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Resumen y Abstract IX

Resumen

Uno de los mecanismos responsables de resistencia bacteriana a antibidticos tipo
guinolonas en Pseudomonas aeruginosa es el relacionado con mutaciones en el gen
gyrA que codifica la subunidad A de la enzima ADN girasa (topoisomerasa Il) de la

bacteria, diana terapéutica de esta familia de antibidticos.

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio computacional de la interaccién de
antibidticos tipo quinolonas con la enzima ADN girasa, con el fin de acercarnos a
comprender desde un punto vista estructural la resistencia antibiética observada en

cepas de Pseudomonas aeruginosa.

En primer lugar se construyé un modelo computacional de la estructura terciaria de la
subunidad A nativa de la enzima girasa de Pseudomonas aeruginosa, lo que fue llevado
a cabo con base en su homologia con la proteina de Escherichia coli (cédigo de acceso
2Y3P) y mediante el uso de tres plataformas computacionales (SWISS-MODEL,
MODELLER y I-TASSER). En segundo lugar se generaron modelos de la estructura
terciaria de tres formas mutantes de la proteina (Thr83lle, Asp87Asn y Asp87Gly)
siguiendo el mismo procedimiento. Finalmente, utilizando la técnica de acoplamiento
molecular (docking) se estudié la interaccion de todos los modelos tedéricos con

antibioticos tipo quinolonas (acido nalidixico, ciprofloxacina y levofloxacina).

El acoplamiento molecular mostré que los antibiéticos interactian con todos los modelos
de proteinas a través de un sitio de unién comdn a ellos, con la Unica excepcién de
levofloxacina que se une a un bolsillo de union diferente en el modelo Asp87Asn.
Aunque el bolsillo de union se mantendria en la mayoria de las estructuras estudiadas,
los antibioticos se unen con distintas orientaciones (‘poses” a los distintos modelos

estudiados, lo cual genera interacciones con otros aminoacidos de la proteina.

Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, quinolonas, estudio computacional,
interacciones proteina-ligando, acoplamiento molecular, modelado por homologia, ADN
girasa, SWISS-MODEL, MODELLER, I-TASSER.
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Abstract

One of the mechanisms responsible for bacterial resistance to quinolone antibiotics in
Pseudomonas aeruginosa is the one related to mutations in the gyrA gene encoding the
A-subunit of bacterial DNA gyrase enzyme (topoisomerase Il), a therapeutic target of this

family of antibiotics.

The aim of this work was to carry on a computational study of the interaction between
guinolone antibiotics and the DNA gyrase enzyme in order to understand from a structural
point of view the antibiotic resistance observed in clinical isolates of Pseudomonas

aeruginosa.

First a computational model of the tertiary structure of the native subunit-A of gyrase
enzyme of Pseudomonas aeruginosa was constructed, which was carried out based on
its homology to the protein of Escherichia coli (access code 2Y3P) and by the use of
three computer platforms (SWISS-MODEL, MODELLER and I-TASSER). Secondly,
models for the tertiary structure of three mutant forms of the protein (Thr83lle, Asp87Asn
and Asp87Gly) were generated by following the same procedure. Finally, by using the
molecular docking technique the interaction between all of these theoretical models and

quinolone antibiotics (nalidixic acid, ciprofloxacin and levofloxacin) was studied.

The molecular docking showed that antibiotics interact with all protein models through a
common binding site to these, with the only exception of levofloxacin that binds to a
different binding pocket in the Asp87Asn model. Although the binding pocket would
remain in most structures studied, antibiotics bind with different orientations ("poses") to
the different models studied, which generates interactions with other amino acids of the

protein.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, quinolones, computational study, protein-ligand
interactions, molecular docking, homology modeling, DNA gyrase, SWISS-MODEL,
MODELLER, I-TASSER.
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Introduccioén

A lo largo de los ultimos decenios, la mayoria de las bacterias patdgenas han
desarrollado resistencia a uno o mas antibioticos, lo que representa un enorme problema
de salud publica a nivel mundial (OMS, 2014). Dentro de los patégenos que generan
preocupacién por parte de la Organizacion Mundial de la Salud se encuentra la
Pseudomonas aeruginosa, una bacteria oportunista que afecta especialmente a
pacientes inmunocomprometidos como aquellos que padecen fibrosis quistica,
guemaduras severas, infecciones urinarias e intra-hospitalarias, entre otras (EIkin vy
Geddes, 2003; Pier et al, 1996).

Nuestro grupo de investigacion ha venido trabajando por afios con pacientes afectados
de fibrosis quistica (Malambo et al, 2008; Rodriguez-Escobar et al, 2009), una
enfermedad de origen genético que en muchos casos predispone a infecciones
pulmonares recurrentes cuyo resultado fatal ocurre a causa de la presencia de

Pseudomonas aeruginosa (Elkin et al, 2003).

