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Resumen
En los ultimos afios, ha crecido el interés por disefar nuevos inhibidores de

glutaminasas codificadas por GLSI, ya que esas enzimas se encuentran sobreexpresadas
en diferentes tipos de cancer y favorecen el metabolismo de la glutamina. Este ultimo es
un nutriente esencial para la proliferacion de células cancerosas, por lo que inhibiendo
la glutaminasa, se busca disminuir sustancialmente la glutamina y con ello la
proliferaciéon del tumor. Sin embargo, so6lo se han descrito pocos inhibidores de
glutaminasas y la mayoria presentan baja solubilidad. Por ello, en el presente estudio se
propuso identificar medicamentos antiparasitarios que mostraran afinidad por Ia
glutaminasa GAC, mediante simulaciones de acoplamiento y dindmica molecular:
reposicionamiento in silico. Los ensayos de acoplamiento molecular predijeron a
Posaconazol, Mebendazol y Mefloquina como potenciales inhibidores de GAC. A partir
de las simulaciones de dindmica molecular, se encontr6 que Posaconazol presenta
similar estabilidad y energia de afinidad que los controles positivos en su unién al sitio
alostérico de la glutaminasa GAC. También, Mefloquina se mantiene estable en el sitio
alostérico pero genera diferentes cambios conformacionales sobre GAC. No obstante,
el Mebendazol no mantiene su estabilidad en el sitio de union alostérico y su unioén por
GAC no seria viable. Con los hallazgos del presente trabajo, se podran realizar estudios
para demostrar in vitro la afinidad de Posaconazol y Mefloquina por GAC y si ello
resulta positivo, validar el mecanismo de accion de Posaconazol y Mefloquina sobre las

células cancerosas a través de la inhibicion de las glutaminasas.

Palabra clave: Ciancer, glutaminasa GAC, reposicionamiento, inhibidores,

simulaciones tedricas, acoplamiento molecular, dindmica molecular.



Abstract

In recent years, interest has grown in designing new GLSI-encoded glutaminase
inhibitors, since these enzymes are overexpressed in different types of cancer and favor
glutamine metabolism. The latter is an essential nutrient for the proliferation of cancer
cells, so by inhibiting glutaminase, it is sought to reduce glutamine substantially and
with it the proliferation of the tumor. However, only a few glutaminase inhibitors have
been described and most have low solubility and specificity. Therefore, the present
study proposed identifying antiparasitic drugs that show an affinity for GAC
glutaminase through coupling simulations and molecular dynamics: in silico
repositioning. Molecular docking assays predicted posaconazole, mebendazole, and
mefloquine as potential GAC inhibitors. From molecular dynamics simulations, it was
found that Posaconazole exhibits similar stability and affinity energy as positive
controls in its binding to the GAC glutaminase allosteric site. Also, Mefloquine remains
stable at the allosteric site but generates different conformational changes on GAC.
However, Mebendazole does not maintain its stability in the allosteric binding site and
its binding by GAC would not be viable. With the findings of this work, studies can be
carried out to demonstrate in vitro the affinity of Posaconazole and Mefloquine for GAC
and, if this i1s positive, validate the mechanism of action of Posaconazole and

Mefloquine on cancer cells through glutaminase inhibition.

Keywords: Cancer, GAC glutaminase, repositioning, inhibitors, theoretical simulations,

molecular docking, molecular dynamics.



I. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer

El céancer es una de las principales causas de muerte en todas las regiones del mundo,
independientemente del Indice de desarrollo humano de cada pais. Segun las
estimaciones de GLOBOCAN, en el ano 2020 hubo 19,3 millones de nuevos casos de
cancer y aproximadamente 10 millones de muertes. Se estima que, en el afio 2040, se
produzcan 28,4 millones de nuevos casos de cancer. El cancer de mama femenino es el
que mayormente se diagnostica, seguido del cancer de pulmon, colorrectal, de prostata y
de estobmago. No obstante, el cancer de pulmoén es el que ocasiona mas muertes en el
mundo, seguido del cancer colorrectal, del higado, del estbmago y de mama femenino
(1). En el Peru, en el afio 2020, se estimaron 69 869 nuevos casos de cancer y 34 976
defunciones, siendo los canceres de prostata, mama, estdbmago, colorrectal y cuello

uterino los que registraron mayor incidencia entre la poblacion peruana (2).

1.2 Biologia del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el desarrollo anormal
de las células, las cuales se dividen de manera incontrolada y reducen su tasa de
apoptosis (3). El cancer puede desarrollarse en cualquier parte del cuerpo, como en los
pulmones, en el seno, en el colon o en la sangre, y se destaca por invadir tejidos
cercanos (4). Los diferentes tipos de cancer son ocasionados por mutaciones en genes
que regulan el crecimiento y la division celular. Los cambios genéticos que causan el
cancer raramente se heredan de los padres. Por el contrario, la mayor parte de los casos
de cancer son somaticos, es decir, se generan como resultado de la exposicion a
determinados factores de riesgo, como agentes cancerigenos, el sedentarismo, la

obesidad, el tabaquismo, entre otros (3,4).

Para satisfacer sus requisitos bioenergéticos y biosintéticos, las células cancerosas
mantienen la sefializacion mitogénica activa, evaden la actividad de los supresores de
tumores, resisten a la muerte celular programada, mantienen un potencial replicativo

ilimitado, principalmente por la formacion continua de los telomeros, inducen la



angiogénesis, son capaces de diseminarse a otros tejidos del cuerpo, evaden la respuesta
inmunolodgica y reprograman su metabolismo energético para favorecer su capacidad
proliferativa (5). A todas estas caracteristicas se les conoce como “hallmarks” del

cancer, ya que estan presentes siempre en el tejido canceroso (6).

Dado el incremento en la division celular, el metabolismo energético de las células
cancerosas es muy activo. Asi, las principales vias metabolicas reprogramadas en las
células cancerosas (alteraciones metabolicas que permiten obtener y utilizar nutrientes
para sostener la proliferacion desregulada) son la glucolisis aerobica y la glutaminolisis
que se caracterizan por un catabolismo excesivo de glucosa y glutamina,
respectivamente (7). La glutamindlisis es el proceso mediante el cual las células
convierten la glutamina en metabolitos del ciclo del acido tricarboxilico (TCA).
Primero, la glutamina se convierte en glutamato a través de las enzimas glutaminasas.
Luego, el glutamato se convierte en a-cetoglutarato por la glutamato deshidrogenasa o
por un grupo de transaminasas (Figura 1). Muchos tipos de cancer dependen de este
conjunto de reacciones anapleroticas para mantener la integridad de los intermediarios
del ciclo del TCA, los cuales son precursores metabolicos criticos para la generacion de
aminoacidos no esenciales, nucleétidos, lipidos y glutation. Por lo tanto, el metabolismo

de la glutamina es indispensable para la proliferacion de las células cancerosas (8).
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Figura 1. Metabolismo de glutamina. La glutamina se absorbe en las células a través
del transportador ASCT?2. Las glutaminasas (GLS o GLS?2) catalizan la primera reaccion
de la glutamindlisis. El glutamato formado se metaboliza a a-cetoglutarato (a-KG)
mediante la accion de la glutamato deshidrogenasa (GLUD). El malato del ciclo del
TCA se puede exportar al citoplasma para generar NADPH y piruvato a través de la
enzima malica (ME). El oxalacetato (OAA) se puede convertir en aspartato, que permite
la generacion de asparagina y la sintesis de nucleotidos. El citrato del ciclo de TCA se
puede exportar fuera de la mitocondria para la sintesis de novo de acidos grasos. Figura

tomada de Yang (8).

1.3 Glutaminasas

El primer paso de la glutamindlisis es controlado por la glutaminasa, la cual se
encuentra sobreexpresada en diferentes tipos de cancer, como en el cancer de higado y
de colon, favoreciendo el metabolismo de la glutamina. Por lo tanto, inhibir su funcion

es una estrategia prometedora para el tratamiento del cancer.

La glutaminasa se expresa en humanos como dos isoenzimas: la glutaminasa de tipo
renal codificada por GLS! y la glutaminasa de tipo hepatico codificada por GLS2. El
gen GLSI estd ubicado en el cromosoma 2, consta de 19 exones y codifica dos

isoformas de glutaminasa, por el empalme alternativo de los exones. La primera es la



forma mas larga llamada glutaminasa de tipo renal (KGA) compuesta por 18 exones
(exones 1-14 + 16-19) y la segunda es una forma mas corta llamada glutaminasa C
(GAC), que contiene los primeros 15 exones del gen. Ambas isoformas son inactivas
como dimeros, pero muestran actividad catalitica cuando se encuentran como
tetrdmeros. Estas enzimas se sobreexpresan en las células cancerosas y cumplen un rol
importante en el desarrollo de neoplasias como la leucemia mieloide aguda, el cancer de
mama, el cancer colorrectal, el cancer de rifion, el cancer de pulmoén, el melanoma y el
cancer de pancreas. Por el contrario, el gen GLS2 que esta ubicado en el cromosoma 12
y contiene 18 exones, codifica dos isoformas: la glutaminasa de tipo hepatico (LGA),
que carece del exon 1, y la glutaminasa B (GAB). Estas enzimas no se sobreexpresan en

las células cancerosas y se postula que actiian como supresores de tumores (9).

