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Resumen

Las parasitosis son enfermedades de gran interés a nivel mundial, debido a su rapido
contagio y a la adquisicién de resistencia por los parasitos. La busqueda de blancos
moleculares novedosos y su caracterizacion estructural por métodos computacionales,
ha sido aplicado para encontrar nuevos sitios y proponerlos como potenciales
opciones de tratamientos contra diferentes enfermedades parasitarias. La proteina de
unidon a cajas TATA (TBP, por sus siglas en inglés) es uno de los factores de
transcripcidn centrales en organismos eucariotas y juega un papel substancial durante
el ensamble del complejo de pre-inicio de la transcripcion por las tres ARN
polimerasas. Debido que TBP interactia con un gran numero de factores de
transcripcion, interferir con estas interacciones seria letal para la sobrevivencia del
parasito. En este trabajo presentamos el primer estudio computacional de las
propiedades de superficie del dominio de union a ADN de TBP para un listado de
parasitos involucrados en enfermedades parasitarias de interés mundial. Las
diferencias estructurales y de secuencia de estas TBPs con respecto a la TBP de
humano fueron propuestas para seleccionar ensambles de estructuras representativos
generados por simulaciones de dinamica molecular (MD, por sus siglas en inglés).
Para evaluar el potencial de estas TBP como blanco molecular, llevamos a cabo
acoplamiento molecular de ensamble usando una biblioteca de compuestos tipo-
farmaco, seleccionados en base a una combinacion de las reglas de Lipinski y Veber.
Encontramos que las principales diferencias estructurales y dinamicas estan presentes
en el sitio de union de NC2, el extremo N-terminal, la hélice H2 y la region
interdominio. Estos sitios corresponden a potenciales sitios de uniéon a farmacos en
estas TBPs. Encontramos una buena selectividad de los compuestos para las TBPs
de Plasmodium falciparum, Necator americanus, Candida albicans, Entamoeba
histolytica y Taenia solium, en comparacion a la TBP humana. Los mejores
compuestos comparten similitud estructural entre ellos y con constantes de union
calculadas (Ky) en el intervalo nM a PUM. Estos compuestos pueden ser propuestos
como andamios estructurales para pruebas experimentales y optimizacion adicional.
Con los resultados obtenidos, proponemos a TBP como un blanco molecular

novedoso para el tratamiento de parasitosis humanas.
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1. Introduccion

A pesar del surgimiento de medicamentos y nuevos programas de control, las
parasitosis continuan siendo un gran problema de salud publica a nivel mundial,
debido a la resistencia exhibida por los parasitos, rapida transmision, cambios en los
habitos alimenticios y cambio climatico, entre otros." Estas enfermedades afectan
fundamentalmente a la poblacion de paises en vias de desarrollo, incluyendo las
parasitosis mas comunes que promueven enfermedades gastrointestinales leves
(causadas por algunos protozoarios y helmintos), y enfermedades mortales que son
de importancia mundial (ej. enfermedad de Chagas, tripanosomiasis africana,
leishmaniasis, malaria, filariosis linfatica). La infecciones simultdneas con multiples
parasitos pertenecientes a diferentes filos también aumentan su propagacién (por
ejemplo en pacientes con helmintos aumenta la morbilidad por infecciones con
malaria).2 A su vez, las zoonosis emergentes (transmitidas por vectores y por
alimentos) generadas por el desplazamiento de humanos a ecosistemas silvestres, el
contacto con animales silvestres y domésticos, también potencia las infecciones
parasitarias. En el caso de México, algunas de las enfermedades mas comunes
causadas por parasitos incluyen al Mal de Chagas, amibiasis, giardiasis, ascariasis,

oncocercosis, necatoriasis, helmintiasis y trichuriasis, entre otras (Tabla 1).>*

Tabla 1. Enfermedades causadas por parasitos eucariotas en México. Casos de enfermedades
por parasitos eucariotas reportados en todo el 2018 y hasta junio de 2019 de acuerdo a la Direccién

general de epidemiologia en México (https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/direccion-

general-de-epidemiologia-boletin-epidemiologico). Instituciones de las que se reportan casos:

IMSS, ISSTE, IMSS PROSPERA, DIF, PEMEX, SEDENA, SEMAR, SSP, otras.

Enfermedad parasitaria Numero de casos acumulados en 2018 y hasta
la semana 26 del 2019
Amebiasis 193 576
Giardiasis 11 257
Paludismo-Plasmodium vivax 568
Mal de Chagas 890
Otros protozoarios 70 462
Ascariasis 41 576
Oncocercosis 5




Helmintos 130 232

Candidiasis 167 750
Teniasis 392
Cisticercosis 192

Con la concomitante resistencia a farmacos, muchos de los medicamentos
antiparasitarios y antibiéticos muestran ya una reducida efectividad. Un ejemplo es la
enfermedad de malaria en Africa, donde el farmaco Artemisinina es el principal
medicamento usado, en combinacion de pabellones impregnados con insecticidas
peritroides para el control del vector. Esto ha promovido una baja en la mortalidad y de
la infeccion durante los afios 2000-2015.° Sin embargo, el amplio uso de Artemisinina
ha llevado a la resistencia del parasito, por lo que existe la necesidad de busqueda de
nuevos blancos terapéuticos y nuevos farmacos, que actuén directamente en contra
del parasito o de su vector (en el caso de aquellos que sean transmitidos por vector).
La mayoria de los farmacos antiparasitarios actuan contra ciertas etapas del desarrollo
de los parasitos. Los parasitos del filo Apicomplexa (especies de Plasmodium,
Toxoplasma y Cryptosporidium) y Microsporidia (Encephalitozoon cuniculli) son
parasitos intracelulares obligados, por lo que los farmacos disponibles deben entrar a
la célula. Por ejemplo, el mecanismo de accién farmacologica de la mayoria de los
farmacos contra la malaria actua contra el estado intra-eritrocitico de Plasmodium
falciparum.® Sin embargo también es de interés atacar otros estados (esquizontes en
higado) y las formas infectivas presentes en los mosquitos (esporozoitos), para el
control sobre el propio vector. Ejemplo de esto ultimo es usar los medicamentos
disponibles contra el parasito impregnados sobre los cubrecamas en lugar de
insecticidas.’

En el caso de Trypanosoma cruzi, que causa la Enfermedad Chagas, los farmacos
existentes son efectivos sélo si son administrados en las etapas tempranas de la
infeccion, ademas de que son muy téxicos,® por lo que al igual que con Plasmodium es
necesario buscar otras alternativas. Parasitos como Giardia intestinalis y Entamoeba
histolytica, que muestran un metabolismo anaerdbico que los distingue de los demas
eucariotas, han sido tratados con farmacos derivados de nitroimidazoles que inhiben la
sintesis de acidos nucleicos en estos parasitos y que sélo son activados por su
reduccion en células anaerdbicas. Sin embargo, los derivados de nitroimidazoles
muestran alta toxicidad y reducida efectividad debido a la resistencia de estos
organismos.®

Para la mayoria de gusanos nematodos y trematodos, los derivados del benzimidazol

han mostrado ser efectivos en su eliminacién; por ejemplo el albendazol inhibe la



polimerizacion de microtubulos en el parasito, lo que resulta en alteraciones en las
células del tegumento y del intestino del gusano, que posteriormente conlleva a una
deficiente captacion de glucosa por los parasitos, disminuyendo asi los depdsitos de
energia del gusano.”® Otros farmacos son efectivos en la eliminacién de estos
parasitos y son usados como alternativa; tal es el caso de la ivermectina, la cual se
une a canales de cloro activados por glutamato en células nerviosas y de musculo de
parasitos, y causan un incremento en la permeabilidad celular a iones cloro,

resultando en la pardlisis y muerte de los parasitos."

Sin embargo, parasitos
resistentes han surgido debido al uso de estos farmacos.

Esta reducida efectividad ha llevado a la propuesta de nuevas proteinas como blancos
terapéuticos. En relacibn a esto, la seleccion de nuevos blancos ha sido
principalmente orientada hacia la busqueda de moléculas especificas existentes en el
parasito y no en el organismo huésped, por ejemplo la inhibicion de proteinas que
participan en procesos esenciales para el parasito. Un ejemplo es el tratamiento de la
infeccién de Trypanosoma cruzi (Mal de Chagas) con el farmaco Nifurtimox, el cual
inhibe la ruta de formaciéon de aminas como la espermina y espermidina, los cuales
son esenciales para el parasito pero no para el ser humano;'? por otra parte el farmaco
antifungico Posaconazol ha mostrado una limitada actividad contra Trypanosoma cruzi,
inhibiendo la formacion de ergoesteroles esenciales para el parasito."

Aunque en la busqueda de blancos moleculares se prefiera dirigir farmacos contra
proteinas especificas de los parasitos, algunas veces resulta dificil encontrarlos debido
a la estrecha relacion filogénetica en eucariotes, por lo que otra de las aproximaciones
usadas es buscar diferencias de secuencia o estructurales en proteinas conservadas.
Estas diferencias pueden ser propuestas como sitios de uniéon a farmacos. Con
respecto a esto ultimo podemos encontrar algunos ejemplos: existe una amplia
cantidad de compuestos selectivos dirigidos aminoacil-tRNAs sintetasas de algunos
parasitos (Plasmodium, Trypanosoma brucei, Brugia malayi) con el fin de afectar el
proceso de sintesis de proteinas selectivamente en parasitos.® Otro ejemplo incluyen
compuestos dirigidos contra cinasas de Leishmania, donde al igual que las aminoacil-
tRNAs sintetasas, sus estructuras presentan cavidades exclusivas en comparacion a

las de humano.™

1.1 Busqueda de sitios de uniéon a farmacos en superficies de proteinas

Para que una proteina sea un blanco molecular, ésta necesita contener un sitio de

unidn que posea las caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas que

favorezcan la unién de un compuesto (farmaco) con alta afinidad y especificidad.'*'®



Una alta afinidad garantiza mejor potencia del farmaco y asi dosis mas pequenas
mostraran el efecto deseado. La especificidad garantizara una union preferente a la
proteina del parasito en comparacion a la del hospedero, y por tanto no afectara en
gran medida las funciones celulares del hospedero.

Diferentes aproximaciones experimentales han sido usadas para evaluar sitios
potenciales en una proteina blanco, como resonancia magnética nuclear (RMN),
calorimetria de titulacién isotérmica y espectrometria de masas."” El tamizaje de alto
rendimiento o tamizaje de fragmentos seguido por RMN ha sido una de las
aproximaciones ampliamente usadas para evaluar la accesibilidad farmacolégica
(drugability en inglés), ya que se pueden probar una gran cantidad de compuestos
contra la proteina blanco y se seleccionan aquellos que interaccionan con buena
afinidad. Sin embargo, estos métodos son costosos y requieren mucho tiempo,
ademas de que dependen de la calidad y cantidad de proteina pura y de la diversidad
de los compuestos probados.™

Otra aproximaciéon es utilizar métodos computacionales, donde los sitios blanco
pueden ser identificados si se dispone de la estructura de la proteina — determinada
por RMN o cristalografia de rayos X y almacenadas en bases de datos como el Protein
Data Bank (PDB)® o de un modelo — mediante algoritmos de deteccién de
cavidades."® Una vez identificado el sitio, una biblioteca de compuestos es muestreada
sobre la superficie de la proteina. Esto se conoce como tamizaje virtual o tamizaje in
sillico.”” Al igual que el tamizaje experimental, el tamizaje virtual puede ser usado para
evaluar la accesibilidad farmacoldgica e identificar los sitios con mayor afinidad y
selectividad. Una de las ventajas del tamizaje virtual es que permite reducir el numero
de farmacos a evaluar experimentalmente. La evaluacién de la afinidad de cada
compuesto se lleva a cabo con algoritmos de acoplamiento molecular (Docking). Cada
algortimo de acoplamiento esta compuesto por una funcién de busqueda y una funcion
de puntaje. La funcién de busqueda estd relacionada con la generacion de
conformaciones o poses, mientras que la funcion de puntaje esta relacionada con la
afinidad del compuesto.

Hay multiples algoritmos de acoplamiento disponibles (Autodock4, Autodock Vina,
Dock, Glide, FlexX, Phdoc, etc.), incluyendo programas de acoplamiento rigido y
flexible, cada uno con sus funciones de puntaje basadas en diferentes criterios
(complementaridad de forma, interacciones de enlace de hidrégeno, de van der Waals,
e hidrofébicas).?®?' Una lista de diferentes algoritmos y progamas de acoplamiento se
pueden encontrar en la pagina http://www.click2drug.org/index.html.

