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RESUMEN

Introduccién: la enfermedad de Chagas es endémica de las zonas tropicales de
América Latina y presenta una importante prevalencia, sin embargo, existen pocos
tratamientos disponibles en el mercado por lo que la busqueda de moléculas con
potencial farmacoldgico que actten en el pardsito Trypanosoma cruzi, causante de la
enfermedad, es necesaria considerando las graves complicaciones. Objetivo: evaluar
las potenciales proteinas blanco, disponibles en la base de datos de PDB conside-
rando como pardmetro inicial, la similitud con proteinas humanas ¢ identificar
potenciales inhibidores del blanco elegido por medio de acoplamiento molecular.
Metodologia: se realiz6 una evaluacién de las proteinas del parasito por medio de
alineamiento de secuencias y posteriormente un cribado virtual por acoplamiento
molecular con bases de datos y recursos informdticos disponibles en el Centro de
Cémputo Avanzado de la Universidad de Texas (TACC), y se evaluaron los mejores

resultados en funcién de afinidad, farmacocinética y toxicidad. Resultados: el
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blanco molecular elegido fue la dUTPasa. Posterior al cribado virtual se seleccio-
naron 12 moléculas que presentan potencial inhibidor de estas, la 4-{3-[3-(trifluoro-
metil)fenilJisoxazol-5-il}pirimidin-2-amina es una de las moléculas con mejor perfil

para convertirse en candidato en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Palabras claves: Cribado virtual, acoplamiento molecular, chagas, T cruzi dUTPasa.

SUMMARY

Molecular docking of the Trypanosoma cruzi dUTPase for
identification of inhibitors in Chagas disease treatment

Introduction: Chagas disease is endemic to the tropical areas of Latin America
and has an important prevalence, however, there are few treatments available in the
market, so the search for molecules with pharmacological potential that can act in
the same way as the disease, it is necessary considering the serious complications.
Aim: to evaluate the possible target proteins available in the PDB database, consid-
ering the similarity with human proteins as an initial parameter and identify poten-
tial inhibitors of the chosen target using molecular docking. Methodology: an eval-
uation of the parasite proteins was carried out by means of sequence alignment and
subsequently a virtual molecular coupling screening was performed with databases
and computer resources available at Centro de Cémputo Avanzado de Universidad
de Texas (TACC), and the best results were evaluated based on affinity, pharmacoki-
netics, and toxicity. Results: the molecular target chosen was the dUTPase. After
virtual screening, 12 moles showing inhibitory potential were selected of these, 4- {3-
[3- (trifluoromethyl) phenyl] isoxazole-5-yl} pyrimidine-2-amine is one of the mole-

cules with the best profile to become a candidate in the treatment of Chagas discase.

Keywords: Virtual screening, molecular docking, chagas disease, 77 cruzi dUTPase.

REsumMoO

Docking molecular da dUTPase do Trypanosoma cruzi para
identificagao de inibidores no tratamento da doenca de Chagas

Introdugio: a doenga de Chagas ¢ endémica das dreas tropicais da América Latina
e possui importante prevaléncia, porém, poucos sio os tratamentos disponiveis no

mercado, por isso a busca por moléculas com potencial farmacoldgico que possam
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atuar da mesma forma que a doenga, ¢ necessdrio considerando as complicagdes graves.
Objetivo: avaliar as possiveis proteinas-alvo disponiveis na base de dados do PDB,
considerando a similaridade com proteinas humanas como parimetro inicial e iden-
tificaio de potenciais inibidores do alvo escolhido por meio de acoplamento mole-
cular.. Metodologia: uma avaliagio das proteinas do parasita foi realizada por meio
de alinhamento de sequéncias e posteriormente foi realizada uma triagem de acopla-
mento molecular virtual com bancos de dados e recursos computacionais disponiveis
no Centro de Cémputo Avanzado de Universidad de Texas (TACC), e os melhores
resultados foram avaliados com base na afinidade, farmacocinética e toxicidade. Resul-
tados: o alvo molecular escolhido foi a dUTPase. Apés a triagem virtual, 12 moles
mostrando potencial inibitdrio foram selecionados destes, 4- {3- [3- (trifluorometil)
fenil] isoxazol-5-il} pirimidina-2-amina é uma das moléculas com o melhor perfil para

se tornar um candidato no tratamento da doenga de Chagas.

Palavras-chave: Triagem virtual, docking molecular, doenca de chagas, 7. cruzi dUTPase.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es causada por el pardsito protozoo Trypanosoma cruzi. Es
endémica de América Latina, donde afecta a 21 paises y es reconocida por la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS) como una de las 17 enfermedades tropicales desaten-
didas en el mundo [1]. La enfermedad es transmitida por la subfamilia Triatominae de
la chinche, de la cual 123 especies son conocidas por ser vectores naturales del pardsito.
Ademas de esto, la enfermedad también se expande geograficamente debido a la migra-
cién del vector por el cambio climético y, sin embargo, las opciones de tratamiento
siguen siendo limitadas e ineficaces [2, 3]. Estas consisten en dos firmacos utilizados
desde la década de los 70, nifurtimox y benznidazol [4]; ambos se activan por medio
de una nitrorreductasa tipo I dependiente de NADH localizada a nivel mitocondrial
y se ha demostrado que la disminucién de la actividad de esta enzima juega un papel
importante en la resistencia a estos tratamientos [5]. Ademads de esto, Nifurtimox es un
férmaco de estrecho margen terapéutico y el tratamiento puede presentar reacciones
adversas tales como: neuropatia periférica y depresion de médula dsea que pueden ser
severas y acompafiarse de fiebre, inflamacién ganglionar y edema que corresponden a
sintomas de hipersensibilidad a antimicrobianos [6].