Las dos isoformas codificadas por GLS! presentan una alta identidad de secuencia y sus
dominios cataliticos se pliegan de manera similar. La isoforma KGA tiene una longitud
de 669 aminoacidos, mientras que GAC tiene una secuencia de 598 aminodacidos.
Ambas secuencias son idénticas hasta el aminodcido 550 y difieren en sus extremos
C-terminales. KGA presenta un péptido sefial mitocondrial (residuos 1-16), una
secuencia para un receptor nuclear - NR box (residuos 139-143), un dominio catalitico
(residuos 221-533), tres repeticiones de ankyrin (557—650) y una sefal de degradacion
- KEN box (residuos 656-658). En GAC, también los primeros 16 residuos representan
una secuencia de localizaciéon mitocondrial, sin embargo, después de su localizacion en
las mitocondrias, los primeros 72 residuos de esta enzima se eliminan. El resto de la
proteina consta de tres dominios: el dominio N-terminal, el dominio catalitico [Figura
2] y el dominio C-terminal. Cabe mencionar que la isoforma GAC es la que se expresa

con mayor frecuencia en células cancerosas (9,10,11).



Figura 2. Estructura del dominio catalitico de KGA unido a L-glutamina (GLN).
El dominio catalitico de las glutaminasas estd conformado por dos subdominios: el
subdominio I (residuos Ile221-Pro281 y Cys424 -Leu533) comprende una hoja f
antiparalela de cinco hebras (B2|B11B5]/B41B3|) rodeada por seis hélices a y varios
bucles y el subdominio II (Phe282-Thr423) que consta principalmente de siete hélices
a. Cédigo PDB: 3CZD. Figura tomada de Thangavelu (11).

El rol fundamental de las enzimas codificadas por GLS! en el desarrollo de cancer, ha
permitido que en los ultimos afos diversos grupos de investigacion se enfoquen en
desarrollar inhibidores especificos contra estas glutaminasas. Los primeros inhibidores
desarrollados contra las glutaminasas fueron moléculas andlogas a la glutamina, como
acivicina o DON (12). No obstante, estos inhibidores no son especificos para las
glutaminasas sino que inhiben la actividad de otras enzimas que también utilizan como
sustrato la glutamina (13). En consecuencia, los inhibidores miméticos de glutaminasa

generan toxicidad y no pueden ser usados en la practica clinica.

Para solucionar ese problema, se busca inhibir a las glutaminasas de forma especifica
mediante inhibidores alostéricos. El primer inhibidor alostérico descubierto fue la
dibenzofenantridina-968, que se une a la interfaz mondémero-mondémero del dimero de
GAC. No obstante, se ha demostrado que esta molécula no tiene ningun efecto inhibidor

contra las enzimas que se encuentran activadas. Esta deficiencia y su alta hidrofobicidad



limitan su aplicacion clinica (14,15). El segundo inhibidor no mimético desarrollado es
BPTES, que se une a la interfaz dimero-dimero de las isoformas codificadas por GLS1
para formar un tetrdmero inactivo de la enzima (16). Sin embargo, los estudios sobre
BPTES so6lo se han quedado en fase preclinica debido a su baja solubilidad (17). Por
ello, se han desarrollado una serie de derivados de BPTES con mejores propiedades
farmacoldgicas. Dentro de ellos se encuentra la molécula CB-839, el tinico inhibidor de
GLSI que se viene administrando a humanos en ensayos clinicos para canceres de
tumores solidos y liquidos (18,19). El sitio de union de CB-839 es hidrofobico y esta
conformado por los residuos Leu323, Phe322, Leu321 y Lys320 del bucle de activacion
de cada mondémero (residuos 316-332) y por los aminoacidos Tyr394 y Lys398 de las

hélice a que forman la interfaz dimero-dimero (10,11) [Figura 3].

//’I F322 (D
Figura 3. Estructura tridimensional de la glutaminasa GAC en complejo con
CB-839. A. Se muestra la estructura de GAC con el inhibidor CB-839 (PDB: 5HLI). La
flecha amarilla indica el bucle de activacion del mondémero. CB-839 se une en la

interfaz de dos bucles de activacion, en consecuencia, hay dos inhibidores por cada

tetramero. La flecha roja indica el sitio activo de la enzima. B. El sitio alostérico de



GAC se caracteriza por formar puentes de hidrogeno con CB-839. La mayoria de estas
interacciones se forman entre los anillos heterodtomicos del inhibidor y grupos amina o
amida de Phe322, Leu323, Tyr394 (interaccion no mostrada) y Lys398; figura tomada
de Huang (9).

Una estrategia para encontrar nuevos inhibidores de glutaminasas es el cribado in silico,
que consiste en tamizar una libreria de compuestos en el sitio de union de la enzima,
simulando el acoplamiento molecular (docking) entre ambas moléculas y empleando
herramientas computacionales. Recientemente, se han reportado dos nuevos inhibidores
de la glutaminasa de tipo renal (KGA) empleando esta técnica: el braquianteradsido A8
y la fisapubescina. El primer compuesto, se obtuvo después de realizar el acoplamiento
molecular de 18 triterpenoides de nor-oleanano contra KGA. De ellos, el
braquianteradsido A8 se une con mayor afinidad a KGA. Ademas, el ensayo de
inhibicién enzimatica indicd que el valor de ICs, del braquianteradsido A8 es de 6.10
uM, un valor similar al de BPTES (ICs, = 8.60 uM) (19, 20). También, se demostrd que
esta molécula induce apoptosis en células cancerosas. El segundo compuesto se
identific6 a partir del acoplamiento molecular de 6 withan6lidos no miméticos a
glutamina, simulados en el sitio activo de la KGA. En este caso, el ensayo predijo que la
fisapubescina se unia con mayor afinidad a la KGA. Posteriormente, los experimentos
de inhibicidon enzimatica y los ensayos en lineas celulares cancerosas demostraron que
la fisapubescina es un potente inhibidor de la KGA (21). Con toda esa evidencia, se
postula que el descubrimiento de estos dos nuevos inhibidores (Braquianteradsido A8 y
Fisapubescina) a partir de productos naturales pueden potencialmente ser usados para la

terapia anticancerigena.

1.4 Retos en el desarrollo de farmacos

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Una estrategia para
reducir la tasa de mortalidad por cancer es el desarrollo de nuevos farmacos
anticancerigenos. Para ello se debe evaluar la eficacia, la toxicidad, los perfiles
farmacocinéticos y farmacodinamicos del farmaco en estudios basados en células y
animales. Luego, mediante ensayos clinicos se debe demostrar la seguridad y eficacia

del farmaco en humanos. Estos ensayos comprenden cuatro fases: en la fase I, se prueba



el nuevo farmaco en un grupo pequefio de personas para evaluar su seguridad, en la fase
IT se evalta la seguridad y eficacia en una cohorte de personas mas grande (varios
cientos), en la fase III se evalua la eficacia en grandes grupos de participantes (de varios
cientos a varios miles), finalmente en la fase IV, que se realiza después de la
comercializacion del fairmaco, se monitorea la efectividad y cualquier efecto adverso del
farmaco en la poblacion en general. Si el farmaco resulta eficaz en los ensayos de fase
ITI, recibe la aprobacion de la FDA. A pesar de la gran inversion de la industria
farmacéutica en investigacion y desarrollo farmacéutico (I+D), el nimero de nuevos
medicamentos aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados

Unidos (FDA) es reducido (22).

Se calcula que solo 1 de cada 5000 a 10000 posibles agentes anticancerigenos recibe la
aprobacion de la FDA y solo el 5% de los medicamentos que ingresan a los ensayos
clinicos de fase I son finalmente aprobados (22). Esto ocurre porque el desarrollo de
farmacos de novo abarca diferentes etapas (estudios preclinicos y clinicos) que deben

demostrar la seguridad y eficacia del farmaco.

