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Resumen.

La fenilcetonuria es la disfuncion innata mas comun en el metabolismo de aminoacidos
que, si no es tratada, da lugar a consecuencias graves como retraso global del desarrollo
y discapacidad intelectual en las personas afectadas. Esta condicion se genera a partir
de mutaciones sobre el gen que codifica a la enzima fenilalanina hidroxilasa humana,
encargada de catalizar el primer paso de degradacion de la fenilalanina y sintetizar
tirosina. El resultado de las mutaciones se ve reflejado en el mantenimiento de la
estructura funcional y la regulacion alostérica de la enzima que finalmente la lleva a la

pérdida total o parcial de la funcion catalitica.

Partiendo de un enfoque computacional, este proyecto de investigacion se inclind hacia
la realizacion de un analisis estructural de la enzima fenilalanina hidroxilasa humana (en
su forma silvestre y mutante) que pudiera contribuir a mejorar la comprensiéon de su
funcién y proveer una explicacion molecular para los efectos estructura/funcion inducidos

por mutaciones.

La primera parte del estudio involucro la elaboracion de modelos tridimensionales de la
enzima humana justificados por la ausencia de informacion acerca de la estructura
tridimensional completa. La utilizacion de la técnica de modelado molecular por
homologia, permitié obtener buenos modelos representativos de la forma silvestre y seis
mutantes asociadas a fenotipos severos de fenilcetonuria. La evaluacién de la calidad de
los modelos obtenidos se realiz6 en términos de la funcién de puntuacion QMEAN y
cuatro descriptores estructurales estadisticos que incluyen dos potenciales de interaccion
de fuerza media (dependientes de la distancia) para describir las interacciones de largo
alcance, un angulo de torsién potencial para analizar la geometria del esqueleto local de
la estructura y un potencial de solvatacion para describir el estado de exposicion de los

residuos en la estructura.

La segunda parte de este estudio se asocio con la identificacion de los determinantes
moleculares importantes dentro de la modulacion de la interaccion entre modelos
tridimensionales representativos de la enzima humana y dos compuestos quimicos
particularmente interesantes en el ambito farmacoterapéutico de la fenilcetonuria basado

en chaperonas farmacologicas. La técnica computacional utilizada para el desarrollo de
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esta etapa incluy6é acoplamiento molecular, para la cual los resultados obtenidos fueron

dependientes de la flexibilidad del receptor.

La tercera y ultima etapa de este estudio involucré el analisis individual de una secuencia
motivo conocida como dominio ACT importante dentro de la base estructural para la
regulacion alostérica de la enzima. Se ejecutaron dos simulaciones de dinamica
molecular de 30 y 105 nanosegundos de duracién, con lo cual se alcanzo el equilibrio
estructural. La primera simulacion incluyoé el dominio ACT sin enlazar como sistema
control, mientras que la segunda incluyé el modelo tridimensional enlazado a una
molécula de fenilalanina. En general, se observo que la fenilalanina no interactta con el
sitio de enlace predicho por medio de la metodologia de acoplamiento molecular ciego.
De cualquier forma el resultado de ambas simulaciones permitié identificar los cambios

estructurales importantes del dominio ACT
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Capitulo 1. Introduccion.

1.1 Fenilcetonuria.

Etimol6gicamente el origen de la palabra metabolismo procede del griego metabolé que
significa cambio o transformacion. El metabolismo por su parte se define como el conjunto
regulado y coordinado de reacciones fisicas y quimicas que tienen lugar en un organismo
vivo. Partiendo de esta idea, las enfermedades metabdlicas son aquellas patologias
causadas por alteraciones adquiridas o congénitas en las proteinas implicadas en estas
reacciones. Cuando el defecto es hereditario, hablamos entonces de enfermedades
metabdlicas hereditarias. Dentro de este grupo de enfermedades el desorden mas comudn
es la enfermedad de Folling o también conocida como fenilcetonuria.

La fenilcetonuria es una enfermedad metabdlica humana con base genética que se
hereda con caracter autosémico recesivo y cuyo origen es la deficiencia de la enzima
fenilalanina hidroxilasa (de aqui en adelante descrita como PheOH) M. El defecto de
PheOH genera una acumulacion patoldgica de fenilalanina en sangre y cerebro. Si no es
tratada, da lugar a consecuencias graves como retraso global del desarrollo vy
discapacidad intelectual, acompafiados por sintomas adicionales como eczema
eritematoso, piel y cabello claros, convulsiones, rasgos autistas y comportamiento

agresivo, asi como diversos sintomas psiquiatricos a medida que el paciente crece 24,

La incidencia global de esta enfermedad oscila entre 1:10,000-20,000 recién nacidos
vivos (RNV). Aunque se ha descrito una variabilidad geografica significativa, los
caucasicos parecen ser el grupo étnico mas afectado. En México, la Coordinacion de
Atencion Integral a la Salud en el Primer Nivel del IMSS registr6 en 2015 una incidencia
acumulativa de 1:101,133 RNV. Los casos se encontraron en Aguascalientes, Baja
California Sur, Chihuahua, Ciudad de México, Guanajuato, Jalisco, Guerrero, Estado de

México, Nayarit, Nuevo Ledn, Tabasco, Veracruz y Zacatecas [ ©l,

El mecanismo molecular descrito en este desorden metabdlico se asocia a mutaciones
en el gen PAH (mapeado en el cromosoma 12g22-924.2), que codifica a PheOH.
Actualmente se han identificado a nivel mundial mas de 500 mutaciones asociadas a

fenilcetonuria y la mayoria resulta en una disminucion de la eficiencia de plegamiento
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correcto y estabilidad conformacional de la enzima, que llevan finalmente a la pérdida de

la funcién.

Las mutaciones se distribuyen a lo largo de los 452 residuos de PheOH y cada uno de
sus tres dominios funcionales (obsérvese llustracién 1). Sin embargo, mutaciones sobre
residuos estructurales clave como los ubicados en los dominios catalitico y de regulacion
N-terminal afectan el mantenimiento de la estructura funcional y la regulacion alostérica

de esta enzima por lo que se asocian a fenotipos severos de fenilcetonuria -9,

Dominio de regulacion
N-terminal

16%

Dominio de
oligomerizacion
C-terminal
14% -
CV(‘

Dominio
catalitico

70%

=—¥D222G

S
N Gl

llustracion 1. Distribucion de mutaciones en una subunidad de PheOH. Fuente: Base de datos
de pacientes y genotipos que causan HPA/PKU (BIOPKUdb). Imagen obtenida de
http://www.biopku.orqg/biopku/search-start.asp
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La restriccibn en la ingesta proteica para evitar un incremento en los niveles de
fenilalanina es la base del tratamiento a largo plazo en la fenilcetonuria. Sin embargo,
este tratamiento dietético suele ser exigente y, a menudo conduce a la aparicion de
patologias carenciales secundarias y complicaciones psicosociales en el paciente, por lo
que se hace necesaria la busqueda de nuevas terapias eficaces que mejoren la calidad
de vida de estos pacientes. En la Ultima década, el uso de moléculas pequefias
denominadas chaperonas farmacoldgicas (Pharmacological Chaperones o PCs) para
prevenir o rescatar el plegamiento andémalo de proteinas mutantes, ha conseguido
mantener una direccién interesante en el tratamiento de enfermedades relacionadas con
el plegamiento andmalo de proteinas, incluyendo a la fenilcetonuria y, por lo tanto, su

desarrollo e investigacion demanda un reto importante.

1.2 Funcidn, estructura y regulacion de la fenilalanina hidroxilasa (PheOH).

PheOH es una monooxigenasa de funcion mixta que se encarga de llevar a cabo la
parahidroxilacién del anillo aromético de L-fenilalanina (L-Phe) para sintetizar L-tirosina
(L-Tyr), paso limitante de velocidad en el catabolismo de L-Phe y la biosintesis de
neurotransmisores. En la reaccién interviene un atomo de hierro no heminico (Fe?*),
tetrahidrobiopterina (BH4) como donador de electrones y oxigeno molecular como
substrato adicional.

BH4, ademas de ser cofactor natural de PheOH, ha demostrado actuar como chaperona
farmacoldgica que, sobre el enlace especifico al sitio activo, restaura la funcion a través
de la estabilizacion de variantes de PheOH mal plegadas 1°. No obstante, su eficiencia
limitada asi como su alto costo de sintesis, ha impulsado la busqueda de PCs mas

potentes a través del cribado virtual de bases de datos de compuestos quimicos.

Estructuralmente hablando, PheOH es una enzima tetramérica ensamblada como un
dimero de dimeros y coexiste en equilibrio con una forma dimérica. Cada subunidad de
452 aminoacidos (cerca de 52 kDa) esta organizada en tres dominios: i) un domino de
oligomerizacion C-terminal constituido por los residuos 411 al 452 que contiene una
lamina B antiparalela implicada en la dimerizacién (residuos 411-427) seguida de un
motivo de tetramerizacién helicoidal (residuos 428-452) que promueve la oligomerizacion

a través de interacciones hélice-hélice antiparalelas, ii) un dominio catalitico central
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constituido por los residuos 143 al 410 en el que se encuentra el sitio activo con un atomo
de hierro coordinado a dos residuos de histidina (Hzss, H290), un residuo de acido
glutamico (Es30) y tres moléculas de agua, ademas de los sitios de union para el sustrato
y el cofactor (BH4); y iii) un dominio de regulacién N-terminal constituido por los residuos
1 al 142 11 (obsérvese llustracion 2 y 3).

Dominio de Dominio de
regulacion N-terminal Dominio catalitico central regulgmon C-terminal
(residuos 1-142) (residuos 143-410) (residuos 411-452)

| L

llustracion 2. Organizacion de dominios funcionales en una subunidad de PheOH. Elaboracion
propia basada en Marie, G., & Harris, E. (2014) [2¢],
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llustracion 3. Representacion grdfica de los sitios de enlace de BH4 (en azul) y THA (andlogo de L-
Phe, en amarillo) en el sitio activo de PheOH. El atomo de hierro estd representado como una
esfera de color naranja. Imagen obtenida de Marie, G., & Harris, E. (2014) [?].

El nacleo principal del dominio de regulacion N-terminal contiene una secuencia motivo
de alrededor de 79 aminoacidos (residuos 33-111) identificada como dominio ACT e
involucrada en la regulacion alostérica de un gran nimero de proteinas a través de
aminoacidos especificos 2 131, Conjuntamente, también esta presente una secuencia
autoregulatoria (residuos 19-33) que se extiende sobre el sitio activo del dominio catalitico
obstruyendo su entrada y, a menudo, es referida como un mecanismo de regulacion

intraestérico de la enzima 141,

En condiciones fisiol6gicas, PheOH es cuidadosamente regulada para mantener los
niveles correctos de L-Phe en la sangre. Los principales mecanismos regulatorios
incluyen: 1) activacién alostérica por L-Phe, 2) inhibicion por BH4 que mantiene a la
enzima en estado de baja actividad especifica y 3) activacion adicional por fosforilacién

que incrementa la eficiencia alostérica de L-Phe 15 18l Particularmente, la forma
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tetramérica funcional de PheOH exhibe una activacién por sustrato y una cooperatividad
positiva involucrando los tres dominios funcionales y cada una de las subunidades de la
enzima 7], La localizacion del sitio de enlace alostérico de L-Phe en la enzima aln no se
ha definido completamente; sin embargo, tal ha sido el aporte de varias investigaciones
acerca de éste modelo de regulacién en PheOH, que pareciera se ha desatado una
carrera para su pronta identificacion que ayude a vislumbrar las bases moleculares para

el mecanismo de regulacion alostérico de esta enzima.