Por su parte, la biblioteca de farmacos puede ser obtenida de diferentes bases de

datos comerciales y gratuitas (como la base de datos ZINC15%), seleccionando



aquellos ligandos con las caracteristicas deseadas, si es que se tiene idea del tipo de
ligando que interacciona con la proteina blanco.

Dado que la busqueda computacional de sitios blanco hace uso de estructuras 3D de
las proteinas, es de crucial importancia investigar la influencia de variaciones
estructurales en la prediccién de dichos sitios. Tales variaciones estructurales van
desde ligeros ajustes de cadenas laterales, hasta grandes movimientos que pueden
dar lugar a cavidades transitorias o cavidades cripticas, no identificadas
experimentalmente.’” ' Por lo tanto, no es suficiente usar una sola estructura para el
acoplamiento, y asi el reto actual es analizar ensambles de conformaciones de las
proteinas.”” " Tales ensambles pueden ser obtenidos de estructuras de RMN, uso de
multipes estructras cristalograficas, o como alternativa usar ensambles generados por
MD.

Las combinacion de MD, acoplamiento molecular y algoritmos de prediccién de
cavidades han sido aplicados para estudiar la dinamica de apertura de cavidades
transitorias y ha permitido la caracterizacion de potenciales sitios de unién a farmacos
usando estos métodos computacionales.'®?"?3242526 Esto permite proponer ensambles
representativos de estructuras para evaluar su accesibilidad farmacoloégica por
algoritmos de acoplamiento molecular de ensamble (conocido como ensamble-based
docking).?" ?® El uso de estas técnicas computacionales ofrece una buena herramienta
para la busqueda y caracterizacion de sitios blanco en la superficie de proteinas, que
no tienen un sitio de unién definido como las enzimas o receptores, y los cuales son

mas dificiles de encontrar.

1.2 La familia de TBPs como un posible blanco molecular.

Los farmacos disponibles contra parasitos estan implicados en inhibir procesos
esenciales (tales como la sintesis de ADN, metabolismo, traduccion de proteinas etc.),
por lo que atacar un blanco molecular involucrado en estos procesos podria ser letal
para el parasito. En ese sentido la transcripcién de genes es un proceso esencial para
la supervivencia en todo ser vivo. En organismos eucariotas la maquinaria basal esta
ampliamente conservada entre diferentes especies.?® *° La transcripcion es llevada a
cabo por tres ARN polimerasas (ARNpol). Todas las ARNpol interaccionan con
distintos conjuntos de proteinas llamados factores de transcripcion.

Uno de los factores de transcripcion centrales es la TBP (“TATA binding protein”- en
inglés), el cual estad también presente en arqueas.’’ TBP reconoce la caja TATA —
localizada aproximadamente a 30pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion — y

promueve el ensamble del complejo de pre-inicio de la transcripcion por las tres



ARNpol. Mientras el extremo N-ter es desordenado, altamente divergente en
secuencia y longitud, la estructura del dominio de union a ADN estd ampliamente
conservada entre diferentes especies, con una longitud de alrededor de 180 residuos

32, 33

(Figura 1a); por lo que en este estudio no consideraremos el extremo N-ter.
Estructuras para este dominio han sido resueltas por rayos X o RMN para las TBPs de
Saccharomyces cerevisiae,* Arabidopsis thaliana,** Homo sapiens,*® Encephalitozoon
cuniculi,’”  Pyrococcus woesei,*®* Methanococcus jannaschii®®* 'y  Sulfolobus
acidocaldarius.* Practicamente, toda la superficie de TBP establece interacciones con
otros factores en el contexto del complejo de pre-inicio de la transcripcion, tales como
TFIIA y TFIIB, el regulador transcripcional MOT1, el activador Brf1 (del complejo de la
ARNpol 1ll), el factor asociado a TBP de 250 kDA (TAF1), y el inactivador

transcripcional NC2, entre otros (Fig. 1b), para los cuales las estructuras
29, 40, 41

cristalograficas en complejo con TBP estan disponibles.

Bl NC2 (1JFI) TAF1 (1TBA, 4B0A)

B DNA(1CDW) MOT1 (30C3)

B TFIIB (1C9B) Cnd2

Em Spt3 Brf1 (INGM)
TFIIA (INVP)

Figura 1. Estructura del dominio de uniéon a ADN de TBP (PDB ID 1NVP). a) La estructura
muestra los dominios simétricos en cian y en azul, asf como los diferentes elementos de estructura
secundaria: S: hebra beta, H: hélice. b) Vista frontal (izquierda) y trasera (derecha) de los sitios de
interaccidon de TBP con otras proteinas de acuerdo a las estructuras cristalograficas depositadas en
el PDB e identificados experimentalmente. El cédigo de colores se indica debajo de la figura, asi

como el PDB:ID.

Otros interactores de TBP sin estructura reportada son la proteina Spt3 del complejo
SAGA, el dominio de activacion Gal4 y el C-ter de la subunidad Cnd2 del complejo de
condensinas.*? El complejo supramolecular resultante representa un blanco molecular
atractivo para el tratamiento de enfermedades parasitarias, ya que existe suficiente
divergencia existe entre la TBP humana y la del parasito.

A pesar de la conservacién del dominio de unién a ADN de TBP (Fig. 1a), las TBPs de
parasitos eucariotas muestran divergencia en su composicién de aminoacidos,*® y
diferente preferencia por sus cajas TATA respecto a la TBP humana (como las TBPs

de Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum y Cryptosporidium parvum), lo que



sugiere diferencias estructurales y en sus propiedades de superficie.** ** 4% ¢ por

ejemplo, diferencias a nivel de secuencia en la hélice H2 (que muestra un mayor
numero de aminodacidos positivos) han sido reportadas en las TBPs de Plasmodium
falciparum y Cryptosporidium parvum, asi como también una asa mas larga entre las
hebras S2' y S3.*> *® Respecto a la informacién estructural disponible de TBPs de
parasitos, s6lo la estructura de la TBP del parasito microsporidio Encephalitozoon
cuniculi ha sido reportada.®”*” Sin embargo, un gran nimero de secuencias de TBPs
de diferentes parasitos estan disponibles en el NCBI (Plasmodium falciparum,*®
Cryptosporidium parvum,*® Trypanosoma brucei,*® Trypanosoma cruzi,®® Candida

% Oncocerca volvulus,®

albicans,®” Taenia solium,*> Entamoeba hystolitica,**
Encephalitozoon cuniculi,*”*" Pneumocystis carinii,>> entre otros), permitiendo generar
modelos estructurales con buena confianza. La busqueda de diferencias en la
superficie de proteinas de parasitos respecto a humano ha sido usada para proponer
sitios potenciales, por lo que un analisis de las propiedades de superficie de TBPs de

parasitos podria resultar en su propuesta como blanco molecular novedoso.

1.3 Ventajas de usar TBP como blanco molecular de enfermedades

parasitarias

Los argumentos para proponer a TBP como un nuevo blanco molecular son: 1) TBP
es una proteina esencial y por tanto inhibirla seria letal para el parasito; 2) a pesar de
la similitud estructural, las diferencias en secuencia darian lugar a diferencias en la
superficie de la proteina, que podrian ser propuestas como sitios blancos. Esta
estrategia ha funcionado en otras proteinas conservadas;® '* % 3) la extensa superficie
molecular disponible abre la opcioén de utilizar mas de un farmaco simultaneamente en
terapias de combinacién, ya sea para tratar infecciones con un solo agente infeccioso
o provocadas por mas de uno a la vez; 4) como la tasa de mutacién de TBP es baja,’’
no se esperaria una tasa alta de resistencia de los parasitos; 5) a pesar de que
anteriormente los factores de transcripcion han sido clasificados como blancos con
baja accesibilidad farmacoldgica (debido a que las interacciones que establecen son
muy dinamicas, involucran un gran numero de interacciones con proteinas y carecen
de cavidades o son poco profundas), algunos caso de éxito han sido reportados.®®*°

A la fecha no existe un analisis estructural de TBPs de parasitos y tampoco se
han reportado inhibidores de sus interacciones con otras proteinas, lo cual lo hace un
sistema atractivo de estudio para evaluar su accesibilidad farmacoldgica. Nuestro
estudio pretende determinar si TBP es un blanco molecular potencial, en el contexto

de sus multiples interacciones proteina-proteina, buscando moléculas pequefias que



puedan interrumpir o modificar las interacciones del complejo, resultando en un
complejo de pre-inicio no funcional. En este trabajo llevamos a cabo el primer estudio
de las propiedades de superficie de un conjunto de TBPs de parasitos usando
métodos computacionales, buscando las principales diferencias con respecto a la TBP
humana, con el fin de proponerlas como sitios blanco de unién a farmacos. Para este
fin, seleccionamos sitios basados en las variaciones de propiedades de superficie con
respecto a la TBP humana y la posibilidad de formacion de cavidades. Para estos
sitios, creamos ensambles representativos de estructuras obtenidas por simulaciones
de dinamica molecular y llevamos a cabo acoplamiento molecular de ensamble,
usando una biblioteca de compuestos tipo farmaco obtenidos de la base de datos de
ZINC12.%°

2. Fundamento tedrico

2.1 Justificacion

Dada la creciente resistencia a farmacos por parasitos eucariotas que infectan
humanos, existe la necesidad de la busqueda de nuevos blancos moleculares y/o
compuestos antiparasitarios. Nosotros proponemos a TBP como blanco terapéutico de
enfermedades parasitarias que aquejan a humanos, debido a que salvo en estados de
animacion suspendida (esporas o quistes), todos los organismos realizan transcripcion
y por lo tanto, los farmacos atacarian casi cualquier estado del desarrollo del parasito,
resultandoles letales. A pesar de la alta conservacion estructural, las TBPs de
parasitos muestran diferencias en sus secuencias que podrian resultar en sitios blanco
novedosos. La identificacién de estos sitios es clave para la propuesta de armazones
iniciales, esperando mejorar la afinidad y especificidad respecto a la TBP de humano,

mediante el disefio y analisis experimental a futuro.
2.2 Hipétesis
Las TBPs de parasitos muestran diferencias en sus propiedades de superficie,

comparadas con la TBP de humano. Tales sitios pueden ser propuestos como sitios

blanco de unién a farmacos.
2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general



Caracterizar la superficie molecular de las TBPs de parasitos e identificar sitios blanco
de union a farmacos, partiendo de las diferencias en superficie respecto a la TBP de

humano.

2.3.2 Objetivos particulares

1. Realizar el analisis bioinformatico de las secuencias del dominio de unién a ADN de
TBPs de parasitos seleccionados, modelar la estructura del dominio de unién a ADN, y
hacer la comparacion con la TBP de humano.

2. Caracterizar la superficie molecular de TBPs de humano y parasitos, calculando
parametros estructurales y electrostaticos de la superficie a partir de ensambles de
estructuras generados por dindmica molecular para las TBPs. Identificar diferencias
estructurales y cavidades sobre la superficie de TBPs de parasitos y proponerlas como
sitios blanco de unién a farmacos.

3. Generar ensambles de estructuras para el acoplamiento molecular de farmacos a
partir de simulaciones por dinamica molecular de las TBPs de parasitos y de humano,
y analizar su plasticidad conformacional.

4. Se realizara el acoplamiento molecular de una biblioteca de compuestos tipo

farmaco, sobre las TBP de humano y de parasitos.
3. Estrategia Computacional

3.1 Seleccion de TBPs y generacion de modelos

Nosotros seleccionamos a la TBP de humano y una lista de TBPs de parasitos
que incluye a diferentes filos (dos de hongos, una de amiba, dos de nematodos, una
de un platelminto y dos protozoarios), los cuales estan involucrados en enfermedades

de importancia mundial (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de organismos y sus enfermedades asociadas.

Organismo

Enfermedad asociada

Filo

Encephalitozoon cuniculi

Pneumocystis carinii
Candida albicans
Taenia solium

Onchocerca volvulus

Encefalitozoonosis
Pneumocitosis
Candidiasis
Taeniasis
Oncocercosis

Necatoriasis

Microsporidia

Ascomycota
Ascomycota
Platyhelminthes

Nematoda



Necator americanus Amibiasis Nematoda
Entamoeba histolytica Malaria Amoebozoa

Plasmodium falciparum Apicomplexa

Todas las secuencias de TBPs cubren el dominio de unién a ADN (~180 residuos) y
muestran diferente identidad en secuencia respecto a la TBP de humano (Tabla 3).
Para hsaTBP y ecuTBP, seleccionamos tres estructuras cristalograficas del PDB.*% "
47. 81 62 Tomando ventaja de la buena conservacidn en secuencia entre TBPs,
generamos modelos estructurales para el resto de las TBPs, utilizando tres diferentes
predictores: I-TASSER,*®* MODELLER®* y SWISS-MODEL .

