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Glosario

1. PME = Proteina de membrana externa.
2. BabA = Adhesina de unién a antigeno de sangre.
3. SabA = Adhesina de unién a acido sialico.
4. OipA = Proteina inflamatoria externa.
5. CagA = Citotoxina asociada al gen A.
6. CagPAI = Isla de patogenicidad cagPAI
7. VacA = Citotoxina vacuolizante A.
8. DupA = Promotor de tlcera duodenal.
9. UreA = Subunidad A o a.
10. UreB = Subunidad B o 3.
11. MALT = Tejido linfoide asociado a las mucosas.
12. IBPs = Inhibidores de bombas de protones.
13. GROMACS = GROningen MAchine for Chemical Simulations.
14. VMD = Visual Molecular Dynamics.
15. DM = Dinamica molecular.
16. OPLS-AA = Optimized Potentials for Liquid Simulations and all atom.
17. PBC = Periodic boundary conditions 6 Condiciones periddicas de contorno.

18. vdW = van der Walls
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19. PME = Particle-Mesh Ewald
20. flap = solapa

21. pocket = bolsillo o también denominado sitio activo
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Resumen

La infeccion por Helicobacter pylori es un problema de salud publica que afecta aprox-
imadamente al 50% de la poblacién mundial. Esta bacteria presenta diversos factores
de patogenicidad, uno de los cuales es la ureasa, una proteina multimérica que cataliza
la hidrélisis de la tirea a N Hz y C'O2, lo que incrementa el pH del medio, permitiendo la
supervivencia de H. pylori. La ureasa estd conformada por dos subunidades o y 5 que
componen un dodecdmero altamente estable ((«f3)3)4. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la estabilidad estructural de la ureasa a diferentes pHs y la buisqueda de nuevos
inhibidores en base a un farmaco reportado en estudio clinico. Para ello se usaron téc-
nicas de la fisica, quimica y biologia computacional aplicada a modelos biologicos. Los
resultaron nos mostraron que la ureasa es capaz de apoyar la supervivencia de H.pylori
a condiciones de pHs bajos, debido a que posee 12 sitios cataliticos los cuales presentan
dos iones de Nit? protegido por una solapa o flap que hace posible la apertura y cierre
del sitio activo para el sustrato, susceptible a condiciones de pHs bajos. Ademas, se
observé que a pH 2 existen mas flaps abiertos que a pH 7. El andlisis del acoplamiento
receptor con ligando (tdrea, acido acetohidroxdmico y cinco derivados del 4cido aceto-
hidroxdmico) muestra que es necesario considerar al receptor con el flap abierto. La
acetamida fue el derivado que presenté un acoplamiento similar a la tirea teniendo gran
potencial para estudios futuros. En conclusiéon, se ha logrado comprender uno de los
factores de supervivencia del H.pylori mediante la gran estabilidad de la ureasa a pHs

bajos.

Palabras clave: Helicobacter pylori, ureasa, pH, inhibidores, dinamica molec-

ular .
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Abstract

Helicobacter pylori infection is a public health problem that affects approximately 50%
of the world population. This bacterium has several factors of pathogenicity, one of
which is urease, a multimeric protein that catalyzes the hydrolysis of urea to N Hs and
C'Os9, which increases the pH of the medium, allowing the survival of H. pylori. Urease
is made up of two o and /3 subunits that make up a highly stable dodecamer ((«f3)3)4.
The objective of this work was to evaluate the structural stability of urease at different
pHs and the search for new inhibitors based on a drug reported in a clinical study.
For this study, techniques of physics, chemistry, and computational biology were used
and applied to biological models. The results demonstrated that urease could support
the survival of H. pylori at low pH conditions because the bacterium has 12 catalytic
sites which each have two Nit? ions protected by a flap that opens and closes from
the active site to the substrate, susceptible to low pH conditions. In addition, it was
observed that at pH 2 there are more open flaps than at pH 7. The coupling analysis
(urea, acetohydroxamic acid and five acetohydroxamic acid derivatives) shows that it
is necessary to consider the receptor with the flap open. Acetamide was the derivative
that presented a similar coupling to urea, having great potential for future studies. In
conclusion, one of the factors of H. pylori survival is explained by the high stability of

urease at low pHs.

Keywords: Helicobacter pylori, urease, pH, inhibitors, molecular dynamic
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Introduccion

Helicobacter pylori es un bacteria Gram-negativa que afecta aproximadamente al 50%
de la poblacién mundial, clasificado como el principal factor de riesgo de enfermedades
gastrointestinales, como; gastritis, ulceracion gastrica y duodenal y carcinoma géstrico.
H. pylori posee diversos mecanismos para sobrevivir en el estbmago humano, teniendo
como primera linea de defensa la produccién de una enzima denominada ureasa, la
cual le proporciona un ambiente adecuado a fin de llegar hasta la célula hospedera.
Actualmente son diversos regimenes los que se han propuesto para la erradicacion de
H. pylori, utilizado con mayor frecuencia la triple terapia (amoxicilina, claritromicina
e inhibidores de la bomba de protones), con una tasa de éxito del 80%, debido a los

efectos secundarios indeseables, cumplimiento deficiente y resistencia a los antibidticos.

La ureasa tiene un rol biolégico importante en las patologias inducidas por H. py-
lori. Esta es una enzima que inicia la hidrolisis de la urea, con el objetivo de generar
amoniaco y CO2, ayudando a neutralizar la acidez del estémago y permitiendo la movi-
lizaciéon de la bacteria hasta la célula hospedera. En la unidad estructural del complejo
supramolecular ureasa se encuentra conformando parte del sitio activo iones de niquel
(Ni?*), siendo estos necesarios para el efecto catalitico de la ureasa. Por lo tanto, la

ureasa se considera un interesante objetivo en la investigacion cientifica.

Los estudios tedricos mediante modelado molecular son bastante atractivos debido
a que no es necesario la utilizacion de un laboratorio experimental de tratamiento de
muestras, sino es mas bien una alternativa de estudio para comprender los procesos
fisicoquimicos que ocurre en un proceso de interaccion de un receptor—ligando, logrando
de este modo diferenciar que molécula en si es la que actiia como inhibidor para la ureasa
de H. pylori. Es por ello que para aplicar esta herramienta es necesario contar con un

equipo de cémputo cientifico de alto rendimiento, un modelo estructural previamente
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secuenciado u obtenido por cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear y
diversos modelos matematicos que son capaces de predecir el comportamiento de estas

estructuras in silico y proponer de esta forma nuevos inhibidores.
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Hipoétesis

Dado que existen grandes avances en la quimica, fisica y biologia computacional es
factible comprender la acido resistencia de la ureasa como mecanismo de defensa de H.

pylori frente a pHs bajos, asi mismo comprender el efecto de nuevos inhibidores.
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Objetivos

General

Evaluar el complejo supramolecular ureasa de Helicobacter pylori a diferentes pHs y la

accién de nuevos inhibidores.

Especificos

e Determinar el modelo del complejo supramolecular ureasa de Helicobacter pylori

a diferentes pHs.

e Evaluar los componentes del sitio activo del complejo supramolecular ureasa de

Helicobacter pylori.

e Estudiar el acoplamiento molecular receptor-ligando.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Capitulo 1

Marco Teodrico

1.1 Infeccién por Helicobacter pylori

La infeccién por Helicobacter pylori se asocia un 70% a casos de gastritis crénica, 90-
95% a tulceras duodenales y 60% a pacientes con cdncer. Se estima que més del 50%
de la poblacion mundial se encuentra infectada con este microorganismo, pudiendo
agravarse debido a diversos factores de riesgo y su gran adaptaciéon al pH del estémago,
siendo este ultimo debido a los diversos cambios evolutivos en la historia. Es asi que
en los anios ochenta el grupo de investigacion del australiano Robin Warren lograron
cultivar e identificar al microorganismo H. pylori,! una serie de estudios han abordado
las raices de los antepasados de la bacteria, y el primer andlisis genomico de las cepas
bacterianas sugirieron que existié una coexistencia con los seres humanos.? Al parecer
el Homo sapiens y H. pylori emigraron juntos fuera de Africa hace méds de 60 mil
anos aproximadamente, ocurriendo transformaciones graduales del genoma bacteriano

dando lugar a varios prototipos.?

En los anos noventa con la ayuda de la gendémica y protedmica se pudo diferenciar
cepas de H. pylori de diferentes lugares geograficos, los cuales contribuyeron con el
descubrimiento de antigenos de H. pylori en heces de antiguos pobladores de América
del Sur.? Posteriormente estos estudios demostraron que H. pylori en América del Sur
era de origen asiatico.® Con ello es que los siguientes estudios genémicos de cientos
de aislamientos revelaron que todas las cepas de H. pylori tuvieron un antepasado

comun. 8
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Actualmente en Estados Unidos, la infeccién se presenta con menos frecuencia entre
la poblacién caucésica que en la poblacién afroamericana e hispanica, generalmente
adquirida durante la infancia y prolongandose durante toda la vida si no llega a ser
tratada, siendo de mayor prevalencia en los paises en vias de desarrollo que los paises
desarrollados.” Por otro lado en Asia del Pacifico la prevalencia es alta, donde un
20 a 84% ocurre en ninos y adolescentes respectivamente. En la poblacién adulta en
Bangladesh, India, Siberia y Taiwan es de casi 90% infectados, mientras Japdén va
de 55 a 70%. Asi mismo la prevalencia en Australia es del 20%, mientras que las
tasas varfan en Nueva Zelanda, dependiendo del origen de los sujetos, la tasa de 49%
en los ciudadanos de las islas del Pacifico, alrededor del 25% en los asidticos y los
maorfes y 14% en los europeos. En Oriente Medio, la tasa de prevalencia de adultos
infectados en Egipto es del 90% y en Libia, Arabia Saudita y Turquia de al menos
el 80%. Los estudios de Africa también han reportado una alta prevalencia global
(66.1-91.3% en adultos y 44.3% en nifios), mientras que los datos de América del Sur
muestran una alta prevalencia en la poblacién adulta de Chile y Brasil (78% y 66%,
respectivamente), pero tasas mas bajas en ninos (24,3% y 40,7%, respectivamente).
En América del Norte, la prevalencia es de casi 30% (Canadé y Estados Unidos), pero
es mucho mayor (79%) en la subpoblacién de estadounidenses pobres (principalmente
afroamericanos) en los Estados Unidos; la tasa més alta en este ultimo probablemente

esté ligada a su ascendencia africana.®

La prevalencia de la infeccién por H. pylori en las poblaciones adultas de Europa
Occidental oscila entre el 30 y el 50%, mientras que en Europa Oriental es del 70%. La
prevalencia méas baja se ha encontrado en ninos en Holanda (1,2%) y adultos en Suecia
(11%), el mas alto en la poblacién albanesa (70,7%).%10 La incidencia y prevalencia
entre los diferentes paises son atribuibles a variaciones en las caracteristicas de las
cepas de H. pylori y la interaccion de la bacteria con el huésped, pero también estan
vinculadas a condiciones socioeconémicas y factores ambientales que contribuyen a

determinar la expresién de la enfermedad.?

De los diversos factores de riesgo explorados, varios han demostrado afectar signi-

ficativamente el resultado de la infeccién por H. pylori:

e Bajo nivel socioeconémico: Este es un factor de alto riesgo establecido para
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la adquisicion de la infeccion, especialmente durante la infancia favorecida por
las malas condiciones higiénicas, el hacinamiento familiar, la educacién limitada,

el acceso limitado al agua potable y la mala alimentacién. 't

e Edad: La incidencia de infeccién, mas prevalente en las categorias de edad mas
avanzada, aumenta proporcionalmente a la edad, aunque en los paises en de-
sarrollo la infeccion es mas frecuente en las categorias de edad mas jovenes, la

mayorfa de los nifios infectados tienen 10 afios de edad.?

e Género: en adultos en todo el mundo, la infeccion por H. pylor: es mas frecuente

en los varones, pero no se ha reportado tal diferencia en los nifios.

e La presencia de hermanos infectados y diferentes grupos étnicos (especialmente
ascendencia africana en algunos grupos de ciudadanos estadounidenses) también

han sido reportados como factores de riesgo para la infeccion.?

1.2 Estructura

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa de forma espiral (0.5 a 1.0um de
ancho y 2.5 a 5.0um de longitud), microaeréfila y altamente motil debido a la presencia
de dos a seis flagelos. Es un microorganismo con capacidad de sobrevivir a condiciones
de pH &cido (2-6) debido a la produccién de la ureasa, la cual se ve involucrada en
regular las condiciones acidas del medio que rodea a H. pylori en el estobmago por la

hidrélisis de la urea fisiolégica y posteriormente la produccién de amonio en el medio. !

1.2.1 Genoma

El genoma de H. pylori es circular y relativamente pequeno (1.6-1.73Mb) con un con-
tenido de "G" y "C" del 39%. El andlisis de la secuencia ha demostrado que H. pylori
posee sistemas bien desarrollados para la restriccion y modificacién del ADN. Ademas,
H. pylori posee una gran variedad de genes que codifican adhesinas, lipoproteinas y pro-
teinas de membrana externa que sugieren complejas interacciones huésped-patogeno.
El analisis de la secuencia ha mostrado sélo un repertorio metabdlico limitado y ca-

pacidad biosintética, compatible con su adaptacién a un nicho ecoldgico especial: el
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estomago. H. pylori consisten de una gran diversidad de cepas, siendo la cepa "26695"
una de las mas representativas, la cual consiste de aproximadamente 1,7 millones de
pares de bases, con unos 1550 genes. Las dos cepas secuenciadas muestran grandes
diferencias genéticas, con hasta 6% de los nucleétidos diferentes, el estudio del genoma
de H. pylori se centra en los intentos de entender la patogénesis, la capacidad de este
organismo para causar la enfermedad. Aproximadamente el 29% de los loci estdan en

la categoria de "patogénesis" de la base de datos del genoma.?

1.3 Patogénesis

En términos generales la patogénesis de H. pylori, se debe a su alta supervivencia en
el medio acido y su migracién hacia las células epiteliales. La actividad ureasa de H.
pylori permite neutralizar el ambiente acido antes de ocasionar la infeccién. Con ello
en accion, H. pylori pone en funcionamiento su sistema flagelar que la ayuda a mo-
verse hacia las células epiteliales gastricas del huésped, continuando con la adhesion
mediada por proteinas especificas denominadas adhesinas bacterianas que logran ser
reconocidas por los receptores de la célula huésped las cuales comprenden proteinas de
la membrana externa, incluyendo BabA, SabA, OipA, AlpA, AlpB, NAP, y Hsp60, lo-
grando la colonizacién y una infeccién persistente. Finalmente, H. pylori libera toxinas
efectoras, incluido el gen A asociado a citotoxinas (CagA) y la citotoxina vacuolante
(VacA), que causan danos al tejido del huésped. Por lo tanto, cuatro pasos son fun-
damentales para la colonizacion y la patogénesis de H. pylori: supervivencia al medio

acido, movimiento hacia células epiteliales, adhesién a receptores, y dano tisular.