1.3 Problematica de estudio.

La fenilcetonuria ha sido objeto de una extensa investigacién a lo largo de varios afios,
sin embargo, aun restan diversos aspectos que demandan mas estudio. En este sentido,
la realizacidon de andlisis estructurales de la enzima PheOH humana (en su forma silvestre
y mutante) puede contribuir a mejorar la comprension de la funciéon y proveer una
explicacion molecular para los efectos estructura/funciéon inducidos por mutaciones. Por
lo tanto, este proyecto de investigacion esta encaminado a esclarecer cuidadosamente

algunos aspectos estructurales que demandan una relevancia importante.

Partiendo de un enfoque computacional, el primer aspecto se asocia con la identificacién
de los determinantes moleculares que modulan la interaccion entre PheOH humana y
dos compuestos quimicos particularmente interesantes en el ambito farmacoterapéutico
de la fenilcetonuria basado en chaperonas farmacolégicas. Un segundo aspecto, pero no
menos importante, involucra el estudio individual de una region estructuralmente
importante dentro de la base estructural para la regulacién alostérica de PheOH humana.
Ya que a pesar de la gran cantidad de informacion recopilada a lo largo de las ultimas
décadas, la compresion del papel que juega el dominio ACT como un mdédulo regulatorio

estructural aun es limitada.

A continuacién se detallan algunos datos experimentales y tedéricos relevantes que
servirAn como punto de partida para desarrollar el analisis de la problematica abordada

en este estudio.
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1.4 Antecedentes tedrico-experimentales.

De un cribado virtual de 1,000 moléculas disponibles comercialmente en conjunto con
ensayos de estabilidad térmica in vitro, se identificaron dos compuestos quimicos
descritos como componente 1] (3-amino-2-benzil-7-nitro-4-(2-quinolil)-1,2
dihidroisoquinolina-1-uno) y componente IV (5,6-dimetil-3-(4-metil-2-piridinil)-2-tioxo-2,3-
dihidrotieno[2,3-d]pirimidina-4(1H)-uno) relevantes en el tratamiento de la fenilcetonuria
basado en chaperonas farmacolégicas. Ambos incrementaban significativamente la
estabilidad y plegamiento de la conformacion tetramérica funcional de PheOH humana
de tipo silvestre y mutantes asociadas a fenilcetonuria clasica, la forma mas frecuente y

severa de la fenilcetonuria [18l,

A estas alturas aun resultaba dificil determinar la selectividad de ambos componentes en
PheOH humana. No obstante, unos afios mas tarde se resolvid la primera estructura
cristalizada de uno de ellos (correspondiente al componente 1V) en complejo con PheOH
humana 119, En ella, el componente IV mostr6 coordinarse directamente con el &tomo de
hierro (Fe®*) a través de un atomo de nitrégeno (N1) sin desplazar ninguno de los
aminoacidos que conforman el sitio activo (obsérvese llustracion 4). Ademas, resulté ser
un inhibidor competitivo débil de la actividad catalitica de PheOH humana, pero con la
capacidad de estabilizar a ambas formas (tipo silvestre y mutante) in vitro e in vivo.

Debido a la alta similitud estructural entre PheOH humana y algunas enzimas dentro de
la superfamilia de hidroxilasas de aminoacidos aroméaticos (AAAHSs), también se probo el
efecto de ambos componentes (Il y IV) en la enzimas de cerebro: tirosina hidroxilasa
(TyrOH) y la isoforma TPH2 de la triptofano hidroxilasa (TrpOH), descartando la
posibilidad de aparicibn de efectos indeseados para el tratamiento con ambos
compuestos 2%, sentando asfi las bases para utilizarse como candidatos potenciales en

el disefio racional de farmacos para el tratamiento de fenilcetonuria.

19



His285 His290

A) Tyr325A B)
FE1426A (@]
Fe3+ 4
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Phe254

Pro281A
Trp326A

llustracion 4. A) Representacion 2D y B) representacion 3D del modo de enlace del
componente IV en el sitio activo de PheOH humana, respectivamente. Imagen obtenida de

Torreblanca, R. y col. (2012) 1291,

Por otra parte, gracias a varios estudios espectroscopicos y enzimaticos de formas
truncadas y de longitud completa de PheOH humana, la activacion cooperativa de la
enzima por su sustrato (L-Phe) se interpret6 como resultado de dos mecanismos
principales. El primer mecanismo sugiere el enlace de L-Phe en un sitio de activacion por
subunidad, fisicamente distinto del sitio activo y probablemente ubicado en el dominio de
regulacion N-terminal, permitiéndole a la enzima la transicion de una forma inactiva a una
activa como resultado de cambios conformacionales importantes tales como la
exposicion de regiones hidrofébicas y cambios espectroscépicos [* 171 Por otro lado, el
segundo mecanismo respalda el enlace cooperativo homotropico de L-Phe a sitios
activos, en el que el dominio de regulacion N-terminal se involucra a través de
interacciones con el dominio catalitico de la subunidad adyacente y el dominio de
oligomerizaciéon en la misma subunidad, ambos indispensables para la transferencia de

cambios conformacionales cooperativos a través de un loop prominente constituido por

los residuos 68 al 75 [21.22],

En 1999, a través de un analisis de secuencias iterativo, se reveld la existencia de una

secuencia motivo que funciona como un modulo regulatorio estructural en un amplio
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namero de proteinas, todas ellas involucradas en la sintesis de purinas y aminoacidos y
reguladas por aminoacidos especificos. Esta secuencia motivo a la cual llamaron dominio
ACT (de las iniciales de las enzimas Aspartato cinasa-Clorismato mutasa-TyrA (prefenato
deshidrogenasa)) esta constituida alrededor de 51 a 102 aminoacidos y presenta un
plegamiento arquetipico BaBpap. Ademas, contiene dos secuencias motivo altamente
conservadas GA(S)L e IERSP involucradas en el sitio de enlace de ligandos especificos
en esta familia de proteinas. La existencia de esta secuencia motivo en PheOH humana
(obseérvese llustracion 5), extendio el debate sobre un sitio alostérico de enlace de L-Phe
sobre el dominio de regulacién N-terminal, mas aun cuando aparecio evidencia directa
en la que la activacion de la enzima por L-Phe no requeria del enlace en sitios activos 2%
25]

L1 (42-46)

L3 (70-75)

llustracion 5. Organizacion del dominio ACT de PheOH humana. Las secuencias GAL e IERSP se
muestran en color magenta claro. Las regiones que contienen loops desde L1 hasta L4 se
muestran en color cian, verde, rojo y naranja, respectivamente. Imagen obtenida de Carluccio,
C. y col. 271,
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Debido a la importancia otorgada a la secuencia motivo o dominio ACT para la activacion
y cooperatividad positiva de PheOH humana por su sustrato (L-Phe), andlisis
estructurales y dinamicos, a través de simulaciones de dinamica molecular (DM),
marcaron la pauta en la identificacion de valiosos detalles para la comprension de las
bases moleculares para la regulacion alostérica de esta enzima. A continuacion, se

enlistan aquellos mas relevantes:

— Simulaciones del dominio ACT aislado (residuos 33-111) de PheOH humana
registré importantes movimientos en las regiones L2 (residuos 59-64), L3 (residuos
70-75), L4 (residuos 82-90) y una pequefa fluctuacion de L1 (residuos 42-45). En
particular, la regién L2 sufrié6 un cambio conformacional de giro a una lamina g que
resultdé en la elongaciéon de la lamina B2 (residuos 65-69, correspondiente a la
secuencia motivo conservada IESRP). La elongacion de 82 se asoci6 con la
formacién de un patrén de enlaces por puente de hidrégeno con la lamina 83
adyacente que permitié la estabilizacion de la lamina B, sugiriendo que ésta
conformacion derivada de la region L2 es una conformacién accesible e
intrinsecamente estable del dominio de regulacion N-terminal.

Una caracteristica comun de todos los movimientos intrinsecos globales del
sistema, particularmente, los movimientos de las regiones L1 y L2, se asocio a la
existencia de un parche hidrofébico, ubicado en la region entre la hélice a1y la
lamina (2. Este parche curiosamente contiene las secuencias motivo GAL e
IERSP involucradas en el sitio de enlace de ligandos especificos de la familia de
proteinas que contienen el dominio ACT, lo que permitié sugerir un probable sitio

de interaccion de la cadena lateral bencil de L-Phe [27],

— Retomando éste hecho, el mismo grupo de trabajo tres afios mas tarde y
apoyandose en la metodologia de acoplamiento molecular, determiné un sitio de
enlace alostérico de L-Phe ubicado en la interface entre los dominios de regulacion
N-terminal (subunidad A) y catalitico (subunidad B) de una forma dimérica de
PheOH humana, correspondiente al parche hidrofobico previamente identificado
dentro del dominio ACT. El sitio de enlace fue definido por las residuos 43-49
(subunidad A), 51-52 (subunidad A), 54-55 (subunidad A), 60—63 (subunidad A),
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65 (subunidad A), 67 (subunidad A), 77 (subunidad A), 204 (subunidad B), 207—
208 (subunidad B), 211-212 (subunidad B), 215-216 (subunidad B), obsérvese
llustracion 6.

Por lo tanto, el siguiente punto es la identificacion de los cambios estructurales
asociados a la presencia de L-Phe en este supuesto sitio de enlace alostérico,
mismos que darian paso a explicar los cambios conformacionales existentes en
PheOH dimérica que, de acuerdo a estudios experimentales, generan a la forma

tetramérica funcional de PheOH humana.

Alad9 Leuwds

llustracion 6. Interacciones dentro del complejo formado por PheOH dimérica
humana y L-Phe (representado en bastones color naranja). Las letras R y C se refieren
a los dominios de regulacion N-terminal y catalitico, respectivamente. Imagen
obtenida de Carluccio, C. y col. [?8!.
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Capitulo 2. Hipodtesis y objetivos.

2.1 Hipotesis.

De acuerdo con los antecedentes previamente descritos, la hipotesis de este proyecto de

investigacion se expone de la siguiente manera:

A partir de siete modelos representativos de PheOH humana, que incluyen la forma
silvestre y seis mutantes asociadas a fenotipos severos de fenilcetonuria, es posible
determinar datos estructurales y energéticos que representen como el componente Il y
el componente IV se enlazan a la enzima, el sitio de enlace y las interacciones que

gobiernan tal especificidad, mediante un estudio de acoplamiento molecular.

Ademas, a través de un estudio dinamico y estructural utilizando simulaciones de
dindmica molecular (DM), es posible identificar cambios estructurales asociados a la
presencia del amino&cido L-Phe sobre el dominio ACT.

