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Glosario

1. OMS = Organizaciéon Mundial de la Salud.
2. IFN = Interferdn.

3. BAAR = Bacilos Alcohol Acidos Resistentes.
4. Erp = Export Repetitive Protein.

5. CAM-B3LYP = Coulomb Attenuated Method - B3LYP, hidrido de intercambio

y correlacion funcional.

6. TZVP = Valence triple-zeta polarization.

7. NCBI = National Center for Blotechnology Information.
8. PDB = Protein Data Bank.

9. DFT = Density Functional Theory.
10. HOMO = Highest Occupied Molecular Orbital.
11. LUMO = Lowest Unoccupied Molecular Orbital.
12. RMSD = Root Mean Square Derivation.
13. RMSF = Root Mean Square Fluctuation.

14. ACE = Atomic Contact Energy.

15. ESP = Elextrostatic Potential.

16. nm = nano—metro.

17. ns = nano-segundo.
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18. ps = pico—segundo.
19. aa = aminoéacido.
20. ALA = Alanina.

21. THR = Treonina.
22. PHE = Fenilalanina.
23. LEU = Leucina.

24. SER = Serina.

25. GLY = Glicina

26. PRO = Prolina.

27. GLN = Glutamina.
28. ASP = Aspartato.
29. ARG = Arginina.
30. TYR = Tirosina.
31. VAL = Valina.

32. ILE = Isoleucina.
33. HIS = Histidina.

34. GLU = GLutamina.
35. TRP = Triptofano.
36. A = Amstrong.

37. Score = Puntuacion.

38. Loops = Regiones que conectan las estructuras secundarias de una proteina.
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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad alarmante a mnivel mundial provocada
principalmente por el Mycobacterium tuberculosis, motivo por el cual esta siendo muy
estudiada, descubriéndose cada vez nuevas formas de contrarrestarla. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar las interacciones moleculares de las proteinas que forman el
complejo Erp, Rv1417 y Rv2617c del Mycobacterium tuberculosis frente a derivados de
la nicotina utilizando técnicas de modelamiento computacional. Para su realizacion, se
modelaron y minimizaron las tres proteinas mediante técnicas de dinamica molecular.
Cada proteina se interaccioné con cinco derivados de la nicotina, a estos sistemas se
les realizé una pequena dindmica molecular y se analizaron las estructuras secundarias
comparando la estructura de la proteina inicial y después de su interaccion, teniendo
como resultados cambios en su estructura secundaria de las proteinas con los derivados.
Con respecto a la Erp se observa mayores fluctuaciones al interacionar con el derivado E
seguido de los derivados A y B, en cambio con la proteina Rv2617c se observa cambios
de fluctuacion con el derivado B, desapareciendo las laminas beta. Por otro lado, las
laminas beta de la proteina Rv1417 se muestran disminuidas con los derivados B, C,
D y E, pero se observa una mayor fluctuacion y desestabilizacién de la proteina con el
derivado A. En conclusion las proteinas llegan a alterar su estructura secundaria y a
desestabilizarse al interaccionar especialmente con los derivados de la nicotina A, B y

E.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, factores de virulencia, derivados de la

nicotina, dinamica molecular, interaccion, desestabilizacién
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Abstract

Tuberculosis is an alarming disease worldwide caused mainly by the Mycobacterium
tuberculosis, which is why it is being studied, discovering new ways to counteract it. The
objective of this work was to evaluate the molecular interactions of the proteins that
form the Erp, Rv1417 and Rv2617c complex of Mycobacterium tuberculosis against
nicotine derivatives using computational modeling techniques. For its realization,
the three proteins were modeled and minimized by molecular dynamics techniques.
Each protein was interacted with five nicotine derivatives, these systems had a small
molecular dynamics and secondary structures were analyzed comparing the structure
of the initial protein and after their interaction, resulting in changes in their secondary
structure. proteins with derivatives. With respect to the Erp, greater fluctuations are
observed when interacting with derivative E followed by derivatives A and B, instead
with Rv2617c protein, fluctuation changes are observed with derivative B, disappearing
beta sheets. On the other hand, the beta sheets of the Rv1417 protein are shown to
be diminished with derivatives B, C, D and E, but there is a greater fluctuation and
destabilization of the protein with derivative A. In conclusion, proteins can alter their

structure secondary and destabilize by interacting especially with nicotine derivatives

A, B and E.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, virulence factors, nicotine derivatives,

molecular dynamics, interaction, destabilization
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Introduccion

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada principalmente por el
Mycobacterium tuberculosis que tiene implicaciones por todo el mundo. Uno de los
problemas mas grandes que presenta la tuberculosis es la resistencia a los antibiéticos,
por lo que es necesario la investigacion de nuevos blancos terapéuticos y el desarrollo

de farmacos que nos permitan atacar el problema desde otra perspectiva. !

En los ultimos anos, diversos estudios vienen demostrando la existencia de diferentes
genes vinculados a la virulencia de la micobacteria, permitiéndoles sobrevivir y persistir
en los hospedadores. La mayoria de estos genes codifican enzimas de la via lipidica y
proteinas reguladoras de los sitemas de transduccion de senales. Uno de estos genes de
virulencia es la Erp (Ezported Repetitive Protein), la cual se ha demostrado que tiene
una relacion directa con la viabilidad de la bacteria, teniendo un rol importante en la
sintesis de la pared celular.? En el estudio de Klepp y colaboradores se ha demostrado
que, junto a esta proteina, también se encuentran la Rv1417 y la Rv2617¢ formando
un complejo necesario para cumplir como factor de virulencia a través de multiples

interacciones siendo especifica en la especie Mycobacterium tuberculosis.

La Erp es una proteina que se ha encontrado tanto intracelular como en regiones
tracelul 35 t b titud su localizacién. Mient
extracelulares, por estas razones no se sabe con exactitud su localizacién. Mientras
que las proteinas Rv1417 y Rv2617c¢, fueron localizadas en la membrana celular. ©
A pesar de la importancia de estas proteinas, los reportes cientificos sobre ellos son
escasos, teniendo la esperanza de encontrar un gran potencial para la identificacién de
un objetivo terapéutico; por lo que se podrian realizar ensayos con moléculas que han

tenido efectividad de forma experimental, como derivados de la nicotina a los que se

les ha quitado la capacidad adictiva.

El presente estudio se desarrolla dentro del area de la bioinformatica, quimica,
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fisica y biologia computacional, areas que vienen creciendo a la par con el desarrollo
tecnologico en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para enfermedades de
todo tipo. Por lo que se busca brindar una descripcion de las estructuras 3D y un
acercamiento al comportamiento de las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c frente a
los derivados de la nicotina sin capacidad adictiva, evaluando de esta manera si estas
proteinas pueden ser alteradas, lo que conllevaria a la desestabilizacion por los derivados
de la nicotina, y poder brindar una base para el desarrollo de nuevos tratamientos y la
explicacion de fenémenos bioldgicos de la tuberculosis que viene siendo un problema

tanto en el Perti como en el mundo entero.
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Objetivos

General

Evaluar las interacciones moleculares de las proteinas que forman el complejo Erp,
Rv1417 y Rv2617c del Mycobacterium tuberculosis frente a derivados de la nicotina
utilizando técnicas de modelamiento computacional para brindar una descripcion y un

acercamiento al comportamiento de dichas proteinas.

Especificos

e Obtener las estructuras moleculares correspondientes a los derivados de la
nicotina y de las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c del Mycobacterium tuberculosis

en su estado tridimensional.

e Minimizar y estabilizar mediante técnicas de mecanica molecular y mecanica
cuantica las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c y los derivados de la nicotina

respectivamente.

e Realizar la simulacion de dinamica molecular, con un ensamble NPT de las

proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c a condiciones fisioldgicas.

e Realizar las interacciones moleculares entre las moléculas de los derivados de la

nicotina y las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c.
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Hipoétesis

Dado que las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c en base a investigaciones previas se
muestran como potencial objetivo para el desarrollo de drogas contra el Mycobacterium
tuberculosis, es posible evaluar analogos de moléculas de la nicotina sin capacidad
adictiva, ya que de forma experimental se sabe que estos derivados de nicotina
se comportan como potenciales agentes antibacterianos frente al Mycobacterium

tuberculosis.
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Capitulo 1

Marco Teoérico

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad causada principalmente por el Mycobacterium
tuberculosis ocasionando la muerte e infeccion a un tercio de la poblacion mundial,
por el cual, se ha observado en los tltimos anos un incremento de investigaciones sobre
su epidemiologia, factores de riesgo, fisiopatologia, diagnosticos y nuevos tratamientos
para contrarrestar esta enfermedad.” La tuberculosis ha ido prevaleciendo durante
muchos afios, esto lleva a la OMS poner fin a esta epidemia entre unos 15 anos.®” Una
de las propuestas por la OMS es enfocarse en las personas con tuberculosis latente,
ya que no presenta sintomas y pueden vivir como parasitos dentro del cuerpo humano
durante muchos anos, los estudios mencionan que de cada cuatro personas una se
encuentra infectada con tuberculosis latente, ' por lo que es un objetivo clave enfocarse

en las personas que desarrollan la infeccién con tuberculosis latente.

1.1.1 Fisiopatologia

Para que se dé una infeccion por el Mycobacterium tuberculosis es necesario una fuente
de transmision, a partir de ésta la micobacteria se propagard a través de gotas de
aire ya sea tosiendo, estornudando o hablando,!' por lo tanto, la transmisién es de
manera aerogena ya que en la gran mayoria de casos ocurre mediante la inhalacién

de las secreciones respiratorias. Un pequenio porcentaje del total pasard por los
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pulmones llegando hasta los alvéolos, y el resto seran atrapados por las vias respiratorias
superiores siendo expulsadas por células de la mucosa. Una vez instaladas en los
alvéolos seran fagocitados por los macréfagos, que seran incapaces de matar y digerir
a la micobacteria, dando asi dos respuestas durante el primer mes, en la primera las
micobacterias podran atenuarse, evitando asi su multiplicacién durante un periodo de
tiempo muy largo; como segunda respuesta, debido a un sistemas inmune deficiente, las
micobacterias se seguiran multiplicando hasta volverse activas, ocasionando una lisis

celular del macréfago alveolar para continuar con su proliferacion (ver figura 1.1).'2

Macrofago
Alveolar

' Myecobacterium Tuberculosis

Lisis Celular a

@ Mecanismos Defensores

Bacilos Fagocitados Proliferacion de los Bacilos

Figura 1.1: Respuesta latente y activa del Mycobacterium tuberculosis dentro del

macrofago alveolar.

Una vez que las micobacterias se encuentren activas, las siguientes respuestas se
caracterizan por la apariciéon de lesiones granulomatosas llamados tubérculos. Los
macrofagos se volveran a reactivar estimulando la produccién de linfocitos creando
un ambiente necrotico debido a la escasa presencia de oxigeno y un pH bajo, asi
como también se dard una respuesta del IFN tipo I que como respuesta ante la
enfermedad inhibird a los IFN tipo 11,1314 de esa manera trataran de contrarrestar su
proliferacion. El Mycobacterium tuberculosis también puede proliferar por diferentes
partes del cuerpo como: los ganglios linféticos y/o biliares, vasos linfaticos, el cerebro

y riflones ocasionando finalmente la muerte.”

La prevalencia del Mycobacterium tuberculosis en el hombre se da debido a sus
factores de virulencia, hasta el momento se conoce tres principales acciones dentro del
macrofago: la inhibicién de la acidificacion del ambiente, la inhibicién de la formacion

del fagolisosoma (el més conocido y estudiado) y el dominio que tiene el Mycobacterium
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tuberculosis hacia la respuesta inmune humana mediante la inhibiciéon de la formacion

del interferén gamma que aumenta la capacidad fagocitaria del macrégafo.1%:16

1.1.2 Diagnéstico y tratamiento

Cada afio se realiza nuevas investigaciones para encontrar métodos de diagnostico
que sean simples y confiables para determinar la enfermedad. Primeramente se
empez6 con diagnoésticos bacterioldgicos como la microscopia y el cultivo de esputo,'”
luego aparecieron los diagnésticos imageneoldgicos como la radeografia convencional
(deteccion a través del térax), tomografia computarizada para una detecciéon masiva y la
resonancia magnética para partes especificas del cuerpo, '®19 también se desarrollaron
diagnosticos con pruebas serologicas que consiste en la deteccion de anticuerpos en
muestras de sangre, centrandose en respuestas del Mycobacterium tuberculosis sobre
el huésped que en la deteccién de la misma.?? Por otro lado, con los estudios del
genoma del Mycobacterium tuberculosis se demostraron que la inhibicién de la actividad
del lipoarabinomanano (LAM) de la micobacteria disminuye su proliferacién, esto
llev6 a realizar diagnésticos de LAM en la orina acompanado del recuento de CD4,
resultando no ser confiable y sensible. También se desarrollaron biomarcadores, pruebas
moleculares, pruebas genotipicas basadas en la amplificacién del acido nucleico, ensayos
con sondas de linea e identificacién de mutaciones en el genoma del Mycobacterium

tuberculosis,” pero estos ensayos requieren de un buen equipamiento de laboratorio.

El desafio que ha perdurado durante todos estos anos ha sido poder diferenciar,
a través de las pruebas, a personas con Mycobacterium tuberculosis latente y activa.
Asi también, dentro de su diagnéstico se estan evaluando las resistencias que poseen
estas micobacterias hacia los medicamentos. 2! Esta resistencia es causada muchas veces
por el tiempo prolongado de tratamiento que se les da; se sabe que los medicamentos
de primera linea utilizadas son: la isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol,
teniendo un tratamiento primero de 2 meses, seguido de los dos primeros medicamentos
mencionados durante 4 meses, haciendo un total de 6 meses. 2223 Muchas veces no se les
hace un seguimiento a las personas con tratamiento por lo que tienden a abandonarlo
y de esta manera desarrollan resistencia, llevando al desarrollo de nuevos blancos

terapetticos como son las debaquilinas y delamanidas,” entre otros.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Un estudio reciente del 2018 menciona que el Pert tiende a tener retrasos para
el diagnodstico de la tuberculosis conduciendo al prolongamiento de la infeccién e
incrementando la carga de la enfermedad, dandose principalmente en pobladores de

zonas rurales, especialmente mujeres. 2

1.2 Mycobacterium tuberculosis

El Mycobacterium tuberculosis es una bacteria aerobia estricta, y por este motivo le
gusta depositarse en los alvedlos pulmonares ya que estas se encuentran oxigenadas; 24
otra caracteristica principal es su envoltura celular, conformada por un amplia gama
de 4cidos grasos, empezando por una membrana celular, una capa de peptidoglicanos,
seguida de arabinogalactanos y acidos micolicos, ésta tltima se considera importante
para la supervivencia del Mycobacterium tuberculosis ya que posee cadenas largas
de 60 a 90 atomos de carbono que le brinda protecciéon.?® La envoltura celular a
su vez tiene componentes como el fosfatidilinositol mandsido (PIMs), phthiocerol
dimycocerosato (PDIM), diaciltrehalosa (DAT), poliaciltrehalosa (PAT), sulfolipido
(SL-1), lipomanano (LM), dimicolato de trehalosa (TDM), monomicolato de trehalosa
(TMM) y lipoarabinomanano (LAM) tal como se observan en la figura 1.2. El LAM
también se considera importante por comportarse como un factor de virulencia. La gran
cantidad de componentes que presenta la envoltura celular, hace que el Mycobacterium
tuberculosis se encuentre considerada dentro del grupo de los bacilos alcohol acidos
resistentes (BAAR) y para su identificacién microscépica debe realizarse una tincién

de Zielh-Nielsen.