Tabla 3. Lista de TBPs analizadas en este trabajo.

Organismo PDB:ID Abreviacion | Identidad*
Homo sapiens 1nvp, Tngm, 1c9b | hsa

Encephalitozoon cuniculi | 3eik, 30c3, 4wzs ecu 76.0
Pneumocystis carinii pnc 82.2
Candida albicans cal 79.4
Taenia solium tso 76.6
Onchocerca volvulus ovo 82.1
Necator americanus nam 81.0
Entamoeba histolytica ehi 54 .4
Plasmodium falciparum pfa 38.3

*El porcentaje de identidad es respecto a la TBP de humano.

Todos los modelos mostraron una estructura adecuada como calculado con
RAMPAGE® (Anexo 1). Para el caso de pfaTBP, sélo los modelos generados por I-
TASSER y MODELLER fueron seleccionados, debido a que SWISS-MODEL fallé en
generar un modelo estructuralmente estable. Todas las secuencias de TBPs sin

estructuras fueron obtenidas del NCBI.%’

Partiendo de un alineamiento de secuencias obtenido por Clustal omega,®®
creamos un alineamiento estructural usando el plugin Multiseq de VMD.*® Este
alineamiento fue usado para mapear las diferencias en secuencia respecto a hsaTBP.
Este alineamiento fue también enviado al servidor ConSurf para ver las diferencias en
superficie respecto a la TBP de humano.”” Consurf calcula una calificacion de
conservacion por posicién, partiendo de un alineamiento multiple de al menos cinco

secuencias; en nuestro caso las TBPs de parasitos son comparadas contra la TBP de
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humano. La estructura de la hsaTBP (PDBID 1NVP) fue usada para mapear las

diferencias en superficie.

3.2 Simulaciones de Dinamica molecular.

Todas las estructuras fueron previamente optimizadas: se les anadieron
hidrogenos, se minimizaron 50 pasos usando el esquema Steepest descent sobre los
hidrogenos, manteniendo el resto de la estructura rigida, seguida de una minimizacién
de 50 pasos sobre todos los atomos usando el esquema Conjugate gradient. Esta
optimizacién se hizo con el potencial CHARMM36,”" y el programa charmm38b1.” Las
estructuras finales se usaron como semillas para las simulaciones de MD.

Los sistemas incluyen explicitamente todos los atomos (~30000 atomos totales), en
una caja de agua ortorrémbica de 92x64x60 A® (modelo de agua TIP3P), y una
concentracion de sal de 0.15 M de NaCl. Los extremos N-terminal y C-terminal fueron
considerados como neutros. Las cajas fueron preparadas con el servidor CHARMM-
GUL.”

Las simulaciones se realizaron en el ensamble NPT, por 101 ns para cada estructura
inicial a 323 K para mejorar el muestreo conformacional. El primer ns fue utilizado
como periodo de equilibracion para cada réplica, rindiendo 300 ns de tiempo
acumulado de simulacion para cada TBP. Para la pfaTBP, extendimos cada modelo a
151 ns para obtener el mismo tiempo neto de simulacion.

Las dinamicas fueron propagadas con NAMD2.11,’* usando el potencial
CHARMMS36.”" Las interacciones no covalentes se suavizaron con una funcién switch
para la de Van der Waals y de shift para las de Colulomb, usando un corte de 12 A. La
lista de vecinos se recalculé cada 10 pasos con un radio de corte en 14 A. El tiempo

de integracion fue de 2 fs y la frecuencia de guardado de 500 pasos.

3.3 Calculo de parametros estructurales de la superficie.

Para evaluar la diversidad estructural de los ensambles generados por MD,
llevamos a cabo un agrupamiento por RMSD en dos dimensiones (RMSD-2D), usando
los 300 ns para cada TBP, ya que el RMSD contra las estructuras iniciales mostro
ligeras variaciones (Anexo 2).

El RMSD-2D fue calculado sobre los atomos de cadena principal, con un corte de 2.0
A para el analisis de agrupamiento. El programa SIMULAID fue usado para llevar a
cabo este analisis.”’> Obtuvimos un solo grupo con mas del 90% de las estructuras

muestreadas para cada TBP, sugiriendo una buena convergencia de las MD. La Tabla
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4 muestra el numero de estructuras para el grupo mas grande. Las estructuras

representativas corresponden a los centros de este grupo.

Tabla 4. Resultados del agrupamiento por RMSD-2D. Se obtuvo un sélo grupo representativo

con mas del 90% de las estructuras muestreadas (3000 estructuras analizadas) para cada TBP.

TBP Numero de estructuras
del grupo mas grande

hsa 2888

ecu 2964

pnc 2941

cal 2859

tso 2722

nam 2900

ovo 2977

ehi 2960

pfa 2716

Los parametros de superficie calculados sobre las trayectorias de MD se obtuvieron
con el programa charmm38b1 y fueron las siguientes: RMSD sobre atomos pesados
con respecto a la estructura inicial, fluctuaciones promedio de carbonos alfa, energia
electrostatica, angulos diedros de cadena lateral (posteriormente clasificados como
rotdmeros con un script local), el total de puentes neutros (interacciones entre las
cadenas laterales de Ser, Thr, Cys, Asn, GIn, His, Tyr), el total de puentes salinos de
cadena lateral (interacciones entre las cadenas laterales de los residuos cargados Arg
y Lys con Asp y Glu), el total de puentes cargados (interacciones entre las cadenas
laterales de los residuos cargados con residuos neutros), el porcentaje de ocupacién
promedio de puentes salinos, el area accesible al solvente (AAS) polar y no polar, y
area accesible al solvente por residuo, utilizando una esfera de prueba de 1.4 A. El
calculo de AAS polar y no polar incluye todos los a&tomos polares y no polares sobre la
superficie respectivamente, independiente de su distribucidon espacial. Los valores de
AAS por residuo fueron convertidos a su valor relativo utilizando los valores de
maxima area accesible al solvente por residuo,’® y la diferencia respecto a la TBP de
humano fue calculada.

La apertura de cavidades fue computada con el programa POVME 3.0,”” usando los
parametros: a espaciamiento de 1.0 A, una distancia de corte d 1.09 A y una esfera de
inclusion de 8 A para el sitio de TFIIA y de 6 A para los sitios NC2, Interdominio, N-ter

y hélice H2. La esfera de inclusion fue centrada en cada sitio respectivamente. Todas
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estas propiedades fueron calculadas en bloques de 100 ps sobre los 300 ns de
simulacion.

Adicionalmente, calculamos el potencial electrostatico de las estructuras
representativas usando el servidor PDB2PQR-APBS,’® con el esquema de cargas de
CHARMMZ27, a pH 7 y con una concentraciéon de sal de 0.15 M. Para la comparacion
de las superficies de potencial electrostatico, se utilizo el servidor webPIPSA,” el cual
calcula indices de similitud entre pares de superficies electrostaticas, que van de
valores de -1 (potenciales anticorrelacionados), pasan por 0 (no correlacionados) y
llegan a +1 (potenciales idénticos). Los indices son luego convertidos a distancias
mediante la formula sqrt(2-2S1), donde Sl es el indice respectivo de similitud, tomando
asi valores de 0 (potenciales idénticos) a 2 (potenciales anticorrelacionados). Las
distancias son finalmente representadas en un tipo de arbol filogenético (epograma) y
con un mapa de calor, los cuales indican qué tan similares son las superficies.

Todas las propiedades calculadas se graficaron con KaleidaGraph 4.5, y las imagenes
se generaron con el visualizador VMD 1.9.2.°° Todas las representaciones 2D de las
interacciones de TBP con los mejores compuestos fueron generadas con el software
Maestro 11.09.010.%°

3.4 Acoplamiento molecular de compuestos sobre la superficie de las
TBPs.

Para la seleccién de estructuras para el acoplamiento molecular de ensamble,
utilizamos la estrategia que se muestra en la Figura 2. El objetivo de la estrategia es
obtener un ensamble de estructuras de las MD que represente cambios a nivel de
cadena principal y cadena lateral, que son importantes para la apertura/formacién de
cavidades transitorias.

1) Las estructuras de los centros de grupo, se enviaron al metaservidor Metapocket
2.0.3" Metapocket calcula cavidades con base en diferentes aproximaciones, usando
los siguientes programas: LIGSITE, PASS, Q-Site Finder, SURFNET, Fpocket,
GHECOM, ConCavity y POCASA. Las cavidades finales corresponden a los centros
de masa de las cavidades agrupadas obtenidas por cada programa.

2) Tomando las cavidades predichas, las diferencias en secuencia y propiedades
estructurales, seleccionamos los sitios de union a NC2, TFIIA, la region interdominio y

el sitio de la hélice H2.

3) Para estos sitios, seleccionamos los residuos alrededor de 4 A, y las
conformaciones de cadenas laterales con alta poblacién durante las MD fueron

identificadas. Seleccionamos las conformaciones de cadenas laterales con una
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poblacion mayor o igual al 10%; para los residuos de Lys, Arg, Glu, GIn y Met, sélo los
angulos diedros de cadena lateral X1 y X2 fueron utilizados, mientras que para el resto
de los residuos usamos todas los angulos diedros para clasificar rotameros de
acuerdo a Dunbrack.’? Para cada sitio, las estructuras seleccionados de las MD

corresponden al 50% de todas las combinaciones muestreadas.

2) Cavidades y sitios con mayores

1) Agrupamiento RMSD-2D diferencias con respecto a la TBP

humana
FECh AN, e,
) 7 \ L \‘_@
FED Ky e 2 e Ax
b L SN, e AN o,
YT [erS \\;) —> 57 Yo
FESEY, S, S I, Centro de grupo
Yo 57 \Q 57 \e

3) Coleccion de rotameros de cadena lateral
en la MD y generacion de ensambles para
docking

4) Acomplamiento molecular
de compuestos

Identificacion de sitios selectivos

Refinamiento flexible y analisis de
compuestos selectivos

Figura 2. Diagrama del procedimiento computacional usado para seleccionar ensambles de
estructuras de las MD con mayores diferencias respecto a la TBP de humano y llevar a cabo
acoplamiento molecular. 1) Un agrupamiento por RMSD en 2D se llev a cabo para seleccionar
los centros de grupo. Estos centros de grupo fueron luego usados para predecir cavidades en la
superficie de TBPs. 2) Las cavidades predichas, junto con las diferencias estructurales con respecto
a hsaTBP (tales como el potencial electrostatico, drea accesible al solvente), fueron luego

propuestas como potenciales sitios de unién a fairmacos. 3) Para cada uno de estos sitios, los
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residuos alrededor de 4 A fueron seleccionados y las estructuras con las combinaciones de
rotdmeros de cadena lateral mas frecuentes durante en las MD fueron usadas para crear el
ensamble final para acomplamiento. 4) Una primera ronda de acoplamiento rigido fue llevada a
cabo sobre toda la superficie del ensamble para cada TBP, para identificar los sitios selectivos. Una
vez que los sitios con mejor selectividad con respecto a hsaTBP fueron identificados, una segunda
ronda de acoplamiento flexible restringido en cada sitio se llev6 a cabo, permitiendo a los residuos

alrededor de 4 A ser flexibles. Los compuestos mas selectivos fueron luego analizados.

Para los ensambles de las cavidades de TFIIA y NC2, sélo las estructuras con un
volumen mayor o igual a 50 A® calculado con MOLEGRO 6.0 fueron seleccionadas.?®
Los ensambles finales de estructuras para cada TBP se muestran en la Tabla 5 y

fueron usados para el acoplamiento.

Tabla 5. Numero de estructuras usadas para el acoplamiento de compuestos tipo fairmaco.

TBP Ensamble final
hsa 36

ecu 42

pnc 39

cal 48

tso 43
nam 40

ovo 45

ehi 40

pfa 48

4) La seleccién de compuestos tipo farmaco se hizo con base en una combinacion de
las reglas de Lipinski y Veber:** ® moléculas con peso molecular entre 160 y 500
g/mol; con coeficiente de particion octanol-agua (log P, que indica la lipofilicidad del
ligando) entre 0 y 5, para seleccionar aquellos que puedan penetrar al interior celular;
con un numero de enlaces rotables menor o igual a 7; con una area polar menor de
140 A% con un nimero maximo nimero de cinco grupos aceptores y diez donadores
de enlace de hidrogeno respectivamente; que fueran neutros y que tuvieran

funcionalidad benigna. Este filtrado se hizo sobre la base de datos de ZINC12,%°
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usando http://zinc.docking.org/search/properties. Las estructuras 3D de 5887

compuestos fueron obtenidas en formato .mol2, y fueron posteriormente
transformados a formato .pdbqt con el plugin de Vina en Pymol 1.7.7.2, para su uso en
el acoplamiento molecular.