2.2 Objetivo general.

Obtener datos estructurales y energéticos relevantes de la interaccion entre dos
chaperonas farmacol6gicamente activas y siete modelos representativos de PheOH
humana y, de manera paralela, identificar datos dinAmicos y estructurales asociados a la

presencia del aminoéacido L-Phe sobre el dominio ACT.

2.3 Objetivos especificos.

o Obtener ocho modelos tridimensionales representativos de PheOH humana a
través del modelado molecular de estructuras proteicas basado en homologia de
secuencia.

o Aplicar metodologia de acoplamiento molecular en modelos tridimensionales de
PheOH humana, BH4 y dos chaperonas farmacoldgicas.

o Aplicar metodologia de acoplamiento molecular ciego entre el modelo
tridimensional del dominio ACT de PheOH humana y una molécula de L-Phe,
utlizando a ambas especies quimicas del aminoacido (la protonada y la
desprotonada) por separado.

o Ejecutar simulaciones de Dindmica Molecular (MD) del dominio ACT sin enlazar y

enlazado a una molécula de L-Phe.
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Capitulo 3. Fundamento teorico.

La utilizacién de métodos computacionales en distintas &reas de la ciencia es un campo
que ha crecido exponencialmente durante los ultimos afios. Particularmente, la quimica
computacional ha resultado ser eficiente en el estudio de la estructura y dindmica de
sistemas tales como proteinas y membranas a diferentes escalas de tiempo (que van

desde los femtosegundos hasta los milisegundos) 291,

En esta seccion se describird brevemente el fundamento tedrico de algunas técnicas
computacionales més utilizadas en Biologia: (1) modelado molecular de proteinas por
homologia (2) acoplamiento molecular y (3) dinAmica molecular, mismas que resultan
adecuadas para el desarrollo de los objetivos establecidos a lo largo de este proyecto de

investigacion.

3.1 Modelado molecular por homologia.
La mayoria de las proteinas se forman con s6lo 20 aminod&cidos, pero sus posibles

combinaciones conducen a un numero inmanejable de secuencias y de probables
conformaciones. La prediccion de la estructura tridimensional real, a partir de la
informacion de la secuencia de aminoacidos es un problema adn sin solucién. Sin
embargo, existen estrategias de computo que permiten estimar buenas predicciones y la

de mayor éxito es el modelado por homologia 291,

Llamamos modelado molecular por homologia a la técnica predictiva que permite obtener
una aproximacion de la estructura molecular de una cadena polipeptidica con base en
estructuras conocidas de proteinas relacionadas (casi siempre homélogas). La proteina
Cuya secuencia se sabe, pero cuya estructura es desconocida, es el blanco, y el modelo
conocido es el molde. Entre sus aplicaciones mas importantes se incluyen desde el
analisis del efecto de mutaciones hasta la prediccién de ligandos y actividades cataliticas,
en funcién de la calidad de los modelos, que a su vez depende de la eleccion de las

estructuras molde y sus alineamientos contra la secuencia problema 3132,

En lo que respecta a las estructuras molde, en promedio el uso de varios de ellos produce
modelos mas precisos. Por otro lado, el alineamiento es la parte mas importante del

proceso de modelado, al establecer exactamente qué residuos de la estructura molde se
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corresponden con qué residuos de la secuencia blanco. La medida mas utilizada para
medir esta semejanza o divergencia es el porcentaje de identidad de secuencia, o bien,

los valores esperados de programas como BLAST.

Para realizar un modelado molecular por homologia se requiere un uso extensivo y
conocimiento de bases de datos de estructuras y de programas de cémputo adecuados.
Una manera sencilla de realizar esta tarea involucra el empleo de servicios
bioinforméticos automatizados tales como NCBI-BLAST. En estos servicios sélo tiene

gue someter la secuencia que desea modelar y esperar el resultado.

3.2 Acoplamiento molecular.
Esencialmente, el objetivo de la herramienta acoplamiento molecular es modelar la

interaccion del complejo receptor-ligando utilizando métodos de computo. Lo anterior se
puede conseguir a través de dos pasos directamente interrelacionados: 1) el muestro de
las conformaciones del ligando en los posibles sitios de enlace del receptor
(generalmente una proteina) y 2) la evaluacién de esas conformaciones a través de una

funcion de puntuacion.

A partir de la estructura tridimensional de una enzima, preferentemente con un ligando
enlazado para identificar el sitio activo, el ligando puede removerse, y otros componentes
pueden acoplarse dentro del sitio activo para identificar nuevas moléculas con una
afinidad de enlace mas fuerte. Dado que muchos medicamentos actdan inhibiendo
enzimas especificas, en los ultimos afios esta herramienta se ha considerado esencial
en el descubrimiento y desarrollo de farmacos con base en el cribado de bases de datos
de compuestos quimicos para seleccionar aquellos con efecto bioldgico en una categoria

terapéutica deseada [33-3%],

Un ligando dentro del sitio activo de una enzima rigida tiene seis grados de libertad (tres
traslacionales y tres rotacionales) y considerando los grados de libertad conformacionales
del receptor, se generan cientos de posibles modos de enlaces (también referidos como
poses) entre ambas moléculas. En la practica, el muestro de cada una de estas
conformaciones resulta computacionalmente caro y, por lo tanto, se ha puesto particular
enfasis en el desarrollado de algoritmos de muestro para utilizarse en programas de

acoplamiento molecular (obsérvese Anexo 1).
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Particularmente, los métodos estocasticos cobran una relevancia importante entre todos
ellos, los cuales buscan aleatoriamente un espacio conformacional modificando la
conformacion del ligando o una poblacion de ligandos. La ventaja principal de este tipo
de métodos reside en la magnitud de la modificacion de la conformacion del ligando
permitiéndole cruzar la barrera de energia sobre la superficie de energia potencial, un
punto que no puede lograrse facilmente a través de métodos como dinamica molecular.
Ejemplo de algoritmos tipicos dentro de esta categoria son los algoritmos genéticos y de
Monte Carlo (MC) [36],

Los programas de acoplamiento molecular también utilizan una funcién de puntuacion,
gue se puede entender como un intento de aproximar los potenciales quimicos estandar
del sistema. El propdsito de ésta es diferenciar las poses correctas de las incorrectas en

un tiempo razonable de calculo.

Las funciones de puntuacion pueden clasificarse en: a) empiricas, b) basadas en
informacion experimental y ¢) basadas en campos de fuerza clasicos. El empleo de cada
una de ellas depende estrictamente del objetivo de la investigacion. Las funciones de
puntuacion basadas en campos de fuerza clasicos ofrecen particularmente la ventaja de
refinar los resultados con otras técnicas, tales como métodos de energia lineal y
perturbacion de energia libre (PEL), mejorando significativamente la exactitud en la

prediccion de las energias de enlace 136,

Tomando en cuenta cada uno de los criterios antes mencionados y el cumplimiento de
los objetivos planteados en este proyecto de investigacién, se propuso la utilizacion del
programa AutoDock Vina.

3.2.1 AutoDock Vina.
AutoDock Vina incorpora métodos estocasticos de optimizacion global tales como

algoritmos genéticos, optimizaciones por enjambre de particulas (Particule Swarmn
Optimization o PSO) y alineamientos simulados de Monte Carlo, entre otros, combinados

con procedimientos de optimizacion local para acelerar la optimizacion 37,

Su funcion de puntuacion (EC. 1) esta basada en el campo de fuerza AMBER e incluye
interacciones electrostaticas, van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno, entropia

conformacional y términos de solvatacion. La energia esta en funcion del conjunto de
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coordenadas cartesianas (r), las cuales especifican las posiciones de los atomos
implicados (i, j). También esta presente una serie de parametros energéticos (A, B, Cy
D), las cargas atdmicas (q), la constante dieléctrica del medio (¢) y los valores
geométricos de equilibrio. Cada término esta ponderado usando un factor de

escalamiento empirico obtenido de datos experimentales (W) 381,

Aij By Cij Dy q:q;
V(T) = Wvdwi,j Z (rijlz - rij6 + thondi,l‘ Z E(t) rijlz - Ti'lo + Weleci,]' Z + Wsoli‘j Z(SLV] EC 1

j € (n-]-)rij
(")

En general, el proceso de calculo consiste de un nimero de ejecuciones independientes,
empezando con conformaciones al azar generadas por variaciones en los angulos
torsionales del ligando. Cada ejecucidén cuenta con un nimero de pasos secuenciales,
en la que cada paso secuencial involucra una perturbacién de la conformacion del ligando
a través de una optimizacion local utilizando el algoritmo Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno (BFGS) y una seleccién en la cual se evalla si el paso es aceptado o no. Cada
optimizacién local involucra evaluaciones de la funcién de puntuacion asi como sus
derivadas en las coordenadas posicidén-orientacidn-torsion, razén por la cual se acelera
la optimizacion significativamente. El nimero de evaluaciones en la optimizacion local se
determinada de acuerdo con el criterio energético de Metrépolis. Finalmente, cada
conformacion resultante es combinada, refinada, agrupada y sorteada automaticamente

para producir el resultado final.

3.3 Dinamica molecular.
La dinAmica molecular (Molecular dynamics) es una técnica computacional que permite

estudiar el comportamiento de un sistema fisico (sélido, liquido o gaseoso) a nivel
atomico. Operacionalmente, a partir de la integracion de las ecuaciones de movimiento
de Newton, se generan una serie de configuraciones sucesivas del sistema dando como
resultado una trayectoria que describe como las posiciones, velocidades y orientaciones
de las particulas cambian con el tiempo y, es entonces, cuando a partir de la trayectoria
se pueden obtener las propiedades macroscopicas del sistema de tipo estaticas y

dindmicas 39,
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En general, el uso de esta técnica se aplica para el analisis de practicamente cualquier
sistema fisicoquimico, siempre y cuando se disponga de una configuracion inicial
adecuada. En los ultimos afios, quizas el mayor interés ha surgido alrededor de su

aplicacion a sistemas bioldgicos tales como proteinas, lipidos, acidos nucleicos, etc. [,

3.3.1 El método de dindmica molecular.
Una simulacion de dindmica molecular se constituye de cuatro etapas basicas: 1) fase de

iniciacion, 2) fase de equilibrio, 3) fase de produccion y 4) resultados y analisis (obsérvese

Diagrama 1) [38-43],

Diagrama 1. Diferentes etapas de una simulacion de dinamica
molecular. Obtenido de Lozano-Aponte, J. & Scior, T. (2014) [0,

*Seleccion de la

muestra y definicion . i s ..
de las convdiciones de sPreparacionde la -EJe_cu5|on_€ie la *Analisis de datos
simulacion. .
equilibrio muestra. (propiedad
' calculada).

Para iniciar una simulacién de dindmica molecular, es necesario disponer de un modelo

conformado por particulas del sistema fisico que se desea simular.