1.2.1 Genoma

El primer genoma estudiado fue la cepa H37Rv que se usa cominmente como control
para la identificacion del Mycobacterium tuberculosis.?6™2® Tiene un tamaiio de 4
millones de pares de bases con 3959 genes.?” Actualmente el genoma del Mycobacterium
tuberculosis atn sigue en estudio ya que aproximadamente el 60% de los genes no tienen
caracterizada su funcién, teniendo una posible funcién para la mitad de estos genes.

En la figura 1.3 podemos observar el genoma del Mycobacterium tuberculosis que se
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Figura 1.2: Esquema de la envoltura celular del Mycobacterium tuberculosis y sus

Pared Celular ——a

Nucleo de la

componentes. 29

caracteriza por tener un cromosoma circular de 4.411 kpb, en el anillo central se observa
un histograma de color amarillo y rojo representado el contenido de G+C, siendo
<65% de color amarillo y >65% de color rojo; seguidamente se tiene las posiciones
de secuencias repetitivas polimérficas (PGR) de color rojo oscuro, luego se encuentra
la familia de proteinas PE (Prolina-dcido glutdmico) de color purpura seguida de la
familia de proteinas PPE (prolina-prolina-acido glutdmico) de color verde. Siguiendo el
orden observamos el ADN repetitivo de color naranja y la familia de las Erp de colores
rosa, azul y profago. La secuencia de codificacion por hebra se muestra de color verde
oscuro y claro. Finalmente se observan las posiciones de los genes de ARN estables,
siendo de color azul para el ARNt y la regién de repeticién directa de color rosado
en forma de cubo. La escala del Mycobacterium tuberculosis se observa en el circulo
exterior, siendo “0” el origen de replicacién.?? En su genoma también se encuentran

4019 y 4300 marcos de lectura abiertos, asi como 48 y 104 espaciadores intergénicos. 3"

Los estudios de ingenieria genética se encuentran limitadas por la presencia de la
pared gruesa que posee el Mycobacterium tuberculosis. Esta envoltura celular hace
dificil una captacion eficiente de ADN ya que al cultivarlas crecen como una pelicula
densa. Ademas, la exposicion del laboratorista para la manipulacion del Mycobacterium

tuberculosis pone en riesgo su vida con este patégeno mortal. Esto llevo a cabo la
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construccién de vectores de ADN para su estudio. !

Por estos motivos tanto la tecnologia de secuenciacion, la bioinformatica y los
trabajos in silico se ve incrementada con diferentes desarrollos de softwares e
investigaciones que ayuda al andlisis genémico y a entender el comportamiento de
sus genes y/o proteinas presentes en el Mycobacterium tuberculosis en un corto periodo

de tiempo y a un bajo costo.??

M. tuberculosis
H37Rv
4,411,529 bp

Figura 1.3: Mapa circular del Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv.%?

1.2.2 Variacion de cepas y resistencia a antibiéticos

Existe una diversidad de cepas de Mycobacterium tuberculosis, con una identidad muy
relacionada entre si.3% Hasta la actualidad se ha realizado la secuenciacién completa
del genoma de 8 cepas: CDC1551, H37Ra, F11, KZN1435, KZN4207, CCDC5180,
CCDC5079 Y CTRI-2 34 que revelaron una gran cantidad de datos, especialmente para
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el entendimiento de sus genes de virulencia y sobre la resistencia a los antibiéticos. 3539

Por otro lado, la tipificacién de cepas ha tomado importancia ya que brinda evidencia

ya sea a favor o en contra de la transmisién del Mycobacterium tuberculosis.*®

Un tratamiento estdndar para la tuberculosis tiene una duracién de 6 a 8 meses
con antibiéticos. Los medicamentos de primera linea mas utilizados son: la isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol.*! Sin embargo, el prolongado tratamiento que
reciben los pacientes ha llevado a problemas de adherencia y altos niveles de cepas
resistentes hacia los medicamentos de primera linea, en especial a la rifampicina e
isoniazida; asi como también a los de segunda linea como el amikacin, kanamycin,
capreomusin; y finalmente a los fluoroquinolonas y moxifloxacinas.*?43 Los estudios
en busca de una solucion demostraron que al realizar una terapia de combinacién
con farmacos selectivos como la sulfametoxazol, sulfadiazina, clofazimina, linezolid,
minociclina, amoxicilina/acido clavulénico y meropenem brindan una alternativa para

contrarrestar al Mycobacterium tuberculosis resistente.*

Lo que actualmente se estd buscando es que los medicamentos actien sobre la
pared celular, proteinas de membrana y acidos nucleicos, asi como también se busca
productos genéticos que ataquen directamente a los responsables de la sintesis de los
genes de virulencia y reduciendo el tiempo de su tratamiento para evitar la resistencia

6,45-47

de éstos medicamentos. Por otro lado, se busca desarrollar nuevos candidatos

de vacunas como RUTI y ID93/GLA-SE para disminuir y prevenir la infeccién por el

Mycobacterium tuberculosis.*8

1.2.3 Factores de Virulencia

El cuerpo humano normalmente desarrolla mecanismos de defensa para eliminar
agentes extranos de nuestro organismo, pero esto no sucede cuando somos infectados
por el Mycobacterium tuberculosis, ésta micobacteria puede modular nuestro sistema
inmune, y a su vez los macrofagos no llegan a madurar el fagolisosoma, por lo tanto, no
se llega a formar un ambiente acido. Por otro lado, el Mycobacterium tuberculosis tiene
un sistema de formacion de poros que lo utiliza para romper el fagosoma liberandose al
citosol, una vez liberdada la micobacteria continua con su proliferacion.*” Para poder

entender el comportamiento del Mycobacterium tuberculosis se han estudiado a sus
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factores de virulencia, tomando como centro de atencién a los genes involucrados en
los componentes de la envoltura celular que les da resistencia y protecciéon; uno de
éstos genes es la Erp, demostrando en diversos estudios que tras su inhibicién tiende a
disminuir la proliferacion del Mycobacterium tuberculosis, de la misma forma también
se consideran importantes los componentes de la membrana celular como factores de

virulencia que actualmente estdn siendo muy estudiadas.*

1.2.3.1 Proteinas de la Envoltura Celular

La envoltura celular del Mycobacterium tuberculosis esta conformada por lipidos
y proteinas complejas, si nos fijamos en la figura 1.2 su nicleo se compone de
peptidoglicanos unidos covalentemente a un galactofurano lineal, a su vez unido a
varias cadenas de arabinofuranos altamente ramificados unidos a acidos micélicos que
son acidos grasos a-alquil-g-hidroxi de cadena muy larga. Dentro de su ntcleo se
encuentran los PDIM, TDM, SL y PIM. Asi como también, los fosfatosidio-mioinositol
mandsidos, lopomanano (LM) y lipoarabinomanano (LAM) anclandose a la membrana
celular y extendiéndose hacia el exterior de la pared celular.?% Las proteinas
integradas en la envoltura celular estan relacionadas con la sintesis y el mantenimiento
de la pared celular que su vez son responsables de su adhesion, infeccion, transporte de
solutos y supervivencia.’? 2 Todas las bacterias cuentan con una via para secretar
proteinas (Sec), este sistema se encuentra altamente conservado entre las especies
de Mycobacterium, constituida por SecY, SecE, SecG, SecD, SecF y SecATPasa,
carentes de un SecB, la conformacion de este sistema de secrecion es diferente a otras
bacterias, y se desconoce como es que atraviesan las capas de la membrana celular.53 Al
realizar comparaciones genémicas entre las especies de Mycobacterium se observé que
el Mycobacterium tuberculosis muestra regiones de diferencia (RD);°" en los analisis
de secuenciacion del ADN se identificaron 14 regiones (RD1-14). La regién RD1 es
responsable de la virulencia que contribuye a la secrecion de citosinas y también puede
causar dano celular inespecifico, ésta region se encuentra ausente en algunas especies
de Mycobacterium que resultan no ser patégenas.®® La presencia de estas 14 regiones

varia entre las diferentes especies de Mycobacterium.

Diversos estudios demostraron que los acidos micélicos también son importantes
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como factores de virulencia, ya que éstas poseen proteinas que en conjunto son
denominadas como "Cord Factor" haciendo que el Mycobacterium tuberculosis crezca
dentro del macréfago en forma de serpentin. Los estudios crearon cepas mutantes
defectuosos en la sintesis de los acidos micolicos como es la eliminacion del pcaA,
catalizador de la ciclopropanaciéon proximal de los dcidos micolicos, asi como también
la modificacién del gen kasB, observando una alteracién morfologica del Mycobacterium
tuberculosis; estos experimentos fueron probados en ratas infectadas dando resultados
positivos, quedando la infeccion atenuada por la no proliferacion del Mycobacterium

tuberculosis. 9556

1.2.3.2 Proteina Repetitiva Exportada (Erp)

La Erp es una proteina muy estudiada, ya que ésta ha sido de interés mucho
antes de hacerse completado la secuenciacion del genoma, por lo que ha sido
generalmente encontrado en los sobrenadantes de los cultivos de Mycobacterium
tuberculosis.*® Conocida también como P36 encontrada en diferentes especies del género
Mycobacterium. Esta proteina pesa aproximadamente 36 kDa, se caracteriza por
tener dominios de repeticiones de prolina-glicina-leucina-treonina-serina (PGLTS) en
su secuencia como la podemos ver en la figura 1.4 que se encuentra enmarcada de color
rojo, esta proteina estd comprendida por 284 aminoacidos con dominios N y C terminal
que se encuentran conservados.?

GenBank: TFB22176.1
GenPept Identical Proteins  Graphics

>TFB22176.1 exported repetitive protein [Mycobacterium tuberculosis]
MPNRRRRKLSTAMSAVAALAVASPCAYFLVYESTETTERPEHHEFKQAAVLTDLPGELMSALSQGLSQFG
INIPPVPSLTGSGDASTGLTGAPGLTSPGLTSPGLTSPGLTDPALTSPGLTPTLPGSLAAPGTTLAPTPGV
GANPALTNPALTSPTGA PTGLDPALGGANEIPITTPVGLDPGADGTYPILGDPTLGTIPSSPAT
TSTGGGGLYNDVMQVANELGASQAIDLLKGVLMPSIMQAVQNGGAAAPAASPPVPPIPAAAAVPPTDPIT
VPVA

Figura 1.4: Repeticiones PGLTS de la secuencia de la Erp. Secuencia disponible en:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TFB22176.1 ?report=fasta.

Hasta el momento no se sabe con exactitud la funcién del Erp y se cree que las

repeticiones de PGLTS se relacionan con la capacidad de virulencia del Mycobacterium
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tuberculosis. En el estudio de Klepp se planted la idea de que ésta region repetidora
participa en la interaccién con otras proteinas por lo que puede tender a formar
complejos de proteinas.® Por otro lado, se menciona que la regiéon carboxi terminal
se asocia a la pared celular pero no es esencial para la virulencia, demostrado en los

estudios de Kocincova y colaboradores. 4

1.2.3.3 Proteinas de la Membrana Celular

Del total de proteinas presentes en el banco de datos Protein Data Bank (PDB) solo
el 0.2% son proteinas de membrana del Mycobacterium tuberculosis que aun no han
sido estudiadas,®” pero se sabe que carecen de un péptido senal,®® de los cuales sélo
existen 10 estructuras cristalizadas en este banco de datos, ya que la determinacion
experimental de estructuras tridimensionales de proteinas de membrana es complicado
de realizarlas. Por estos motivos la bioinformética y/o la biologia computacional esta
tomando importancia para ayudar a la comprension experimental del comportamiento

de éstas protefnas, asf como las interacciones protefna-ligando."”

En la tabla 1.1 podemos observar informacién de 14 proteinas mas estudiadas de
la membrana celular del Mycobacterium tuberculosis con sus respectivas funciones.
La mayoria de estas 14 proteinas de membrana cumplen funciones actuando como
factores de virulencia, por lo que, habiendo proteinas atin no estudiadas, es posible que
cumplan funciones importantes para que esta micobacteria pueda seguir proliferandose
y desarrollando resistencia a los antibioticos. Esta informacién fue recopilada en el

estudio de Chatterje y colaboradores.%°

En la membrana celular también se encuentran las proteinas quinasas, que ayudan a
regular las senales de transduccién, a la diferencia y division celular. El Mycobacterium
tuberculosis codifica 11 protefnas quinasas, PknA a PknL, excepto PknC.%* También se
menciona que la PknG esta involucrada en la inhibicién de la formacion del fagolisosoma

dentro del macréfago.
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Tabla 1.1: Proteinas de la Membrana Celular y sus funciones del Mycobacterium

tuberculosis estudiado por Chatterjee y colaboradores

Proteina Funcion

CpnT Absorcion de nutrientes y secrecién de toxinas.

Rv0888 Potencia la multiplicacion del Mycobacterium tuberculosis dentro del macréfago.
RvO747 Metabolismo de los lipidos.

Rv0278c  Propaga la virulencia, actia en la desintoxicacion y ayuda a la adaptacion.
Rv0916c  Ayuda a la respiracién y metabolismo.

Rv1168¢c  Ayuda a la respiracién y metabolismo.

Pe/PPe  Rol vital en la virulencia.

PPEG62 Unién a pequetias moléculas involucradas en el acceso de nutrientes.
PPE36 Utilizacién del grupo Hemo.

Rv2623 Homdloga de la proteina del estrés universal (USP).

Rv1747 Transportador esencial para la proliferacion.

Mpt64 Proteinas de filtrado de cultivo.

CpsA Alineacién de la respuesta inmune del huésped.