1.5 Reposicionamiento in silico de drogas con indicaciones aprobadas

El cribado in silico de medicamentos aprobados por la FDA para el descubrimiento de
nuevos farmacos anticancerigenos ha tenido buenos resultados en los tltimos afios. Por
ejemplo, para encontrar nuevos inhibidores de la hexoquinasa 2 (HK2), que se
encuentra sobreexpresada en varios tumores soélidos, se realizd6 un cribado virtual
utilizando la estructura cristalizada de HK2 y una biblioteca de 2924 medicamentos y
nutracéuticos aprobados que se encuentra depositada en la base de datos de ZINC. A
esta estrategia se le denomina reposicionamiento in silico, ya que testea, en
computadora, la afinidad de farmacos (aprobados para una indicacidon) en dianas
asociadas con patologias para las cuales aun no cuentan con aprobacion. De todos los
compuestos, la benserazida, aprobado por la FDA para el tratamiento adyuvante de la
enfermedad de Parkinson, se identifico como un posible inhibidor de HK2 ya que los
resultados de acoplamiento molecular mostraron que este compuesto se une con mayor

afinidad al sitio de unién al sustrato (23). En base a estos resultados, se realizo un

10



ensayo in vitro de inhibicion enzimatica donde se demostrd que la benserazida inhibe la
HK2. Posteriormente, se evalud el efecto in vivo de la benserazida en ratones portadores
de tumores, donde la inyeccion intraperitoneal de benserazida a 300 y 600 mg/kg
suprimié el crecimiento del cancer y no generd toxicidad (23). Finalmente, la
benserazida se reposicioné de adyuvante en el tratamiento de la enfermedad de

Parkinson a posible medicamento anticancerigeno.

Otro ejemplo de reposicionamiento de farmacos se aplicé en el descubrimiento de
nuevos inhibidores de ERK2, la cual es una quinasa promotora de la supervivencia de
células cancerosas y es un objetivo importante en el cancer de mama. Para ello, se
empez6 haciendo un cribado virtual mediante acoplamiento molecular de ERK2 con
1447 farmacos aprobados por la FDA, depositados en la base de datos de DrugBank. De
los resultados se identificé al amprenavir, un antiviral contra el VIH, como inhibidor de
ERK2, demostrandose que el farmaco se une de forma competitiva con el sitio de union
a ATP de la ERK2 (24). Posteriormente, mediante ensayos in vitro se determino que el
amprenavir inhibe la actividad quinasa de ERK2 e induce la apoptosis en células de

cancer de mama humano MCF-7.

Ademas, mediante ensayos in vivo, se demostrd que los ratones inyectados diariamente
con 45 mg/kg/dia de amprenavir inhiben eficazmente el crecimiento de xenoinjertos
tumorales MCF-7 (24). Estos estudios demuestran que el reposicionamiento de
farmacos, que se vale de métodos computacionales en una etapa inicial, es una
estrategia esencial para el descubrimiento de nuevos farmacos que precede a los

estudios preclinicos.

11



II. PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

2.1 Problema de investigacion

En los ultimos afios, ha crecido el interés por disefar nuevos inhibidores de
glutaminasas codificadas por GLS!, ya que esas enzimas se encuentran sobreexpresadas
en diferentes tipos de cancer y favorecen el metabolismo de la glutamina. Este Gltimo es
un nutriente esencial para la proliferacion de células cancerosas, por lo que inhibiendo
la glutaminasa, se busca disminuir sustancialmente la glutamina y con ello la
proliferaciéon del tumor. Sin embargo, solo se han descrito pocos inhibidores de
glutaminasas y la mayoria presentan baja solubilidad. Hasta el momento, el compuesto
CB-839, un inhibidor alostérico de las glutaminasas, es el Unico que esta siendo
utilizado en ensayos clinicos, en combinacién con otros farmacos, para el tratamiento de
multiples tumores solidos y liquidos (19). Entonces, debido a la escasez de
medicamentos para el tratamiento del céncer y al elevado costo, asi como la gran
cantidad de tiempo que requiere el desarrollo de farmacos de novo, es necesario

identificar nuevos inhibidores de glutaminasas de forma mas rapida y econdmica.

Para ello, una estrategia a utilizar es el reposicionamiento o reutilizacion de farmacos,
que empieza por hacer un cribado virtual basado en la estructura tridimensional (3D) de
la diana terapéutica. Este método emplea herramientas bio- y quimio-informaticas que
sugieren afinidad molecular del medicamento sobre una diana terapéutica (25). La
ventaja de esta estrategia es que ya se conocen los parametros farmacocinéticos,
farmacodinamicos y de toxicidad de estos farmacos y si se demuestra que inhiben a las

glutaminasas, podrian testearse mas rapidamente en estudios clinicos de fase Il y III

(19).

En el presente estudio, buscamos identificar medicamentos antiparasitarios que
mostraran afinidad por la glutaminasa GAC, mediante un cribado in silico de una
biblioteca de antiparasitarios y simulaciones de dinamica molecular, estrategia definida
como reposicionamiento in silico. La eleccion de compuestos antiparasitarios en nuestro
estudio se debe a la evidencia previa, de estudios in vitro € in vivo, que han demostrado

la actividad anticancerigena de algunos compuestos antiparasitarios (26). El

12



reposicionamiento in silico de estos medicamentos deberd demostrarse en posteriores
estudios experimentales. En consecuencia, identificar farmacos antiparasitarios como
inhibidores de la glutaminasa GAC supondria una disminucién significativa en los

costos del tratamiento para el cancer ya que la mayoria de estos son de bajo costo (22).

2.2 Pregunta de investigacion

Empleando simulaciones de cribado virtual y dinadmica molecular, ;muestran los

farmacos antiparasitarios afinidad por la glutaminasa GAC?

2.3 Objetivo general

Identificar compuestos antiparasitarios afines a la glutaminasa GAC mediante

simulaciones de cribado virtual y dindmica molecular.

2.4 Objetivos especificos

e Preparar las estructuras tridimensionales de la glutaminasa GAC y de los

antiparasitarios para los ensayos de acoplamiento molecular.

e Simular el acoplamiento de los antiparasitarios con el sitio alostérico de la

glutaminasa GAC mediante cribado virtual y validar los resultados.

e FEvaluar la estabilidad de los complejos enzima-ligando mejor puntuados

mediante dindmica molecular y describir sus interacciones intermoleculares.
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III. METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo experimental in silico, exploratoria, ya que a través de
herramientas computacionales se busca identificar nuevos inhibidores para la
glutaminasa GAC. A continuacion, se muestra el flujograma de trabajo [Figura 4].

Cada etapa se describira a detalle en las siguientes secciones.

60 compuestos 4 esfrucluras
antiparasitarios en tridimensionales
formato .smi de GAC en formato .pdb B
Software Generacion de Preparacion de proteinas Software PDBFixer
Gypsum-DL v.1.1.9 estructuras 3D para los ensayos y Pymol 2.4.0
~ =
Cribado virtual
mediante acoplamiento
molecular
Software Autodock ‘< e __-1—- -
Vina v.1.1.2
Validacion del
cribado virtual Software NAMD v, 2.14
A ¢~ Analisisde
(. S estabilidad A
( Mejores h Simulaciones clasicas / Andlisisdelas
o acoplamientos J de dinamica molecular “.___ interacciones

¢~ Célculo de energia ™
M de afinidad S

Figura 4. Flujograma de la metodologia empleada en el estudio.
3.2 Muestras
Esta constituida por 4 estructuras tridimensionales (3D) de la glutaminasa GAC
(resueltas experimentalmente por difraccion de rayos X) y por una biblioteca de 60

farmacos antiparasitarios aprobados por la FDA. Se emplearon diversos recursos

bioinformaticos, enlistados en el Anexo 1.
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3.3 Preparacion de ligandos

Las bases de datos de DrugBank (27) y ChEMBL (28) contenian 60 farmacos
antiparasitarios aprobados por la FDA para uso humano (7abla 1). Estos compuestos se
descargaron en el formato .smi, el cual contiene la informacidn estructural. Luego,
mediante el software Gypsum-DL version 1.2.0 (29) se construyeron las estructuras 3D
de cada molécula. Brevemente, Gypsum-DL genera las estructuras bidimensionales de
una libreria de compuestos considerando tanto los estados alternativos de ionizacién, en
un rango de pH de 6,4 a 8,4, como las formas tautoméricas, la isomerizacién de los
dobles enlaces (cis o trans) y los centros quirales. Posteriormente, el programa genera
las estructuras 3D en formato .sdf considerando las conformaciones alternativas de los
anillos no aromaticos y optimizando las geometrias de los compuestos mediante el uso
de un campo de fuerza UFF. Los ligandos optimizados se convirtieron a formato .pdbqt
utilizando el script de Python 'prepare ligand4.py' de AutoDockTools v.1.5.6 (30).
Finalmente, a cada molécula se le asigno todos sus enlaces rotables y el script les afiadid

automaticamente las cargas de Gasteiger.
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Tabla 1. Antiparasitarios aprobados para uso humano disponibles en DrugBank y Chembl

