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Resumen

Los adenovirus (AdV) son un grupo de virus icosaédricos sin envoltura, con genoma de
DNA lineal de doble cadena (dsDNA), que pertenecen al género Mastadenovirus y a la familia
Adenoviridae. Su tamafio oscila entre los 90 a 100nm y su genoma entre 26-45kb, el cual codifica
para ~40 proteinas. Los adenovirus humanos (HAdV) comprenden 7 especies (A-G) y por lo
menos 113 tipos distintos, siendo los serotipos C2 y C5 los mas estudiados y mejor caracterizados.
Estos virus se propagan principalmente a través de aerosoles, especialmente en lugares de
hacinamiento, y suelen causar enfermedades respiratorias, oculares, gastrointestinales o urinarias;
el tipo de enfermedad causada y su severidad dependen del tipo de AdV. Debido a su dispersion
en el mundo se consideran patdgenos ubicuos, aunque no suelen afectar gravemente a pacientes
inmunocompetentes; sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos, especialmente en nifios y
recién nacidos, la enfermedad es en general severa y puede causar la muerte. Actualmente no existe
tratamiento o terapia aprobada especifica para adenovirus, por lo que el disefio de nuevos farmacos
es prioridad. Existe una vacuna bastante segura y efectiva, pero ésta no se encuentra disponible
para el publico y los farmacos que se suelen utilizar, principalmente analogos de nucleétidos y
nucledsidos como el cidofovir, no han mostrado ser suficientemente efectivos. En este estudio, se
propone el disefio de inhibidores de interaccién proteina-proteina (PPIlIs) con base en las
actividades que desempenfia la proteina de union a DNA (DBP) de adenovirus. La actividad de esta
proteina es crucial durante el proceso de replicacion del DNA de adenovirus debido a que, entre
otras funciones, DBP desestabiliza a la hebra de dsDNA en la horquilla de replicacion y también
protege y estabiliza a la hebra de sSDNA durante la elongacién del templado; estas funciones estan
asociadas con la capacidad de DBP de multimerizarse. Inhibir la multimerizacién de DBP, inhibe
la replicacion del DNA de AdV. Por tanto, disefiar un PPII que actle como antagonista ortostérico
de la multimerizacion, deberia ser suficiente para inhibir la replicacion del DNA de adenovirus.
La multimerizacién depende completamente de una secuencia de 17-18 residuos denominada
brazo C-terminal, por lo que se llevé a cabo un analisis de las interacciones que se establecen en
la interfaz entre el brazo y un monémero de DBP adyacente, un analisis del estado de conservacion
de los residuos del brazo y de los residuos con los que interactla en la interfaz, y un analisis de
acoplamiento molecular sobre los residuos 525-529, los cuales se anclan en una depresion
hidrofébica determinante en la multimerizacion. Con base en los resultados obtenidos se disefio
un modelo farmacoférico de los residuos 525-529, el cual nos permitié encontrar hasta doce
compuestos con las caracteristicas deseadas, cinco de los cuales se identificaron como posibles
candidatos para evaluar su capacidad como inhibidores de la interaccion entre los residuos 525-
529 y la cavidad en la que interactian. ElI compuesto (M11) que presenta la mayor energia de
afinidad, también presenta el mejor indice como posible farmaco acorde a las propiedades
computadas.
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l. Introduccion

1.1 Clasificacion de Adenovirus

Los adenovirus humanos (HAdV) comprenden 7 especies (A-G) del género
Mastadenovirus y por lo menos 113 tipos distintos (http://hadvwg.gmu.edu/), 51 de los cuales se
han clasificado como serotipos (Dhingra et al., 2019; Lynch & Kajon, 2016); el resto se han
identificado y caracterizado con base en su genoma (Seto et al., 2011). Aproximadamente un tercio
de estos serotipos estan asociados con enfermedades humanas (Lynch & Kajon, 2016); siendo los
serotipos C2 y C5 los més estudiados y mejor caracterizados bio-molecularmente (Charman et al.,
2019; Saha & Parks, 2020). No obstante, tanto la especie C como las especies A, B, D, Ey F, han
estado implicadas en brotes de infeccion por todo el mundo (Lynch & Kajon, 2016).

1.2 Patogénesis

Los adenovirus (AdV) se propagan principalmente a través de aerosoles, especialmente en
lugares de hacinamiento como cuarteles, escuelas y hospitales, pero también por la ruta fecal-oral,
inoculacién conjuntival o por exposicion a tejido o sangre infectada (Ison & Hayden, 2016; Lynch
& Kajon, 2016; Saha & Parks, 2020). El periodo de incubacion depende del serotipo y el
mecanismo de transmision, pero en general abarca entre dos dias y dos semanas (Ison & Hayden,
2016; Lynch & Kajon, 2016). En pacientes inmunocompetentes, la liberacion de progenie viral
ocurre durante aproximadamente 1-3 dias desde la garganta de adultos con resfriado comun; 3-5
dias desde la nariz, garganta, heces u 0jos en pacientes con fiebre faringoconjuntival; 2 semanas a
partir de cultivos oculares de queratoconjuntivitis; y 3 a 6 semanas a partir de la garganta o heces
de nifios con enfermedad generalizada o respiratoria; en pacientes inmunocomprometidos, por otro
lado, no hay informacion detallada, pero la liberacion de progenie es generalmente prolongada
(Ison & Hayden, 2016). Adicionalmente, aunque la mayoria de las epidemias suceden durante el
invierno o inicios de primavera, éstas ocurren a lo largo de todo el afio sin estacionalidad aparente
(Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016).

Por otro lado, el aumento de las practicas de trasplante acompafiadas de terapias
inmunosupresoras fuertes ha resultado en un aumento gradual en la incidencia de infecciones
severas por adenovirus (Naesens et al., 2005). En receptores de trasplante de células madre
hematopoyéticas (HSCT) la incidencia varia entre el 3—47%; mientras que en receptores de
trasplante de dérganos solidos (trasplantes de corazon, pulmén, higado, intestinales y renales), la
incidencia es del 5—22% (Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016).

1.2.1 Infecciones en el tracto respiratorio (RTIs)

Los AdV suelen causar enfermedades respiratorias, oculares, gastrointestinales y urinarias
(Tabla 1) (Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016; Saha & Parks, 2020); sin embargo, el tipo
de enfermedad causada y la severidad de ésta, dependen del tipo de AdV (Lynch & Kajon, 2016;
Mennechet et al., 2019; Saha & Parks, 2020). Las especies B, C y E se han asociado principalmente
a infecciones en el tracto respiratorio superior; los HAdV-C (en particular los tipos 1, 2 y 5) suelen
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causar infecciones leves en nifios pequefios, mientras que las especies B (tipos 3, 7, 14y 21) y E
(tipo 4) son mas propensas a causar infecciones severas tanto en nifios como adultos (Lynch &
Kajon, 2016; Mennechet et al., 2019; Saha & Parks, 2020). Aproximadamente, entre el 5-10% de
las infecciones pediatricas en el tracto respiratorio (RTIs) son causadas por AdV, mientras que en
adultos representan el 1-7% (Lynch & Kajon, 2016). Los sintomas tipicos incluyen fiebre,
faringitis, amigdalitis, tos y dolor de garganta, pero también pueden presentarse sintomas del tracto
gastrointestinal, especialmente en nifios (Lynch & Kajon, 2016).

En pacientes inmunocompetentes, los sintomas suelen disminuir en dos semanas y la
infeccion induce inmunidad especifica; no es comdn que adultos inmunocompetentes presenten
neumonia, pero se han reportado casos tanto en adultos como en nifios previamente sanos (Lynch
& Kajon, 2016). Por otro lado, en pacientes inmunocomprometidos, la diseminacion o
insuficiencia respiratoria severa se presenta en el 10-30% de los casos, con una tasa de muerte
mayor al 50% en los casos de neumonia severa (Lynch & Kajon, 2016). En recién nacidos e
infantes, la infeccion causa neumonia en hasta el 20% de los casos (Lynch & Kajon, 2016). En
nifios, las secuelas incluyen bronquiectasia, bronquiolitis obliterante (OB) y pulmon hiperlucente
(Lynch & Kajon, 2016). Ademas, las infecciones por AdV suelen establecer infecciones latentes
tanto en el tracto respiratorio superior como en el inferior, las cuales pueden durar meses o incluso
afios (Charman et al., 2019; Dhingra et al., 2019; Lynch & Kajon, 2016); en nifios, estas
infecciones persistentes pueden provocar inflamacion neutrofilica cronica, bronquitis bacteriana
prolongada y bronquiectasia (Lynch & Kajon, 2016).

1.2.2 Infecciones en el tracto gastrointestinal (Gl)

Las especies A, D, G y particularmente la F (tipos 40 y 41), son responsables de las
infecciones en el tracto Gl (Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016; Saha & Parks, 2020);
los principales sintomas incluyen gastroenteritis y diarrea, aunque se han descrito casos de colitis
hemorrégica, hepatitis, colecistitis y pancreatitis (Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016).
Se ha reportado que entre el 10-23% de los casos de nifios hospitalizados por gastroenteritis aguda
son causados por infecciones de AdV (Mennechet et al., 2019). Especialmente en paises de ingreso
bajo y medio, los AdV asociados con el tracto GI son uno de los principales agentes de enfermedad
en nifos menores de 5 afios (Saha & Parks, 2020).

1.2.3 Infecciones Oculares

Por otro lado, la especie D se ha asociado principalmente con infecciones oculares (Ison &
Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016; Saha & Parks, 2020); éstas incluyen queratoconjuntivitis
epidemica (EKC), fiebre faringoconjuntival y conjuntivitis no-especifica (Lynch & Kajon, 2016).
Los principales serotipos asociados con la EKC son los HAdV-D8, -19 y -37, aunque varios otros
también pueden causar conjuntivitis (e.g. HAdV-B -3, -7, -11, -14 y HAdV-E -4) (Lynch & Kajon,
2016).
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1.2.4 Infecciones en el tracto urinario (UTIs)

Las infecciones en el tracto urinario (UTIs) suelen manifestarse como disuria, hematuria,
cistitis hemorragica (HC) o disfuncion del injerto renal (Lynch & Kajon, 2016). Los principales
serotipos asociados con cistitis hemorragica son HAdVB-11, -34, -35, -3 y -7 (Lynch & Kajon,
2016).

1.2.5 Otras manifestaciones

Algunas manifestaciones poco comunes incluyen encefalitis, meningitis, miocarditis,
cardiopatia, sindromes similares a la mononucleosis, displasia pulmonar, intususcepcion intestinal
en nifos y muerte subita infantil (Lynch & Kajon, 2016).

Tabla 1

Patologia de los diferentes tipos de Adenovirus

Principales  Principales

Sitio de . . - .
Infeccion Sintomas y Enfermedad Especies Serotipos Referencias
Asociadas  Asociados
amigdalitis, bronquiectasia, bronquiolitis
obliterante, bronquitis bacteriana B3 B7 Ison & Hayden, 2016
Tracto prolongada, dolor de garganta, faringitis, B CE Bl4, 82,1 Lynch & Kajon, 2016;
Respiratorio fiebre, inflamacion neutrofilica cronica, T o1 C’:2 Ci'—'; Mennechet et. al, 2019
insuficiencia respiratoria severa, neumonia, T Saha & Parks, 2020
pulmén hiperlucente y tos.
Tracto colecistitis, colitis hemorragica, diarrea, Ison & Hayden, 2016,
acto » ! giea, AD,F,G  F40,F41  Lynch & Kajon, 2016;
Gastrointestinal ~ gastroenteritis, hepatitis y pancreatitis Saha & Parks, 2020
conjuntivitis no-especifica, fiebre D8. D19 Ison & Hayden, 2016
Oculares faringoconjuntival 'y queratoconjuntivitis B, D, E ’ ’ Lynch & Kajon, 2016;
epidémica D37 Saha & Parks, 2020

cistitis hemorragica, disfuncion del injerto B11, B34,  Ison & Hayden, 2016

Tracto Urinario L . B :
renal, disuria y hematuria B35, B3, B7  Lynch & Kajon, 2016
cardiopatia, displasia pulmonar, encefalitis,
Otras intususcepcion intestinal infantil, meningitis,

. . . . . . . No aplica No aplica  Lynch & Kajon, 2016
Manifestaciones miocarditis, muerte subita infantil y P P Y !

sindromes similares a la mononucleosis
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1.3 Epidemiologia

La dindmica de la seroprevalencia de HAdV es particularmente importante, ya que el tipo
de HAdV que predomina en una region puede cambiar a lo largo del tiempo y es bastante frecuente
la transmision de nuevas cepas entre continentes (Lynch & Kajon, 2016; Mennechet et al., 2019).
Su dispersion global es tal, que se consideran patdgenos ubicuos (Figura 1); no obstante, existe
poca informacion detallada sobre los estados de seroprevalencia en varias regiones y paises,
especialmente sobre paises en desarrollo, como México (Mennechet et al., 2019). EI aumento en
la urbanizacién y globalizacion de paises en desarrollo con malas condiciones sanitarias, en
combinacion con la insuficiencia de recursos para controlar brotes de infeccion, puede aumentar
la generacion de nuevos tipos de HAdV y brotes epidémicos méas frecuentes (Mennechet et al.,
2019).

Sobre la especie C de HAdV, se ha reportado que el tipo -C5 es el mayormente disperso
(endémico), aunque con una menor proporcion de casos seropositivos en Norteamérica (Estados
Unidos y Canadd) en comparacion con Europa, Asia y Africa (Mennechet et al., 2019). La
seroprevalencia del tipo -C2 es entre 36-92% y > HAdV-C5, dependiendo de la region. El tipo -
C6 presenta una seroprevalencia fluctuante entre los paises en que ha sido analizado (minima o
muy alta) (Mennechet et al., 2019). Respecto a las especies D, el tipo -D26 y en menor grado los
tipos -D48 y -D28, son més frecuentes en Africa que en otros continentes (Mennechet et al., 2019).
La seroprevalencia de las especies B (tipos -B7, B-11 y -B35) es baja, aunque un poco mayor en
Africa en comparacion con el resto del mundo (Mennechet et al., 2019). Sobre las especies E y F,
el tipo -E4 presenta una seroprevalencia del 17-46% en E. U. y Europa, mientras que el tipo -F41
muestra una alta seroprevalencia en todo el mundo (Mennechet et al., 2019). En resumen, algunos
tipos son claramente endémicos (C2, C5, F40 y F41), mientras que otros (B35, B11, D26, D48,
D56 y D58), aungue globalmente menos frecuentes, son altamente fluctuantes (Mennechet et al.,
2019). Aun asi, estos reportes sobre seroprevalencia se encuentran bastante sesgados en paises
diversos respecto a su clima y poblacién (e.g. E.U., China y Brasil), en donde los datos reflejan
pobremente la diversidad real de HAdV (Mennechet et al., 2019). La informacion respecto a
México, Centroamérica y Sudamérica es practicamente nula en comparacién con las demas
regiones mencionadas, por lo que es de vital importancia implementar campafias que permitan
recabar esta informacion. Recientemente, en el grupo del laboratorio de Virologia Molecular del
Centro de Investigacion en Dindmica Celular, se ha estudiado por primera vez la seroprevalencia
en poblacion adulta de todos los estados de la Republica Mexicana, encontrando indices del 80-
95% para los HAdV de especies B, Cy F, y superiores al 40% para especies D y E (manuscrito en
preparacion).
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Seroprevalence estimation for types of HAdVs launched in clinic I

HAdV-E4
HAdV-C5
HAdV-D26

HAdV-E4

HAdV-E4
HAdV-D26
HAdV-B35

Figura 1. Seroprevalencia de tipos de HAdV usados clinicamente. La informacion se calcul6 con
base en los resultados de ~30 estudios realizados durante los afios ~1998-2018. Se estima la
serologia de HAdVs tipo -E4, -C5, -D26 y -B35, por continente. Reproducida de Seroprevalence
for adenovirus types used in clinic, de Mennechet et al, 2019. https://doi.org/10.1080/14760584.2019.1588113

1.4 Genoma de Adenovirus

Los adenovirus son un grupo de virus icosaédricos sin envoltura, con genoma de DNA
lineal de doble cadena (dSDNA), que pertenecen a la familia Adenoviridae; su tamafio oscila entre
90-100nm y su genoma entre 26-45kb, el cual codifica para ~40 proteinas (Charman et al., 2019;
Saha & Parks, 2020). Podemos diferenciar su genoma en unidades de transcripcion temprana y
tardia, las cuales son expresadas antes o después del inicio de la replicacion del DNA viral (Figura
2); las unidades de transcripcion temprana son E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4 (Saha & Parks,
2020). E1A codifica para proteinas que interaccionan con reguladores del ciclo celular,
reguladores epigenéticos y factores de transcripcién, lo que resulta en la entrada de la célula a la
fase S del ciclo celular; E1A, ademas, activa la expresion de todos los demas genes virales (Saha
& Parks, 2020). Los productos de E1B estan implicados en inhibir apoptosis, regular la respuesta
antiviral de la célula, inactivar la respuesta a dafio en DNA y regular la expresion de los genes
virales (Hidalgo et al., 2019). La region E2 consiste de dos unidades que codifican para proteinas
implicadas en la replicacién del DNA viral, E2A codifica para la proteina de union a ssDNA (DBP)
y E2B codifica para la proteina pre-terminal (pTP) y la DNA polimerasa viral (Pol) (Saha & Parks,
2020). E3 codifica principalmente para proteinas que tienen funciones inmunomoduladoras, pero
también codifica para la proteina de muerte de adenovirus (ADP), la cual aumenta la eficiencia de
lisis celular y la liberacion de progenie viral (Saha & Parks, 2020). E4 codifica para proteinas que
alteran el procesamiento postranscripcional de los mRNA virales tardios y que previenen la
activacion de la respuesta a dafio en DNA,; junto con uno de los productos de E1B (E1B-55K)
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ensamblan una E3 ligasa de ubicuitina que induce la degradacion de multiples blancos celulares
(Hidalgo et al., 2019).

La unidad de transcripcion tardia (MLTU), por otro lado, comprende cinco familias de
mRNA (L1-L5), cuyos productos codifican principalmente para proteinas estructurales de la
capside y del core; la regulacion de la expresion de esta unidad es controlada por el promotor
principal tardio (MLP), a partir del cual se produce un Unico transcrito con cinco diferentes sitios
de poliadenilacion; los cinco grupos de pre-mRNA producidos por poliadenilacion, son procesados
posteriormente por splicing alternativo (Charman et al., 2019; Saha & Parks, 2020).
Adicionalmente, el genoma de HAdV codifica para otros productos durante la fase intermedia (1X
o pIX, IVa2) y tardia (VA RNA I, VA RNA Il y la proteina de exdn U, UXP) de infeccion; pIX
es una proteina estructural que provee de estabilidad al virion, mientras que VA RNA 1y 1l son
moléculas de RNA sintetizadas por la RNA pol 11l que promueven la sintesis de proteinas virales
(Saha & Parks, 2020; Wakabayashi et al., 2019).
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Figura 2. Genoma de Adenovirus. Se muestra la localizacion relativa de las unidades de
transcripcion temprana (E1-E4, recuadros en blanco) y tardia (L1-L5, recuadros en negro). Las
unidades de transcripcion que se encuentran por encima de la barra son transcritas hacia la derecha,
mientras que las que se encuentran por debajo de la barra son transcritas en sentido contrario. Se
muestran también las proteinas asociadas a cada region. Reproducida de Schematic representation
of the Human adenovirus (HAdV)-2 genome (36kb), de Saha & Parks, 2020.
https://doi.org/10.3390/MICROORGANISMS8091284.