Entre los antibiéticos mas utilizados para el tratamiento de las infecciones pulmonares y
otras mediadas por Pseudomonas aeruginosa (en adelante P. aeruginosa) esta el grupo
de las quinolonas, en especial ciprofloxacina, por su bajo costo, facil administracion, y
buena respuesta terapéutica. Esta familia de antibidticos ejerce su accion al inhibir la
enzima ADN girasa, una proteina clave en el proceso de replicacién del ADN (Gutiérrez y
Lopez, 2001).

Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias han desarrollado mdultiples mecanismos de
resistencia a antibiéticos, incluyendo sistemas de expulsién del farmaco, hidrélisis del
antibiético, mutaciones en las enzimas diana, entre otros (Hooper, 1998; Van Bambeke et
al, 2005; Ruiz, 2003). En cuanto a la resistencia a quinolonas, uno de los mecanismos
descritos se relaciona con mutaciones en el gen gyrA, que codifica la subunidad A de la
enzima ADN girasa, existiendo una regiéon conocida como Region determinante de

resistencia a quinolonas o Region QDRD por sus siglas en inglés (aminoacidos 67-106



de la proteina) donde se concentran muchos de los cambios mutagénicos (Heddle y
Maxwell, 2002).

En nuestro grupo de investigacion hemos observado que los aislados clinicos de P.
aeruginosa provenientes de pacientes con fibrosis quistica muestran un ndamero
significativamente mayor de cepas resistentes a ciprofloxacina al compararlos con
aislados de pacientes sin fibrosis quistica (Gomez y Malambo, 2002; Caldera, 2010;
Baena-Del Valle et al, 2014), lo que incrementa la morbmortalidad de la enfermedad y los
costos asociados al tratamiento farmacolégico que conlleva la recuperacién de los

pacientes (Henwood et al, 2001).

En un grupo de 30 aislados clinicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes con
fibrosis quistica, la resistencia a ciprofloxacina se relacion6 con las mutaciones Thr83lle,
Asp87Gly y Asp87Asnh en GyrA (Caldera, 2010), lo que coincide con lo descrito por otros
autores quienes han descrito cambios mutagénicos en los codones 83 y 87 de gyrA
(Drlica et al, 2008).

Con base en lo anterior, nos surge la siguiente pregunta: ¢Cuales son los
determinantes estructurales de la interaccion Quinolona-Enzima ADN girasa que

permitan explicar la resistencia observada con ciprofloxacina?.

Este trabajo representa un primer esfuerzo hacia el intento de responder esta pregunta.
En particular, con este trabajo se pretende contribuir al estudio de las bases estructurales
gue nos permitan explicar la resistencia de Pseudomonas aeruginosa observada frente a
ciprofloxacina y, mas adelante, frente a otras quinolonas. Este estudio nos permite
proyectar trabajos previos de nuestro grupo a partir de lo realizado con pacientes
afectados de fibrosis quistica, avanzando en el conocimiento basico que se requiere para

llegar a desarrollar nuevos farmacos con actividad antibiotica.

El presente proyecto contribuye también a la formacion de recurso humano a nivel de
maestria, y fortalece los programas de postgrado del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia. Se trata de un trabajo con cierto grado de originalidad
e innovacion al predecir la estructura tridimensional de una proteina cuya estructura
terciaria no se conoce (subunidad A de ADN girasa de P. aeruginosa, en adelante
también leida como ADN girasa A) y luego utilizar dicha estructura para predecir las

interacciones que se establecen con antibiéticos de tipo quinolonas.



Objetivos
Objetivo general:

Realizar un estudio computacional de la interaccién de antibiéticos tipo quinolonas con su

enzima blanco ADN girasa de Pseudomonas aeruginosa

Objetivos especificos:

e Proponer un modelo tedrico de la estructura terciaria de la enzima ADN girasa

nativa de Pseudomonas aeruginosa.

e Proponer un modelo tedrico de la estructura terciaria de versiones mutadas de la

enzima ADN girasa de Pseudomonas aeruginosa

e Estudiar la interaccion molecular entre antibiéticos tipo quinolonas y los diferentes
modelos estructurales propuestos para la enzima ADN girasa de Pseudomonas
aeruginosa.






1. Marco Teoérico

1.1. Pseudomonas aeruginosa:

1.1.1 Caracteristicas generales:

La Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una bacteria Gram-negativa, aeroébica,
perteneciente a la clase de la Y-proteobacterias y familia Pseudomonadaceae, segun
andlisis filogenético basado en homologia de secuencia del rARN 16S (Stanley et al,
2007); secreta una gran variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso),
fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente) y piorubina (rojo pardo) (Figura 1-1A)
(Merino, 2007; Martinez, 2007). Este patégeno oportunista de individuos
immunocomprometidos posee una notable versatilidad nutricional que le permite utilizar
alrededor de 80 compuestos como fuente de energia y carbono (Hgiby et al, 2008). Tiene
ademas la capacidad de crecer en condiciones aerobias o anaerobias dependiendo del
tipo de sustrato que constituya el ambiente en el que se encuentre (Stanley et al, 2007).
Tiene una temperatura Optima de crecimiento entre 30 y 37°C, pero puede sobrevivir y
multiplicarse en casi cualquier ambiente, incluyendo aquellos con elevado contenido de
sales, y en un rango de temperaturas comprendido entre 20 - 42 °C o superiores
(Martinez, 2007).