Tipo de estructura Farmaco Codigo DrugBank Chembl
Albendazol DB00518 CHEMBL1483
Benzimidazoles Tiabendazol DB00730 CHEMBL625
Mebendazol DB00643 CHEMBL685
Triclabendazol DB12245 CHEMBL1086440
Tinidazol DB00911 CHEMBL1220
Metronidazol DB00916 CHEMBL137
Nitroimidazoles Benznidazol DB11989 CHEMBL110
Secnidazol DB12834 CHEMBL498847
Nimorazol DB12172 CHEMBLA435966
Ornidazol DB13026 CHEMBL1449676
Quinidina DB00908 CHEMBL129%4
Amodiaquina DB00613 CHEMBL682
Quinina DB00468 CHEMBL170
Prazicuantel DBO01058 CHEMBL976
Primaquina DB01087 CHEMBL506
o Oxamniquina DB01096 CHEMBL&47
Quinolinas . . .
Hidroxicloroquina DBO01611 CHEMBLI1535
Tafenoquina DB06608 CHEMBL298470
Pirvinio DB06816 CHEMBL1201303
Diyodohidroxiquinolina DB09115 CHEMBLS&6754
Cloroquina DB00608 CHEMBL76
Clorquinaldol DB13306 CHEMBL224325
Ivermectina DB00602 CHEMBL1200633
Lactonas macrociclicas Moxidectina DB11431 CHEMBL2104415
Espiramicina DB06145 CHEMBLA453514
Artesunato DB09274 CHEMBL361497
Artenimol DB11638 CHEMBL252518
Lactonas )
sesquiterpénicas Arternete.r DB06697 CHEMBL566534
Artemotil DB13851 CHEMBL301267
Artemisina DB13132 CHEMBL567597
Sulfadiazina DB00359 CHEMBLA439
Sulfonamidas Sulfametopirazina DB00664 CHEMBL1525826
Sulfadoxina DB01299 CHEMBLI1539
Piperazina DB00592 CHEMBLI1412
Piperazinas Dietilcarbamazina DB00711 CHEMBL684
Posaconazol DB01263 CHEMBL1397
Naftacenocarboxamidas Doxiciclina DB00254 CHEMBL1433
policiclicas Clortetraciclina DB09093 CHEMBLA404520
. Pirantel DBI11156 CHEMBL1626223
Pirimidinas . .
Pirimetamina DB00205 CHEMBL36
Nitrofuranos Furazolidona DB00614 CHEMBLI1103
Nifurtimox DB11820 CHEMBL290960
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Hexilresorcinol DB11254 CHEMBL443605

Derivados de fenoles Cloroxilenol DBI11121 CHEMBL398440
Furoato de diloxanida DB14638 CHEMBL1334860
Quinolonas Mefloquina DB00358 CHEMBLA416956
Benzamidas Nitazoxanida DB00507 CHEMBL1401
Salicilanilidas Niclosamida DB06803 CHEMBL1448
Sulfonas Dapsona DB00250 CHEMBL1043
Imidazotiazoles Levamisol DB00848 CHEMBL1454
Amidinas Pentamidina DB00738 CHEMBLS55
Biguanidas Proguanil DBO01131 CHEMBLI1377
Triazinas Cicloguanil DB14763 CHEMBL747
Quinazolinas Trimetrexato DBO01157 CHEMBLI119
Naftoquinonas Atovacuona DBO1117 CHEMBL1450
Fluorenos Lumefantrina DB06708 CHEMBL38827
Fenantrenos Halofantrina DB01218 CHEMBL1107
ai;gifﬁfo‘:; Paromomicina DB01421 CHEMBL370143
Fluoroaminoacidos Eflornitina DB06243 CHEMBLS830
Fosfocolinas Miltefosina DB09031 CHEMBL125

3.4 Preparacion de estructuras proteicas

Se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB; 31) 4 estructuras 3D de GAC
co-cristalizadas con un inhibidor alostérico y con una resolucion menor a 2.7 A (Tabla
2). El acoplamiento molecular de los ligandos con las diferentes conformaciones de la
proteina GAC simulara la flexibilidad del sitio alostérico de la enzima y mejorara la
prediccion de los acoplamientos. Se descargaron las estructuras tridimensionales en
formato .pdb vy, posteriormente, se utilizd el software PDBFixer (32), para afiadir los
residuos faltantes, convertir los residuos no estandar en sus equivalentes estandar o
agregar los atomos pesados que falten en los archivos .pdb. Para el presente proyecto no
se trabajo con la isoforma KGA, ya que la Unica estructura resuelta presenta una baja
resolucion atéomica (PDB ID: SUQE, resolucién 3.6 A). Las estructuras con una
resolucion de 3 A o superior muestran con menos detalle la densidad electrénica de los
atomos de las cadenas laterales de las proteinas, en consecuencia, se determina con poco
detalle la posicion de los 4tomos y las interacciones de un ligando con los aminoacidos
del sitio de union de estas estructuras seran poco precisas (33, 34). Tampoco se utilizo
mutantes de la enzima GAC, ya que la base de datos cBioPortal (35) no reporta

mutaciones drivers en la secuencia de GLS]I.
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Las estructuras de las glutaminasas se construyeron como dimeros a partir del
ensamblaje bioldgico proporcionado por cada archivo .pdb utilizando el software Pymol
2.4.0 (36). Solo se agruparon los monomeros que forman el sitio de unidn alostérico de
CB-839 [Figura 3A] para reducir tiempos de simulacion. Luego, a todas las estructuras
se les afiadié hidrogenos polares y las cargas de Kollman, cargas parciales asignadas a
los atomos de una molécula, utilizando el software AutoDockTools v.1.5.6 (30), para

finalmente guardar las estructuras en formato .pdbqt.

Tabla 2. Estructuras cristalizadas de GAC depositadas en el PDB con su respectivo

ligando co-cristalizado

PDB ID Residuos Resolucién (A) Ligando
6UMD 72-550 2.70 UPGLO00012
6UL9 72-550 2.50 UPGL00023
SHL1 72-550 2.4 CB-839
3009 71-550 2.3 BPTES

3.5 Cribado virtual

Se realiz6 un cribado virtual semiflexible (con la proteina rigida y ligando flexible) para
evaluar la interaccion de cada ligando con el sitio alostérico. Para ello se uso el software
Autodock Vina v.1.1.2 (Vina) (37) junto a un script de Python que automatizo el
proceso (Anexo 2). Para determinar las coordenadas y el tamafio de la caja se utilizo la
interfaz grafica de AutoDockTools. Los valores obtenidos se copiaron en el archivo
‘conf.txt’ de Autodock Vina v.1.1.2 que se emplea en el script del cribado virtual. En el
ensayo se usO una exhaustividad de 24 para realizar simulaciones de acoplamiento
adicionales que permitan obtener resultados mas precisos, como se ha reportado en
trabajos previos (38). Para cada acoplamiento, se selecciond los complejos con la

energia libre de union mas negativa.

La funcién de puntuacion de Vina se basa en los siguientes términos empiricos:
interacciones tipo van der Waals (combinacion de un término de repulsion y dos
gaussianos atractivos), interacciones puente de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y

un penalizacion de entropia conformacional [Figura 5].
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Figura 5. Funcion de puntuacion de Autodock Vina. La energia de enlace se predice
como la suma de las interacciones de pares de atomos dependientes de la distancia.
term; representa el término empirico, w; representa el peso del término empirico
correspondiente, d es la distancia superficial del par de atomos. N,, es el nimero de
torsiones activas del ligando y wy su peso asociado. Hbond representa el término del

puente de hidrégeno.

3.6 Validacion del acoplamiento molecular

Como control de los experimentos, se simuld el acoplamiento molecular de cada
ligando co-cristalizado de la Tabla 2, previamente extraido del archivo .pdb, con su
respectiva proteina, empleando la misma metodologia de la seccidon 3.5, pero en este
caso ingresando solo la proteina y un ligando por vez. Después del ensayo, se evaluo la
desviacion cuadratica media (RMSD) de las posiciones atomicas, entre la conformacion
natural del inhibidor (estructura resuelta experimentalmente) y la conformacion
predicha por Autodock Vina wv.1.1.2 al superponer ambas estructuras mediante el
software Pymol v.2.4.0. Un valor de RMSD menor a 2 A, considera a la conformacion

predicha como correcta y valida el protocolo de acoplamiento (39).

Cabe mencionar que el re-acoplamiento molecular proporciona una energia de afinidad
de referencia, que se utilizo como punto de corte para seleccionar posibles inhibidores
de glutaminasa. Aquellos acoplamientos con la mayor afinidad (AG < 0) fueron
seleccionados como posibles inhibidores de la glutaminasa. Finalmente, se compar6 el
nimero y tipo de interacciones de los complejos proteina-ligando de mayor afinidad y

los controles seleccionados mediante el software PLIP v. 2.2.2 (40).
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Brevemente, independientemente para cada acoplamiento proteina-ligando, se subid a
Pymol la estructura de la proteina en formato .pdbqt para guardalo como .pdb. Luego, se
subid a Pymol el ligando .pdbqt para afiadirle todos los hidrégenos faltantes y guardarlo
en formato .pdb. A continuacidn, se subieron ambas estructuras (proteina y ligando) a
Pymol para formar el complejo en un solo archivo .pdb. Finalmente, para cada complejo
formado se ejecutdé PLIP mediante linea de comandos, segun las instrucciones y

parametros especificados en “https://github.com/pharmai/plip”.