1.5 Estructura del virion

La estructura general de los viriones maduros se encuentra conservada a lo largo de las
diferentes especies de adenovirus (Figura 3). La capside consiste principalmente de hexones,
pentones y proteinas de fibra; la proteina de fibra emerge de cada uno de los vértices del icosaedro
y es crucial para la adhesién y entrada a células hospederas; dentro del virion, el DNA viral se
encuentra unido a las proteinas VII, V y mu (un); VII y u compactan el genoma, mientras que V
rodea al complejo VII-DNA (Saha & Parks, 2020). Adicionalmente, las proteinas Illa, Va2, VI,
VIl y IX actian ya sea estabilizando a la capside, asociando a la capside con el core de
nucleoproteina o empaquetando el genoma viral (Saha & Parks, 2020). Los receptores utilizados
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por HAdV varian entre especies: La especie C se une principalmente al receptor de coxsackie y
adenovirus (CAR), mientras que otras especies se unen a la proteina cofactor de membrana
(CD46); ambos receptores se expresan en varios tipos celulares, sin embargo, los adenovirus
suelen unirse solo a uno u otro receptor; a excepcion de la especie D que puede utilizar ambos
receptores (Khanal et al., 2018; Saha & Parks, 2020).
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Figura 3. Estructura del virién de Adenovirus Humano. Se muestran las proteinas de la capside,
asi como las proteinas del core asociadas con el DNA viral (linea en negro). Reproducida de
Structure of the HAdV virion, de Saha & Parks, 2020. https:/doi.org/10.3390/MICROORGANISMS8091284

1.6 Ciclo de Infeccion

La union de la proteina de fibra al receptor inicia la entrada del virus a la célula hospedera;
la interaccion del motivo de arginina-glicina-acido aspartico (RGD) de las proteinas de pentones
con las integrinas celulares avBs y avfs induce la internalizacion del virus por endocitosis en
vesiculas cubiertas por clatrina que eventualmente formaran endosomas (Saha & Parks, 2020). En
el endosoma la céapside se desensambla mediante la proteasa viral y la remocion de proteinas de
andamiaje, lo que resulta en viriones que escapan del endosoma mediante la lisis de la membrana
del endosoma temprano (Khanal et al., 2018; Saha & Parks, 2020). Los viriones parcialmente
desensamblados entonces migran hacia el nicleo a través de la red de microtubulos por
translocacion dependiente de dineina (Khanal et al., 2018; Saha & Parks, 2020). Durante la fase
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temprana de infeccién, una vez que el genoma viral entra al nicleo la proteina V11 es reemplazada
por histonas, formando una estructura parecida a un nucleosoma, similar a la cromatina celular
(Saha & Parks, 2020). Poco después de la expresion de los genes tempranos, comienza el proceso
de replicacion del genoma viral en compartimentos especializados sin membrana (compartimentos
de replicacion viral, RCs), que permiten concentrar macromoléculas que promueven la replicacion
del DNA viral y cooptar proteinas para subvertir los mecanismos de defensa antivirales (Charman
et al., 2019; Hidalgo & Gonzalez, 2019). La replicacion del genoma viral induce la activacion
completa del MLP y la subsecuente expresion de los genes tardios; posteriormente, las proteinas
estructurales sintetizadas en el citoplasma son transportadas al nucleo para el ensamblaje de la
progenie; primero se ensambla la capside y después se empaqueta el genoma viral dentro de la
capside por actividad del elemento de empaquetamiento y (psi), [IVa2 y otras proteinas virales
(Saha & Parks, 2020). El ciclo de replicacion de HAdV concluye con la liberacién de los viriones
y la muerte de las células infectadas por efectos citopaticos (CPE) y por una actividad no
caracterizada de la proteina de muerte ADP descrita anteriormente (Saha & Parks, 2020). El
mecanismo general se ilustra en la (Figura 4) (Charman et al., 2019)
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Figura 4. Representacion del ciclo de replicacion de Adenovirus. La entrada del virus y la
importacion de los viriones al nacleo resulta en la expresion de las unidades de transcripcion
temprana (fase temprana) y la replicacion del genoma de HAdV. La replicacion induce la
activacion de la unidad de transcripcion tardia (fase tardia), lo que posteriormente resulta en el
ensamblaje y liberacion de la progenie. Reproducida de Overview of HadV replication cycle, de
Charman et. al, 2019. https://doi.org/10.1002/1873-3468.13695
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1.7 Replicacion del DNA de Adenovirus

La replicacion del genoma de HAdV sucede en el nucleo de la célula hospedera mediante
el uso de diferentes componentes de la maquinaria celular y la formacion de compartimentos
especializados (Charman et al., 2019; Hidalgo et al., 2021; Hidalgo & Gonzalez, 2019). Durante
la fase temprana del ciclo de replicacion, la expresion de los genes tempranos inicia después de
que el genoma viral ha entrado al nucleo; los productos de estos genes incluyen las tres proteinas
gue constituyen la maquinaria de replicacion de DNA viral: la proteina pre-terminal (pTP), laDNA
polimerasa (Ad Pol) y la proteina de union a DNA (DBP); ademas de las proteinas virales, dos
proteinas celulares son reclutadas para formar el complejo de pre-inicio: el factor nuclear 1 (NF1)
y Oct-1 (Charman et al., 2019; De Jong et al., 2003). EI mecanismo general se ilustra en la (Figura
5) (Flint et al., 2015)

Los origenes de replicacion se encuentran en las repeticiones terminales invertidas (ITRs)
que flanquean el genoma; estos contienen el sitio de unién para pTP y la Ad Pol, asi como sitios
de union para NF1 y Oct-1; mdltiples interacciones proteina-proteina y DNA-proteina entre la
maquinaria de replicacion viral, NF1, Oct-1y los origenes de replicacion, resultan en la formacién
del complejo de pre-inicio (Charman et al., 2019; De Jong et al., 2003).

El heterodimero de la Ad Pol y pTP forma un enlace covalente entre pTP y lo que seré el
primer nucle6tido de la nueva cadena (Charman et al., 2019; De Jong et al., 2003). En HAdV5, la
Ad Pol primero une covalentemente un residuo especifico de Ser580 de pTP a una desoxicitidina
trifosfato (dCTP) para formar el producto pTP-C; la elongacion de este producto formara el
intermediario pTP-CAT en la posicion 4 de la cadena-templado, el cual dara “un salto” hacia las
posiciones 1-3 (Charman et al., 2019; De Jong et al., 2003).

NF1 y Oct-1 facilitan la iniciacién mediante la alteracion conformacional del origen de
replicacion; DBP, por otro lado, actla potenciando la union de la Ad Pol y NF1 al origen de
replicacion, asi como el apareamiento del primer nucleétido con pTP (Charman et al., 2019; De
Jong et al., 2003). Después del priming de la Ad Pol, ésta se disocia de pTP para comenzar la
sintesis de la nueva hebra. EI complejo de pre-inicio entonces se desensambla. NF1 se disocia de
manera temprana durante la iniciacién y Oct-1 es desplazado conforme progresa la horquilla de
replicacion (Charman et al., 2019; De Jong et al., 2003).

DBP potencia la procesividad de la Ad Pol y facilita la elongacion del templado vy el
desplazamiento de la cadena, mediante la desestabilizacion de la hélice de dsDNA (Charman et
al., 2019; Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994); esta desestabilizacion depende de la
multimerizacion de DBP en la cadena desplazada (ssSDNA) (Charman et al., 2019). A su vez, DBP
protege al intermediario de sSSDNA de la actividad de nucleasas y regula su alineamiento (Charman
et al., 2019; De Jong et al., 2003; Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994). Tanto la
molécula de dsDNA recién sintetizada como la hebra de ssSDNA desplazada, pueden entrar en
rondas subsecuentes de replicacién; en el caso de la hebra desplazada, esto es posible debido a que
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sus ITRs pueden alinearse por interacciones intramoleculares o intermoleculares, formando asi un
nuevo origen de replicacion de dsDNA (Charman et al., 2019).
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Figura 5. Replicacion del genoma de adenovirus. (1) Formacion del complejo de pre-inicio en las
repeticiones terminales invertidas: Asociacion del heterodimero Pol/pTP mediante la formacion
del enlace covalente entre pTP y el primer nucle6tido. (2) Disociacion del complejo de pre-inicio,
desestabilizacion de la hélice de dsDNA por actividad de la multimerizacion de DBP en la hebra
desplazada y elongacién del templado. (3) Molécula de dsDNA recién sintetizada que puede entrar
en rondas subsecuentes de replicacion. (4) Formacién de un nuevo origen de replicacion:
Alineacion de las ITRs de la hebra desplazada. (5) Ronda subsecuente de replicacién. (6) Molécula
de dsDNA recién sintetizada que también puede entrar en rondas subsecuentes de replicacion.
Reproducida de Replication of adenoviral DNA, de Flint et al., 2015. ISBN: 978-1-55581-934-7.
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1.8 Proteina de union a DNA (DBP)

DBP es una fosfoproteina nuclear multifuncional compuesta por 529 residuos, producto
del gen E2A, que puede unirse a sSDNA, dsDNA y RNA de manera no-especifica de secuencia
(Charman et al., 2019; Hidalgo et al., 2021; Kanellopoulos et al., 1996; Tucker et al., 1994); ésta
se une de manera cooperativa y con gran afinidad a moléculas de ssDNA, mientras que la union a
dsDNA es debil y no cooperativa (De Jong et al., 2003; Dekker et al., 1997). Este tipo de proteinas
de union no-especifica de secuencia, no poseen dominios comunes ni motivos de interaccién con
DNA que sean evidentes (Tucker et al., 1994). Su dominio N-terminal (1-173) es intrinsecamente
desordenado (Hidalgo et al., 2021), tiene maltiples sitios sujetos a fosforilacion, contiene una sefial
de localizacién nuclear, esta involucrado en el rango de hospederos y se encuentra débilmente
conservado (Hidalgo et al., 2021; Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994); de hecho, se
ha observado que el dominio N-terminal puede tolerar mutaciones (deleciones e inserciones) en
varias regiones de su secuencia, sin resultar en cambios significativos en las distintas funciones de
DBP o en la produccion de progenie viral (Vos et al., 1989). EI dominio no fosforilado C-terminal
(174-529) (Figuras 6 y 7), por otro lado, se encuentra altamente conservado entre varios serotipos,
contiene la regién de unién a acidos nucleicos, la cual reconoce entre 10-15 nucleétidos (Charman
et al., 2019; Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994) y puede sustituir a la molécula
completa de DBP en sistemas de replicacion de DNA reconstituidos (Ariga et al., 1980;
Kanellopoulos et al., 1996b). También posee una region de 17aa (513-529), denominada brazo C-
terminal (Figuras 6 y 7), implicada en la multimerizacion de DBP; una hendidura entre la hoja beta
1y las helices G y E/F es en donde el brazo C-terminal adyacente de otra DBP se ancla,
principalmente mediante interacciones hidrofobicas (Figura 7) (Kanellopoulos et al., 1996b;
Tucker et al., 1994). La multimerizacion entre moléculas de DBP esta determinada por las
interacciones que forman ciertos residuos del brazo C-terminal (Kanellopoulos et al., 1996b;
Tucker et al., 1994), los cuales se encuentran completamente conservados o sustituidos por
aminoacidos equivalentes en, por lo menos, los serotipos -Al2, -B7, -C2, -C5, -E4, -F40 y -F41
(Figura 8) (Tucker et al., 1994). Mas aun, los residuos de las depresiones hidrofobicas con los que
interactia el brazo C-terminal, también se hallan conservados en los serotipos previamente
descritos (Tucker et al., 1994). Otros pocos residuos pueden entrar en contacto en la interfaz
proteina-proteina entre moléculas de DBP (Kanellopoulos et al., 1996b). La Figura 7 se realiz
usando YASARA View (Krieger & Vriend, 2014).

24



ot |
(473 a%0
A — e
444
N
e O O <L S >
— Helix F

213 224__)
Helix C '

2 199
03Heli)( B >

180 194

N Helix A

Figura 6. Esquema de las estructuras secundarias del extremo C-terminal de DBP y modelo de
un trimero de moléculas de DBP unidas mediante el brazo C-terminal. En el panel del lado
izquierdo se muestran los elementos de estructura secundaria, asi como los residuos en
coordinacion con los atomos de zinc; las lineas punteadas representan los segmentos que no
pudieron modelarse. En el panel del lado derecho se muestran tres monémeros de DBP; verde =
aminoacidos hidrofébicos o aromaticos; azul = cualquier otro tipo de residuo. Reproducida de A

topological diagram of the structure of DBP & The packing of three molecules along the
crystallographic y-axis, de Tucker et al., 1994. https://doi.org/10.1002/].1460-2075.1994.th06598.x.
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C-terminal Arm

Figura 7. Extremo C-terminal de la proteina de union a DNA (DBP) de Adenovirus. En el panel
superior se muestra un mondmero de DBP, en azul se muestra el brazo C-terminal y las regiones
en donde se posiciona el brazo C-terminal de una DBP adyacente durante el proceso de
multimerizacion. En el panel inferior se muestra un dimero de DBP, en anaranjado se muestra el
brazo C-terminal del primer monémero y en cian se resaltan las mismas regiones previamente
descritas para el panel superior. En ambos modelos, las lineas punteadas en magenta corresponden
a las regiones que no se han resuelto por cristalografia, y las esferas en magenta representan a los
atomos de coordinacion de Zinc. PDB: 1ADU. YASARA View—uversion 22.5.22.
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Figura 8. Aminoacidos Conservados en el extremo C-terminal de DBP. En color morado se
resaltan los aminoacidos conservados y en color anaranjado se resaltan los aminoacidos que
presentan sustituciones conservativas. Las sustituciones “conservativas” son: S=T; =V =L =
M=A;F=Y;D=E; K=R; Q= N. Serotipos considerados: A12, B7, C2, C5, E4, F40, F41.
Adaptada de Amino acid sequence of the crystallized C-terminal Ad5 DBP fragment, de Tucker
et al, 1994. https://doi.org/10.1002/].1460-2075.1994.tb06598.x. SnapGene®  software
(https://www.snapgene.com).

27


https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1994.tb06598.x
https://www.snapgene.com/

1.8.1 Interacciones hidrofébicas del brazo C-terminal

El residuo F527 se posiciona de manera similar a un gancho, en una depresion hidrofébica
constituida por los residuos L270, M376, L391, V499 y L480 (Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker
et al., 1994). El residuo P526 se posiciona contra el residuo Y380 (Tucker et al., 1994). Los
residuos V513 y L515 interaccionan con los residuos L420, A423, L426, V436 y V440
(Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994). P516 se empaqueta cerca de los residuos P474
y F375 (Tucker et al., 1994). En la (Tabla 2) se indica el estado de conservacion y la localizacion
de los residuos. El conjunto de residuos con los que interactian V513, L515 y P516 conforman
una misma depresion hidrofébica, mientras que el conjunto de residuos con los que interactdan
P526 y F527 conforman otra (Figura 9) (Kanellopoulos et al., 1996b).

Tabla 2

Estado de conservacion y localizacion de los residuos.

Residuo Estado Localizacién
F527 Conservado Brazo C-terminal
L270  Sustitucion Hojal
M376  Sustitucion Hélice E
L391  Sustitucion Hojal
V499  Sustitucion  Préximo a la Hélice G
L480 Conservado Hélice G
P526  Conservado Brazo C-terminal
Y380 Conservado Préximo a la Hélice E
V513  Sustitucion  Brazo C-terminal
L515 Conservado Brazo C-terminal
L420  Sustitucion Proximo a la Hélice F
A423  Sustitucion Proximo a la Hélice F
L426  Sustitucion Proximo a la Hélice F
V436  Sustitucion Hélice F
V440  Sustitucion Hélice F
P516 Conservado Brazo C-terminal
P474  Conservado Hélice G
F375 Conservado Hélice E

Nota: En negritas se muestran los residuos localizados en el brazo C-terminal. Las sustituciones
son:S=T;1=V=L=M=A;F=Y;D=E K=R;Q=N
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Figura 9. Depresiones hidrofobicas en donde el brazo C-terminal se ancla. En el panel superior
se muestra la region en donde el “gancho” se ancla (P526 y F527). En el panel inferior se muestra
la segunda depresién hidrofébica (V513, L515 y P516). Gris=G, A, P, V, L, |, M, F, Y, W, C.
Verde =N, Q. Rojo=D, E. Cian=S, T. Azul = K, R, H. PDB: 1ADU. YASARA View—Vversion
22.5.22

1.8.2 Interacciones por enlace de hidrogeno del brazo C-terminal

Las interacciones por enlace de hidrogeno mas importantes corresponden al residuo R484
(conservado—hélice G), con el carbonilo de la cadena principal de P526 y la cadena lateral de
D521 (sustitucion D = E) (Tucker et al., 1994). Existen otras interacciones por enlace de hidrogeno
entre R496 (sustitucion R = K—prdximo a la hélice G) y el carboxilato del extremo C-terminal
F529, asi como entre el grupo amino de la cadena principal de Q384 (préximo a la hoja beta 1) y
N525 (Tucker et al., 1994).

1.8.3 Implicaciones del brazo C-terminal

Se habia propuesto que la union cooperativa de DBP a ssDNA dependia solamente del
brazo C-terminal (Kanellopoulos et al., 1996b; Tucker et al., 1994), debido a que en un ensayo por
Tucker et. al (1994), la delecion de los 17 aminoécidos del brazo C-terminal habia resultado en
una pérdida total de la capacidad de unién cooperativa de DBP; no obstante, ensayos posteriores
mostraron que la delecion del brazo C-terminal (ANAC-DBP) sélo disminuye la capacidad de
unién cooperativa de DBP y que otras interacciones proteina-proteina, aunque débiles, pueden
formarse para estabilizar el complejo; se ha sugerido que la pérdida total de la capacidad
cooperativa de DBP en el primer ensayo por Tucker et. al (1994) fue consecuencia de la
preparacion de DBP con GST, lo cual resultd en una interferencia de las interacciones proteina-
proteina entre mondémeros de DBP (Dekker et al., 1997). Aunque ANAC-DBP aln se une de
manera cooperativa a SSDNA, esta no puede formar multimeros (en contraste con moléculas de
DBP intacta o con el brazo C-terminal intacto, AN-DBP), ni unirse a dsSDNA y su afinidad por
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sSDNA se reduce hasta 100 veces; ANAC-DBP no pierde la capacidad de estimular la iniciacion,
pero si disminuye su capacidad de desestabilizar dsSDNA, por lo que no procede la elongacion
(Dekker et al., 1997). En resumen, el brazo C-terminal esta implicado con la afinidad de DBP por
ssSDNA y dsDNA, en cierto grado con su actividad cooperativa, y es necesario para que proceda la
elongacion durante la replicacion; todo esto asociado con el hecho de que el brazo C-terminal
dirige la multimerizacion.