Para un sistema compuesto por N particulas, una caracterizacion detalla de las
interacciones entre las particulas del sistema se realiza a través de una funcion de
energia potencial intermolecular representada como U(r"). La notacién rV representa el
conjunto de vectores que localizan los centros de masas atémicos, VN =
{rl,rz,rg, ...,rN}. Cuando se asignan valores para el conjunto V¥ entonces se define la
configuracion del sistema. En general, se asume que las particulas interactian bajo una
funciéon de energia potencial por pares. Por lo tanto, U(r") ahora se ve representada

como:
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U= Zzu(rij) EC. 2

i<j
donde u(r;;) es una funcion de energia potencial entre dos particulas, cuya forma es

conocida y r;; es la distancia escalar entre las particulas i y j.

Una vez generada la estructura de partida, ésta se refina energéticamente utilizando un
algoritmo de minimizacion, que permite eliminar posibles tensiones locales derivadas de
solapamientos atomicos o de distorsiones de enlaces o angulos. Ademas, es
convencional afiadir condiciones de limite periodicas, creciendo el sistema
periodicamente en todas las direcciones garantizando que el numero total de particulas

Se mantenga constante.

Finalmente para completar la definicién del sistema, es necesario agregar moléculas de
disolvente (generalmente agua) y contraiones, como un intento de modelar las moléculas
en disolucién de la forma més realista posible. La omision de moléculas de agua en el
modelo podria conllevar a la distorsion de la estructura proteica. Por otro lado, los
contraiones (por ejemplo, moléculas de NaCl) cumplen con la funcién de mantener la

neutralidad eléctrica de la solucion.

El paso mas importante dentro de la fase de iniciacion consiste en la asignacion de
velocidades a las particulas que conforman el sistema. Lo anterior se logra
seleccionandolas aleatoriamente desde una distribucién de Maxwell-Boltzmann a una

temperatura de interés.

Continuando con la preparacion de la muestra, la siguiente etapa constituye la fase de
equilibracion, en la cual el objetivo es que el promedio de las variables termodindmicas
que describen el sistema, no cambien al incrementarse el tiempo de simulacion. Lo
anterior se logra incluyendo algunos ensambles estadisticos dictado por el problema de
estudio abordado. Si se describe al sistema en el ensamble microcanonico NVE (son
constantes el nimero de particulas, volumen y energia total), en el ensamble candnico
NVT (son constantes el nUmero de particulas, volumeny la temperatura) o en el ensamble
isobarico-isotérmico NPT (son constantes el nimero de particulas, la presién y la

temperatura).
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La temperatura y la presion son un factor importante dentro de la etapa de equilibracion.
Varias medidas experimentales son hechas bajo condiciones como 300 K y una presion
de 1 bar. Por lo tanto, las simulaciones bajo estas condiciones deben ser mucho mas

relevantes para poder comparar con los datos experimentales.

El valor instantéaneo de la temperatura se mide en términos de la energia cinética media:
N
1 ,_ 3
EZmi<vi >=§NkBT EC. 3
i=1

donde m; y <v;2 > son la masa y el cuadrado de la velocidad media del atomo i,

respectivamente. Y kg, es la constante de Maxwell-Bolztmann.

Una practica comdn para controlar la temperatura en el sistema es escalar las
velocidades hasta alcanzar la temperatura deseada (por ejemplo, 300 K). Lo anterior se
logra ajustando al sistema un bafio de calor externo a la temperatura deseada (por
ejemplo, un termostato de Berendsen), el cual funciona como una fuente de energia
térmica que suple o elimina calor al sistema tanto como sea apropiado. Las velocidades
son escaladas en cada paso, de tal forma que la velocidad de cambio de la temperatura
sea proporcional a la diferencia de temperatura entre el bafio y el sistema:
T =2 Tyao =T ©)
dt ¢ © baiio EC. 4

donde T es un parametro de acoplamiento que indica qué tan acoplado esta el bafio de
calor y el sistema, T4, €S la temperatura del bafio externoy T (t) es la temperatura a la

gue se encuentra el sistema en el tiempo t.

Por otro lado, asi como es necesario mantener el sistema a temperatura constante,
también es necesario mantenerlo a presién constante, lo que permite al sistema ser
explorado como funcién de la presion. Un sistema macroscépico mantiene la presion
constante variando su volumen (como lo describe el ensamble isotérmico-isobarico). La
mayoria de los métodos para el control de la presion son analogos a aquellos utilizados
para el control de la temperatura. Una alternativa es acoplar al sistema a un bafio externo
de presion a la presién deseada (por ejemplo, 1 bar). Por lo tanto, retomando la definicion

de la EC.4, la velocidad de cambio para la presion esta dada por:
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dP(t) 1
dt = — (Ppano — P(1)) EC.5
Tp

donde t, es un parametro de acoplamiento que indica qué tan acoplado esta el bafio de
presion y el sistema. P, .5, €S la presion del bafio externo y P (t) es la presion a la que se

encuentra el sistema en el tiempo t.

Durante la etapa de equilibracion, las variables termodinamicas que describen el sistema
son monitoreados e independientemente del sistema simulado, estas incluyen energias
potencial, cinética y total, velocidades, temperatura y presion. Cuando esas variables

alcanzan valores estables, es cuando la fase de produccién puede iniciar.

Durante la fase de produccion se calculan las propiedades macroscopicas y otros datos
relevantes del sistema a partir de los valores promedios extraidos de la trayectoria del

sistema.

La trayectoria se obtiene integrando numéricamente las ecuaciones diferenciales de la
segunda ley de Newton (EC. 6), la cual describe el movimiento de una particula de masa

m; a lo largo de la coordenada x; con F, siendo la fuerza sobre la particula en esa

direccion.

@ = E EC.6

dt> m;
Existen varios algoritmos para integrar las ecuaciones de movimiento de Newton usando
métodos de diferencia finita, los cuales son utilizados para generar trayectorias cuando
se trabaja con modelos de potencial continuo, es decir, modelos donde el movimiento de
las particulas que lo componen esta acoplado, dando lugar a un problema de varios
cuerpos que no puede resolverse analiticamente. Los diferentes algoritmos incluyen el
algoritmo de Varlet estandar, el algoritmo Leap-frog, el algoritmo de velocidad de Varlet,

asi como como el algoritmo corrector-predictor.

Todos los algoritmos asumen que las posiciones y propiedades dinamicas (velocidades,

aceleracion, etc.) pueden aproximarse como expansiones de las series de Taylor:

1
r(t + 6t) = r(t) + Stv(t) + E(?tza(t) + - EC. 7
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donde r(t), es la posicion al tiempo t, v es la velocidad (la primera derivada de la posicion
respecto del tiempo), a es la aceleracion (la segunda derivada de la posicion respecto del
tiempo) y r(t + 6t) la nueva posicion tras un pequefio intervalo de tiempo, también
llamado paso de tiempo 6t. El paso de tiempo debe ser lo suficientemente breve (del
orden de 0.5-1 femtosegundos) para que la fuerza que actta sobre la nueva posicion no

difiera mucho de la registrada en la posicion original.

Aunque no lo pareciera, el paso de tiempo (6t) puede considerarse un factor limitante de
la duracion de la simulacion que generalmente se ve restringida a tiempos menores
debido a los movimientos de alta frecuencia presentes en el sistema tales como la
vibracion de enlaces y angulos que, son a menudo, de menor interés que los modos de
frecuencia mas baja para los cuales corresponden cambios conformacionales
importantes. Una forma de solucionar esta limitacion, particularmente en la dinamica
molecular, es forzar al sistema a satisfacer ciertas restricciones que generalmente
incluyen valores de equilibrio para enlaces y angulos de enlace entre las particulas del
sistema. El método comunmente utilizado para aplicar restricciones es el procedimiento
SHAKE de Ryckaeert, Ciccotti y Berendsen, la ventaja general de este procedimiento

implica prolongar el paso de tiempo hasta 2 femtosegundos.

Capitulo 4. Metodologia.

La metodologia general contemplé las siguientes tres etapas:

4.1 Construccién de siete modelos de longitud completa para PheOH humana y un modelo
de un segmento del dominio de regulacion N-terminal correspondiente al dominio ACT.

Pese a la diversidad de estructuras reportadas para PheOH humana (obsérvese Anexo
2), aun no ha sido determinada integramente una estructura de longitud completa para
esta enzima. En este contexto, la prediccién de la estructura tridimensional de longitud
completa resulta ser un paso determinante en el analisis estructural descrito a lo largo de
este proyecto de investigacion. Razén por la cual, se propone el uso de la técnica

modelado molecular por homologia.

La forma mas sencilla de llevar acabo un modelado por homologia, incluye el manejo de

servicios bioinformaticos que convierten una tarea compleja en algo sencillo para el
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usuario. Para la construccion de ocho modelos representativos de PheOH humana, que
incluyen la forma silvestre, seis variantes asociadas a fenotipos severos de fenilcetonuria
(obsérvese Anexo 3) y un segmento del dominio de regulacion N-terminal
correspondiente al dominio ACT, se consideré el uso de un servicio en linea dedicado a
la construccion de modelos por homologia de estructuras proteicas a diferentes niveles
de complejidad llamado SWISS-MODEL #4. Entre sus ventajas principales se destacan
la disposicion de un espacio personal de trabajo en donde varios proyectos de modelado
molecular pueden llevarse a cabo en paralelo, la inclusion del usuario en los detalles del
proceso de modelado segun lo desee y una excelente evaluacion posterior de la calidad
del modelo construido.

Dependiendo de la dificultad de la tarea de modelado, SWISS-MODEL ofrece tres tipos
diferentes de modos para realizarla y cada uno difiere en la cantidad de intervencién del
usuario: 1) modo automatizado, 2) modo alineamiento y 3) modo proyecto.

Para el modo automatizado, elegido en el proceso de construccion de nuestros modelos,
se proporciond Gnicamente el codigo de acceso UniprotkKB 4%, correspondiente a la
secuencia de aminoacidos de PheOH humana como dato inicial. Para el caso particular
de las variantes de PheOH humana y el dominio ACT, las secuencias de aminoacidos

fueron proporcionadas manualmente.

La busqueda de las estructuras molde involucré la examinacion de la libreria de moldes
de SWISS-MODEL con ayuda de las herramientas BLAST 6y HHblits *7l. Para cada
estructura molde identificada, la prediccién de su calidad en base a las caracteristicas del
alineamiento secuencia blanco y estructura molde, permitio la clasificacion y seleccién de

aguella con la calidad mas alta.

En ambos casos, la estructura molde seleccionada para la construccion de nuestros
modelos corresponde a la estructura de una forma tetramérica de PheOH de rata 8. Los

criterios que determinaron su seleccién se incluyen en la Tabla 1y 2, respectivamente.

La evaluacion de la calidad para cada modelo construido se llevé a cabo en términos de
la funciéon de puntuaciéon QMEAN [49],
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Tabla 1. Criterios concluyentes en la seleccion de la estructura molde para la construccion de
siete modelos de longitud completa de PheOH humana.

Estructura

Identidad Similaridad
molde Estado Encontrado , .
. . L. Método Resolucién de Cobertura
(Codigo secuencia oligomeérico por secuencia
PDB)
Fenilalanina
hidroxilasa Homo- Difraccion A
92.48 % . HHDblit 2.9 0.59 1.00
de rata 0 tetrdmero s de r)a(lyos
(5DEN)

Tabla 2. Criterios concluyentes en la seleccion de la estructura molde para la construccion de un
modelo del dominio ACT de PheOH humana.