Para seleccionar los mejores acoplamientos proteina-ligando, se eligieron aquellos con
energia de afinidad menor a la obtenida por el sistema 3UO9-BPTES. Luego, se
seleccionaron aquellos complejos donde se formaban principalmente interacciones de
alta energia (puentes de hidrégeno, puente salino, puente halégeno), detectados con el
software PLIP. Finalmente, para seleccionar complejos especificos (por tipo de proteina
y ligando), se consider6 la correlacion entre la energia de afinidad y la formacion de

interacciones de alta energia.

3.7 Simulaciones de dinamica molecular

Los complejos seleccionados se sometieron a simulaciones de dindmica molecular de
todos los atomos. Las simulaciones se realizaron utilizando el software NAMD v. 2.14
(41), siguiendo el protocolo descrito por Hadden y Perilla con modificaciones menores
(42). Brevemente, los archivos PDB de los sistemas seleccionados, se analizaron a
través del modulo PDBreader del servidor web CHARMM-GUI (43), con el objetivo de
agregar los atomos faltantes y corregir los nombres de los dtomos para que sean
compatibles con CHARMM36 FF. A continuacion, la proteina se protoné a pH 7,0
utilizando la herramienta PDB2PQR (44). El PDB se us6 para generar la topologia del
sistema a través de un script Tcl in-house basado en PSGEN (45), en este paso se agregd
un espesor de 15 A para resolver el sistema en una caja cubica, con el modelo de agua
TIP3P (46), y se afiadid una concentracion de NaCl 150 mM para introducir la fuerza
i6nica y neutralizar las cargas. El sistema preparado se utilizo para aplicar el reparto de
masa de hidrogeno (47) para acelerar la dinamica. La topologia y los parametros para el

ligando se generaron usando CGenFF (48).
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Los sistemas construidos se minimizaron en presencia de una restriccion armoénica de 5
kcal x mol! x A2 en los dtomos pesados del ligando y la columna principal de la
proteina durante 10000 pasos. A continuacion, el sistema se calent6 de 60 a 310 K,
durante 5 ns, manteniendo las restricciones anteriores, luego se equilibro el sistema en
un conjunto NPT con 1 bar de presion para 10 ns, donde las restricciones se redujeron
gradualmente de 5 kcal x mol! x A2 a 0 kcal x mol' x A2 Se verificaron las
cantidades termodindmicas de temperatura y presion para asegurar que el equilibrio
fuera correcto. Finalmente se realizo una produccion en NPT a 310 K y 1 bar de presion

durante 600 ns.

En los pasos de equilibrio y produccion se utilizaron el termostato Langevin y el
barostato Noose-Hoober Langevin para controlar la temperatura y la presion. Los
atomos de hidrogeno rigidos de las aguas se mantuvieron con el algoritmo SETTLE
(49) mientras que para el soluto se us6 el algoritmo RATTLE/SHAKE (50). Las
interacciones no enlazantes de corto y largo alcance se trataron con un esquema de corte
en 12 A y PME (51), respectivamente. En todos los casos se utilizd el integrador
r-RESPA (52) con 2 fs y 4 fs de tiempo de integracion para el equilibrio y la produccion

respectivamente.

3.8 Analisis de trayectorias

Para evaluar la estabilidad de los complejos proteina-ligando, se analizaron las
trayectorias de la dindmica molecular para calcular la desviacién cuadratica media
(RMSD) del ligando y de la proteina, la fluctuacion cuadratica media (RMSF) de cada
residuo de la proteina a lo largo del tiempo, el radio de giro (Rgyr) de la proteina y el
drea de superficie total accesible al solvente (SASA) a 10 A del sitio de union
alostérico. Para ello, se emplearon los scripts disponibles gratuitamente en

“https://github.com/groponp/CompBiology-Biophysics”.

Para obtener valores de energia mas precisos se determino la energia libre de union
(AGy;,q) de cada complejo proteina-ligando mediante las energias de mecénica
molecular combinadas con la ecuacion de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) (53). Para

ello se empleo el software gmx-MMPBSA v1.5.7 (54) y se definieron los parametros de
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acuerdo a las recomendaciones del programa. El método MM/PBSA calcula las energias
libres de unién (AG,,,) de complejos proteina-ligando no enlazados covalentemente

(mediante un ciclo termodindmico, Figura 6), usando la siguiente ecuacion:

AGy0 = Gcom) = {Grec) = {Gri) » (D

donde (Gcou), {(Greey v {Gug ), representan los aportes energéticos promedio del
complejo, receptor y ligando, que también se pueden descomponer con la siguiente

ecuacion:

(G = Ep) +{Gyo) —(TS), (2)
donde <Gx> puede ser <GC0M>7 <GREC> Y <GLIG > Ademésa <EMM>><G30[> y <TS> representan
los aportes energéticos promedio de la mecdnica molecular, la solvatacion y la entropia.
También, AG,,,, se puede representar mediante la siguiente ecuacion:

AGbmd: AH - TAS 5 (3)
donde AH corresponde a la entalpia de uniéon y TAS a la entropia conformacional
después de la union del ligando. Cuando se descarta el término entropico, el valor
calculado es la energia libre efectiva, que suele ser suficiente para comparar las energias
libres de union relativas de los ligandos relacionados (54).

A su vez, AH se puede descomponer en diferentes términos:

AH = AE,,, + AG,, , 4)
donde:

AEJMM = AEbozzded+ AEnonbonded = (AEbond + AEangle + AE‘dihedral) + (AEele + AE'vdW) > (5)

AGwl: AGpolar + AGnun*p()lar: AGPB/GB + AGnon*pular . (6)
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En las ecuaciones anteriores, AE,;,, corresponde a los cambios de energia de la
mecanica molecular en la fase gaseosa. AEy,, incluye AE, 4.4, también conocida como
energia interna, y AE, onaeas COrresponde a las contribuciones de van der Waals y
electrostatica. La energia de solvatacion (AG,,) se determina de manera diferente,
dependiendo del método empleado. En los modelos PB o GB se estima solo el
componente polar de la solvatacion y el componente no polar es proporcional al area

superficial accesible al solvente (SASA) total de la molécula.

Por lo tanto, los célculos del estado final de los componentes energéticos ( AEy,;, AG,,,
AS ) se estiman a partir de los valores energéticos promedio ((Eyu).{G,.).{TS)) de un
conjunto de estructuras representativas del sistema simulado. En el presente trabajo, se

empled el método MM/PBSA luego de reducir las trayectorias completas a 600 frames.

A'Gbl'rld

Moo | sous [] soz

AGIES

bind

Figura 6. Ciclo termodindmico para calcular la energia libre de union del complejo
proteina-ligando. Los sistemas solvatados se muestran sombreados de gris. La energia
libre de union se calcula restando las energias libres del receptor y ligando no unidos de

la energia libre del complejo unido, como se muestra acontinuacion: AG,,;,.; = {Gcom) —

<GREC> - <GLIG >
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IV. RESULTADOS

En el presente estudio, se utilizaron métodos de biologia computacional para identificar
farmacos potenciales que inhiben la glutaminasa GAC, que se sobreexpresa en las
células cancerosas. A continuacion presentamos los resultados del cribado virtual y la

dindmica molecular.

4.1 Ensayos del cribado virtual

De los 60 farmacos antiparasitarios de estudio, se logro generar las estructuras 3D de 55
de ellos con el software Gypsum-DL version 1.1.9 ), no siendo posible en 5 compuestos
debido a su complejidad: Ivermectina, Moxidectina, Espiramicina, Arteminol y
Artemisinina. Para resolver ese problema, se utilizé el software Obabel (54), lograndose
construir las estructuras 3D de 2 de los 5 ligandos mencionados: Arteminol y
Artemisinina. Sin embargo, no se pudo obtener las estructuras de 3 ligandos altamente
complejos: Ivermectina, Moxidectina y Espiramicina (lactonas macrociclicas), por lo

que estas no fueron testeadas.

En total, 206 estructuras (producto de las diferentes variantes que genera el software
Gypsum-DL para un mismo ligando) se acoplaron virtualmente a las 4 estructuras de
GAC. La energia de union de estos complejos se compar6 con la energia de afinidad de

los controles positivos (Tabla 3, Figura 7C).