Por otro lado, el brazo C-terminal tiene la capacidad de adoptar diferentes conformaciones;
al comparar el cristal obtenido por Tucker et. al (1994) y los cristales obtenidos por Kanellopoulos
et. al (1996b) (PDB: 1ADU y 1ADV) no se observan cambios significativos en el dominio C-
terminal, méas que en la orientacion del brazo C-terminal (Figura 10A). Kanellopoulos et. al
(1996b) encontraron que los aminoécidos N512 (conservado) y S514 (no conservado) presentan
diferencias significativas en los &ngulos de torsion ¢ y v de la cadena principal y que estos cambios
en el angulo tienen efecto en la variacion de la orientacion del brazo C-terminal. Es decir, esta
region forma un tipo de “bisagra”, responsable de las diferentes conformaciones que puede adoptar
el brazo C-terminal (Kanellopoulos et al., 1996b). Analisis posteriores de Kanellopoulos et. al
(1996a) (PDB: 1ANYV) describieron cambios en la estructura del cristal de DBP, al sumergir los
cristales en una solucion de KsUO:Fs. El cristal es similar (Figura 10B), pero no idéntico al descrito
por Tucker et. al (1994). Los principales residuos responsables de la flexibilidad del brazo C-
terminal se hallaron en la misma region de bisagra: de nuevo el residuo N512 (conservado) antes
descrito, pero también un residuo distinto, V513 (sustitucion conservativa); la conformacion del
brazo C-terminal, como tal, no presentd cambios significativos (Figura 10B) (Kanellopoulos et al.,
1996a). La informacion cristalografica sugiere, por tanto, que los residuos ubicados en la region
de bisagra (512-514) son responsables de las diferentes conformaciones que el brazo C-terminal
puede adoptar (Figura 10C). Tiempo después, se llevaron a cabo sustituciones en estos
aminoacidos (N512-P, VV513-L y NVS512-514-PPP) para darle rigidez a la region de bisagra y
analizar la importancia de la flexibilidad en esta region (Figura 11). Debido a que la cadena lateral
de la leucina es mas grande que la de cadena lateral de la valina (efecto estérico) y el angulo ¢ de
la prolina se ve limitado por su cadena lateral ciclica, se esperaba que estas sustituciones resultaran
en una pérdida de la flexibilidad. Se observo, de manera general, que la elongacion del templado
durante la replicacion es dependiente de la flexibilidad del brazo C-terminal, ya que la pérdida de
flexibilidad (PPP-DBP) resulta en una pérdida de la capacidad de DBP de desestabilizar la hebra
de dsDNAy, por tanto, de llevar a cabo la elongacion del templado; sin embargo, no se observaron
cambios significativos en la capacidad de DBP de estimular la iniciacion o de unirse a sSDNA (de
manera cooperativa) y dSDNA (Van Breukelen et al., 2000).
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C-terminal Arm

Figura 10. Efecto de la region de bisagra en la orientacion del brazo C-terminal. A)
Superposicion de los cristales obtenidos por Kanellopoulos et. al (1996b) (rojo y verde), con el
cristal previamente resuelto por Tucker et al. (1994) (azul). EI modelo muestra que la principal
diferencia entre los cristales es en la orientacion del brazo C-terminal. B) Superposicién del cristal
obtenido por Kanellopoulos et. al (1996a) (verde), con el cristal previamente resuelto por Tucker
et al. (1994) (rojo). De nuevo, la principal diferencia es en la orientacidn del brazo. C) En cian se
muestran los aminoacidos que conforman la region de bigrasa (hinge) y en azul el resto del brazo
C-terminal; PDB:1ADU. A) Reproducida de Superposition of the AdDBP second crystal form with
the crystal form | AdDBP structure, de Kanellopoulos et. al, 1996b.
https://doi.org/10.1006/JMBI1.1996.0141. B) Reproducida de Superposition of the present
structure and the non-derivatized DBP structure, de Kanellopoulos et. al, 1996a.
https://doi.org/10.1107/S0907444996005525. C) YASARA View—version 22.5.22
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Figura 11. Modelo sobre la importancia de la flexibilidad en la region de bisagra del brazo C-
terminal. Los autores proponen que la transicion de DBP desde la horquilla de replicacion de
dsDNA a la hebra de ssDNA requiere que el brazo C-terminal sea flexible. Las moléculas de DBP
unidas a dsDNA se ilustran como moléculas separadas, pero es posible que formen multimeros
con conformaciones distintas a los complejos DBP-ssDNA. Reproducida de A model explaining
the need for flexibility of the C-terminal arm, de Van Breukelen et al, 2000.
https://doi.org/10.1074/JBC.M005745200.

Otros estudios han mostrado que el brazo C-terminal es el principal determinante de la
estabilidad del complejo DBP-ssDNA, pero que también es necesario un loop flexible (294-334)
(Figura 12), especialmente para que DBP presente alta afinidad por la horquilla de replicacion
(Dekker et al., 1998). La multimerizacion de DBP mediante el brazo C-terminal (ANAFL-DBP) y
su saturacion por union cooperativa en la hebra de ssDNA, no es suficiente para que proceda la
elongacidn, requiere del loop flexible para unirse a la horquilla de replicacién; a su vez, el loop
flexible tampoco es suficiente para que proceda la elongacion (ANAC-DBP) (Dekker et al., 1998).
La delecion del loop flexible disminuye la afinidad de DBP por ssDNA hasta 10 veces (10 veces
menos que la ausencia del brazo C-terminal), pero la unién se mantiene cooperativa y no tiene
efecto en la estimulacion de la iniciacion (Dekker et al., 1998).

Adicionalmente, en los ensayos de mutagénesis en donde se introdujeron deleciones o
inserciones en el gen E2A que codifica para DBP, cuando se adicionaron 22 aa en el extremo C-
terminal, o 5 aa en R484, no se obtuvo progenie viral a partir de los cultivos en células HEK-293
(Vos et al., 1989).
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Figura 12. Modelo del efecto del loop flexible y el brazo C-terminal en la desestabilizacion de
DNA durante la elongacion. Los triangulos en negro representan al extremo C-terminal de DBP
sin el brazo C-terminal (ANAC-DBP). Los tridngulos en blanco representan al extremo C-terminal
de DBP sin el loop flexible, pero con el brazo intacto (ANAFL-DBP). El circulo representa a la
polimerasa viral. A) La hebra desplazada no se satura debido a la disminucion en la cooperatividad
y no procede la elongacion B) La hebra desplazada se satura, pero tampoco procede la elongacion.
C) ANAFL-DBP es requerida para saturar la hebra desplazada y probablemente reemplace a
ANAC-DBP conforme procede la elongacion; ANAC-DBP se une a la horquilla de replicacion.
Reproducida de Model of ATP-independent DNA unwinding by DBP, de Dekker et. al, 1998.
https://doi.org/10.1006/JMBI1.1998.1652
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1.9 Terapias actuales contra adenovirus

Como se ha mencionado anteriormente, las infecciones por HAdV no suelen progresar
fatidicamente en pacientes inmunocompetentes, pero en pacientes inmunocomprometidos,
especialmente en nifios y recién nacidos, las afecciones no solamente suelen ser severas, sino que
su tasa de incidencia es alta. Ademas, un paciente infectado puede contraer la enfermedad a partir
de solamente 5 particulas virales; cuando en el esputo de un adulto infectado, o0 en una muestra de
sangre de un paciente con la infeccion diseminada, se encuentran entre 108y 107 particulas virales
por mililitro (Saha & Parks, 2020). Existe una vacuna contra HAdV-4 y -7, la cual es bastante
segura y eficiente; sin embargo, esta no se encuentra disponible para el publico (Saha & Parks,
2020). Por tanto, es de vital importancia disefiar nuevas terapias antivirales contra HAdV; en
especial, porque actualmente no existe ninguna terapia o farmaco aprobado para el tratamiento
especifico de infecciones causadas por AdV (Ison & Hayden, 2016; Lynch & Kajon, 2016; Saha
& Parks, 2020).

Las terapias actuales (Tabla 3) incluyen analogos de nucledsidos y nucleotidos, inhibidores
de reguladores epigenéticos y compuestos basados en esteroides, entre otros.

Tabla 3

Terapias Actuales

Categoria Compuesto
Zalcitabine
Alvoudine
Stavudine
Cidofovir
Analogos de nucledsidos y nucledtidos  Analogos de fosfonato de nucleésido aciclico de Cidofovir
Varios profarmacos de éter lipido-éster de Cidofovir
Gemcitabine
Cytarabine
Otros analogos de nucledsidos/nucledtidos
Acido Valproico
Vorinostat
Trichostatin A
Otros inhibidores HDAC
Inhibidores de reguladores epigenéticos Chaetocin
GSK126
GSK343
Lestaurtinib
Digoxin
Digitoxin
Digitoxigenin
Lanatoside C
Compuestos basados en esteroides Dexamethasone

Flunisolide
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Mifepristone
Epiandrosterone y derivados
Derivados de Piperazina
Tazarotene
Otros compuestos Ivermectin
Inhibidores de proteasa
Nota: Adaptada de Novel small molecules with anti-HAdV activity discussed in this review, de

Saha & Parks, 2020. https://doi.org/10.3390/MICROORGANISMS8091284

1.9.1 Analogos de nucleétidos y nucledsidos

Los analogos de nucletsidos y nucle6tidos son farmacos que inhiben la sintesis de acidos
nucleicos; estos compuestos son ampliamente utilizados para tratar infecciones virales, incluyendo
las de AdV; sin embargo, estos farmacos suelen asociarse con efectos secundarios graves, una
eficacia limitada y un mal pronostico de la enfermedad en infecciones sistémicas por HAdV en
pacientes inmunocomprometidos (Saha & Parks, 2020). No obstante, el tratamiento estandar en la
mayoria de los casos de infeccion por HAdV consiste en la administracion de Cidofovir (CDV),
un analogo de citosina que interfiere con la sintesis de DNA 'y que esta aprobado para el tratamiento
de infecciones por citomegalovirus (HCMV) (Ison & Hayden, 2016; Naesens et al., 2005; Saha &
Parks, 2020; Waye & Sing, 2010). De hecho, varios farmacos derivados del Cidofovir han
mostrado ser bastante eficientes (Naesens et al., 2005; Saha & Parks, 2020; Waye & Sing, 2010).

Otros inhibidores como el ganciclovir, brincidofovir, ribavirina, zalcitabina, estavudina,
gemcitabinay citarabina han mostrado diferentes resultados (Ison & Hayden, 2016; Naesens et al.,
2005; Saha & Parks, 2020; Waye & Sing, 2010). El ganciclovir presenta una actividad moderada
en infecciones por HAdV, debido a que este profarmaco requiere ser modificado por fosforilacion
en su forma activa y los HAdV no codifican para cinasas virales que faciliten esta modificacion
en células infectadas (Naesens et al., 2005; Saha & Parks, 2020). El brincidofovir es un farmaco
oral que presenta una menor toxicidad renal y de médula désea, con una mejor captacion celular
que el cidofovir, pero no es tan eficiente y puede causar toxicidad gastrointestinal en algunos
pacientes (Ison & Hayden, 2016; Saha & Parks, 2020). La ribavirina no suele presentar o no
presenta actividad contra HAdV (Ison & Hayden, 2016; Naesens et al., 2005; Waye & Sing, 2010).
La zalcitabina es un antirretroviral aprobado por la FDA para el tratamiento de infecciones por
HIV, la cual exhibe una actividad contra HAdV considerable dentro de un rango de concentracién
clinicamente alcanzable (Saha & Parks, 2020). La estavudina, que también se utiliza contra HIV,
a su vez ha mostrado ser potente contra HAdV (Saha & Parks, 2020; Waye & Sing, 2010). La
gemcitabina tiene efecto en la expresion génica y replicacion del DNA de HAdV-4, HAdV-5 y
HAdV-7, y la citarabina tiene efectos moderados en la expresion genica y produccion de progenie
de HAdV-5 (Saha & Parks, 2020).

1.9.2 Inhibidores de HDAC y proteinas reguladoras epigenéticas

Por otro lado, algunos inhibidores de histonas desacetilasas (HDAC) que suelen utilizarse
en tratamientos de quimioterapia, e inhibidores de metiltransferasas, han mostrado ser eficientes
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en prevenir la replicacion y proliferacion de HAdV; sin embargo, ain se desconocen los
mecanismos mediante los cuales estos farmacos afectan la replicacion (Saha & Parks, 2020).

1.9.3 Compuestos basados en esteroides

Ninguno de los compuestos mencionados (Tabla 3) han sido probados en modelos animales
de infeccion por HAdV apropiados o en estudios clinicos (Saha & Parks, 2020). Compuestos como
la digoxina y digitoxina, que inducen cambios en la localizacion de las proteinas SR involucradas
en el splicing de RNA celular, afectan el procesamiento temprano de RNA en HAdV-5, lo que
resulta en una dréstica reduccion en la tasa de replicacion y produccién de progenie (Saha & Parks,
2020). Otros compuestos, como la digoxina, digitoxigenina y el lanatésido C, reducen la expresion
de genes tardios en HAdV-4 y HAdV-7 (Saha & Parks, 2020).

1.9.4 Alternativas

A pesar de que se han desarrollado varias aproximaciones en el disefio de fA&rmacos contra
AdV, las opciones actuales son limitadas y relativamente ineficientes, por lo que el desarrollo de
terapias mas efectivas es una necesidad (Saha & Parks, 2020). Ademas, hasta la fecha se han
realizado pocos analisis de cribado virtual para encontrar nuevos compuestos que presenten
actividad contra HAdV (Saha & Parks, 2020).

1.10 Inhibidores de interaccion proteina-proteina (PPIIs)

Se ha reportado que mas del 80% de las proteinas conocidas hasta la fecha funcionan
formando complejos, principalmente con otras proteinas o acidos nucleicos, en donde las
interacciones intermoleculares que se forman son determinantes para llevar a cabo sus diversas
funciones celulares (Buchwald, 2010; Farooq et al., 2021; Rabbani et al., 2018). Las interacciones
proteina-proteina (PPIs), pueden ser clasificadas de varias maneras con base en sus diferentes
caracteristicas estructurales o funcionales; con base en su superficie de interaccion, las PPIs
pueden ser homo-oligoméricas (constituidas por un mismo tipo de subunidad) o hetero-
oligoméricas (constituidas por diferentes tipos de subunidades); en funcion de su estabilidad,
pueden ser obligadas o no-obligadas; y acorde con su persistencia, pueden ser transitorias o
permanentes (Rabbani et al., 2018).

Debido a que las interacciones proteina-proteina juegan un rol critico en los procesos
biologicos tanto en condiciones fisioldgicas normales como en condiciones patologicas, inhibir
estas interacciones se ha convertido en un blanco terapéutico de especial interés (Buchwald, 2010;
Farooq et al., 2021; Rabbani et al., 2018). No obstante, el disefio de estos inhibidores (PPIIs)
representa un gran reto, debido a que las regiones implicadas no suelen poseer varias de las
caracteristicas que se toman en consideraciéon durante la seleccion de blancos biolégicos en el
disefio de farmacos (e.g. tamafio y forma). En contraste con los blancos de la mayoria de los
farmacos existentes (receptores acoplados a proteinas G, canales idnicos y enzimas), las regiones
implicadas en interacciones proteina-proteina suelen ser grandes (1,500-3,000 A?) y “planas” (no
suelen poseer pockets o cavidades bien definidas) (Buchwald, 2010).
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Utilizar moléculas pequefias, como la mayoria de los farmacos tradicionales, no pareciera
ser viable; sin embargo, estas regiones de interaccion suelen poseer “hot spots”, partes
relativamente pequefias de la interfaz que son esenciales para la unién de alta afinidad y que
permiten delimitar el blanco biol6gico; por tanto, es posible disefiar PPIls (antagonistas)
ortostéricos, que actien directamente en la interfaz, interfiriendo y compitiendo con la proteina-
ligando original; o disefiar PPIIs alostéricos, que se unan a otra region de la proteina, induciendo
cambios conformacionales suficientes como para interferir con la region de union de la proteina-
ligando (Basse et al., 2016; Buchwald, 2010). Aun asi, el tamafio importa. Para que un PPII
ortostérico sea efectivo, la molécula pequefia debe presentar una afinidad comparable a la de la
proteina, lo cual resulta dificil de lograr cuando las cavidades en donde puede unirse la molécula
suelen ser mas pequefias que en los blancos biologicos tradicionales (espacio quimico); esto resulta
en la necesidad de que la molécula sea mas grande para que pueda establecer contacto con el mayor
numero de cavidades pequefias posibles y, por tanto, formar un mayor nimero de interacciones
(e.g. hidrofdbicas, enlaces de hidrogeno, electrostaticas) (Buchwald, 2010). No obstante, el tamafio
también afecta la permeabilidad de la molécula, por lo que es méas complicado disefiar PPIIs que
puedan atravesar la membrana plasmatica y actden contra un blanco intracelular, que disefiar
inhibidores que actuen contra blancos bioldgicos extracelulares (Buchwald, 2010).

A pesar de que se han logrado identificar varias moléculas pequefias capaces de actuar
como inhibidores de interacciones proteina-proteina e incluso ya existen farmacos en el mercado
que actuan bajo este principio (e.g. tirofiban o maraviroc), algunos de estos inhibidores no suelen
considerarse estrictamente PPlIs, pues no acttan sobre la superficie de las regiones de interaccion
y Su mecanismo de accion recuerda mas bien al disefio de farmacos tradicional (Buchwald, 2010).
No obstante, existen bases de datos (e.g. 2P2idb y TIMBAL) que albergan, especificamente,
moléculas pequefias que actian como PPlIs (Basse et al., 2016; Higueruelo et al., 2013).

Debido a que la desestabilizacion de la hebra de dsDNA y la estabilizacion de la hebra
sSDNA durante la replicacién del DNA de adenovirus es principalmente dependiente de las
interacciones proteina-proteina que establece el brazo C-terminal de DBP con un monémero
adyacente de DBP, en este estudio se propone el disefio de PPlIs capaces de actuar como
inhibidores de la multimerizacion de DBP.
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Hipotesis
Si los monémeros de DBP no se multimerizan, entonces no procede la elongacion en la
sintesis de DNA viral y, por tanto, se inhibe la replicacion de adenovirus. Inhibir la interaccion del

brazo C-terminal con las depresiones hidrofobicas formadas por la hoja beta 1 y las hélices G y
E/F, es suficiente para inhibir la dimerizacion de DBP.

2.1 Justificacién

Debido a que los adenovirus son patdgenos ubicuos que pueden causar varios tipos de
enfermades que suelen progresar fatidicamente en pacientes inmunocomprometidos, es necesario
disefar terapias efectivas contra estos virus; en especial porque la vacuna existente no se encuentra
disponible para el publico y tampoco existe terapia aprobada para el tratamiento especifico de
infecciones por adenovirus. Ya que la mayoria de las aproximaciones que se han realizado hasta
la fecha se han basado en lo que sabemos acerca de otros farmacos que presentan actividad contra
otros virus de DNA, en este estudio se propone abordar una aproximacion distinta: ; Qué sabemos,
especificamente, sobre adenovirus? Sabemos que la desestabilizacion de la hebra de dsDNA y la
estabilizacion de ssDNA durante la replicacion del DNA de adenovirus es, en general, dependiente
de las PPIs que se establecen durante la multimerizacion de DBP mediante el brazo C-terminal.
Disefiar un inhibidor de interaccion proteina-proteina (PPIlI) que actle como antagonista
ortostérico de las regiones implicadas en la multimerizacion de DBP, seria capaz de inhibir la
replicacion del DNA de adenovirus.