1.3.1 Ureasa y supervivencia en condiciones acidas.

La primera descripcion de la molécula aislada y cristalizada de la ureasa fue en 1926
y prontamente en 1934 se determiné la masa molecular de 540kDa aproximadamente.
Es una enzima dependiente de Ni2* que hidroliza la urea en subproductos de N Hz y
C'O2, y que tiene dos subunidades funcionales: UreA (26,5KDa) y UreB(60,3KDa), es-
tos conforman un dodecamero compuesto de seis subunidades UreA y seis subunidades

UreB, dispuestas en un anillo doble con un didmetro de 13nm.'3 La sintesis de la
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ureasa activa requiere la expresién ademas de los genes estructurales de UreA y UreB,
otros cinco genes accesorios: UreE, UreF, UreG, UreH y Urel. Donde UreE, F, G y H
son necesarios para la incorporacién de iones niquel en la apoenzima y Urel codifica
una proteina de membrana interna de seis segmentos transmembrana, la cual permite
el ingreso de la urea a la membrana interna de H. pylori.'® La actividad ureasa per-
mite que la bacteria sobreviva en el ambiente del acido gastrico sobreviviendo durante
varias horas a pH 1, restringiendo su supervivencia a la presencia de urea fisiologica
(aproximadamente 3mM en el intestino humano y 1mM en el jugo gastrico).! La
ureasa se encuentra principalmente en el citoplasma bacteriano, sin embargo algunos
reportes presentan que la ureasa también ha sido encontrada en la superficie extracelu-
lar. 171 La cooperacién entre las diferentes ureasas es esencial en H. Pylori para tolerar
condiciones de acidez. El amoniaco generado por la catalisis de la urea permite la su-
pervivencia, sin embargo este metabolito es téxico para las células huésped, causando
hinchazén de los compartimentos acidos intracelulares, alteraciones en el transporte de
la membrana vesicular, reduccién de la sintesis de proteinas y produccion de ATP y de-
tencion del ciclo celular. El amoniaco también puede formar compuestos carcinogénicos
al reaccionar con productos intermedios liberados a través de la actividad mieloper-
oxidasa de las células polimorfonucleares que infiltran la mucosa gastrica inflamada.
Finalmente, la ureasa estda implicada en el reclutamiento de neutréfilos y monocitos
en la mucosa inflamada, y en el desencadenamiento de la produccién de citoquinas

pro-inflamatorias. 20-21

1.3.2 Flagelos y motilidad bacteriana.

H. pylori posee un sistema flagelar motorizado autoensamblable que contribuye con la
motilidad de la bacteria hacia las células epiteliales donde el pH es aproximadamente
7. Este sistema presenta proteinas con alta antigenicidad que pueden ser objetivo de
estudios como dianas terapéuticas. El sistema flagelar esta compuesto por el cuerpo
basal, el gancho y el filamento flagelar. Cada flagelo presenta dos subunidades proteicas
FlaA y FlaB, estas conocidas también como flagelinas. FlaA es una flagelina que esta
expuesta al ambiente, mientras que FlaB se ubica en la base. Adicionalmente, en este

sistema se observa una morfologia helicoidal que facilita el movimiento en el ambiente
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dcido y al mismo tiempo viscoso. 2223

1.3.3 Factores de adherencia

El (4%) de la capacidad de codificacién del genoma de H. pylori se dedica a las pro-
teinas de membrana externa (PME), estas tienen la funcién de adherirse al epitelio
géastrico constituyendo de esta forma un factor importante para la virulencia por H.
pylori, asegurando la unién de las células del hospedero. Los lipopolisacaridos forman
parte de la estructura de membrana externa en la bacteria, la cual ayuda a unirse a una
glicoproteina de la matriz extracelular del huésped (laminina). Estos lipopolisacaridos
contribuyen con la disminucién de la produccion de pepsindgeno por parte del huésped
y evitando la degradacién de la célula bacteriana.?* Esta adhesién protege a H. pylori
de la acidez gastrica y disminuye la probabilidad de ser eliminado por el flujo per-
manente de los liquidos, movimientos peristalticos, reducciéon del jugo géastrico y el de-
sprendimiento de la mucosa que se da normalmente como proceso de regeneracion. 2>28

A continuacién se detallan algunas adhesinas:

e Adhesina de unién a antigeno de sangre (BabA - Blood group antigen
binding adhesin ). Se han identificado tres alelos bab (BabAl, BabA2, y
BabB), s6lo el gen BabA2 es funcionalmente activo. La estructura del receptor
BabA es similar al antigeno de sangre de tipo O. Cuando esta proteina se une a
los antigenos Lewis b (Leb) incrementa su adherencia. Por lo que H. pylori se une
a las células receptoras del hospedero induciendo grandes cambios inmediatos en
el genoma que generan seniales de transduccion, estableciendo mecanismos para

evadir la respuesta inmune. 25:29:30

e Adhesina de unién a acido sidlico (SabA- Sialic acid-binding adhesin).
Es la segunda adhesina mejor caracterizada, y asociada con el desarrollo de meta-

3132 SabA puede reconocer el

plasia intestinal, atrofia géstrica y cancer géastrico.
antigeno Lewis X (LeX), presente en la superficie de las células epiteliales gastri-

cas humanas.

e Proteina A Activadora De Neutréfilos (NAP - Neutrophil activating

protein A). Es una adhesina que estimula el dafio de tejidos locales por la
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produccién de especies reactivas de oxigeno de los neutrofilos los cuales logran
unirse a las células infectadas por H. pylori induciendo la expresion y liberacion

de IL-8. Finalmente logra ser un agente causal de la gastritis crénica. 33

e Proteina de choque térmico 60 (Hsp60 - Heat shock protein 60). Es una
proteina inmundgena que induce la liberacién de IL-6, IL-8, factor o de necrosis

tumoral (TNF-a), y produccién de células epiteliales géstricas.3*

e Proteina inflamatoria externa (OipA - Outer inflammatory protein A).

El gen OipA codifica para esta proteina, pero sélo algunas suelen expresarse. 3536
Esta proteina tiene un peso molecular de 33-35kDa, inicialmente fue denominada
como proteina de respuesta proinflamatoria, asociada con el incremento de la
secresion de IL-8; en las células epiteliales gastricas. OipA es capaz de inducir

la activacion del centro de la quinasa de adhesién y promover el reordenamiento

del citoesqueleto.?”

1.3.4 Factores de Virulencia

Los factores de virulencia aumentan la probabilidad del desarrollo de la enfermedad,
pudiendo ser de por vida y asintomatica, sin embargo estos factores facilitan principal-

mente la colonizacién y la persistencia de la infeccion.

e CagA (Citotoxina asociada al gen A). El gen CagA como miembro impor-
tante de CagPAI (Isla de patogenicidad cagPATI) presenta mutaciones y polimor-
fismos que estan relacionadas con el cancer gastrico. Una vez dentro de la célula,
CagA es fosforilado por quinasas en el motivo Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA) en-
contrado en la mitad del dominio C-terminal de la proteina. La CagA fosforilada
se dirige al complejo de union apical de la monocapa de células epiteliales a través
del extremo N-terminal de la molécula, con lo cual es suficiente para interrumpir
los mecanismos que mantienen la diferenciaciéon epitelial normal, incluyendo la
adhesion celular, la polaridad celular, y la inhibiciéon de la migracion celular. A
través de sus motivos EPIYA fosforilados, CagA interacttia con un gran nimero
de proteinas de células hospederas que llevan dominios SH2, lo que da lugar a

reordenamientos del citoesqueleto y en la desregulacién de varias vias de trans-
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duccion de senales. Todos estos efectos parecen estar controlados por diferentes
dominios de la proteina CagA, algunos de los cuales son dependientes de la fos-
forilacién, especialmente aquellos que interfieren con cascadas de senalizacion,
mientras que aquellos que se relacionan con las uniones apicales son independi-

entes de fosforilacién. 3839

e VacA (Citotoxina vacuolizante A). El gen VacA estd practicamente presente
en todas las especies de H. pylori, la toxina tiene un peso molecular de aprox-
imadamente 87kDa, induce la vacuolizacién,formando canales en la membrana,
asi mismo esta involucrada en promover la liberacion del citocromo C de la mi-
tocondria generando muerte celular por apoptosis. Recientemente, se encontro
que VacA induce la fosforilacién de la quinasa Src la cual es responsable de la

fosforilacién de tirosina de CagA.3%40

e DupA (Promotor de tlcera duodenal). El gen promotor DupA se encuentra
en la regién de plasticidad del genoma de H. pylori. La patogénesis de DupA
parece estar implicado en la induccién de la produccién de IL-8 en el antro, lo que
conduce a la gastritis predominante en el antro, caracteristica bien conocida de la

1'41

tlcera duodena Asi mismo se ha descrito que H. pylori induce la produccion

de IL-12 de monocitos. 3942

1.4 Transmision

Aunque existe una amplia investigaciéon epidemioldgica sobre H. pylori, todavia existe
incertidumbre en la forma en que se transmite, la transmisién de la infecciéon ocurre
comunmente via oral-oral a través de la saliva o vomito y fecal-oral, sin embargo se
ha propuesto que la via principal de entrada del organismo se ha trazado como lo
siguiente: oral-oral, gastro-oral, y fecal-oral. La transmision puede ocurrir en un modo
vertical u horizontal. El transporte oral de H. pylori puede desempenar un papel en la
transmisién de la infeccion. 4345

e Transmision oral-oral. La base de tal propuesta ha sido el hallazgo de H.

pylori en placa dental, en saliva o bien la identificacién de su genoma en saliva;
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también se apoya en las reacciones positivas de ureasa en muestras de saliva; pero
otras bacterias de la flora oral podrian dar esta prueba positiva, por lo que tal
prueba no es muy aceptada. El escollo mas importante para esta posibilidad es
el pobre acervo bibliografico relacionado con el cultivo de la bacteria a partir de

muestras orales. 46

e Transmision gastro-oral. Se transmite durante periodos de enfermedad, a
través del contacto con vémito y de manera iatrogénica a través de procedimientos

como colocacién de sondas orogastricas, endoscopias y accesorios. 4"

e Transmisién fecal-oral. Es la transmisién de los patégenos en heces de una
persona a la cavidad oral de otra persona, la ingesta directa o indirecta de aguas

contaminadas. 48

1.5 Cuadro Clinico

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica humana produce una gastritis superficial
que puede permanecer asi durante el resto de la vida o después de anos logra desarrollar
ulcera péptica o gastritis. Pocos sujetos infectados tienen sintomas y no desarrollan
complicaciones clinicas relevantes. La mayoria de los pacientes sintoméaticos se quejan
en principio de episodios de gastritis, con sintomas inespecificos como: hinchazén, eruc-
tos, sensacion de quemazoén, dolor epigastrico con nduseas, vomitos y sensacion vaga
de malestar abdominal. Estos sintomas suelen ceder espontaneamente y pueden repe-
tirse persistiendo y progresando, s6lo una pequena proporcién de pacientes infectados
desarrolla enfermedades gastroduodenales mayores relacionadas con H. pylori, debido
a las complejas interrelaciones entre las caracteristicas genéticas de la cepa infectante

de H. pylori, factores ambientales, estilo de vida y respuesta inmunoldgica.*?

1.5.1 Dispepsia

Tradicionalmente, el término se refiere a una serie de sintomas inespecificos localizados
en la regiéon abdominal superior. La dispepsia se puede dividir en dos categorias prin-

cipales: organica y funcional. Las posibles causas de dispepsia organica incluyen tlcera
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péptica, ERGE (enfermedad por reflujo gastroesofdgico), cancer gastrico o esofagico,
enfermedades pancreéticas o hepatobiliares e intolerancia alimentaria.®® La dispepsia
funcional es un trastorno gastroduodenal funcional que presenta sintomas dispépticos
como plenitud postprandial, saciedad temprana, quema epigéastrica o dolor epigastrico
en ausencia de enfermedad organica, resultado de lesiones gastroduodenales, las causas
son multifactoriales, pero la infecciéon por H. pylori es un candidato probable.?! La in-
feccion con este patdgeno da lugar claramente a una inflamacion crénica de la mucosa
en el estobmago y el duodeno, lo que a su vez puede conducir a anormalidades en la
motilidad gastroduodenal y en la sensibilidad. La gastritis cronica también puede afec-
tar una variedad de funciones endocrinas del estémago, incluyendo la produccion de
las hormonas gastrointestinales y neurotransmisores somatostatina, gastrina y ghrelina.
Aunque estas anomalias pueden generar sintomas en algunos pacientes con dispepsia
funcional, la evidencia clinica necesita ser evaluada criticamente antes de que esta

hipétesis pueda ser confirmada.®?

