
DNT-1 IAUT CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)C(=0)OC)[N+]([O-])=O
DNT-2 IAU2 CCCN(CCC)C1=C(C=C(NC(=0)OC)C=C1[N+]([O-])=0)[N+]([O-])=O
DNT-3 IAU3 CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-]=0)S(O)(=0)=0)[N+]([0])=O
DNT-4 Benfluralina CCCCN(CC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)C(F)(F)F)IN+]([0-])=O
DNT-5 Butralina CCC(C)NC1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)C(C)(C)C)IN+]([0-])=O

DNT-6 CLN Analogo 1 | [O-][N+](=0)C1=CC(=CC(=C1Cl)S(=0)=0)C(F)(F)F

DNT-7 CLN Andlogo 2 | [O-][N+](=0)C1=CC(=CC=C1CI\C(F)(F)F

DNT-8 CLN Analogo 3 | [O-][N+](=0)C1=CC(=CC=C1S)C(F)(F)F

DNT-9 Dinitramina CCN(CC)C1=C(C=C(C(N)=C1[N+]([O-])=0)C(F)(F)F)IN+]({0-])=O
DNT-10 Etalfluralina CCN(CC(C)=C)C1=C(C=C(C=C1[N+]([O-])=0)C(F)(F)F)IN+]([O-])=O
DNT-11 Flucloralina CCCN(CCCI)C1=C(C=C(C=C1[N+]([O-])=0)C(F)(F)F)[N+]([O-])=0
DNT-12 GBI 5 CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0])=0)S(=0)(=0)NC1=CC=CC=C1)[N+]([0-])=O
DNT-13 GB-11-46 CCCCN(CCCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([O-])=0)S(N)(=0)=0)[N+]([0-])=O
DNT-14 Isopropalina CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-]=0)C(C)C)[N+]([0-])=O

DNT-15 Nitralina CCCN(CCC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=0)S(C)(=0)=0)[N+]([O-])=O
DNT-16 Nitrofor CCN(CC)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=O)C(F)(F)F)[N+]([0-])=O

DNT-17 Pendimetalina CCC(CC)NC1=C(C=C(C)C(C)=C1[N+]([0-])=O)[N+]([0-])=O

DNT-18 Profluralina CCCN(CC1CC1)C1=C(C=C(C=C1[N+]([0-])=O)C(F)(F)F)[N+]([0-])=O
DNT-19 TFL Analogo 1 [O-]IN+](=0)C1=CC(=C(N2CCOCC2)C(=C1)[N+]([0-])=0)C(F)(F)F
DNT-20 TFL Andlogo 2 | CN1CCN(CC1)C1=C(C=C(C=C1[N+]([O-])=O)[N+]([O-])=O)C(F)(F)F
DNT-21 TFL Andlogo 3 | [O-]IN+](=0)C1=CC(=C(N2CCCC2)C(=C1)[N+]([O-])=O)C(F)(F)F
DNT-22 TFL Analogo 4 | [O-][N+](=0)C1=CC(=C(NCCCN2C=CN=C2)C(=C1)[N+]([O-])=O)C(F)(F)F
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Tabla 11.2. Analisis de similitud entre secuencias de aminoacidos de a-tubulina del humano

1A IB ‘ IC lnc lNE IVA VI
A 100 99.56 98 97.56 96.23 95.34 89.8
1B 99.56 100 98 97.12 95.79 95.79 89.8
IC 98 98 100 96.22 94.89 95.99 89.8
nc 97.56 97.12 96.22 100 98.67 93.78 90.67
E 96.23 95.79 94.89 98.67 100 92.67 89.11
IVA 95.34 95.79 95.99 93.78 92.67 100 89.8
Vi 89.8 89.8 89.8 90.67 89.11 89.8 100
Promedio 96.08 96.01 95.48 95.67 94.56 93.90 89.83

Tabla 11.3. Similitud entre secuencias de aminoacidos de a-tubulina del humano con otros organismos

1A IB ‘ IC nc lNE IVA VI
Tg 84.99 84.77 84.11 85.21 83.66 81.9 79.47
Pf 83.66 83.44 82.56 83 81.9 81.24 78.59
Tb 84.7 84.23 84.23 84.48 83.15 81.15 78.71
Lm 82.48 82.04 81.82 82.27 81.15 79.16 76.72
Lr 84.04 84.04 85.11 83.78 82.67 81.78 77.78
Gi 84.8 84.58 84.18 85.46 84.8 82.82 81.1
Ce 93.13 93.13 91.78 92 90.67 90.67 86.67
Promedio 85.40 85.18 84.83 85.17 84.00 82.67 79.86