Actualmente no existe informacion respecto al rol especifico de cada uno de los residuos
del brazo C-terminal durante la multimerizacion, pero se han identificado dos cavidades
hidrofobicas en donde los residuos V513, L515, P516, P526 y F527 se anclan. En este estudio se
realizé un andlisis in silico de las interacciones que forman los residuos conservados del brazo C-
terminal durante la dimerizacion de DBP, enfocado principalmente en los residuos 525-529. Los
residuos 525-529 se posicionan de manera similar a la “punta de un gancho” en una cavidad
hidrofébica que, por su forma, se ha propuesto como blanco bioldgico en el disefio de PPlIs.

2.2 Objetivo general

Proponer una serie de compuestos capaces de actuar como inhibidores de la dimerizacién
de DBP, a partir de la evaluacion in silico de mutaciones de los residuos implicados en la
multimerizacion de DBP.

2.3 Objetivos particulares

1. Identificar el tipo de interacciones y el grado de contribucion de los residuos conservados
del brazo C-terminal, en la interfaz entre un dimero de DBP.

2. Proponer una serie de compuestos que mimeticen a los residuos implicados en la
multimerizacion de DBP.
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3. Evaluar mediante analisis de acoplamiento molecular la capacidad de union de los
compuestos propuestos a la region de union del brazo C-terminal.
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Materiales y Métodos

En la (Figura 13) se muestra un diagrama general sobre los analisis realizados y los

principales softwares utilizados.
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Figura 13. Diagrama general de la metodologia.
3.1 Analisis de las Interacciones

Actualmente existen cuatro cristales de AN-DBP (PDB: 1ANV, 1ADU, 1ADV y 2WBO0).
Los cristales LANV y 2WBO0 son monémeros de DBP, mientras que 1ADU y 1ADV son dimeros
de DBP unidos mediante el brazo C-terminal. Ningun cristal incluye el extremo N-terminal, debido
a que es intrinsecamente desordenado (Hidalgo et al., 2021). Para el analisis de las interacciones
se utilizo el cristal LADU, debido a que se encuentra en forma de dimero y presenta una mejor
resolucion (3.00A) que 1ADV (3.20A).

Al momento de analizar un complejo proteina-proteina del Protein Data Bank, es
importante verificar que el complejo sea bioldégicamente relevante y que no se deba Unicamente a
las condiciones del cristal (Féhrrolfes et al., 2017; Krissinel & Henrick, 2007). ProteinsPlus
(https://proteins.plus) cuenta con HyPPI, una herramienta que permite discriminar entre complejos
bioldgicos (permanentes o transitorios) y artefactos del cristal (Fahrrolfes et al., 2017; Schneider
etal., 2012; Schoning-Stierand et al., 2020). HyPPI se basa en dos descriptores: la energia de union
hidrofobica y la proporcidn de las relaciones de interfaz (coeficiente IF) (Fahrrolfes et al., 2017,
Schneider et al., 2012; Schoning-Stierand et al., 2020). La energia de union hidrofdbica se calcula
con base en el término de desolvatacion de la funcion de puntaje HYDE, mientras que el
coeficiente IF mide la proporcion del area de interfaz relativa de las subunidades con respecto a la
superficie molecular de la subunidad no unida (Fahrrolfes et al., 2017; Schneider et al., 2012;
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Schéning-Stierand et al., 2020). De esta manera se verifico que las interacciones del brazo C-
terminal del cristal LADU fuesen bioldgicamente relevantes.

Las interacciones intermoleculares o fuerzas quimicas no-covalentes que se establecen
entre la interfaz de un complejo ligando-receptor, determinan la especificidad, fuerza y estabilidad
de union del complejo; el anélisis de estas interacciones (e.g. enlaces de hidrogeno, apilamientos
n-1 0 puentes salinos) permite elucubrar a nivel atdbmico, aproximaciones sobre la manera en que
las subunidades de un complejo interactuan, lo cual resulta de especial interés en el disefio racional
de farmacos (Frecer, 2011; Zhou et al., 2012). Para analizar y visualizar las interacciones del brazo
C-terminal entre monomeros de DBP, se edito el cristal LADU mediante Pymol para s6lo conservar
la secuencia del brazo C-terminal (18aa) unida al monémero adyacente de DBP (Schrodinger LLC,
2020). Despues se analiz6 el complejo mediante LigPlot+, la version actualizada de LIGPLOT
(Laskowski & Swindells, 2011). Este programa permite generar diagramas en 2D, a partir de
archivos pdb, de las interacciones hidrofébicas y por enlace de hidrégeno de complejos ligando-
proteina o complejos proteina-proteina (Laskowski & Swindells, 2011). Debido a que LigPlot+
reconoce solamente dos tipos de interacciones intermoleculares, posteriormente se utilizé
Discovery Studio; sin embargo, el tamafio del brazo C-terminal (18aa) es demasiado grande como
para generar diagramas 2D de las interacciones en este programa (BIOVIA Dassault Systemes,
2021). Por tanto, para identificar el tipo de interacciones que forman los residuos del brazo C-
terminal se tuvo que volver a utilizar Pymol para generar dos archivos pdb: uno con los residuos
512-520 y otro con los residuos 521-529.

3.2 Andlisis del estado de conservacion

Para este analisis se utilizaron los tipos de adenovirus que estan siendo actualmente estudiados en
el grupo para seroprevalencia en México (Tabla 4). Se generé un archivo con todas las secuencias
de interés en formato FASTA y posteriormente se llevd a cabo el alineamiento multiple de
secuencias mediante Clustal Omega (Madeira et al., 2022). Una vez obtenidos los resultados, se
utilizd Jalview para visualizar el alineamiento (Waterhouse et al., 2009). Esto nos permitio
identificar el estado de conservacién de los residuos del brazo C-terminal y de aquellos otros
residuos con los que interactdan los aminoacidos de interés en este estudio.

Tabla 4

Tipos de adenovirus utilizados en el alineamiento maltiple de secuencias.

Tipo de Adenovirus Cddigo NCBI Abreviacion Figura 17
Human adenovirus 5 >pdb|IADUJA H5
Human adenovirus 12 >CAA24732.1 H12
Human adenovirus 6 >ADV03663.1 H6
Human adenovirus 41 >AAA42463.1 H41
Human adenovirus 36 >ACY04474.1 H36
Human adenovirus 26 >AB061318.1 H26
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Human adenovirus 14 >AXN74046.1 H14

Human adenovirus 4a >BBH49393.1 H4a
Human adenovirus 4b >BAU59233.1 H4b
Simian adenovirus 21 >AP_000277.1 S21
Simian adenovirus 25 >AP_000315.1 S25
Rhesus adenovirus 63 >AUG71809.1 R63
Chimpanzee adenovirus Y25 >YP_006272965.1 C25

Nota: El cddigo de abreviacion pertenece a la seccion 4.2 de resultados.
3.3 Acoplamiento Molecular y Alanine Scanning

Conocer la estructura tridimensional de una proteina provee de informacion necesaria para
entender mejor su funcionamiento, lo cual implica elucubrar la manera en que sus residuos, a nivel
atémico, interaccionan unos con otros; actualmente (con base en las estadisticas del Protein Data
Bank), la cristalografia de rayos X, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), la
cristalografia electronica, la microscopia electronica y la tomografia electronica, son los
principales métodos para obtener informacion detallada sobre la localizacion particular de cada
atomo en relacion con los demas 4tomos presentes en una molécula dada; sin embargo, cada uno
de estos métodos presenta ciertas limitaciones al momento de analizar complejos de proteinas
(Berman et al., 2000; Dominguez et al., 2003; Kozakov et al., 2017). Los métodos de acoplamiento
molecular, o docking, se han desarrollado en los Gltimos afios en afan de obtener modelos que
describan y predigan, detalladamente, la interaccion entre moléculas; no obstante, las herramientas
computacionales actuales ain no son suficientes para resolver estas estructuras por si solas, en
especial para discriminar entre los modelos obtenidos; por tanto, la informacién bioquimica
obtenida por otros métodos, como la mutagénesis dirigida o el entrecruzamiento de proteinas (entre
otros), se ha implementado en conjunto con los métodos de acoplamiento molecular (Dominguez
et al., 2003; Karaca & Bonvin, 2013; Kozakov et al., 2017).

Con base en esto, se propuso utilizar el acoplamiento molecular para evaluar 1) la energia
de afinidad y la forma en que se acoplan los residuos 525-529, 2) el cambio en la energia de
afinidad cuando estos residuos son sustituidos por alaninas y 3) la energia de afinidad y la forma
en que se acoplan compuestos analogos a los residuos 525-529. Para realizar estos anélisis se
utilizo el cristal 2WBO, debido a que presenta la mejor resolucion (1.95A).

Ya que los atomos de zinc en el cristal no son relevantes para el acoplamiento, estos se
eliminaron del cristal 2WBO0 mediante pdbtools (Jiménez-Garcia et al., 2021). Los residuos 525-
529 se extrajeron del cristal 2WBO0 en formato pdb mediante Pymol y se reescribid el archivo en
formato mol2 mediante Avogadro (Hanwell et al., 2012). Posteriormente se llevé a cabo la
preparacion del receptor 2WBO0 mediante AutoDock-VINA (Eberhardt et al., 2021; Morris et al.,
2009; Trott & Olson, 2010). Se eliminaron las moléculas de agua, se afiadieron solamente
hidrogenos polares y se “fusionaron” (merged) los no-polares; después se afiadieron las cargas de
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Kollman. Entonces se afiadi6 el ligando (residuos 525-529) en formato mol2. Tanto el receptor
como el ligando fueron reescritos en formato pdbqt.

El tamafio y posicién de la caja de acoplamiento (grid box) (Tabla 5) se realiz6 con base
en la informacion obtenida previamente sobre los aminoacidos que interactian con los residuos
525-529, los cuales se encuentran entre la hoja beta 1y las hélices E/G. Los pardmetros del ligando
se establecieron como aleatorios y el acoplamiento se realiz6 mediante VINA en su opcion
predeterminada (Eberhardt et al., 2021; Trott & Olson, 2010). Los resultados se visualizaron
mediante AutoDock-Tools. El acoplamiento del péptido wild type se realiz6 5 veces con 5 semillas
aleatorias distintas, dando un total de 45 poses. Las mutaciones de cada uno de los residuos por
alaninas se realizaron en Pymol y se repitio el procesamiento del ligando. Para cada péptido mutado
el acoplamiento también se realizé 5 veces con 5 semillas aleatorias distintas.

Tabla 5.
Configuracién de la caja de AutoDock-Vina

X y z
Centro 35.353 45.31 8.693
Tamaio 165 15.75 21.0

3.4 Modelo Farmacoférico y Cribado Molecular

Para disefiar el modelo farmacoforico se utilizé un monémero del cristal LADU (cadena B)
y los residuos 525-529 del mismo cristal, pero del otro mondémero (cadena A); ambos archivos
fueron generados mediante Pymol. De esta manera, al cargar los archivos en Pharmit el programa
reconoce a los residuos 525-529 (cadena A) como ligando del monémero completo (cadena B).
Con base en los resultados del acoplamiento molecular del péptido wild type (WT) y los péptidos
mutados, se eligieron grupos funcionales y caracteristicas de la forma del péptido para disefiar el
primer modelo farmacoférico. Este modelo se utilizd para discriminar entre compuestos y
conférmeros de la base de datos ZINC, la cual alberga compuestos disponibles en el mercado
(Sterling & Irwin, 2015).

Pharmit permite especificar un valor limite de RMSD de la pose minimizada a partir de la
pose inicial y filtrar la busqueda mediante una funcién de energia que minimiza los resultados
usando smina (una variante de AutoDock-Vina), mediante la funcién de puntaje predeterminada
de VINA (Koes et al., 2013; Sunseri & Koes, 2016). Durante la busqueda de compuestos a partir
del primer modelo no se establecié un valor limite de RMSD o de energia de afinidad, pues sélo
33 compuestos cumplian con las caracteristicas del modelo farmacoférico. Ya que los compuestos
encontrados presentaban una energia de afinidad menor al péptido WT y valores de RMSD de
hasta 6A, se propuso un nuevo modelo “simplificado”.
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El segundo modelo permitio identificar hasta 30 compuestos con una energia de afinidad
< -7kcal/mol y un RMSD < 2.0 A. De los 30 compuestos encontrados, se seleccionaron 12 para
evaluar mediante andlisis de acoplamiento molecular. Los compuestos seleccionados presentan
una energia de afinidad minimizada < -7.3 kcal/mol; se utiliz6 este valor debido a que la energia
de afinidad de las poses del péptido WT que son similares a lo observado en el cristal en forma de
dimero, son iguales a -7.3 kcal/mol. Mediante Open Babel GUI, los archivos sdf de la base de
datos ZINC se convirtieron a formato pdbqt (O’Boyle et al., 2011). El proceso de acoplamiento de
los 12 compuestos mediante VINA se realizd de la misma manera que los acoplamientos del
péptido (seccidn 3.3) y se repitié por lo menos 3 veces con 3 semillas aleatorias para cada uno de
los compuestos.

Finalmente, mediante el servidor de SwissADME se computaron las propiedades de los
compuestos con mayor energia de afinidad (Daina et al., 2014, 2017; Daina & Zoete, 2016).

IV. Resultados
4.1 Analisis de las interacciones

Para verificar que las interacciones proteina-proteina en el complejo fuesen biol6gicamente
relevantes, se utiliz6 la herramienta HyPPI de ProteinsPlus para analizar el cristal LADU (Tabla
6). Los complejos proteina-proteina clasificados como permanentes suponen que el complejo es
estable solamente en este estado, mientras que los complejos clasificados como transitorios
suponen que las subunidades son estables tanto en forma de complejo como monémeros
(Féhrrolfes et al., 2017; Schoning-Stierand et al., 2020). Los resultados sugieren que las
interacciones en el complejo no se deben a artefactos del cristal; por tanto, resulta de especial
interés poder visualizarlas. Sin embargo, la herramienta HyPPI de ProteinsPlus no pudo
determinar completamente si el complejo es permanente o transitorio.

Tabla 6
Clasificacion de las interacciones proteina-proteina en el cristal 1ADU

Clasificacion de la interfaz entre los monémeros

Complejo Permanente 34%
Complejo Transitorio 66%
Artefacto del Cristal 0%

4.1.1 Interacciones hidrofobicas resueltas por LigPlot+

Para poder visualizar las interacciones hidrofébicas que se establecen en la interface entre
el brazo C-terminal y un monoémero adyacente de DBP, se utilizé LigPlot+. Algunas de las
interacciones descritas en la literatura (seccion 1.8.1) no se observaron en el diagrama resuelto por
LigPlot+ (Tabla 7) (Figura 14); no obstante, el programa permitié identificar el resto de las
interacciones hidrofobicas que establecen los demas residuos que componen el brazo C-terminal.
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Tabla 7

Interacciones hidrofébicas

Residuo (A) Residuos (B)
V513 A423, L426, L420, V436, V440
S514 L232, T233, A423, Q231,
L515 T233, A423, L426, L420, V436, V440
P516 T233, S439, P474, L445, F375
V517 V436
A518 N478, L379, F375, S435, V481
H519 N478, L379, V481, M482
D521 V481, R484, Y380
R523 R484, Y380
Q524 Y380, 362, A383
N525 A383, Q384
P526 R484, Y380, A383, G386, T385
F527 G386, M376, L270, L391, V499, L480
D528 M497, V498
F529 T385, L270, H389, R496, E501

Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interactta el brazo C-terminal.
En negritas se indican los residuos previamente descritos (seccion 1.8.1) y en rojo los que no se
observaron en el diagrama resuelto por LigPlot+.
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Figura 14. Diagrama en 2D de las interacciones hidrofébicas. Los residuos debajo de la linea
negra punteada (A) corresponden al brazo C-terminal. Los residuos por encima de la linea negra
punteada (B) corresponden al mondmero adyacente de DBP. Las lineas rojas punteadas
corresponden a las interacciones hidrofdébicas. PDB: 1ADU.

4.1.2 Interacciones por enlace de hidrogeno resueltas por LigPlot+

Ademas de las interacciones por enlace de hidrdgeno antes descritas (seccion 1.8.2), el
diagrama resuelto por LigPlot+ sugiere la formacion de mas enlaces de hidrégeno entre el brazo
C-terminal y DBP (Tabla 8) (Figura 15). Se muestra, por ejemplo, la formacién de enlaces de
hidrogeno entre los grupos carbonilo de la cadena principal de V513 y L515, con los &tomos de
nitrégeno de las cadenas laterales de N422 y Q231, respectivamente. Los datos sugieren que no
solamente se forman interacciones por enlace de hidrégeno en la cavidad en donde se anclan los
residuos P526 y F527, sino que estas interacciones también se establecen en la otra cavidad
hidrofobica.

Tabla 8

Interacciones por enlace de Hidrégeno

Residuo (A) Residuo (B) Panel
V513 N422 A
S514 T232 A
L515 Q231 A
V517 N478 B

Previamente descritos (seccién 1.8.2)

D521 R484 C
N525 Q384 C
P526 R484 C
F529 R496 D

Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interacta el brazo C-terminal.
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Figura 15. Diagrama en 2D de las interacciones por enlace de hidrégeno. Los residuos debajo de
la linea negra punteada (A) corresponden al brazo C-terminal. Los residuos por encima de la linea
negra punteada (B) corresponden al monémero adyacente de DBP. Las lineas azules punteadas

corresponden a los enlaces de hidrégeno. PDB: 1ADU.

4.1.3 Interacciones resueltas por Discovery Studio.

Para contrastar las interacciones observadas en los diagramas resueltos por LigPlot+, se
utilizo Discovery Studio: otro visualizador que permite identificar un mayor tipo de interacciones.
Sin embargo, debido a las limitaciones del programa, para poder visualizar los diagramas de las
interacciones (Figura 16) se tuvo que editar el brazo C-terminal en el complejo. Primero se
visualizaron los residuos 512-520 y despues los residuos 521-529 del brazo C-terminal.
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Respecto a las interacciones formadas por los principales residuos implicados en la
multimerizacion de DBP (Tabla 9), volvemos a observar la formacion de enlaces de hidrogeno
convencionales por parte de V513, L515 y P526, lo cual coincide con el analisis resuelto por
LigPlot+; ademaés, para los residuos P516 y P526 se muestra la formacion de enlaces de hidrogeno
con carbono, los cuales son menos energéticos que un enlace de hidrégeno convencional, pero no
habian sido descritos anteriormente. Las interacciones hidrofobicas de V513 descritas en la
literatura de nuevo no aparecen, pero se muestra la formacion de una interaccion de tipo Pi-Alquilo
entre la cadena lateral de V513 y el anillo aromatico de F234. Las interacciones resueltas como
tipo alquilo, Pi-alquilo o de VVan der Waals, habian sido descritas en la literatura o resueltas por
LigPlot+ solamente como interacciones hidrofobicas; la distincion es importante, debido a que las
interacciones de Van der Waals se establecen de forma indirecta por proximidad entre el complejo
ligando-receptor, mientras que las interacciones de tipo alquilo o Pi-alquilo se establecen
concretamente entre grupos funcionales (Zhou et al., 2012).