Tabla 3. Resultados del acoplamiento molecular de las proteinas con sus respectivos

ligandos co-cristalizados (controles positivos)

Proteina Ligando Energia (kcal/mol) RMSD
SHLI CB-839 -11,3 0.999
6UL9 UPGL00023 -10,6 0.905
6UMD UPGL00012 -10,2 0.763
3U09 BPTES -8,7 2.621
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Siguiendo el protocolo, de los 206 complejos modelados, se eligieron 20 ligandos
(correspondientes a 6 antiparasitarios diferentes) con energia de afinidad mas negativa o
igual a -8.7 kcal x mol™" (correspondiente a la energia del sistema 3UO9-BPTES) en al
menos dos de las cuatro enzimas testeadas. Luego, se analizaron las interacciones
intermoleculares de estos ligandos en el sitio de unidon y se escogieron a 7 ligandos
(correspondientes a Mebendazol, Mefloquina y Posaconazol con sus respectivas
variantes se unen mediante interacciones de alta energia (puentes de hidrégeno, puente
salino, puente hal6geno) en al menos dos enzimas. Finalmente, se eligieron 4 complejos
donde las interacciones de alta energia que son mas estables contribuyeron
principalmente en el valor de la energia libre de unién. De estos, se utilizaron 3
complejos diferentes (eliminando la variante CHEMBL685 _input3  variant3r) con el
fin de evaluar la mayor diversidad de antiparasitarios en los ensayos de dinamica
molecular. Los 3 complejos elegidos para los posteriores ensayos de dindmica molecular
fueron CHEMBL685-variant1-6UL9 (Mebendazolvl 6ULDY),
CHEMBL416956-variant4-6UL9 (Mefloquinav4 6UL9) y
CHEMBL1397-variant4-6UMD (Posaconazolv4d 6UMD) [Figura 7A-B].

El compuesto Posaconazol tuvo la energia de interaccion mas alta en el sitio de union
alostérico 6UMD (AG = -10,3 kcal x mol™’; KD = 0,031 uM). El andlisis de las
interacciones indica la formacion de tres enlaces de hidrogeno con los residuos N324,
D327 y K398. Ademas, el ligando forma un puente halégeno con Y394, un puente
salino con D327, una interacciéon pi-Cation con K398 y multiples interacciones
hidrofobicas (n=8). Al compararlo con el control (UPGLO00012), este presentd una
energia de interaccion similar AG = -10,2 kcal x mol ' en la misma proteina 6UMD.
Este farmaco forma principalmente interacciones de enlaces de hidrogeno con K320,

F322 y L323 (N=9) y cuatro interacciones de tipo hidrofobicas [Tabla 4, Figura 8.
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Figura 7. A. Proceso de seleccion de ligandos a partir de los 206 complejos modelados
con Autodock Vina. B. Ligandos seleccionados como potenciales inhibidores de GAC.

C. Inhibidores conocidos de GAC (controles positivos).

Por su parte, el Mebendazol y Mefloquina tuvieron una menor energia de interaccion
en el sitio de union alostérica de 6UL9 (AG -9,3 kcal x mol'y -8,9 kcal x mol™"
respectivamente) en comparacion con el control UPGL00023 que tuvo un AG de -10,6

kcal x mol .
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El Mebendazol forma cinco puentes de hidrégeno con los residuos R317, K320, F322,
L323, N324. Ademas, forma seis interacciones hidrofobicas, un apilamiento Pi-Stacking
con el residuo F322 y una interaccion pi-Cation con el residuo K320. En cambio,
Mefloquina presenta tres puentes de hidrogeno con los residuos K320 y Y394, un
puente de haldégeno con R317 y 6 interacciones hidrofobicas. En tanto, el control
UPGLO00023 presenta ocho puentes de hidrégeno con K320, F322, L323 y N324,
apilamiento Pi-Stacking con F318 y tres interacciones de tipo hidrofobicas [Tabla 4,

Figura 8.
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Tabla 4. Descripcion de las interacciones proteina-ligando en los tres complejos
ligando- GAC elegidos y sus controles

Puentes de hidrogeno Interacciones Otras interacciones
Ligando AG K, hidrofébicas
(L)-GAC (MM) N D A Hbond Dis N ResiID L Dis Type ResID Dis

N6 K320 NH--O 3,01
F322 NI18 NH--N 2,04

F322 NI10 NH--N 2,19 L321 C1 348

UPGL00012- N22 L323 NH--O 2,06 L321 C25 3,96

6UMD (control) -10,2 0,031 9 L323 N20 NH--N 234 4 F322 Cl11 345 - - -
N20 L323 NH--O 3,24 E325 (C25 3,55

L323 N12 NH--N 2,16
Ni12 L323 NH--O 2,72

N14 L1323 NH--O 242

K320 C19 3,69
K320 C40 3.4 HaB Y394 3,02
Posaconizolvd 03 N324 OH--O 2,75 K320 C42 3,86
SUMD 103 0026 3 N20 D327 NH-O 288 K320 C43 34 SB D327 431
K398 09 NH--O 347 L321 C26 3,72
L321 C44 348 pi-C K398 327
L321 C21 3,58

E325 C1 3,62

K320 029 NH--O 2,84

N6 K320 NH--O 2,62

N14 K320 NH--O 2,48 L321 C34 3,83

K320 026 NH--O 2,71 E325 C24 3,69 pi-S F318 5,37
F322 012 NH--O 2,97 E325 (31 3,62

N17 L323 NH--O 2,15

L323 N3 NH--N 3,35

N3 N324 NH--O 3.07

UPGL00023-
6UL9 (control) -10,6 0,015 8

K320 C21 3,59

R317 N8 NH--N 2,63 L321 C21 3,54 pi-S F322 4,72
Mebendazolvl 93 0.144 5 K320 N5 NH--N 297 ¢ L3201 C20 3,37

6UL9 F322 09 NH-O 2.3 F322 C15 3,69 pi-C K320 3,97
L323 09 NH--O 2,28 F322 Cl6 3,75
N5 N324 NH--O 3,01 Y394 C19 3,65
K320 C4 3,6
03 K320 OH--O 2,17 L321 C6 3,07

Mefloquinavd ¢ o ()3 3 N5 K320 NH-O 29 o F322 C19 361 pow pa;  ogy
6UL9 Y394 03 OH--O 2,14 F322 CI8 3,28

L323 C13 3,64
Y394 C17 3,76
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Nota: AG estd en unidades de kcal x mol™' (computado por Autodock Vina) . K, es la constante de disociaciéon

(https://github.com/groponp/CompBiology-Biophysics). N el nimero de interacciones. D es el donante del enlace

de hidrogeno, A es el aceptor de enlaces de hidrogeno. ResID el tipo de residuo. Distancia (Dis) en A de las
interacciones (computado por PLIP). Puente de haldogeno (HaB), puente salino (SB), interaccion pi-Stacking (pi-S)

e interaccion pi-Cation (pi-Ca).

4.2 Ensayos de dinamica molecular

A partir de simulaciones de dindmica molecular, determinamos la estabilidad y los
cambios conformacionales de los complejos ligando-GAC. La estabilidad de los
sistemas se determiné analizando los valores de RMSD de las proteinas y los ligandos,
el RMSF para los residuos, el radio de giro (Rgyr) de la proteina, el area de superficie
total accesible al solvente (SASA) a 10 A del sitio de union alostérico y los calculos de

energia libre.

El RMSD de la proteina en el sistema Posaconazolv4 6UMD se increment6 durante los
primeros 10 ns de simulacion para luego mantener un valor promedio de
aproximadamente 5 A. De manera similar a este sistema, en los controles
UPGLO00012_6UMD y UPGL00023 6UL9, el RMSD mantuvo la misma tendencia en
los primeros 10 ns que luego se estabilizo a valores menores de 5 A durante el resto de
la simulacion, salvo UPGL00023 que aproximadamente a los 570 ns presentd un
incremento de RMSD (su pico mas alto), estabilizdndose luego de 10 ns a valores
menores a 5 A. Por el contrario, el sistema Mefloquinav4 _6UL9 alcanza la estabilidad
a los 50 ns con valores cercanos a 8 A y en los ultimos 100 ns de simulacién, el RMSD

disminuye aproximadamente a 5 A [Figura 9A].

En los cuatro sistemas analizados (Posaconazolvd 6UMD, Mefloquinav4 6ULY,
UPGL00012 6UMD y UPGL00023 6UL9) las graficas de RMSF indican que las
fluctuaciones de los residuos de las proteinas durante la simulacion presentan patrones
similares. El dominio glutaminasa de GAC (residuos 221-533) presenta menos
fluctuaciones en presencia de ligando que los extremos N y C terminal [Figura 9B].
Ademas, el bucle de activacion (residuos 316-332) y los aminoécidos Y394 y K398 de

la hélice a que forman parte del sitio de union alostérico, presentan menor flexibilidad
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en comparacion con los demds residuos de la proteina. Por lo tanto, durante todo el

tiempo de simulacién los ligandos permanecen unidos en el sitio de union alostérico.

Los valores SASA de la proteina a 10 A del sitio unién alostérico, para los sistemas
analizados Posaconazolv4 6UMD, UPGL00012 6UMD y UPGL00023 6UL9,
presentan un patrén similar durante la simulacion con valores superiores a 3000 A% En
cambio, Mefloquinav4 6UL9 registra valores inferiores a 3000 A? [Figura 9C]. Esto
podria indicar que la Mefloquina genera menor ampliacion del sitio activo de la proteina

a diferencia de Posaconazol y los controles.