Existen diferentes proteinas del pardsito que pueden ser blancos moleculares para el
desarrollo de nuevos firmacos en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. En las
tltimas décadas se han estudiado diferentes rutas metabélicas del parasito que pueden
ser moduladas para obtener resultados terapéuticos tales como las de la biosintesis de
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ergosterol y los sistemas enzimaticos redox [7]. También se han estudiado proteinas
involucradas en la adhesién a las células del huésped como la transialidasa [8] y otras
proteinas como la tripanotién reductasa y la superéxido dismutasa que actian pro-
tegiendo al parasito del dafo generado por las especies reactivas del oxigeno [9]. Sin
embargo, no se han logrado descubrir ni disenar inhibidores potentes de estas enzimas
[8]. Estrategias adicionales se han usado para el descubrimiento de nuevos firmacos
entre las que se incluye el modelado 77 silico de proteinas del pardsito homdlogas a pro-
teinas de funcién conocida en otras especies [10], presentidndose las desventajas deriva-
das de no disponerse de estructura cristalizada. También se han evaluado compuestos
de actividad farmacoldgica conocida para inhibir rutas metabélicas especificas como la
biosintesis de ergosterol, la glucélisis, el metabolismo del pirofosfato, entre otras rutas
[11]; asi mismo, presentdndose desventajas como la alta probabilidad de manifestacion
de eventos adversos, por lo tanto, la evaluacién y aproximacién a nuevos blancos mole-
culares resulta necesaria para el desarrollo de tratamientos adecuados.

La dUTPasa (desoxiuridina trifosfato nucleétido hidrolasa) es una enzima que cata-
liza la reaccién de ruptura hidrolitica del dUTP (desoxi uridin trifosfato) generando
pirofosfato y dUMP (desoxi uridin monofosfato) como productos. La funcién de
esta enzima es necesaria para generar los sustratos de la timidilato sintasa que es la
responsable de la sintesis de dTMP (desoxi timidin monofosfato) y por lo tanto estd
relacionada con el aporte del nucle6tido timina para la sintesis del ADN. En orga-
nismos cucariotas existen vias adicionales para sintetizar los sustratos de la enzima
timidilato sintasa, por lo que en estos organismos es de especial importancia una
segunda funcién de la dUTPasa que consiste en mantener el dUTP en muy bajas
cantidades evitando que este nucledtido se adicione equivocadamente al ADN. La
ADN polimerasa no puede diferenciar entre el dUTP y el dTTP (desoxi timidin tri-
fosfato), por esto, se necesita que la proporcién de estos nucledtidos se encuentre en
6rdenes de 1:1x10%, con el objetivo de que el sustrato principal en la sintesis del ADN
seael dTTP y no se adicione uracilo al ADN [12, 13]. Cuando la cantidad de JUTP
aumenta se facilita el ingreso de uracilo al ADN con lo que se inician mecanismos de
ruptura y reparacién que terminan con una fragmentacion del ADN y muerte celu-
lar [12]; se ha demostrado que el bloqueo o el inadecuado funcionamiento de esta
enzima lleva a letalidad en los organismos [14].

El grupo mis comun de dUTPasas, distribuidas en organismos desde mamiferos
hasta bacterias y retrovirus, corresponden a un grupo de proteinas homotriméricas,
compuestas fundamentalmente de hojas plegadas beta y presentan cinco dominios
conservados localizados en las interfases de las subunidades donde se constituyen los
sitios activos [15]. LadUTPasa de 7. cruzi, por el contrario, es una proteina dimérica
que no presenta ninguno de los 5 dominios conservados en los sitios de accién de las
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proteinas homotriméricas y constituye una familia de secuencias diferentes en rela-
cién tanto a las proteinas monoméricas como las triméricas [16]. Se ha demostrado
que la expresién de la dUTPasa es fundamental en Leishmania major y debido al alto
grado de similitud de esta proteina entre tripanosométidos se puede extrapolar la
importancia a otros pardsitos de la familia como 7. cruzi [16].

MATERIALES Y METODOS

Seleccién del blanco

Se realizé una busqueda de las proteinas cristalizadas usando el pardmetro “77ypano-
soma cruzi” en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) y una seleccién basada
en el menor porcentaje de similitud con proteinas humanas. Se tomaron secuencias
en formato Fastay se realizé el alineamiento de cada una usando la herramienta basica
de busqueda de alineamiento local para proteinas pBLAST  del Centro Nacional
de Informacién Biotecnoldgica de Estados Unidos NCBI. Se eligié la base de datos
psitKB/Swiss-Prot(swissprot) ya que esta es una base de datos exhaustiva y de alta
calidad que abarca todas las secuencias tanto caracterizadas como inferidas disponi-
bles publicamente [17]. En los pardmetros del algoritmo, considerando el objetivo
de la busqueda, se usé la matriz de alineamiento BLOSUM 62, ya que esta matriz
es superior que las matrices PAM para evaluacién de homologia y presenta mejores
resultados comparativamente con BLOSUM 45 y BLOSUM 80 [18]. Se selecciond
el organismo Homo sapiens, se establecié un costo de brecha de 11 por existenciay 1
por extension.