En general, los diagramas de las interacciones resueltos por LigPlot+ y Discovery Studio
concuerdan entre si y con lo descrito en la literatura; que no se hayan observado las interacciones
hidrofobicas descritas para V513 probablemente se deba a que se utiliz6 un cristal diferente y no
necesariamente a que V513 no interactle con estos residuos; sin embargo, debido a que el cristal
utilizado por Tucker et al. no se encuentra en el Protein Data Bank, no podemos superponerlos
para contrastar la vecindad de V513 (Tucker et al., 1994). También podria deberse a los limites de
distancia que en LigPlot+ y Discovery Studio determinan la presencia de interacciones.
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Interactions
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- Conventional Hydrogen Bond D Akyl
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Figura 16. Diagramas en 2D de las interacciones identificadas por Discovery Studio. En el panel
superior se muestran las interacciones formadas por los residuos 512-520. En el panel inferior se
muestran las interacciones formadas por los residuos 521-529. El tipo de interaccién y su codigo

de color se muestran en la figura.
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Tabla 9

Tipos de interacciones formadas por los principales residuos implicados en la multimerizacién de
DBP.

Tipos de Interacciones y Residuos (B)
Residuo Van der Enlace de Hidrdgeno Enlace de Hidrégeno | Alquilo | Pi-Alquilo | Apilamiento
(A) Waals Convencional con Carbono Amida-Pi
V513 N422 F234
L515 Q231 A423
L420
P516 L232 S439 L445
P474
P526 G386 R484 T385 A383 Y380 Y380
G386
F527 M376 L270
L480 L391
V499

Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interactua el brazo C-terminal.
24.2 Andlisis del estado de conservacion

Debido a que se han identificado una gran cantidad de tipos distintos de adenovirus, es
importante conocer el estado de conservacién del brazo C-terminal y de los residuos con los que
interactla el brazo. Para este analisis se utilizaron los tipos de adenovirus que estan siendo
actualmente estudiados en el grupo para seroprevalencia en México.

Los resultados del alineamiento maltiple de secuencias por Clustal Omega (Figura 17)
muestran que los residuos N512 (region de bisagra), L515-P516 (segunda cavidad hidrofdbica) y
P526-F527 (primera cavidad hidrofébica—punta del gancho) se encuentran completamente
conservados en las 13 secuencias analizadas. Como se ha descrito anteriormente (Seccion 1.8),
estos residuos también se encuentran completamente conservados en HAdV -7, -2 'y -40. Por otro
lado, V513 (region de bisagra y segunda cavidad hidrofdbica) se encuentra conservada en 12/13
secuencias; la excepcién es HAdV-12, en donde se encuentra sustituida por una isoleucina; acorde
a la literatura, ya se habia descrito que V513 presenta sustituciones entre diferentes tipos de
Adenovirus. El residuo S514 (region de bisagra) se encuentra sustituido por alaninas en 3/13
secuencias, lo cual resulta de especial interés tomando en cuenta que S514 estd implicado con la
capacidad del brazo C-terminal de adquirir diferentes conformaciones. En el extremo C-terminal
se observa que los residuos D528 y F529, que aparentemente forman interacciones electrostaticas
con R484 y R496 respectivamente, se encuentran conservados en practicamente todas las
secuencias a excepcion de H41.
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En la (Figura 17) también podemos observar que si eliminasemos el gap (o la alanina) en
la posicién 7 de las Gltimas 4 secuencias (-H5, -H6, -H36, -H26) el residuo H519 también se
encontraria completamente conservado y D521 presentaria sustituciones conservativas (D = E), lo
cual también coincide con lo descrito en la literatura para HAdV -7, -2 y -40; sin embargo, no hay
informacion detallada sobre las implicaciones de estos residuos en la multimerizacion de DBP. De
manera general, podemos distinguir que entre las posiciones 8 y 15 del péptido abundan
aminoacidos polares o cargados; independientemente de que algunos se encuentran mas 0 menos
conservados entre los diferentes tipos de adenovirus (e.g. H519, R523), esto concuerda con la
disposicion del brazo durante la multimerizacion, siendo esta la region expuesta al medio.

CAA24732.1/467-484 | NHGE EPFDF HI2
AAA42463.1/459-474  NVALPTGHGD - AEVEPF - - H4l

AUG71809.1/445-462 NVSLPSGHED-PSLEPFDF Ré63
AP_000315.1/496-513 NVS HAE RQNPFDF S25
YP_006272965.1/495-512 N C25
BBH49393.1/492-510 ; )F Hda
BAU59233.1/494-512 IPFDF H4p
AXN74046.1/501-518 PFDL Hi14
AP 000277.1/499-516 PF| S21
odb| 1ADUIA/339-356 PF| H5

ADV03663.1/512-529 IPF H6

ACY04474.1/471-489 {PF H36
ABO61318.1/471-489 IPFDF H26

Conservation Ill -I .

61426-0547 " " 41

Consensus

NVSLPAGH+D+SRQNPFDF

Figura 17. Alineamiento multiple de secuencias. Se muestra el alineamiento de las 13 secuencias
del brazo C-terminal. El codigo en el extremo del lado derecho indica la especie y el virus
correspondiente: H = Human, R= Rhesus, S = Simian, C = Chimpanzee. Las gréaficas debajo de
las secuencias muestran a) el grado de conservacion en una escala del 0 al 10 y b) el porcentaje de
identidad. Visualizador de Jalview.

Respecto a los residuos con los que interactian estos aminoacidos, su estado de
conservacion se muestra en la (Tabla 10). Observamos que el residuo N422, que forma un enlace
de hidrdgeno con el grupo carbonilo de V513 en HAdV-5, se encuentra conservado en todas las
secuencias a excepcion de -H41, en donde se encuentra sustituido por una glicina. El residuo Q231,
que forma un enlace de hidrdgeno con el grupo carbonilo de L515 en HAdV-5, no se encuentra
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conservado en -H4 y virus de mono (Rhesus, Simian y Chimpanzee), sino que esta sustituido por
una prolina que no puede formar este tipo de interacciones. El aminoacido no conservado G386 se
encuentra sustituido por un aspartato en 5/13 secuencias, lo cual resulta de especial interés debido
a que en HAdV-5, G386 establece interacciones de Van der Waals con P526 y F527. El residuo
T385 que interactia con P526 y N525, se encuentra sustituido por diferentes aminoacidos polares
0 cargados positivamente (H, R, Q, S); sin embargo, debido a que la cadena lateral de T385 no
interactia con P526 o N525, que se encuentre sustituido es irrelevante. La mayoria de las
sustituciones que se observan son de aminoacidos alifaticos por otros aminoacidos alifaticos.
Observamos, por tanto, que el brazo C terminal y los residuos con los que interactda se encuentran,
en general, conservados.

Tabla 10
Estado de conservacién de los residuos que interacttan con V513, L515, P516, P526 y F527

Residuo (A) | Residuo (B) Estado
N422 Conservado (N = G en H41)
F234 Conservado

T233 Conservado

A423 Conservado (A =V en H12)
L515 L426 Conservado (L = 1 en H12)
L420 Sustitucion (L= M, I)

Q231 No conservado (Q =P en monos y H4)
T233 Conservado

S439 Conservado

P4T74 Conservado

V513

P16 L445 Sustitucion (L = V)
F375 Conservado
L232 Sustitucion (L =1, V, M)
R484 Conservado
Y380 Conservado

P526 A383 Sustitucion (A =M, I)
G386 No conservado (G = D)
T385 Sustitucion (cargados + o polares)
G386 No conservado (G = D)
M376 Sustitucion (M =L, V)

F507 L270 Sustitucion (L = V)

L391 Conservado
V499 Sustitucion (V =1)
L480 Conservado
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Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interactla el brazo C-terminal.
Solo se muestran los residuos resueltos por LigPlot+ o Discovery Studio. En rojo se muestran los
residuos no conservados.

4.3 Acoplamiento molecular de los residuos 525-529 del brazo C-terminal por AutoDock-
VINA
Debido a la forma de la cavidad hidrofébica en donde se anclan los residuos P526 y F527,

se opto por seleccionar esta region como blanco bioldgico (Figura 18); esta cavidad la ocupan los
residuos conservados N525, P526, F527, D528 y F529 (Figura 19). Respecto a los aminoacidos
con los que interacttan los residuos que no han sido descritos previamente (Tablas 11 y 12), Q384
y T385, que forman enlaces de hidrégeno convencionales con la cadena lateral de N525, presentan
sustituciones por aminoécidos polares o cargados positivamente; no obstante, como se menciond
anteriormente, la cadena lateral de T385 no interactta con el brazo C-terminal, lo mismo ocurre
para Q384, por lo que es irrelevante que se encuentren sustituidos en diferentes tipos de
adenovirus. D528 forma una interaccion electrostatica con el residuo conservado R484, ademas
de establecer interacciones de Van der Waals con otros residuos alifaticos que presentan
sustituciones. F529 interactia con H389 formando una interaccion de tipo Pi-Pi en forma de T; sin
embargo, en otros tipos de adenovirus esta histidina se encuentra sustituida por aminoacidos que
no son capaces de formar esta interaccion. F529 también establece una interaccion electrostatica
con el residuo conservado R496 (R = K). La Figura 18 se realiz6 mediante UCSF ChimeraX
(Pettersen et al., 2021).

Figura 18. Forma de las cavidades hidrof6bicas en donde interacttan los residuos V513, L515,
P516, P526 y F527. PDB: 1ADU. UCSF ChimeraX.
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Figura 19. Diagrama de las interacciones de los residuos 525-529. El tipo de interaccién y su
cadigo de color se muestran en la figura.

Tabla 11.
Tipos de interacciones formadas por N525, D528, F529.

Residuo Tipos de Interacciones y Residuos (B)
(A) Van der Waals Enl?jniiriiiirgeno foiir:? deenT Electrostatica
384
No25 $385
D528 xjgg R484
F529 E501 H389 R496

Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interacta el brazo C-terminal.
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Tabla 12.

Estado de conservacion de los residuos que interacttan con N525, D528, F529.

Residuo (A) | Residuo (B) Estado

N525 Q384 Sustitucion (cargados + o polares)
T385 Sustitucion (cargados + o polares)
R484 Conservado

D528 M497 Sustitucion (M = L)
V498 Sustitucion (V =L, )
H389 Sustitucion (cargados + o polares)

F529 R496 Sustitucion (R = K)
E501 Conservado

Nota: (A) Residuos del brazo C-terminal. (B) Residuos con los que interactua el brazo C-terminal.
So6lo se muestran los residuos resueltos por LigPlot+ o Discovery Studio.

4.3.1 Acoplamiento de los residuos 525-529

El acoplamiento molecular para evaluar la energia de afinidad y la forma en que se acoplan
los residuos 525-529 en la cavidad se llevo a cabo cinco veces, i.e. se resolvieron un total de 45
poses con 5 semillas aleatorias distintas. Se utilizo el cristal 2WBO0 debido a que presenta la mejor
resolucion (1.95A). En la (Tabla 13) se muestra la energia de afinidad determinada para cada una
de las poses resueltas.

Tabla 13

En donde: — 7.8 < energia de afinidad < —6.7 kcal/mol

Energia de afinidad—Péptido WT

Energia (kcal/mol)
Pose WT WT_2 WT_3 WT_ 4 WT_5
(seed: -1369358696) | (seed: -1796718288) | (seed: -588397712) | (seed: -1748022120) | (seed: -795822744)
1 -7.6 -7.6 -1.4 -7.6 -7.8
2 -7.4 -7.5 -1.4 -7.3 -7.6
3 -1.4 -7.3 -7.3 -7.3 -71.5
4 -1.4 -7.3 -7.3 -7.3 -7.4
5 -1.4 -7.3 -7.2 -7.2 -7.3
6 -7.3 -7.2 -7.2 -7.2 -7.3
7 -7.3 -7.2 -6.9 -7.2 -7.3
8 -7.3 -7.1 -6.7 -7.1 -7.2
9 -7.1 -6.8 -6.7 -7.1 -7.1
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Nota: WT = Wild Type = residuos presentes en la secuencia del brazo C-terminal de HAdV-5. En
negritas se resaltan las poses 7 y 30. La tonalidad de los colores verde es para facilitar la
visualizacion del intervalo de energia de las poses.

Resulta de especial interés hacer notar que dos de las poses (7 y 30) han acoplado los residuos de
manera similar a lo que se observa en el cristal LADU (Figura 20). Ambas presentan una energia
de afinidad igual a -7.3 kcal/mol, en donde la principal diferencia entre las poses es la orientacion
de la cadena lateral de N525. Respecto a las interacciones (Figura 21), en el acoplamiento por
AutoDock-VINA observamos la formacion de hasta cuatro enlaces de hidrdgeno: 1) entre la cadena
lateral de N525y el grupo amino de la cadena principal de Q384 o T385; 2) entre el grupo carbonilo
de la cadena principal de P526 y la cadena lateral de R484; 3) entre la cadena lateral de D528 y el
grupo amino de la cadena principal de M497; y 4) entre el grupo carboxilo de F529 y la cadena
lateral de R496. En contraste con el analisis previo de las interacciones, D528 interactia con M497
en vez de R484. Si observamos la orientacion de la cadena lateral de D528 en el cristal vs el
acoplamiento (Figura 20), podemos notar por qué D528 no interactla con R484; esto podria estar
relacionado con que en el brazo C-terminal completo, D528 también interactla
intramolecularmente con R523. Ademas de las interacciones por enlace de hidrogeno, se observan
multiples contactos hidrofébicos (Tabla 14); cabe recalcar que el visualizador de las interacciones
intermoleculares de AutoDock-Tools no permite identificar tantos tipos de interacciones como
Discovery Studio.
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Figura 20. Posicionamiento de los residuos en el cristal vs Acoplamiento por AutoDock-Vina. En
las figuras del lado izquierdo se muestra el posicionamiento que observamos en el cristal LADU.
En el lado superior derecho se muestra la pose 7 y debajo la pose 30; se muestra también la energia
de afinidad en kcal/mol. Las iméagenes del lado izquierdo se realizaron mediante UCSF ChimeraX
y las del lado derecho mediante Autodock-Tools.

POSE 30

Figura 21. Interacciones formadas por las poses 7 y 30. Las lineas punteadas muestran los enlaces
de hidrogeno. La principal diferencia es en la orientacion de la cadena lateral de N525, lo que
resulta en la formacion de enlaces de hidrégeno con Q384 o T385. Energias de afinidad = -7.3
kcal/mol. Las imagenes se realizaron mediante Autodock-Tools.

Tabla 14

Principales interacciones hidrofobicas resueltas para las poses 7'y 30

Interacciones Hidrofdbicas

Ligando | Receptor | # Contactos
P526 Y380 4
L270 2
F527
L391 1
F529 H389 1

Acorde a la literatura, los principales residuos implicados en la multimerizacion son P526
y F527 (punta del gancho). En el 31.31% de los casos (14/45 poses) estos residuos se acoplaron
de manera similar al cristal, presentando un intervalo de -7.6 < energia de afinidad <-7.1 kcal/mol.
Ademas de reproducir el posicionamiento de los cinco residuos en el cristal, se presentaron 2 casos
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principales (Figuras 22 y 24): a-1) La orientacion de los residuos D528 y F529 cambia, y b-1)
Ademas del cambio en la orientacion de los residuos D528 y F529, el grupo carboxilo de F529 se
posiciona fuera de la cavidad en una region polar adyacente.

Respecto a las interacciones, en el caso a-1 el cambio en la orientacion de los residuos
D528 y F529 resulta en la disrupcion de sus enlaces de hidrogeno antes descritos; este cambio en
la orientacion también puede resultar en que el grupo carbonilo de la cadena principal de P526 ya
no pueda interactuar con R484. Observamos también que el posicionamiento de N525 determinara
los enlaces de hidrogeno que su cadena lateral puede formar; no solamente con los grupos amino
de la cadena principal de Q384 y T385, también con la cadena lateral de T385; sin embargo, el
grupo hidroxilo no es tan buen aceptor de enlace de hidrogeno como si lo es actuando como
donador; lo cual puede ocurrir si, por ejemplo, el grupo carbonilo de la cadena principal de D528
se posiciona lo suficientemente cerca. Esto ocurre en el caso de mayor energia de afinidad (-
7.5kcal/mol), en donde los enlaces de hidrogeno con R484 y T385 se mantienen, y la pérdida de
los enlaces de hidrégeno formados por D528 y F529 no afectan la energia de afinidad (Figura 23).

Figura 22. Caso a-1—Cambio en la orientacién de los residuos D528 y F529. Se muestran
diferentes poses (3, 42, 11) en donde la principal diferencia es la orientacién de los residuos D528
y F529. Como referencia, en la imagen del extremo superior-izquierdo se muestra el
posicionamiento de los residuos en el cristal LADU.
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POSE 11

Figura 23. Caso a-1—Pose 11. Las lineas punteadas muestran los enlaces de hidrégeno. La
principal diferencia entre las poses es en la orientacion de los residuos D528 y F529. En este
ejemplo se muestra que, si un grupo aceptor de enlace de hidrogeno se posiciona cerca del grupo
hidroxilo de T385, puede establecerse la formacion de otro enlace de hidrogeno. Energia de
afinidad = -7.5 kcal/mol.

Por otro lado, se observd que los residuos P526 y F527 pueden posicionarse en la cavidad
hidrofdébica de tal manera que establecen un mayor nimero de contactos con otros residuos (Tabla
15), lo cual concuerda con la literatura y los andlisis previos sobre las interacciones. A su vez, el
cambio en la orientacion de D528 y F529 puede resultar en la formacion de interacciones
hidrofobicas con otros residuos como V498, V499 o E501; también descritos anteriormente.

Tabla 15
Interacciones de P526 y F527

Interacciones Hidrofébicas
Ligando | Receptor | # Contactos
P526 Y380 4-5
L270 2-3
L391 1
Fo21 L480 1
M376 1

En el caso b-1, el posicionamiento del grupo carboxilo de F529 resulta en la formacion de
enlaces de hidrégeno con el grupo hidroxilo de Y251 y a veces con el grupo amino de la cadena
principal de M497 (Figura 25). Aparentemente, los enlaces de hidrogeno formados con el grupo
carboxilo de F529 pueden sustituir —en cuestiones de energia— a tres de los cuatro tipos de enlace
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gue observamos en un principio. El posicionamiento de F529 puede resultar, ademas, en la
formacion de interacciones hidrofébicas con otros residuos, dependiendo de su orientacion.