La P. aeruginosa puede presentar tamafios de 1,5 a 5 um de largo y un diametro de 0,5 a
1,0 um. La mayoria de células de P. aeruginosa presentan un Unico flagelo polar que les
permite tener movilidad respondiendo a estimulos quimicos (quimiotaxis), asi como
desplazarse para localizar bajas concentraciones de sustrato (Figura 1-1B) (Stanley et al,
2007; Li et al, 2007). Por otra parte se ha observado que en algunos aislados este

microorganismo puede llegar a tener hasta dos o tres flagelos.
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Figura 1-1: Colonias de P. aeruginosa en aislados clinicos. A) Pigmentaciones producidas por
P. aeruginosa sobre agar Mueller Hinton, (28 °C y 48 h de incubacién). Imagen tomada de
Merino (2007). B) Electromicrografia en la cual se aprecia el flagelo que presenta.

A B

En lo que respecta a la morfologia de la colonia, pigmentos secretados y propiedades de
motilidad, pueden existir heterogeneidades entre las diferentes cepas, ya que en general
son caracteristicas que pueden ser alteradas dependiendo de las condiciones bajo las
cuales se encuentre la bacteria. Dichas alteraciones pueden llegar a evidenciarse en
casos en los cuales hay crecimiento de biopeliculas (biofilm) (Martinez, 2007), donde
generalmente estos cambios morfoldégicos son acompafnados de otros a nivel fenotipico
gue contribuyen a la persistencia y sucesos patogénicos resultantes, por ejemplo, a la
sobreproduccion de alginato, que ha sido relacionado con el incremento de la resistencia

a antibioticos y adherencia a células epiteliales (Yahr y Parsek, 2006).

1.1.2 Problematica de P. aeruginosa:

La P. aeruginosa es el patégeno oportunista humano mas importante de su género,
reconocido a nivel mundial por ser una fuente comun en las infecciones adquiridas en la
comunidad, por la generacion del 50% de las pulmonias bacterianas nosocomiales, asi
como por la morbimortalidad asociada por el inicio de respuestas inflamatorias (Van y
Iglewski, 1998) especialmente en pacientes inmunocomprometidos, tales como aquellos

individuos afectados de fibrosis quistica (FQ), SIDA o en aquellos pacientes con



Capitulo 1 7

guemaduras severas, ulceraciones o abrasiones mecanicas. (Elkin y Geddes, 2003; Pier
et al, 1996).

La inmunodeficiencia del huésped permite que las cepas con baja patogenicidad tengan
la capacidad de invadir tejidos, incrementando la virulencia de éstas aun cuando son
poco patdgenas. Esta afectacién inmune combinada con la elevada incidencia de cepas
resistentes a los antibioticos, hace que el tratamiento de las infecciones causadas por
este patdgeno se convierta en un serio reto médico (Martinez, 2007; Hgiby et al 2008).

En el caso de las infecciones respiratorias cronicas asociadas a pacientes con FQ, se
presenta una elevada colonizacion bacteriana en los esputos, sin embargo, los
microorganismos son muy poco invasivos, no citotéxicos y raramente progresan a
infecciones sistémicas. Por otra parte, debido a que estas infecciones pueden persistir
durante décadas, acaban generando un grave deterioro del epitelio pulmonar del
paciente (Hirakata, 2003; Lyczak et al, 2000).

La cronicidad en este tipo de infecciones se debe principalmente a las adaptaciones que
presenta P. aeruginosa por lo cual resulta complejo el tratamiento de las infecciones
producidas por este microorganismo. Lo anterior sumado al hecho de que se posea una
limitada existencia de agentes antimicrobianos efectivos complica alin mas el panorama

de los pacientes infectados por este patégeno.

1.1.3 Patogenicidad y Virulencia de P. aeruginosa:

Este pat6geno oportunista se caracteriza por infectar el tracto pulmonar, urinario, tejidos
como la cérnea, la piel, heridas, e incluso sangre (Kang et al, 2005), en la mayoria de los
casos aprovechando las condiciones de salud de los individuos, causando dermatitis,
altas fiebres, foliculitis, bacteremias y neumonias en pacientes con FQ que pueden

comprometer la vida del paciente (Stanley et al, 2007; Li et al, 2007).

A pesar del gran conocimiento de factores de virulencia asociados con P. aeruginosa,
esta bacteria rara vez infecta a personas inmunocompetentes o con tejidos intactos. Esto
refleja la poca capacidad de esta bacteria de colonizar o dafiar epitelios, y explica como

la pérdida de la integridad epitelial, especialmente con un declive de la funcién
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inmunoldgica, es normalmente un prerrequisito para las infecciones por este patégeno

oportunista (Driscol y Kollef, 2007).