Los valores de radio de giro (Rgyr) estan relacionados con el empaquetamiento de los
residuos de la proteina, a mayor valor de Rgyr menor serd el empaquetamiento.
Posaconazol mantiene el Rgyr de la proteina similar a los controles UPGL00012 y
UPGL00023 (40.5 A en promedio) durante aproximadamente 400 ns de simulacion,
disminuyendo el empaquetamiento al final de la simulacion. Por otro lado, Mefloquina
durante los 600 ns de simulacion presenta altos valores de Rgyr (41.5 A en promedio)
[Figura 9D]. Por lo tanto, en base a los andlisis realizados, el Posaconazol es el que
genera cambios conformacionales en la proteina GAC similares a los controles,
formando un complejo estable e inactivo. En cambio, Mefloquina genera cambios
conformacionales distintos que pueden incluir desde modificaciones del sitio activo a

una mayor flexibilidad en otras regiones de la proteina.
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H-Bond»-+ pi-Stackings-« pi-Cations--+ Ha-Bond+-= Salt Bridges -+

Figura 8. Interacciones proteina-ligando computadas por PLIP. Representacion de las interacciones de los ligandos (A: Mebendazol, B: Mefloquina, C:
Posaconazol) y controles (D: UPGL00023, E: UPGL00012) con el sitio de union alostérico de GAC. Los residuos de la proteina se representan en verde
oscuro y los atomos del ligando en verde claro. Los enlaces de hidrogeno (H-Bond) se representan con lineas punteadas de color azul claro, los puentes

de halégeno (Ha-Bond) de verde claro y los puentes salinos de marrén.
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Figura 9. Analisis de la dinamica molecular (600 ns) de GAC con Mefloquina, Posaconazol, UPGL00023 y UPGL00012. Las trayectorias obtenidas de

NAMD se analizaron mediante los scripts indicados en la seccion 3.8.
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También se calculd el RMSD de los ligandos para evaluar su estabilidad en el sitio de
union alostérico. Los controles UPGL00012 y UPGL00023 presentan RMSD similares
(un valor promedio de 2.5 A), mientras que el compuesto Posaconazol presenta valores
ligeramente superiores, pero menores de 4 A. Por el contrario, Mefloquina presenta el
RMSD més bajo con valores cercanos a 1.5 A [Figura 10]. Durante los 600 ns de la
dindmica molecular los ligandos permanecen estables en el sitio de union alostérico con

pequenas fluctuaciones en el RMSD.

Meflogquina
Posaconazol
UPGLO0D12
—— UPGLDO0D23

100 200 300 400 500
Tiempo [ns]

Figura 10. Analisis RMSD de ligandos unidos a GAC

Los resultados de la simulacién de dindmica molecular (DM) con Mebendazolvl 6UL9
mostraron que aproximadamente a los 50 ns el farmaco se aleja del sitio de union
alostérico, por lo tanto la formacion de este complejo no es estable en el tiempo [Figura
11]. Adicionalmente, para describir con mayor detalle la inestabilidad del ligando en el
sitio de union, se midio la distancia del centro de masa del ligando con respecto a una

subunidad de GAC a lo largo de la simulacion [Figura 12]
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A t=1ns B. t=55ns

Figura 11. Simulacién de Mebendazol con GAC (6ULY). El Mebendazol se mantuvo
unido al sitio de unidn alostérico hasta por menos de 50 ns. La proteina se muestra de

color naranja, los residuos con los que interactia de color amarillo y gris el ligando.

50

Mebendazol
Mefloquina

Posaconazol
UPGLO00012
UPGL00023

45

S
(=]
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30
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100 200 400 500 600

300
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Figura 12. Distancia del centro de masa del ligando con respecto a una subunidad
de GAC a lo largo de la simulacién (DCMLig-Prot). Aproximadamente, a los 50 ns

de simulacioén el centro de masa del Mebendazol supera los 40 A y a lo largo de la
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simulacion mantienen similares fluctuaciones. En el resto de ligandos, sus respectivos

centros de masa se mantienen con valores menores a 40 A.

4.3 MMPBSA

Para estimar con mayor precision las energias libres de union (AG) de los sistemas
seleccionados, se empled la herramienta gmx MMPBSA. El posaconazol unido a GAC
(6UMD) tuvo una energia de union promedio de —34.32 + 4.83 kcal x mol,
ligeramente mas positiva que su control UPGL00012 unido a GAC (6UMD), que
presentd —39.74 + 4.66 kcal x mol™'. Para ambos ligandos, las fluctuaciones de energia
permanecieron constantes durante la simulacion [Figura 13]. En tanto, la Mefloquina
unida a GAC (6UL9) presenta la energia de interaccion promedio mucho menos
favorable (—18,76 £+ 2.09 kcal x mol™") comparando con su control UPGL00023 unido a
GAC (6UL9) (—28.21 + 2.93 kcal x mol™). A diferencia de los otros 3 ligandos, en la
Mefloquina , durante los primeros 460 ns, la fluctuaciéon de energia se mantiene

constante, pero en los Gltimos 140 ns, aumenta la energia libre de union [Figura 13B].
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Figura 13. Calculo de la energia libre de union por el método MMPBSA en los complejos

Posaconazolv4 6UMD, UPGL00012_6UMD, Mefloquinav4 6UL9 y UPGL00023 6UL9

Al evaluar los términos energéticos resultantes de la DM, observamos que la formacion

de los complejos Posaconazolvd 6UMD, UPGL00012 6UMD, Mefloquinav4 6UL9 y

UPGLO00023 6UL9 es termodindmicamente favorable ya que la suma de sus

componentes energéticos que estan relacionados a las interacciones intermoleculares no

covalentes (AE,, + AE,y) superan la energia de solvatacion (AG,, positiva). Al

contrario, la formacion del complejo Mebendazol-GAC no es un proceso espontaneo,

por lo tanto, se requiere de aporte de energia para que ocurra [Tabla 5].

Tabla 5. Valores de energia para todos los complejos GAC-ligando simulados por DM.

Componente Valor de energia (kcal/mol) por ligando
energético UPGL00023 Mefloquina Mebendazol UPGL00012 Posaconazol
AE, -47.68 -30.73 -0.60 -57.16 -57.20
AE,, -42.43 -44.50 -279.88 -41.23 -9.67
AEyy, -90.11 -75.23 -280.48 -98.40 -66.87
AG,, 61.89 56.48 291.05 58.65 32.55
AGyg -28.21 -18.76 10.58 -39.74 -34.32

Nota: AE,, energia de van der Waals, AE,,, energia electrostatica, AE,,, energia de la mecanica

molecular en la fase gaseosa, AG,, energia de solvatacion y AG,,,,energia libre de union.
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V. DISCUSION

En el presente estudio, buscamos identificar medicamentos antiparasitarios que
mostraran afinidad por la glutaminasa GAC, mediante un cribado in silico de una
biblioteca de antiparasitarios y simulaciones de dindmica molecular. Para ello, se realiz6
el acoplamiento molecular de una libreria de 57 farmacos antiparasitarios en el sitio de
union alostérico de 4 estructuras cristalograficas de la glutaminasa GAC. Ademas, se
simul6 la dindmica de uniéon de los 3 mejores complejos GAC-ligando, con sus
respectivos  controles, para determinar sus estabilidades e interacciones

intermoleculares.

Mediante un protocolo de cribado virtual con Autodock Vina, obtuvimos que el
Posaconazol, Mebendazol y Mefloquina se acoplaron con una energia de afinidad mas

negativa que el sistema control 3UO9-BPTES. Ese resultado indica que, teéricamente,

los tres compuestos son potenciales inhibidores del sitio alostérico de la GAC.
Posaconazol se une con una mayor energia libre de union a GAC que el inhibidor
UPGL00012. Esto ocurre por la formacion de interacciones de alta energia (puente de
halégeno y puente salino) entre el Posaconazol y dos residuos clave del sitio de union,
Y394 y K398. Por su parte, UPGL00012 forma mas puentes de hidrogeno con GAC,
por la presencia de anillos heteroatdmicos cercanos a su centro de masa que forman
interacciones con los residuos clave del bucle de activacion K320, F322 y L323. Por
otro lado, los anillos heteroaromaticos de Posaconazol son mas distales a su centro de

masa y forman interacciones con los residuos mas externos del sitio de union alostérico.

A diferencia de Posaconazol, Mebendazol y Mefloquina presentan un menor tamafio
molecular y sus anillos heteroarométicos forman interacciones principalmente con los
residuos centrales del sitio de unién de la GAC. Sin embargo, sus energias libres de
unién son mas bajas en comparacion con Posaconazol y los controles (UPGL00012 y
UPGL00023), ya que no presentan gran numero de puentes de hidrogeno o
interacciones moleculares que aportan alta energia. Cabe sefialar que Mebendazol y
Mefloquina forman interacciones con R317 (interaccidon no reportada por los
inhibidores conocidos de GAC), el cual es un residuo clave en la catalisis ya que una

mutacion en el mismo genera la pérdida total en la actividad enzimatica de la GAC (10).
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Al formar interacciones con residuos clave del sitio de unidon, ambos fairmacos pueden

ser considerados en posteriores estudios que demuestren su actividad inhibitoria.