Los resultados se analizaron evaluando los valores de guery cover e identidad obtenidos
de los alineamientos, se tomé de base un umbral méximo de 10 % en el guery cover
para analizar las proteinas que cumplian con porcentajes inferiores a ese valor. Se revisé
la importancia bioldgica de la via en la que actta la enzima y si se habian conducido
estudios que buscaran inhibidores de estas. Luego de esto, se realizé un analisis del sitio
activo de la proteina; se corri6 un protocolo de alineamiento PSI-BLAST y se compa-
raron los resultados del pPBLAST y el PSI-BLAST en las secuencias alineadas con los
aminodcidos del sitio activo de la proteina para evaluar si se encontraban similitudes
entre estos y evaluar la viabilidad de la proteina como blanco.

Andlisis y preparacion del blanco

Se evaluaron las estructuras cristalizadas de la proteina blanco elegida y se realizé la
eleccién para el proceso de cribado, considerando que dicha estructura tuviera las subu-
nidades en las que se encuentra el sitio activo y el ligando cristalizado. Posteriormente,
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se reviso el reporte de validacién de la estructura y se realizé la preparacion de la misma
usando el soffware maestro 11.3 de Schrédinger; para esto, se establecieron condiciones
de pH de 7,3 para determinar los estados de protonacién de las cadenas laterales ya que
estas son las condiciones de pH a las que se encontrard la proteina en el pardsito [19];
se evaluaron los residuos en los que se presentaban problemas en las cadenas laterales
y se optimizaron. Luego de esto, la proteina procesada se llevé al soffware AutoDoc-
KTools-1.5.6 de Scripps donde se calcularon cargas atémicas parciales y se eliminé el
ligando cristalizado para tener la estructura final que se someti6 al proceso de cribado.

Considerando que la plataforma DrugDiscovery del Centro de Cémputo Avanzado
de la Universidad de Texas (TACC) usa el sistema AutoDock Vina para realizar cri-
bado virtual [20], se validé el método de acoplamiento realizando un reacoplamiento
in house del ligando enddgeno de la proteina usando el mismo soffware de cribado.
Inicialmente, se usé AutoDockTools para determinar la posicién tridimensional del
ligando, se establecié el tamano y las posiciones x, y y z del centro del grid en el sitio
activo, el cual abarca la totalidad de este. De acuerdo con esto, los valores definitivos
usados para el grid fueron: Centro x: 9779, Centro y: 3585, Centro z: 55 438; 68 pun-

tos en dimensién x, 64 puntos en dimension y, 66 puntos en dimension z.

Luego se usé el soffware maestro para disefiar la estructura del ligando endégeno y se
llevé dicha estructura al soffware MarvinSketch versiéon 18.24 de ChemAxon para
determinar los estados de protonacién y cargas parciales de la molécula a las condi-
ciones de pH ya mencionadas, segin los resultados de la especie mayoritaria a pH 7,3;
se ajustaron cargas de la estructura en maestro y se llevé al soffware AutoDockTools
para determinar enlaces rotables y cambiar formato de archivo para el proceso de aco-
plamiento. Con los archivos de ligando y proteina preparados se realizé el proceso de
reacoplamiento usando los tamanos de grid y centros determinados previamente y se
us6 un valor de exhaustividad de 100; se realizé el proceso de acoplamiento del ligando

mévil usando el soffware AutoDock Vina (Scripps) [21].

Se calculé el valor de desviacion de raiz cuadrada media de posiciones atdmicas (RMSD),
entre el ligando cristalizado y el mejor resultado del acoplamiento para determinar si el
valor es 2,5.0 A, considerando que esta es la medida aceptada para una conformacién
bien acoplada en relacién con la estructura determinada experimentalmente [22].

Cribado virtual

Se corri6 el proceso de cribado en la plataforma DrugDiscovery de TACC, usando
el archivo de la proteina preparada y el tamano de grid seleccionado previamente. Se
usaron tres de las bases de datos disponibles: la base de prueba (base de resultados répi-
dos y numero limitado de ligandos que permite obtener resultados previos de forma
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rapida), la base de compuestos disponibles comercialmente de ZINC (46 702 ligan-
dos) y la base de datos de compuestos naturales (194 090 ligandos).