Estructura o htidad Similaridad
molde Estado Encontrado , C .
. de . L Método Resolucién de Cobertura
(Codigo secuencia oligomerico por secuencia
PDB)
Fenilalanina
hidroxilasa Homo- Difraccion A
.6 % BLAST 2. . 1.
de rata 88.6 % tetramero S de r)e(lyos 9 0.55 00
(5DEN)

4.2 Ejecucion de simulaciones de acoplamiento molecular entre PheOH humana, BH4 y dos
chaperonas farmacoldgicas.

Como primera aproximacion, BH4, el componente Ill y el componente IV fueron
acoplados en cada uno de los modelos de PheOH humana previamente construidos,
utilizando la metodologia de acoplamiento molecular semirigido. En ella, la estructura
molecular del receptor fue tratada como rigida y los ligandos como moléculas flexibles

con un numero de enlaces rotables activos que oscilan entre 1y 5.

Las estructuras quimicas de los ligandos, excepto para el componente IV, fueron
extraidas de la base de datos PubChem 9, El identificador de estructura Gnica (CID, por
su siglas en inglés) para BH4 y el componente Ill corresponde a 1125 y 272925,
respectivamente. Para el caso particular del componente IV, su estructura quimica fue

extraida de la estructura cristalizada resuelta por Torreblanca y col. (2012). El c4digo de

35



acceso Protein Data Bank (PDB) % corresponde a 4ANP. A la par, como parte del
proceso de aprendizaje se propuso la construccion de las estructuras quimicas para cada
molécula seguida de una optimizacion de geometrias a través del método B3LYP vy la
funcion de base 6-31+G** con ayuda de los programas GaussView 2y Gaussian 09 53],
Sin embargo, como parte del método de validacion de calculo a través de la comparacion
de tres pardmetros estructurales (entre los que se incluyen distancias de enlace, angulos
de enlace y angulos diedros) calculados frente a los determinados experimentalmente
para cada molécula, éste fall6 para los angulos diedros mostrando desviaciones estandar
poco favorables, razén por la cual se opto por utilizar sélo las estructuras cristalizadas de
rayos X.

Para asegurar la eficiencia de cada simulacion, se tomé particular cuidado en el proceso
de preparacion de las estructuras moleculares del receptor y de los ligandos. Llevandose
a cabo segun lo establecido en el manual de usuario Using AutoDock 4 and AutoDock
Vina with AutoDock Tools 4 y un video tutorial disponible en el sitio web oficial de
AutoDock Vina 591,

La interface grafica AutoDock Tools %1 se utilizé para generar los archivos de estructura
molecular (extensiéon PDBQT) necesarios para llevar a cabo cada simulacion de
acoplamiento molecular y, una vez completadas, permitié visualizar interactivamente los

resultados en tercera dimension.

La definicibn del espacio tridimensional de busqueda de posibles configuraciones
espaciales entre el receptor y el ligando conocido como mallado se determiné a raiz de
la evidencia biologica proporcionada por Torreblanca, R. y col (2012) 9, por lo que se

posiciond directamente sobre el sitio activo de la enzima.

Los parametros para cada simulacion fueron los mismos para mantener una igualdad de
condiciones al momento de analizar los resultados. ElI mallado posee un tamafio de
27,000 A3. Cuyos valores en sus ejes (X, Y y Z) se fijaron a 30 A y el espaciado
correspondi6 al valor predeterminado (0.375 A), segln lo establecido en el manual de
usuario 4. El nimero maximo de ejecuciones se fijo a 8, mientras que 9 fue el nimero

méaximo de modos de enlace a generar con una diferencia de energia maxima entre el
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mejor modo de enlace y el peor de 3 kcal/mol, criterio que permiti6 descartar cambios
significativos en la afinidad por el receptor de las soluciones seleccionadas.

Para validar el funcionamiento del programa AutoDock Vina, previo al acoplamiento de
los 21 complejos abordados en este proyecto, se realizé un re-acoplamiento del ligando
co-cristalizado de las estructuras de las entradas PDB: 1J8U y 4ANP (ver Anexo 2) para

utilizarlas como referencia en el analisis de los resultados obtenidos.

4.3 Ejecucion de simulaciones de Dindmica Molecular del dominio ACT de PheOH humana
enlazado a una molécula de L-Phe.

Una vez obtenido el modelo por homologia del dominio ACT de PheOH humana, se
efectud una optimizacion de geometria exclusivamente sobre la estructura para disminuir
la tension contenida y evitar que se colapse durante el procedimiento de preparacion para
simulaciones de dindmica molecular (DM). La optimizacion de geometria del sistema se
realiz6 en el programa WebLab Viewer Bl con un campo de fuerzas tipo Dreiden 58],

propio del programa.

Se ejecutaron dos simulaciones de dindmica molecular con una longitud de 30 y 105
nanosegundos logrando asegurar un equilibrio estructural para ambos sistemas. Se
utilizé el paquete GROMACS 4.6.5 P9y el campo de fuerzas GROMOS43A1 69, La
primera simulacion incluy6 el dominio ACT sin enlazar como sistema control. La segunda
simulacion incluy6 al dominio ACT enlazado a una molécula de L-Phe. Esta fue adjunta
a una region aproximada a la descrita por Carluccio, C. y col. (2016) 28 como supuesto

sitio de enlace del aminoacido.

Para unir L-Phe al dominio ACT, se uso la metodologia de acoplamiento molecular y el
paquete AutoDock Vina. Empleando ambas herramientas, se realiz6 un acoplamiento
molecular ciego explorando cada posibilidad de enlace del aminoacido sobre el dominio
ACT. Para lo cual se opt0 por utilizar ambas especies quimicas del aminoéacido, es decir,
su forma protonada y desprotonada. Finalmente, para obtener un archivo Unico de
estructura molecular que incluyera al complejo formado entre el dominio ACT y L-Phe

nuevamente se usaron las herramientas dispuestas en WebLab Viewer.
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El procedimiento general para la configuracion de ambas simulaciones involucré las
mismas variables para delimitar inconsistencias en los resultados. El sistema inicial fue
minimizado energéticamente con 5,000 pasos del método de maxima pendiente.
Posterior a ello, el sistema fue solvatado en una celda unitaria triclinica que contenia
moléculas de agua tipo SPC (Simple Point Charge) 61, La distancia minima entre el
modelo del dominio ACT y el borde de la celda se fijo en 12 A. No fue necesario agregar

iones de Na+ o Cl- en exceso ya que el sistema presentd una carga neta de cero.

El sistema se equilibré durante 2.5 picosegundos con restricciones en todos los atomos
del sistema para las condiciones NPR (dindmica molecular de posicion restringida), de la
misma forma ocurrié para las condiciones NVT (simulaciéon a volumen, temperatura y
namero de particulas constante) y NPT (simulacion a presién, temperatura y namero de

particulas constante) a temperatura de 300 K y una presion de 1 bar.

El algoritmo Berendsen (%2 fue aplicado para la temperatura y la presion de acoplamiento.
El método campo reactivo (Reaction-Field) (63 64 fue utilizado para calcular la contribucion
electrostatica de las interacciones no enlazantes con un corte en la distancia de 14 A para
el sistema sin enlazar y 11 A para el sistema enlazado. Ambos cortes en la distancia

también se aplicaron para las interacciones van der Waals, respectivamente.

Las trayectorias de ambas dindmicas fueron analizadas usando las herramientas de
analisis de GROMACS 4.6.5. La representaciéon grafica de las trayectorias fue

reproducida con el software Visual Molecular Dinamics 65y PyMOL [66l,

Capitulo 5. Resultados y discusién.

A continuacién, el analisis y discusién de los resultados obtenidos se presentan en orden
a la metodologia antes planteada.

5.1 Construccion de siete modelos de longitud completa para PheOH humana y un modelo

de un segmento del dominio de regulacion N-terminal correspondiente al dominio ACT.

La calidad global y local para cada uno de los modelos construidos por SWISS-MODEL,
se evalud en términos de la funcién de puntuacion QMEAN vy cuatro descriptores

estructurales estadisticos (obsérvese Tabla 3). La funcidén de puntuacion QMEAN provee
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un estimado del grado de naturaleza de las caracteristicas observadas en el modelo e
indica si éste es de calidad comparable a las estructuras experimentales en promedio.
Para evaluar la calidad de los modelos, QMEAN utiliza cuatro descriptores estructurales:
dos potenciales de interaccion de fuerza media (dependientes de la distancia) basados
en los &tomos de CP y en todos los atomos para evaluar interacciones de largo alcance,
un angulo de torsion potencial sobre tres aminoacidos consecutivos para analizar la
geometria del esqueleto local de la estructura y un potencial de solvatacion para describir

el estado de exposicion de los residuos en la estructura.

En general, la prediccion de la calidad global para la mayoria de los modelos construidos
se clasific6 como buena comparada a la de las estructuras experimentales en promedio,
ya que los puntajes asociados a QMEAN estan muy cerca del cero. Valores por encima
de cero, es decir, valores positivos indican una prediccion de la calidad mucho mas alta
que las de las propiedades descritas en las estructuras experimentales en promedio,
ejemplo de ello, son los descriptores estructurales de interaccion potencial entre todos
los tipos de atomos y energia de solvatacion.

El descriptor angulos de torsidn presentd diferencias significativas, especialmente para
los modelos de las variantes p.R261P, p.R270K y el dominio ACT. Ademas, estos
modelos también presentaron variaciones en los puntajes para cada uno de los
descriptores restantes. Por lo que es posible asociar, al menos para el caso de las
variantes, la disminucién de la prediccion de la calidad de los modelos con el efecto de la

mutacion pertinente.

Para las variantes p.F39L y p.I65T, los puntajes asociados a QMEAN y cada uno de los
descriptores estructurales estadisticos son muy parecidos entre ellos pero aln estan por
encima de los puntajes para PheOH de tipo silvestre (de aqui en adelante descrita como

PheOHwt) , también haciendo evidente un posible efecto de las mutaciones asociadas.
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Tabla 3. Estimado de calidad global para cada modelo construido por SWISS-MODEL en términos
de la funcion de puntuacion QMIEAN y cuatro descriptores estructurales estadisticos.

Interaccién Interaccioén
Modelo entre los entre todos Energia de Angulos
) QMEAN ) ) - )
construido atomos de los tipos de solvatacion  de torsién
CB atomos
PheOHwt -1.12 -0.52 0.04 0.40 -1.08
Variante -1.16 -0.59 0.16 0.44 -1.19
p.F39L ' ' ' ' '
Variante -1.22 -0.44 0.17 0.47 -1.28
p.G46S ' ' ' ' '
Variante -1.18 -0.58 0.11 0.48 11,22
p.165T ' ' ' ' '
Variante
0.L249P -1.04 -0.58 0.16 0.47 -1.08
VEUEIES -1.46 -0.52 0.14 0.55 154
p.R261P ' ' ' ' '
VELEIES 141 -0.51 0.16 0.46 -1.47
p.R270K ' ' ' ' '
Dominio ACT -1.36 -1.00 -0.77 0.11 -1.08

Por otro lado, para resaltar la prediccion de la calidad local de cada modelo, se opt6 por
utilizar un gréafico de dispersién basico. Este muestra, para cada residuo del modelo
(expresados en el eje x), la similaridad esperada frente a la secuencia blanco (expresada
en el eje y). Cada conjunto de valores estd representado con un color diferente

(obsérvese Gréfico 1).