1.5.2 Gastritis

La gastritis es una afeccion inflamatoria comin de la mucosa gastrica, la extension
y distribucion de la gastritis estan relacionadas con su etiologia y las respuestas del
huésped; se manifiesta como una enfermedad transitoria leve caracterizada por dolor
epigastrico, nauseas, hallazgo histolégico de gastritis neutrofilica y una hipoclorhidria
transitoria. Diversos estudios epidemiologicos revelaron una estrecha relacion de la
gastritis con H. pylori, por lo que produce una serie de enzimas irritantes para las
células del estomago, otras activas contra la capa de moco, tornandose mas débil,
dejando la pared del estémago desprotegida contra el contenido acido, por lo cual

provocan inflamacién de la mucosa del estémago, lo cual lleva a la gastritis. %35

1.5.3 Ulcera péptica

Son lesiones benignas de la mucosa que penetran profundamente en la pared intestinal,
mas alla de la mucosa muscular y forman crateres rodeados de infiltrados inflamatorios
agudos y crénicos. Un individuo infectado con H. pylori tiene un riesgo estimado de por

vida de aproximadamente 10-20% para el desarrollo de tlcera péptica. La infeccion por
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H. pylori se puede diagnosticar en el 90-100% de los pacientes con tlcera duodenal y
en el 60-100% de los casos de tlcera gastrica. La gastritis inducida por H. pylori puede
progresar hasta la ulceracion de la mucosa. La apoptosis de las células epiteliales y el
posterior compromiso en la barrera protectora de la mucosa expone la mucosa gastrica
al ataque directo del acido luminal y la pepsina. La oclusién de las arterias terminales
de la mucosa debido a la alteracién de la actividad fibrinolitica puede contribuir a la

naturaleza focal de la tlcera péptica.®6:57

1.5.4 Cancer gastrico

H. pylori ha sido implicado como el factor de riesgo més fuerte en la patogénesis del
adenocarcinoma gastrico, especialmente el tipo distal y por lo tanto, ha sido clasificado
como un carcindgeno de clase I por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud). La
patogénesis del cancer gastrico incluye una secuencia de eventos que comienza con
la gastritis superficial crénica inducida por H. pylori, progresando hacia la gastritis
atréfica, la metaplasia intestinal, la displasia y finalmente el cdncer gastrico. Esta
secuencia tarda décadas en completarse. Varios aspectos del medio inflamatorio que
han sido implicados como carcinégenos incluyen: aumento del estrés oxidativo y la
formacion de radicales libres de oxigeno que conduce al danio del ADN, aumento de
la produccién de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-1B y TNF que estimulan
una mayor rotacién celular y reducen Apoptosis, y el potencial de reparaciéon de ADN

defectuoso o incompleto. 5869

1.5.5 Linfoma MALT

El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) es el resultado de un proceso de multi-
ples etapas que comienza con la infeccion por H. pylori y el consiguiente reclutamiento
de células B y T. Es un tipo de linfoma que puede afectar a diversos 6rganos del cuerpo
humano, entre otros al estémago, causada por la secreciéon de ureasa por parte de H.
pylori, desencadenando la infiltracién de linfocitos y por lo tanto el establecimiento de
MALT. Las células B y T son estimuladas por células especificas de H. pylori, adquiere
anormalidades genéticas formando clones, posiblemente por trisomia 3, convirtiéndose

en linfoma de bajo grado dependiente de H. pylori. Los factores de virulencia de H.
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pylori parecen ser cruciales para el desarrollo del linfoma géstrico.%!

1.6 Diagnéstico

Una variedad de métodos para la detecciéon de H. pylori se han descrito y se han
mejorado y extendido continuamente con el tiempo. Los métodos diagndsticos para
la infeccion por H. pylori suelen clasificarse como invasivos y no invasivos, donde;
las pruebas invasivas requieren endoscopia gastrointestinal para obtener la muestra,
mientras los métodos no invasivos incluyen la prueba de aliento de urea, serologia y

prueba de antigeno de heces. 6263

1.6.1 Meétodos no invasivos

e Test de urea, detecta la actividad de la enzima ureasa de H. pylori, donde el
C'O32 que difunde a través de la mucosa gastrica a la circulacion general, posteri-
ormente a la circulaciéon venosa capilar y difundiendo a través del plexo capilar
hacia los alvéolos, para finalmente ser expulsado en el aliento y este ser detectado
por moléculas de carbono marcadas (13C y 14C). Por su cualidad radioactiva,
se recomienda evitar el uso de 14C en ninos y gestantes. La sensibilidad y es-
pecificidad de esta prueba se encuentra alrededor de 88% a 95% y 90% a 100%

respectivamente. %

e Serologia, detecta anticuerpos IgG o IgA contra H. pylori en el suero, sangre
total u orina del paciente, mediante la técnica de ELISA. Puede ser realizada de
manera cuantitativa y cualitativa a través de kits especiales. La sensibilidad de
este método se encuentra alrededor de 90% a 100%, mientras que la especificidad
varia entre 76% a 96%. La serologia es de bajo costo, facil y rapida realizacion;
sin embargo no diferencia entre una infecciéon activa y de otra inactiva, y su
valor predictivo positivo y negativo depende en gran medida de la probabilidad
de infeccién previa al test. Las pruebas en suero y orina muestran una eficacia
similar, a diferencia de las realizadas en saliva, cuya sensibilidad y especificidad

es bastante inferior.%?
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e Deteccion del antigeno en heces, detecta la presencia de antigenos de H.
pylori en las heces de los pacientes infectados mediante la técnica de inmunoen-
sayo enzimatico. Se realiza en el laboratorio con anticuerpos policlonales. La
sensibilidad y especificidad de esta prueba se encuentra alrededor de 94% y entre
86% a 92% respectivamente. La sensibilidad disminuye a 69% si la muestra de

heces permanece a temperatura ambiente por 2 a 3 dias.%

1.6.2 Métodos invasivos

e Histologia, La histologia fue el primer método utilizado para la deteccion de H.
pylori, con este método se observa la reaccién inflamatoria del tejido en presencia
de H. pylori, asi mismo la alta sensibilidad de la histologia a menudo esta influen-

ciada por el sitio, el nimero y el tamaifio del material de las biopsias recogidas. 56

e Test de la ureasa en tejido gastrico biopsiado, detecta la enzima ureasa en mues-
tras de biopsia del antro gastrico. La mas comun de las técnicas es la CLOtest
(prueba “Campylobacter like organism”), que consiste en colocar una o dos piezas
de tejido biopsiado en agar con urea y un reactivo de pH. La ureasa hidroliza la
urea liberando amonio, el cual alcaliniza el pH, produciendo un cambio de color

del reactivo.67

e (Cultivo, el uso del cultivo ocurre principalmente después del fracaso del tratamiento
con antibidticos, es un método que ofrece la posibilidad de realizar una prueba
de sensibilidad antibidtica; sin embargo, es costoso, de larga duracién (el tiempo
promedio de incubacién es de 10 dias) y es necesario tener cuidado a la hora de

manipular el tejido biopsiado.%®

1.7 Tratamiento

1.7.1 Principio del tratamiento

Los farmacos disenados para eliminar a H. pylori requieren ingresar a la mucosa

géastrica, para ello es necesario disminuir la produccién de mucosa gastrica con los
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inhibidores de bombas de protones (IBPs) los cuales disminuyen el volumen del jugo
géastrico y aumentan la permeabilidad. Actualmente forma parte del régimen de tratamiento
para dirigir los farmacos que se encargan de inhibir al patégeno, debido a que estos son
inestables a bajos pHs. La claritromicina es muy sensible de degradacion a la acidez
géstrica teniendo un tiempo de vida media menor a una hora en pH 2, el metronidazol
es muy estable a condiciones de acidez con un tiempo de vida media de 800 horas. La

amoxicilina es menos estable a pH bajo con un tiempo de vida medio de 15 horas. %

Actualmente el tratamiento se basa en una combinacién de agentes antimicrobianos
y antisecretores, por lo que elevar el pH con agentes antisecretores promueve efecto
bactericida. Los agentes antimicrobianos y antisecretores no solo dependen de su ac-
cién farmacologica, sino de sus propiedades farmacocinéticas. Muchos agentes antimi-
crobianos que incluyen a la amoxicilina, claritromicina, levofloxacina, metronidazol,
tetraciclina, rifabutina y compuestos que contienen bismuto, son usados en la terapia
con H. pylori, mientras como antisecretores se encuentran los inhibidores de bombas de
protén (IBPs).” En la Tabla 1.1 se muestra una lista de los regimenes de tratamiento

propuestos para el manejo de la infeccién de H. pylori.

1.7.2 Nuevas estrategias de tratamiento

Con el proyecto del Genoma Humano se abre un camino para la medicina personalizada
contribuyendo con el descubrimiento de nuevos farmacos y el tratamiento dirigido de
diversas enfermedades. Por lo que actualmente un area que esta ganando mucha im-
portancia dentro de las ciencias, y que permite explorar diversos acontecimientos que
se dan dentro de una célula es el uso de simulaciones de dinamica molecular mediante
el uso de un ordenador con programas que pueden hacer aproximaciones matematicas
de diversos comportamientos biolégicos que ocurren en menos de un milisegundo. Es
por ello que en este trabajo de investigacion teniendo en cuenta el gran avance dentro
de la ciencias biomédicas y especialmente con el uso de la fisica, quimica y biologia
computacional es posible reproducir y aproximarnos al real comportamiento de blancos
terapéuticos como es el caso de la ureasa de H. pylori a condiciones de pH bajos y el

estudio de nuevos inhibidores con prometedoras funciones.
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Tabla 1.1: Regimenes de terapia para la infeccion por H. pylori

Terapia de Primera Linea
Terapia triple estandar

Terapia concominante

Terapia hibrida

Terapia cuddruple que contiene
bismuto

Terapia de Segunda Linea
Terapia triple basada en lev-
ofloxacina

Terapia cuadruple que contiene
bismuto

Terapia Secuencial

Terapia secuencial

Terapia de Tercera Linea

Terapia de cultivo guiado

Terapia cuadruple basada en lev-

ofloxacina

IBP (Dosis estandar, dd), claritromicina (500mg, dd) y amoxicilina (1g, dd) por 7 -14 dias)

IBP (Dosis estandar, dd), claritromicina (500mg, dd), amoxicilina (1g, dd) y metrodinazol (500mg, dd) por 7-10
dias

Terapia dual de 7 dias con IBP (Dosis estandar, dd) y amoxicilina (1g, dd) seguido por una terapia cuadruple de
7 dfas con IBP (Dosis estandar, dd), amoxicilina (1g, dd), claritromicina (500mg, dd) y metrodinazol (500mg,
dd)

IBP (Dosis estandar, dd), bismuto (Dosis estandar, cd), tetraciclina (500mg, cd), y metrodinazol (250mg, cd)
por 10-14 dias

IBP (Dosis estandar, dd), levofloxacina (500mg, ud), y amoxicilina (1g, dd) por 10 dias

IBP (Dosis estandar, dd), bismuto (Dosis estandar, cd), tetraciclina (500mg, c¢d) y metrodinazol (500mg, td)

Terapia dual de 5 dfas con IBP (Dosis estandar, dd) y amoxicilina (1g, dd) seguida por terapia triple de 5 dfas

con IBP (Dosis estandar, dd), claritromicina (500mg, dd) y metrodinazol (500mg, dd)

Terapia cuddruple de 10 dfas que comprende IBP (Dosis estandar, dd), bismuto (Dosis estandar, c¢d) y dos

antibidticos seleccionados por pruebas de sensibilidad antimicrobiana

IBP (Dosis estandar, dd), bismuto (Dosis estandar, cd), levofloxacina (500mg, ud) y amoxicilina (500mg, cd)
por 10 dias

Abreviacion: dd, dos veces al dia; IBP, inhibidor de bomba de protén; ud, una vez al dia; cd, cuatro veces al dia; td, tres veces al dia
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Capitulo 2

Detalles Computacionales y

Metodologia

2.1 Detalles Computacionales

Los céalculos de simulacién de dindmica molecular se realizaron en un ordenador de
cémputo cientifico, con procesador i7 de 3.2GHz, 64Gb de memoria RAM, 2 discos
duros de 04 y 06 TB, y dos aceleradores de Video GTX 1080. Los programas computa-
cionales fueron de libre distribucion e instalados en el sistema operativo Linux. Estos

programas fueron: GROMACS 2016, VMD, PROPKA, GNUPLOT.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacion del complejo supramolecular Ureasa

El primer paso para aplicar los métodos de simuluaciéon de dindmica molecular fue la
obtencion del complejo supramolecular, para lo cual se hizo uso de la base de datos de
estructuras protéicas Protein Data Bank - PDB (https://www.rcsb.org), bajo el cédigo
de acceso PDB ID: 1E9Z descargado como “Biological Assembly”. FEsta estructura
protéica consiti6 de 12 heterodimeros («/f3), cada heterodimero con un sitio activo
conformado por iones de Nit y ademés de una molécula de OH que mantiene la unién

de los metales a los residuos de la proteina. Se identificaron a los siguientes residuos
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como parte del sitio activo de la cadena «: HIS136, HIS138, HIS248, HIS274, ASP362
y KCX219 (lisina carboxilada). Todas las visualizaciones se realizaron en el programa

VMD (visual molecular dynamics). ™

2.2.2 Simulador de estados de protonacién a diferentes pHs

La evaluacién de un sistema para un pH dado, requiere del conocimiento de constantes
de acidez (pK,) de cada residuo. Para este trabajo se usé el programa PROPKA, ™ el
cual calcula el pK, de los residuos ionizables en una proteina mediante cinco criterios; el
primer paso hace la lectura de las coordenadas espaciales de cada residuo que compone
la proteina, el segundo utiliza algoritmos simples para determinar la posicién de los
puentes de hidrogeno que se generan por los grupos ionizables, el tercero realiza el
calculo temporal del pK, para los grupos ionizables, el cuarto verifica el valor de pK,
iterativo del sistema y el quinto consolida las predicciones anteriores para un solo
calculo. Por lo que el valor del pK, de un grupo ionizable en una proteina se predice
aplicando una perturbacién ambiental que actia en base a los cinco criterios. La

ecuacion 2.1 se define por lo siguiente:

pKo = pKpodet + ApKps + ApKpp + ApKee (2.1)

Donde pK,,ode1 €s €l pK de los residuos ionizables en un entorno acuoso ideal,
ApKpg evalua la penalizaciéon por desolvacién, ApKgp evalua el efecto de los en-
laces de hidrogeno de la cadena lateral y esqueleto, y ApKcoo evalia el efecto de la
interaccién con otros grupos cargados. Posterior al calculo de el valor de pK, estimado
para cada residuo se prepard un sistema para diferentes condiciones de pH restringiendo
la carga de los residuos que componen el sitio activo, para ello se usé el procedimiento
SGCMC (semi-grand canonical Monte Carlo) el cual usa un conjunto de microestados
considerando la distribucion de los diferentes estados de protonacion para cada residuo
que conforma la proteina compatible con una carga total neta. El algoritmo de Monte
Carlo consider6 la energia libre asociada con el proceso de protonacion/desprotonaciéon

de cada residuo cargado de acuerdo con la ecuacién 2.27%74:
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AG =+ KpT(In(10))(pH —log(K;)) (2.2)

Esta ecuacion usa un signo positivo para la protonacién, y un signo negativo para la
desprotonacion. K; es la constante de protonacion de cada residuo cargado "i", obtenida
del programa PROPKA. Las simulaciones de Monte Carlo se realizaron utilizando los

valores de pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, y pH 7, en un total de 100 000 pasos.

2.2.3 Simulacion de dindmica molecular

La dindmica molecular (DM) es una técnica de simulacién por ordenador en el cual
se puede seguir la evolucion temporal de un conjunto de atomos que interactian inte-

grando sus ecuaciones de movimiento.