Rv1738 Desactivacion de la sintesis de proteinas ribosémicas.

Por otro lado, tenemos el estudio mencionado anteriormente del cual se obtiene
informacién de un complejo formado por las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617¢.% La
evaluacion de la interaccion de estas proteinas demostré que la proteina Rv2617c es
especifica para la especie Mycobacterium tuberculosis, mientras que la proteina Rv1417
se encuentra conservada en diferentes especies de Mycobacterium, encontrando que
estan flanqueadas por genes involucradas en la sintesis de rivoflavina, proponiendo asi
que ésta proteina es parte del operén de la rivoflavina (ribA2) tal como se observa en

la figura 1.5.

1.3 Derivados de la Nicotina

La nicotina y sus derivados han sido utlizados para enfermedades como el

alzheimer, esquizofrenia, parkinson, depresién, trastorno por déficit de atencion
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Figura 1.5: Organizaciéon Genémica de la proteina Rv1417 homdloga en diferentes
6

especies.
con hiperactividad, y recientemente ha tomado interés contra las infecciones
micobacterianas.%! La piridina presente en la estructura de la nicotina ha demostrado
tener actividades antioxidantes, antibacterianas, anticancerigenas y antiinflamatorias; %2
por otro lado, la imidazol piridina carboxamidas inhibe la dihidrofolato reductasa
(DHRF), que es crucial para la supervivencia del Mycobacterium tuberculosis.% El
farmaco de primera linea utilizada para la enfermedad de la tuberculosis conocida
como isoniazida es un analogo del acido isonicotinico, isémero de acido nicotinico,
siendo asi los derivados de nicotina un punto de partida para el desarrollo de nuevos
farmacos.% Asu vez, en un estudio demostraron que los derivados de nicotina tienen
un efecto inhibitorio contra el Mycobacterium tuberculosis anadiéndole a estos analogos
la propiedad de no ser adictivos siendo asi un potencial terapetitico.%® Hoy en dia se
consideran importantes los estudios in silico de acoplamiento y dinamica molecular,
ya que nos ayudan a entender el comportamiento de los farmacos, asi como su rapido

descubrimiento utilizando bajos recursos.%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

1.4 Bioinformatica

La bioinformatica estda descrita como una ciencia multidisciplinaria utilizada en
investigaciones biologicas mediante el uso de computadoras y fuentes masivas de
almacenamiento. Actualmente la bioinformatica incluye algoritmos, representacion
de secuencias, modelado de Markov, redes neuronales para predecir estructuras de
protefnas y métodos de modelado computacional.b” Este campo tienen sus inicios en
el proyecto genoma humano donde se observa un incremento del secuenciamiento del
genoma de otros seres vivos, a su vez las secuencias de proteinas, interacciones entre
ellas y el descubrimiento de nuevos genes ha creado una demanda de la elaboracion de
base de datos para un manejo eficiente de toda ésta informacion.% La bioinformatica
ha ido evolucionando llegando al punto de responder preguntas biologicas que a través
del anélisis de un conjunto de datos complejos se pueda llegar a conclusiones biologicas
validas que puedan revelar datos desconocidos.%? Hoy en dfa se buscan desarrollar
nuevos métodos para un mejor manejo en el alineamiento de secuencias multiples, la
prediccion y modelado de proteinas y el reconocimiento de genes eucariotas para que

de esta manera se pueda responder a muchos problemas que atn estan por resolverse. 70

1.4.1 Modelamiento de Proteinas por Homologia

El método méas utilizado para el modelamiento de proteinas es el modelamientno
por homologia, que consiste inicialmente en hacer un alineamiento de dos secuencias
(secuencia objetivo y secuencia molde), los porcentajes aceptables de homologia son
desde un 50% a partir de 100 aminodcidos a més.”! A partir de la secuencias molde
se puede predecir la estructura de la proteina en 3D; en los estudios de Fiser y

colaboradores se mencionan 5 pasos para realizar un modelado de proteina: "2

1. Buscar estructuras de proteinas relacionadas entre si.
2. Seleccion de uno o mas moldes.
3. Alineamiento de la secuencia objetivo y de la secuencia molde.

4. Construccion de las estructuras tridimensionales de la proteina.
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Figura 1.6: Pasos para realizar un modelado de proteina.

Por otro lado, cuando el porcentaje de homologia no supera los valores aceptables
es posible modelar la proteina por partes, método conocido como "Threading".”® Este
método consiste en tomar varios moldes que a través de su alineamiento de aminoécidos
se pueda conocer la estructura secundaria, tomando cada parte coincidente de los

moldes para formar finalmente la estructura tridimensional. ™
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Cuando se obtiene la prediccion de la estructura de la proteina en 3D se recomienda
utilizar un refinamiento a la estructura, asi como también se recomienda que la
estructura no se encuentre atrapado en minimos energéticos locales. ™ La metodologia
de "Simulated Annealing" ha sido aplicado en simulaciones de dindmica molecular para
el mejoramiento de las estructuras proteinicas, éste método consiste en realizar cambios
de temperatura; generalmente las simulaciones empiezan con una temperatura elevada
seguido de un enfriamiento, éste procedimiento consigue que los atomos de la proteinas
puedan reorganizarse encontrando asi una conformacién de energia méas baja. En la
etapa de enfriamiento es recomendable trabajar de manera gradual y lenta para que la

proteina pueda tener el tiempo necesario de acomodarse. %77

1.4.2 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular, conocido como "Docking" en inglés, es una herramienta de
la bioinforméatica utilizado en el disefio de farmacos, ya sea a través de una interaccién
ligando-receptor o para realizar un 'virtual screening" (analisis de una biblioteca
virtual).78 Existen diferentes algoritmos que pueden predecir los acoplamientos de un
complejo que pueda estimar la afinidad de unién, generalmente se toma en cuenta
la baja energia de unién, ya sea de un complejo proteina-ligando (receptor-ligando)
o proteina-proteina, ya que de este modo tendria mayor tiempo de contacto y
estabilidad. "8 Segtin los estudios de Garcfa-Nieto y colaboradores, existen 3

componentes que describen la interaccién mediante una funcién de energfa,®' que son:

nnm o on__n n_n

e La traduccién de los valores de los ejes "x", "y" y "z" en el espacio de coordenadas

cartesianas del ligando.

e La orientacién del ligando, modelada con cuatro variables (incluye la pendiente

del angulo).

e Las flexibilidades del ligando (dngulos diedros) y receptor (cadenas laterales de

los aminodcidos).

Las flexibilidades tanto del ligando como del receptor son de importancia ya que de
ésta forma se puede reproducir de forma nativa su geometria a su vez se explica los

cambios conformacionales inducidos por la unién del ligando al receptor.®?
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1.5 Mecanica Molecular

Existen diferentes métodos computacionales para el estudio de moléculas, una de ellas
es la mecanica molecular, cuyo método es generalmente utilizado para trabajar con
proteinas, DNA y RNA. Este método utiliza una base de datos para la parametrizacion
de cualquier molécula en estudio,®? estos pardmetros estdn conformados por enlaces,
estiramiento, flexién de angulos, angulos diédricos e interacciones no enlazantes,

diseniando asf los denominados "campos de fuerza".®*

Matematicamente, los calculos en mecanica molecular se dan a través de la energia

de tension total (gobernado por una funcién de energia potencial): %

Esrain = E(7)+ E(0) + E(p) + E(9) (1.1)

Donde E(7) es la energia de enlace, E() es la energia de la distorsiéon de dngulo,
E(¢) es la energia de la tensién torsional y E(§) es la energia de las interacciones
no enlazantes. A partir de los cédlculos de mecanica molecular se busca dar una
aproximacién al comportamiento experimental de un sistema,3¢ desarrollandose asi

a través de las simulaciones, la dindmica molecular.

1.5.1 Dinamica Molecular

La dindmica se encarga del movimiento y/o la evolucién de un sistema a través del
tiempo. En ésta area la dindmica molecular es un herramienta muy popular que estudia
el movimiento, deformacién e interaccién de las moléculas a través del tiempo, siendo
ttil para el estudio de sistemas biolégicos.®” Las ecuaciones diferenciales de segundo
orden representadas por la segunda ley de Newton hacen posible las simulaciones de

dindmica molecular:

() = miaitt) 12)
) = ~Zped) (13)

Donde f;i(t) es la fuerza neta que actiia sobre el atomo (i) en un punto dado en el

tiempo (t), m; es la masa y a; es la aceleracién (ecuacién 1.2). Esta ecuacién estd
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representada por el vector x(t) describiendo la posicién de los dtomos en el espacio

cartesiano x; (ecuacion 1.3).58

Las simulaciones de dinamica molecular utilizan conjuntos termodinamicos, siendo el
mas practico las simlaciones a temperatura y presion constantes utilizando en ensamble
canénico NVT e isobarico-isotérmico NPT, siendo N el ntimero de particulas y T la
temperatura para ambos casos, V como el volumen y P como la presién; éstos ensambles

permiten que el sistema se encuentre en equilibrio.

1.6 Mecanica Cuantica

1.6.1 Indices de Reactividad Local y Global

Los indices de Reactividad se basan en la Teorfa Funcional de la Densidad (Density
Functional Theory, DFT por sus siglas en inglés) desarrollado por Hohenberg y Kohn,
donde se observa que este lenguaje funcional de densidad tiene la capacidad de definir
y aclarar conceptos de reactividad de estructuras moleculares, asi nace el "DFT
concetual" desarrollado por Parr y colaboradores el cual permite comprender y predecir
el comportamiento quimico de una molécula, *° definiendo de esta manera los indices

de reactividad local y global.

Los indices de reactividad local son: el orbital molecular més alto ocupado (Highest
Occupied Molecular Orbital, HOMO por sus siglas en inglés), el orbital molecular mas
bajo desocupado (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, LUMO por sus siglas en inglés)
y las funciones que Fukui nucleofilica y electrofilica, que ayudan a predecir si los atomos
de la molécula tienen la capacidad de ser donadores o aceptores de una cantidad de
densidad electrénica. 9! Para el calculo de los indices de reactividad global por el
método de aproximaciones de diferencias finitas es necesario el calculo del potencial
de ionizacién (PI) y la afinidad electrénica (AE).?? Los indices de reactividad global

calculados en este trabajo de investigacion fueron los siguientes:

e Electronegatividad (x) y potencial quimico (i), estos indices de reactividad
se encuentran realcionadas entre si, ya que el potencial quimico DFT mide la

tendencia del movimiento de los electrones desde regiones con mayor potencial
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hacia regiones de menor potencial hasta alcanzar una uniformidad. 23 Siendo la
electronegatividad la capacidad de un atomo de atraer electrones, el potencial
quimico viene a ser el equivalente al negativo de la electronegatividad, calculadas

mediante la siguiente férmula:

u:—%(PHAE):—X (1.4)

e Dureza (1) y Blandura (s), estos indices de reactividad ayuda a explicar la
estabilidad de una molécula, introducida por Pearson basandose en conceptos
de la "Dureza" como estados pequenos, cargados y con baja polarizabilidad, en
cambio la "Blandura" son estados grandes, poca carga y alta polarizabilidad, 9394

calculadas mediante las siguientes formulas:

n= %(PI—AE) (1.5)
1
5= o (1.6)

e Electrofilicidad (w), este indice de reactividad combina la electronegatividad y la
dureza, el cual mide la estabilidad de una interaccion covalente por accién de un
electroéfilo, que puede ser importante para estudios de la unién de ligandos con
sistemas bioquimicos. 92 calculada mediante la siguiente férmula:

W= M—2 (1.7)

2n
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Capitulo 2

Herramientas Computacionales y

Metodologia

2.1 Herramientas Computacionales

2.1.1 Equipo Computacional

El estudio se realizé en una estacion computacional de trabajo de 64 GB de memoria

RAM y 2 tarjetas graficas NVIDIA GeForce GTX 1080 integradas.

2.1.2 Base de Datos

e Base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information por sus
siglas en inglés), brinda informacién sobre la biotecnologia, biologia molecular,
bioquimica y genética; también brinda y realiza investigaciones sobre métodos
bioinformaticos para analizar estructuras, secuencias y funciones biolégicamente

importantes. Disponible en: https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/.

e Base de datos RCSB PDB (Protein Data Bank por sus siglas en inglés),
especializada en biologia estructural, proporciona acceso a datos obtenidos de
forma experimental de estructuras 3D especialmente de proteinas, asi como
también DNA y RNA. Es una base de datos que tiene como vision "Permitir el

acceso abierto al conocimiento acumulado de la estructura, funcion y evolucion de
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las macromoléculas en 3D, expandiendo las fronteras de la biologia fundamental,

la biomedicina y la biotecnologia'. Disponible en: https: //www.rcsb.org/.

2.1.3 Softwares

e Gaussian 16, a través de estructuras eléctronicas gaussianas sirve para
modelar estructuras utilizando métodos de mecanica cuantica, prediciendo
energia, frecuencias vibracionales, propiedades moleculares y reacciones quimicas.
Las estructuras se pueden visualizar y construir conjuntamente con el
software Gaussview 5.0.9 desarrollado por su grupo.? Disponible en: https :

//gaussian.com/gaussianl6/.

e GROMACS 2018.5, (GROningen Machine for Chemical Simulations por sus
siglas en inglés), sirve para realizar simulaciones de dindmica molecular
principalmente para proteinas, lipidos y acidos nucleicos a través del uso de
campos de fuerza. GROMACS es un software libre, integrando cada vez nuevos
algoritmos, asi como compiladores, funcionando de forma paralela aumentando

su eficiencia y rendimiento.”® Disponible en: http: //www.gromacs.org)/.

e Chimera UCSF 1.13.1, utilizada para el analisis y visualizacion interactiva
de estructuras moleculares. Entre los andlisis podemos observar mapas de
densidad electrénica, acoplamientos, trayectorias, etc.?” Disponible en: https :

/Jwww.cgl.ucs f.edu/chimera/download.html.

e VMD 1.9.3. (Visual Molecular Dynamics por sus siglas en inglés), al igual que
Chimera UCSF sirve para la visualizacion y andlisis de estructuras moleculares.
La mayor diferencia entre estos dos es que en VMD se puede trabajar de
manera eficiente con sistemas que presentan grandes estructuras.”® Disponible

en: hittps: //www.ks.uiuc.edu/Research/vmd).