En general, no se observan diferencias significativas en los estimados de calidad local
para cada modelo, indicando un buen ajuste con los resultados del estimado para la

calidad global.

40



Grafico 1. Estimado para calidad local para cada uno de los
modelos construidos por SWISS-MODEL
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Puntajes por debajo de 0.6 representan una prediccion de baja calidad. En PheOHwt el
0.95% de residuos present6 una similaridad de secuencia por debajo de 0.6. Para todas
las variantes, este porcentaje aument6 a 1.63%. No obstante, el Dominio ACT presenté
el mayor porcentaje de residuos (11.39%) con una similaridad de secuencia por debajo
de 0.6.

Para PheOHwt y cada una de las variantes, existen residuos que no pueden predecirse
correctamente tales como Yiss, E141 ¥ Li42, para los cuales la prediccion de su calidad
resulté ser baja (0.59, 0.54 y 0.55, respectivamente). Este hecho puede atribuirse
probablemente a la variacion existente para el descriptor angulos de torsion observada
en la evaluacion del estimado para la calidad global. Por otro lado, resulta particularmente
interesante el estimado de la calidad local para el modelo del dominio ACT. En éste, la
mayoria de los residuos que presentan una similaridad de secuencia por debajo de 0.6
estan ubicados en las estructuras de los loops (Gss, Asa, R71, L72, Ds4, Kss, Rss, Lss, R111)
y, por lo tanto, se puede inferir una posible relacion entre la movilidad incrementada de
la estructura debido a su modelado individual y, en consecuencia, la pérdida de contactos

importantes que ayuden a estabilizarla.
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5.2 Simulaciones de acoplamiento molecular entre PheOH, BH4 y dos chaperonas

farmacoldgicas.
A continuacion en las Tablas 4-7, se presentan los resultados de todos los complejos

moleculares considerados. Para cada una, los residuos en azul claro estan involucrados

en enlaces por puente de hidrégeno.

Tabla 4. Energia de afinidad de enlace e interacciones resultantes para el re-acoplamiento de las
Entradas PDB 1J8U y 4ANP.

Energia de Interacciones .
Entrada . . Interacciones
Ligando afinidad de resultantes en los 19 29
PDB . reportadas [1° 29
enlace (kcal/mol) sitios de enlace
1J8U BH4 -7.2 Sos1, F2sa, Y325, FE2428 G247, Loag, So2s1, Fosa
4ANP Componente IV 8.7 L24g, F254, P2s1, W32s, F2s54, P2g1, Y325, Waoe,

FE1428 FE1426

La evaluacion de los resultados de la Tabla 4 permiti6 asegurar exitosamente el
funcionamiento del programa AutoDock Vina. En ambas entradas PDB, se logro
reproducir la mayoria de las interacciones reportadas en la base de datos Protein Data
Bank (PDB). Para la entrada PDB 1J8U se reprodujeron dos de cuatros interacciones,
mientras que para la entrada PDB 4ANP, se reprodujeron cuatro de cinco interacciones.
En cuanto a la energia d afinidad de enlace, existe una diferencia importante entre cada
entrada PDB (~1.5 kcal/mol). Por lo que es posible inferir la importancia del nimero de
interacciones presentes en cada complejo. Ademas, la presencia de un enlace por puente
de hidrégeno entre BH4 y el residuo de Y325, parece desempefiar un papel importante
en la orientacion de la molécula de BH4 dificultando el contacto con otros residuos que

le permitan una mayor afinidad de enlace.

Para las tablas 5 y 6, la informacion arrojada para la energia de afinidad de enlace no
permite obtener informacion relevante puesto que para cada compuesto (BH4,
componente Il y componente 1V) acoplado en sus respectivos modelos 3D de PheOH
los valores no varian. Sin embargo, es importante destacar el repentino incremento del

valor de la energia de afinidad de enlace para BH4 (~1.2 kcal/mol). Asi como la
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disminucién para el componente IV de aproximadamente una 1 kcal/mol. Este
comportamiento podria verse influenciado por la presencia de enlaces por puente de
hidrégeno diferente a los presentados en el re-acoplamiento de la entrada PDB 1J8U.

Para las interacciones en el sitio de enlace en cada ligando, se observa que la presencia
de la mayoria de ellas se mantiene constante, especialmente para el caso del
componente IV, destacando ademas que cada complejo continda manteniendo cuatro de

cinco interacciones de las reportadas en la base de datos PDB.

Para BH4, las mutaciones en el dominio de regulacion N-terminal promueven la
interaccidon con un residuo de la cadena autoregulatoria de PheOH (S23), elemento que
podria alterar el desplazamiento de la secuencia autoregulatoria en el sitio activo. Este
papel se hace evidente al analizar las mutaciones en el dominio catalitico, para los cuales

la interaccion de BH4 con S23 desaparece (con excepcion de la variante pR270K).

Tabla 5. Energia de afinidad de enlace e interacciones resultantes para el docking entre BH4 y
cada uno de los modelos de PheOH humana.

Modelo Energia de afinidad de Interacciones resultantes en los sitios de
enlace (kcal/mol) enlace

PheOHwt -8.4 FE1, Sos1, Fasa, Hoea, E2s6, Y325
Variante pF39L -8.4 FE1, S2s, S2s1, Fasa, E2ss, As22, Y325
Variante pG46S -8.4 FE1, S23, Sas1, Fas4, Ho64, E286, Y325
Variante pl65T -8.3 FE1, S2s, Sas1, Fas4, E2ss, Yazs
Variante pL249P -8.4 FE1, Sos1, Fasa, E2ss, Yazs
Variante pR261P -8.4 FE1, S2s1, Fasa, E2ss, Y325
Variante pR270K -8.4 FE1, Sz, Sos1, Fasa, Hoe4, E2s6, Y325
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Tabla 6. Energia de afinidad de enlace e interacciones resultantes para el docking entre el
componente lll y cada uno de los modelos de PheOH humana.

Modelo Energia de afinidad de Interacciones resultantes en los sitios de
enlace (kcal/mol) enlace
PheOHwt -11.7 FEu1, 25, L24s, L24g, Fas4, P2s1, Hass, Wa3ze, Esso, Vare
Variante pF39L -11.7 FEu1, 25, L2as, L24ag, F2s4, P2s1, Hass, W3ze, Varg
Variante pG46S -11.7 FEu1, l25. L2as, Lo4o, Fas4, P2s1, Hass, Waze, Esso, Vare
Variante pl65T -11.7 FEx, l2s. Loas, L2ag, F2sa, P2s1, Hass, Wa3ze, E330, Varg
Variante pL249P -11.4 FEx, l2s. Loas, L2ag, Fasa, Haea, P2s1, Hass, Esso, V3a7e
Variante pR261P -11.7 FEu1, I25. L2as, Loag, Fos4, P2s1, Wa3ze, Es30, Vare
Variante pR270K -11.7 FEu1, l25. Loas, L24g, F2s4, P2s1, Hass, Waze, Varg

A diferencia de BH4 y el componente IV, no se cuenta con datos biologicos suficientes
para analizar los resultados obtenidos para el componente Ill (obsérvese Tabla 7), asi
que es importante destacar la elevada energia de afinidad de enlace resultante en cada
complejo formado. Ademas, la mayoria de las interacciones se mantienen constantes a
pesar de las mutaciones pertinentes en cada modelo. En este caso, el papel de los
enlaces por puente de hidrégeno parecer no ser significativo indicando que la cantidad

de interacciones puede estar relacionada incluso con el tamafio del ligando.

Debido a que los resultados obtenidos no fueron del todo concluyentes, lo cual puede
estar relacionado con la falta de flexibilidad en el receptor, se propuso integrar
parcialmente flexibilidad a alguno de los residuos importantes dentro de la interaccion de
BH4, para el cual existe evidencia biologica bien definida del sitio de enlace en PheOH
humana. Para lo anterior, se tom6 como muestra la variante pR270K y PheOHwt, como
muestra control. En ambos modelos, se seleccioné el residuo implicado en la mutacion,
la R270 en PheOHwt y la K270 en la variante pR270K. Los resultados para ambos

procedimientos se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 7. Energia de afinidad de enlace e interacciones resultantes para el docking entre el
componente IV y cada uno de los modelos de PheOH humana.

Modelo Energia de afinidad de Interacciones resultantes en los sitios de
enlace (kcal/mol) enlace

PheOHwt -7.6 FE1, S2s51, Fas4, P2s1, Y325, Varg
Variante pF39L -7.7 FE1, Sa2s1, Fasa, P2s1, Y325, Varg
Variante pG46S -1.7 FE1, S2s51, Fas4, P2s1, Y325, Varg
Variante pl65T -7.7 FE1, Sa2s1, Fasa, P2s1, Yazs, Vare
Variante pL249P -7.7 FE1, Sa2s1, Fasa, P2s1, Y325, Vare
Variante pR261P -7.6 FE1, So2s1, Fasa, P2s1, Yazs, Vare
Variante pR270K -7.6 FE1, Sa2s1, Fasa, P2s1, Y325, Vare

Tabla 8. Energia de afinidad de enlace e interacciones resultantes para el docking semiflexible
entre BH4, PheOH wt y la variante pR270K.

Energia de afinidad de Interacciones resultantes en los sitios de
Modelo
enlace (kcal/mol) enlace
PheOH wt -8.4 FE1, So3, Ses1, Fas4, Hoea, E2ss, Yazs
Variante pR270K -8.4 FE1, S2s, Sas1, Fas4, Ha64, E2s6, As22, Y325

Como consecuencia de integrar flexibilidad a alguno de los residuos relevantes dentro de

la interaccion de la enzima con BH4, las energias de afinidad de enlace no presenta

cambios significativos (su valor se mantiene en -8.4 kcal/mol).

Para ambos acoplamientos entre PheOHwt y la variante pR270K solo se registré una

nueva interaccion Sz3y Asz2, respectivamente. En este sentido, es importante destacar

gue la presencia de estas nuevas interacciones vaya de la mano con la ruptura del enlace
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por puente de hidrogeno antes presentado durante el acoplamiento sin flexibilidad en los
residuos del receptor. La ruptura del enlace por puente de hidrégeno podria representar
una reorientacion del ligando que, sin embargo, no resulté suficiente como para verse

reflejada en la energia de afinidad de enlace.