Seleccidén de moléculas candidato

De los resultados del proceso de cribado en TACC se tomaron aquellos que tenfan
mejores valores de score (valores de mejor energia libre de unién calculada con relacion
a la energia libre entre el blanco y el ligando enddgeno), comparados con el resultado
del reacoplamiento 7z house realizado durante la validacién del método de acopla-
miento. Para evaluar los resultados arrojados por TACC se realizé inicialmente una
seleccion entre las moléculas que cumplian los valores adecuados de score, para esto, se
revisaron en PyMOL estas moléculas y se descartaron aquellas que presentaban peso
molecular mayor a 500 Dalton y estructuras con interacciones unicamente hidrofébi-
cas; posteriormente, a las moléculas restantes se les realiz6 un acoplamiento molecular
in house, iniciando por las moléculas de mayor score para corroborar los datos entre-
gados por TACC. Para esto, inicialmente se llevaron los archivos de las moléculas al
software maestro, se prepararon las estructuras y se llevaron al soffware Marvin donde se
realizaron los diagramas de distribucién de especies, alli se determin la especie mayo-
ritaria a pH 7,3 para ajustar cargas y estados de protonacion en el soffware maestro de
la especie que se someteria a acoplamiento iz house. Cada molécula fue llevada pos-
teriormente al soffware AutoDockTools para revisar enlaces rotables y prepararla en
el formato adecuado para el acoplamiento molecular. Posteriormente, se les realizé el
proceso de acoplamiento con AutoDock Vina y se revisaron los resultados. Luego de
esto, a cada molécula se le calcularon propiedades fisicoquimicas indicadoras de far-
macocinética tales como LogP, aceptores y donadores de puentes de hidrdgenos con
el soffware Marvin y se evalud potencial de toxicidad evaluando los resultados en 13
modelos de la plataforma Xundrug.cn. determinando la viabilidad de las moléculas
para fases posteriores de investigacion como estudios iz vitro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se decidi6 usar pBLAST para realizar la seleccion del blanco entre las proteinas crista-
lizadas de 7. cruzi disponibles en PDB, considerando que la busqueda del porcentaje de
similitud entre secuencias a través de alineacién bésica local es un método para aproxi-
marse a la identificacién de homologia entre proteinas [21]. Teniendo en cuenta que se
buscaban las proteinas con el menor porcentaje de similitud en relacién con proteinas
humanas, se decidi6 tomar el valor limite de 10 % de guery cover para evaluar aquellas
que presentaban valores iguales o inferiores a dicho valor. Se excluyeron las proteinas
que no presentaban similitud significativa (NR), ya que este resultado se puede presen-
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tar en secuencias con valor esperado (E value) superior al umbral maximo establecido
para el proceso (expect threshold); esto debido a que el valor E se ve afectado por la
longitud de la secuencia [23]. Igualmente, se realizé la mencionada exclusién, consi-
derando que dicho resultado se obtiene en proteinas con elevadas secuencias de baja
complejidad, en las cuales, por el proceso de filtracién del alineamiento se alteran los
resultados por aumento de significancia estadistica sin relacién con importancia bio-

légica [24].

Se evaluaron 271 secuencias, se excluyeron 51 del total de 322 arrojadas en la busqueda,
al corresponder a microorganismos diferentes a 7. cruzi. Como se observa en la tabla 1,
se encontraron siete secuencias que corresponde a tres proteinas con un porcentaje de
Query cover inferior al 10 %. Dichas proteinas son: la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(cédigo PDB 1112), de la cual se alined el 8 % de la secuencia con 32 % de identidad; la
glucoquinasa (c6digos SBRD, SBRE, SBRF y SBRH) con un 9 % de la secuencia ali-
neaday 32 % de identidad y la dUTPasa (cddigos IOGLy 10GK) 9 % de la secuencia
alineada con 47 % de identidad.

Tabla 1. Listado de proteinas de 7. cruzi con query cover inferior al 10 % en relacidn con proteinas

humanas.
Cédigo PDB Nombre Query cover (%) Identidad (%)
1112 PEPCK* 8 32
5BRD, 5BRE, 5BRE, SBRH Glucoquinasa 9 32
10GL, 10GK dUTPasa 9 47

*PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

Se selecciond la dUTPasa considerando que, aunque las tres proteinas participan en
vias metabélicas necesarias para la supervivencia del parésito, de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa y la glucoquinasa ya se han buscado inhibidores en otros trabajos [25,
26]y que ladUPTasa es una enzima que tiene diferencias estructurales importantes con
proteinas de actividad catalitica similar en mamiferos y presenta una ventaja impor-
tante que corresponde a su doble funcién considerando que, ademas de generar el sus-
trato de la timidilato sintasa, evita que se aumente la proporciéon dUTP-dTTP, lo que
es necesario para la supervivencia del parésito [12]. Revisando entonces los resultados
del alineamiento de la dUTPasa se encontré que solo se obtuvo un valor significativo
de alineamiento con proteinas humanas y corresponde a la proteina no caracterizada
c4orf19 con valor E de 9,1; y al evaluar las dos secuencias se hallé que no se presenta
similitud en los aminoacidos del sitio activo. Del resultado del PSI-BLAST ala secuen-
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cia I0GK se obtuvo que, para valores de E menores al umbral no se encontré ningun
resultado, para valores de E superiores al umbral se obtuvieron 4 resultados en el que el
mayor query cover corresponde a la proteina Anillin, en la cual, no se presenta similitud
significativa con el sitio activo de la proteina dUTPasa. Demostrando con todo lo ante-
rior, la viabilidad de la proteina como potencial blanco molecular.