2.1.4 Servidores

o [-Tasser ([terative Threading ASSEmbly Refinement por sus siglas en inglés),

utilizada para el modelamiento de estructuras de proteinas tridimensionales a
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través de los métodos "Threading" y "Ab initio". Luego se fueron incorporando la
prediccién de funciones de las estructuras modeladas. Este servidor, identifica la
plantilla, busca plantillas homélogas, realiza el ensamble a través del montaje
de fragmentos continuos alineados generando varias proteinas de modelado,
finalmente se hace la seleccién del modelo y un refinamiento.” Disponible en:

https : | | zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I — TASSER).

e ModRefiner (High-resolution Protein Structure Refinement), a través del
desarrollo de su algoritmo sirve para el refinamiento realizadas a un nivel
atémico de estructuras proteicas. Generalmente es utilizada para proteinas que
han sido modeladas por homologia y/o a partir de una estructura primaria
(secuencias de aminodcidos) siendo mejoradas estructuralmente. !0 Disponible

en: https: //zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRe finer/.

e RAMPAGE (Rammachandran Plot Assessment), analiza y genera un diagrama
de Rammachandran de una proteina de entrada en formato PDB, cuyo resultado
muestra regiones permitidas, favorecidas y no permitidas de cada residuo a

101

través de la visualizacion de sus dngulos diédricos (¢ y ¢). Disponible en:

http : / /mordred.bioc.cam.ac.uk/ rapper/rampage.php.

e ProSA-Web (Protein Structure Analysis por sus siglas en inglés), utilizada para la
validacion de estructuras de proteinas 3D buscando posibles errores. Este servidor
reconoce los errores haciendo una comparacién con estructuras experimentales
disponibles, asi como también muestra una grafica de las energias que muestran

los residuos. 1% Disponible en: https: / /prosa.services.came.sbg.ac.at /prosa.php.

e PockDrug (Pock Druggability Prediction por sus siglas en inglés), sirve para
la prediccién de bolsillos ("Pockets") de proteinas que tengan alta capacidad
de drugabilidad. El servidor te muestra un ranking de posibles bolsillos
con archivos en formato PDB de salida y una tabla de datos.'%® Disponible
en: hitp: //pockdrug.rpbs.univ — paris — diderot. fr/cgi — bin/index.py?page =
Druggability.

e PATCHDOCK (Molecular Docking Algorithm BAse don Shape Complementarity

Principles), algoritmo utilizado para el acoplamiento molecular de dos sistemas
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(ligando-receptor). Consiste en la entrada del receptor y del ligando en formatos
PDB generando un ranking de 10 a més interacciones y una tabla de datos

de todas las interacciones encontradas con sus respectivos archivos de salida en

PDB. 19105 Disponible en: https: //bioin fo3d.cs.tau.ac.il/ PatchDock /index.html.

e PDBsum, muestra muchas aplicaciones.  Para este estudio se utilizo el
servidor para analizar la estructura secundaria de la proteina después de su
acoplamiento e interaccion, asi como también el andlisis de los aminoacidos
interactuantes y la formacion de enlaces de la proteina con el ligando a través
del diagrama LIGPLOT.!% Disponible en: http : //www.ebi.ac.uk/thornton —

srv/databases/pdbsum/Generate.html.

2.2 Metodologia

2.2.1 Preparacion de los Derivados de la Nicotina
2.2.1.1 Optimizacién de las estructuras

Primeramente, las estructuras de los derivados de la Nicotina fueron obtenidas del
trabajo de Gandhi y colaboradores,%" donde estas estructuras demostraron poseer
actividad antimicobacteriana. Se dibujaron 5 derivados de la Nicotina en el software
Gaussview 5.0.9 seguidamente fueron optimizadas en el software Gaussian 16 utilizando
la funcional CAM-B3LYP con una base TZVP en fase solvente-etanol, dandole de esta
manera un ambiente hidrofébico. Para la optimizacion de las estructuras también se
realizaron calculos de las frecuencias vibracionales para cerciorarnos que las estructuras

se encuentren en un minimo global de energia.

2.2.1.2 Calculo de los indices de Reactividad Local y Global

Usando el modelo DFT se calcularon los indices de reactividad local (orbitales
moleculares de frontera y las funciones de Fukui nucloiflica y electrofilica) y global
(electronegatividad, potencial quimico, dureza, blandura y electrofilicidad) con el

software Gaussian 16 a través del método de aproximaciones de diferencias finitas. %2
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Primeramente, se calcularon las energias corregidas de cada estructura en un estado
de cation, anion y neutro (NO), a través de estas energias se calculé el potencial de

ionizacién (PI) y la afinidad electrénica (AE) de cada estructura:
PI = E(NO— 1) — E(NO) (2.1)
AE = E(N0) — E(NO+1) (2.2)

A través del potencial de ionizacién (PI) y la afinidad electrénica (AE) se empez6 a

calcular los siguientes indices de reactividad global:

e Electronegatividad, ().

Potencial Quimico, (u).

e Dureza, (n).

Blandura, (s).

Electrofilicidad, (w).

Tambien se hicieron calculos para los indices de reactividad local como los orbitales
moleculares HOMO y LUMO, seguido de sus funciones de Fukui nucleofilica y

electrofilica.

2.2.2 Preparacion de las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c
2.2.2.1 Modelamiento por homologia

El modelamiento por homologia se realizé utilizando el método "Threading" en el
servidor I-Tasser. A través de los estudios de Klepp y colaboradores,® se tomaron
atencién a tres proteinas del Mycobacterium tuberculosis (Erp, Rv1417 y Rv2617c¢).
Mediante la base de datos NCBI se obtuvieron las secuencias FASTA de aminoacidos

de las tres proteinas para su modelamiento.

Las secuencias FASTA se subieron al servidor I-Tasser para obtener estructuras
tridimensionales de las proteinas. Para la proteina Erp se eligi6 el primer modelo con

un C-score de 3.20 y un RMSD de 13.8 & 3.9 A, para la proteina Rv1417 se eligi6 el
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segundo modelo con un C-score de -4.24 y un RMSD de 15.0 + 3.5 A, finalmente, para
la proteina Rv2617c se eligi6 el segundo modelo con un C-score de -4.17 y un RMSD
de 12.0 + 4.4 A. 197108 Upa vez obtenidas las estructuras tridimensionales se procedié

a realizar un refinamiento de las estructuras mediante el servidor ModRefiner.

2.2.2.2 Simulacién de Minimizacién de Energia

La simulacién de Minimizacion de energia de las tres proteinas se realizo en el software
GROMACS version 2018.5. Cada proteina se centr6 en una caja periddica con
un tamafio de 1.5 A en medio solvente-etanol, simulando un ambiente hidrofébico.
Seguidamente se obtuvieron las topologias utilizando el campo de fuerza OPLS-AA
para poder finalmente minimizar las estructuras con el fin de relajar la geometria de

cada proteina.

2.2.2.3 Prediccién de bolsillos

Con el fin de comprender la drugabilidad de las proteinas, fue el andlisis de las
superficies que son capaces de albergar un farmaco. Estas zonas se denominan bolsillos
o pockets. Estos bolsillos fueron analizados a través del servidor PockDrug, el cual
utiliza descriptores fisicoquimicos y geométricos del bolsillo. En esta investigacion se
eligieron las 6 primeras regiones de mayor drugabilidad para la proteina Rv2617c y las

5 primeras regiones para las proteinas Erp y Rv1417.

2.2.2.4 Simulated Annealing

A las estructuras minimizadas, se les aplico el método "Simulated Annealing”, utilizado
para proteinas modeladas por homologia a partir de una secuencia, sometiéndolas a
un calentamiento y enfriamiento, para que de ésta manera sea posible encontrar los
minimos globales de las protefnas.'®? Si bien, se ha observado reportes con mejores
resultados a temperaturas de aproximadamente 300 K dandole restricciones a la
protefna. 1011 Sin embargo, este método es especifico para cada tipo de estudio, por
lo que los parametros de temperatura, tiempo, etc. pueden cambiar dependiendo del

tipo de proteina.”® En la tabla 2.1 se muestran los pardmetros de trabajo utilizados
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para cada proteina.

Tabla 2.1: Parametros de trabajo para la simulacion con el método "Simulated

Annealing".
Proteina Temperatura de Tiempo de Restriccién Barostato
"Annealing" "Annealing"

310 0
350 30

Erp 325 60 NO Berendsen
310 300
100 500
330 0
360 100

Rv1417 330 300 SI Parrinello-Rahman
320 500
100 600
310 0
350 100

Rv2617c 325 400 SI Parrinello-Rahman
310 500
100 600

La temperatura se encuentra reportada en Kelvin y el tiempo en pico—segundos.

La simulacién se realizé periédicamente a 10 ns para las proteinas Rv1417 y Rv2617c,
en cambio para la Erp se realiz6 50 ns. Finalmente, se analizaron las estructuras
mediante el ploteo de Ramachandran y la visualizacién con el software VMD version

1.9.3.
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2.2.2.5 Simulacién de Dindmica Molecular

Las tres proteinas fueron sometidas a un equilibrio de ensamble canénico (NVT) a 50
ns con restricciones utilizando un termostato de tipo "v-rescale’; y a un equilibrio de
ensamble isotérmico-isobarico (NPT) a 200 ns sin restricciones utilizando un barostato
de tipo "Parrinello-Rahman", para ambos ensambles se trabajo con medio solvente
etanol a condiciones fisiolégicas (T' = 309.65K y P = latm). Previamente las cargas
fueron neutralizadas reemplazando moléculas del solvente por iones de C1~ o Na™. El
ensamble candnico nos ayudé a darle un equilibrio con enfoque al solvente y finalmente
se equilibré a todo el sistema bajo condiciones de presién (P), temperatura (T) y
nimero de particulas (N) con el ensamble NPT. 12113 Uno de los archivos de salida
obtenidos méas importante es el archivo de trayectoria, ésta indica como es que todo
el sistema se comporto a través del tiempo; a partir del procesamiento de éste archivo
obtuvimos las coordenadas y la informacion de la proteina y no de todo el sistema

(proteina, solvente e iones).

Las proteinas modeladas fueron validadas con el grafico de Ramachandran a través
del servidor RAMPAGE, también se analizé la calidad de las estructuras a través del
servidor ProSA-Web y finalmente, se analizaron los RMSD, RMSF, el radio de giro y
el nimero de los enlaces de hidrégeno a través de los calculos en GROMACS version

2018.5.

2.2.3 Interaccion Molecular

Las proteinas fueron acopladas con los derivados de la Nicotina en el servidor
PATCHDOCK obteniendo como archivos de salida un ranking de 10 posibles sitios

de interaccion mediante un acoplamiento rigido—rigido.

Con ayuda del tamano de los bolsillos y la alta drugabilidad se eligié la mejor
interaccién teniendo en cuenta la menor energia de contacto atémico (ACE) con
un volumen grande.™* Seguidamente, a cada interaccién se le realizé una dindmica
molecular modificando primeramente los campos de fuerza OPLS-AA agregando
informacion de los derivados de la nicotina a la base de datos. La simulacion

de dindmica molecular consistié en una minimizacién sometiéndolas en medio
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solvente—etanol, seguido de un equilibrio de ensamble canénico a 2.5 ns y equilibrio de
ensamble isotérmica-isobarica a 10 ns con un termostato tipo "v-rescale” y un barostato
tipo "Berendsen ' respectivamente. De la misma forma los archivos de trayectoria fueron

procesados para obtener informacién del complejo proteina-ligando.

2.2.4 Andlisis de las Interacciones Moleculares

Se compararon los analisis de los ultimos 2ns del RMSD, RMSF, radio de giro y los
enlaces de hidrégeno del complejo proteina—ligando y la proteina sin ligando, obtenidas
a través del software GROMACS version 2018.5. También se analizé la formacién de
enlaces fuertes, como los enlaces de hidrégeno de los aminoacidos interactuantes con
los derivados de la nicotina, obtenidas a través del servidor PDBsum. Finalmente
se compard y analizé la estructura secundaria del complejo proteina-ligando y la
proteina sin ligando, también obtenidas en el servidor PDBsum, teniendo en cuenta

las fluctuaciones de cada residuo proporcionadas por el RMSF.

Cada paso de la metodologia se realiz6 individualmente para cada proteina.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1 Derivados de la Nicotina

En la tabla 3.1 se muestran las estructuras con sus respectivas nomenclaturas quimicas
de los cinco derivados de la nicotina con las que se han trabajado, obtenidas del estudio
de Gandhi y colaboradores,®! de las cuales se nombraron con letras desde la A hasta la
E. Las diferencias entre los derivados de la nicotina son las posiciones de los atomos de
Cloro, teniendo para los derivados "A" y "E" una sustitucion "meta" en posiciones 3,5
y 2,4 en el diclorofenol respectivamente ; para los derivados "B" y "C" una sustitucién
"orto" en posiciones 2,3 v 3,4 en el diclorofenil respectivamente, y para el derivado "D"

una sustitucién "para' en la posicién 2,5 en el diclorofenil.

3.2 Analisis cuantico de las estructuras moleculares

de los Derivados de la Nicotina

Las estructuras de los derivados de la nicotina lograron ser optimizadas llegando a los
minimos correspondientes de energia que fueron corroboradas a través del cdlculo de sus
frecuencias, encontrando como resultados, ninguna frecuencia vibracional imaginaria
para todas las estructuras, confirmando que estamos en los estados fundamentales de

cada derivado de nicotina.
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Tabla 3.1: Estructura y Nomenclatura Quimica de los Derivados de la Nicotina.

Derivado de

Nomenclatura Quimica Estructura Quimica
Nicotina
Cl
N 3-(5-(3,5 diclorofenil) nicotinoil)-
1-metilpirrolidin-2-ona
= 3-3-(5-(2,3 diclorofenil)
nicotinoil )-1-metilpirrolidin-2-ona
& 3-(5-(3,4 diclorofenil) nicotinoil)-
1-metilpirrolidin-2-ona
b 3-(5-(2,5 diclorofenil) nicotinoil)-
1-metilpirrolidin-2-ona
E 3-(5-(2,4 diclorofenil) nicotinoil)-

1-metilpirrolidin-2-ona

En la figura 3.1 se encuentran representadas las estructuras optimizadas de los
derivados de la nicotina, observando de color verde a los atomos de cloro, de color
rojo a los atomos de oxigeno, de color azul a los &tomos de nitrégeno, de color gris a los

atomos de carbono y de color blanco a los atomos de hidréogeno. También se observo
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que la posicién del diclorofenil en el espacio tridimensional cambia para cada derivado
dependiendo de la posicién y sustitucion en el que se encuentran los atomos de cloro

en el anillo, siendo mas notoria en el derivado C.

Figura 3.1: Derivados de la nicotina optimizados.

Una vez optimizadas se analizaron de los potenciales electrostaticos (conocida como
ESP por sus siglas en inglés) en el que fueron graficados con un corte de isovalor de 0.04
para cada estructura, siendo las superficies de color rojo las zonas que tienen mayor

concentracién de electrones.