Figura 24. Caso b-1—Posicionamiento del grupo carboxilo de F529 fuera de la cavidad. Se
muestran diferentes poses (13, 40, 1) en donde, ademas de observarse un cambio en la orientacién
de D528 y F529, la caracteristica principal es el posicionamiento del grupo carboxilo de F529
fuera de la cavidad. Como referencia, en la imagen del extremo superior-izquierdo se muestra el
posicionamiento de los residuos en el cristal LADU.
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POSE 19

Figura 25. Caso b—Pose 19. Las lineas punteadas muestran los enlaces de hidrégeno. La principal
diferencia es la formacién de enlaces de hidrégeno entre el grupo carboxilo de F529 y los residuos
Y251y M497. Energia de afinidad = -7.4kcal/mol.

Tomando en cuenta ambos casos, no es posible inferir la importancia de la orientacion de
los residuos D528 y F529. No obstante, también se observé que en el 40% de los casos (18/45
poses), son los grupos fenilo quienes se encuentran ocupando la cavidad hidrofébica (Figuras 26
y 27), con un intervalo de -7.8 < energia de afinidad < -6.7 kcal/mol. Se presentaron dos casos
principales: a-2) El sentido del péptido esta invertido (FDFPN) y la orientacion de los residuos
N525 y P526 cambia, 0 b-2) El sentido del péptido no esta invertido (NPFDF), pero F529 ocupa
el lugar de F527 y los residuos N525 y P526 se posicionan fuera de la cavidad en una region polar
adyacente. Acoplarse en sentido contrario no es posible para el brazo C-terminal.
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Figura 26. Caso a-2—Posicionamiento invertido (FDFPN) y cambio en la orientacion de N525 'y
P526. Se muestran diferentes poses (31, 38, 28), en donde las caracteristicas principales son que
el péptido se ha acoplado en sentido contrario y la orientacion de los residuos N525 y P526 cambia.
Como referencia, en la imagen del extremo superior-izquierdo se muestra el posicionamiento de
los residuos en el cristal LADU.
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Figura 27. Caso b-2—Posicionamiento no-invertido (NPFDF) y cambio en el posicionamiento de
N525 y P526. Se muestran diferentes poses (41, 23, 17), en donde las caracteristicas principales
son que F529 ocupa la posicion de F527 y los residuos N525 y P526 se posicionan fuera de la
cavidad en una region polar adyacente. Como referencia, en la imagen del extremo superior-
izquierdo se muestra el posicionamiento de los residuos en el cristal LADU.

Respecto a las interacciones, cuando el péptido se acopla en sentido contrario, 1) F529
forma una interaccion de tipo apilamiento n-x con Y380 y 2) el grupo carboxilo de F529 suele
establecer el enlace de hidrégeno que formaba la cadena lateral de N525 con T385 (Figura 28).
Respecto a las interacciones hidrofébicas (Tabla 16), el nimero de contactos en la posicion de
F527 disminuye como consecuencia del posicionamiento de F529 en la region que ocupaba P526.
Cuando el péptido no esta invertido (caso b-2), no suele observarse la formacion de enlaces de
hidrogeno y es F527 quien forma el apilamiento nt-n con Y380. De nuevo, la energia de afinidad
no se ve afectada por la disrupcién de los enlaces de hidrégeno con R484, M496 y R486.
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POSE 10

Figura 28. Péptido Invertido—caso a-2. Las lineas punteadas muestran los enlaces de hidrégeno.
Las principal caracteristicas son que el péptido se ha acoplado en sentido contrario y se ha
establecido un apilamiento z-7; esta interaccion estd representada como un cilindro amarillo.
Energia de afinidad = -7.6kcal/mol.

Tabla 16

Principales interacciones hidrofébicas

Interacciones Hidrofobicas
Ligando | Receptor | # Contactos
Y380 4
F529 M376 1
L270 1-2
F527 L391 1
P526 V498 1
N525 E501 1-2

Nota: El sentido del péptido se encuentra invertido (FDFPN)

El acoplamiento con la mayor energia de afinidad (-7.8 kcal/mol) (Figura 29) ocurre
cuando el péptido esta invertido y F529 esta formando el apilamiento tipo n-x. En este caso (Figura
30) no se observa la formacion “explicita” de ningtin enlace de hidrogeno, pero 1) el carboxilo de
F529 se posiciona de manera similar a la cadena lateral de N525 en el cristal y 2) el carbonilo de
la cadena principal de F527 se posiciona de manera similar al carbonilo de P526 en el cristal,
ademas, la prolina se encuentra en una conformacion similar a la que se observa en el cristal para
F529, lo que resulta en que P526 interactué con H389 y que N525 pueda establecer hasta tres
contactos con V498.
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Figura 29. Acoplamiento de mayor energia—WT. En la figura del lado izquierdo se muestra el
posicionamiento que observamos en el cristal LADU. En la figura del lado derecho se muestra la
pose 37, en donde se observa que el péptido se ha posicionado de forma invertida, con F529

ocupando la posicién de P526. En este caso, ademas, P526 se posiciona de manera similar a F529
en el cristal.

POSE 37
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Figura 30. Acoplamiento de mayor energia—WT. Las lineas punteadas muestran los enlaces de
hidrogeno. Las principales caracteristicas son que el péptido se ha acoplado en sentido contrario y
se ha establecido un apilamiento zn-x; esta interaccion esta representada como un cilindro amarillo.
Energia de afinidad = -7.8kcal/mol.

Para el resto de las poses (28.88%), en donde ninguno de los casos anteriores sucede, se
presentan 3 casos principales: a) S6lo F527 se encuentra en su posicion, pero el sentido del péptido
esta invertido; P526 se posiciona de manera similar a F529 y F529 se posiciona en una depresion
que suele ocupar la cadena principal del péptido (5/45 poses). b) El sentido del péptido esta
invertido, F527 ocupa la posicion de P526, la cadena lateral de N525 interactia con una region
polar dentro de la cavidad y F529 se posiciona en una depresion que suele ocupar la cadena
principal del péptido (2/45 poses). ¢) Ningun anillo se encuentra en su posicién (4/45 poses).
Respecto a estas poses, observamos distintas combinaciones del mismo tipo de interacciones ya
descritas.

En conclusién, el acoplamiento molecular del péptido WT permitié identificar 1) dos
regiones en donde suelen establecerse enlaces de hidrégeno (Q384/T385 y R484/Y251/M497), 2)
la importancia de ocupar completamente la cavidad hidrofébica (~70% de los casos) y 3) la
posibilidad de establecer un acoplamiento de tipo n-m en la posicion de P526 si es que un grupo
aromatico se localiza alli.
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4.4 Alanine Scanning de los residuos 525-529 por AutoDock-Vina

Posteriormente se llevo a cabo un alanine scanning de cada uno de los residuos, para
determinar su aportacion a la energia de afinidad observada en el péptido WT.

4.4.1 N525A

En la (Tabla 17) se muestra la energia de afinidad determinada para cada una de las poses
resueltas cuando se sustituye el aminodcido N525 por una alanina.

En donde: — 7.8 < energia de afinidad < —6.6 kcal/mol

Tabla 17
Energia de Afinidad N525A

Energia (kcal/mol)
Pose N525A N525A_2 N525A_3 N525A_4 N525A_5
(seed: -267865584) (seed: 88030344) (seed: -559350904) (seed: 1639819136) (seed: 1707221328)
1 -71.3 -71.8 -7.8 -7.3 -1.2
2 -71.3 -1.6 -7.3 -7.0 -7.1
3 -7.3 -7.2 -7.3 -6.9 -7.0
4 -7.0 -71.1 -7.3 -6.8 -6.7
5 -7.0 -71.1 -7.2 -6.8 -6.7
6 -6.8 -7.0 -7.1 -6.8 -6.7
7 -6.8 -6.9 -7.1 -6.8 -6.7
8 -6.7 -6.9 -1.1 -6.7 -6.6
9 -6.7 -6.8 -1.1 -6.6 -6.6

Nota: En negritas se resaltan las poses de mayor energia (10 y 19). La tonalidad de los colores
verde es para facilitar la visualizacion del intervalo de energia de las poses.

El acoplamiento del péptido WT no fue suficiente para determinar la importancia de N525,
especialmente la de su cadena lateral como aceptora de enlace de hidrdégeno. En este anélisis, se
observo que en el 60% de los casos (27/45 poses) los grupos fenilo se encuentran ocupando la
cavidad y que tan solo en el 17.77% de los casos (8/45 poses) son P526 y F527 los residuos que la
ocupan (como ocurre en la naturaleza). Cuando P526 y F527 ocupan la cavidad, la afinidad (-7.1
< energia de afinidad <-6.6 kcal/mol) es menor, lo cual denota la importancia de un grupo aceptor
de enlace de hidrogeno en la region de Q384/T385.

Los acoplamientos de mayor energia de afinidad (Figura 31) ocurren cuando el péptido se
encuentra invertido, con F529 formando el apilamiento n-t y su grupo carboxilo actuando como
aceptor de enlace de hidrégeno de Q384 0 Q384 y T385 (de manera analoga a la cadena lateral de
N525). F527 se encuentra en su misma posicion, ocupando el resto de la cavidad. Esto sugiere que
1) un grupo aceptor de enlace de hidrégeno en la region de Q384/T385 es importante para el
acoplamiento y 2) se puede prescindir de la region compuesta por los residuos R484/Y251/M497.
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Cuando contrastamos estos resultados con la pose de mayor energia del péptido WT
(Figura 32), observamos que las interacciones de F529 y F527 se mantienen y que la principal
diferencia es la orientacion del aspartato y la prolina, pero que esto no parece tener efecto en la
energia de afinidad.

Pose 19

Figura 31. Acoplamientos de mayor energia—N525A. Las lineas punteadas muestran los enlaces
de hidrdégeno. El apilamiento n-n se muestra como un cilindro amarillo. P526 interactta con E501
y A525 con H389. Energia de afinidad = -7.8 kcal/mol.
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Pose 19_AN525

Figura 32. Poses de mayor energia N525A vs WT. Energia de afinidad = -7.8kcal/mol. El
posicionamiento de D528 y P526 no tiene efecto en la energia de afinidad.
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4.4.2 P526A

Hasta el momento no queda clara la relevancia de P526, pues hemos observado que puede
ser sustituida por los grupos fenilo y que no parece tener efecto en la actividad cuando el péptido
se ha invertido. En la (Tabla 18) se muestra la energia de afinidad determinada para cada una de
las poses resueltas cuando se sustituye el aminoacido P526 por una alanina.

En donde: — 7.1 < energia de afinidad < —6.3 kcal/mol

Tabla 18
Energia de Afinidad P526A

Energia (kcal/mol)
Pose P526A P526A_2 P526A_3 P526A_4 P526A_5
(seed: 411733608) (seed: 1079081676) (seed: -1850638784) (seed: -777373712) (seed: 332001976)
1 -7.1 -6.9 -7.1 -6.9 -6.7
2 -7.0 -6.6 -6.9 -6.6 -6.7
3 -7.0 -6.6 -6.8 -6.5 -6.7
4 -6.8 -6.5 -6.7 -6.5 -6.6
5 -6.7 -6.5 -6.7 -6.4 -6.6
6 -6.7 -6.4 -6.6 -6.4 -6.5
7 -6.6 -6.4 -6.6 -6.4 -6.4
8 -6.5 -6.3 -6.5 -6.4 -6.3
9 -6.5 -6.3 -6.4 -6.3 -6.3

Nota: La tonalidad de los colores verde es para facilitar la visualizacion del intervalo de energia
de las poses.

La afinidad (-7.1 < energia de afinidad < -6.3 kcal/mol) ha disminuido mas que al sustituir
a N525 por una alanina. Aunque sabemos que esto podria estar relacionado con que el carboxilo
de F529 sustituy0 a la cadena lateral de N525, lo que en realidad sugieren estos datos es que P526
si juega un rol particular en el acoplamiento. Lo que ocurre es que, aunado a la cantidad de
interacciones que la prolina puede establecer, la rigidez y el tamafio de P526 limitaba las
conformaciones que el péptido podia adoptar, lo que resultaba en una mayor tasa de acoplamientos
similares a 10-N525A, 19-N525A y 37-WT (de mayor energia). De hecho, los acoplamientos de
mayor energia (Figura 33) en general ocurren cuando el péptido se ha acoplado de manera similar
a las poses recién mencionadas. No obstante, si las propiedades anteriormente discutidas sobre
N525, F527 y F529, fuesen realmente suficientes para satisfacer el acoplamiento energéticamente,
debimos haber observado que la energia de afinidad de las poses 1-P526A, 3-P526A y 19-P526A
fuese por lo menos similar, lo cual no ocurre. La disminucion en la energia de afinidad se debe a
que hay un menor numero de carbonos y, por tanto, de contactos.
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Pose 3

Pose 19

Figura 33. Acoplamientos de mayor energia—P526A. Las lineas punteadas muestran los enlaces
de hidroégeno. El apilamiento n-n se muestra como un cilindro amarillo. En todos los casos el
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péptido se ha posicionado invertido, con F529 formando el apilamiento n-n con Y380. Pose 1) El
grupo carboxilo establece un enlace de hidrégeno con el grupo amino de T385; energia de afinidad
=-7.1 kcal/mol. Pose 3) EI grupo carboxilo establece un enlace de hidrdégeno con el grupo amino
de T385y la cadena lateral de D528 forma un enlace de hidrégeno con R496; energia de afinidad
=- 7.0 kcal/mol. Pose 19) El grupo carboxilo establece un enlace de hidrégeno con el grupo amino
de Q384; energia de afinidad = -7.1 kcal/mol.

4.4.3 F527A

Sabemos que en la posicion de F527 el tamafio es importante. En la (Tabla 19) se muestra
la energia de afinidad determinada para cada una de las poses resueltas cuando se sustituye el
aminoacido F527 por una alanina.

Endonde: — 6.5 < energia de afinidad < —5.7 kcal/mol

Tabla 19
Energia de Afinidad F527A

Energia (kcal/mol)
Pose F527A F527A 2 F527A 3 F527A 4 F527A 5
(seed: -1881392772) (seed: -324552232) (seed: -2079238296) (seed: -1328849780) (seed: -1571214036)
1 -6.4 -6.4 -6.5 -6.3 -6.4
2 -6.3 -6.4 -6.4 -6.3 -6.4
3 -6.3 -6.3 -6.4 -6.1 -6.3
4 -6.2 -6.3 -6.3 -6.1 -6.3
5 -6.1 -6.2 -6.2 -6.1 -6.2
6 -6.0 -6.2 -6.2 -6.1 -6.2
7 -5.9 -6.2 -6.2 -6.0 -6.2
8 -5.8 -6.1 -6.1 -5.9 -6.1
9 -5.7 -6.1 -6.0 -5.9 -6.1

Nota: La tonalidad de los colores verde es para facilitar la visualizacion del intervalo de energia
de las poses.

En el 44.44% de los casos (20/45 poses) F529 se acopld en la posicion de F527 (Figura
34), siendo esta la principal caracteristica del acoplamiento. Ocupar esta region es probablemente
la caracteristica mas importante en el acoplamiento. El analisis no nos provee de mas informacion.
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Pose 19

Figura 34. F529 tiende a acoplarse en la posicion de F527. F529 interactda con los residuos
previamente descritos L270, L391 y L480. Energia de afinidad = -6.5 kcal/mol.

4.4.4 D528A

Hasta el momento, las interacciones que el residuo D528 puede formar no han resultado
particularmente relevantes en ningun acoplamiento. En la (Tabla 20) se muestra la energia de
afinidad determinada para cada una de las poses resueltas cuando se sustituye el aminoacido D528
por una alanina.

Endonde: — 7.9 < energia de afinidad < —6.7 kcal/mol

Tabla 20
Energia de Afinidad D528A

Energia (kcal/mol)

Pose D528A D528A 2 D528A 3 D528A 4 D528A 5
(seed: 2088298560) (seed: -1201840608) (seed: 1694323240) (seed: -183012344) (seed: -989766892)
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Nota: La tonalidad de los colores verde es para facilitar la visualizacion del intervalo de energia
de las poses.

Observamos, de manera general, que la energia de afinidad ha aumentado ligeramente en
ausencia del residuo D528. En el 48.88% de los casos (22/45 poses) los grupos fenilo ocuparon la
cavidad; mientras que en el 40% de los casos (18/45 poses) la cavidad fue ocupada por P526 y
F527. Cuando el péptido se ha acoplado en el sentido NPFAF (con P526 y F527 ocupando la
cavidad), los acoplamientos de mayor energia de afinidad son iguales a -7.9 kcal/mol; mientras
que cuando el péptido se ha acoplado en el sentido FAFPN, los acoplamientos de mayor energia
de afinidad son iguales a -7.8 kcal/mol. En el primer caso (Figura 35), observamos que la principal
diferencia es en la orientacion de F529, lo que puede resultar en que el fenilo interactie con L494
y el carboxilo interactie con Y251 (pose 10) o que F529 establezca contacto con V498 y E501
(pose 11), entre otras interacciones. Por otro lado, cuando el péptido se ha acoplado en sentido
contrario (Figura 36), observamos que los residuos forman el mismo tipo de interacciones que ya
habiamos observado para las poses de mayor energia anteriormente descritas.

Pose 10

LEu270
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Figura 35. Acoplamientos de mayor energia—Péptido no-invertido (NPFAF). Las lineas
punteadas muestran los enlaces de hidrégeno. Energia de afinidad = -7.9 kcal/mol.

Figura 36. Acoplamientos de mayor energia—Péptido invertido (FAFPN). Las lineas punteadas
muestran los enlaces de hidrogeno. El apilamiento n-n se muestra como un cilindro amarillo en la
pose 12. Energia de afinidad = -7.8 kcal/mol.
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4.4.5 F529A

Finalmente, en la (Tabla 21) se muestra la energia de afinidad determinada para cada una
de las poses resueltas cuando se sustituye el aminoécido F529 por una alanina.

En donde: — 7.4 < energia de afinidad < —6.1 kcal/mol

Tabla 21
Energia de Afinidad F529A

Energia (kcal/mol)
Pose F529A F529A 2 F529A_3 F529A 4 F529A_5
(seed: 247137952) (seed: 52362424) (seed: 1105716000) (seed: 130325888) (seed: 1191594756)
1 -1.4 -71.3 -7.3 -7.3 -71.3
2 -71.3 -7.1 -7.0 -1.2 -6.6
3 -6.9 -6.7 -6.9 -6.8 -6.5
4 -6.8 -6.6 -6.9 -6.7 -6.5
5 -6.8 -6.4 -6.8 -6.6 -6.5
6 -6.7 -6.4 -6.7 -6.5 -6.4
7 -6.5 -6.3 -6.7 -6.4 -6.3
8 -6.4 -6.1 -6.6 -6.3 -6.1
9 -6.4 -6.1 -6.4 -6.3 -6.1

Nota: La tonalidad de los colores verde es para facilitar la visualizacion del intervalo de energia
de las poses.

En el 42.22% de los casos (19/45 poses) N525, P526 y F527 se posicionan de la misma
manera que en el cristal. Las poses de mayor energia de afinidad se acoplaron de esta manera
(Figura 37). La principal diferencia entre las poses es la orientacion de D528 y A529; de manera
similar a los casos a-1 y b-1 del péptido WT (seccion 4.3.1), el carboxilo terminal a veces se
posiciona en la region polar adyacente, lo que puede resultar en que P526 ya no establezca contacto
con Y380. Cuando P526 no se ha acoplado como en el cristal, en general se encuentra
estableciendo los contactos que F529 solia establecer; mientras que en por lo menos el 82.22% de
los casos (37/45 poses), F527 se posiciona de la misma manera que en el cristal; esto nos permite
concluir que el establecimiento de contactos en la posicion 529 es determinante en el acoplamiento,
pero que la prioridad es ocupar la posicion de F527.
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Figura 37. Acoplamiento de mayor energia—F529A. Las lineas punteadas muestran los enlaces
de hidrégeno. Energia de afinidad = -7.4 kcal/mol.