5) Para determinar la accesibilidad farmacolégica de TBPs de parasitos, el

¢ usando un

acoplamiento molecular fue realizado con el programa AutoDock Vina,®
script hecho en casa. AutoDock Vina ha rendido buenos resultados en la
literatura.®”#8#® Como primer paso, un acoplamiento rigido (flexible para el ligando) se
llevé a cabo sobre cada ensamble de TBP. Todas las estructuras de las TBPs fueron
transformadas a pdbqt con el plugin de Vina en Pymol 1.7.7.2. La caja usada para el
acoplamiento cubrié toda la superficie de TBP, usando un espaciamiento de 1 A, un
valor exhaustividad de 20 y generando cinco poses para cada compuesto. De las
mejores poses generadas (mejor puntaje), los compuestos con las mas grandes
diferencias respecto a la hsaTBP (selectividad = puntaje pose TBPparasito — puntaje
TBPhumana), fueron listados (Tabla 6). Una selectividad menor o igual a -1.5 kcal/mol
(que corresponde a una diferencia de 10 veces en Kds a 298 K) fue tomado como
corte para una buena selectividad. Estos sitios, junto con aquellos que mostraron
diferencias con respecto a hsaTBP, fueron seleccionados para una segunda ronda de
acoplamiento flexible usando los mismos compuestos. La caja para el acoplamiento
fue centrada en cada sitio, usando los mismos parametros que en el acoplamiento
rigido y los residuos equivalentes alrededor de 4 A con respecto a hsaTBP fueron
seleccionados como flexibles. Los compuestos con mejor selectividad fueron también

listados (Tabla 7). Las Kds estimadas fueron obtenidas con la formula

puntaje pose

Kd= e RT |, donde T es la temperatura (298 K) y R es la contante de los gases
(0.001985 kcal/K.mol).

4. Resultados

4.1 Diferencias en secuencia de las TBPs de parasitos comparadas a la
TBP humana.

Las firmas principales del plegamiento de TBP pueden ser apreciadas en el
alineamiento estructural (Figura 3a): la mayoria de las TBPs conservan los cuatro
residuos de Phe necesarios para el doblamiento del DNA, con excepcién de pfaTBP
que tiene solo tres (reemplazando una Phe por un residuo de isoleucina). Los sitios de

interaccion con TFIIA y TFIIB estan muy conservados, asi como la Pro de la hélice H2’
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caracteristica que promueve la curvatura de esa hélice en todas las estructuras TBPs
de eucariotas, excepto en pfaTBP. Como previamente descrito, la TBP de pfaTBP
muestra una asa mas larga entre las hebras S3’ y S4’, un mayor niumero de residuos
positivos en la hélice H2, y una insercién en el asa conectando la hélice H2 y hebra
S1°.% | os residuos de interaccién con ADN estan conservados en la mayoria de las
TBPs, con excepcion de ehiTBP y pfaTBP.

Para visualizar las diferencias sobre la superficie de este conjunto de TBPs respecto a
la TBP de humano, utilizamos el programa ConSurf.” El analisis con ConSurf muestra
que las principales diferencias estan presentes sobre la superficie convexa de la

proteina (Figura 3b), mientras que la superficie de unién a ADN es mas conservada.

a) TFIIA F F
PR

* XAk K K EE K K K K A K Kk % b
hsa SGIVPQLONI VSTVNLGCKL DLKTIALRAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPR TTALIFSSGK MVCTGAKSEE QSRLAARKYA RVVQKLGFP- )
pnc SGIVPTLONI VATVNLDCRL DLKTIALHAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPK TTALIFASGK MVVTGAKSED DSKLASRKYA RIIQKLGFN-
ovo DVPSPALQNI VSTVNLGVPL DLKKIALHAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPR TTALIFSSGK MVCTGAKSEE SSRLAARKYA RIVQKLGFN-
nam DIPMPTLONI VSTVNLGVPL DLKKIALHAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPR TTALIFSSGK MVCTGAKSED ASRLAARKYA RIVQKLGFD-
cal IGIVPTLONI VATVNLDCRL DLKTIALHAR NAEYNPKRFA AVIMRIRDPK TTALIFASGK MVVTGAKSED DSKLASRKYA RIIQKLGFN-
tso AIPQPQLONI VCTVNLEIRL DLRRIARSAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPR TTALIFSSGK MVCTGAKSEN EARLAARKYA RIIQKLGFD-
ecu SGIIPTLONV VATVNLSCKL DLKNIALRAR NAEYNPKRFA AVIMRIREPK TTALIFASGK MVITGAKSEK SSRMAAQRYA KIIHKLGFN-
ehi NDTHPEIVNV VSTFQLGVKL ELRKIVQKAR NAEYNPKRFA GAIMRISSPK STALIFQTGK IVCTGTRSIE ESKIASKKYA KIIKKIGYP-
pfa KNISLNIHNI ISSANLCIDI NLRLVAVSIR NAEYNPSKIN TLITRLNKPQ CTALIFKNGR IMLTGTRTKK DSIMGCKKIA KIIKIVTKDK
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Figura 3. Diferencias a nivel de secuencia en las TBPs de parasitos. a) Alineamiento estructural
de las TBPs analizadas. Los residuos en azul y rojo corresponden a aquellos residuos 100%
conservados y conservados mas del 70% respectivamente; los asteriscos indican los residuos de
unién a ADN en las estructuras cristalograficas reportadas; los elementos de estructura secundaria,
residuos de Phe que participan en el doblamiento del ADN (F), cis-Pro (&) y la Pro conservada en
hélice H2’ ($), los sitios de unién a TFIIA y TFIIB, también se indican. b) Resultado de ConSurf
mostrando las diferencias en superficie con respecto a hsaTBP: la imagen frontal y posterior se
muestran en la figura (los sitios de unién a NC2 y a TFIIA son encerrados en un cuadro
respectivamente), coloreados de variable (cian) a conservados (purpura). c) Vista frontal y d)
posterior de la comparacién de secuencias por pares con respecto a hsaTBP: los residuos
conservados y no conservados se muestran en rojo y azul respectivamente. La vista frontal se

muestra como en b).

El sitio de union a TFIIA esta mejor conservado que su sitio simétrico — el sitio de
unidon a NC2 — el cual esta rodeado de muchos residuos variables. El sitio de union a
TFIIB esta también conservado (estribo C-terminal, localizada entre las hebras S2’-
S3’) en todas las TBPs. La regién interdominio (que es el sitio de unién a Brf1 del
complejo de pre-inicio con la RNAPol Ill) y la hélice H2 son los sitios que mostraron
mayores diferencias.

ConSurf muestra las diferencias respecto a un consenso de secuencias, asi que para
analizar estas diferencias para cada TBP contra hsaTBP, mapeamos los residuos
conservados y no conservados contra ésta, usando el plugin multiseq de VMD (Figura
3c y Figura 3d).®® Similar a lo visto con ConSurf, las principales diferencias yacen
sobre la superficie convexa de la proteina, siendo ehiTBP y pfaTBP aquellas con los
mas grandes cambios en la region interdominio, la hélice H2 y sitio de unién a NC2.
Con base en este analisis, se encontré6 que las principales diferencias respecto a
hsaTBP estan presentes en el sitio de unién a NC2, la hélice H2 y la regién

interdominio.

4.2 Analisis de las propiedades de superficie en las TBPs.

Las diferencias en secuencia en las TBPs pueden resultar en cambios
estructurales que afecten su funcién y reconocimiento por otras proteinas. Para
determinar codmo estas diferencias en secuencia influyen en cambios estructurales,
calculamos una coleccién de parametros estructurales sobre las trayectorias de las
simulaciones de MD, y las comparamos con aquellas de hsaTBP.

Como un paso inicial analizamos el area accesible al solvente (AAS) no polar y polar
para las diferentes TBPs (Figura 4). Esto es importante por las interacciones que

puede establecer TBP con otras moléculas.
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Con respecto al AAS no polar encontramos ligeras diferencias principalmente sobre la
pfaTBP (Figura 4a), sugiriendo que algunos parches hidrofébicos pueden ser
importantes para el reconocimiento de otras moléculas. Las tsoTBP, ehiTBP vy
pfaTBP muestran los mayores cambios en AAS no polar, mientras que el resto de

TBPs mostraron similar AAS no polar con respecto a hsaTBP.

Las diferencias del AAS fueron mejor apreciadas cuando el AAS polar fue analizada:
estas diferencias son igualmente mayores para las TBPs de tso, ehi y pfa,
comparadas con hsaTBP (Figura 4b). Cuando los residuos polares, hidrofébicos y
cargados fueron mapeados en la superficie de las TBPs, las principales diferencias
con respecto a hsaTBP estan presentes en el sitio de unién a NC2, la region

interdominio y la hélice H2 (Figura 4c).
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Figura 4. Polaridad de la superficie de TBPs de parasitos. a) AAS polar y b) no polar en las TBPs
analizadas. Los valores de los limites y medianas se muestran el diagrama de caja y bigotes. c)

Representacion de superficie de TBPs, donde se muestran los residuos positivos, negativos, polares
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e hidrofébicos en azul, rojo, verde y blanco, respectivamente. Los sitios con mayores diferencias se

indican sobre hsaTBP.

Si los cambios en AAS relativa por residuo con respecto a hsaTBP son mapeados
sobre la superficie de TBP (Ver Figura 5), encontramos que las diferencias también
estan presentes sobre el sitio de uniéon a NC2, interdominio y la hélice H2. Por otra
parte también evaluamos las diferencias en fluctuaciones de carbonos alfa con

respecto a hsaTBP (Anexo 3). Sin embargo a nivel de carbonos alfa solo encontramos

ligeras diferencias en las asas de la estructura.

Figura 5. Diferencias en AAS relativa por residuo con respecto a hsaTBP. Diferencias en AAS
relativa por residuo respecto a hsaTBP. Una representacion de superficie se muestra para las TBPs.
Los residuos con mayor AAS relativa se muestran en color rojo para cada TBP. Las flechas indican

los residuos que concuerdan con los sitios de NC2, la hélice H2 y el interdominio.

Las diferencias en polaridad se apreciaron de mejor forma al calcular la energia
electrostatica de toda la proteina (Figura 6a): encontramos los cambios mas notables
en la TBP de pfa, la cual mostré la energia electrostatica menos favorable; ehiTBP y
ecuTBP mostraron valores intermedios, mientras que la tsoTBP mostrd la energia
electrostatica mas favorable, cuando fueron comparadas con respecto a hsaTBP.
namTBP y ovoTBP mostraron similar energia electrostatica, mientras solo ligeros
cambios fueron apreciados en pncTBP, ecuTBP y calTBP. Las diferencias en
electrostatica estan relacionadas con la presencia de cargas en la superficie de la
proteina.

Con respecto a esto, pfaTBP mostré un menor nimero de residuos negativos que
hsaTBP, pero un mayor numero de cargas en la hélice H2 (Figura 6b y 6d). Este

exceso de cargas positivas presente en la superficie de pfaTBP puede estar causando
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una repulsion en su superficie, promoviendo asi una energia electrostatica menos
favorable. Curiosamente, el nimero total de residuos cargados fue similar entre todas

las TBPs (Figura 6c¢), sugiriendo que lo relevante es que su distribucion espacial es

diferente.
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Figura 6. Electrostatica en TBPs. a) Energia electrostatica de las TBP. Los valores de los limites y
medianas se muestran en el diagrama de caja y bigotes. b) Nuimero de residuos positivos y
negativos presentes en las TBPs analizadas. ¢) Nimero de residuos cargados totales en las TBPs. d)
Para pfaTBP, ehiTBP, hsaTBP y tsoTBP, se muestran los residuos positivos y negativos sobre la

estructura en color azul y rojo respectivamente. El cuadro indica la posicién de la hélice H2.

Para tener un mejor entendimiento de las consecuencias de estas diferencias en
electrostatica, calculamos el potencial electrostatico sobre la superficie de las TBPs
(Figura 7). Como previamente descrito,”” las TBPs de eucariotas muestran su
caracteristico potencial electrostatico positivo, indicativo de una proteina de union a
DNA (Figura 7a).

PfaTBP mostré un mayor potencial electrostatico positivo en la superficie convexa de
la proteina (debido principalmente a la hélice H2 cargada positivamente y parte del
interdominio). Este mayor potencial electrostatico positivo explica la energia
electrostatica desfavorable en pfaTBP.