Figura 1. A. Alineamiento de secuencias entre la dUTPasa (1OGK) y la proteina no caracterizada
c4orf19, tnico alineamiento de valor significativo con proteinas humanas usando pBLAST. B. Ali-
neamiento con PSI-BLAST entre la dUTPasa y anillin, proteina que presenté el mayor guery cover

para valores de E superiores al umbral.

Considerando que se encuentran dos estructuras de la dUTPasa, reportadas por los
mismos autores [16], las cuales corresponden a los c6digos IOGL y 10GK, se realizd
la evaluacién de sus estructuras para realizar la seleccion. La estructura 1IOGL pre-
senta mejores pardmetros de cristalizacién tales como: una resolucién de 2,4 A, valor
de clashscore de 5,0 y porcentaje de valores atipicos de Ramachandran de 0.0%. Por
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otra parte, la proteina 10GK presenta una resolucién de 2,85 A, clashscore de 16 y
porcentaje de valores atipicos de Ramachandran de 2,3 %. Sin embargo, se decidié usar
la estructura 1OGK porque esta estructura se encuentra en complejo con el ligando y
contiene las subunidades A y B, esto es necesario teniendo en cuenta que el sitio activo
se ubica entre estas dos subunidades [16].

Adicionalmente, se revisé el reporte completo de validacién de la estructura cristalo-
gréfica de la proteina dUTPasa (c6digo 10GK) [27], encontrando que el valor de R,
que se usa como medida de la calidad del modelo atémico, presenta un valor de 0,205,
muy cercano al valor tipico de 0,2 para este parametro [28]. De igual forma, el valor de
R-free que corresponde a una medida disefiada para reducir el sesgo presente en el valor
R, presenta un valor de 0,267, cercano al valor tipico de 0,26 [28, 29].

Adicionalmente, se evalud la integridad del sitio activo de 10GK, que corresponde a
la zona que se usé para el cribado virtual y la identificacién de potenciales inhibidores.
Para esto, se tomd el reporte general de validacion de la estructura y se revisaron los
aminodcidos con valores atipicos de dngulos de enlace, se observaron valores alterados
en 2 aminodcidos del sitio activo que corresponden a los residuos 52 (4cido glutdmico)
y 77 (4cido glutdmico), ambos de la subunidad B; este tltimo residuo presenta un valor
atipico de longitud de enlace de 1,61 A (4tomos CG-CD) contra un valor ideal de 1,51
A. En cuanto ala revisién de los angulos diedros, en el mapa de Ramachandran, no se
encontrd ningin aminodcido con valores atipicos. Considerando que se tiene un valor
de clashscore elevado, se evaluaron los solapamientos entre dtomos, encontrandose que
se reporta solapamiento de un hidrégeno del residuo 209 (tirosina) con un oxigeno del
residuo 204 (arginina), ambos de la subunidad B, cuyo valor de superposicién es de
0,49 A. En tirosina 209, se reporté una superposicién de 0,49 A de un carbono con un
hidrégeno de la lisina 63 de la subunidad A y con un carbono de este mismo residuo,
lisina 63, con un valor de 0,46 A. Asimismo, al usar la herramienta Protein Preparation
Wizard de maestro, se encontré una superposicion adicional entre el oxigeno del resi-

duo 201 (asparagina) con un hidrégeno del residuo 205 (glicina) de la subunidad A.

De los 17 aminodcidos del sitio activo se encontraron problemas en 4 de ellos, por lo
que se decidi6 realizar una preparacién de la proteina con el médulo Protein Prepara-
tion Wizard del soffware maestro para solucionar los problemas observados desde el
reporte de validacién [27]. Considerando que todos los solapamientos observados en
el sitio activo se presentaban con dtomos de hidrégenos se decidi6 remover los hidrége-
nos originales antes de anadir hidrégenos en maestro y usar la herramienta para mini-
mizar hidrégenos de especies alteradas; ademds de esto, se establecié un pH de 7,3 y
usar la herramienta Propka determinando los estados de ionizacién de las especies de
las cadenas lateralesy las especies tautoméricas estables de las histidinas.
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En la figura 2 se presenta el sitio activo de la dUTPasa de 7. cruzi tanto en representa-
cién 3D como 2D con el ligando de la estructura cristalizada. Se muestran los aminoa-
cidos con los que interactda el ligando enddgeno, en este sitio se ubicé el grid para el
proceso de cribado virtual.

Figura 2.A. Vista 3D del sitio activo de la dUTPasa de 7. cruzi con ligando cristalogrifico dUDP
(lugar de localizacion del grid). B. Vista 2D del sitio activo con los amino4cidos que presentan inte-

racciones con el ligando.