En contraste con la literatura (secciones 1.8.1 y 1.8.2), la Unica interaccion que no se
observaron en el acoplamiento fue la interaccion hidrofobica entre V499 y F527. La interaccion
entre V499 y F527 tampoco se habia observado en el analisis por LigPlot+. En el acoplamiento la
cadena lateral de la valina no se encuentra lo suficientemente cerca como para interactuar con
F527; de manera similar a lo que ocurri6 con las interacciones de V513, esto podria deberse a que
se utilizé un cristal distinto y no necesariamente a que V499 no interactie con F527.

Discovery Studio reconoce un mayor rango de tipos de interacciones que Autodock-Tools,
por lo que la clasificacién del tipo de interacciones formadas difiere entre ambos programas; no
obstante, en general se observa la participaciéon de los mismos residuos (seccion 4.1.3). Ademas
de la interaccion hidrofobica con V499, las principales diferencias son que 1) en el acoplamiento
A383 no suele interactuar con P526, 2) H389 no forma una interaccion de tipo n-n en forma de T
con F529 y 3) R484 no interactta con D528.

4.5 Modelo farmacoférico de los residuos 525-529 del brazo C-terminal

Con base en los resultados previos, se utilizd Pharmit para llevar a cabo la busqueda de
moléculas similares a los residuos 525-529 en la base de datos ZINC, la cual alberga compuestos
que pueden adquirirse en el mercado. Se disefiaron dos modelos farmacoféricos (Figura 38) que
incluyen diferentes grupos funcionales y caracteristicas de la forma. Para llevar a cabo su disefio
se utilizé la conformacidn del pentapéptido cuando DBP se encuentra en modo de dimero (PDB:
1ADU). Como se ha discutido previamente, en la posicion de N525 un grupo aceptor de enlace de
hidrogeno permite interactuar con la region de Q384/T385. En la posicion de P526 un grupo
hidrofébico y aromatico permite establecer varios contactos con T380. En la posicién de F527 un
grupo hidrofébico y voluminoso permite establecer el mayor nimero de contactos. Cuando
solamente consideramos al pentapéptido, D528 es Gtil como un espaciador entre las fenilalaninas,
ya que esto permite que el anillo de F529 se posicione de tal manera que puede establecer
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diferentes interacciones hidrofobicas con los residuos en esta region. Con base en estas
caracteristicas se propuso el primer modelo; sin embargo, los 33 compuestos que se encontraron
presentaban una energia de afinidad minimizada de entre -4.5 a -6.8 kcal/mol y un RMSD
minimizado de 1.2 hasta 6.6 A.

Por tanto, se propuso el segundo modelo “menos especifico”. En este caso, se mantuvo el
grupo aceptor de enlace de hidrogeno en la posicion de N525, en la region de P526 ya no se
especificd que el grupo hidrofébico ademas tuviese que ser aromatico y en la region de F527 se
especificd que, ademas de un grupo hidrofobico, este debia ser aromatico. Sabemos que si en la
posicion de P526 se ubica un grupo aromatico, este puede establecer interacciones de tipo m-r con
Y380, pero no es esencial que se establezcan este tipo de interacciones. Por otro lado, como se
observo en la mayoria de los acoplamientos —en especial durante el alanine scanning de F527—
, €s esencial ocupar la region en donde F527 se ancla; aunque no hay indicios de que las
propiedades aromaticas del grupo fenilo sean esenciales en el acoplamiento en esta region,
sabemos que un grupo funcional como este se acopla bien en la cavidad y que, por tanto, es
importante considerar un grupo fenilo en esa posicion. Respecto a las restricciones de la forma,
estas se redujeron al esqueleto de la cadena principal del resto del péptido, ya que es importante
que se establezca la mayor cantidad de contactos en la cavidad. Con este modelo se aumentd la
cantidad de compuestos que cumplian con las caracteristicas deseadas, por lo que la busqueda se
limitd6 a compuestos con una energia de afinidad < -7.0 kcal/mol y un mRMSD < 2.0A. Se
encontraron hasta 30 compuestos distintos, de los cuales se seleccionaron 12 (Tabla 22). Los
compuestos que se seleccionaron presentan una energia de afinidad minimizada mayor a -
7.3kcal/mol; se utilizé este criterio debido a que la energia de afinidad de la poses que reprodujeron
el posicionamiento del péptido WT en el cristal, fue de -7.3kcal/mol.

Modelo 1 Modelo 2

Figura 38. Modelos farmacoforicos. Esfera anaranjada: grupo aceptor de enlace de hidrégeno.
Esfera verde: grupo hidrofébico. Esfera morada: grupo aromatico. Esfera : restricciones
de la forma.
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Tabla 22

Moléculas seleccionadas

Energiade Intervalo de
_R_M_SD afinidad Energia de Estructura
Compuesto  Nombre (ID) minimizado minimizada afinidad 2D
A) (kcal/mol)  (kcal/mol)
':”’\/\u
“\\ 114
M1 ZINC952855958 1.8 -8.7 -8.2/-6.2 __ I
\l\ J/ /i'“"\ .
. U\J 1]
Q“/“\
M2 ZINC1815577 1.7 -8.1 -8.8/-7.3 W)
\H\g‘\; e
e,
M3 ZINC102870285 0.7 -7.9 -7.7/-7.0 M

Lo
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A )
7.9 8.4/-7.2 /Lj‘ Ve |

M4 ZINC1704322927 1.6

M5 ZINC1704321328 17 7.9

M6 ZINC245240021 15 7.8

M7 ZINC226026272 1.9 77 -7.9/-6.9 Q_(_&; -
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M8 ZINC225000840 1.8 -7.6

M9 ZINC10186319 1.2 -7.6 -7.6/-6.3 Eir \/‘Lm\
)

M10 ZINC254836918 1.4 -7.6 -7.3/-5.3

M11 ZINC1692033 1.2 -7.6
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\ -
@» \ \ \/©
M12 ZINC101194686 1.4 -7.4 -7.7/-6.9 1 ) :

Nota: Los valores de RMSD y energia de afinidad minimizada fueron resueltos mediante Pharmit.
El acoplamiento de cada molécula (intervalo de energia de afinidad) se llevé a cabo por lo menos
tres veces mediante AutoDock-VINA. El acoplamiento de las moléculas M2, M5, M6, M8 y M11
se realizo cinco veces con cinco semillas aleatorias distintas para cada compuesto.

La energia de afinidad observada en los acoplamientos mediante AutoDock-VINA difiere
un poco de la energia de afinidad minimizada resuelta por Pharmit (mediante VINA), lo cual
permitio identificar a los compuestos que tienden a acoplarse de formas energéticamente mas
favorables.

4.5.1 Caracteristicas del acoplamiento de los compuestos con mayor energia de afinidad
Compuesto M2

El compuesto M2 (-8.8 < energia de afinidad < -7.3 kcal/mol) posee 3 grupos que suelen
acoplarse en la posicion de F527 (Figura 39). Siempre que uno de los 3 grupos esta ocupando la
posicion de F527, son los otros dos los que establecen el resto de las interacciones. El resto de la
molécula funge de manera similar a la cadena principal del péptido, i.e. no suele establecer ninguna
interaccion, pero ocupa la cavidad y permite que los anillos se orienten de tal manera que
establecen diferentes interacciones hidrofobicas. Los acoplamientos de mayor energia (Figura 40)
ocurren cuando el grupo #2 ocupa la posicién de F527. Aparentemente, la ausencia de un grupo
aceptor de enlace de hidrégeno en la posicién de N525 no tiene efecto en la energia de afinidad,
siempre y cuando se establezcan multiples contactos en la cavidad.

T

Figura 39. Compuesto M2. Los recuadros en azul indican los grupos referidos en el texto.
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Figura 40. Compuesto M2—Acoplamiento de mayor energia—ejemplo. Se muestra la pose 37.
Energia de afinidad: -8.8 kcal/mol.

Compuesto M5

El compuesto M5 (-8.6 < energia de afinidad < -7.7 kcal/mol) posee 2 grupos que suelen
acoplarse en la posicion de F527 (Figura 41). Los acoplamientos de mayor energia (Figura 42)
ocurren cuando el grupo #2 ocupa la posicion de F527 y el grupo #1 interact(a con los residuos en
las posiciones de N525 y P526; sin embargo, la tasa de este acoplamiento de mayor energia es tan
solo del 13.33% (6/45 poses). La mayoria de los acoplamientos son de menor energia en contraste
con el compuesto M2. En este caso, el resto de la molécula si participa en la formacion de
interacciones con otros residuos de la cavidad; se establecen principalmente interacciones
hidrofobicas, pero en ocasiones los grupos aceptores de enlace de hidrogeno del heterociclo
interactGan con T385, R484 0 R496.

% o 1
oy_,uu\«
N
N

@)
/\o

Figura 41. Compuesto M5. Los recuadros en azul indican los grupos referidos en el texto.

0
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Figura 42. Compuesto M5—Acoplamiento de mayor energia—ejemplo. Se muestra la pose 10.
Compuesto M6

El compuesto M6 (-9.0 < energia de afinidad < -7.4 kcal/mol) posee 3 grupos que suelen
acoplarse en la posicion de F527 (Figura 43). Resulta interesante que cada uno de los tres grupos
presenta la misma tasa de acoplamiento en la posicion de F527: 26.66% (12/45 poses). Pero con
una afinidad decreciente:

grupo 1 (-8.5kcal/mol) > grupo 3 (-8.2 kcal/mol) > grupo 2 (-7.9 kcal/mol).

Los acoplamientos de mayor energia (Figura 44) ocurren cuando el grupo #1 se acopla en
esta region; sin embargo, como se muestra en la figura 44, la orientacion del cuarto grupo puede
afectar la energia de afinidad en hasta 0.6—0.8 kcal/mol. Podemos observar que cuando el
compuesto M6 se encuentra acoplado de esta manera, establece una gran cantidad de contactos
con varios de los residuos de la cavidad (Figura 45) y que el cambio en la orientacion del cuarto
grupo ocasiona que disminuyan los contactos.

Figura 43. Compuesto M6. Los recuadros en azul y rojo indican los grupos referidos en el texto.
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Figura 44. Compuesto M6—Acoplamiento de mayor energia y cambio en la orientacion del cuarto
grupo. Esto ocurre de manera analoga entre las poses 10y 12, 37 y 39.

Figura 45. Compuesto M6—Interacciones del acoplamiento de mayor energia y efecto del cambio
en la orientacion del cuarto grupo.
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Compuesto M8

En contraste con las deméas moléculas, en donde ocupar la region de F527 es la principal
caracteristica del acoplamiento, el compuesto M8 (-8.6 < energia de afinidad < -7.8 kcal/mol)
posee 3 grupos que, de manera similar a los acoplamientos con el péptido invertido, suelen
establecer interacciones de tipo 7-m con Y380 (Figura 46). En el 73.33 % de los casos (33/45 poses)
se observa la formacion de estas interacciones. Por su forma, cuando uno de estos grupos
(generalmente el primero o el segundo) se encuentra interactuando con Y380, otro puede ocupar
la posicion de F527. En los acoplamientos de mayor energia (Figura 47) se observa el apilamiento
n-m en 2 de las 3 poses; de nuevo, aungque sabemos que un grupo aromatico en la posicion de P526
puede establecer este tipo de interacciones con Y380, su formacion no es esencial. El tamafio y
forma del compuesto le permite establecer varios contactos con la cavidad independientemente de
que se establezca el apilamiento n-wt, lo que resulta en varios acoplamientos con una energia de
afinidad favorable.

Q (e]
(o) o]
\ N
N \ ‘; o

° 3

Figura 46. Compuesto M8. Los recuadros verdes indican los grupos referidos en el texto.
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Pose 30

Pose 28 Pose 29

Figura 47. Compuesto M8—Acoplamientos de mayor energia. En la pose 29 no se formoé el
apilamiento 7-7.
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Compuesto M11

De todos los compuestos, el compuesto M11 presenta la mayor energia de afinidad (-9.4 < energia
de afinidad <-7.9 kcal/mol) y posee 2 grupos que suelen posicionarse en la region de F527 (Figura
48). El grupo #1 ha ocupado la posicion de F527 en el 40% de los casos (18/45 poses) con una
energia de afinidad media igual a -8.9 kcal/mol; mientras que el grupo #2 la ha ocupado en el
35.55% de los casos (16/45 poses) con una energia de afinidad media igual a -8.5 kcal/mol.
Respecto a las poses de mayor energia (Figura 49), se observa que cuando el grupo #1 se encuentra
en la region de F527, este puede acomodarse en dos sentidos sin que haya una disminucion
significativa en la energia de afinidad; de manera similar al péptido, su forma recuerda a la letra
T. Debido a su forma es que el acoplamiento del grupo #2 es menos energético, ya que cuando
este grupo se acopla en la posicion de F527 la molécula ocupa menos espacio de la cavidad (Figura
50); no obstante, la energia de afinidad adn es significativa.
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Figura 49. Compuesto M11—Acoplamientos de mayor energia—ejemplo. EI grupo #1 ocupa la
posicion de F527.

Figura 50. Compuesto M11—Efecto en la energia de afinidad cuando el grupo #2 se acopla en la
posicién de F527.

4.5.2 Caracteristicas de los acoplamientos de menor energia de afinidad
Compuestos M1, M4y M10

Respecto a los compuestos que presentan heterociclos relativamente similares a M5 (Figura
51): Los grupos del compuesto M1 que suelen acoplarse en la posicién de F527, posicionan al
resto de la molécula de tal manera que no abarca de manera idonea la cavidad; lo mismo ocurre
con los grupos del compuesto M4, y en el caso del compuesto M10 ni siquiera se ocupa la posicion
de F527. Lo que resulta, en todos los casos, en una energia de afinidad més baja que M5.
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Figura 51. Compuestos con heterociclos similares a M5. M1: -8.2 < energia de afinidad < -6.2
kcal/mol. M4: -8.4 < energia de afinidad < -6.9 kcal/mol. M10: -7.4 < energia de afinidad < -5.3
kcal/mol. Los recuadros en azul indican los grupos referidos en el texto.

Compuesto M3

La formay rigidez de la molécula no le permite acoplarse de manera idonea en la cavidad, por lo
que ni siquiera suele ocupar la region de F527.

Compuesto M7

De manera similar al compuesto M8, la caracteristica principal del acoplamiento no es ocupar la
region de F527. El acoplamiento del compuesto M7 se ve dirigido por los grupos aceptores de
enlace de hidrdgeno, lo que resulta en que estos grupos tiendan a interactuar con las regiones de
Q384/T385, R484 0 R496. No obstante, la afinidad (-8.1 < energia de afinidad < -6.9 kcal/mol) es
menor que en los casos discutidos previamente (seccion 4.5.1).

Compuesto M9

A pesar de que el compuesto presenta grupos que pueden ocupar la regién de F527, los
acoplamientos son de baja energia de afinidad ya que se establecen pocos contactos con el resto
de la cavidad.

Compuesto M12

La forma de la molecula no le permite ocupar de manera eficiente la cavidad, a pesar de que puede
adquirir varias conformaciones distintas.
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4.5.3 Propiedades de los compuestos con mayor energia de afinidad

En las (Figuras 52-56) se muestran las propiedades resueltas para los compuestos mediante
SwissADME. Aungue en este estudio no se aborda el andlisis de las propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas de los compuestos, podemos observar que el compuesto M11 (Figura 56)
presenta un buen potencial como posible farmaco.

Compuesto M2

' ™y
Water Solubility
LIPO
Log S (ESOL) -7A43
Solubility 2.07e-05 mg/ml ; 3.69e-08 moll
FLEX sIzE Class Poorly soluble
Log 5 (Al a7
Solubility 9.51e-06 ma/ml ; 1.69e-08 mol/l
Class Poorly soluble
INEATL poLar  Log S (SILICOS-IT) -11.03
Solubility 5.20e-09 ma/ml ; 9.27e-12 mol
Class Insoluble
INSOLU
Pharmacokinetics
SMILES COcleciccc1) Gl absorption Low
[C@H]1C2C[C]r:1|fc2_l\lzc§n1f.1clc:,cc‘.l n:ﬁZchcc{cm JCheleceoe BEB permeant No
ysicochemical Properties P-gp substrate No
Formula C32H25CINGO2 o
. CYP1A2 inhibitor No
Melecular weight 561.03 g/mol
CYP2C19 inhibitor No
Num. heavy atoms 41
CYP2C9 inhibitor No
MNum. arom. heavy atoms 33 o
Fraction Csp3 0.09 CYP2D8 inhibitor No
Num. rotatable bonds 5 CYP3A4 inhibitor No
Num. H-bond acceptors 5 Log Kp {skin permeation) -5.38 cmfs
Num. H-bond donors 2 Druglikenass
Molar Refractivity 163.67 Lipinski No; 2 vielations: MW=500, MLOGP=4.15
TPSA 8040 A= No; 3 violations: MW=480, WLOGP=5.6,
Ghose
= —— MR=>130
Lipophilicity Veb v
- eber ‘es
Log Py, (ILOGP) 460
Log Py, (XLOGP3) 611 Egan No; 1 vielation: WLOGP=5.88
09 ot : Muegge No; 1 violation: XLOGP3=5
Log oy, (WLOGP) 6.44 Bioavailability Score 0.17
Log Py (MLOGP) 513 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-IT) 517 PAINS 0 alert
Consensus Log Py, 549 Brenk 0 alert
Leadlikeness No; 2 violations: MW=350, XLOGP3=3.5
Synthetic accessibility 497
i A

Figura 52. Propiedades del compuesto M2.
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Compuesto M5

0=C1CN(CIC@EHINC(=0)[C@E@HINC(=0)[C@@HIN(C(=0)

SMILES [ a@HINTICICCC2IC(C)CICH coeect)Ci=0)CECN 1CCCTE1=0
Physicochemical Properties
Formula C33H48N606
Molecular weight 624.77 gimol
Num. heawy atoms 45
Num. arom. heavy atoms i1
Fraction Csp3 0.64
Num. rotatable bonds 8
MNum. H-bond acceptors 3
Num. H-bond donors 3
Molar Refractivity 191.83
TPSA 148.23 A2
Lipophilicity
Log Fgy, (ILOGP) 344
Log Py, (XLOGP3) 1.58
Log Py, (WLOGP) -1.30
Log Py (MLOGP) 0.28
Log Py, (SILICOSHT) 185
Consensus Log Py, 117

Log S (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Al
Solubility
Class

Log S (SILICOSAIT)
Solubility
Class

Gl absorplion

BEB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYPZC9 inhibitor
CYPZD8 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log Kp {skin permeation)

Lipinski
Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikeness
Synthetic accessibility