La cronicidad y severidad de este tipo de infecciones se deben principalmente a las
adaptaciones especificas de P. aeruginosa a las vias respiratorias de los pacientes con
FQ, que incluyen formacién de biofilms, formacién de capsulas polisacéaridas y la pérdida
de la expresion de muchos genes asociados a la virulencia, incluyendo flagelos,
exotoxinas o el antigeno O, entre otros, como también a las condiciones ambientales y el

estado de la respuesta inmune del paciente (Martinez, 2007; Leclerc et al, 2000).

La destruccion tisular asociada a P. aeruginosa también puede ser atribuida a las
elastasas que hidrolizan la elastina, el colageno e incluso las inmunoglobulinas y algunos
componentes del complemento. Ademas las exoenzimas Sy T son toxinas extracelulares
gue producen dafios en las células epiteliales con el objetivo de facilitar la diseminacion
de las bacterias, la invasion tisular y la necrosis, contribuyendo a la destruccion de los
tejidos (Martinez, 2007; Shibuya et al, 1991).

Por otra parte las P. aeruginosa se caracterizan por producir una gran variedad de
toxinas importantes, las cuales pueden en muchas ocasiones inducir la muerte de
células, e incluso hidrolizar proteinas estructurales de los tejidos. La toxina mas potente
es la exotoxina A, la cual ademas de poseer actividad inmunodepresora, inhibe la
sintesis proteica en las células eucariotas una vez se ha unido al receptor presente en
ellas; su expresién esta inducida por las condiciones limitantes de oxigeno que se
encuentran en el huésped y esta posiblemente implicada en la dermatonecrosis que tiene
lugar en las quemaduras o en el dafio tisular en las infecciones pulmonares crénicas
(Martinez, 2007; Hamood et al, 2004).

Aunque la patogenicidad de P. aeruginosa es multifactorial, el sistema de secrecion tipo
Ill, es el mayor determinante de virulencia. Este sistema de secrecion es comun en
muchos patégenos Gram-negativos, y funciona transportando toxinas directamente
desde la bacteria adherida a la célula eucariota. En las infecciones respiratorias
humanas, este sistema de secrecidén se asocia a un incremento de riesgo de mortalidad

de hasta seis veces (Jain et al, 2004), aunque en el medio ambiente juega un papel
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importante en la supervivencia de este microorganismo tanto en el suelo, como en el
agua. Este sistema de secrecibn se expresa en respuesta a diversas sefales
ambientales (Pukatzki et al, 2002), incluyendo bajas concentraciones de Ca*?, las cuales
permiten el transporte de cuatro toxinas (Exo S, Exo T, Exo U y Exo Y) implicadas en la
inhibicién de la fagocitosis, la promocién de destruccion tisular y el retardo de la curacién
de heridas (Martinez, 2007; Vallis et al, 1999).

1.2. Antibioticos del tipo quinolonas:

1.2.1.Estructura quimica:

El término quinolona deriva de quinolina, el nlcleo aromético presente en los alcaloides
de la quina y otros antipaltdicos clasicos, ya que de éste deriva la estructura basica de
todas ellas. Las quinolonas son un grupo de agentes antimicrobianos sintéticos que
surgieron a partir de modificaciones estructurales del nucleo béasico del acido nalidixico
(Figura 1-2A) (Gutiérrez, 2004). Su estructura base es la 3-carboxi- 4-oxo-1,4-
dihidropiridina asociada a un benceno u otra piridina para formar los biciclos naftiridona y

guinolona respectivamente (Figura 1-2B) (Zhanel et al, 2002).

Figura 1-2: A) Nucleo basico de los antibiéticos tipo Quinolonas. B) Estructura base y biciclos
derivados. Imagen tomada de Estrin et al (2002).
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Ry R, Trovafloxacina Levofloxacina

Para que la molécula presente actividad bactericida, la piridona debe presentar un

nitrégeno en posicion 1, un carboxilo en posicion 3 y un grupo carbonilo en posicion 4.
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Estos dos ultimos grupos funcionales son necesarios para la interacciéon con el ADN
bacteriano (Gutiérrez, 2004).

Durante la década de los ochenta, ocurrié tal vez la contribuciébn mas importante con la
introduccion de la norfloxacina. Este farmaco contiene cambios estructurales en las
posiciones 6 y 7 y con la introduccién de &tomos de fldor y la presencia de una piperazina
respectivamente, lo cual significé un cambio radical en las posibilidades terapéuticas del
grupo (Gutiérrez, 2004), dando origen a su vez a farmacos como norfloxacina, ofloxacina,
ciprofloxacina, entre otros, los cuales presentaron mejoras tanto en actividad bioldgica
como en propiedades farmacocinéticas (buena absorcion oral y amplia distribucion
tisular) (Zhanel et al, 2002). Por ello, a partir de la década siguiente y hasta la actualidad,
la familia de las quinolonas ha crecido en forma importante a expensas de los
compuestos 6-fluoderivados (Andersson y MacGowan, 2003; Estrin et al, 2002). El
sustituyente fldor en el C-6 incremento tanto la penetracion celular (1 a 70 veces) como la
inhibicion de la enzima blanco ADN girasa (2 a 17 veces) comparado con anteriores
moléculas que no poseian esta sustitucion. Por otra parte, la integracién de un grupo
bésico en la posicion C-7 aumentd la actividad inhibitoria de la ADN girasa, asi como la
potencia, la solubilidad y otras propiedades fisicoquimicas.