En la figura 3.2 podemos observar los graficos de los potenciales electrostaticos
notando que todas las estructuras muestran un comportamiento electrostatico similar,
teniendo un mayor potencial negativo en los atomos de oxigeno y nitrégeno del
nicotinoil, y el oxigeno de la metilpirrolidona, teniendo cargas puntuales, esto se debe
a que los oxigenos presentan dos pares de electrones libres y un par de electrones libres

para el caso del nitréogeno, teniendo mayor contribuciéon para los derivados B, D y E.
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Figura 3.2: Potencial electrostatico de los derivados de la nicotina.

Con los orbitales moleculares de frontera podemos obtener un adecuado y concreto
analisis de la reactividad local de las estruturas. En las figura 3.3 observamos que
en todos los casos el comportamiento de la reactividad se centra en los dobles enlaces
del nicotinoil y diclorofenil. Para los derivados "A" y "B" se observa que existe una
pequena contribucion en el oxigeno y nitrégeno de la metilpirrolidona y el oxigeno de
la nicotinoil. La contribucién del grupo de nicotinoil puede ser atribuida a un proceso
de resonancia sobre el diclorofenil, a su vez, éste grupo muestra mayor contribucién,

siendo mas favorable la sustitucién "para" del cloro observada en el derivado D.
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Figura 3.3: Orbitales moleculares més altos ocupados (HOMO) de los derivados de la

nicotina.

En general, estos resultados nos indican que, si algiin agente electrofilico desea
interactuar con los derivados, lo harian principalmente con el diclorofenil y parte del
nicotinoil, siendo el de mayor contribucién con los derivados "C", "D" y "E" por la
posicién de los dtomos de Cloro, que es el que los diferencia, tal como se observa en
la figura 3.3, siendo de color rojo orbitales con funciones de onda positivas y de color

azul funciones de onda negativas.

En el andlisis de los orbitales moleculares desocupados de energia mas baja (LUMO)
se observa que se hallan centrados en los dobles enlaces del nicotinoil para todos los
derivados de la nicotina (ver figura 3.4). Tambien se observa una pequena contibucién
en el carbono del grupo cetona del metilpirrolidona. Tanto el HOMO como el LUMO

fueron graficados con un corte de isovalor de 0.04 para todas las estructuras.
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Figura 3.4: Orbitales moleculares més bajos desocupados (LUMO) de los derivados de

la nicotina.

La funcién electréonica de Fukui nos ayuda a identificar de forma precisa el centro
involucrado en potenciales mecanismos de reaccion. En la figura 3.5 podemos analizar
la funcién de Fukui para un ataque electrofilico centrandose tanto en el nicotinoil como
en el diclorofenil. En los derivados "C", "D" y "E" se muestran que los cloros estan
predispuestos para un ataque electrofilico, asi como también podemos contrastarlas
con los resultados del analisis del HOMO con algunos cambios significativos. Sin
embargo con los derivados "A" y "B" s6lo contribuyen para los anillos del diclorofenil
y el nicotinoil pero se observa una pequenia contibucién con el nitréogeno y el oxigeno
de la metilpirrolidona, siendo mayor para el nitrogeno. Asimismo observamos que, el
diclorofenil del derivado "D" estd completamente susceptible a un ataque electrofilico

ya que, para la priridina del nicotinoil se va perdiendo el ataque electrofilico.
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Figura 3.5: Funcion de Fukui susceptible a un ataque electrofilico de los derivados de

la nicotina.

Para los analisis de la funcién de Fukui susceptible a un ataque nucleofilico en la
figura 3.6 se observa el mismo comportamiento para todos los derivados, teniendo
una mayor contribucién con el derivado B y E seguido del D y A, siendo menor
con el derivado C, donde el centro de mayor reactividad estd dado por el nicotinoil
especialmente en el doble enlace del oxigeno. También podemos observar una pequena
contribucion en el carbono del grupo cetona de la metilpirrolidona asi como se observa
en los resultados del LUMO. Tanto la funciéon de Fukui susceptible a un ataque

nucleofilico como electrofilico se graficaron usando un corte de isovalor de 0.002.

Para poder calcular los indices de reactividad global primeramente se obtuvieron las
energias del potencial de ionizacién (PI), obteniendo para los derivados A, B, C, D y
E los valores de 159.16, 156.78, 156.34, 159.09 y 159.44 Kcal/mol respectivamente, con
respecto a las energias de afinidad electronica (AE), para los derivados A, B, C, D y E se

obtuvieron valores de -57.03, -56.45, -56.18, -56.09 y -56.12 Kcal/mol respectivamente.
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Figura 3.6: Funcion de Fukui susceptible a un ataque nucleofilico de los derivados de

la nicotina.

En la tabla 3.2 podemos observar las energias de los orbitales de frontera que, nos

ayudaron a comprender la reactividad quimica de los derivados de la nicotina.

Tabla 3.2: Energias de los orbitales de frontera de los derivados de la nicotina.

Derivado A B C D E

Ergomo -191.58 -194.77 -186.83 -190.25 -190.64
Ervmo -21.86  -21.53 -21.06 -21.17 -21.09
GAP 169.73  173.24 165.77 169.08  169.55

*Energias reportadas en Kcal/mol.

Por otro lado, cuando la brecha de energia HOMO y LUMO es menor, serd mas

115

reactivo quimicamente. Observamos que en la energia del LUMO no hay mucha
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variacion entre los cinco derivados, sin embargo, la energia del HOMO disminuye para
el derivado C y aumenta para el derivado B. Con respecto a los valores de su brecha
energética (GAP), el derivado C es el més reactivo seguidos del D, E y A, siendo el

menos reactivo el derivado B.

Tabla 3.3: Indices de reactividad global de los derivados de la nicotina.

Derivado A B C D E
n 51.06 50.17 50.08 51.50 51.66
S 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
w 114.41 113.29 112.73 112.38 112.42

-108.10 -106.62 -106.26 -107.59 -107.78
108.10  106.62 106.26 107.59 107.78

m=dureza; s=blandura; w=electrofilicidad, p=potencial quimico, x=electronegatividad.

*Energias reportadas en Kcal/mol.

Asimismo, en la tabla 3.3 podemos observar los indices de reactividad global
mostrando que para la dureza el mas estable viene a ser el derivado E seguido del
D y los menos estables son el derivado C seguido del B, con respecto al derivado
A, ésta se encuentra en medio de los 5 derivados; por otro lado, con respecto a la
blandura, se observé el mismo comportamiento para todos los derivados de la nicotina
teniendo un valor de 0.02, demostrando asi, que las estructuras no sufren muchos
cambios en su densidad electronica. También se calculd el indice de electrofilicidad,
que nos brinda informacién sobre la afinidad de electrones, es decir, el flujo de electrones

entre el donante y el receptor en una interaccién molecular; 16

con respecto a nuestros
resultados, el derivado A muestra mayor afinidad por los electrones seguido del derivado
B, siendo menor para los derivados C, D y E respectivamente. Finalmente, el potencial
quimico y la electronegatividad al tener los mismos valores sin tomar en cuenta los
signos por la parte electronegativa, muestra ser mejor con el derivado A, seguidos por

el E y D, siendo el derivado A el mejor atractor de electrones, quedando como ultimos,

los derivados B y C.
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3.3 Analisis de la Simulacion de Dinamica Molecular

Las proteinas fueron obtenidas de la base de datos NCBI encontradas con los
codigos TFB22176.1 (Erp), NP_217133.1 (Rv2617c) y NP_215933.1 (Rv1417), estas
secuencias se observan en la figura 3.7. Las secuencias fueron obtenidas de la cepa

H37Rv, que durante mucho tiempo ha sido utilizada como modelo de estudio.

>TFB22176.1 exported repetitive protein [Mycobacteriumtuberculosis]
MPNRRRRKLSTAMSAVAALAVASPCAYFLVYESTETTERPEHHEFKQAAVLTDLPGELMSALSQGLSQFG
INIPPVPSLTGSGDASTGLTGPGLTSPGLTSPGLTSPGLTDPALTSPGLTPTLPGSLAAPGTTLAPTPGVGAN
PALTNPALTSPTGATPGLTSPTGLDPALGGANEIPITTPVGLDPGADGTYPILGDPTLGTIPSSPATTSTGGG
GLVNDVMQVANELGASQAIDLLKGVLMPSIMQAVONGGAAAPAASPPVPPIPAAAAVPPTDPITVPVA

>NP_217133.1 transmembrane protein [Mycobacteriumtuberculosis H37Rv]
MSIRPTTSPALADQLKDPAYSAYVLLRTLFTVAPILFGLDKFFNLLTHPQHWNMYLAGWINDLVPGTADQ
CMYLVGAIEIVAGVLVAVAPRIGAWVVAAWLAGIILNLVTGPGFYDIALRDFGLLVGAIALARLAQGVHS
GGIGRP

>NP_215933.1 membrane protein [Mycobacteriumtuberculosis H37Rv]

C MTAAPNDWDVVLRPHWTPLFAYAAAFLIAVAHVAGGLLLKVGSSGVVFQTADQVAMGALGLVLAGAV
LLFARPRLRVGSAGLSVRNLLGDRIVGWSEVIGVSFPGGSRWARIDLADDEYIPVMAIQAVDKDRAVAA
MDTVRSLLARYRPDLCAR

Figura 3.7: Secuencias en formato FASTA de las tres proteinas. A. Erp B. Rv2617c y
C. Rv1417.

Los modelos tridimensionales de las proteinas se optimizaron encontrando el minimo
global de energia mediante el método de Simulated Annealing. Este método ha sido
utilizado durante mucho tiempo para proteinas que han sido simuladas partiendo
desde una secuencia o estructura primaria.''” En la figura 3.8 podemos observar una
comparacion de cémo cada proteina ha ido cambiando su conformacién empezando por
la estructural incial, seguido por la aplicacién del Simulated Annealing y de un equilibrio
y dindmica molecular. Se observan mejoras relevantes después de haber realizado la
simulacion mediante un Annealing obteniendo mejores resultados en la validacién y su
andlisis de los diagramas de Ramachandran. En la proteina Erp se observan drasticos
cambios conformacionales, sin embargo, en la proteina Rv1417 se observa la aparicién
de 2 ldminas beta adicionales a comparacién de la estructura incial y en la proteina

Rv2617c sélo se observa un ligero cambio en la zona terminal.
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(g) Rv2617c-1 (h) Rv2617c-I1 (i) Rv2617c-111

Figura 3.8: Cambios conformacionales estructurales de las tres proteinas. 1. Estructura

tridimensional inicial, II. Simulated Annealing y III. Dindmica Molecular.

Es necesario recalcar que en el Simulated Annealing se simulé a diferentes rangos
de temperatura, tiempo y otros especificados, dandonos cuenta que cada proteina
tiene una manera diferente de trabajo. La Erp dio mejores resultados trabajando

sin restricciones ya sea de forma lineal o periédica con respecto a los valores de
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temperatura, en cambio para las proteinas Rv1417 y Rv2617¢ fue necesario trabajar
restringiendo las zonas conformadas por estructuras secundarias y de forma periédica.
Las tres proteinas tuvieron mejores resultados cuando las temperaturas no llegaban a
temperaturas extremas, ya sea en el calentamiento o enfriamiento, trabajando en un
intervalo comprendido entre 100 y 360 K dandole mayor tiempo de calculo al momento

de su enfriamiento.

3.3.1 Validacién de las estructuras de las proteinas Erp,

Rv1417 y Rv2617c

Para la validacién de las estructuras tridimensionales se analizaron los diagramas
de Ramachandran en el cual podemos observar las regiones favorecidas donde los
aminoacidos son aceptables por la formacion de sus angulos diédricos al igual que
las regiones permitidas, también nos muestra regiones no favorecidas en el que los
aminoacidos no forman los angulos diédricos adecuados. Por otro lado, también se
analizaron graficos obtenidos en el servidor ProSA-Web en el que nos muestra la calidad
de las proteinas modeladas a través de una comparacion de su estructura con proteinas
cristalizadas y su energia. También se calcularon los valores de RMSD, RMSF| el radio

de giro y los enlaces de hidrégeno.

En la figura 3.9 podemos observamos el diagrama de Ramachandran de la Erp,
siendo de color celeste y naranja las regiones favorecidas, mostrandose puntos de color
negro los residuos pertenecientes en la region, obteniendo un porcentaje del 81.5%; de
color celeste y naranja claro se encuentran las regiones permitidas, mostrandose puntos
de color naranja los residuos pertenecientes en la region, teniendo un porcentaje del
15.3% y finalmente, de color blanco se encuentran las regiones no favorecidas teniendo
un procentaje del 3.2% encontrandose 9 residuos: 277ASP, 261SER, 224GLN, 215GLY,
120THR, 116SER, 80THR, 31TYR y 20ALA marcadas de color rojo, del cual se observd

que se encuentran ubicadas a través de toda la proteina y no en un lugar especifico.
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Figura 3.9: Diagrama de Ramachandran de la Erp.

Para el caso de la proteinas Rv1417 en la figura 3.10 se observa un procentaje del
74.8% en la regién favorecida (marcadas de color nergro dentro de las zonas celeste y
naranja), un 19.9% para la region permitida (marcadas de color naranja en las zonas
celeste y naranja claro) y para las regiones no favorecidas un porcentaje del 5.3%
(marcadas de color rojo en la zona blanca) observando 8 residuos: 148ARG, 118GLU,
108ARG, 85ARG, 84VAL, 63LEU, 36GLY y 4ALA, observando que éstos aminoacidos
se encuentran en toda la proteina, siendo la zona entre las alfa hélice y las ldmina beta

la de menor conformacion (ver figura 3.8).
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Figura 3.10: Diagrama de Ramachandran de la proteina Rv1417.

Finalmente, con respecto a la proteina Rv2617c, la region favorecida nos da un
porcentaje del 85.3% (marcadas de color nergro dentro de las zonas celeste y naranja),
para las regiones permitidas se obtiene un porcentaje del 9.8% (marcadas de color
naranja en las zonas celeste y naranja claro) y para las regiones no favorecidas un
procentaje del 4.9% (marcadas de color rojo en la zona blanca) cuyos aminodcidos no
favorecidos son: 111GLY, 114PHE, 39LEU, 38GLY, 3ILE, 14GLN y 10ALA, 2 de éstos
aminoacidos se encuentran casi al final de toda la proteina y el resto se encuentran al
comienzo de la proteina, observando que ambas zonas no se encuentran conformadas.

(ver figuras 3.8 y 3.11).
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Figura 3.11: Diagrama de Ramachandran de la proteina Rv2617c.