Los resultados de las simulaciones de dinamica molecular indican que el Posaconazol se
mantiene estable en el sitio de union alostérico ya que los valores de RMSD y Rgyr de
la proteina son similares a los controles. Ademds, que sus valores de SASA sean
semejantes a los controles sugieren que este farmaco al unirse al sitio alostérico
incrementa el tamafio del sitio activo de la enzima. Sobre esto, se sabe que ambos sitios
de unién (alostérico y activo) se encuentran separados aproximadamente a 8 A de
distancia, y que los inhibidores ya reportados de GAC, incrementan el tamaiio del sitio
activo (11). Es decir, el Posaconazol provocaria el mismo efecto sobre las dimensiones

del sitio activo que los inhibidores validados de GAC.

Por otro lado, la Mefloquina genera diferentes cambios conformacionales en la GAC,
demostrado por sus valores de RMSD y Rgyr, que superan el umbral de los controles.
Al ser un farmaco de menor tamafio molecular que los controles UPGL00012 y
UPGL00023, forma principalmente interacciones con los residuos centrales del sitio
alostérico y los residuos mas externos mantienen mayores fluctuaciones que afectan a
toda la proteina. Los valores de SASA no son similares a los generados por el
Posaconazol y los controles, aunque sugieren una ampliacion del sitio activo mas ligera

comparada con la del Posaconazol.

Las variaciones en los valores de RMSD de los ligandos durante la simulacion estan
relacionados con su estructura molecular y las interacciones que presentan con el sitio
alostérico. La Mefloquina presenta el RMSD mas bajo, posiblemente por las
interacciones que forma con los residuos centrales del sitio de union, las cuales
restringen su movimiento. En cambio, el Posaconazol presenta el valor mas alto de
RMSD, lo cual se deberia a que los nucleos heterociclicos al ser menos rigidos
aumentan la flexibilidad de ligando durante la simulacion. E1 RMSD de los controles
presenta un valor intermedio, sus anillos heterociclicos centrales son rigidos y restringen
su movimiento, sin embargo, los anillos arométicos externos son mas flexibles al formar

menos interacciones con los residuos externos del sitio activo.
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Los valores de energia libre de union obtenidos mediante MMPBSA indican que la
formacion de los complejos GAC-inhibidor evaluados en la presente investigacion son
termodindmicamente favorables durante el tiempo de simulacion, excepto el
Mebendazol. Asi, el Posaconazol mantiene valores de energia similares a su control
(UPGLO00012) mientras que la Mefloquina presenta menor energia libre de unioén que
UPGLO00023. Por lo tanto, posteriores estudios in vitro deben demostrar esta actividad

inhibitoria.

Estudios han sugerido una actividad anticancerigena de los tres farmacos testeados en la
presente investigacion. Asi, se ha reportado que el Posaconazol inhibe la proliferacion
celular del glioblastoma (tumor intracraneal maligno primario mas comun y letal en
adultos). Actualmente se esta desarrollando un ensayo de fase I que investiga la eficacia
terapéutica del posaconazol y ketoconazol en pacientes con gliomas de alto grado
recurrentes (56). Asi mismo, un estudio sugiere que el Posaconazol inhibe la
funcionalidad de las células madres cancerosas del glioblastoma, mediante la induccion
de autofagia, pero no se sabe el mecanismo molecular de ello (57). Nuevos estudios
experimentales podrian considerar la inhibicion de las glutaminasas y la inducciéon de
autofagia en estas células cancerosas. Por su parte, el farmaco antipaludico Mefloquina
se ha reportado como agente eficaz para diferentes tipos de cancer (gastrico, colon,
prostata y mama) pero se desconoce su mecanismo de accion (58). Segun nuestros
resultados, bien podria actuar a nivel de las glutaminasas GAC dada su afinidad incluso
comparable con la del inhibidor UPGL00023. En tanto, la actividad anticancerigena del
Mebendazol se ha demostrado en diferentes tipos de cancer mediante estudios in vitro e
in vivo y actualmente se vienen desarrollando 5 ensayos clinicos a la espera de
resultados satisfactorios que permitan su utilidad como farmaco anticancerigeno. Su
mecanismo de accién parece estar relacionado con la inhibicion de la formaciéon de
microtibulos (59). Por lo tanto, es menos probable que esté relacionada con la
inhibicion de la glutaminasa GAC, como lo indican los resultados de la dindmica
molecular obtenidos en esta tesis. En resumen, los antiparasitarios testeados han sido
reposicionados en el &mbito terapéutico del cadncer, aunque su mecanismo de accion aun
no es claro. En futuros estudios, mediante métodos in silico, se podria predecir la

afinidad de estos ligandos por otras enzimas.
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Con los hallazgos del presente trabajo, se podran realizar estudios para demostrar in
vitro la afinidad de Posaconazol y Mefloquina por GAC y si ello resulta positivo,
validar el mecanismo de accion Posaconazol y Mefloquina sobre las células cancerosas

a través de la inhibicion de las glutaminasas.
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VI. CONCLUSIONES

Los ensayos de acoplamiento molecular predijeron a Posaconazol, Mebendazol
y Mefloquina como potenciales inhibidores de GAC.

Posaconazol presenta similar estabilidad y energia de afinidad que los controles
UPGLO00012 y UPGL00023 en su union al sitio alostérico de la glutaminasa
GAC.

Mefloquina se mantiene estable en el sitio alostérico pero genera diferentes
cambios conformacionales sobre la GAC, distintos a los que ocasionan los
inhibidores ya conocidos.

El Mebendazol no se mantiene estable en el sitio de unién alostérico y su union

por GAC no seria viable.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Herramientas bioinformaticas y bases de datos empleadas en el estudio

Nombre Descripcion URL Referencia
Base de datos que contiene informacion
DrugBank de medicamentos y objetivos https://go.drugbank.com/ 26
farmacologicos

B t léculas bioacti
ChEMBL ase de datos de moleculas bioactivas oo obi ac ul/chembl/ 27
con propiedades similares a farmacos

Programa gratuito de codigo abierto que

G -DL https://d tlab.pitt.edu/
ypsum convierte representaciones de moléculas R durtanad Pt ocll 2vps 28
1.2.0 N um-dl/
pequenas 1D y 2D en modelos 3D
AutoDockTools Programa que permite visualizar y  https://ccsb.scripps.edu/mgltool 29
v.1.5.6 analizar estructuras moleculares s/
. Base de datos que contiene informacion
Protein Data .y .
Bank de las estructuras tridimensionales de https://www.rcsb.org/ 30
macromoléculas biologicas
Programa que soluciona problemas de .
. . . https:/github.com/openmm/pd
PDBFixer los archivos del Protein Data Bank ol ubgog/o enmm/pd 31
ohxer

(.pdb) antes de la simulacion

Base de dat lacionad 1 )
cBioPortal ase de 'a (.)S e a010’na osald https://www.cbioportal.org/ 34
gendmica del cancer.

Pymol 2.4.0 Visualizador molecular https://pymol.org/2/ 35

Autodock Vina Programa de cod‘lgo abierto para httns://vina. serinps. edu/ 36
v.1.1.2 realizar acoplamiento molecular : 2L

NAMD v. 2.14 Programa dls'enado par.a la simulacion  https:/www.ks.uiuc.edu/Resear n
de grandes sistemas biomoleculares. ch/namd/

Plataforma web utilizada para la
CHARMM-GUI  construccion de sistemas complejos https://www.charmm-gui.org/ 40
para simulaciones moleculares

Programa basado en MMPBSA .py de

gmx-MMPBSA AMBER que tiene como objetivo https://valdes-tresanco-ms.gith
v1.5.7 realizar calculos de energia libre con ub.io/gmx_MMPBSA/dev/

archivos GROMACS.
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Herramienta basada en linea de

PLIPv.2.2.2  comandos que analiza las interacciones https://github.com/pharmai/plip 53

de complejos proteina-ligando
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https://go.drugbank.com/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://durrantlab.pitt.edu/gypsum-dl/
https://durrantlab.pitt.edu/gypsum-dl/
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/
https://www.rcsb.org/
https://github.com/openmm/pdbfixer
https://github.com/openmm/pdbfixer
https://www.cbioportal.org/
https://pymol.org/2/
https://vina.scripps.edu/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
https://www.charmm-gui.org/
https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/dev/
https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/dev/
https://github.com/pharmai/plip

Anexo 2. Script de Python que utiliza el programa Vina para acoplar cada

antiparasitario de la base de datos con la proteina respectiva
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