Frente a P. aeruginosa, la ciprofloxacina es la mas activa de las fluoroquinolonas. Las
diferencias en las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) tipicas de la ciprofloxacina
son de dos a ocho veces menores que las de levofloxacina o de quinolonas mas nuevas

como moxifloxacina y gatifloxacina (Zhanel et al, 2002; Bauernfeind, 1997).

No obstante, a pesar de las grandes expectativas que cada nueva molécula ha generado,
varias han quedado en el camino, algunas por desinterés comercial, falta de aplicacion
terapéutica, aparicion de resistencia o debieron ser retiradas del mercado farmacéutico

por efectos toxicos importantes (Emmerson y Jones, 2003).

1.2.2.Relacidon estructura actividad:

La Relacion Estructura-Actividad (SAR) de los antibidticos tipo quinolona muestra

ademés que (Andersson y MacGowan, 2003; Domagala, 1994) (Figura 1-3):
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El anillo de piperazina desempefia un papel en la inhibicién de los mecanismos de

eflujo, mejorando la potencia del farmaco.

El agregado alquilico o cicloalquilico en la posicién 1 mejora la actividad global de

la molécula.

Los grupos de las posiciones 3 y 4 son esenciales para el paso de las moléculas
antibioticas de este tipo al interior bacteriano y para la union con las

topoisomerasas.

La sustitucion con fldor en la posicion 6 origina los derivados conocidos como
fluorogquinolonas, los cuales son los mas eficaces del grupo por su potencia y por

su control sobre la ADN girasa.

Los ciclos en la posicion 7 cambian la farmacocinética y mejoran el espectro
antibiotico: la piperazina facilita la permeabilidad hacia el interior bacteriano,
mientras que las pirrolidinas o grupos mas complejos, tipo el azabiciclo, mejoran
la actividad contra los gérmenes Gram-positivos. Los agregados éter en la

posicién 8 son fundamentales para actuar contra gérmenes anaerobios.

Figura 1-3: Relacion entre la estructura quimica y la accion farmacoldgica de las quinolonas.
Imagen tomada y modificada de Andersson y MacGowan (2003).
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Una vez en el interior bacteriano, las quinolonas interactian con los dominios del
conférmero activo de las topoisomerasas, es decir, con los dominios generados después
de la formacién del complejo ADN-Topoisomerasa. El resultado de esta uniéon es una
estructura estable que genera una inhibicién de la sintesis de ADN y ARNm y mantiene
abierta la estructura del ADN en varios puntos. A partir de este punto, las razones por las

cuales que se produce la muerte bacteriana son especulativas (Engelberg et al, 2004).

1.2.3. Mecanismo de accion de las quinolonas:

Las quinolonas son antibiéticos que actian inhibiendo su enzima blanco (las
topoisomerasas bacterianas). Las topoisomerasas son las enzimas que actlan sobre la
topologia del ADN ya sea enrollando el ADN con el objetivo de almacenar la informacion
de manera compacta o desenrollandolo para el proceso de replicacién. De acuerdo a lo
anterior, se agrupan en dos tipos o familias: Las topoisomerasas tipo Il (ADN girasa) y las
topoisomerasa tipo IV. Las quinolonas inhiben a las topoisomerasas tipo Il, encargadas
de generar la separacion de las dos cadenas de ADN de manera transitoria. Estas
enzimas son indispensables en la sintesis del ADN, manteniendo el adecuado estado de
superenrrollamiento del acido nucleico e interviniendo en procesos como la transcripcion,
iniciacion y elongacion durante la replicacion del ADN en las regiones del cromosoma en
las que ocurre la replicacion (Hawkey, 2003), conservando la topologia y funcionalidad de
este acido nucleico. Estas enzimas son ATP-dependientes y catalizan la reaccién de
relajacion, superenrrollado, catenacion y decatenacion de las hebras del ADN. En este
sentido las quinolonas interrumpen la reproduccion bacteriana y la replicacién,
bloqueando la actividad de la subunidad A de la ADN girasa bacteriana (Gutiérrez y
Lépez, 2001).

La ADN girasa es un heterotetrAmero compuesto por dos subunidades A y dos
subunidades B (A2-B2), las cuales estan codificadas por los genes gyrA y gyrB,
respectivamente (Figura 1-4A) (Nollmann et al, 2007). Esta enzima se caracteriza por ser
la Unica topoisomerasa conocida con la capacidad de generar enrollamientos negativos
en acidos nucleicos, ademés de catalizar reacciones de desenrrollamiento del ADN, sin
embargo, su accion como decatenasa es pobre (Figura 1-4B) (Drlica y Zhao, 1997;

Hawkey, 2003). Como resultado sus funciones fisiolégicas son la separacion de las



Capitulo 1 13

cadenas de ADN hijas posterior al proceso de replicacion, ademas de separar catenenos

y nudos resultantes de procesos de recombinacion (Drlica y Zhao, 1997).