Complementariamente en la tabla 3.4 se observan los datos tanto en nimero de

residuos como en porcentaje de los valores de las regiones favorecidas, permitidas y

no favorecidas o atipicas. La proteina con mejores resultados fue la Erp con un total

del 96.8% y 272 residuos, seguido de la Rv2617¢ con un 95.1% y 136 residuos y por

ultimo la Rv1417 con un 94.7% y 143 residuos entre la regién favorecida y permitida,

con respecto a las regiones atipicas entre las tres proteinas se observan que de 7 a 9

residuos no han llegado a formar los angulos ¢ y ¢.
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Tabla 3.4: Datos del grafico de Ramachandran de las tres proteinas estudiadas.

Regién Favorecida Region Permitida  Region Atipica

Proteinas

N° Residuos % N° Residuos % N° Residuos %
Erp 229 81.5 43 15.3 9 3.2
Rv2617c 122 85.3 14 9.8 7 4.9
Rv1417 113 74.8 30 19.9 8 5.3

Si bien, los valores aceptables para la evaluacion con el grafico de Ramachandran
son del 98%, en los trabajos de investigaciéon en la que se trabajaron con proteinas
modeladas a partir de una secuencia, reportan ser aceptables los resultados de los
graficos de Ramachandran cuyos valores oscilen entre los 80 y 90% entre la regién

favorecida y permitida. 118121

Por otro lado, los resultados de los graficos obtenidos en el servidor ProSA-Web,
nos muestran graficas de la calidad general del modelo y graficas de las energias de los

residuos en funcién a su posicion.
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Figura 3.12: Anélisis de calidad de la estructura tridimensional de Erp.

En la figura 3.12 podemos observar a la Erp obteniendo un Z-score de -0.43 en
la grafica de calidad general, estando cerca a las estructuras cristalizadas por NMR

y x-Ray encontradas en la base de datos del servidor, con respecto a la segunda
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grafica observamos que la proteina muestra fluctuaciones (color verde oscuro), pero
con tendencia a disminuir ya que parte de su estructura al encontrarse por debajo de

"cero" tiende a estar relajada.

Con respecto a la proteina Rv1417 podemos observar que se encuentra dentro de la
zona de las proteinas cristalizadas por x-Ray acercandose a la zona del NMR, teniendo
un Z-score de -1.59, el cual es mejor que la Erp. Con respecto a la gréafica de las energias
(color verde oscuro) de los residuos se observé que parte de su estructura tiende a bajar
su energia cercandose a "cero" y la otra parte de su estructura se encuentra por debajo
y tomando un valor "cero" estando relajada. Tanto para la proteina Rv1417 como
para la Erp, requieren mas tiempo de calculo al momento de realizar la simulacién de
dindmica molecular para que puedan encontrar un estado mas relajado.

10 3.0
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Figura 3.13: Analisis de calidad de la estructura tridimensional de la proteina Rv1417.

En la figura 3.14 podemos observar a la proteina Rv2617c, encontrandose dentro
de la base de datos de las estructuras cristalizadas por NMR, siendo ésta la mejor,
teniendo un z-score de -4.01, y para la grafica de energias de los residuos (color verde
oscuro) se observé que la proteina se encuentra por debajo de "cero" encontrandose
relajada, concluyendo que esta estructura tridimensional presenta una buena calidad
de modelado, observando que gran mayoria de sus aminoacidos encontraron una

conformacion.
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Figura 3.14: Anélisis de calidad de la estructura tridimensional de la proteina Rv2617c.

Los graficos de RMSD, RMSF, el radio de giro y los enlaces de hidrégeno nos
muestran una mejor percepcion de cémo la molécula ha ido comportandose a través
del tiempo. En la figura 3.15 observamos que la proteina Rv2617c ha sido estable a
partir de los 20 ns, llegando a subir su RMSD a partir de los 100 ns e incrementandose
a partir de los 190 ns aproximadamente, mostrando un rango de 0.2 nm entre estos
intervalos de tiempo, mientras que las demas proteinas han ido encontrando estabilidad
a partir de los 60 ns, observando que la Erp es la mas inestable a comparacion de las
3 proteinas, tendiendo a subir y bajar con respecto al valor de su RMSD, mostrando
un rango de 0.5 nm a partir de los 120 ns. Sin embargo la proteina Rv1417 se muestra
estable con un rango de 0.3 nm a partir de los 60 ns hasta los 200 ns, pero a su vez

también muestra estabilidad entre los 5 y 50 ns.

Los rangos de RMSD en los que encuentran estabilidad las proteinas son 2A, 3A y 5A
para la Rv2617c, Rv1417 y Erp respectivamente. Los rangos normales para proteinas
conocidas modeladas por homologia son aceptados hasta valores de <3A, en cambio
para proteinas modeladas desde su primera estructura (secuencias de aminodcidos) se

considera un éxito valores de 6A, incluso se encuentran valores de 8 y 10A. 122123
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Figura 3.15: RMSD de las proteinas. (a) Erp, (b) Rv1417 y (c¢) Rv2617c .

Las graficas de RMSF nos muestran las fluctuaciones de los residuos de cada proteina
de forma local a través del tiempo y el Radio de Giro nos da a conocer la distancia de
los atomos desde el centro de masa de la protefna. '?* Para el RMSF, se tomaron en
cuenta los 200 ns de célculo para observar todo su comportamiento (ver figura 3.16).
Para el caso de la proteina Erp observamos que la zona mas fluctuante se da entre los
residuos 180(THR) y 284(ALA). La proteina Rv1417 muestra una mayor fluctuacion
entre los residuos 20(PHE) y 70(PHE), a partir de ésta la proteina se muestra estable.
Finalmente, la proteina Rv2617c¢ muestra fluctuacion por regiones de aminoacidos,
observando una elevada fluctuaciéon con respecto a su ultimo residuo. De todo éste
andlisis podemos comprobar que este tipo de estructuras son altamente fluctuantes,

particularmente en las zonas que no han podido ser reestructuradas.
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Figura 3.16: RMSF de las proteinas. (a) Erp (b) Rv1417 y (c) Rv2617c.

En la figura 3.17 observamos las gréaficas del Radio de Giro de cada proteina en un
tiempo de 200 ns, que podemos enriquecerlas con las graficas de RMSF, ya que a mayor
distancia de los atomos con respecto a un radio de giro, mayor sera la fluctuacion. El
radio de giro de la Erp se muestra mayor al comienzo de la simulaciéon entre los 50
y 100 ns, tratando de mantenerse estable los tltimos 10 ns, sin embargo, la proteina
Rv1417 incrementa su radio de giro entre los 50 y 60 ns, llegando a mantener estable
el valor de su radio de giro asi como sus fluctuaciones hasta los 200 ns. La proteina
Rv2617c muestra estabilidad entre los 20 y 100 ns, llegando a incrementar su radio

de giro hasta los 200 ns, tal como se observa una mayor fluctuacién en la grafica del

RMSF.
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Figura 3.17: Radio de Giro de las proteinas. (a) Erp, (b) Rv1417 y (c¢) Rv2617c.

Las formaciones de los enlaces de hidrégeno se observan en la figura 3.18. La
Erp mantiene la formacién de enlaces de hidrogeno desde los 50 ns hasta los 170 ns,
tendiendo a disminuir para los ultimos 20 ns, sin embargo, la proteina Rv1417 en un
comienzo muestra inestabilidad en la formacién de enlaces hasta los 100 ns, pasado este
tiempo la formacion de los enlaces tiende a bajar pero se muestra méas estable, esto
se debe a la presencia y formacion de laminas beta. Finalmente, la proteina Rv2617c
muestra estabilidad en la formacion de los enlaces de hidrégeno hasta los 100 ns, pasado
éste tiempo los enlaces de hidrégenos tienden a disminuir. Por lo general, la variacion

de enlaces de hidrogeno que existe a través del tiempo en las tres proteinas es minima.
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Figura 3.18: Enlaces de Hidrégeno de las proteinas. (a) Erp, (b) Rv1417 y (c) Rv2617c.

3.3.2 Prediccion de los bolsillos

Para poder realizar el acoplamiento molecular primeramente se realizaron la prediccién
de posibles bolsillos para cada proteina, teniendo como resultados finales 2 bolsillos
para las proteinas Erp (bolsillo "¢" de color naranja y "b" de color turquesa) y Rv2617¢
(bolsillo "d" de color turquesa y "f" de color naranja) y un solo bolsillo para la proteina
Rv1417 (bolsillo "a" de color turquesa) como se observa en la figura 3.19. A través del
servidor PockDrug se obtuvo un ranking de 6 bolsillos para la Rv2617c y 5 bolsillos

para las proteinas Erp y Rv1417, escogiendo las mejores.

La probabilidad de drugabilidad de los dos bolsillos de la Erp ("b" y "c¢") segtn la
tabla 3.5 son de 0.95 y 0.81, comparando con el bolsillo "a" son menores, pero también

es necesario tener en cuenta el tamano del bolsillo para obtener una mejor interaccion
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con el ligando. Para el caso de la proteina Rv1417 el tinico bolsillo aceptable es el "a"
por tener un volumen grande donde los derivados pueden acoplarse completamente, a
su vez el bolsillo presenta un valor alto en residuos polares y aromaticos. Finalmente,
la proteina Rv2617c muestra altas probabilidades de drugabilidad, siendo el méaximo
valor para los bolsillos "a" y "b", sin embargo, los derivados tienen preferencia por el
bolsillo "d" teniendo valores muy cercanos a los primeros en el ranking, pero superan
los valores en los residuos polares y aromaticos. Por otro lado, al no tener preferencia el
derivado D por los bolsillos mencionados en se eligié otro bolsillo evaluando la superficie
de hidrofobicidad de la proteina, por el mismo hecho de que las drogas se favorecen en

este ambiente. 12°

(a) Erp (b) Rv1417 (¢) Rv2617c

Figura 3.19: Bolsillos para las tres proteinas. (a) Erp, (b) Rv1417 y (c) Rv2617c.

Los residuos aromaticos demostraron estar relacionados con las cadenas laterales
hidréfobas alifaticas en presencia de residuos polares para el reconocimiento
proteina-ligando en el disefio de farmacos formando enlaces CH-r y catién-m fuertes. 126
También se encuentran estudios donde se trabajan con compuestos de nicotina que
fueron reconocidos por grupos de residuos aromaticos interactuando con el nitrégeno
de la pirrolidina formando enlaces cation-m, de la misma forma encontrandose
sustituyentes de cloro hidrofébico. 27128 De acuerdo a los resultados podemos observar

que los derivados de la nicotina trabajados en este estudio tienden a tener el mismo

comportamiento, escogiendo bolsillos con mayor cantidad de residuos aromaticos.
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Tabla 3.5: Datos de la prediccion de bolsillos de las tres proteinas.

Bolsill Volumen Kyte Residuos Residuos Atomos Residuos Prob. de Desv.
olsillo
de Casco Hidroféb.* Polares Aroméat. Otyr* del Bolsillo Drugab. Estand.
Erp
a 1381.92 1.33 0.22 0.00 0.00 18.0 0.98 0.00
b 3926.00 0.71 0.28 0.03 0.00 40.0 0.96 0.01
c 1533.96 0.20 0.35 0.04 0.00 23.0 0.81 0.03
d 5962.62 -0.21 0.45 0.02 0.01 47.0 0.75 0.06
e 1274.89 -0.03 0.39 0.00 0.00 18.0 0.67 0.06
Rv1417
a 1916.44 0.33 0.40 0.16 0.00 25.0 0.92 0.02
b 384.30 2.12 0.20 0.20 0.04 10.0 1.00 0.00
c 328.13 0.75 0.36 0.18 0.00 11.0 0.96 0.01
d 430.37 0.61 0.38 0.25 0.00 8.0 0.96 0.02
e 272.32 0.93 0.25 0.00 0.00 8.0 0.93 0.02
Rv2617c
a 447.63 1.57 0.30 0.20 0.00 10.0 1.00 0.00
b 320.24 2.65 0.09 0.27 0.00 11.0 1.00 0.00
c 499.15 0.70 0.40 0.40 0.03 10.0 0.99 0.01
d 465.71 0.69 0.44 0.56 0.03 9.0 0.99 0.01
e 310.03 1.90 0.10 0.00 0.00 10.0 0.99 0.00
f 280.77 0.80 0.25 0.38 0.04 8.0 0.99 0.00

*Kyte hidrofébico = residuos estudiados por Kyte. 12

*Atomos Otyr = frecuencia de d4tomos de Otyr (TyrOH)en el bolsillo. 130

3.3.3 Interacciéon de los Derivados de la Nicotina con las

proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c

El acoplamiento proteina-ligando para cada sistema se realizo en el servidor
PATCHDOCK obteniendo un ranking de 10 interacciones. En la tabla 3.6 se observan
las mejores interacciones para cada proteina con cada derivado. Para la proteina Erp
con el derivado A se encuentra en el bolsillo "¢" teniendo la mejor energia de contacto
atémico (ACE) y para el resto de los derivados se encuentran en el bolsillo "b" teniendo

valores similares de "score’, drea y ACE.

La energia de contacto atéomico es la energia de desolvatacion, reemplazando un

contacto proteina-atomo de agua con un contacto proteina-ligando a nivel atémico.
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Cuando los valores de ACE son positivos tiende a disminuir la unién de una proteina
y/o ligando, en cambio, un valor negativo es favorable para un acoplamiento. 114131
Todas las interacciones observadas en la tabla 3.6 muestran un buen "score” y valores
negativos de ACE que nos proporciona buenas interacciones y que ademas es factible

un acoplamiento espontaneo en estos bolsillos.

Tabla 3.6: Datos del Acomplamiento Molecular obtenidas en el servidor PATCHDOCK.

Proteina Derivado Score Area ACE

A 4898  562.20 -189.76
B 4642  521.40 -287-07
Erp C 4976  539.50 -221.08
D 4666  519.40 -268.48
E 4738 533.40 -271.71
A 4508  596.10 -322.54
B 4658 52140 -222.73
Rv1417 C 4344 541.20 -274.46
D 4552  566.60 -271.22
E 4856  616.60 -325.44
A 3962  499.70 -205.65
B 4028  500.00 -189.37
Rv2617c C 4098 498.30 -208.75
D 4272 529.40 -291.30
E 4326 525.70 -209.75

3.3.4 Analisis de dinamica molecular del acoplamiento

Los RMSD de la proteina Erp después del acoplamiento muestra mayores cambios en
la unién con el derivado E, seguido del derivado C, D, A y B; para la proteina Rv1417
muestran cambios notorios con el derivado A seguido del B, y de los derivados C, D y
E que muestran comportamientos similares. Finalmente, la proteina Rv2617c al igual

que la proteina Rv1417, los cambios que se muestran son muy notorios empezando con
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el derivado B, seguido de los derivados C y E que también muestran comportamientos

similares (ver figura 3.20).