Se us6 AutoDock Vina, ya que ademas de ser el sistema usado por la plataforma Drug
Discovery de TACC [20], es un programa calibrado con 30 complejos proteina ligando

750



Acoplamiento molecular sobre la proteina dUTPasa de Trypanosoma cruzi

con constantes de acoplamiento determinadas experimentalmente y es uno de los pro-
gramas que predice las mejores posiciones con los mejores puntajes [30]. Para evaluar
si las posiciones son correctamente acopladas en relacién con la estructura determinada
experimentalmente, se tomd la especie quimica mayoritaria a pH 7,3 del dUTP que se
encuentra en un 48 % segtn se determiné usando soffware Marvin. El mejor resultado
arrojado del proceso de acoplamiento en AutoDock Vina presentd una afinidad cal-
culada de -8,9 kcal/mol, al determinar el valor de RMSD en PyMOL en relacién con
la estructura del ligando cristalizado se obtuvo un valor de 1,4 A, demostrando que
el programa usado para el acoplamiento es capaz de reproducir el modo de unién del
ligando cristalizado.

CRIBADO VIRTUAL Y SELECCION DE MOLECULAS CANDIDATO

Considerando que se buscan moléculas que puedan actuar como inhibidores competi-
tivos de la enzima, se descartaron los resultados con valores de score mas positivos que
cl obtenido para el dUTP (-8,9 kcal/mol). Asi entonces, se descartaron todos los resul-
tados de la base de prueba, ya que el mejor resultado de esta corresponde a la estructura
con codigo ZINC C00001567 de score -8,4 kcal/mol. Después de realizar el anélisis
y exclusién de resultados por tamafio molecular y estructura quimica, se realizé un
nuevo acoplamiento molecular (i7 house) de los potenciales candidatos, para confirmar
el valor de energa libre de unién calculada usando AutoDock Vina. Se realizé dicho
proceso de acoplamiento molecular iz house considerando que, aunque la plataforma
del TACC permite el acceso a potentes recursos computaciones con una interfaz de
acceso intuitivo que permite el uso de una herramienta de acoplamiento molecular
robusta como Autodock Vina [31], la plataforma tiene un estrecho rango de variables
a modificar en los proyectos enviados permitiendo definir el sitio activo, el tamafio del
grid, la libreria, pero dejando varias variables fuera de alcance.

Por lo anterior, al no poder tener control sobre todas las variables del proceso de acopla-
miento molecular, se realizé el acoplamiento iz house usando el mismo soffware mane-
jado por la plataforma, Autodock Vina, para validar los resultados obtenidos teniendo
control sobre todos los pardmetros del proceso de acoplamiento especialmente sobre la
exhaustividad. Aligual que en el caso del dUTP, se evalué la especie quimica mayoritaria
apH 7,3 para cada resultado considerando que el estado de protonacién de la molécula
tiene importancia en las interacciones entre ligando y la proteina, principalmente las
clectrostdticas que impactardn en la fuerza y especificidad de la unién [32]). Se observé
que en todos de los casos la especie mayoritaria tenfa carga neta de 0 y correspondia
a un porcentaje superior al 87 %. En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
del acoplamiento 77z house para las potenciales moléculas candidato; se puede observar
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que al controlar todos los parametros del acoplamiento se presentan cambios en los
resultados para algunas moléculas, sin embargo, no se excluyd ningun resultado consi-
derando que todos los valores fueron mas positivos que -8,9 kcal/mol. Las variaciones
observadas en algunos resultados presentados en la tabla 2, pudieron ocurrir debido a
que la exhaustividad usada por el AutoDock Vina del TACC pudo no ser suficiente
para reproducir los resultados iz house, posiblemente, debido a que el tamano del grid,
al ser superior a 30 A en cada eje, requerfa un aumento de exhaustividad [33].

Tabla 2. Listado de potenciales moléculas candidato con su correspondiente puntaje de afinidad.

Cédigo ZINC Base de TACC Porcentaje de la Acoplamiento

de la molécula datos (kcal/mol) | especie mayoritaria* | iz house (kcal/mol)*™
ZINC00124103 ZINC -11,7 100 -11,4
ZINC02157508 ZINC -11,4 100 -11,4
ZINC01040055 ZINC -11,1 99,1 -10,3
ZINC01044975 ZINC -10,9 99,9 -10,8
ZINC15670188 | ZINCN.P. -11,5 87,3 -11,5
ZINC15670345 | ZINCN.P. -11,5 87,6 -11,4
ZINC20460463 | ZINCN.P. -11,3 95,9 -11,3
ZINC20464484 | ZINCN.P. -11,2 87.3 -11,2
ZINC15670144 | ZINCN.P. -11,2 87,6 -11,2
ZINC03846627 | ZINCN.P. -11,1 96,4 -11,1
ZINCO01777088 | ZINCN.P. -11,0 99,9 -11,1
ZINC02203974 | ZINCN.P. -11,0 100 -11,0
ZINC09576136 | ZINCN.P. -11,0 96,5 -10,9

*Porcentaje de la especie quimica mayoritaria a pH 7,3 ** Sometida a acoplamiento iz house (columna 5). La base de datos

Zinc N.P. corresponde a la base de compuestos naturales.