OvoTBP, ecuTBP, pncTBP y namTBP mostraron ligeros cambios en su distribucion
electrostatica, relacionado con una mayor conservacién en secuencia con respecto a
hsaTBP. Sin embargo, calTBP, ehiTBP, tsoTBP y pfaTBP mostraron marcadas
diferencias, principalmente en los sitios de union de NC2, la regién interdominio, la

hélice H2 y en el extremo N-terminal.
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Para un analisis menos cualitativo de las diferencias a nivel de potencial electrostatico,
usamos el servidor WebPIPSA para compararlos con respecto al de hsaTBP (Figura
7b). Nuevamente ecuTBP, ovoTBP, pncTBP y namTBP mostraron superficies
similares de potencial electrostatico con respecto a hsaTBP, relacionado nuevamente
con una mayor conservacion en secuencia (las ramas del cladograma son mas cortas
para estas TBPs comparadas con hsaTBP). calTBP, tsoTBP, ehiTBP y pfaTBP

mostraron las superficies de potencial electrostatico mas distintas a hsaTBP.
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Figura 7. Superficie de potencial electrostatico en TBPs. a) El potencial electrostatico fue
mapeado sobre las estructuras representativas de cada TBP. Los isovalores usados fueron -2 kT/e
(en rojo) y +2 KT (en azul). b) Comparacién de superficies de potencial electrostatico con

WebPIPSA. El c6digo de colores esta indicado en la figura.
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En el caso de tsoTBP, el potencial electrostatico en la superficie no explicd su energia
electrostatica favorable, sin embargo, esta podria ser analizada con las interacciones
formadas en la superficie de la proteina. Para esto, calculamos las interacciones de
cadena lateral entre residuos polares (Ser, Thr, Cys, Asn, GIn, His, Tyr), entre residuos
cargados (Asp, Glu con Lys, Arg, interacciones conocidas como puentes salinos), y
entre residuos polares-cargados que incluyen la combinacion de las dos anteriores.
Con respecto a los puentes polares y polares-cargados, no encontramos diferencias
entre las TBPs de parasitos comparadas con la TBP de humano (Figura 8), sin
embargo, encontramos diferencias en los puentes salinos de cadena lateral (Figura
9a).
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Figura 8. Interacciones polares en las TBPs. Interacciones polares en las TBPs de parasitos. a)
Puentes de hidrégeno de las cadenas laterales de residuos Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, His y Tyr. b)
Puentes de hidrégeno entre las cadenas laterales de residuos Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, His y Tyr y los
residuos cargados, Asp, Glu, Lys y Arg. Los valores de los limites y medianas se muestran en el

diagrama de caja y bigotes.

Efectivamente encontramos que tsoTBP mostr6 el mayor numero de estas
interacciones, cuando fue comparado con el resto de TBPs, mientras que pfaTBP
mostr6 el menor numero de ellas. Esto correlaciona con las propiedades
electrostaticas de estas TBPs, siendo la tsoTBP aquella con mejor electrostatica.
Cuando solo los puentes salinos mas estables (aquellos con una ocupacion mayor al
75% del tiempo simulacion) se grafican, las diferencias entre tsoTBP, pfaTBP vy
hsaTBP se aprecian mejor (Figura 9b). El numero de puentes salinos fue similar para
el resto de las TBPs cuando fueron comparadas contra hsaTBP, lo cual correlaciona
con su energia electrostatica similar.

Con excepcion de ehiTBP y pfaTBP, todas las TBPs muestran un puente salino muy

estable en la regién interdominio (Figura 9c). En el caso de namTBP y ovoTBP, esta
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interaccion se mantuvo presente solo el 50% del tiempo de simulacion (Figura 9d).
Estas TBPs tienen un residuo de Lys al inicio de la H2’, en lugar de un residuo de Arg
como en tsoTBP, pncTBP, calTBP y hsaTBP. El residuo de Lys promueve un puente
salino menos estable, como es apreciado con un bajo tiempo de ocupacion para

namTBP y ovoTBP, mientras que la presencia de una Arg promueve una interaccién

mas estable.
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Figura 9. Puentes salinos de cadena lateral en las TBPs. a) Puentes salinos totales y b) puentes
salinos presentes >75% del tiempo de simulacién. Los valores de los limites y medianas se

muestran en el diagrama de caja y bigotes. c) Puentes salinos presentes el 75% de simulacion
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mapeados sobre la superficie de TBPs. Los residuos negativos y positivos se muestran en esferas de
VDW de color rojo y azul respectivamente. El cuadro indica el puente salino en el interdominio. d)
Conservacion en secuencia de residuos involucrados en el puente salino en la regién interdominio
(encerrados en un cuadro) y ocupaciéon durante la MD, sumada sobre todos los atomos
involucrados en un puente salino por cada par de residuos. Los residuos conservados y

parcialmente conservados se muestran en azul y rojo respectivamente.

En el caso de ehiTBP y pfaTBP, el par de residuos cargados no esta conservado. Sin
embargo, los residuos en posiciones equivalentes hacen ~5 contactos entre carbonos
en promedio para estabilizar este sitio. Esto hace al interdominio de namTBP,
ovoTBP, ehiTBP y pfaTBP un sitio atractivo para la interaccion con compuestos tipo
farmaco.

En resumen, los parametros de superficie presentados en esta seccién indican que los
sitios con mayores diferencias a la TBP de humano son el sitio de unién a NC2, la
region interdominio y la hélice H2. Estos sitios parecen ser interesantes para la
propuesta de potenciales sitios de unién a farmacos. La ventaja de proponer estos
sitios es que se conocen las proteinas que reconocen cada sitio, asi el mecanismo de
inhibiciéon por el farmaco estaria basado en la pérdida de interaccion, lo cual puede ser

analizado experimentalmente.

4.3 Presencia de cavidades sobre las TBPs.

Una caracteristica de un sitio de union a un compuesto es que, en general,
éste corresponde a una cavidad en la superficie de la proteina donde un compuesto
tipo farmaco puede interactuar.’ '® *® Para evaluar la presencia de cavidades en la
superficie de las TBPs, enviamos las estructuras representativas de cada TBP al
servidor Metapocket (Figura 10).

Encontramos que algunas de las cavidades concuerdan con los sitios en TBPs que
mostraron diferencias al nivel de secuencia y estructura: el sitio de uniéon a NC2, la
region interdominio y la hélice H2. El sitio de unién a TFIIA fue predicho como cavidad
en todas las TBPs (y es un sitio conservado en éstas). Sin embargo, otros sitios no
fueron predichos en algunas TBPs. Por ejemplo, el sitio de unién a NC2 no fue
predicho en ecuTBP, ehiTBP, calTBP ni tsoTBP. El sitio del interdominio y la hélice
H2 tampoco fueron predichos para la mayoria de TBPs. Esto puede deberse a que
ambos sitios son planos o que las estructuras representativas tengan tales cavidades
cerradas. Sin embargo, la prediccion por consenso fue util para la identificacion de
estos sitios. Esto sugiere que es importante tomar en cuenta la flexibilidad de cadena
lateral y principal muestreadas en las simulaciones de MD, ya que esto puede

promover la apertura de cavidades.
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Figura 10. Cavidades calculadas con Metapocket sobre las TBPs. Cavidades calculadas con
Metapocket sobre las TBPs. Las cavidades son representadas con esferas rojas. Las cavidades
encerradas en un cuadro corresponden a los sitios de unién a NC2 y TFIIA, la regién interdominio y

la hélice H2.

Para determinar la dinamica de apertura seleccionamos estas cavidades y calculamos
los volumenes con el programa POVME 3.0 (Figura 11 y Figura 12). En el caso del
sitio de unién a TFIIA, éstos fueron mas grandes en tsoTBP y pfaTBP comparados
con los de hsaTBP, mientras que el resto de las TBPs mostraron una apertura similar
o0 menor apertura, siendo el sitio de union a TFIIA de ehiTBP el sitio menos abierto
durante las trayectorias de MD. Aparte del sitio de unién a DNA, el sitio de unién a
TFIIA es la cavidad mas grande presente sobre la superficie de TBP, lo cual puede
estar relacionado con sus interactores, tales como MOT1, TAF1, Brf1 (del complejo
con RNApollll), TFIIA y el dominio de activacion GAL4. Aunque este sitio estd
altamente conservado de acuerdo al analisis de secuencia, la mayor apertura del sitio
en las TBPs de parasitos podria hacerlo un sitio atractivo.

Con respecto al sitio de union a NC2, los volumenes fueron mas pequefos en
comparacion con los del sitio de unidn a TFIIA, a pesar de estar relacionado por
simetria con este ultimo; interesantemente todas las TBPs de parasitos mostraron una

mayor apertura de la cavidad en comparacion con hsaTBP (Figura 11by 12b).
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Figura 11. Dinamica de apertura en las TBPs calculada con POVME 3.0. De a) a d) se muestra la
dindmica de apertura de los sitios de unién a TFIIA y NC2, asi como para la regién interdominio y la
hélice H2. En el caso de estos dos ultimos, se muestra el area superficial debido a que estos sitios

corresponden a superficies planas. El ajuste suavizado se muestra como lineas en cada grafico.
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Figura 12. Dinamica de apertura en las TBPs calculadas con POVME 3.0. De a) a d) se muestra
la dindmica de apertura de los sitios de unién a TFIIA y NC2, asi como para la regién interdominio y
la hélice H2. En el caso de estos dos ultimos, se muestra el area superficial debido a que estos sitios

corresponden a superficies planas. El ajuste suavizado se muestra como lineas en cada grafico.
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La interaccién con NC2 es sélo a través de un residuo de Phe y uno de GIn que se
unen a esta cavidad en TBP.®" De acuerdo a nuestro analisis, el sitio de unién a NC2
esta menos conservado con respecto al de TFIIA y mostré diferencias estructurales. El
factor de transcripcion NC2 es un regulador negativo de la transcripcion, sugiriendo
que su sitio de uniéon en TBP es un sitio atractivo para evaluar su accesibilidad
farmacoldgica.

Por otra parte, la regién interdominio y la hélice H2 son sitios mas expuestos al
solvente, a diferencia de los sitios de unién a TFIIA y NC2; por tanto, computamos el
area superficial para estos sitios (Figura 11c-d y 12c¢-d). La regién interdominio tuvo
una area superficial mas grande en todas las TBPs cuando fue comparada con
hsaTBP. Sin embargo, para la hélice H2 todas las TBPs mostraron un area similar,
con excepcion para tsoTBP y pfaTBP. Ambos sitios son plataformas de unién para el
sitio de unién a Brf1 y TFIIA, y junto con las diferencias, haciéndolos buenos
candidatos como sitios blanco.

Tomando estos cuatros sitios construimos ensambles de estructuras para cada TBP,
basados en las combinaciones de rotameros de cadenas laterales mas frecuentes que
se muestrearon durante las simulaciones de MD (Tabla 5). El ensamble tiene
informacion de cambios estructurales en cadena principal y lateral. Para los sitios de
TFIIA y NC2, los ensambles incluye estructuras con estas cavidades abiertas. Estos
ensambles fueron usados para evaluar su potencial de uniéon a compuestos tipo

farmaco.

4.4 Evaluaciéon computacional de la unién de compuestos tipo farmaco en
las TBPs.

Como paso inicial, llevamos a cabo un acoplamiento molecular de ensamble
rigido con Autodock Vina® sobre la superficie entera del ensamble de estructuras de
cada TBP, usando 5887 compuestos tipo farmaco, obtenidos de la base de datos de
ZINC12.%° Esta estrategia fue usada para identificar los sitios con mayor potencial de
unidn a compuestos tipo farmaco en las TBPs de parasitos, al compararlos contra los
de hsaTBP.

La Tabla 6 muestra los compuestos con mayor selectividad con respecto a hsaTBP
para cada TBP. Encontramos buena selectividad (valores < -1.5 kcal/mol) para
namTBP, tsoTBP, calTBP y pfaTBP, mientras que encontramos reducida selectividad
para ecuTBP, ovoTBP y ehiTBP. Esto indica una mejor accesibilidad farmacoldgica

para namTBP, tsoTBP, calTBP y pfaTBP.
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Todas las TBPs de parasitos muestran valores de afinidad (puntaje de Autodock Vina)
que estan en el orden micromolar-nanomolar, de acuerdo con sus valores estimados
de Kds a 298. Interesantemente, los compuestos en pfaTBP y calTBP tuvieron la
mejor selectividad con respecto a hsaTBP, con diferencias de -2.0 kcal/mol y -1.8
Kcal/mol respectivamente. pncTBP y ehiTBP fueron las TBPs del conjunto que
mostraron los valores de selectividad mas bajos (alrededor de ~-0.9 Kcal/mol), a pesar

de que nuestro analisis estructural mostré que ehiTBP es diferente de hsaTBP.