Erp Rv1417 ——
14 L A— 1 A—
B —— B ——
C — CcC —
D D ——
12 | E g 08 | E 4
1
B B
c =
£ =3
o a
(] 4]
= =
4 o
0 0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

2

Rv2617¢c
B ——
C—
[o J—
E_

RMSD (nm)

Tiempo (ns)

Figura 3.20: RMSD de la interaccién de las tres proteinas con cada derivado la de

nicotina. (a) Erp, (b) Rv1417 y (c) Rv2617c.

Con respecto a un enfoque local, en la figura 3.21 podemos observar los RMSF
de cada proteina. En caso de la Erp con el derivado B se observan muchos picos de
fluctuacion, luego se encuentran los derivados E; D y A que muestran comportamientos
similares, por ultimo, tenemos al derivado C. Mayormente, las fluctuaciones se dan
en los residuos 94(LEU), 213(THR), 232(SER). La proteina Rv1417 tiene diferentes
comportamientos tendiendo a tener picos muy elevados con los primeros residuos, en
cambio con el derivado B los picos de los primeros residuos tienden a bajar y a ser mas
estable, pero con los derivados C y D que tienen comportamientos similares seguido
del derivado E se observan pocos cambios; y para el derivado A se observa el mismo
comportamiento que la proteina inicial. Finalmente, la proteina Rv2617c muestra

mayores fluctuaciones en la zona C-terminal, siendo drasticos para el derivado B, en
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cambio con el derivado D los picos tienden a disminuir a comparacién de la proteina
sola; los derivados C y E tienden a tener comportamientos similares entre si, seguido

del derivado A que se asemeja a las fluctuaciones iniciales de la proteina.
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Figura 3.21: RMSF de la interaccion de las tres proteinas con cada derivado de la

nicotina. (a) Erp, (b) Rv1417 y (¢) Rv2617c

En la tabla 3.7 se muestra valores promedio del RMSD, RMSF, Radio de Giro
y los enlaces de Hidrogeno de los ltimos 2ns de simulacién donde, la proteina Erp
con el derivado E muestra mayores cambios con respecto a su estabilidad como su
comformacion, con respecto a las fluctuaciones se observan elevadas tanto con el
derivado B y el E, con respecto al radio de giro los derivados A y E incrementan su valor,
finalmente, los enlaces de hidrégeno aumentan con los derivados A y B, sin embargo,
disminuyen con el derivado E. Si bien, los enlaces de hidrogeno tienden a estabilizar
las estructuras secundarias de la protefna '3%133  asi como también al presenciar
interacciones favorables tienden a formarse enlaces de hidrégeno. La proteina Rv1417

con el derivado A muestra cambios drasticos, pero localmente se dan en pocos residuos;
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con el derivado B también se observan cambios y elevadas fluctuaciones, y los enlaces de
hidrégeno tienden a aumentar al igual que la proteina Rv2617c. Finalmente, la proteina
Rv2617c con el derivado B la proteina muestra mayores cambios y fluctuaciones, pero
los enlaces de hidrégeno tienden a aumentar, esto puede deberse a la ferte union entre

el derivado y la proteina (ver tabla 3.7).

Tabla 3.7: RMSD, RMSF, Radio de Giro y Enlaces de hidrégeno de las tres proteinas

estudiadas.

Sistema RMSD RMSF Radio de G. Enlaces de H.
Erp 0.737 + 0.029 0.185 £ 0.072 2.389 + 0.024 142.060 + 6.072

A 0.642 + 0.030 0.200 £ 0.083 2.445 £+ 0.015 144.129 £ 5.470

B 0.733 £ 0.102 0.232 £ 0.092 2.428 + 0.021 144.677 4+ 5.896

Erp C  0.634 £+ 0.031 0.178 £ 0.085 2.418 £ 0.014 135.622 £ 5.966
D 0.635 £ 0.034 0.219 £ 0.088 2.427 £ 0.027 142.119 £ 5.789

E  0.856 £ 0.043 0.223 £ 0.117 2.497 £ 0.021 137.343 £+ 5.136
Rv1417 0.398 £ 0.029 0.129 4+ 0.067 1.616 + 0.010 102.657 4 4.152
A 0.567 + 0.023 0.131 £ 0.067 1.667 + 0.015 108.463 4+ 4.882

B 0.307 £0.009 0.089 + 0.040  1.534 £ 0.007  111.662 + 4.785

Rv1417 C 0.408 + 0.014 0.105 £ 0.059 1.565 £ 0.009 105.701 4 4.825
D 0.374+0.020 0.103 £ 0.053  1.595 £ 0.007  103.731 £ 4.504

E  0.383 £ 0.016 0.115 £ 0.048 1.599 + 0.008 109.149 £ 4.350

Rv2617c 0.557 £ 0.015 0.129 £+ 0.058 1.626 + 0.017 90.975 £+ 4.603

A 0473 +£0.017  0.139 £0.035  1.593 £ 0.012 87.279 + 4.923

B 0.897 £ 0.034 0.160 £ 0.079 1.846 4+ 0.015 93.811 £ 5.301

Rv2617c C 0.574 + 0.046 0.153 £+ 0.067 1.717 + 0.018 93.801 £ 4.313

D 0.493 £ 0.013 0.109 £ 0.042 1.592 4+ 0.011 95.134 4+ 4.104

E  0.594 £+ 0.020 0.147 £+ 0.066 1.721 £ 0.014 91.622 4+ 4.994

RMSD, RMSF y Radio de Giro reportadas en nm.

3.3.5 Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas

En las siguientes figuras podemos observar la localizacién del acoplamiento de los

derivados de la nicotina y cémo éstas interactian con las proteinas, los enlaces de
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formaciéon y los aminoéacidos involucrados en el complejo proteina—ligando. Entre las
tres proteinas podemos observar que la proteina Rv1417 tiene fuertes interacciones y
mayor formacién de enlaces de hidrégeno con los derivados.
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Figura 3.22: Aminoécidos interactuantes de la proteina Erp cada derivado.

Los aminoacidos involucrados con el Erp y los atomos de cloro son generalmente
la alanina, treonina y prolina, en cambio con la proteina Rv2617c los aminoacidos
involucrados son la fenilalanina seguido de la leucina. Para la proteina Rv1417, con
mayor frecuencia se encuentra la prolina seguido de la Isoleucina. Como podemos
observar, todos los aminoacidos involucrados son hidrofébicos a excepcién de la treonina

que es un aminoacido polar sin carga.
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Figura 3.23: Aminoacidos interactuantes de la proteina Rv1417 con cada derivado.

Por otro lado, si nos fijamos en el derivado E del Erp y el derivado B de las proteinas
Rv2617c y Rv1417 tiende a formar un enlace de hidrégeno entre el oxigeno del anillo
de la pirrolidona y los aminoacidos glutamina, tirosina y el triptofano respectivamente,
siendo los tltimos dos aminoacidos aromaticos tal como se discutié en la prediccion de
los bolsillos, estos derivados de nicotina tienden a unirse a los aminoacidos aromaticos y
cloros hidrofébicos, con la excepcion de que la glutamina del Erp es un aminoacido polar
sin carga. La proteina Rv1417 también forma enlaces de hidrégeno entre el oxigeno

del nicotinoil y la leucina, para los derivados A y C, que viene a ser un aminoacido

hidrofobico.
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Figura 3.24: Aminoacidos interactuantes de la proteina Rv2617c¢ con cada derivado.

A continuacién, podemos observar el cambio de la estructura secundaria con los
resultados del RMSF. Observamos que la Erp con el derivado A presenta cambios
entre los residuos 60-65 moviéndose la posicién de las estructuras hélice, y entre
los residuos 150-160 observando la desaparicion de estructuras hélice, por otro lado,
entre los residuos 80-100 no tienen conformacién alguna, formando "loops" y por lo
tanto observaremos mayores fluctuaciones. Sin embargo, para la proteina Rv1417 se
observa la desaparicion de dos estructuras hélice entre los residuos 40-43 y 51-53, a
su vez se observan fluctuaciones en regiones conformadas por "loops". Finalmente, la
proteina Rv2617c¢ s6lo muestra la formacion y desaparicion de estructuras hélice entre

los residuos 74-77 y 121-125 respectivamente. El derivado A tiende a fluctuar mas con
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la proteina Rv1417. (ver figura 3.25)
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Figura 3.25: Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas con el derivado

A.

La Erp con el derivado B muestra varias fluctuaciones que como consecuencia se
observa la desapariciéon de estructuras hélice entre los residuos 17-23 y 200-204; en
los residuos <120 se observan la formaciéon de una alfa—hélice. En caso de la proteina
Rv1417 se observa la desaparacién de una alfa hélice pero en ésta zona las fluctuaciones
tienden a bajar. Para la proteina Rv2617c se observa la desaparicion de la lamina beta
observando fluctuaciones en esa zona, también se observa la desaparacion de una alfa
hélice y elevadas fluctuaciones en los residuos finales de la proteina observando que
éstas zonas estan conformadas por "loops". Con respecto al derivado B, se observa que

desestabiliza més a la proteina Rv2617c seguido de la Erp (ver figura 3.26).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




514 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM : ‘
3 DE SANTA MARIA
1 - 0.6 ; ;
5 Ep —— Rv1417 ——
H H3 B B ——
ISAVAALAVASPCAYFLY! i B p [Tl
5% 5 % 05 o = -
08 |- H . PTLGT I PSSPATTSTGGGGLYNDVMOVANELGA _| pp p B2 p 13 BB
- p oppp WO 0 205 20 25 230 235 230
8 SPCAYFLVI o HI2 HI3 Hi4 AAFL I AVAHVAGGLLLKVGS SGVVFQTADQVAVGALG
% PTLPGSLAAPGTTLAPTPGVC L1 L 3530 35 4o 4 Qso )55 0
B35 10 15 W 04 |

y HL oo o H2 o0 H3 8
p pEp p pp |

T g, PTLGTIPSSPATTSTGGGGLVNDVMOVANELGA
BB [) 20 205 20 25 250 235 230
06 “—“— 4
PTLPGSLAAPGTTLAPTPGVC

B B5 B0 5 10 ‘

AAFLIAVAHVAGGLLLKVGS SGVVFQTADQVAMGALG
5 3 4

03 |

RMSF (nm)
RMSF (nm)

04 L
02

02 \
01 i

0 L . \ \ , 0 . L . . . . .
0 50 100 150 200 250 0 20 40 60 80 100 120 140
Residuo Residuo
(a) B-Erp (b) B-Rv1417
1 T
Rv2617¢c
B 0s 0o p 2
MS IRPTTSPALADQLI 'AYS,
08 1 5 10 15 20
Hp pppp p p 2 BB
MS IRPTTSPALADQLKDPAYS. LAQGVHSGG IGRP|
T35 © 6 % ooy

06 | pobs Ho s m

LAQGVHSGGIGRP
ko 15

NDLVPGTADQCMYLVGATE TV /AP
O R CR S Es
, B
NDLVPGTADQOMYLVGA IE IVAGVLVAVAPR ‘

G 6 7f 75 s 8§ %

¥

RMSF (nm)

04

0.2

L L L L L L L
0 20 40 60 80 100 120 140

Residuo

(c) B-Rv2617c

Figura 3.26: Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas con el derivado

B.

Para el caso del derivado C con la Erp se observa una fuerte fluctuacion entre
los residuos 155-205 desapareciendo varias estructuras hélice. Sin embargo, para la
proteina Rv1417 no se observan muchas diferencias ya que las fluctuaciones son muy
parecidas a la proteina inicial. Con respecto a la proteina Rv2617c se observa la
desaparacion de una lamina beta y entre los residuos 79-85 se observa la desaparacion
de una alfa hélice. Para éste caso el derivado C las fluctuaciones con respecto a las tres

proteinas no varian mucho pero actia mejor con la Erp (ver figura 3.27).
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Figura 3.27: Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas con el derivado

C.

La Erp con el derivado D tiende a presentar cambios, formando y desapareciendo
estructuras hélice en los residuos 59-65, 154-161, 170-173 y 204-206. Con la proteina
Rv1417 se observa la desaparacién de una estructura hélice entre los residuos 30-50 y
130-145. Finalmente, para la proteina Rv2617c se observa leves fluctuaciones, teniendo
la desaparacion de dos estructuras hélice entre los residuos 5-8 y 125-128 (ver figura
3.28). Al igual que el derivado C, la Erp tiende a desestabilizarse mas en comparacién

a las demas proteinas.
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Figura 3.28: Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas con el derivado

D.

En la figura 3.29 el derivado E con la Erp se observan mayores fluctuaciones tanto en
las estructuras conformadas, como en los "loops", llegando a desaparecer las estructuras
hélices. Para la proteina Rv1417 se observa la desaparaciéon de una estructura hélice
entre los residuos 130-145, con respecto a las zonas terminales se observan mayores
fluctuaciones siendo zonas conformadas por "loops'. Lo interesante de la proteina
Rv1417 es que no desaparece por completo las lamina beta de su estructura con
respecto a todos los derivados. Finalmente, la proteina Rv2617c presenta pequenas
fluctuaciones llegando a la desaparacién de una lamina beta y afa hélice en la region
de los residuos 10-15 y 80-83 respectivamente. Para el caso del derivado E, muestra

mayor contribucion con las proteinas Erp y Rv1417.
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Figura 3.29: Analisis de la estructura secundaria de las tres proteinas con el derivado

E.

Por otro lado, en la tabla 3.8 se muestra informacion de las estructuras secundarias
para cada proteina después de su interaccion con los derivados de la nicotina y
la proteina inicial. La proteina Erp con el derivados A, C y D muestra mayor
disminucién de estructuras hélices, en cambio con el derivado B tiende a tener el mismo
compotamiento manteniendo los alfa-hélices y disminuyendo los hélices de tipo 3:0, a
excepcion del derivado E que tiende a aumentar una estructura alfa—hélice. En caso de
la proteina Rv1417 con los derivados B, C, D y E se observa la disminucién de cadenas
beta, manteniéndose las estructuras hélices para los derivados B y C; con respecto al
derivado A se observa una mayor disminucién de estructuras alfa—hélices, seguido de
los derivados E y D. Finalmente, la proteina Rv2617c¢ con los derivados B, C y E se

observa la desaparicion de cadenas beta, aumentando una estructura alfa—hélice para
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el derivado B y disminuyendo éste tipo de estructuras para los derivados C y E.