La simulacion de dindmica molecular es un método que se caracteriza por el uso
de fisica estadistica el cual conecta la fisica microscépica con la fisica macroscopica,
buscando entender las propiedades macroscopicas y su dependencia por constituyentes
microscopicos. La fisica estadistica depende de herramientas matematicas, con el previo

entendimiento de la termodindmica, mecanica clasica y mecanica cuantica.

Para los calculos de todas las simulaciones se usé el paquete computacional Gromacs
(Groningen Machine for Chemical Simulation) v. 2016.47 y el campo de fuerza OPLS-
AA.70 Se trabajé el complejo supramolecular ureasa a los siguientes pHs: pH 2, pH 3,
pH 4, pH 5, pH 6, y pH 7. Cada proteina fue puesta en una caja cubica de 1.5 nm
de distancia del centro de masa hacia la pared de la caja, asi mismo se consider6 el
modelo de agua TIP4P™" que proporcionan una descripcién razonable del agua y se

adicionaron iones de Na® y Cl~.

La simulacion de minimizacion de energia se realizaron con el algoritmo steep —
descent con un paso de 1 fs durante una trayectoria de 200 ps. Este proceso de min-
imizacion de energia se realizd con el fin de relajar la geometria molecular, evitando
cualquier choque atémico que pueda existir. Se usaron condiciones periddicas de con-
torno (PBC)™ en todas las direcciones, se consideré un cut-off de 1.0 nm para las
interacciones electrostaticas van der Walls (vdW) de corto alcance y Particle-Mesh

Ewald (PME)" de largo alcance.
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Para el calculo de las propiedades termodindmicas de los sistemas macroscopicos, a
partir de sus propiedades microscopicas fue necesario el calculo de los promedios sobre
los posibles estados microscopicos representados en la colectividad. La colectividad
representa el conjunto de copias asociada al sistema, cada una de ellas en cualquier
microestado posible. En general existen 3 colectivos formales para las aplicaciones
tedricas; la colectividad microcandnica que evalua el sistema aislado en el que no puede
intercambiar energia o particulas con su entorno, la colectividad canénica que analiza
el sistema en un bano térmico, y la colectividad macrocanénica aplicado al equilibrio

solido-vapor.

Ademas de estas principales colectividades, se han disefiado otras para cada conjunto
de ligadura que pueda estar sujeto a un sistema termodinamico, por lo que otro colectivo
que estudia el intercambio energético en un bafio térmico, modificando su volumen para
alcanzar el equilibrio resulta ser el colectivo isobarico-isotérmico, el cual fue usado para

los céalculos de la produccion de dinamica molecular en el presente trabajo.

Los célculos de la propiedades termodindmicas de los diferentes sistemas se re-
alizaron mediante simulaciones de dindmica molecular con el integrador leap — frog
considerando el equilibrio y la produccién de la simulacion. El equilibrio se dio en el
colectivo canénico - NVT (ntmero de moléculas, volumen y temperatura constante)
por 0.2 ns de trayectoria, con restriccion de la posicion de proteina. La produccién
se realizd en el colectivo isobdrico-isotérmico - NPT (nimero de moléculas, presién
y temperatura constante) sin restriccién de la posicién de la proteina con 10 ns de
tiempo de calculo. La temperatura fue de 309.65°K regulada con el termostato de V-
rescale, ™ una modificacién del termostato de Berendsen y a 1.0 bar de presién usando

el barostato Parrinello-Rahman.3°

2.2.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es un método muy usado para predecir el sitio de unién
de un ligando a una diana terapéutica. Asi mismo este método se ha convertido en
una herramienta cada vez mas importante para el descubrimiento de farmacos. Las
predicciones de acoplamiento se dieron en el programa PatchDock, ampliamente usado

para el acoplamiento y deteccion virtual de moléculas pequenas a receptores macro-
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moleculares mediante el acoplamiento rigido-rigido.882 El acoplamiento rigido-rigido
con la variabilidad/flexibilidad de la superficie abordada implicitamente a través de
la penetraciéon intermolecular, ignorando la flexibilidad de las moléculas y tratandolas
como objetos. El algoritmo realiza transformaciones en el espacio 3D de una de las
moléculas que la haga encajar de manera 6ptima con la otra molécula en términos de

una funcién de puntuacién (score).

En nuestro estudio se tomé en cuenta uno de los heterodimeros de la ureasa (a/f3)
como receptor. En cuanto al ligando se considerd la eleccion de la libreria en base al
farmaco acido acetohidroxamico el cual ha mostrado capacidad de inhibir a la ureasa.
Sin embargo, a la fecha no se cuenta con inhibidores de la ureasa de H. pylori, por lo
que usaremos al acido acetohidroxdamico y derivados de este, con un identidad al 70%.
Se usé la base de datos ZINC Docking (http://zinc.docking.org/) en el cual se en-
cuentran reportados diversos compuestos disponibles comercialmente para la deteccién
virtual de nuevos farmacos.® Por otro lado para verificar la calidad del sitio activo se
us6 PockDrug disponible bajo el siguiente link: http : //pockdrug.rpbs.univ — paris —
diderot.fr/cgi — bin/index.py?page = Druggability.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1 Analisis estructural de Ureasa a diferentes pHs

La ureasa es una proteina multimérica, provista de 12 heterodimeros, cada heterodimero
compuesto de dos subunidades « y (3, la primera pesa 61.7 kDa y la segunda 26.5 kDa.
La subunidad « presenta los residuos del sitio activo. La estructura de la ureasa de H.
pylori a diferencia de otras especies, forma 4 unidades de tres heterodimeros obteniendo
un modelo de ((af3)3)s4 que forma un dodecdmero. En la Figura 3.1 se muestra la es-
tructura del complejo molecular ureasa, ademas la representacién de un heterodimero
af con el sitio activo, por lo que la arquitectura de la ureasa apoya su resistencia y

supervivencia en las condiciones acidas duras del estomago.

Sin embargo dentro de las caracteristicas estructurales, también se han encontrado
que al igual que otras ureasas, esta se encuentra cubierta por una solapa movil de sus
siglas en ingles "flap" que cumple un rol fundamental para el ingreso de la urea al sitio
activo y de esta forma hidrolizarla y generar subproductos de N H3 y C'O2 que ayuden
a H. pylori. Asi mismo vemos que los flaps dependen de las variaciones de pH. En H.

pylori se ha identificado que el flap va desde los residuos 304 al 347 de la subunidad a.
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Sitio activo

Figure 3.1: Descripcion estructural del complejo supramolecular ureasa. (a) Cuatro
grupos de tres dimeros que forman la estructura multimérica. (b) Heterodimero (af3)

y su sitio activo compuesto por niquel.
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Teniendo en cuenta la descripcién estructural de la ureasa, se analizo el complejo
supramolecular para diferentes condiciones de pH. La carga total de la ureasa para
los diferentes pHs se muestran en la Tabla 3.1, asi mismo se reportan a los iones
que fueron adicionados para cada sistema. En este punto se pudo verificar que la
ureasa del pH 2 al pH 6 se le adicionaron iones de Cl~, mientras que al tinico sistema
que se le adicioné iones de Na™ fue al de pH 7. Durante este proceso, se vio que
uno de los problemas actuales para la simulacion de proteinas a un pH diferente,
requiere de previos tratamientos del modelo estructural que consideren la restriccién
de la carga neta de la ureasa. En este punto notamos la importancia de los procesos de
protonacién /desprotonacion de los residuos ionizables en el vacio, los cuales dependen
principalmente de sus caracteristicas de basicidad estimada mediante el valor de pK,

obtenido en PROPKA.

Ademas de considerar el efecto del pH en los andlisis, las ureasas son las tnicas
hidrolasas que poseen cationes de Nit2 en el sitio activo. Por lo que fue necesario
considerar la ubicacion aproximada del niquel, teniendo en cuenta la coordinacién
pentamérica y hexamérica. Para la ideal coordinacién de los niquels, fue necesario la

incorporacién de una molécula de OH.

Tabla 3.1: Carga total de los sistemas a diferentes pHs.

pH2 pH3 pH4 pHS5 pH6 pHT
Carga Total 1382 1224 838 422 203  -8*

* Neutralizada con iones de Na©

3.2 Analisis de la simulacion de dinamica molecular

3.2.1 Root-mean-square deviation - RMSD

Utilizando el primer marco de lectura después del equilibrio como punto de referen-
cia, se analiz6 el RMSD promedio a partir de 2 ns del backbone de cada complejo
supramolecular. Este analisis nos indicé que los sistemas mostraron a pH2 (0.44+0.05
nm), pH3 (0.414+0.04 nm), pH4 (0.384+0.04 nm), pH5 (0.2840.02 nm), pH6 (0.24+0.02
nm), y pH7 (0.22£0.01 nm).
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Los valores de RMSD mas grandes de las estructuras indicaron que las topologias
generales de las estructuras han cambiado, siendo la estructura a pH2 la que mayor

RMSD promedio obtuvo.

En la Figura 3.2, se muestran las diferencias de los modelos estructurales a diferentes
pHs, donde la ureasa a pH 2 sufre para llegar a su estabilidad mostrandose en la figura
una tendencia por encima de los demés pHs, por lo que a pesar de que es la misma

proteina existe un efecto sobre la estructura de la proteina mediada por el efecto del

pH.
0.9 :
pH2 ——
0.8 | PH3 —— |
pH 4
0.7 pPH5
pH 6
— 06| pH 7
£
E o5}
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] 0.4 | ]
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Figure 3.2: Root-mean-square deviation - RMSD a partir de 2ns. La linea de color
verde nos indica el promedio del RMSD de la ureasa a pH 2 en funcién del tiempo,
a diferencia de los demas pHs este modelo se muestra divergente a lo largo de la

simulacién de dindmica molecular.

Por otro lado segin otros reportes de investigacién los flaps se encuentra abiertos a
condiciones de pHs bajos. En nuestro estudio se hizo el analisis de 12 flaps, los cuales
se ubicaron cerca del sitio activo, a esta region se le hizo el analisis del RMSD de la

subunidad « en las posiciones 304 a 347.

En la Tabla 3.2 se muestra el promedio y desviacién estandar para cada solapa a

diferentes pH. En esta se observa que el promedio por cada pH queda mayormente
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abierto para pH 2, lo que nos indica que efectivamente las condiciones de pHs bajos
favorecen la apertura de las flaps, permitiendo el ingreso de la urea al sitio activo.
Finalmente podemos notar que los valores de RMSD promedio mayor a 0.2 nm nos

indica un flap abierto mientras que menor a 0.2 nm el flap se muestra cerrado.

Tabla 3.2: RMSD de los flaps del complejo supramolecular ureasa.

Flap pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD

1 0.26 0.03 0.19 0.02 0.19 0.02 0.21 0.01 0.17 0.01 0.17 0.02
2 0.2 0.03 0.25 0.02 0.2 0.01 0.16 0.02 0.16 0.03 0.16 0.01
3 0.37 0.03 0.24 0.02 0.15 0.01 0.24 0.02 0.16 0.01 0.15 0.01
4 0.3 0.04 0.23 0.02 0.2 0.02 0.16 0.01 0.19 0.03 0.14 0.01
5 0.2 0.01 0.18 0.01 0.2 0.02 0.15 0.01 0.12 0.01 0.15 0.01
6 0.29 0.01 0.25 0.03 0.21 0.02 0.24 0.02 0.22 0.01 0.24 0.05
7 0.3 0.02 0.15 0.02 0.25 0.02 0.19 0.03 0.18 0.02 0.16 0.01
8 0.21 0.01 0.2 0.01 0.27 0.02 0.1 0.02 0.21 0.02 0.2 0.02
9 0.33 0.01 0.18 0.01 0.19 0.02 0.2 0.03 0.19 0.03 0.13 0.01
10 0.22 0.03 0.31 0.04 0.16 0.02 0.2 0.02 0.22 0.01 0.13 0.01
11 0.23 0.01 0.15 0.02 0.18 0.02 0.16 0.01 0.13 0.01 0.19 0.02
12 0.23 0.01 0.19 0.02 0.2 0.02 0.22 0.02 0.23 0.04 0.17 0.01
Promedio 0.26 0.02 0.21 0.02 0.2 0.02 0.18 0.02 0.18 0.02 0.17 0.02

En la Figura 3.3; se muestra el RMSD correspondiente a los 12 flaps. Un valor
alto de RMSD indica un flap abierto y un valor bajo indica un flap cerrado. Cabe
mencionar que los flaps pueden estar presentes bajo tres modalidades: abierto, semi-
abierto y cerrado. Para el caso del pH 6 y pH 7 se observaron en sus tres modos,

mientras que a pH 5, pH 4, pH 3, y pH 2 el sistema esta semi-abierto y abierto.

Los valores que son representados en la Figura 3.3 nos muestra que los flaps a pH
2 se encuentran por encima de un RMSD promedio de 2.0 nm, lo cual nos indica que
mayormente los flaps se encuentran abiertos, a diferencia del pH 3 y pH 4 en donde
existen mayormente los flaps en su estado semi-abierto, los deméas graficos muestran

aleatoriamente los flaps en sus tres modalidades.

Estos resultados del RMSD describe el comportamiento estructural de la ureasa en
el tiempo, en el cual se logrado notar que el comportamiento de esta enzima suele
ser de tipo aleatorio, donde mayormente el estado abierto se encuentra a pH 2. Lo
que podria entenderse el porqué de la supervivencia de H. pylori a condiciones de pH
bajos, en donde podria estar hidrolizando mas trea del medio hasta regular el pH de

su medio. Lo contrario parece ocurrir si es que el flap se encuentra cerrado, donde por
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ejemplo a pH 7 no se podra hidrolizar la drea al ritmo que lo haria una ureasa a pH 2,

en este caso esto nos indicaria que la ureasa termind de cumplir su rol principal en la

supervivencia de H. pylori a la acidez estomacal.
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Figure 3.3: RMSD de las flaps a diferentes pHs. (a) pH 2. (b) pH 3. (c¢) pH 4. (d) pH
5. (e) pH 6. (f) pH 7

En la Figura 3.4 se representa a los flaps abierto, semi-abierto, y cerrado para el
caso de la ureasa a un pH 7, claramente se observa que existen cambios estructurales

en esta zona de la ureasa.
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Figure 3.4: Descripcién de flaps post-dindmica a pH 7. (a) Flap 6 abierto. (b) Flap
11 semi-abierto. (c) Flap 9 - cerrado. (d) Flaps abierto (aztl), semi-abierto (rojo), y

cerrado (amarillo).

3.2.2 Root-mean-square fluctuation - RMSF

Otro andlisis de la estructura de la ureasa mediante métodos de simulaciéon de dindmica

molecular, es el estudio del RMSF el cual nos informa del promedio de las fluctuaciones
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ocurridas por cada residuo que compone la proteina durante una trayectoria de tiempo.