5.3 Simulaciones de Dinamica Molecular (DM) del dominio ACT de PheOH humana

enlazado a una molécula de L-Phe.
A continuacion en las Tablas 9 y 10, se presentan los resultados arrojados por AutoDock

Vina para el acoplamiento ciego entre el dominio ACT y ambas especies quimicas del
aminoacido fenilalanina (L-Phe). La exploracion total de la estructura tridimensional del
dominio ACT se aseguro utilizando seis mallados. Para cada mallado, las dimensiones
en sus ejes (X, Yy Z) se fijaron a 30 A, mientras que el espaciado correspondio al valor

predeterminado del programa (0.375 A).

Tabla 9. Energia de afinidad de enlace e interacciones establecidas en el complejo Dominio ACT-
L-Phe en su forma protonada.

Energia de afinidad de

No. de Grid enlace (kcal/mol) Interacciones establecidas entre el complejo
1 4.1 Ls, Teo, Re7, V74, E76
2 -4.1 K1is, L22, les, Deo
3 -4.5 E11, Szs, Ka1, Eas
4 -4.5 E11, Sss, Ka1, Eas, Yas
5 -4.5 le, F7, Ka1, Eus
6 -4.0 Ls, Teo, l63, Re7, V74
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Tabla 10. Energia de afinidad de enlace e interacciones establecidas en el complejo Dominio
ACT-L-Phe en su forma desprotonada.

No. de Grid Energia de afinidad de Interacciones establ_ecidas entre el
enlace (kcal/mol) complejo
1 -3.9 Ls, Ks3, Rs4, Lss, Ps7
2 -4.3 R21, L22, Deg
3 -4.4 Kis, R21, L22, lss, Dsg
4 -4.2 E11, Sas, Ka1, Ka2, Daz, Eas, Yas,
5 -4.2 le, Ka1, Eas, Fa7, H7s
6 -4.1 Teo, Re7, V74, E76

Nota. Para ambas tablas, los residuos en azul oscuro representan las interacciones compatibles con las reportadas por Carluccio, C.

y col., 2016. Los residuos en azul claro estan involucrados en enlaces por puente de hidrégeno.

La determinacién del complejo méas favorable para la ejecucion de las simulaciones de
dinamica molecular se baso en tres criterios ordenados de menor a mayor de acuerdo a

su prioridad:

» Energia de afinidad de enlace.

= NuUmero de interacciones presentes en el complejo de acuerdo con las reportadas
por Carluccio, C. y col. (2016) [?8 (discutidas en la seccién “Antecedentes
tedrico/experimentales”).

* Localizacion del aminoacido dentro del complejo formado, de tal forma que al
superponerse en el homotetramero de PheOH humana, éste se encontraria
ubicado en la interface entre los dominios de regulacion N-terminal de la subunidad

Ay catalitico de la subunidad B.

A diferencia de los complejos formados entre el dominio ACT y su correspondiente
especie quimica del aminoacido dentro de los mallados 1, 2, 3y 6, los mallados 4y 5
se ajustaron mejor a cada criterio sefalado, especialmente con el tercero, para el cual

la mayoria fall6. Sin embargo, al analizar detenidamente la posicion de L-Phe en el
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sobre la estructura del dominio ACT se observo que para el mallado 5 en ambos

complejos, el aminoacido se ubicaba del lado contrario a lo esperado descartando

completamente esta posibilidad (obsérvese Illustracion 7).

llustracion 7. Comparacion de la localizacion del aminodcido L-Phe sobre el dominio ACT para el
mallado 4 y 5, respectivamente. A y C para complejo formado con la forma protonada del
aminodcido. By D para el complejo formado con la forma desprotonada del aminodcido.
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Por otro lado, de entre ambos complejos resultantes para el mallado 4, aunque la energia
de afinidad de enlace y el nimero de interacciones presentes de acuerdo con las
reportadas por Carluccio, C. y col. (2016) 28 no mostraron diferencias importantes, al
analizar la contribucion de los enlaces por puente de hidrogeno en la orientacion de la
cadena bencil del aminoacido sobre la estructura del dominio ACT se determiné que el
complejo formado con la forma protonada de L-Phe se asimilaba mas al complejo
obtenido por Carluccio, C. y col. (2016) [?8 (regrese a llustracion 6) y, por lo tanto, aquel

seria el apropiado para realizar la correspondiente simulacién de dinamica molecular.

El paquete GROMACS ofrece una amplia variedad de herramientas que permiten dirigir
el analisis personalizado del sistema o sistemas de interés. Para ilustrar claramente los
resultados obtenidos a partir de este estudio, se usaron dos conjuntos de datos
importantes tales como la desviacion de la media cuadratica (RMSD, por sus siglas en
inglés) y el comportamiento conformacional, ambos conjuntos de datos dependientes del

tiempo.

El RMSD, comunmente utilizado como un indicador de la estructura hacia un estado de
equilibrio, permitié observar que el sistema sin enlazar (comprendido Unicamente por el
modelo tridimensional del dominio ACT) logro alcanzar el equilibrio estructural (obsérvese
Grafico 2) y, por lo tanto, el analisis para su comportamiento conformacional resultaria de

interés relevante dentro de la comparacion para el sistema enlazado.

En el Gréfico 2, que representa la trayectoria del sistema a lo largo del tiempo, se puede
observar la transicion de dos estados en el sistema incluso alcanzado el equilibrio
estructural aproximadamente a los 60,000 picosegundos. El primer estado en el sistema
se presenta entre 30,000 y 55,000 picosegundos mientras que el segundo estado se
presenta a partir de los 55,000 picosegundos. El alcance del equilibrio estructural del
sistema se ve reflejando por la fluctuaciéon constante de la trayectoria del sistema

alrededor de un valor unico del RMSD, aproximadamente a los 2.9 nm.

Para identificar la transformacion que lleva al sistema a alcanzar el equilibrio estructural,
se realizo un andlisis de las fluctuaciones de la estructura secundaria del sistema a lo
largo del tiempo (obsérvese Grafico 3). En el grafico puede identificarse un cambio

estructural importante involucrando los primeros 25 y 30 residuos del sistema
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(correspondientes a los residuos 59-64 ubicado en el Loop 2 del modelo de dominio ACT).
El cambio estructural se presenta durante el intervalo 15,000-30,000 picosegundos y se
observa la transicién de la estructura hoja B a una estructura desordenada (colil). La
misma transicion parece presentarse dos veces mas a lo largo de la simulacion una
alrededor del intervalo 45,000-60,000 picosegundos Yy la ultima alrededor del intervalo
80,000 y 100,000 picosegundos. Dentro del mismo gréfico también se pueden observar
dos cambios estructurales mas que involucran los primeros 10 residuos del sistema. El
primer cambio estructural involucra la transicion de una estructura Bend a una estructura
de giro (coil), mientras que el segundo cambio estructural involucra la transicion de una
estructura 3-Hélice a una estructura Puente 3. Sin embargo, estos cambios estructurales
a menudo pueden considerarse de interés menor ya que los extremos del sistema suelen

relacionarse con una mayor frecuencia de fluctuaciones.

Gréfico 2. Fluctuaciones del RMSD a lo largo del tiempo para el sistema
sin enlazar (comprendiendo Unicamente el esqueleto de la estructura).
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Grafico 3. Fluctuaciones de la estructura secundaria
a lo largo del tiempo del sistema sin enlazar.
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En lo que respecta al sistema enlazado, el andlisis de las fluctuaciones del RMSD
(obsérvese Grafico 4), durante los primeros 5,500 picosegundos pueden observarse
ligeras fluctuaciones dentro de la trayectoria del sistema que después mas o menos
estabilizan la estructura aproximadamente a los 10,000 picosegundos. Esto ultimo da la
percepcion de que el sistema alcanzé el equilibrio estructural aproximadamente a un
RSMD de 1.1 nm. Sin embargo, las fluctuaciones de la trayectoria del sistema alrededor

de este valor aun varian significativamente. De ahi que es correcto inferir que el sistema
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apenas alcanzo el equilibrio estructural, y por lo tanto, la extension de la simulacion

resultaria relevante.

Gréfico 4. Fluctuaciones del RMSD a lo largo del tiempo para el sistema
enlazado a una molécula de L-Phe en su forma protonada
(comprendiendo Unicamente el esqueleto de la estructura).
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Ahora bien, durante la mayor parte de la fase de equilibrio del sistema enlazado la
molécula del amino&cido se movio en promedio 10 Adel lugar predispuesto por el método
de acoplamiento molecular ciego, distancia que se mantuvo incluso al inicio de la fase de
produccién. Sin embargo, para el final de la fase de produccion de la simulacion, la
distancia promedio incrementé mas de 3 veces (es decir, 30 A). De estas observaciones,
por lo tanto, se puede inferir que la molécula de L-Phe no provoca efecto alguno sobre la

dinamica general de la estructura del dominio ACT ya que no hay interaccion directa entre

ellas.

Un andlisis de las fluctuaciones de la estructura secundaria a lo largo del tiempo para ese

sistema (obsérvese Grafico 5), pudo confirmar que se comporta de forma similar al
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sistema sin enlazar evidenciando asi el nulo efecto de la molécula de L-Phe sobre la
dinamica general de la estructura del dominio ACT. En el gréfico 5, pueden observarse
dos cambios estructurales, el primero en el intervalo 2,500-5,000 picosegundos y el
segundo en el intervalo 10,00-13,000 picosegundos, justo cuando el sistema comienza a
estabilizarse (~10,000 picosegundos). Ambos cambios estructurales involucran
nuevamente a la estructura de hoja B de los residuos 25 a 30 del sistema
(correspondientes a los residuos 59-64 ubicados en el Loop 2 del modelo del dominio

ACT), mismos que sufren una transicién hasta una estructura desordenada (coil).

Gréafico 5. Fluctuaciones de la estructura
secundaria a lo largo del tiempo del sistema
enlazado a una molécula de L-Phe en su
forma protonada.
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Previo a las dos simulaciones aqui presentadas también se llevé a cabo una simulacién
de dindmica molecular de 30 nanosegundos para un sistema sin enlazar. Este sistema
correspondio al proceso descrito al inicio de la metodologia, aquel obtenido a partir del
modelado molecular por homologia de secuencia y la optimizacion de geometria con el
programa WebLab Viewer. Asi que el sistema sin enlazar y enlazado sometido a
simulacion de dinamica molecular durante 105 y 30 nanosegundos, respectivamente,

derivaron de este sistema anterior (al cual lamamos sistema cero).

El sistema cero logré alcanzar el equilibrio aproximadamente a los 10,000 picosegundos
(obsérvese Grafico 6). Las fluctuaciones de la trayectoria alrededor de los 0.25y 0.23 nm
del RMSD indica la transicion de dos estados en la proteina a lo largo de los 20, 000
nanosegundos restantes de la simulacion.