Tabla 6. Mejores cinco compuestos con selectividad en las TBPs de parasitos con respecto a
hsaTBP. La selectividad corresponde a la diferencia del valor de energia entre la mejor pose en la
TBP de parasitos y aquella en hsaTBP para el mismo compuesto. El cédigo del compuesto

corresponde al de la base de datos de ZINC12.

Acoplamiento de ensamble rigido

Compuesto Selectividad Energia Kd estimada 298 K

(Kcal/mol) para la pose en la

TBPs de parasitos
ZINC00386658 -0.9 ehi -7.9/hsa -7.0 1.5x107°
ZINC04656177 -1.0 ehi -7.2/hsa -6.3 5.1x10°
ZINC08439353 -1.0 ehi-8.1/hsa -7.1 1.1x10°
ZINC00678144 -1.0 ehi -8.3/hsa -7.3 8.0x10”
ZINC00687495 -1.0 ehi-8.1/hsa -7.1 1.1x10°
ZINC00633806 -1.1 ecu -9.0/hsa -7.9 2.4x10”
ZINC00655012 -1.2 ecu -8.3/hsa -7.1 8.0x10”
ZINC02124174 -1.2 ecu -8.4/hsa -7.2 6.8x107
ZINC08400467 -1.2 ecu -8.5/hsa -7.3 5.7x107
ZINC02124172 -1.4 ecu -8.4/hsa -6.9 6.8x10”
ZINC08384212 -1.3 tso -8.8/hsa -7.5 3.4x10”
ZINC08439353 -1.3 tso -8.4/hsa -7.1 6.8x10”
ZINC00623808 -1.4 tso -8.9/hsa -7.5 2.9x107
ZINC02077897 -1.4 tso -9.2/hsa -7.8 1.7x107
ZINC00707055 -1.5 tso -8.6/hsa -7.1 4.8x10”
ZINC00654142 -1.5 cal -8.1/hsa -6.6 1.1x10°
ZINC00654525 -1.5 cal -8.4/hsa -6.9 6.8x10”
ZINC08400463 -15 cal -9.3/hsa -7.8 1.4x10”7
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ZINC00681612 -1.8 cal -8.3/hsa -6.6 8.0x10”
ZINC00681612 -1.8 cal -8.4/hsa -6.6 6.8x10”
ZINC01020433 0.9 pnc -8.4/hsa -7.5 6.8x10”
ZINC08396924 -0.9 pnc -8.9/hsa -8.0 2.9x107
ZINC08436921 -0.9 pnc -7.8/hsa -6.9 1.8x10°
ZINC00627455 -1.0 pnc -8.9/hsa -7.9 2.9x107
ZINC00684897 1.2 pnc -8.6/hsa -7.4 4.8x10”
ZINC08440929 -1.1 ovo -8.8/hsa -7.7 3.4x10”
ZINC02876856 -1.1 ovo -8.6/hsa -7.5 4.8x10”
ZINC08386942 -1.1 ovo -9.6/hsa -8.5 8.9x10®
ZINC06446067 1.2 ovo -9.2/hsa -8.0 1.7x10”
ZINC00703977 1.3 ovo -9.2/hsa -7.9 1.7x10”
ZINC00663824 1.3 nam -7.8/hsa -6.5 1.8x107°
ZINC00704367 1.4 nam -8.9/hsa -7.5 2.9x107
ZINC04363229 1.4 nam -9.2/hsa -7.8 1.7x10”
ZINC04176965 15 nam -8.8/hsa -7.3 3.4x107
ZINC19796971 -1.6 nam -8.0/hsa -6.4 1.3x10°
ZINC00654241 1.7 pfa -8.1/hsa -6.4 1.1x10°
ZINC08439353 -1.8 pfa -8.9/hsa -7.1 2.9x107
ZINC00624433 -1.8 pfa-10.3/hsa -8.5 2.6x10°
ZINC00972546 -1.8 pfa-10.1/hsa -8.3 3.8x10®
ZINC00655804 2.0 pfa -9.4/hsa -7.4 1.2x10”7

Si todo el conjunto de compuestos con mejor selectividad mostrado en la Tabla 6 es
mapeado sobre la superficie de cada TBP, encontramos que los principales sitios de
union corresponden a los sitios de unién a TFIIA y NC2, la region interdominio, el
estribo N-terminal (que es el asa S3-S4) y el extremo N-terminal. Estos sitios
corresponden a los sitios con mayor potencial de uniéon a compuestos tipo farmaco en
estas TBPs (Figura 13).

Como se muestra en la Figura 13, encontramos otros dos sitios potenciales ademas
de los identificados con el analisis estructural. Estos sitios corresponden al extremo N-
terminal en calTBP y el estribo N-terminal (asa S3-S4) en pfaTBP, y estos mostraron
buena selectividad con respecto a hsaTBP. En el caso de la region interdominio,
encontramos solo compuestos sobre la namTBP. Sin embargo, este compuesto

mostré baja selectividad (-1.3 kcal/mol) con respecto a hsaTBP.
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Figura 13. Sitios potenciales de union a compuestos sobre las TBPs de parasitos. Los
compuestos mas selectivos mostrados en la Tabla 3 fueron mapeados sobre las superficies de a)
tsoTBP, b) namTBP, c) calTBP y c) pfaTBP. El compuesto con la mas alta selectividad se muestra
con varillas, mientras que el resto de los compuestos se muestran como lineas. Para el caso del
interdominio de namTBP, s6lo se encontr6 un compuesto, aunque con baja selectividad (-1.3

Kcal/mol).

Dado que la consideracién de la flexibilidad en la funcién de puntaje es importante,
una segunda ronda de acoplamiento flexible sobre las estructuras representativas fue
llevado a cabo para cada uno de los sitios identificados en el acoplamiento rigido: para
pfaTBP éste fue hecho sobre el sitio de union a NC2 y el estribo N-terminal, para
calTBP sobre el extremo N-terminal y para namTBP y tsoTBP sobre el sitio de unién
a TFIIA. También incluimos el sitio interdominio de namTBP y ehiTBP dado que
encontramos diferencias estructurales y dinamicas con respecto a hsaTBP, a pesar de
su baja selectividad. La Tabla 7 muestra los resultados del acoplamiento flexible sobre

las estructuras representativas para estas TBPs.

Tabla 7. Compuestos con mejor selectividad con respecto a hsaTBP, obtenidos del
acoplamiento flexible sobre los sitios seleccionados para cada TBP. La selectividad

corresponde a la diferencia del valor de energia entre la mejor pose en la TBP de parasitos y aquella
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en hsaTBP para el mismo compuesto. El c6digo del compuesto corresponde al de la base de datos

de ZINC12.

Acoplamiento flexible sobre las estructuras representativas

Compuesto Selectividad Energia (Kcal/mol) Kd estimada
para cada sitio 298 K para la
pose en la
TBPs de
parasitos

Extremo N-ter

ZINC00695624 -4.3 cal -11.1/hsa -6.8 7.0x10°
ZINC02497152 -3.9 cal -10.4/hsa -6.5 2.3x10®
ZINC08385471 -3.9 cal -10.5/hsa -6.5 1.9x10°®
ZINC01427920 -3.7 cal -10.4/hsa -6.7 2.3x10®
ZINC04656082 -3.7 cal -10.4/hsa -6.7 2.3x10®
ZINC00478694 -3.5 cal -11.2/hsa -7.7 5.9x10™°
ZINC00677022 -3.4 cal -11.3/hsa -7.9 5.0x10™°
Sitio TFIIA
ZINC01758808 -3.5 nam -9.9/hsa -6.4 5.3x10®
ZINC00663973 -3.0 nam -8.7/hsa -5.7 4.7x107
ZINC04656123 2.7 nam -9.1/hsa -6.4 2.0x10”
ZINC00663975 2.6 nam -8.5/hsa -5.9 5.7x10”
ZINC09365179 2.5 nam -9.4/ hsa -6.9 1.2x107
ZINC00983556 2.3 nam -9.2/ hsa -6.9 1.7x107
ZINC08442128 -2.1 nam -10.2/ hsa -8.1 3.2x10®

Interdominio

ZINC00644211 3.7 nam -9.1/hsa -5.4 2.0x107
ZINC02252328 -3.6 nam -9.9/hsa -6.3 5.3x10®
ZINC00884274 -3.3 nam -10.2/hsa -6.9 3.2x10°®
ZINC08431489 -3.0 nam -10.1/hsa -7.1 3.8x10®
ZINC00883987 2.9 nam -9.8/hsa -6.9 6.3x10°
ZINC00676209 2.8 nam -9.9/hsa -7.1 5.3x10®
ZINC00281924 2.8 nam -9.8/hsa -7.0 6.3x10°
Interdomain
ZINC00663973 -4.0 ehi -9.3/hsa -5.3 1.4x107
ZINC00663970 3.7 ehi -8.9/hsa -5.2 2.9x107
ZINC00712044 -3.6 ehi -8.6/hsa -6.9 4.8x107
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ZINC00703575 -3.3 ehi -9.8/hsa -6.5 6.3x10°
ZINC02077887 -3.3 ehi -9.5/hsa -6.2 1.0x10”
ZINC08399657 -3.2 ehi -9.4/hsa -6.2 1.2x107
ZINC08442127 3.2 ehi -8.9/hsa -5.7 2.9x107
Sitio TFIIA
ZINC01758808 -4.2 tso -10.6/hsa -6.4 1.6x10°
ZINC04656123 -4.1 tso -10.5/hsa -6.4 1.9x10°
ZINC00971588 -3.9 tso -9.6/hsa -7.3 8.9x10°®
ZINC00663973 -3.9 tso -9.6/ hsa -5.7 8.9x10°®
ZINC08439353 -3.8 tso -10.5/hsa -6.7 1.9x10°
ZINC01000251 3.7 tso -10.1/hsa -6.4 3.8x10®
ZINC01000295 -3.6 tso -10.0/hsa -6.4 4.5x10°
Estribo Nter
ZINC00994448 2.5 pfa-11.1/hsa -8.5 7.0x10°°
ZINC02158339 2.4 pfa -8.1/hsa -5.7 1.1x10°
ZINC06270551 2.2 pfa -8.4/hsa -6.2 6.8x107
ZINC00996029 2.2 pfa -8.8/hsa -6.6 3.4x10”
ZINC01953156 2.2 pfa -8.0/hsa -5.8 1.3x10°°
ZINC19796844 2.2 pfa -8.1/hsa -5.9 1.1x10°
ZINC00668078 2.2 pfa -8.6/hsa -6.4 4.8x107
Sitio NC2
ZINC08442277 -3.0 pfa -10.3/hsa -7.3 2.7x10°
ZINC15989997 2.9 pfa -8.8/hsa -5.9 3.4x10”
ZINC00654357 2.9 pfa -9.3/hsa -6.4 1.4x10”7
ZINC00654096 2.9 pfa -9.5/hsa -6.6 1.0x10”
ZINC00653348 2.9 pfa -9.5/hsa -6.6 1.0x10”
ZINC00654304 -2.8 pfa -9.3/hsa -6.5 1.4x10”7
ZINC00654006 2.7 pfa-10.2/hsa -7.5 3.2x10°®

En todos los casos, el refinamiento flexible mejord los valores de selectividad vy
afinidad, yendo de micromolar a nanomolar de acuerdo con los valores de Kd
estimados. Las interacciones para los compuestos con mejor selectividad se muestran
en la Figura 14 y son comparados con sus equivalentes en hsaTBP. Para todos los
casos, se encontré un mejor ajuste de los compuestos en el sitio de las TBPs de
parasitos, llevando a una mejor afinidad. Esto esta principalmente relacionado a
compuestos unidos a sitios mas profundos, mientras que éstos fueron mas expuestos
en hsaTBP.
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Figura 14. Compuestos con la mejor selectividad obtenidos del acoplamiento flexible. Los
compuestos con mejor selectividad se muestran para calTBP (naranja), tsoTBP (verde), namTBP
(rojo), ehiTBP (azul metalico) y pfaTBP (amarillo), para a) el extremo N-terminal, b) sitio de unién
a TFIIA, c) sitio de unién a NC2, y d) la region interdominio. Las representaciones de superficie,
caricatura y mapa de interacciones en 2D se muestran para cada TBP. En la representacién 2D, los
atomos del compuesto con mayor accesibilidad al solvente estan representados con sombras grises.
En todos los casos se muestra la comparaciéon con hsaTBP (magenta). El c6digo de ZINC y los

valores de selectividad se muestran en la parte superior.