El anélisis se enfoco en el promedio del RMSF por residuo en base a los atomos del
carbono alfa (C-alfa) de todos los residuos que forman parte de los flaps. Los valores
mas altos de RMSF indicaron una mayor flexibilidad durante la simulaciéon de MD, en
nuestro trabajo vimos que las mayores fluctuaciones se presentaron a pH 2, pH 3 y pH

4 a diferencia de los deméas pHs.

Tabla 3.3: Root-mean-square fluctuation - RMSF de residuos 304 a 347 de la ureasa a

diferentes pHs.

pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7
Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD

0.11 0.04 0.10 0.04 0.12 0.04 0.10 0.02 0.07 0.02 0.07 0.02
0.11 0.04 0.10 0.03 0.11 0.04 0.08 0.02 0.08 0.02 0.08 0.02
0.12 0.05 0.11 0.03 0.11 0.02 0.09 0.03 0.07 0.02 0.07 0.02
0.11 0.05 0.11 0.03 0.10 0.03 0.08 0.03 0.09 0.03 0.08 0.03
0.12 0.04 0.10 0.03 0.10 0.03 0.08 0.03 0.07 0.02 0.07 0.03
0.10 0.03 0.10 0.03 0.10 0.03 0.08 0.02 0.08 0.03 0.08 0.04
0.11 0.04 0.11 0.03 0.10 0.03 0.08 0.03 0.08 0.03 0.07 0.02
0.15 0.04 0.09 0.03 0.11 0.03 0.08 0.02 0.08 0.02 0.07 0.02
0.10 0.04 0.11 0.03 0.10 0.03 0.09 0.02 0.08 0.02 0.06 0.02
0.12 0.05 0.11 0.04 0.10 0.03 0.08 0.03 0.08 0.02 0.07 0.02
0.11 0.03 0.10 0.03 0.11 0.03 0.08 0.02 0.08 0.02 0.07 0.02

12 0.09 0.03 0.10 0.03 0.11 0.03 0.09 0.02 0.08 0.03 0.07 0.02
Promedio 0.11 0.04 0.10 0.03 0.11 0.03 0.08 0.02 0.08 0.02 0.07 0.02

!
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De manera similar a los resultados mostrados para el RMSD los valores del RMSF
para el pH 2 muestran valores considerablemente mas altos que los demas pHs. Estos
valores son presentados en la Tabla 3.3. En donde se demuestra que los estados de
protonacion alteran el comportamiento estructural de la ureasa, por lo que al parecer
suele ser susceptible a estos cambios, incrementando las fluctuaciones por residuo en

la regién del flap.

En la Figura 3.5 se observa que el comportamiento por cada flap, es aleatorio lo que
demuestra que estos no tnicamente estan siempre abiertos para todos los pHs, tal es el
caso de la ureasa a pH 7 en donde el sistema abierto, semiabierto y cerrado se aprecia

claramente. Esto también se menciona en el analisis del RMSD por cada flap.
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Figure 3.5: Root-mean-square fluctuation - RMSF por residuo. (a) pH 2. (b) pH 3.
(¢c)pH 4. (d) pH 5. (e) pH6. (f) pH 7

Tomando de referencia a los flaps mas abiertos de cada sistema, es que se eligi6 el
RMSF promedio de todo el sistema, mostrando con un color resaltado las subunidades
a/f, de color verde se muestra el resultado del RMSF a pH 2, en el que claramente
se observa con un RMSF mayor a 0.1 nm a diferencia de los otros RMSFs. En la

Figura 3.6 el pH 2, pH 3, y pH 4 suelen estar mas abiertos que a pH 5, pH 6, y pH 7.
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Figure 3.6: RMSF por residuo de los flaps que estuvieron abiertos. (a) Flap 8 del pH
2. (b) Flap 4 del pH 3. (c) Flap 1 del pH 4. (d) Flap 1 del pH 5. (e) Flap 4 del pH 6.
(f) Flap 2 del pH 7. (g) RMSF de todos los sistemas.
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3.2.3 Radio de giro

El plegamiento de macromoléculas biolégicas es todo un reto a pesar de contar con
un gran conjunto de posibles conformaciones, por lo que se ha identificado que la tasa
de plegamiento disminuye al aumentar el tamano de la proteina. El empaquetamiento
espacial molecular de los residuos de aminoacidos es un aspecto importante de la esta-
bilidad de la proteina. Por lo que en este estudio analizar el radio de giro de la ureasa,
nos ayudé a comprender como es que se ve alterado su empaquetamiento, ademas que
este indicador describe la conformacion de equilibrio de un sistema total en el tiempo.
Los calculos nos indicaron que el RG de pH2 (6.30+0.04 nm), pH3 (6.28+0.03 nm), pH4
(6.2440.03 nm), pH5 (6.1740.02 nm), pH6 (6.134+0.02 nm), y pH7 (6.11+0.01 nm).
En la Figura 3.7 se observa que a pH 5, pH 6 y pH 7 se muestra relativamente estable

a diferencia de los pH 2, pH 3 y pH 4 en los cuales va variando significativamente.
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Figure 3.7: Radio de giro a partir de 2ns.

3.2.4 Distancias criticas

Teniendo en cuenta el primer estudio de simulaciéon de dindamica molecular realizado

84

por Minkara y colaboradores,®* se vio por conveniente analizar tres distancias criti-
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cas que validan el moviento del flap durante la simulaciéon. Con ello es que se lo-
gré analizar los residuos que forman parte de una subunidad («/ ﬁ)l con respecto a
otra subunidad vecina (a/f)!!, las cuales correspondieron a: STALA170-o'/ILE328,
a!GLY47-a!THIS322 v BTALA173-a/GLU330 para las 12 flaps a los diferentes pHs.

Tabla 3.4: Distancia de 3/ALA170 de una subunidad con respecto a una subunidad
vecina o/ TILE328

Flap pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD
1 1.49 0.20 1.61 0.08 1.81 0.20 1.53 0.06 1.21 0.07 1.20 0.05
2 1.12 0.09 1.16 0.05 1.39 0.14 1.54 0.15 1.49 0.06 1.18 0.04
3 2.92 0.28 1.67 0.11 1.89 0.07 1.13 0.03 1.14 0.03 1.18 0.05
4 2.06 0.26 1.97 0.10 1.43 0.06 1.18 0.04 1.35 0.09 1.73 0.11
5 1.42 0.14 1.60 0.10 1.36 0.08 1.45 0.06 1.30 0.05 1.18 0.04
6 2.12 0.18 1.27 0.05 1.86 0.17 1.83 0.09 1.34 0.08 1.48 0.12
7 1.56 0.10 1.59 0.12 1.73 0.15 1.05 0.14 1.42 0.08 1.39 0.13
8 1.53 0.13 1.62 0.09 1.49 0.06 1.70 0.10 1.59 0.07 1.50 0.14
9 1.36 0.11 1.47 0.10 1.27 0.11 1.26 0.11 1.46 0.08 1.22 0.04
10 1.53 0.14 2.09 0.22 2.19 0.17 1.23 0.07 1.37 0.09 1.24 0.06
11 1.36 0.09 1.91 0.15 1.22 0.07 1.43 0.04 1.22 0.04 1.34 0.09
12 1.12 0.08 1.65 0.11 1.28 0.06 1.26 0.06 1.24 0.05 1.18 0.09

Promedio 1.63 0.15 1.63 0.11 1.58 0.11 1.38 0.08 1.34 0.07 1.32 0.08

En la Tabla 3.4 se presentan las distancias 47 ALA170-o/TTILE328 en promedio de los
12 flaps. Teniendo en cuenta los valores maximos y minimos de estos promedios; para
el pH 2 (2.92 nm y 1.12 nm), pH 3 (2.09 nm y 1.16 nm), pH 4 (2.19 nm y 1.22 nm),
pH 5 (1.83 nm y 1.05 nm), pH 6 (1.59 nm y 1.14 nm), y pH 7 (1.73 nm y 1.18 nm),
los cuales nos indican que los flaps estaran abiertos entre 1.59 nm a 2.92 nm, estaran
cerrados dentro del rango 1.05 nm a 1.22 nm, y semi-abiertos de 1.22 nm a 1.59 nm.
Considerando la distancia critica ST ALA170-o//TLE328, la ureasa a pH 3 y pH 4 son
las que mayormente presentaron flaps abiertos, mientras que a pH 2 existen mas flaps
semi-abiertos, y a pH 5, pH 6, y pH 7 los flaps muestran su estado semi-abierto y

cerrado en algunos casos.

Estos resultados nos indicaron que la distancia entre dos subunidades vecinas de
la ureasa esta relacionada con los flaps en su estado abierto, semi-abierto, y cerrado.
El promedio de distancia critica inicial entre la ureasa a pH 2 y pH 3 son iguales,
sin embargo el analisis especifico por cada flap a pH 2 muestra que existen flaps muy

abiertos con los valores mas altos si son comparados con los demas flaps a los diferentes
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pHs. Las diferencias de los flaps con respecto a otro se pueden observar en la Figura 3.8.

Adicionalmente para el caso del pH 5, pH 6 y pH 7 va disminuyendo la cantidad de

flaps abiertos, incrementando la aparicién de flaps cerrados.
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Figure 3.8: Distancias criticas 8/ ALA170-o//TLE328. (a) pH 2. (b) pH 3. (c) pH 4.
(d) pH 5. (e) pH 6. (f) pH 7.

En la Figura 3.9 muestra de forma resumida el promedio de distancia de los flaps

para cada sistema con respecto al pH.
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Figure 3.9: Distancia de S/ALA170 con o//ILE328.

La Tabla 3.5 y Figura 3.10 describe las distancias entre o/ GLY47 y a!/HIS322,
como podemos observar en la ureasa a pH 3 presenta una irregularidad con respecto
a los demas sistemas, ademas vemos que la distancia entre estos puntos es menor a la
distancia mostrada anteriormente, por lo que la subunidad a de un dimero con respecto
a una subunidad vecina «, se muestran muy cercanos uno con respecto del otro. Tal y

cémo los datos se muestran en la tabla, estos fueron ploteados para un mejor analisis

(Figura 3.11).

Tabla 3.5: Distancia de o/GLY47 de una subunidad con respecto a una subunidad

vecina alTHIS322.

Flap pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD
1 0.64 0.14 0.5 0.05 0.55 0.08 0.51 0.04 0.54 0.05 0.67 0.05
2 0.99 0.19 0.66 0.14 0.61 0.08 0.78 0.05 0.91 0.08 0.68 0.1
3 0.62 0.06 1.02 0.08 0.56 0.11 1.02 0.11 0.54 0.04 0.61 0.1
4 0.53 0.05 0.42 0.03 0.85 0.05 0.93 0.04 0.75 0.08 0.79 0.07
5 0.85 0.11 1.01 0.15 1.07 0.12 0.75 0.11 0.8 0.03 0.49 0.02
6 0.54 0.04 0.99 0.1 0.87 0.04 0.58 0.03 0.68 0.04 0.66 0.04
7 0.76 0.05 0.49 0.03 0.73 0.05 0.5 0.03 0.64 0.09 0.57 0.04
8 0.49 0.02 0.88 0.14 0.5 0.03 0.52 0.03 0.53 0.04 0.75 0.05
9 0.75 0.1 0.52 0.12 0.72 0.16 0.92 0.08 0.67 0.04 0.73 0.06
10 0.85 0.09 0.51 0.03 0.59 0.16 0.43 0.03 0.72 0.05 0.68 0.06
11 1.34 0.17 0.49 0.06 0.98 0.09 0.79 0.12 0.5 0.03 0.51 0.02
12 0.77 0.07 0.61 0.06 0.72 0.07 0.74 0.05 0.73 0.05 0.67 0.04

Promedio 0.76 0.09 0.68 0.08 0.73 0.09 0.71 0.06 0.67 0.05 0.65 0.05
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Figure 3.10: Distancias criticas o/ GLY47 y o/THIS322. (a) pH 2. (b) pH 3. (c) pH 4.
(d) pH 5. (e) pH 6. (f) pH 7.
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Figure 3.11: Distancia de o/ GLY47 con o/ THIS322.

La distancia entre la subunidad S7ALA173 con su vecino /! GLU330 muestra una
distancia promedio total entre 0.89 nm (pH 7) a 1.22 nm (pH 2), con una tendencia a in-
crementar en cuanto disminuye el pH. Estos resultados son presentados en la Tabla 3.6,
ademaés las graficas para cada pH en la Figura 3.12 y su ploteo en la Figura 3.13. In-

formacion adicional de las distancias criticas por cada flap, se encuentra en los Anexos

A, B,y C.

Tabla 3.6: Distancia de B/ALA173 de una subunidad con respecto a una subunidad
vecina o/ GLU330.

Flap pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD

1 1.38 0.16 1.21 0.11 1.35 0.2 1.43 0.09 0.75 0.04 0.78 0.04

2 0.67 0.05 0.61 0.06 0.81 0.08 0.99 0.14 11 0.13 0.59 0.05
3 2.77 0.28 1.07 0.11 1.28 0.07 0.77 0.08 0.65 0.05 0.64 0.03

4 1.68 0.3 1.3 0.09 1.01 0.14 0.81 0.06 0.88 0.13 1.18 0.1
5 0.96 0.1 1.26 0.12 0.91 0.13 0.88 0.05 0.66 0.03 0.62 0.02
6 1.43 0.2 1.03 0.16 1.26 0.14 1.36 0.08 0.94 0.06 1.41 0.31
7 1.06 0.15 0.83 0.09 1.28 0.14 0.79 0.09 0.89 0.06 0.77 0.08

8 1.22 0.07 1.2 0.12 1.33 0.12 1.16 0.08 0.92 0.08 0.99 0.07
9 1.03 0.22 0.82 0.04 0.93 0.23 0.87 0.07 1.01 0.19 0.7 0.04
10 0.93 0.2 1.7 0.25 1.41 0.18 0.69 0.04 0.99 0.09 0.94 0.06
11 0.86 0.06 1.29 0.09 0.88 0.13 0.7 0.05 0.78 0.04 0.98 0.09
12 0.66 0.05 1.15 0.15 0.71 0.04 1.02 0.07 0.9 0.1 1.03 0.09
Promedio 1.22 0.15 1.12 0.12 1.1 0.13 0.96 0.07 0.87 0.08 0.89 0.08
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Figure 3.12: Distancias criticas 3/ ALA173 con o/!GLU330. (a) pH 2. (b) pH 3. (c)
pH 4. (d) pH 5. (e) pH 6. (f) pH 7.
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Figure 3.13: Distancia promedio de los puntos criticos STALA173 con o!/GLU330.