Tabla 3.8: Comparacion de la estructura secundaria de las proteinas y la interaccién

entre proteinas y derivados

Cadenas beta Alfa hélice 3,10 Hélices Otros

Sistema
% N° % N° % N° % N°
Erp 0.0 0 12.7 36 14.1 40 73.2 208
A 0.0 0 10.9 31 10.9 31 78.2 222
B 0.0 0 12.7 36 11.3 32 76.1 216
Erp C 0.0 0 MOt O & 14.8 42 75.0 213
D 0.0 0 JOVERE., “SUE\ Wi S 42 74.6 212
E 0.0 0 18R 30N 32 75.7 215
Rv1417 9.1 14 18.2 28 3.9 6 68.8 106
A 91 14 9" 23 3.9 6 72.1 111
B 78 12 30.2 -~ 3.2 5 70.8 109
Rv1417 C 738 e 18.2 .28 3.2 5 70.8 109
D 78 12 169 26 1.3 2 74.0 114
E 78 12 5.6 24 3.2 5 734 113
Rv2617c 2.7 4 63.7 93 2.1 3 31.5 46
A 27 4 61.6 90 2.1 3 33.6 49
B 0.0 0 64.4 94 2.1 3 33.6 49
Rv2617¢ C 0.0 0 63.0 92 2.1 3 349 51
D 27 4 63.0 92 0.0 0 34.2 50
E 0.0 0 62.3 91 2.1 3 35.6 52

Teniendo en cuenta los cambios en la estructura secundaria y los valores de RMSF de
las fluctuaciones de aminoacidos en las proteinas se puede observar que la Erp muestra
mayores cambios al interactuar con los derivados A, B y E, la proteina Rv1417 con el
derivado A y finalmente la proteina Rv2617c con el derivado B. En la tabla 3.9 podemos
observar que para los 3 derivados con sus respectivas proteinas presentan aminoacidos

interactuantes de tipo hidrofébicos y aminodcidos polares sin carga a excepcion de
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las dos tultimas proteinas que tienen presencia de un aminoacido con carga positiva
que es la Arginina. La presencia de éste aminodacido interactuante podria mejorar la
capacidad antimicrobiana de los derivados de la nicotina.!3* En la tabla 3.9 también
podemos observar que la proteina Rv1417 tiende a formar enlaces de hidrégeno con
tres derivados, esto indica un mejor acoplamiento hacia los derivados de la nicotina,
asimismo ésta proteina tiende a encontrar mas estabilidad con el derivado B, cuyo
comportamiento nos da una posibilidad de poder entender su comportamiento con
estudios posteriores. Por otro lado, también se observa que la Erp tiende a tener un
comportamiento diferente a comparacién de las otras dos proteinas, esto puede deberse

a los aminoacidos presentes en la proteina y a su localizaciéon dentro de la micobacteria.

Tabla 3.9: Aminoacidos interactuantes de cada proteina con los derivados de la

nicotina.
N°  N°
Proteina Deriv. Aminoacidos
Aa. E.H

A 7 0 THR165, GLY166, ALA 174, ASN175, GLU176, ILE195, LEU201.

B 11 0 GLY65, LEU66, GLN68, PHE69, GLY70, THR133, LEU134, LEU161, PRO274, PRO275, THR276.
Erp C 9 0 GLN68, PHE69, THR133, LEU134, PRO136, SER153, ALA257, ALLA259, ALA260.

D 8 0 GLY65, LEUG6, GLNG8, PHEG69, LEU134, ALA259, PRO263, THR276.

E 9 1 GLY65, GLN68, PHE69, THR133, ALA259, PRO263, PRO275, THR276, ASP277.

A 9 1 PRO18, LEU19, PHE20, ARG111, ASP117, GLU118, TYR119,ILE120, VAL122.

B 10 0 TRP16, PRO18, TRP109, ARG111, ASP117, GLU118, TYR119, ILE120, PRO121, VAL122.
Rv1417 C 10 0 PRO5, TRP16, PRO18, LEU19, TRP109, ARG111, ASP117, GLU118, TYR119, ILE120.

D 9 0 TRP16, THR17, PRO18, PHE20, ARG111, GLU118, TYR119, ILE120, VAL122.

E 5 1 TRP12, PRO18, LEU19, ASP117, GLU118.

A 6 0 ARG27, PHE30, THR31, PHE114, TYR115, LEU119.

B 8 1 ARG27, PHE30, THR31, LEU39, PHE114, TYR115, ALA118, LEU119.
Rv2617c C 6 0 ARG27, PHE30, THR31, PHE114, TYR115, LEU119.

D 11 0 ALAST7, VALSS, ILE92, VAL96, ALA128, LEU131, ALA132, ALA135, GLN136, HIS139, PRO146.

B 9 1 TYR23, ARG27, PHE30, THR31, ILE35, PHE114, TYR115, LEU119, PHE122.

Deriv. = Derivados, Aa = Aminoécidos, E.H. = Enlaces de Hidrégeno.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Conclusiones

1. Se obtuvieron las estructuras moleculares de los cinco derivados de la nicotina y se
modelaron las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c del Mycobacterium tuberculosis

en su estado tridimensional.

2. A partir de un buen modelado estructural se minimizaron y estabilizaron las
tres proteinas a condiciones fisiol6gicas mediante técnicas de mecanica molecular

llegando a un minimo global.

3. Se realizé una simulaciéon de dindmica molecular mediante un ensamble NPT
a 200 ns para las tres proteinas a condiciones fisiolégicas, teniendo mejores
resultados con la proteina Erp al momento de realizar su validacion en el diagrama
de Ramchandran y calidad. Sin embargo, en los analisis del RMSD, RMSF y

Radio de Giro dieron mejores resultados para las proteinas Rv1417 y Rv2617c.

4. Se realizaron las interacciones moleculares entre las moléculas de los derivados
de la nicotina y las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617¢, obteniendo altos valores

de ACE y drugabilidad que favorecieron dichas interacciones.

5. Finalmente, se evaluaron las interacciones moleculares entre los cinco derivados
de la nicotina y las proteinas Erp, Rv1417 y Rv2617c. Se llegd a obtener
la desestabilizacion y pérdida de estructuras secundarias de las proteinas
al interactuar con los derivados A, B y E concluyendo que al no tener
una conformacion estructural pierdan su actividad funcional dentro del
Mycobacterium tuberculosis, que implica la vulnerabilidad de supervivencia de
la micobacteria, brindando asi, una base para el desarrollo de nuevos blancos

terapéuticos.
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Recomendaciones

e Para mejorar el modelado estructural y naturalizacién de las proteinas se
recomienda realizar pruebas con varios tipos de solventes, ya que de esta manera
podemos analizar varios ambientes en el que las proteinas puedan estar més

relajadas.

e Al no trabajar con sistemas de interaccién grandes se recomienda darle mas
tiempo de simulacién para poder tener una mejor percepcion de como se

comportan tanto los derivados y las proteinas a través del tiempo.
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Anexos A

Energias Corregidas para el Calculo

del Potencial de Ionizaciéon (PI) y
Afinidad Electronica (AE).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

Tabla A.1: Energias corregidas en los estados neutro, cation y anién de los derivados

de la nicotina.

Derviado Estados Energia  Potencial de Afinidad

Tonizacién Electrdénica

A-anién  -1152314.58
A A-catién  -1152098.39 159.16 57.03
A-neutro -1152257.55

B-anién  -1152309.03

B B-cation  -1152095.79 156.79 56.45
B-neutro -1152252.58
C-anion  -1152311.98

C C-cation  -1152099.47 156.34 56.18
C-neutro -1152255.80

D-anion  -1152311.78

D D-cation  -1152096.61 156.09 56.09
D-neutro -1152255.69
E-anion  -1152311.69

E E-cation  -1152096.14 159.44 56.12
E-neutro -1152255.57

*Todas las energias estan reportadas en kcal/mol.
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Anexos B

Prediccion de Acoplamiento en

PatchDock
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Tabla B.1: Prediccion del acoplamiento de la Erp con el derivado A.

N° score Area ACE

1 4940 57540 -278.28
2 4898 562.20 -189.76
3 4876  592.10 -238.22
4 4832 592.70 -188.61
5 4818 590.50 -201.80
6 4790 630.70 -357.27
7 4750 606.60 -155.53
8 4734 572.80 -262.29
9 4700 506.10 -270.53
10 4692 581.70 -297.76

Tabla B.2: Prediccion del acoplamiento de la Erp con el derivado B.

N° score Area ACE

5000 652.40 -335.84
4824  583.30 -178.37
4664 591.30 -294.11
4642  521.40 -287.07
4628 574.50 -235.52
4624  589.30 -206.92
4622  531.50 -233.80
4612 507.60 -234.04
4610  569.20 -204.74
4572 568.80 -255.23
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Tabla B.3: Prediccion del acoplamiento de la Erp con el derivado C.

N° score Area ACE

4984 58590 -214.13
4976 539.50 -221.08
4832 606.70 -216.55
4770 631.00 -329.56
4734 523.60 -214.16
4732 593.90 -271.86
4702 521.80 -261.32
4696  585.90 -348.03
4686  549.30 -197.62
4666 610.10 -324.29

© 00 I O Ot kW =
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[a)

Tabla B.4: Predicciéon del acoplamiento de la Erp con el derivado D.

N° score Area ACE

5016 604.10 -194.04
4814  585.90 -180.31
4800  584.30 -213.00
4744 638.50 -328.92
4690 576.80 -344.78
4666  585.60 -203.36
4666 519.40 -268.48
4652 52240 -237.76
4628  506.10 -201.69
4622 542.30 -290.27
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Tabla B.5: Prediccion del acoplamiento de la Erp con el derivado E.

N° score Area ACE

4872 569.10 -248.62
4834 595.10 -195.98
4738 533.40 -271.71
4680  591.80 -193.21
4664 538.20 -174.98
4632  574.40 -247.14
4616  526.20 -263.67
4614 635.70 -326.07
4610 527.60 -236.81
4598  584.40 -235.56
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Tabla B.6: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv1417 con el derivado A.

N° score Area ACE

4928 613.30 -302.89
4906 613.40 -261.27
4774 602.50 -295.05
4508  596.10 -322.54
4506  560.50 -284.71
4468  536.50 -278.60
4456 533.90 -235.11
4386  527.30 -212.56
4350  516.10 -174.92
4318  486.70 -134.81
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Tabla B.7: Prediccion del acoplamiento de la proteina Rv1417 con el derivado B.

N° score Area ACE

1 4658 52140 -222.73
2 4574 594.90 -242.28
3 4508 536.60 -241.40
4 4398 541.90 -248.28
5 4364 524.60 -210.99
6 4216 517.70 -286.70
7 4208 499.60 -213.82
8 4208 556.60 -287.96
9 4194 491.80 -237.50
10 4108 552.40 -301.46

Tabla B.8: Prediccion del acoplamiento de la proteina Rv1417 con el derivado C.

N° score Area ACE

1 5066 618.50 -287.22
2 4894 592.90 -233.55
3 4742 531.60 -203.94
4 4640 594.60 -252.95
5 4376 547.20 -312.02
6 4344 541.20 -274.46
7 4288 47240 -140.64
8 4272 562.20 -255.70
9 4260 474.70 -194.06
10 4210 506.60 -246.33
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Tabla B.9: Prediccion del acoplamiento de la proteina Rv1417 con el derivado D.

N° score Area ACE

1 4912 634.00 -321.15
2 4908 552.80 -240.49
3 4650 564.60 -252.70
4 4608 53590 -279.62
5 4552 566.60 -271.22
6 4420 506.80 -217.07
7 4302 543.50 -279.74
8 4274 539.00 -180.03
9 4152 524.60 -262.07
10 4104 498.10 -267.32

Tabla B.10: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv1417 con el derivado E.

N° score Area ACE

1 4856 616.60 -325.44
2 4612 584.80 -282.07
3 4454 582.50 -228.03
4 4396 510.00 -184.10
o5 4324 52570 -282.52
6 4272 571.60 -219.86
7 4238 476.70 -204.99
8 4216 493.10 -229.39
9 4182 589.80 -285.61
10 4174  506.80 -247.84
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Tabla B.11: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv2617c con el derivado A.

N° score Area ACE

4332 516.60 -195.51
4294 535.60 -199.60
4186  496.20 -223.85
4056  514.00 -266.68
4012 490.60 -279.81
3990 463.10 -236.47
3962  499.70 -205.65
3940  465.90 -159.53
3918 432.60 -159.89
3906 434.90 -188.49
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Tabla B.12: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv2617c con el derivado B.

N° score Area ACE

4296  484.70 -220.37
4170  468.80 -232.53
4068  493.00 -272.97
4028  500.00 -189.37
4026 47730 -207.19
3912  435.80 -239.21
3900 529.40 -216.57
3852  536.60 -295.94
3780  484.70 -241.27
3778 417.40 -191.20
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Tabla B.13: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv2617c¢ con el derivado C.

N° score Area ACE

4394 516.20 -273.89
4194 530.60 -228.62
4098 498.30 -208.75
4080  447.70 -215.61
4008 49840 -274.65
3998  438.50 -207.73
3994  465.80 -243.02
3982 536.10 -267.19
3940 507.90 -141.25
3922 463.80 -203.04
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Tabla B.14: Predicciéon del acoplamiento de la proteina Rv2617¢ con el derivado D.

N° score Area ACE

4306  514.90 -194.46
4272 529.40 -291.30
4090 466.80 -173.70
4048 461.80 -254.63
4026  465.80 -230.59
3972  475.20 -238.82
3964 476.10 -174.25
3948  428.80 -183.85
3938  503.70 -264.49
3872  566.20 -281.28
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Tabla B.15: Prediccién del acoplamiento de la proteina Rv2617c con el derivado E.

N° score Area ACE

1 4400 489.60 -252.61
2 4326 525.70 -209.75
3 4318 501.00 -248.49
4 4274 52240 -222.76
5 4262 489.30 -166.29
6 4262 448.40 -226.40
7 3996 439.80 -202.71
8 3986 489.60 -234.88
9 3952 440.60 -172.01
10 3932 42470 -201.03
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Anexos C

Interacciones Moleculares de las
Proteinas y los Derivados de la

Nicotina
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(a) derivado A (b) derivado B

(d) derivado D (e) derivado E

Figura C.1: Interaccién de la proteina Erp con cada derivado de la nicotina.
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(d) derivado D (e) derivado E

Figura C.2: Interaccién de la proteina Rv1417 con cada derivado de la nicotina.
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(d) derivado D (e) derivado E

Figura C.3: Interaccion de la proteina Rv2617c con cada derivado de la nicotina.
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