Figura 1-4: Composicién de la ADN girasa y mecanismo de accion. (A). La ADN girasa es un
heterotetramero compuesto por dos monémeros de subunidades A (azul) y dos de subunidad B
(amarillo). (B) (1) En primer lugar, la ADN girasa se une a un duplex de ADN por la region
denominada fragmento G (del inglés "gate”). (2-3). La unién del ATP a los dos dominios N-
terminales los aproxima. El cambio conformacional provoca la incisién del fragmento G en ambas
hebras y la unién de otro diplex de ADN, el fragmento T. (4-5) A continuacién el fragmento T
atraviesa el hueco en el fragmento G dirigiéndose a la parte inferior de la enzima. La hidrélisis del
ATP devuelve a la enzima a su estado inicial con el fragmento G adn unido. Imagen tomada de
Nollmann et al (2007).
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La accion inhibitoria del antibidtico depende de su concentracion efectiva en el citosol
bacteriano, sin embargo, para alcanzar las dianas terapéuticas las fluoroquinolonas
necesitan atravesar la membrana externa en bacterias Gram negativas y posteriormente
la membrana citoplasmatica, para ello en algunos casos las moléculas mas hidrofilicas
pueden atravesarla por medio de las porinas y las mas hidréfobas lo hacen por difusion a

través de las membranas (Rodriguez-Martinez, 2005).

Una vez en el interior de la célula las quinolonas interactian con los complejos que se
forman entre el ADN vy las topoisomerasas Il y IV, creando alteraciones conformacionales
gue resultan en la inhibicibn de la actividad enzimatica normal. La enzima queda
atrapada en el complejo farmaco-enzima-ADN (Figura 1-5) (Hooper, 2001). Estas
interacciones crean un "cerrojo" a las topoisomerasas, las cuales no pueden efectuar el
movimiento (impulsado por ATP) para separar las hebras de ADN, inhibiendo la
replicacién, al desarrollar una barrera fisica que impide el movimiento de la horquilla de
replicacion, ARN polimerasa y ADN helicasa (Froelich-Ammon y Osherroff, 1995; Hooper,
2001).

Figura 1-5: Formacién del complejo ADN - quinolona. Hipotéticamente, la quinolona forma un
guelato con el ion Mg2+, de ese modo se produce un complejo estable. Imagen tomada de Serra
(2008).
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1.3. Antibioticos del tipo quinolonas:

La P. aeruginosa es naturalmente resistente a una gran variedad de familias de
antibidticos debido principalmente a la presencia de una membrana externa poco
permeable, a la presencia de B-lactamasa de amplio espectro inducibles y a un sistema
de bombas de expulsion activa de antimicrobianos. Ademas, este patdgeno tiene una
elevada capacidad para adquirir resistencia mediante diversos mecanismos a los
antibiéticos, generando una preocupacion a nivel mundial por la aparicion de cepas
resistentes a mdltiples farmacos en aislados de P. aeruginosa que complican el
tratamiento y la evolucion de pacientes infectados (Rodriguez-Martinez, 2005; Lee et al
2005).

En la actualidad se conocen ocho mecanismos de resistencia bacteriana, los cuales
pueden coexistir en una misma bacteria e interactuar de forma sinérgica, incrementando

significativamente los niveles de resistencia antibidtica (Figura 1-6) (Coates et al, 2002).

Figura 1-6: Mecanismos de resistencia antibidtica presentada por bacterias. Imagen tomada y
modificada de Coates et al (2002).
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Sin embargo, de todos los mecanismos de resistencia establecidos, se han descrito
cuatro para el caso de las quinolonas, de los cuales tres son cromosémicos y uno

transmitido por plasmidos (Estrin et al, 2002; Hooper, 2001):

Mutaciones en los genes que codifican las topoisomerasas bacterianas 1l y V.

2. Disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana por alteraciones en la
expresion de proteinas de la membrana externa (porinas).

3. Excrecién activa del antimicrobiano por sobre-expresion de sistemas de
expulsién.

4. Resistencia mediada por plasmidos.

En cuanto al primero, es el mas importante de resistencia a quinolonas en P. aeruginosa.
Mutaciones en los genes que codifican para las subunidades A y B de la ADN girasa
(Hooper, 1998). Se ha descrito que cambios en los aminoacidos pertenecientes a
cualquiera de estas subunidades serian causantes de la resistencia observada. Cambios
en la subunidad A de la ADN girasa, en una regién conocida como Regién Determinante
de la resistencia a Quinolonas (QDRD por sus siglas en inglés), localizada entre los
aminoacidos 67 y 106 (Heddle y Maxwell, 2002), se han relacionado con un aumento de
aproximadamente 20 veces en la resistencia antibiética. Las mutaciones en los
aminoacidos 67, 81, 82, 83, 84, 87 y 106 de la subunidad A han demostrado ser
responsables del desarrollo de resistencia a quinolonas en E. coli (Ruiz, 2003), mientras
gue para P. aeruginosa se ha podido determinar que la resistencia se presenta con una
mayor incidencia y efecto cuando se presentan mutaciones en los aminoacidos Thr83lle,
Asp87Gly y Asp87Asn de la misma subunidad como se muestra en algunos estudios