Water Solubility

-428

3.28e-02 mg/ml ; 5.252-05 moll
Moderately soluble

-4.30
3.11e-02 mg/ml ; 4.97e-05 maoll
Moderately soluble
-6.53
1.86e-04 mg/ml ; 2.97e-07 moll
Poorly soluble
Pharmacokinetics
Low
No
Yes
No
Neo
No
No
No
-8.99 cmis
Druglikeness
No;, 2 violations: MW=500, NorO=10

No; 4 violations: MW=480, WLOGP=-0.4,
MR=130, #atoms=70

No;, 1 violation: TPSA=140
No; 1 violation: TPSA=131.6
Mo, 1 violation: MW=800
017
Medicinal Chemistry
0 alert
0 alert
Mo, 2 violations: MW=350, Rotors=7
559

®

Figura 53. Propiedades del compuesto M5.
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Compuesto M6

Fcicee({ect)
SMILES [C@H]IN{N=C2[C@@H]1CCC/C2=Cccoe(ct)F)C(=0)CN1N=N[
C@@HIZ[C@HIC{=0)N{C2=0)c1ccc(cct)Cl

Formula

Molecular weight

MNum. heavy atoms

Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

MNum. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py, (LOGF)
Log Py, (XLOGP3}
L0g Py (WLOGP)
Log Py, (MLOGP)
Log Py (SILICOSHT)

Consensus Log Py,

INSATU

Physicochemical Properiies

C32H25CIF2ZNEG03

615.03 g/mol

44

18

0.25

3]

8

0

179.77

98.01 &°
Lipophilicity

4.68

6.29

3.86

5.02

5.69

51

Log S(ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BEB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C9 inhibitor
CYP2D8 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bicavailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikeness
Synthetic accessibility

Water Solubility

-7.52

1.85e-05 mg/mil ; 3.00e-08 mol/
Poorly soluble

-8.14
4.49e-06 ma/ml ; 7.30e-09 moll
Poorly soluble
-8.70
1.22e-06 mag/mil ; 1.99e-09 mol/l
Poorly soluble
Pharmacokinetics
High
No
Yes
No
No
Yes
No
No
-5.59 cm/s
Druglikeness
No; 2 violations: MW=500, MLOGP=4.15
No; 2 violations: MW=480, MR=130
Yes
Yes
No; 2 violations: MW=600, XLOGP3=5
017
Medicinal Chemistry
0 alert
1 alert: phthalimide
No; 2 violations: MW=350, XLOGP3=3.5
559

Figura 54. Propiedades del compuesto M6.
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Compuesto M8

oo
3 0‘/--\

K N{ "‘
a
of'ﬁ
NH @
INEATU

Brelecee{c1)CN{[C@H]

(=0)ciccecect)clcoc2e(c1)OCCO2
Physicochemical Properiies

Formula C37TH3BBIN3065

Molecular weight 732.68 g/mol

Num. heavy atoms 45

Num. arom. heavy atoms 24

Fraction Csp3 0.30

Num. rotatable bonds 14

Num. H-bond acceptors 3]

Num. H-bond donors 1

Molar Refractivity 188.05

TPSA 113.63 A°
Lipophilicity

Log Py, (ILOGP) 423

Log Py, (XLOGP3) 6.66

Log Py, (WLOGP) 7.04

Log Fgpy (MLOGP) 3.58

Log Py (SILICOSHIT) 532

Consensus Log £y, 5.37

LIFOD

INSCLU

SMILES (C(=0)NC1CCCC1)Celccecc1)C{=0)CN(S(=0)

. SIZE

POLAR

Log S (ESCL)
Solubility
Class

Log S (Al
Solubility
Class

Log S (SILICOSAIT)
Solubility
Class

Gl absorplion

BEE permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2C9 inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log Kp {skin permeation)

Lipinski
Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brenk

Leadlikeness

Synthetic accessibility

Water Solubility

-8.02

65.93e-06 mg/mil ; 9.45e-09 moll
Poorly soluble

-8.85
1.04e-06 mg/ml ; 1.42e-09 mol/l

Poorly soluble

-11.3
3.62e-09 mg/mil ; 4.94e-12 molll
Insoluble
Pharmacokinetics
Low
No
No
No
Yes
Yes
Yes
Yes
-6.04 cmfs
Druglikeness
Yes; 1 viclation: MW=500

No; 4 violations: MW=480, WLOGP=5.6,
MR=130, #atoms=70

No; 1 viclation: Rotors=10
No; 1 violation: WLOGP=5.88
No; 2 violations: MW=600, XLOGP3=5
0.55
Medicinal Chemistry
0 alert
0 alert

No; 3 violations: MW=350, Rotors=7,
XLOGP3=3.5

5.08

®

Figura 55. Propiedades del compuesto M8.
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Compuesto M11

LIPO

| SIZE

INSATU FOLAR

NSO

0=C1C=C{C{=0)c2c1cccc2)c1 c{C2=CC{=0)c3c({C2=0)ccec3)c2e(n

SMILES

1C)occc2
Physicochemical Properties
Formula C20H1TNO4
Molecular weight 443 45 gimol
Num. heavy atoms 34
Num. arom. heavy atoms 21
Fraction Csp3 0.03
Num. rotatable bonds 2
Num. H-bond acceplors 4
Num. H-bond donors 0
Molar Refractivity 120.36
TPSA 7321 AF
Lipophilicity
Log Py, (ILOGP) 267
LOg Py (XLOGP3) 436
Log Py (WLOGP) 5.10
Log Py, (MLOGP) 2.26
Log Py, (SILICOS-IT) 5.67
Consensus Log Py, 4.01

Log & (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BEB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C9 inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log Kp {skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bicavailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikeness
Synthetic accessibility

Water Solubility

-5.66

9.67e-04 mg/ml ; 2.18e-06 mol/l
Moderately soluble

-5.61
1.08e-03 mg/ml ; 2.44e-06 moll
Moderately soluble
-9.04
4.08e-07 mg/ml ; 9.20e-10 mol/l
Poorly soluble
Pharmacokinetics
High
No
No
No
No
Yes
No
Yes
-5.91 cmis
Druglikeness
Yes; 0 violation
Yes
Yes
Yes
Yes
0.55
Medicinal Chemistry
1 alert: quinone_A
0 alert
No; 2 violations: MW=350, XLOGP3=3.5
3.90

Figura 56. Propiedades del compuesto M11.
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V.

Discusién de Resultados

Las interacciones proteina-proteina entre el brazo C-terminal de DBP y el monémero
adyacente fueron clasificadas como biolégicamente relevantes, pero la interfaz no fue identificada
al 100% como permanente (34%) o transitoria (66%) (Tabla 6). Un complejo proteina-proteina
clasificado como permanente indica que las subunidades se desnaturalizarian tras la disociacion
del complejo, mientras que un complejo clasificado como transitorio indica que las subunidades
son estables tanto en forma de complejo como aisladas (Fahrrolfes et al., 2017; Schoning-Stierand
et al., 2020); sabemos que lo segundo es cierto para DBP, pues la proteina puede existir como
mondmero aunque haya perdido la capacidad de multimerizarse mediante el brazo C-terminal
(Dekker et al., 1997), y su multimerizacion es necesaria para que proceda la elongacion (Charman
etal., 2019).

Las interacciones intermoleculares que establece el brazo C-terminal fueron descritas hace
casi 30 afios y a partir de un cristal que no existe en el Protein Data Bank (Tucker et al., 1994). El
analisis de las interacciones por LigPlot+ y Discovery Studio (seccién 4.1) permitio 1) contrastar
la informacion de la literatura, 2) describir las interacciones que forman los demés residuos del
brazo y no solamente aquellos que habian sido identificados como los principales responsables de
la multimerizacion, y 3) diferenciar la clasificacion de estas interacciones no solamente como
enlaces de hidrégeno o hidrofdbicas. En este estudio, visualizar cudles residuos interactiian con el
brazo C-terminal nos permitié delimitar el espacio en donde realizamos el acoplamiento del
péptido y los compuestos encontrados, asi como contrastar las interacciones observadas en el
acoplamiento vs el cristal. Nosotros optamos por utilizar como blanco biologico la cavidad
hidrofobica en donde se acoplan los residuos 525-529 (Figura 18), aunque la informacion sobre
las interacciones que se establecen en la depresion hidrofobica en donde se acoplan los residuos
513-516 resulta igual de importante si se propone esta regién como blanco biolégico.

A su vez, la informacion sobre el estado de conservacion de la secuencia del extremo C-
terminal de DBP fue descrita en 1994 y solamente para los tipos de adenovirus que habian sido
identificados hasta ese momento (Tucker et al., 1994). Existen multiples estudios sobre el genoma
de diferentes tipos de adenovirus (Dhingra et al., 2019; Houldcroft et al., 2018), pero no sobre el
estado de conservacion de DBP especificamente (seccion 4.2). En este estudio se analizaron
solamente los tipos de adenovirus que estan siendo actualmente estudiados en el grupo para
seroprevalencia en México (Figura 17), pero se observé que los principales residuos implicados
en la multimerizacion se encuentran conservados incluso entre adenovirus que infectan a otras
especies, lo cual no ha sido reportado. Esta informacidn podria tener maltiples implicaciones y
plantea una nueva aproximacion en el estudio de la proteina de unién a DNA de adenovirus.

El disefio de antivirales de amplio espectro es una necesidad que con el paso del tiempo ha
cobrado cada vez mas relevancia (Geraghty et al., 2021; Oksenych & Kainov, 2022). Sin embargo,
hasta la fecha no se ha encontrado que ninguno de estos compuestos sea lo suficientemente efectivo
contra adenovirus para ser aprobado para el tratamiento especifico de estas infecciones. Nuestra
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aproximacion en el disefio de un inhibidor de interaccion proteina-proteina que actde como
antagonista ortostérico de la dimerizacion de DBP no supone el disefio de un farmaco que actle
contra varios tipos de virus o virus con genoma de DNA, pero si considera la posibilidad de que
actle contra varios tipos de adenovirus y no solamente adenovirus humanos (Tablas 10 y 12).

El acoplamiento molecular del péptido nos permitié esclarecer la manera en que los
residuos 525-529 interactian con la cavidad (seccion 4.3). A pesar de que se trata de una
simulacion, el acoplamiento reprodujo en varias ocasiones poses similares al cristal, con la
diferencia de que en la region en donde se posicionan los residuos D528 y F529 generalmente se
observaron cambios en la orientacion de cualesquiera residuos posicionados alli (Figuras 22, 24 'y
26). Como lo mostré el segundo modelo farmacoforico (seccidn 4.5), aunado principalmente a los
Alanine Scanning de los residuos D528 y F529 (Figuras 35 y 37), pero también al Alanine
Scanning de P526 (Figura 33), que se establezcan multiples contactos en esta region es suficiente.

Sabemos que no es posible que el pentapéptido se acople en sentido contrario en la
naturaleza, pero las caracteristicas de estos acoplamientos de mayor energia de afinidad (Figuras
29, 31y 36) permitieron descartar algunas de las regiones que aparentemente eran importantes en
el acoplamiento; en particular, observamos que se podia prescindir de la region polar compuesta
por los residuos R484/Y251/M497/R496 y que en la posicién de P526 existia la posibilidad de
albergar otro grupo sin disrumpir las interacciones que F527 establece. En la literatura se habia
descrito que las interacciones por enlace de hidrogeno mas relevantes eran las que se establecian
con R484 (Tucker et al., 1994), lo cual tal vez es cierto para el brazo C-terminal, pero quizéa no
imperativo en el disefio de PPIIs. Para este estudio, por lo menos, es una caracteristica de la cavidad
que no resulté util al proponer los modelos farmacoféricos que permitieron discriminar entre
moléculas; no obstante, eso no implica que en un momento mas avanzado del disefio se deba
prescindir completamente de R484 u otros residuos.

Respecto a los compuestos que encontramos (Tabla 22), ademas de la importancia de
poseer un grupo que pueda acoplarse en la posicion de F527, el tamarfio, forma y rigidez fueron las
principales caracteristicas a evaluar durante el acoplamiento de estos compuestos. Una molécula
pequefia puede acoplarse de muchas mas formas distintas si las interacciones que establece no son
suficientemente especificas, lo cual genera incertidumbre al momento de proponer la manera en
que el compuesto interactda con la cavidad. Si la variedad de conformaciones que un compuesto
puede adoptar se ve limitada por el nimero de sus enlaces rotables, entonces la tasa de
acoplamientos similares suele ser mayor y podemos estar mas seguros sobre la manera en que el
compuesto tiende a interactuar con la cavidad. Una molécula demasiado grande, como M10, no
puede acoplarse de forma eficiente dentro de la cavidad, lo que suele resultar en una disminucion
en la energia de afinidad (Figura 51). De la misma manera, si la forma de la molécula no permite
que ésta se acople de manera eficiente dentro de la cavidad (como M3 0 M12), esto también puede
afectar la energia de afinidad (seccion 4.5.2). No obstante, los compuestos que encontramos
solamente los evaluamos a nivel farmacodinamico y no se tomo en cuenta ninguna propiedad
farmacocinética, por lo que se requiere llevar a cabo un anélisis mas exhaustivo sobre el potencial
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de estos compuestos de actuar como PPIIs. En particular, las caracteristicas estructurales de los
compuestos M2, M5, M6 y M11 llaman la atencion como posibles andamios moleculares (seccion
4.5.1). Sobre M8 (Figura 47), debido a que el acoplamiento no se vio dirigido por la region en
donde F527 se ancla, sino por las interacciones con Y380, su potencial como andamio no queda
claro. El compuesto M11 no solamente present6 la mayor energia de afinidad (Figura 49), sino
que ademds presenta un buen potencial como posible farmaco acorde a las propiedades
computadas por SwisADME (Figura 56).

En efecto, el disefio de PPIIs presenta multiples retos (Basse et al., 2016; Buchwald, 2010),
pero inhibir la multimerizacion de DBP resulta siempre en que no proceda la elongacion del
templado durante la replicacion del DNA de adenovirus (Dekker et al., 1997, 1998; Tucker et al.,
1994; Van Breukelen et al., 2000). Por tanto, es importante considerar esta aproximacion.

Los analisis que hemos realizado sugieren gue el hot spot en donde se acoplan los residuos
525-529 tiene potencial como blanco bioldgico; sin embargo, es importante determinar si inhibir
esta Unica cavidad es suficiente para inhibir la multimerizacién. En los ensayos sobre la region de
bisagra del brazo C-terminal, la pérdida de la capacidad del brazo de adquirir diferentes
conformaciones resulté en que no procediera la elongacién (DBP no podia desestabilizar la hebra
de dsDNA): el modelo de este estudio propone que la rigidez en la region de bisagra del brazo
mutado de DBP, no permitia que el brazo se “enganchara” al mondémero adyacente de DBP cuando
se encontraba en la horquilla de replicacion (Figura 11) (Van Breukelen et al., 2000). De manera
analoga, un inhibidor ortostérico de la region 525-529 tendria el mismo efecto siempre y cuando
sea cierto que DBP perdi6 la capacidad de desestabilizar la hebra de dSDNA como consecuencia
de no anclar su brazo C-terminal al monémero adyacente.

VI. Conclusiones

Se identificaron el tipo de interacciones que establecen los residuos del brazo C-terminal
(seccion 4.1), el estado de conservacion entre diferentes tipos de adenovirus de los residuos del
brazo C-terminal y de los aminoécidos con los que interacttan (seccion 4.2), asi como el grado de
contribucion de los residuos 525-529 a la energia de afinidad en la interfaz entre este pentapéptido
y su region de acoplamiento en un mondémero adyacente de DBP (secciones 4.3 y 4.4).

A partir de un modelo farmacofarico de los residuos 525-529 (seccion 4.5), se encontraron
cinco compuestos con diferente andamio molecular, que presentan intervalos de energia de
afinidad mayores al pentapéptido wild type ( -7.8 < energia de afinidad < -6.7 kcal/mol). Estos
compuestos, ademas, presentan un RMSD minimizado < 1.83 A de la pose del péptido en el
modelo farmacoforico. Por tanto, es posible que estos compuestos tengan potencial como PPIIs
ortostéricos de la dimerizacion entre monomeros de DBP; en especial el compuesto M11, que
presenta la mayor energia de afinidad y el mejor indice como posible farmaco (Figura 56) (Tabla
22).
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6.1 Perspectivas

e Se requiere llevar a cabo un anélisis sobre las propiedades farmacocinéticas de los
compuestos propuestos, asi como evaluar el acoplamiento de compuestos derivados de los
compuestos ya identificados.

e Es necesario determinar si la inhibicion ortostérica de la cavidad hidrofébica en donde se
anclan los residuos 525-529 es suficiente para inhibir la multimerizacion de DBP, usando
analisis de la interaccidn in vitro con mutagenesis dirigida.

e Es necesario evaluar la actividad del compuesto M11 en cultivo celular y posteriormente
in vitro.
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7AaenTOialYo5A/8vOWTBVINSYyO41+fLUIEBPz1gDxytLcKBmzF918dv29nKKaAtcGkelCscz00bfQYdh99TJAa0BhEZzJ7T17QII62z/0YWmMSKQZG/3cFRPk7ZGXg5xr0c3bsbOChL
DC1LHSEBreU/GXBeAZpCc0J7v4uWHof+UOVc7Rzde5ypoJopfN1KOQj4gdseHLjQ/jg==

CESAR MILLAN PACHECO | Fecha:2023-11-29 12:09:41 | Firmante
p680A3MRUO/AGIVCIRNVNW5NAeDf4E78Q+ERDHf70pp4rwXaEwrxipN31/z30AzmV07xhcXZDx+GledTCsABjLK]3kaRfNx6asycpp6WR/OD8WN5BH7L8uzSW6EIGhNYtgqsKgK/h
8h2GCIZ27xYR77JUwx3aj41J1Q80+h!1Vu00aTIbhZ9JdwOMYeb9PUvBQg+UYzzfVrAU++as+BNot03Vyb6/kApLSejHtkNxepVIG 7FBf6gx6RcRzar2IvijY stBhR2WOItW2PCwoC+E
hgR7z+jLt2Wr55abbEymIYF5MV2aNv46S/gOjBxLfin5K1i8j3Mag00QVpTphSOR7w==

CARLOS DANIEL AMERO TELLO | Fecha:2023-11-29 13:50:56 | Firmante
dZLEt5fAUMXGQ89QCIKKDXNF1gmIQSHHKZKKV0zOZLgw03Kf/G/FSqSZpF5mU5SnzvKtitr7SKtyGABXz6/5ePBHBCmidebbLQQ35NFDY9IULf2bHIDD/qveuKOfRT+n7uMUE/e
yeyyXLfKAB2AhKIHzfKzU/jmfuXDtcHgNv9Xytrievtz9exQKANjNgXzt9Wz7EXyFt1+L30hILxbjfIHXckOHpSVXQ3DpeFBgFNNIS4LEHLoswb6jST/iIFs2DWOxtv9r4zIRhIGWy+M9n0
Aljh6/dhYW2/vWoM7Wuh7pKuAkrOykXzAjZaDeiRRP8ezLjwRqyByLr6RIMRfHIVRQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

6RVWM2mZB

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/xq8EOruHveD2SwQtFbUfFdHph8ISEBXG

Una unlv
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