Los mejores valores de selectividad se obtuvieron para el extremo N-terminal en
calTBP y para el sitio de union a TFIIA en tsoTBP. En el caso de calTBP, una mejor
interaccion se debe a la mayor apertura de una cavidad en el extremo N-ter, mientras
que ésta esta cerrada en la estructura representativa de hsaTBP (Figura 14a). Cuando
la apertura de esta cavidad fue calculada con POVME 3.0, una mayor apertura fue
apreciada durante una parte de la trayectoria de MD para calTBP comparada con
hsaTBP (Figura 15).

TsoTBP y ovoTBP también mostraron esta cavidad con mayor apertura con respecto
a hsaTBP. Sin embargo, estos sitios no fueron identificados durante el acoplamiento
rigido. Esto puede estar relacionado con que el sitio N-ter no fue incluido para la
creacion de ensambles, y asi la apertura de la cavidad no fue considerada. Esto es
importante debido a que la prediccion de cavidades con el servidor Metapocket indico
la presencia de la cavidad en los extremos N-ter de tsoTBP y ovoTBP, sugiriendo otro

sitio blanco novedoso.
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Figura 15. Dinamica de apertura del extremo N-terminal en las TBPs. Los volimenes fueron

calculados con POVME 3.0. El ajuste suavizado se muestra como lineas en cada grafico.

Los resultados del acoplamiento sobre los sitios de union a TFIIA para namTBP y
tsoTBP mejoraron debido a un mayor numero de interacciones en la cavidad en
comparacion con hsaTBP (Figura 14b). Esta cavidad fue mas abierta durante las
trayectorias de tsoTBP que en hsaTBP, explicando asi su mejor afinidad y
selectividad. En el caso de namTBP, esta cavidad mostré una apertura similar durante
la MD que en hsaTBP. Sin embargo, la mejor orientacion del compuesto promovié una
mejor interaccion en namTBP.

En el caso de pfaTBP, la interaccion mejord debido también a una mayor apertura de
la cavidad del sitio de union a NC2, comparado a hsaTBP (Figura 14c). pfaTBP
presentd mas diferencias en secuencia y en estructura, en comparacién con hsaTBP,
sugiriendo a este sitio como un potencial sitio. Con respecto al estribo N-ter de
pfaTBP, encontramos moderada selectividad en comparacion con hsaTBP. Este sitio
fue diferente en las TBP de pfaTBP en comparacion a hsaTBP, mientras que esta
conservado en el resto de las TBPs de parasitos. A diferencia de hsaTBP, la mejor
pose fue localizada entre la hélice H1 y el estribo, mientras que hsaTBP ésta fue

localizada sobre la cara del sitio de union a DNA (Figura 16).
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Figura 16. Compuesto con la mas alta selectividad sobre el estribo N-ter en pfaTBP. Las
representaciones de superficie, caricatura y 2D se muestran para pfaTBP y hsaTBP. En la

representacion 2D, los A4tomos del compuesto con mayor accesibilidad al solvente son
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representados con sombras grises. En todos los casos se muestra la comparacién con hsaTBP

(magenta). El c6digo de ZINC se muestra en la parte superior de la imagen.

Aunque los compuestos en la regidn interdominio de namTBP y ehiTBP mostraron
baja selectividad en el acoplamiento rigido, el acoplamiento flexible mejoré la
selectividad en ambas (Tabla 7). Esto puede estar relacionado con un pose mas
enterrada en este sitio y un mayor numero de interacciones en namTBP y ehiTBP en
comparacion con hsaTBP (Figura 14d).

En resumen, para los compuestos con la mejor selectividad (Figura 14), las partes
aromaticas establecen mejores interacciones de apilamiento e interacciones
hidrofébicas, debido a las cavidades mas profundas o mas abiertas en TBPs de
parasitos, mientras que los grupos polares de los compuestos son estabilizados por
enlaces de hidrogeno. Es interesante notar que los aminoacidos que decoran los sitios
de union a TFIIA y a NC2 son residuos de tipo aromatico como Phe o Pro, que
establecen interacciones de apilamiento con los compuestos con mejor selectividad.
Esto sugiere que la busqueda de compuestos aromaticos similares en estos sitios
seria una buena estrategia. Con respecto a esto, los compuestos con mejor
selectividad para el sitio de unién a TFIIA en namTBP y en tsoTBP, mostraron
similitud estructural: estos contienen el grupo aromatico pireno, e interesantemente los
tres compuestos mas selectivos son los mismos para ambas TBPs (Figura 17).

Para la region interdominio, el sitio de unién a NC2 y el extremo N-terminal, se
encontré6 que los compuestos son mas largos y presentaron conformaciones mas
extendidas en comparacion a los compuestos del sitio de unién a TFIIA (Figura 17).
Esto es interesante porque estos sitios estan mas expuestos en la superficie en
comparacion con el sitio de unién a TFIIA. Por tanto, los compuestos mas largos y
extendidos podrian ser mas adecuados para establecer mejores interacciones. Los
compuestos unidos al sitio de unién a NC2 de pfaTBP mantienen un grupo fenil
seguido por una sulfona en tres de los compuestos con mejor selectividad, sugiriendo
un armazén comun para este sitio.

Con respecto a los compuestos en la regién interdominio de namTBP, cuatro de estos
compuestos mostraron el mismo centro aromatico, un grupo tetrahidropirazolo
pirimidina conectado a un triufluorocarbono. Por su parte, los compuestos del extremo
N-terminal mostraron mayor diversidad estructural, en comparacion con Ilos
compuestos de otros sitios, sin embargo mantienen las partes aromaticos y

conformaciones extendidas.

39



calTBP sitio extremo pfaTBP sitio de union a NC2
N-terminal

% tsoTBP sitio de union a TFIIA
namTBP region interdominio

g
Fat

Figura 17. Top seis de los compuestos con mas alta selectividad sobre los sitios de TBPs de
parasitos. Todos los compuestos se muestran como varillas. Los dtomos de carbono, oxigeno,

nitrégeno, azufre y fldor, se muestran en color verde, azul, rojo, amarillo y rosa respectivamente.



Nuestro analisis muestra que las TBPs de parasitos son un blanco molecular atractivo,
y que los compuestos identificados podrian ser considerados como armazones

iniciales para su evaluacion experimental.

5. Discusion

Este trabajo es el primer analisis estructural y dinamico de las TBPs de
parasitos y su evaluacion como posible blanco molecular de enfermedades
parasitarias. Calculamos diferentes parametros estructurales sobre las trayectorias de
MD, encontrando sitios novedosos con las mayores diferencias con respecto a la TBP
de humano, y evaluamos su potencial de unibn a compuestos tipo farmaco por
acoplamiento molecular de ensamble.

Con respecto al analisis de secuencias, las principales diferencias estan presentes en
la superficie convexa de TBPs (Figura 3b-d), un area de la proteina dedicada a las
interacciones con multiples proteinas. Sin embargo, poca informacién estructural esta
disponible para las TBPs de parasitos, y solo ensayos bioquimicos de unién a ADN y
con algunos factores basales de la transcripcion han sido reportados. ** 4% 46 49.50.51. 52,
%3.54.55 360 la estructura cristalografica de ecuTBP unida al regulador transcripcional
MOT1 esta disponible.*"*’

En contraste con la superficie convexa, la superficie de uniéon a ADN esta ampliamente
conservada en el conjunto de TBPs estudiadas, con excepcion de las mas divergentes
ehiTBP y pfaTBP. De hecho los genomas de Plasmodium y Entamoeba son ricos en
AT vy diferentes preferencias por sus secuencias TATA han sido reportadas.**** Con
excepcion de pfaTBP, los residuos de Phe que doblan el DNA estan conservados en
el sitio de unién a ADN, sugiriendo nuevamente diferencias en el reconocimiento de
sus cajas TATA. Encontramos algunos compuestos que se unieron al sitio de union a
ADN de las TBPs de parasitos durante el acoplamiento de ensamble rigido. Sin
embargo, éstos mostraron baja selectividad (relacionado con su alta conservacion),
por lo que este sitio no fue considerado en el acoplamiento flexible. Sélo una buena
selectividad fue obtenida en el estribo N-terminal de pfaTBP, el cual es cercano al sitio
de unién a ADN y mostré ser divergente comparado con hsaTBP (Figura 3c, 3d y
Figura 16).

Por otra parte, el andlisis de los parametros estructurales indica diferencias en la
polaridad de las TBPs: estas diferencias estan relacionadas con la distribucion de
cargas en la superficie y no con el numero total de cargas (Figuras 4, 6 y 7). La

presencia de un “parche positivo” en la hélice H2 y un menor numero de cargas
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negativas en pfaTBP explica su peor electrostatica (Figura 5, 6 y 7), mientras que la
creacidon de un mayor numero de puentes salinos en tsoTBP explica su mejor
electrostatica (Figura 9). Adicionalmente encontramos un area superficial mas
pequeina para la hélice H2 en tsoTBP (Figura 11d), que puede estar relacionado con
el mayor numero de interacciones de puente salino, y mejor electrostatica. En
contraste, el area de exposicion para la hélice H2 en pfaTBP fue mayor y puede estar
asociado con la repulsion de cargas positivas y por tanto su desfavorable
electrostatica (Figura 11d). Otra cosa interesante es que la hélice H2' de pfaTBP
mostré un mayor numero de residuos polares (Figura 4c). Sélo esta TBP mostré este
parche polar, y en una menor extensién tsoTBP y ecuTBP. Estos parches podrian
estar asociados con interactores especificos en estas TBPs.

Los sitios de unién a TFIIA y NC2 son importantes para regular la funcién de TBP. 24
TFIIA es un activador transcripcional y NC2 es un regulador negativo de la
transcripcién, por lo que inhibir estos sitios podria ser letal para los parasitos.
Encontramos que sus sitios de unidn son cavidades sobre la superficie de la TBP, y
para el caso del sitio de unién a NC2 fue mas abierto en TBPs de parasitos en
comparacion a hsaTBP, mientras que el sitio de union a TFIIA fue sélo ligeramente
mas abierto en tsoTBP y pfaTBP (Figura 11a y 12a). El sitio de unién a TFIIA esta
muy conservado entre todas las TBPs (Figura 3), con excepcion de ehiTBP y pfaTBP.
A pesar de esta conservacioén, el acoplamiento de ensamble revelé buena selectividad
para namTBP y tsoTBP. Encontramos que, durante las simulaciones, el rompimiento
de un puente salino conservado entre el asa S3-S4 y la hélice H2, promueve una
extension de la cavidad del sitio de union a TFIIA en tsoTBP y namTBP, en
comparacion con hsaTBP (Figura 11b y Anexo 4). La importancia de este particular
puente salino para la unién a compuestos podria ser examinada por estudios de
mutagénesis. Otro hallazgo interesante fue que el acoplamiento flexible sobre el sitio
de union a TFIIA de tsoTBP y namTBP seleccion6 los mismos tres compuestos mas
selectivos (Tabla 7 y Figura 17), sugiriendo que la busqueda de compuestos similares
para estas dos TBPs dirigidos a este sitio, seria una buena opcion, considerando
ademas de que ambos son parasitos intestinales.

En contraste con el sitio de union a TFIIA, el sitio de unién a NC2 fue menos
conservado en todas las TBPs de parasitos, cuando fueron comparados con hsaTBP
(Figuras 3b, 3c, 4c y 6a). pfaTBP mostré las mayores diferencias en este sitio. Una de
estas diferencias es un grupo de residuos aromaticos (Y123, Y136 y Y138) que fue
importante para la union de compuestos selectivos (Figura 14c). Ninguna otra TBP
mostré6 este grupo de residuos aromaticos en el sitio de unidbn a NC2.

Interesantemente, todos los compuestos identificados por acoplamiento flexible en
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pfaTBP (Tabla 4 y Figura 17), corresponden a compuestos aromaticos. La busqueda
de compuestos similares pueden ser una opcion para mejorar la selectividad.