Tabla 3.7: Resumen del promedio de distancias criticas

Flap

pH2 pH3 pH4 pH5 pH6

pHT7

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD

Promedio SD

BTALA170-' ILE328
ol GLY47-o/THIS322
BTALA173-a GLU330

1.63
0.76
1.22

0.15
0.09
0.15

1.63
0.68
1.12

0.11
0.08
0.12

1.58
0.73
1.1

0.11
0.09
0.13

1.38
0.71
0.96

0.08
0.06
0.07

1.34
0.67
0.87

0.07
0.05
0.08

1.32
0.65
0.89

0.08
0.05
0.08

En general, se observa en la Tabla 3.7 las distancias criticas directamente rela-
cionadas con el anélisis de RMSD y RG. Asf mismo vemos que la distancia o/ GLY47-
aTHIS322 es muy corta en comparacién con las demds distancias, esto se debe a
que estas subunidades « se encuentran muy cerca. Mientras que la tendencia entre
la distancia 8/ ALA170-a//TLE328 y B/ ALA173-a!!GLU330 fueron semejantes. Estos
resultados de distancias criticas mantuvieron un tendencia de dismuir a manera que

aumenta el pH del medio, por lo que a pH por debajo de 4, se observaran flaps abiertos.

La Figura3.14 presenta las tres diferentes distancias a pH 2 y pH 7 en el cual se
observa claramente cémo incrementa la distancia a pH 2 que a pH 7, esta figura es
tomada del ultimo paso de simulacién. Asi tambien se muestra que las distancias de
! GLY47-o!THIS322 visualmente parecen ser insignificantes, pero numéricamente son

distancias considerables que también muestra una tendencia a dismuir a pH 7.
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Figure 3.14: Distancias criticas pH 2 y pH 7. (a) pH 2. (b) pH 7.
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Figure 3.15: Representacién en forma de ribbon de la ureasa. (a) De color rojo se mues-
tran los flaps, los cuales se encuentran hacia el exterior. (b) De color verde se muestran
los residuos GLU505. (c) De color naranja se presentan a las cisteinas, las cuales son de

gran importancia para la estabilidad estructural del complejo supramolecular ureasa.

Teniendo en cuenta estos resultados de simulacién de dindmica molecular del com-
plejo supramolecular ureasa a diferentes pHs, se observaron la presencia de flaps méviles
(Figura 3.15a), los cuales suelen estar aleatoriamente en tres modalidades: abierta,
semi-abierta y cerrada. En este estudio se vio que el efecto del pH acido en la ureasa

incrementa el nimero de flaps abiertos, lo cual parece cumplir un rol muy importante

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

en la hidrélisis de la urea. Ademds se observé que la estabilidad estructural se debe a
la presencia de puentes disulfuro mediadas por residuos de cisteinas (Figura 3.15¢), los
cuales se ubican en los extremos de subunidades vecinas (a/8)" y (a/B)!1. Otra carac-
teristica de su alta estabilidad, es debido a la presencia de residuos de acido glutamico
de cada subunidad los cuales contribuyen con la formacién del agujero interno del com-
plejo supramolecular (Figura 3.15b), que este asu vez actia como reservorio de N Hs

en condiciones de pH 7.

3.3 Analisis de sistemas interactuantes

3.3.1 Libreria de ligandos

La eleccion de la libreria fue en base a la busqueda de inhibidores de la ureasa, para
ello actualmente existe un farmaco que atin se encuentra en fase clinica. Este inhibidor
es el dcido acetohidroxamico registrado en dos ensayos clinicos que se encuentran en
fase II, uno de ellos se evaliia mediante la ingesta oral del farmaco en forma de tableta

(litostat) y el otro es utilizado de forma intravenosa.

Tabla 3.8: Caracteristica de los ligandos usados en el acoplamiento.

ZINC ID Nombre xlogP AD* PD’ HB° HB? CN¢ tPSA/ PMY ER"
ZINC08214514 Urea -1 -4.58 -8.56 4 3 0 69 60.056 0
ZINC04658603 Acetohydroxamic acid -0.86 -1.54 -12.98 2 3 0 49 75.067 0
ZINC01611325 N-methoxyacetamide -0.58  0.68 -11.5 1 3 0 38 89.094 1
ZINC04701037 glycine hydroxamate -2.09 -4.68 -51.42 5 4 1 76 91.09 1
ZINC05298729  N-hydroxypropanamide -0.02  -1.34 -12.63 2 3 0 49 89.094 1
ZINC08034818 Acetamide -0.92 -1.83 -7.75 2 2 0 43 59.068 0
ZINC39245715 N-Hydroxyprop-2-enamide -0.25 -1.03 -12.68 2 3 0 49 87.078 1

“Desolvatacion apolar en kcal/mol.; YDesolvatacién polar en kcal/mol.; “Donador de puente de hidrégeno.

dAceptor de puente de hidrégeno.; “Carga neta.; f A2 9Peso Molecular en g/mol.; hEnlaces rotables.

Por otro lado en la base de datos del PDB actualmente existe informacién de la
ureasa unida a este ligando, bajo el cédigo de acceso PDB ID:1E9Y. El acido ace-
tohidroxamico presenta cierta conformacion similar a la trea, lo cual parece ser las
razones por las que ha sido efectivo en ensayos previos de biisqueda de inhibidores de

la ureasa de H. pylori.
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Figure 3.16: Lista de estructuras moleculares usados para el acoplamiento molecular.
(a) Urea (sustrato comin). (b) Acido acetohidroxdmico. (c) ZINC01611325. (d)
ZINC04701037. (e) ZINC05298729. (f) ZINC08034818. (g) ZINC39245715.

Ademas con el fin de poder estudiar derivados de este inhibidor es que se hizo una
busqueda en el servidor ZINC Docking, en el cual encontramos 5 modelos con un
porcentaje de identidad del 70%. En la Tabla 3.8 notamos que las caracteristicas de la

tirea son las de poseer un coeficiente de particiéon octanol/agua de compuestos organicos
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(xlogP) de -1 lo cual nos indica la concentracién de drea en una mezcla de dos fases
inmiscibles en equilibrio, siendo hidrofilica a un pH 7. Lo mismo ocurre con los demas
ligandos, al poseer un xlogP < 1 son compuestos hidrofilicos. Otra caracteristica muy
importante es la aceptacién y donacion de puentes de hidrégeno por los ligandos, siendo
la trea y ZINC04701037 capaces de donar en mayor nimero. En la Figura 3.16 son

presentados la libreria de ligandos elegidos para el estudio del acoplamiento.

3.3.2 Bolsillos del dimero o/

Antes de realizar el estudio de las predicciones de acoplamiento fue importante analizar
bolsillo o también denominado pocket del dimero. Para lo cual se usé el servidor
PockDrug. Se pudo encontrar que existen un total de diez pockets, de los cuales el

pocket que representa el sitio activo es el nimero 4.

En la Tabla 3.9 se describen las caracteristicas de cada pocket encontrado para el
dimero «/f, en donde el pocket P 0 y P 1, muestran un amplio volumen, con un
porcentaje de drugabilidad del 99% (0.99), la importancia de este pocket es debido a
que este contribuye con la unién a otra unidad dimérica. El pocket P 2 y P 5 forman
parte de la subunidad « el cual cumple un rol de unién frente a una subunidad vecina
B, siendo el P 2 de menor drugabilidad y el P 5 de baja drugabilidad, en este caso estos
pockets no suelen ser ideales para que ocurra un proceso espontaneo de acoplamiento.
Por otro lado el pocket P 3 se muestra ubicado como bisagra del flap (residuos 304 -
347) el cual posee un porcentaje de drugabilidad inferior a lo permitido. El pocket P
4, nos muestra su ubicacion en el sitio activo con un porcentaje de drugabilidad del
98% (0.98) y volumen de 489.91, favorable para que ocurre los procesos de hidrdlisis.
Finalmente también fueron reportados pockets pequenios los cuales se presentan bajo

n

la denominacion "P x © ", estos al poseer un bajo porcentaje de drugabilidad no son

aptos para que ocurre un proceso espontaneo de acoplamiento.

En la Figura 3.17 se muestra al dimero con los diferentes lugares probables de union
y de color violeta el pocket niimero 4, en el cual se encuentran los residuos que son

parte del sitio activo.
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Tabla 3.9: Anélisis de pockets del dimero a/f.

Pockets Vol. Hull* Hydroph. Kyte* Polar Res.* Aromatic Res.* Otyr atom Nb. Res.* Drugg Prob* Standard Deviation

Po 1383.93 1.23 0.21 0.11 0 19 0.99 0

P1 613.57 111 0.29 0.24 0.02 17 0.99 0

P3 471.69 -1.11 0.86 0.14 0 14 0.18 0.01
P4 489.91 0.68 0.44 0.44 0 16 0.98 0.02
P5 342.26 0.01 0.36 0 0 14 0.62 0.08
P 10° 416.71 -1.17 0.6 0.3 0 10 0.31 0.1
P2 919.56 -1.54 0.73 0.18 0.02 11 0.13 0.02
P 6° 111.41 -0.5 0.5 0.5 0 4 0.78 0.21
P 7 223.16 -2.42 0.75 0 0 8 0 0

P 8° 231.54 -1.34 0.71 0.29 0.04 7 0.26 0.05
P9 353.79 -0.02 0.56 0 0 9 0.6 0.09

Figure 3.17: Pockets del dimero. (a) Dimero o/ con los pockets. (b) Pocket “P 4”.

El andlisis del sitio activo de la ureasa, nos indic6 la presencia de dos iones de Ni™
los cuales son importantes para los procesos de hidrolisis de la trea. Por otro lado los
residuos involucrados para el anclaje del sustrato al sitio activo son los residuos HIS136,
HIS138, HIS248, HIS274, ASP362 y KCX219 (lisina carboxilada). Sin los estados de
protonacion adecuados, no se podria dar el anclaje correcto para su hidrélisis. Por lo
que el trabajo de investigacién permitié considerar el estado de protonacion adecuado

para su analisis mediante simulaciones de dindmica molecular.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

3.3.3 Acoplamiento molecular

Actualmente uno de los estudios complementarios a las predicciones in silico es el es-
tudio de las interacciones receptor-ligando los cuales desempenan un papel importante
en todos los procesos bioldgicos, como el caso de la ureasa con la trea. El acoplamiento
también es una herramienta importante en el diseio de medicamentos asistido por com-
putadora. Por lo que un nuevo farmaco debe ajustarse al sitio activo de un receptor es-
pecifico. Teniendo en cuenta esta breve descripcion de la importancia del acoplamiento
de la ureasa frente a un ligando, se realizé la prediccion del acoplamiento en el servi-
dor PatchDock en el cual se busco encontrar la mejor complementaridad geométrica
entre el receptor y ligando. Este sistema es comparado como un rompecabezas. En el
cual se especificé el radio de agrupamiento RMSD de 1.5 A, este valor normalmente es
usado por el servidor en la etapa final del algoritmo asegurando que la distancia entre
cualquiera de las dos soluciones de salida sea al menos el valor RMSD de agrupamiento

especificado.

Tabla 3.10: Energia de contacto atéomico de los diferentes sistemas interactuantes.

Acoplamiento *ACE
Ureasa - Urea -29.34

Ureasa - Acido acetohidroxdmico -10.37

Ureasa - ZINC01611325 -10.86
Ureasa - ZINC04701037 -10.57
Ureasa - ZINC05298729 -9.33
Ureasa - ZINC08034818 -23.2
Ureasa - ZINC39245715 -25.65

* En Kcal/mol

Teniendo en cuenta a la drea como principal sustrato de la ureasa se analizé la
energia de acoplamiento de este. Por otro lado se analiz6 el acoplamiento con el acido
acetohidroxamico como inhibidor de la ureasa y asi mismo 5 derivados de este inhibidor.
El ACE (Atomic contact energy) proporciona un componente de solvatacién de energia
libre razonablemente preciso y rapidamente evaluable, y por lo tanto hace posible una

fiable reproduccién de célculos de acoplamiento, disefio y plegamiento de protefnas.®
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El sistema ureasa-tirea tuvo un valor ACE de -29.34 Kcal/mol, mientras que el
acoplamiento con el acido acetohidroxdmico y sus derivados mostro valores interesantes,
los cuales se muestran en la Tabla 3.10. Los valores de tres derivados del acido ace-
tohidroxdmico: ZINC01611325 (-10.86 Kcal/mol), ZINC04701037 (-10.57 Kcal/mol),
y ZINC05298729 (-9.33 Kcal/mol) fueron similares al acido acetohidroxdmico (-10.37
Kcal/mol), mientras que los otros dos derivados; ZINC08034818 (-23.2 Kcal/mol) y
ZINC39245715 (-25.65 Kcal/mol) obtuvieron valores parecidos al de la turea (-29.34
Kcal/mol). En el Anexo D se presentan 30 de los mejores acoplamientos para cada

sistema, del cual se ha considerado el de mayor puntuacion.

Figure 3.18: Dimero /3 de ureasa frente a la tirea. Representacion en forma de cartoon
del dimero (« - aztl y f - rojo) y de color gris la porcién de proteina que corresponde

al flap cerrado.
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Figure 3.19: Sistemas interactuantes. (a) Ureasa - Urea. (b) Ureasa - Acido aceto-
hidroxdmico. (c) Ureasa - ZINC01611325. (d) Ureasa - ZINC04701037. (e) Ureasa -
ZINC05298729. (f) Ureasa - ZINC08034818. (g) Ureasa - ZINC39245715.

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas de la acetamida (ZINC08034818)
con respecto al N-Hydroxyprop-2-enamida (ZINC39245715) vemos que el que se com-
porta similar a la 1rea es la acetamida. Por lo que considerando estas propiedades y
su ACE, parece ser un posible candidato para futuros estudios de inhibicién de la ure-

asa. Finalmente el estudio del acomplamiento molecular receptor-ligando nos mostré
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que para que se de un adecuado acoplamiento es necesario que el flap se encuentre
en su modo abierto. En la Figura 3.18 se muestra al dimero «/f y adicionalmente la
superposicion de las residuos de un dimero con el flap cerrado, claramente se puede
observar que el flap de color gris representa el sistema que obstruye la entrada del sitio
activo. Adicionalmente en la Figura 3.19 fueron representados los diferentes sistemas
interactuantes, donde las esferas de color verde nos indican los atomos de Niquel, asi
como los principales residuos que conforman el sitio activo (HIS136, HIS138, HIS248,
HIS274, ASP362, y KCX219).