Gréfico 6. Fluctuaciones del RMSD a lo largo del tiempo para el sistema
cero (comprendiendo Unicamente el esqueleto de la estructura).
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Para identificar la transicion entre los dos estados del sistema que se observan en la
trayectoria, se recurrio al analisis de las fluctuaciones de la estructura secundaria a lo

largo del tiempo (obsérvese Gréfico 7). De acuerdo al Grafico 7, puede observarse sélo
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un cambio estructural durante los primeros 2,500 picosegundos. Este cambio estructural
nuevamente involucra los primeros residuos 25 a 30 del sistema (correspondientes a los
residuos 59-64 ubicados en del Loop 2 del modelo de Dominio ACT). El cambio
conformacional inicia con una transicion de una estructura de hoja B, pasa a una
estructura a-hélice y termina en una estructura desordenada (coil). Durante los siguientes
7,500 nanosegundos la hoja B intenta restaurarse hasta finalmente lograrlo, alrededor de
los 10,000 picosegundos, exactamente cuando la estructura secundaria de todo el
sistema alcanza el equilibrio estructural. Asi que la transicion entre los estados
observados en la trayectoria del Grafico 6, se reduce a la estabilizacion de la hoja B, que

solo incluye la transicién entre una estructura de hoja B y una a-hélice.

Grafico 7. Fluctuaciones de la estructura
secundaria a lo largo del tiempo del sistema

cero.
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Hasta este punto, los resultados arrojados por el sistema cero permiten corroborar los
resultados obtenidos por Carluccio, C. y col. (2013) 271, en el que la regién del Loop 2 del
modelo del dominio ACT sufrio un cambio conformacional de una estructura desordenada
(coil) a una lamina B resultando finalmente en la elongacion de la lamina B2 (obsérvese
llustracién 8). Sugiriendo que esta trasformacion podria ser el cambio conformacional
mas importante y estable dentro de la dinamica general del dominio ACT, ademas de que

es necesaria para que la estructura del dominio ACT alcance el equilibrio estructural.

llustracion 8. A) Estructuras del dominio ACT al inicio (verde) y al final (lila) de la simulacidon de
DM. Imagen obtenida de Carluccio, C. y col. (2013) 271, B) Estructuras del dominio ACT al inicio
(café) y al final (azul) de la simulacion de DM del sistema cero. Elaboracion propia con ayuda del
programa UCSF Chimera. El cambio conformacional previamente descrito se sefiala dentro del
circulo rojo.
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Capitulo 6. Conclusion.

Las conclusiones mas relevantes se resumen en los siguientes puntos:

— La utilizacion de la técnica modelado molecular de proteinas basado en homologia
de secuencia, permitio obtener buenos modelos tridimensionales representativos
de la forma silvestre y seis mutantes de la enzima fenilalanina hidroxilasa humana.
La evaluacion de la calidad de los modelos obtenidos se realizo en términos de la

funcion de puntuacion QMEAN vy cuatro descriptores estructurales estadisticos.

— En general, la utilizacion de la técnica computacional de acoplamiento molecular
semirigido dentro de la identificacidon de los determinantes moleculares que
modularan la interacciébn entre diferentes modelos representativos PheOH
humana y dos chaperonas farmacolégicamente activas, no arrojaron resultados
concluyentes. Por lo que resulta interesante recurrir a técnicas computacionales

alternativas que permitan resolver los problemas de receptor flexible.

— La realizacién de un estudio dinAmico y estructural, a través de tres simulaciones
de dinamica molecular (DM) de 30, 105 y 30 nanosegundos respectivamente,
permiti6 determinar el cambio estructural méas importante dentro del
comportamiento conformacional del dominio ACT, el cual se relacioné con la
transicion de una estructura desordenada (coil), pasando por una estructura de a-
hélice hasta llegar una lamina (8, resultando finalmente en la elongacion de la
lamina B2. Este cambio estructural involucré los residuos 59-64 ubicados en del
Loop 2 del modelo de dominio ACT. Tal transicidbn ademas parece ser necesaria
para que la estructura alcance el equilibrio e incluso una vez alcanzado, la
transicion puede observarse repetitivamente a lo largo del tiempo de simulacion

restante (tal y como lo indica la simulacion del sistema sin enlazar):
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Perspectivas.

Las perspectivas derivadas de las conclusiones ya expuestas, se enlistan como:

— Una alternativa para resolver los problemas de flexibilidad en el receptor dentro de
la primera parte de estudio de esta investigacion involucra el uso de simulaciones
de dindmica molecular, sin embargo, el hecho de no haberse desarrollado aun un
método eficiente que permita parametrizar el &tomo de Fe*? para cualquiera de los
campos de fuerza que maneja Gromacs, nos mantiene aun limitados para el

desarrollo completo de esta parte de la investigacion.

— Como ya se ha mencionado, la extensién de la simulacién de dindmica molecular
para el sistema enlazado resulta relevante en el sentido de indagar un poco mas
en la posible influencia estructural de la molécula del aminoécido fenilalanina sobre
la dinamica general del dominio ACT. Sin embargo, extender la simulacién
implicaria forzar al sistema a mantenerse enlazado a lo largo de la simulacion (de
principio a fin) y la forma de llevarlo a cabo implicaria fijar el centro de masa de

cada uno de los sistemas a dos puntos fijos dentro de la caja de simulacion.
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Anexos.

Anexo 1. Algoritmos de muestro, caracteristicas e implementacion en softwares de docking
molecular. Fuente: Xuan-Yu vy col. (2012).

Algoritmos

Caracteristicas

Implementacién en
softwares

Algoritmos de coincidencia
(Matching algorithms)

Basados en la geometria, son
Utiles para filtrado virtual (VS) y
enriquecimiento de compuestos

activos de grandes librerias debido
a su alta velocidad.

DOCK, FLOG, LibDOCK y
SANDOCK.

Construccién incremental
(Incremental construction)

Basados en fragmentos y docking
incremental.

DOCK 4.0, FlexX,
Hammerhead, SLIDE y
eHiTS.

Monte Carlo

Busqueda estocastica.

AutoDock, ICM, QXP y
Affinity.

Genéticos

Busqueda estocastica.

AutoDock, GOLD, DIVALI y
DARWIN.

Simulaciones de dinamica
molecular

Mayor refinamiento después de
docking.

AMBER, CHARMM,
GROMACS, etc.
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Anexo 2. Recopilacion de estructuras cristalizadas de la enzima fenilalanina hidroxilasa
desde el Protein Data Bank (PDB). Fuente: Elaboracién propia basada en Marie, G., & Harris,

E. (2014).
Entrada . Método de Resolucion o ] Fechade
Organismo . Dominios Ligandos ) y
PDB resolucion A liberacion
] ] Regulatorio,
Rattus Difraccién de )
5DEN . 2.9 catalitico, Fe3* Febrero, 2016
norvegicus rayos X ) L
oligomerizacion
Homo Difraccién de Regulatorio, ]
4ANP ) 211 . Fe3*, 3Ql Abril, 2012
sapliens rayos X catalitico
Homo Difraccién de . Noviembre,
1TDW ) 2.1 Catalitico Fe3*
sapiens rayos X 2004
Homo Difraccién de . Fes3*, Noviembre,
1TG2 ) 2.2 Catalitico
sapiens rayos X qBH2 2004
Homo Difraccion de » Fe2* BH4,
1KWO ) 25 Catalitico Enero, 2003
sapiens rayos X TIH
o Fe?, :
Homo Difraccion de » Septiembre
IMMK ) 2.0 Catalitico BH4, TIH,
sapiens rayos X 2003
SO4
Homo Difraccién de _ Fe2*,BH4, Septiembre20
IMMT ) 2.0 Catalitico
sapiens rayos X NLE, SO4 03
Homo Difraccion de )
138T i 1.7 Catalitico Fe? Mayo, 2002
sapiens rayos X
Homo Difraccion de .
1J8U ] 15 Catalitico Fe?*, BH4 Mayo, 2002
sapiens rayos X
Homo Difraccion de . Fes3*, .
1LRM ) 2.1 Catalitico Junio, 2002
sapiens rayos X gBH2
Homo Difraccion de , Fe’,
1DMW ) 2.0 Catalitico Marzo, 2000
sapiens rayos X gBH2
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Homo Difraccion de .
1PAH ) 2.0 Catalitico Fe3* Enero, 1999
sapiens rayos X
Rattus Difraccion de Regulatorio, i
1PHZ . 2.2 . Fe3* Abril, 1999
norvegicus rayos X catalitico
Rattus Difraccién de Regulatorio, i
2PHM . 2.6 . Fe3* Abril, 1999
norvegicus rayos X catalitico
Homo Difraccién de . )
3PAH ] 2.0 Catalitico Fes*, XDE  Abril, 1999
sapiens rayos X
Homo Difraccién de _ )
4PAH ) 2.0 Catalitico Fe3*,LNR  Abril, 1999
sapiens rayos X
Homo Difraccion de ) .
5PAH ) 2.1 Catalitico Fe3*,LDP  Abril, , 1999
sapiens rayos X
Homo Difraccion de ) .
6PAH ) 2.15 Catalitico Fe3*, DAH  Abril, 1999
sapiens rayos X
Homo Difraccién de Catalitico,

2PAH 3.1 Fes+

. . o Octubre, 1999
sapiens rayos X oligomerizacion

68



Anexo 3. Resumen de caracteristicas para las variantes de PheOH humana estudiadas.
Fuente: Elaboracion propia basada en Erlandsen, H. y col. (2002) y Trunzo, R. y col. (2016).

Otras mutaciones

- . . Fenotipo
Mutacion descritas en la Contactos estructurales/comentarios p
. L Metabdlico
misma posicion
Se encuentra dentro del parche hidrofobico
. L . Desde
localizado en el dominio de regulacion N- . .
. . L | . fenilcetonuria
F39L Ninguna terminal. La sustitucién por un residuo de Leucina
. moderada a
(L) puede cambiar la estructura del parche y clasica

desestabilizar al dominio completo.

Se encuentra dentro del parche hidrofébico
localizado en el dominio de regulacion N-

Fenilcetonuria

G46S Ninguna terminal. La sustitucion por un residuo de Serina moderada a
se relaciona con la pérdida de la activacion clasica
dependiente de fenilalanina.
Se encuentra dentro del parche hidrofébico
. L - Desde
localizado en el dominio de regulacidon N- . .
. . o . . fenilcetonuria
165T Ninguna terminal. La sustitucién por un residuo Treonina
. . . moderada a
puede distorsionar el empaquetamiento del ..
. o clasica
parche hidrofébico.
Es un residuo de enlace para BH4 y esta
; o Desde
localizado en el loop Ca6/CB1. La sustitucion por fenilcetonuria
L249P L249F un residuo de Prolina puede afectar la formacién
. . . moderada a
de la estructura secundaria de PheOH e impedir L
clasica
el enlace del cofactor BH4.
Se encuentra en el loop Co6/CB2. Interactua con
Q304 ¥ T23ga través de enlaces por puente de Desde
hidrogeno. Un itucién romper fenil nuri
R261P R2610 drégeno. Una su.s.t tucién puede rompe estqs enilcetonuria
enlaces, desestabilizar la estructura secundaria moderada a
en el sitio activo y potencialmente interferir en la clasica
formacién dimero/tetramero,
Esta localizado al lado del canal que lleva al sitio Desde
activo. Una sustitucién puede afectar la actividad ) .
. . . . . fenilcetonuria
R270K Ninguna catalitica de la enzima y, simultaneamente,
. moderada a
puede ser responsable de cambios estructurales clasica

gue podria afectar la estabilidad en general.
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