Para la evaluacién de caracteristicas indicadoras de un adecuado perfil farmacociné-
tico de un firmaco de administracién oral, se realizé el analisis del perfil de absor-
cién por via oral, segtin las reglas de Lipinski, las cuales enuncian que una adecuada
biodisponibilidad se tendrd en moléculas que cumplan al menos 3 de los siguientes
criterios: masa molecular menor a S00 daltons, menos de S donadores, menos de 10
aceptores de puentes de hidrégeno y un valor de Log P calculado menor a 5 [34]).
Segtin los resultados mostrados en la tabla 3, basados en los anteriores criterios, nin-
guna de las moléculas estudiadas presentaria pobre absorcién por via oral. Se observa
que todas las moléculas cumplen al menos 3 de los criterios mencionados anterior-
mente, sin embargo, aunque alguna de las moléculas hubiera incumplido las reglas
de Lipinski, no se excluiria de los analisis posteriores teniendo en cuenta que, a pesar
de ser un criterio orientador en el desarrollo de firmacos no implica que el potencial
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activo sea inviable desde punto de vista farmacocinético, dejando abierta la posibili-
dad, por ejemplo, de una administracion parenteral [35]. Asi entonces, este andlisis
se reporta para dar indicios de la via de administracién que podria llegar a ser usada
en fases posteriores de investigacion.

Adicionalmente, se evaluaron las moléculas bajo los 13 modelos de toxicidad dispo-
nibles en el servidor eMoltox que corresponden a toxicidad mitocondrial, hepatica,
cardiaca, respiratoria, renal, reproductiva, en sistema nervioso central, oral aguda,
mutagenicidad/genotoxicidad, carcinogénesis, citotoxicidad, sensibilizacién en piel y
efectos sobre citocromo P450. eMoltox predice la toxicidad usando datos conocidos
mediante un desarrollo de aprendizaje automdtico [36]. Se tomaron los datos de la
principal accidn que presenta el mayor valor de confianza por cada molécula.

Como se puede observar en la tabla 4, para la mayoria de estas moléculas los efectos
téxicos se podrian presentar a nivel hepdtico, esto se evidencia al predecirse efectos
en proteinas como la bomba exportadora de sales biliares que es el principal transpor-
tador de lipidos y 4cidos biliares en la membrana del canaliculo de los hepatocitos y
cuya expresion irregular se relaciona con alteracion en la secrecién de 4dcidos biliares
[37]. También se puede observar que en las moléculas con cédigos ZINC02157508
y ZINCO01040055 se predicen posibles efectos en el receptor hepético X alfa o LRXa
con valores de confianza superiores a 0,99; esta macromolécula actia como sensor de
colesterol y se tiene la hipétesis que participa en los mecanismos de regulacién de con-
version de colesterol a sales biliares regulando la expresion de la enzima 7a-hidroxilasa,
se ha demostrado que la actividad de esta enzima también se relaciona con la regula-
cién de los niveles de LDL [38]. La molécula cédigo ZINC01777088, segun la pre-
diccién obtenida, podria tener efectos a nivel del receptor farnesoide X (FRX) que se
expresa en altos niveles en tejidos intestinales y hepdticos y se encuentra asociado con
la regulacién de colesterol, glucosa, lipidos y acidos biliares [39]. Por otra parte, las
moléculas en las que se predice i silico la mayor seguridad son ZINC00124103 ya que
el principal efecto relacionado con toxicidad corresponde a una inhibicién metabélica
de CYP 1A2, que corresponde al 13 % del citocromo en el higado y es una de las enzi-
mas mdas importantes relacionada con la biotransformacién de medicamentos como
acetaminofén, amitriptilina, propranolol y warfarina entre otros [40], y las moléculas
ZINCO01044975, ZINC20460463, ZINC20464484 y ZINC15670144, en las que no

se encontraron efectos téxicos en los modelos evaluados.

Al evaluar las interacciones entre los potenciales candidatos y la dUTPasa usando free
maestro, se evidencia que todas las estructuras presentan interacciones con las regiones
de unién a fosfatos, a uracilo y a desoxirribosa del dUTP. Como se observa en la tabla 5,
la mayoria de los aminodcidos involucrados en las interacciones de los potenciales can-
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Tabla 4. Valores de la principal accién tdxica y el valor de confianza de esta para las potenciales

moléculas candidato.

Molécula (cédigo ZINC) | Confianza Accién
ZINC00124103 0,988 Inhibicién de CYP1A2
ZINC02157508 0,998 Agonista del receptor hepético X alfa.
ZINC01040055 0,994 Agonista del receptor hepético X alfa.
ZINC01044975 No se encontré accién téxica en los modelos evaluados.

Citotoxicidad diferencial contra lineas celulares de pollo
ZINC15670188 0,983 DT40 isogénicas con vias conocidas de respuesta al dafio
en el ADN-Linea celular mutante RadS4 / Ku70

Antagonista de la via de sefalizacién del receptor X

ZINCO01777088 0,993

farnesoide (FXR)
ZINC02203974 0,997 Bloqueo de la bomba exportadora de sales biliares
ZINC20460463 No se encontré accién tdxica en los modelos evaluados.
ZINC20464484 No se encontré accién tdxica en los modelos evaluados.
ZINC15670144 No se encontré accién tédxica en los modelos evaluados.
ZINCO3846627 0.995 Antagonista de la via d’e sefializacion del receptor de

estrogenos alfa.