presentados en la tabla 1-1.
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Tabla 1-1: Mutaciones observadas en asilados clinicos de P. aeruginosa.
Antibiético(s) | Mutacién* Descripcién del estudio Referencia
ciprofloxacina Thraalle Ubicacion: Japén; Numero de aislados: 160; Mutacion
ofloxacina ASD87TVr mas frecuente: Thr83lle. Se reportaron adicionalmente | Yonezawa et
norfloxacina As pSYAZn tres tipos de mutaciones dobles: Thr83lle y AspGly87; al, 1995
tosufloxacina P Thr83lle y Asp87Asn; Thr83lle y Asp87His.
Thr83lle | Ubicacién: Francia; Numero de asilados: 30. Mutacién Mouneimné et
ciprofloxacina Asp87Gly | mas frecuente: Thr83lle (90%). al 1999
ciprofloxacina Thr83lle | Ubicacién: Europa; Nimero de asilados: 58. Mutacion
levofloxacina Asp87Tyr | mas frecuente: Thr83lle. Higains et al
clinafloxacina Asp87Gly 992003 '
trovafloxacina Asp87His
gatofloxacina | Asp87Asn
cibrofloxacina Thr83lle | Ubicacién: Corea; Niumero de asilados: 102. Mutacién
P Asp87Asn | méas frecuente: Thr83lle. En este estudio, se reporto | Lee et al, 2005
GIn106Leu | una nueva mutacién, GIn106Leu.
Thra3lle Ubicacién: Polonia; Numero de asilados: 73, 25
ciorofloxacina | Asp87Asn (34,25%) presentaron resistencia a ciprofloxacina. | Wydmuch et
P Asp87G| Mutacion mas frecuente: Thr83lle (16/25). En este al, 2005
b y estudio, se reporté una nueva mutacion, GIn106Leu.
ciprofloxacina Thrs3lle Ubicacion: Canada; Numero de asilados: 150. | Hansen et al,
levofloxacina Mutacién mas frecuente: Thr83lle. 2006
cibrofloxacina Thr83lle Ubicacion: Chile; Nomero de asilados: 25. Mutacion | De la Fuente
P més frecuente: Thr83lle. et al, 2007
Thr83lle Ubicacion: Alemania; Numero de asilados: 22, 12 de
Asp87ASN pacientes con Fibrosis Quistica (FQ) y 10 de
ciprofloxacina ThF;SSVaI pacientes sin FQ. Se encontr6 que el 91% | Henrichfreise
P Asp87His presentaban mutaciones en GyrA. Se encontré que el et al, 2007
Asp87GI mecanismo més frecuente fue la sobreproduccion de
P y MexXY-OprM.
Ubicacién: Japén; Numero de asilados: 114, 22
Thr83lle (19.3%) presentaron resistencia a levofloxacina.
levofloxacina ASD8TTVr Mutacion mas frecuente: Thr83lle (48/114). Se Matsumoto,
Asp87 Agn detectaron adicionalmente tres mutaciones en parC 2012
P (Ser87Leu, Ser87Trp y Glu91Arg) detectadas solas o
en combinaciones.
Ubicacion: Libano; Numero de asilados: 38. Mutacion
mas frecuente: Thr83lle (19/38). Uno de ellos
presenta una nueva mutaciéon (His80Arg), 8 (21,05%)
ciprofloxacina T_hr83||e cepas tenian una mutacién adicional en el gen parC Salma et al,
His80Arg . 2013
(Ser80Leu). Una de estas cepas tenia dos nuevas
mutaciones no reportadas anteriormente GIn84Asp,
Ala85Gly.
Thr83lle | Ubicacién: Taiwan; Numero de asilados: 232, 178
Asp87Tyr | (76.7%) presentaron resistencia a ciprofloxacina Wana et al
ciprofloxacina Asp87Gly | Mutacién mas frecuente: Thr83lle. 2314 '
Asp87His
Asp87Asn