Dentro del campo de las Ciencias Biomédicas se pueden lograr grandes aportes a
la medicina moderna, debido a que actualmente se busca acelerar el descubrimiento
de nuevos compuestos activos. Particularmente dentro de la bisqueda de nuevos in-
hibidores de Helicobacter pylori, los métodos de ensayos clinicos son muy costosos y
muchas veces se necesita de largos periodos de prueba para poder encontrar algo que
funcione realmente. En este punto es que las herramientas de la fisica, quimica y
biologia computacional son capaces de facilitar enormemente la investigaciéon clinica
sobre el estudio de nuevos inhibidores, logrando la prediccién del comportamiento es-
tructural de proteinas como blancos terapéuticos, el cribado virtual de farmacos, y su

actividad en enfermedades nuevas antes de realizar los ensayos clinicos.
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Conclusiones

e Se determiné el modelo del complejo supramolecular ureasa de Helicobacter pylori
a pH 2, 3, 4,5, 6 y 7; cuya estructura esta conformada por 24 subunidades
proteicas con 12 sitios activos cubiertos por un flap, permitiendo la apertura de

estos sitios activos en pHs bajos.

e Se evalu¢ el sitio activo del complejo supramolecular ureasa de Helicobacter py-
lori a través de la conformaciéon de su estructura terciaria, donde se evidencio la
presencia de dos cationes de niquel (Ni+2), uno pentacoordinado y el otro hexa-
coordinado, esa coordinacién estd mediada por tres histidinas (HIS138, HIS248,
y HIS274), una lisina carboxilada (KCX219), un 4cido aspartico (ASP362), y
una molécula de agua. Asi mismo este lugar muestra una alta drugabilidad y un

amplio volumen que permiten el acceso del sustrato y/o un inhibidor.

e Se estudid el acoplamiento molecular entre un heterodimero de la ureasa (recep-
tor) y cinco moléculas derivadas del acido acetohidroxdamico (ligandos); el sitio
de unién estuvo conformado por HIS136, HIS138, HIS248, HIS274, ASP362, y
KCX219; siendo el mejor candidato para el acoplamiento la acetamida con un

ACE de -23.2 Kcal/mol y con propiedades fisicoquimicas parecidas a la trea.
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Recomendaciones

Para poder comprender mejor el efecto de la acetamida como posible prometedor in-
hibidor de la ureasa de H. pylori se deberia de analizar su efecto en placas de cultivo
de H. pylori. Ademas algo adicional para fortalecer este hallazgo seria el analisis medi-
ante simulaciones del acoplamiento molecular y posterior analisis de energia de unién
en funcién del tiempo mediante MM /PBSA considerando el efecto de los estados de

protonacion para pHs bajos.
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Figure A.1: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 2. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.3: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 3. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.4: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 3. (a) Flap 7. (b) Flap
8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure A.5: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 4. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.6: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 4. (a) Flap 7. (b) Flap

8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure A.7: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 5. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.8: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 5. (a) Flap 7. (b) Flap
8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure A.9: Distancias criticas de SALA170 con oILE328 a pH 6. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.10: Distancias criticas de SALA170 con «ILE328 a pH 6. (a) Flap 7. (b)
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

Distancia (hm)
~

Distancia (nm)
~

Distancia (nm)
~

Flapl —

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (ns)
(a)
Flap3 ——
PR Ao, g e P oty S Sy

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (ns)
(c)
Flap5 ——
P A AR PP At AMH Aok AR ¥]

Tiempo (ns)

()

Distancia (nm)

Distancia (nm)

Distancia (nm)

DE SANTA MARIA

Flap2 ——

6 7 8 9 10
Tiempo (ns)
(b)
Flap 4
6 7 8 9 10
Tiempo (ns)
(d)
Flap6 —

Tiempo (ns)

(f)

Figure A.11: Distancias criticas de SALA170 con «ILE328 a pH 7. (a) Flap 1. (b)

Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure A.12: Distancias criticas de SALA170 con «ILE328 a pH 7. (a) Flap 7. (b)
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.1: Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 2. (a) Flap 1. (b) Flap 2.

(c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 2. (a) Flap 7. (b) Flap 8.
(c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.3: Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 3. (a) Flap 1. (b) Flap 2.

(c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure B.4: Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 3. (a) Flap 7. (b) Flap 8.
(c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.5: Distancias criticas de aGLY47 y aHIS322 a pH 4. (a) Flap 1. (b) Flap 2.
(c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 4. (a) Flap 7. (b) Flap 8.
(c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.7: Distancias criticas de aGLY47 y aHIS322 a pH 5. (a) Flap 1. (b) Flap 2.
(c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure B.8: Distancias criticas de «GLY47 y oHIS322 a pH 5. (a) Flap 7. (b) Flap 8.
(c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.9: Distancias criticas de aGLY47 y a«HIS322 a pH 6. (a) Flap 1. (b) Flap 2.
(c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure B.10: Distancias criticas de «GLY47 y «HIS322 a pH 6. (a) Flap 7. (b) Flap
8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure B.11: Distancias criticas de «GLY47 y «HIS322 a pH 7. (a) Flap 1. (b) Flap
2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure B.12: Distancias criticas de «GLY47 y «HIS322 a pH 7. (a) Flap 7. (b) Flap
8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure C.1: Distancias criticas de SALA173 con «GLU330 a pH 2. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.2: Distancias criticas de JALA173
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11.

con aGLU330 a pH 2. (a) Flap 7. (b)
(f) Flap 12.
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Figure C.3: Distancias criticas de SALA173 con a«GLU330 a pH 3. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.4: Distancias criticas de JALA173
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11.

con aGLU330 a pH 3. (a) Flap 7. (b)
(f) Flap 12.
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Figure C.5: Distancias criticas de SALA173 con a«GLU330 a pH 4. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.6: Distancias criticas de JALA173
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11.

con aGLU330 a pH 4. (a) Flap 7. (b)
(f) Flap 12.
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Figure C.7: Distancias criticas de SALA173 con «GLU330 a pH 5. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.8: Distancias criticas de JALA173
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11.