ZINC15670345 1,0 Modulador de purinoreceptor P2X3.
ZINC09576136 0.995 Antagonista de la Zl;iegz:;asl;zlzg.lon del receptor de

didatos concuerdan con las reportadas para el ligando endédgeno [16]. De los resultados
mostrados en la tabla 5, se puede observar que por lo menos dos de los aminoécidos invo-
lucrados en la interaccién con fosfatos en el dUDDP, resultan ser de alta importancia para
las potenciales moléculas candidato, dichos aminoacidos corresponden a Lisina 197 y
Arginina 204 de la subunidad B; con el primero, se presentan interacciones tipo m-cation,
puente de hidrégeno e interacciones dipolares en dos moléculas diferentes para cada tipo
de interaccion, en el caso la molécula con mejor puntuaciéon (ZINC00124103), como
se puede observar en la figura 3, este aminodcido ademds de presentar interaccién tipo
T-cation, actia como donador de puente de hidrégeno lo que también sucede con la
molécula ZINC01044975. En el caso de Arginina 204 de la subunidad B, se puede ver
su importancia al presentar interacciones de diferentes tipos, ya sea puente de hidrégeno,
T-cation o por dipolos con todas las potenciales moléculas candidato.

Se observa que en la region de unién a uracilo resultan ser importantes las interacciones
hidrofébicas al encontrarse que la mayoria de las moléculas evaluadas presentan inte-
raccién con metionina 29 de la subunidad By triptéfano 61 de la subunidad A, interac-
ciones que presenta también el ligando endégeno. La naturaleza principalmente apolar
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Figura3.Interaccionesdelamoléculacandidatoque presentanlamejor puntuacion, ZINC00124103
(4-{3-[3-(trifluorometil )fenil ]isoxazol-5-1}pirimidin-2-amina) con el sitio activo de la dUTPasa en
vistas A. 3D y B. 2D.

de las partes de las moléculas que interactiian con esta regién del receptor permite que
se presenten interacciones hidrofébicas con residuos de aminodcidos diferentes a los
reportados para el ligando enddégeno como leucina 25 y triptéfano 42 de la subunidad
B. También es importante resaltar que la interaccién por apilamiento -7 que presen-
tan las moléculas candidato con triptéfano 62 de la subunidad A, en esta regién de
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unién con uracilo, parece tener gran importancia para la afinidad de los potenciales
inhibidores teniendo en cuenta que todas las moléculas presentan esta interaccion.

En dos de las moléculas en las que se calcularon las menores energfas libres de unién
(ZINC02157508, ZINC20460463) y por lo tanto en las que se esperarfan los comple-
jos de unién mads estables, se observa interaccion tipo pi-catién con lisina 197 por lo
que se podria relacionar esta interaccién con el incremento de estabilidad de la forma-
cién de complejo enzima-inhibidor.

Se excluye como potencial candidato a firmaco la molécula cédigo ZINC15670345
considerando que esta solamente se diferencia en un metilo de la molécula codigo
ZINC15670188, la presencia de dicho metilo no muestra interacciones adicionales con
los aminoécidos de la proteina lo que es coherente con los resultados del proceso de aco-
plamiento mostrados en la tabla 2, donde se puede observar que la diferencia entre las pun-
tuaciones de ambas moléculas es solamente de 0,1 kcal/mol siendo mayor en la molécula
cédigo ZINC15670188 lo que puede deberse a que la ausencia del grupo metilo en esta

molécula favorece la formacién de puentes de hidrégeno con Lisina 63 de la subunidad A.

De los resultados obtenidos se puede observar que la molécula que presenta un mejor
balance entre los resultados indicadores de actividad y de seguridad #7-silico corres-
ponde a la molécula 4-{3-[3-(trifluorometil)fenil Jisoxazol-5-1} pirimidin-2-amina con
cédigo ZINC00124103 ya que ademds de calcularse energfa libre de unién de -11,4
kcal/mol, no se encontraron efectos severos dentro de los modelos de toxicidad. Asi
entonces, esta serfa una primera opcion para evaluacién de dindmica molecular y esca-
lado a estudios iz vitro de seguridad y efectividad. Sin embargo, las moléculas restantes
también podrian llegar a ser opciones viables teniendo en cuenta que en cuatro de ellas
no se encontraron efectos de toxicidad iz silico.

CONCLUSIONES

La proteina dUTPasa de Trypanosoma cruzi es un blanco viable para el disefio e investi-
gacién de nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, esto se fun-
damenta entre otros, en la alta diferencia que presenta el sitio activo en comparacién
con proteinas que ejercen la misma actividad catalitica en humanos; asi entonces, se
hace viable la investigacién de moléculas que actien sobre este blanco como potencia-
les moléculas candidato. Debido a esto, se condujo una busqueda de moléculas que tras
procesos de acoplamiento presentan afinidad por la enzima blanco, encontrandose 12
moléculas con potencial unién y bloqueo del sitio activo de la enzima ademas de ade-
cuadas caracteristicas moleculares indicadoras de farmacocinética. Entre estas molé-
culas, la de menor energia libre de unién calculada con la proteina blanco y menores
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posibilidades de efectos téxicos corresponde a la 4-{3-[3-(trifluorometil ) fenil ] isoxazol-

5-1}pirimidin-2-amina que puede ser una potencial molécula candidato para estudios

posteriores de dindmica molecular y pruebas 77 vitro en cultivos del parasito.
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