Tabla 11.4. Analisis de similitud entre secuencias de aminoacidos de a-tubulina de organismos

HslliC HslIIE HsIVA HsVIII

Tg 100 93.6 86.76 83.7 84.99 84.77 84.11 85.21 83.66 81.9 79.47
Pf 93.6 100 84.99 81.28 83.66 83.44 82.56 83 81.9 81.24 78.59
Lm 86.76 84.99 100 79.74 82.48 82.04 81.82 82.27 81.15 79.16 76.72
Gi 83.7 81.28 79.74 100 84.8 84.58 84.18 85.46 84.8 82.82 81.1
HsIA 84.99 83.66 82.48 84.8 100 99.56 98 97.56 96.23 95.34 89.8
HsIB 84.77 83.44 82.04 84.58 99.56 100 98 97.12 95.79 95.79 89.8
HsIC 84.11 82.56 81.82 84.18 98 98 100 96.22 94.89 95.99 89.8
HsllIC 85.21 83 82.27 85.46 97.56 97.12 96.22 100 98.67 93.78 90.67
HslIIE 83.66 81.9 81.15 84.8 96.23 95.79 94.89 98.67 100 92.67 89.11
HsIVA 81.9 81.24 79.16 82.82 95.34 95.79 95.99 93.78 92.67 100 89.8
HsViIlI 79.47 78.59 76.72 81.1 89.8 89.8 89.8 90.67 89.11 89.8 100
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Figura 11.1. Evaluacién de la estructura de la a-tubulina de Toxoplasma gondii (TgAT) generado por

Swiss-Model®* usando el PDB: 5ca1 (cadena C) ®# como molde. (A) Grafico de Ramachandran, (B)

resultados de MolProbity, (C) puntajes QMEAN4, (D) estructura tridimensional coloreada por la

confianza del modelo, (E) similitud local respecto al molde, (F) puntuacién normalizada de QMEAN4 y

(G) calidad de los residuos coloreados por su valor local de calidad.
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Figura 11.3. Evaluacion de la estructura de la a-tubulina de Leishmania mexicana (LmAT) generado

por Swiss-Model® usando el PDB: 5ca1 (cadena C)  como molde. (A) Grafico de Ramachandran, (B)

resultados de MolProbity, (C) puntajes QMEAN4, (D) estructura tridimensional coloreada por la

confianza del modelo, (E) similitud local respecto al molde, (F) puntuacién normalizada de QMEAN4 y

(G) calidad de los residuos coloreados por su valor local de calidad.
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Figura 11.4. Evaluacion de la estructura de la a-tubulina de Giardia intestinalis (GiAT) generado por

Swiss-Model®* usando el PDB: 5ca1 (cadena C) ®# como molde. (A) Grafico de Ramachandran, (B)

resultados de MolProbity, (C) puntajes QMEAN4, (D) estructura tridimensional coloreada por la

confianza del modelo, (E) similitud local respecto al molde, (F) puntuacién normalizada de QMEAN4 y

(G) calidad de los residuos coloreados por su valor local de calidad.
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Figura 11.5. Evaluacion de la estructura de la a-tubulina de Homo sapiens (HsAT) generado por Swiss-

Model® usando el PDB: 5ca1 (cadena C) %2 como molde. (A) Grafico de Ramachandran, (B) resultados

de MolProbity, (C) puntajes QMEAN4, (D) estructura tridimensional coloreada por la confianza del

modelo, (E) similitud local respecto al molde, (F) puntuacion normalizada de QMEAN4 y (G) calidad de

los residuos coloreados por su valor local de calidad.
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Figura 11.6. Dinamica molecular de GB-II-5 en PfAT, LmAT, GIAT y HsAT. Diagrama de la desviacién
cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) (izquierda), RMSD de analisis grupos (centro) y

contribuciones energéticas por residuo (derecha).
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Figura 11.7. Dinamica molecular de GB-11-46 en PfAT, LmAT, GiAT y HsAT. Diagrama de la desviacién
cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) (izquierda), RMSD de analisis grupos (centro) y

contribuciones energéticas por residuo (derecha).
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Figura 11.8. Distribuciones de tiempo de residencia de ORY en Toxoplasma gondii. Grafica
acumulativa de tiempos de residencia (superior), distribucion normalizada de tiempos de residencia

(centro) y prueba de Kolmogorov-Smirnov (inferior).
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Figura 11.9. Distribuciones de tiempo de residencia de ORY en Homo sapiens. Grafica acumulativa de
tiempos de residencia (superior), distribucién normalizada de tiempos de residencia (centro) y prueba

de Kolmogorov-Smirnov (inferior).
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