con aGLU330 a pH 5. (a) Flap 7. (b)
(f) Flap 12.
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Figure C.9: Distancias criticas de SALA173 con a«GLU330 a pH 6. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.10: Distancias criticas de SALA173 con «GLU330 a pH 6. (a) Flap 7. (b)
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Figure C.11: Distancias criticas de SALA173 con «GLU330 a pH 7. (a) Flap 1. (b)
Flap 2. (c) Flap 3. (d) Flap 4. (e) Flap 5. (f) Flap 6.
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Figure C.12: Distancias criticas de SALA173 con «GLU330 a pH 7. (a) Flap 7. (b)
Flap 8. (c) Flap 9. (d) Flap 10. (e) Flap 11. (f) Flap 12.
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Tabla D.1: Prediccion de acoplamiento dimero a///3 con trea.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1258 -1.14 128.6 -29.34 -241 1.14 254 12819 129.77 86.00
2 1252 -1.25 144 456 146 0.83 1.60 126.34 132.67 88.27
3 1240 -1.15 1299 -28.21 -0.73 -0.56 -0.61 128.56 129.86 86.07
4 1236 -1.14 1275 -34.61 -0.41 0.26 -2.67 128.07 129.56 &85.70
5 1234 -0.76 131 -23.97 1.64 137 2.15 127.88 129.98 86.38
6 1226 -0.85 1309 -31.5 -2.96 0.15 032 127.92 129.86 85.85
7 1222 -1.01 1419 -513 1.92 -0.04 -0.14 126.78 131.91 88.03
8 1222 -1.23 1264 -27.13 146 -0.95 -0.97 128.61 129.86 86.03
9 1208 -0.82 1299 -279 -0.77 0.21 0.38 127.74 129.88 86.20
10 1206 -1.21 141.8 1.34 282 039 293 126.56 132.84 88.07
11 1196 -0.99 139.7 -8.18 -1.98 0.21 -2.22 126.87 131.84 88.00
12 1194 -1.21 1414 1.68 -1.62 048 0.69 127.03 13248 88.01
13 1190 -1.92 1473 1.01 -2.07 0.11 1.25 126.04 133.91 88.49
14 1188 -1.12 1455 -3.37 0.62 -0.62 0.60 126.34 133.03 87.48
15 1178 -0.96 126.2 -30.16 -2.60 -0.17 2.71 127.16 129.89 85.95
16 1160 -1.58 1416 -8.6 -0.79 -0.44 -1.86 125.62 132.99 88.08
17 1156 -1.37 139.2 -3.97 3.06 -0.69 -0.61 126.11 133.19 88.05
18 1152 -1.28 121.7 -25.63 238 -0.11 0.68 127.27 129.97 &7.03
19 1150 -1.32 1274 -39.46 -0.91 -1.06 2.60 127.84 130.05 84.88
20 1144 -1.11 125 -21.36 -1.17 -0.34 -1.11 127.13 129.99 86.45
21 1138 -09 140 -948 -294 -0.67 094 12596 133.17 86.92
22 1128 -1.3 140.1 -0.07 0.65 045 -0.74 126.89 133.17 87.45
23 1118 -147 1172 -27.27 0.80 0.21 3.03 126.65 129.68 86.72
24 1116  -1.2 1244 -7.13 -149 0.76 229 141.16 124.84 73.84
25 1112 -1.19 120.5 ~-11.78 0.72 0.61 -2.39 128.17 130.66 87.02
26 1112 -1.1  116.8 -26.38 -0.53 -0.23 0.65 138.63 120.89 68.99
27 1110 -1.28 132 -11.24 0.37 1.30 3.05 125.25 132.98 87.01
28 1110 -0.95 131.2 -54 -247 0.02 -0.73 127.01 132.57 87.12
29 1110 -1.15 1189 -832 -2.56 -0.92 -2.13 141.50 124.87 73.65
30 1108 -1.25 1334 -10.75 0.70 -0.41 -1.75 125.81 132.96 86.98
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Tabla D.2: Prediccion de acoplamiento dimero a///3 con acido acetohidroxamico.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1540 -1.01 165.9 -10.37 3.02 -047 1.30 128.29 131.52 87.01
2 1528 -1.06 172.1 -23.82 043 -0.03 -2.23 127.39 130.49 85.97
3 1520 -1.28 167.3 -22.17 -1.28 0.59 -0.78 127.55 130.64 85.93
4 1490 -1.53 163.4 -15.07 290 0.92 0.51 127.14 130.47 87.04
5 1450 -1.38 1719 -3.74 1.14 0.59 -2.63 127.34 131.22 87.25
6 1398 -1.15 149.2 -834 284 -0.61 0.50 139.06 121.58 70.14
7 1368 -1.19 138.6 -20.31 -2.89 -0.88 293 110.53 100.01 89.83
8 1366 -1 1385 -27.75 -0.83 -0.44 -2.68 137.97 121.32 67.72
9 1364 -1.27 1425 -2744 272 091 1.50 13824 120.55 69.55
10 1350 -0.8 158.8 -20.67 -1.14 -1.00 0.51 126.37 131.37 85.99
11 1350 -1.5 139.3 -21.62 1.13 -1.26 -1.47 138.39 120.38 68.89
12 1348 -1.07 1384 9.76 228 0.84 1.58 114.75 109.38 67.88
13 1336 -1.32 149.2 -20.03 232 0.60 1.41 117.70 114.02 70.33
14 1328 -1 1387 -16.34 -0.17 095 -1.89 137.80 120.20 68.70
15 1326 -1.08 1438 -0.11 036 0.95 -2.14 141.23 125.23 73.80
16 1320 -1.24 1389 -9.75 1.18 0.23 255 13823 121.42 70.59
17 1320 -1.74 1504 -21.32 0.02 -0.25 2.41 138.01 120.72 69.17
18 1318 -1.31 139.7 -21.79 -0.56 -1.33 -2.87 139.14 121.73 68.37
19 1304 -1.31 142.2 -17.83 -2.66 -0.05 -0.82 137.83 121.21 69.34
20 1304 -1.29 1459 -19.22 1.19 -0.05 -2.51 117.99 113.74 70.05
21 1304 -1.67 142 -34.88 0.42 0.87 -0.42 111.77 100.20 90.31
22 1302 -0.81 1419 -146 -0.50 -0.30 -1.06 138.29 121.70 68.98
23 1298 -1.17 1376 -29.06 0.61 1.04 -2.97 134.69 117.35 69.77
24 1294 -1.02 1514 -15.73 1.69 0.34 -1.68 127.12 131.66 86.18
25 1292 -1.35 141.7 -36.61 -2.29 047 0.55 139.33 123.57 67.15
26 1290 -1.54 148.6 -34.27 246 -1.39 -1.20 127.02 130.31 85.10
27 1290 -1.79 1473 -1.56 220 0.12 0.70 138.07 122.27 70.39
28 1288 -1.28 136.1 -0.65 0.58 0.23 -2.11 106.56 107.02 77.22
29 1286 -1.18 1324 -14.7 0.79 0.12 -3.12 136.85 11940 68.84
30 1278 -1.29 129.2 -13.18 -2.75 0.48 -1.95 111.29 99.65 90.19
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Tabla D.3: Prediccion de acoplamiento dimero «/ con ZINC01611325.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 2176 -1.26 236.4 -10.86 0.59 -0.48 -1.15 125.86 130.80 86.54
2 2138 -1.34 243 -17.84 042 0.85 2.39 12781 132.25 86.67
3 2074 -1.94 2432 -1817 -2.15 0.62 191 126.26 131.22 88.30
4 2024 -1.92 247 -7.58 1.19 043 1.84 12733 132.71 85.92
5 1958 -147 2287 -63 1.71 -0.36 -0.60 127.01 132.58 85.80
6 1890 -1.38 2159 -30.7 -0.31 1.52 -2.74 127.58 133.04 85.63
7 1836 -1.48 2075 -62.69 1.44 -0.11 2.18 121.41 95.56 72.66
8 1874 -1.34 2094 -30.38 264 0.08 -091 127.59 131.72 85.26
9 1814 -1.58 198.1 2.62 0.13 0.44 1.80 141.97 127.20 74.31
10 1788 -1.22 188.2 -17.8 1.21 0.69 0.84 139.62 121.64 69.08
11 1760 -1.99 211.6 -49.16 233 -1.01 0.99 126.97 131.57 84.00
12 1728 -0.94 1833 -37.33 1.08 -0.52 -2.13 134.06 117.90 68.07
13 1684 -145 186.3 -42.39 1.87 0.75 0.67 135.12 118.13 68.70
14 1648 -2.61 2122 758 1.07 042 1.55 127.67 133.68 87.14
15 1614 -2.37 208.8 -29.58 -0.02 0.81 -2.25 126.32 131.46 86.48
16 1608 -2.38 204 -16.68 1.31 0.00 -1.85 127.92 131.69 85.57
17 1606 -1.99 1951 -6.43 1.11 0.74 2.05 125.89 134.11 86.63
18 1604 -19 1889 -4538 0.71 -1.17 0.88 127.37 129.87 84.00
19 1594 -1.34 170.8 -36.23 2.87 -0.28 0.38 133.73 118.03 68.10
20 1554 -1.23 1772 916 1.16 -0.42 -2.22 140.06 125.86 72.27
21 1546 -2.32 1999 -30.88 256 0.90 0.99 127.85 131.88 85.89
22 1528 -1.27 166 -41.05 2.75 -0.04 1.62 120.02 94.40 73.31
23 1524 -2.38 201.6 -20.34 254 -0.33 1.15 126.16 132.54 85.69
24 1514 -256 179.5 -31.61 1.62 0.87 221 134.05 119.21 69.57
25 1514 -1.99 188.8 -18.87 0.74 -0.17 0.38 142.73 124.95 72.86
26 1506 -1.85 167.1 -11.75 2.02 042 278 140.60 127.66 73.46
27 1484 -0.97 163.2 -45.01 293 0.17 0.09 13292 118.49 68.88
28 1484 -1.87 1704 -5 1.08 0.28 0.71 141.39 123.63 70.45
29 1468 -1.25 156.6 -22.33 -1.76 -0.38 -0.47 114.79 98.06 81.13
30 1462 -1.23 153.2 -31.66 1.77 0.44 1.29 133.04 118.11 67.98
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Tabla D.4: Prediccion de acoplamiento dimero «/ con ZINC04701037.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1726 -1.33 189.8 -10.57 -0.06 0.54 1.45 128.78 131.36 87.52
2 1716 -0.76 197 -2045 0.55 -0.53 -1.53 125.64 131.37 86.20
3 1688 -1.28 1928 -38.89 -1.32 -0.93 1.28 128.68 132.15 86.55
4 1660 -1.26 1752 -14.89 -2.75 0.56 2.99 127.33 130.23 87.40
5 1622 -1.35 173.8 -35.34 -3.01 031 236 125.62 129.71 86.52
6 1620 -1.18 188 -6.59 0.89 -0.31 -0.67 126.20 131.57 86.37
7 1616 -1.35 178.6 -26.27 -1.40 -0.77 -1.53 127.84 129.62 87.01
8 1614 -1.7 196.7 -43.01 3.01 -0.31 1.65 126.23 131.91 &5.12
9 1600 -1.7 188.6 -3.8 -2.34 -0.57 -0.84 127.82 131.99 88.57
10 1598 -1.05 1749 -34.63 -248 0.33 -1.20 129.00 131.81 86.35
11 1560 -1.78 171.8 -35.74 0.07 -1.07 -0.83 125.95 129.26 86.36
12 1552 -1.28 166.9 -15.04 -1.87 -0.52 0.25 119.20 113.86 70.39
13 1542 -1.74 176.2 -33.38 284 0.71 -2.05 129.17 130.00 85.68
14 1532 -1.51 161.6 -25.4 0.84 -0.06 -2.74 116.99 114.06 69.02
15 1528 -1.09 178.7 -33.52 2,57 -0.09 -1.01 127.64 131.76 84.87
16 1522 -2.32 1709 -46.28 1.99 0.08 3.04 126.47 129.61 84.37
17 1504 -1.48 169 -63.46 -1.11 0.38 2.15 12258 95.22 74.35
18 1492 -1.02 159.9 -44.55 -2.24 0.17 1.68 11759 115.25 71.35
19 1490 -1.17 171.8 -26.66 -2.09 0.06 2.99 12641 131.65 86.94
20 1488 -1.44 166 -66.24 1.07 -0.90 224 120.28 97.27 72.12
21 1484 -1.43 160.9 -18.88 -1.93 0.62 -2.89 119.05 112.94 70.94
22 1480 -1.38 170.3 -53.42 -0.35 -0.54 1.28 128.48 131.61 84.19
23 1458 -1.07 155.6 -47.29 1.04 0.30 0.38 13445 11599 67.82
24 1452 -1.75 162.1 -53.01 1.43 0.81 1.82 122.62 9459 T71.71
25 1446 -1.17 161.7 -61.98 2.33 0.23 -0.81 121.55 96.47 73.20
26 1444 -1.42 1555 -56.8 -2.62 -0.86 -0.85 123.71 94.05 73.51
27 1444 -1.16 157.5 -31.86 -2.18 049 141 116.85 113.63 71.32
28 1432 -1.89 1709 -51.59 -0.95 -1.21 -0.36 123.67 92.33 72.01
29 1430 -0.95 1555 -60.47 284 -0.24 -0.70 122.71 95.37 73.68
30 1430 -1.28 1494 -11.03 1.52 -1.08 2.21 120.74 94.95 78.72
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Tabla D.5: Prediccion de acoplamiento dimero «/ con ZINC05298729.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1944 -1.26 213.6 -9.33 -0.61 -0.55 -2.25 125.27 133.10 89.94
2 1918 -1.43 203.1 -28.42 244 0.66 3.02 127.41 128.00 83.94
3 180 -1.3 2285 -13.92 1.17 -0.66 1.63 128.61 128.56 85.39
4 1836 -1.76 208.7 -35.83 0.71 0.51 0.37 127.32 128.15 83.62
5 178 -1.41 1958 -32.7 3.04 049 -0.78 12856 134.82 84.92
6 1748 -1.2 2029 -1791 -1.11 -0.62 2.90 126.79 132.66 89.67
7 1716 -1.55 196.4 -21.04 -1.31 -0.58 -1.22 127.05 130.17 90.05
8 1706 -1.55 190.5 -32.77 1.73 -0.12 299 129.08 130.49 83.31
9 1688 -1.17 1972 -42.61 1.01 0.76 1.71 128.64 132.97 81.66
10 1636 -1.79 188.5 -51.06 1.81 0.53 -0.30 127.79 130.91 81.26
11 1634 -1.57 203.8 -15.23 -0.30 0.86 1.55 12947 129.96 86.72
121632 -2.07 200.8 -2.92 224 -0.34 2.87 12836 130.17 85.68
13 1632 -1.74 178.6 -36.78 -0.48 0.64 198 130.55 129.97 85.84
14 1630 -1.98 2074 -37.11 161 0.22 1.92 12781 130.17 81.82
15 1610 -2.35 2032 -41.4 -046 -0.16 -0.04 125.11 127.72 87.52
16 1590 -2.4 184.7 -49.18 0.26 0.12 -0.42 124.31 128.09 84.36
17 1588 -0.94 170 -43.34 -0.99 0.06 3.05 13547 118.03 71.51
18 1582 -1.39 184.9 -14.45 -0.46 -0.26 1.16 128.98 129.70 88.00
19 1574 -1.72 185.9 -26.54 -1.63 -0.63 -1.59 128.44 131.10 89.04
20 1570 -1.92 1923 -26.01 1.45 -1.40 0.64 125.44 128.43 87.38
21 1544 -1.87 166.5 -64  0.70 -0.30 0.83 145.34 124.57 70.46
22 1538 -1.85 188.7 -34.54 0.13 -0.01 0.80 128.06 128.90 84.67
23 1528 -1.06 164.4 -269 -0.82 0.22 -2.94 137.25 120.70 71.24
24 1524 -1.38 180.8 -30.43 0.13 0.55 1.32 128.68 130.20 84.81
25 1492 -194 1588 -6.81 1.25 -0.04 1.31 107.34 105.11 74.07
26 1486 -1.5 160.9 -41.17 2.28 -0.65 -2.29 138.99 118.73 69.09
27 1482 -2.01 203.5 -20.75 244 1.05 -0.39 127.90 134.78 84.58
28 1482 -1.21 167.8 -57.19 -0.09 1.09 1.65 128.93 131.52 &81.40
29 1452 -0.87 156.8 -12.29 -1.15 0.82 -2.80 140.00 122.75 69.76
30 1442 -1.92 1614 041 -0.29 -0.11 -1.22 136.84 129.98 75.68
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Tabla D.6: Prediccion de acoplamiento dimero «/ con ZINC08034818.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1380 -1 1539 -232 149 0.02 0.20 12851 131.68 84.77
2 1320 -1.01 1414 -16.62 -0.56 1.08 -2.34 116.42 114.08 70.57
3 1276 -1.06 131.3 -23.67 -2.07 0.82 -143 13762 121.24 70.55
4 1266 -1.15 148.8 -37.7 1.73 0.27 0.66 127.55 132.62 83.48
5 1254 -0.86 146 -7.51 -0.39 -0.07 -2.60 125.15 133.27 86.23
6 1248 -1.13 1328 -6.21 240 0.50 0.04 142.15 127.33 73.99
7 1242 -16 1384 -14.27 0.82 -0.12 -0.69 137.94 120.35 68.14
8 1240 -0.87 140.6 -27.47 -0.80 -0.91 -1.56 126.23 130.12 85.29
9 1230 -0.95 132 -1853 239 -0.71 2.62 116.51 111.70 69.21
10 1224 -1.24 128.7 -30.89 230 -0.88 2.61 13223 114.56 67.35
11 1216 -0.71 1432 -1892 -0.94 -0.22 291 12730 133.22 86.68
121208 -1.38 136.8 -21 244 0.22 -0.38 140.33 123.88 71.08
13 1204 -1.18 1275 -13.46 -1.78 0.75 -1.13 135.13 11870 70.67
14 1204 -0.77 126.5 -1743 273 -0.51 0.00 13831 121.91 69.02
15 1202 -0.94 129.6 -19.07 211 -0.85 -0.44 136.27 119.80 68.54
16 1198 -0.63 1269 -36 1.78 0.56 0.90 122.06 95.65 72.75
17 1196 -1.05 128.9 -2.15 1.81 0.55 -2.45 140.28 127.46 73.80
18 118 -1.09 123 -21.16 2.07 -0.21 3.08 137.64 119.18 67.97
19 1184 -1.2 119.6 842 0.22 038 1.27 141.29 130.28 73.73
20 1180 -0.8 122.6 -40.7 -142 -0.34 292 121.23 95.60 74.81
21 1178 -1.21 130.5 -18.05 2.69 0.26 0.71 137.54 122.75 69.89
22 1176 -1.07 1188 -0.09 -2.25 -0.87 -2.72 138.52 128.02 75.26
23 1176 -1.5 1255 3.95 -2.28 -0.78 1.63 139.95 129.75 75.61
24 1174 -1.36 123.6 -27.64 1.56 -0.12 -1.34 135.52 117.92 68.82
25 1174 -0.98 1259 -28.61 0.06 0.01 1.46 136.56 117.94 68.26
26 1172 -1.36 120.5 -28.61 0.48 -1.51 1.53 135.80 116.08 68.95
27 1170 -148 126.2 -14.66 2.85 0.04 3.00 13491 116.63 69.61
28 1170 -1.08 1249 -99 0.01 0.39 -1.10 140.72 124.39 73.43
29 1164 -1.93 1359 -556 3.13 -0.76 3.02 139.66 123.73 73.91
30 1158 -1.52 125.1 -35.91 -2.48 1.40 -0.35 133.39 117.72 70.22
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Tabla D.7: Prediccion de acoplamiento dimero «/ con ZINC39245715.

# score pen. Area ACE Ligand Transformation

1 1944 -1.18 208.6 -25.65 0.51 -0.32 0.06 127.03 131.53 87.28
2 1944 -0.96 2189 -24.78 294 -0.84 -2.16 126.85 131.84 87.41
3 1862 -1.57 216.2 -9.27 0.55 0.06 -0.55 126.19 132.43 87.39
4 1830 -1.36 202.2 -24.75 -0.72 0.23 -0.53 126.88 131.92 85.41
5 1750 -1.55 2104 -359 0.80 -0.48 0.54 126.38 131.74 86.20
6 1720 -1.7 1935 -31.8 1.15 -0.54 -0.34 127.24 130.64 86.96
7 1710 -143 1926 -25.6 -1.30 0.65 2.88 127.73 130.63 85.07
8 1696 -1.83 183.8 -28.75 0.04 -0.19 -1.10 127.73 131.57 86.69
9 1666 -1.53 1959 -6.19 -1.53 -0.81 -1.14 125.87 133.42 87.27
10 1660 -1.67 182.2 -23.93 1.60 0.65 -0.43 126.14 131.12 86.71
11 1644 -1.57 1924 -17.12 0.24 -0.65 2.80 127.05 131.21 87.56
121636 -1.91 190.6 -38.87 -1.99 0.14 3.08 12830 130.08 84.94
13 1590 -0.96 184.2 -45.26 -2.77 0.99 -2.17 126.16 131.77 83.81
14 1550 -1.89 179.3 -11.89 0.27 096 1.97 126.84 130.28 86.42
15 1534 -1.25 158 -094 0.75 -0.95 0.57 106.60 108.04 77.91
16 1528 -2.31 180.5 -33.23 0.00 0.66 -2.12 127.16 131.52 85.98
17 1526 -1.28 1779 -27.7 286 0.59 -1.38 125.69 133.11 84.92
18 1524 -1.82 1855 -29 -1.85 0.68 -1.50 128.07 131.65 84.18
19 1508 -1.76 162 828 -0.21 037 -0.63 139.88 130.20 74.09
20 1494 -0.7 161.1 -29.86 2.63 0.94 -0.20 134.75 117.82 68.67
21 1486 -1.51 171.5 -52.72 2.16 -0.15 -1.34 125.72 132.81 83.86
22 1484 -1.55 1777 -40.71 -1.08 0.21 -1.13 127.27 132.50 83.72
23 1466 -1.27 156.7 -46.99 0.43 090 0.74 132.23 116.20 68.02
24 1460 -1.25 155.1 -27.25 -0.27 -0.09 -1.38 135.61 119.89 69.98
25 1458 -1.37 151.2 -177 251 1.20 1.69 112.00 98.83 88.56
26 1454 -1.62 1574 -8.16 -0.93 046 -2.09 106.94 108.07 77.04
27 1450 -1.74 159.2 -27.46 -1.72 -0.74 265 111.64 99.45 90.11
28 1450 -2.16 162.7 -249 -293 0.16 -1.46 111.29 100.13 90.32
29 1420 -1.85 1545 -548 221 0.03 -0.83 105.67 108.21 78.29
30 1418 -2.21 1705 13.32 -0.31 -0.10 -1.89 141.66 126.27 73.82
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