A pesar de que el sitio en el extremo N-terminal no fue considerado para crear los
ensambles para el acoplamiento rigido, la union de compuestos en este sitio mostré
buena selectividad y afinidad para calTBP (Figura 14a). Con la excepcion de ehiTBP y
pfaTBP, todas las TBPs mostraron una ligera mayor apertura para esta cavidad en
comparacion con hsaTBP (Figura 15). A pesar de que ovoTBP y tsoTBP mostraron
una mayor apertura comparada con calTBP (Figura 15 y Anexo 5), cuando un ensayo
de acoplamiento flexible fue llevado a cabo sobre este sitio, la afinidad y selectividad
fueron bajas en comparacion de calTBP (Anexo 6). Diferentes bibliotecas podrian ser
examinadas para estas TBPs. Este sitio podria ser un sitio blanco potencial en estas
TBPs de parasitos. Ademas, el extremo N-terminal de TBP es altamente divergente en
longitud y secuencia, y tiende a ser desordenado,” asi la formacién de esta cavidad
podria ser muy dinamica en el contexto de la proteina completa.

Para la region interdominio encontramos un puente salino con diferente estabilidad en
las TBPs estudiadas (Figura 9c y 9d). Este puente salino mostré una alta ocupacion a
través de las trayectorias, excepto para namTBP y ovoTBP. En el caso de ehiTBP y
pfaTBP, este puente salino es ausente debido a que los residuos que participan en la
formacion no estan conservados (Figura 9d). Aunque nosotros sélo encontramos un
compuesto en este sitio para namTBP durante el acoplamiento de ensamble rigido, el
acoplamiento flexible mejord la selectividad. En este sentido, como la regién de
ehiTBP mostré diferencias con respecto a hsaTBP, un acoplamiento flexible fue
llevado a cabo sobre este sitio en ehiTBP usando la misma biblioteca de compuestos.
Encontramos que la selectividad mejoré con el docking flexible (Tabla 7 y Figura 14e),
sugiriendo que la regidn interdominio es otro sitio potencial para ser considerado.

Una baja selectividad para el interdominio del resto de TBPs puede ser explicada por
tres razones: 1) la biblioteca de compuestos usada para el acoplamiento es neutra, y
la regién interdominio mostré una carga negativa o positiva (en ehiTBP, pfaTBP y
calTBP), sugiriendo que un esquema diferente de seleccion de compuestos podria ser
requerida. Lo mismo aplica para la hélice H2, para la cual no encontramos
compuestos selectivos.

2) Tanto la region interdominio, como la hélice H2, corresponden a sitios expuestos y
no cavidades, y por tanto podrian resultar en sitios mas dificiles. Con respecto a esto
ultimo, se ha mostrado que diferentes factores de transcripcion son blancos
moleculares dificiles, debido a sus superficies planas e interacciones dinamicas.*® *°

3) La baja selectividad también puede estar asociada con el acoplamiento rigido, ya

que el acoplamiento flexible mejoré la selectividad para los sitios evaluados. Esto
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indica que nuestro paso de acoplamiento flexible es importante para evaluar el efecto
inductivo en la formacién del complejo y asi mejorar la selectividad. Como perspectiva
sera necesario llevar a cabo el acoplamiento flexible en el resto de los sitios con
diferencias estructurales y dinamicas con respecto a hsaTBP en otras TBPs.

Por otra parte, encontramos que la selectividad para ecuTBP, pncTBP y ovoTBP fue
moderada. Esto puede ser asociado con secuencias y superficies mas conservadas
con respecto a hsaTBP (Figura 3 y 4c). La comparacion de la superficie electrostatica
usando webPIPSA también reveld superficies similares para ecuTBP, pncTBP y
ovoTBP (Figura 7b).

Durante nuestro analisis observamos un mejoramiento de la selectividad en el
acoplamiento flexible usando la estructura representativa en sitios especificos en
comparacion con el acoplamiento de ensamble rigido. Esto puede deberse al
parametro de flexibilidad de la proteina incluido en la funcién de puntaje. En nuestro
caso, el acoplamiento de ensamble rigido fue importante para determinar sitios
potenciales. Algo en comun entre los compuestos mas selectivos identificados fue que
se unieron con mejor afinidad y a cavidades mas abiertas en las TBPs de parasitos, en
comparacion con hsaTBP. Esto indica la importancia de considerar la dinamica de la
proteina, a pesar de la conservacion en estos sitios.

Algunos de los compuestos selectivos identificados mostraron similitud estructural
(Figura 17). Para aquellos localizados en el sitio de union a TFIIA en tsoTBP y
namTBP, los tres mejores compuestos selectivos fueron los mismos. Esto sugiere un
armazén potencial para este sitio, donde la estructura central esta relacionada con la
estructura del pireno. En el caso del sitio de union a NC2 en pfaTBP, los compuestos
selectivos comparten un grupo fenil seguido de una sulfona, el cual fue importante
para la interaccion con el grupo de residuos de Tyr en pfaTBP. Los compuestos en la
region interdominio de namTBP mostraron el mismo centro aromatico
(tetrahidropirazolo pirimidina) conectado a un trifluorocarbono. Este grupo se enterré
en una subcavidad en la region interdominio de namTBP, mientras que en hsaTBP
este grupo fue expuesto (Figura 14d). Sélo el compuesto mas selectivo en la region
interdominio de ehiTBP mantiene este grupo trifluorocarbono conectado a un centro
aromatico, pero el modo de union fue diferente comparado con namTBP. Este
compuesto fue mejor acoplado comparado a hsaTBP, debido a que la parte aromatica
fue anclada en la cavidad del interdominio y parte del extremo N-terminal (Figura 14e).
Por otra parte, los compuestos unidos al extremo N-terminal mostraron una mayor
diversidad estructural, manteniendo una conformacién extendida y anillos aromaticos

que promueven interacciones aisladas del solvente.
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Otro dato importante es que los compuestos mas selectivos mostrados en la Tabla 7,
no tiene actividad anotada y no estan siendo utilizados en ensayos clinicos. Por lo que
estos compuestos selectivos podrian ser propuestos como armazones iniciales para
evaluar experimentalmente. El analisis estructural junto con los métodos de
acoplamiento molecular sugieren a las TBPs de parasitos como posibles blancos

moleculares de enfermedades parasitarias.

6. Conclusiones

Nuestro estudio de las propiedades de superficie en las TBPs de parasitos,
junto con la evaluacion de su potencial unién a compuestos tipo farmaco, hacen a TBP
un blanco interesante para ser evaluado experimentalmente. Las propiedades
estructurales y dinamicas calculadas revelan que las principales diferencias entre la
TBP humana y las de parasitos corresponden al sitio de union a NC2, la hélice H2, el
extremo N-terminal y la region interdominio.

A pesar de la conservacion entre las TBPs analizadas, encontramos buena
selectividad para tsoTBP, calTBP, namTBP, ehiTBP y pfaTBP. La mejor accesibilidad
farmacolégica en calTBP, tsoTBP, ehiTBP y namTBP fue principalmente debido a
cambios estructurales y dinamicos, como la apertura de cavidades y pérdida de
interacciones en los sitios propuestos. Esto indica la importancia de tomar en cuenta
cambios estructurales al nivel de cadena principal y lateral cuando se modelan
complejos proteina-ligando. En el caso de pfaTBP, la mejor selectividad fue en el sitio
de unién a NC2, debido a que su cavidad es mas abierta, y a que se encontraron
mayores diferencias estructurales y de secuencia con respecto a hsaTBP.

Los mejores compuestos selectivos identificados en este trabajo mostraron una
similitud estructural y afinidades en el intervalo micromolar a nanomolar, indicando
armazones potenciales que pueden servir como puntos de inicio en pruebas
experimentales. Finalmente, la busqueda de compuestos con estructuras similares a
los compuestos identificados en nuestro analisis podria ser explorada para tener una
biblioteca de compuestos mas diversa, y asi mejorar la selectividad de los compuestos
que pueden ser propuestos como compuestos lideres para su evaluacidn

experimental.

7. Perspectivas

1. Aumentar el numero TBPs de parasitos a analizar, con el fin de proponer un set de

andamios estructurales mas amplio a evaluar experimentalmente.
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2. Llevar a cabo el acoplamiento flexible en el resto de los sitios con diferencias
estructurales y dinamicas con respecto a hsaTBP en otras TBPs.

3. Evaluar nuevas bibliotecas de compuestos por acoplamiento molecular, asi como
proponer la seleccion de ensambles de estructuras basados en la dinamica de
apertura de las cavidades identificadas.

4. Utilizar otras funciones de puntaje para evaluar la selectividad de las poses
generadas con Autodock Vina.

5. Establecer colaboraciones con grupos de investigacidn que trabajan directamente
con los parasitos, con el fin de evaluar el potencial de los compuestos identificados en

nuestro estudio.
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9. Anexos

Anexo 1. Validacion estructural de los modelos de las TBPs usadas para MD. La tabla muestra

los porcentajes de residuos en la region favorecida del mapa de Ramachandran para los modelos de

las TBPs de acuerdo con la prediccién de RAMPAGE. Un Valor cercano o por arriba de 90% indica

un buen modelo.

TBP I-TASSER MODELLER SWISS-MODEL
pnc 92.0% 99.4% 97.7%
nam 90.6% 99.4% 97.6%

ovo 97.0% 99.4% 98.2%

cal 89.0% 100% 97.1%

ehi 90.6% 98.2% 97.7%

tso 89.0% 98.9% 96.0%

pfa 91.3% 93.0% -
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Anexo 2. RMSD contra la estructura inicial para cada TBP. Cada grafico muestra la evolucién
del RMSD (en A) en el tiempo contra la respectiva estructura inicial. Cada simulacién fue iniciada de
tres semillas distintas (ver Selecciéon de TBPs y generacién de modelos), que en el caso de las TBPs

modeladas corresponden a [-TASSER (azul), MODELLER (verde) y SWISS-MODEL (rojo).
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Anexo 3. Diferencias en fluctuaciones de carbonos alfa con respecto a hsaTBP. Las diferencias
se muestran para cada TBP con respecto a hsaTBP, asi como la ilustracién de elementos de

estructura secundaria. Valores positivos en la gréfica significan un mayor movimiento en las TBPs

de parasitos.
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Anexo 4. Puente salino entre el asa S3-S4 y la hélice H2 en TBPs. a) La representacion de
superficie en la parte superior muestra la cavidad abierta para el sitio de unién a TFIIA en hsaTBP,
tsoTBP y namTBP. La imagen inferior muestra la estructura secundaria. Los residuos involucrados
en el puente salino se muestran como esferas de VDW, mientras que los residuos alrededor de 4 A
de la cavidad se muestran como varillas. b) Ocupacién del puente salino en todas las TBPs durante
la MD, sumada sobre todos los atomos involucrados en un puente salino por cada par de residuos.
El alineamiento de secuencia muestra los residuos conservados para la formacion del puente salino,

encerrados en un cuadro.

XI



Anexo 5. Cavidad en el extremo N-terminal en calTBP, ovoTBP y tsoTBP. Para calTBP

(naranja), tsoTBP (verde) y ovoTBP (azul), se muestra la cavidad del N-terminal sobre las
superficie. La cavidad se indica con esferas rojas transparentes y fue calculada con POVME 3.0

sobre las estructuras representativas.

Anexo 6. Resultados del acoplamiento molecular flexible sobre el sitio extremo N-terminal
de tsoTBP y ovoTBP. La selectividad corresponde a la diferencia del valor de energia entre la
mejor pose en la TBP de parasitos y aquella en hsaTBP para el mismo compuesto. El cédigo del

compuesto corresponde al de la base de datos de ZINC12.

Acoplamiento flexible

Compuesto Selectividad | Energia Kd estimada

(Kcal/mol) a298 K
ZINC02170910 | -2.3 ovo -6.4/hsa -4.1 | 2.0x10°
ZINC00209227 | -2.1 ovo -7.1/hsa-5.0 | 6.1x10°
ZINC00307043 | -2.0 ovo -6.7/hsa -4.7 | 1.2x10°
ZINC06159424 | -1.9 ovo -6.5/hsa -4.6 | 1.6x10°
ZINC00803769 | -1.9 ovo -7.4/hsa-5.5 | 3.6x10°
ZINC04476398 | -1.8 ovo -7.2/hsa-5.4 | 5.1x10°
ZINC00703555 | -1.7 ovo -8.1/hsa -6.4 | 1.1x10°
ZINC08439724 | -3.8 tso -9.5/hsa-5.7 | 1.0x10”
ZINC06159424 | -3.7 tso -8.3/hsa -4.6 | 8.0x107
ZINC01850581 | -3.6 tso -8.0/hsa -4.4 | 1.3x10°
ZINC08384915 | -3.4 tso -9.7/hsa -6.3 | 7.5x10°
ZINC00627460 | -3.3 tso -9.3/hsa -6.0 | 1.4x107
ZINC00627346 | -3.3 tso -9.2/hsa-5.9 | 1.7x107
ZINC00627492 | -3.2 tso -9.1/hsa-5.9 | 2.0x10”7
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