* Mutaciones en la subunidad A de ADN girasa relacionada con resistencia al antibidtico (s) estudiado (s)
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En cuanto al segundo mecanismo, se refiere a una forma de resistencia que consiste en
la pérdida de porinas por parte de la célula bacteriana; las porinas son proteinas
presentes en la membrana externa de las bacterias Gram negativas que se encargan de
transportar sustancias al interior de la célula (Peleg y Hooper, 2010). P. aeruginosa tiene
por lo menos tres porinas: OprB, OprP/O y OprD (Martinez, 2007). La proteina OprD fue
identificada inicialmente como la porina que se pierde cuando aislados clinicos de P.
aeruginosa se hacen resistentes a antibidticos B-lactamicos; se caracteriza por ser el
homologo en P. aeruginosa de la porina OmpF de E.coli, la ausencia o disminucién de la
expresion de esta proteina en cepas de E. coli mutantes esta relacionada con una
disminucion de la sensibilidad a algunas quinolonas (Van Bambeke et al, 2005). Todas
las quinolonas pueden cruzar la membrana externa a través de las porinas, pero
solamente las mas hidrofébicas pueden atravesar la capa lipidica. Las alteraciones en la
expresion de porinas, sobretodo de OmpF, o mutaciones, suponen una disminucion en la
entrada de la quinolona a la célula, aunque otros antimicrobianos y sustancias puedan
ser afectadas (Van Bambeke et al, 2005). La porina OmpC en E. coli y las Ompk35 y
Ompk36 en Klebsiella pneumoniae, homélogas de OmpF y OmpC, han sido también
descritas como implicadas en la resistencia a quinolonas. Este mecanismo de resistencia
generalmente permite el paso de cierta cantidad del antimicrobiano, por lo tanto su
entrada no es evitada completamente; por esto, la resistencia resulta de la combinacion
de fallas en la permeabilidad de la membrana sumado a otros mecanismos de resistencia
(Van Bambeke et al, 2005).

Con respecto a los sistemas de expulsién activa, conocidos también como mecanismos
de extrusién, es un mecanismo comun en especies de Gram positivas y Gram negativas
(méas complejos en las segundas por las caracteristicas estructurales de la pared celular).
Esta forma de resistencia dependiente de energia es debida a la presencia de antiportes
acoplados al gradiente de H* que genera la cadena respiratoria; por consiguiente, es
propia de bacterias aerobias. Estos sistemas de expulsion activa consisten en
transportadores multifarmaco codificados por genes cromosémicos enddgenos que
pueden transportar una amplia variedad de sustratos, incluyendo antimicrobianos como
quinolonas, anfenicoles, aminoglucdsidos, betalactamicos, macroélidos, tetraciclinas, que
a su vez impiden que se alcancen las concentraciones terapéuticas requeridas en el

citosol (Poole, 2005; Rodriguez-Martinez, 2005). La resistencia a quinolonas, en especial
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a las fluoroquinolonas (farmacos mas efectivos dentro del grupo de las quinolonas para el
tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa resistentes), también es resultado
de la disminucion de la acumulacion del farmaco al interior de la célula bacteriana. (Ruiz,
2003).

En gérmenes Gram-negativos estos sistemas de expulsién activa pertenecen a la
superfamilia RND (resistencia, nodulacion y division celular, como el AcrAB-TolC de E.
coli o el MexABOprM de P. aeruginosa) sin equivalentes eucariotas, pero capaces de
extruir muchos compuestos toxicos para las bacterias. Los componentes RND estan
formados por tres estructuras asociadas que se extienden desde la membrana interna
hacia la externa, atravesando ambas y el espacio periplasmico (Rodriguez-Martinez,
2005). El componente interno (bomba) se asemeja a los transportes MFS (facilitadores
mayores de la extrusion, como el Pmr de S. pneumoniae y NorA de S. aureus) ya que
tiene 12 segmentos transmembranales pero con extensos dominios extracelulares; en
cambio el externo es una proteina trimérica canalicular con estructura en tonel semejante
a las porinas. El componente medio no ha sido aun caracterizado pero es necesario para
el funcionamiento eficiente del sistema RND. Todas estas proteinas estan codificadas por
genes organizados en operones bajo el control de los regulones marAB y soxRS. La
diferente cantidad de genes que codifican estos sistemas en las distintas especies es a la
vez factor causal e impacto de esta forma de resistencia. Sin embargo, en gérmenes
multirresistentes se ve ademas sobreexpresion de los transportadores por mutaciones de
sus promotores que afectan la tasa de transcripcion. Por ello, estos mecanismos han
cobrado importancia en los ultimos afios, dado que su expresion en cepas con grados
intermedios de resistencia por polimorfismo puede potenciarla notablemente (Van
Bambeke et al, 2005; Rodriguez-Martinez, 2005).

Con respecto al mecanismo de resistencia mediada por plasmidos, se ha descrito que
aumenta la resistencia de 4 a 8 veces (Martinez et al, 1998; Rodriguez-Martinez, 2005) y
complementa a los otros mecanismos de resistencia ya descritos (Tran y Jacoby, 2002).
Actualmente no se han descrito mecanismos de resistencia mediados por plasmidos en
bacterias Gram-positivas, pero si se ha observado este mecanismo en bacterias
Gramnegativas tales como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. El mecanismo en si
esta mediado por un gen plasmidico llamado gnr (del inglés “quinolone resistance”)

(Martinez et al, 1998). El gen gnr parece no tener efecto en la acumulacion de quinolona
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intracelular, ni genera la inactivacion del antibidtico. Mediante ensayos de
superenrrollamiento, se ha estudiado el efecto directo generado por la proteina Qnr; al
menos in vitro, Qnr protege a la ADN girasa de la inhibicién por parte de ciprofloxacina
(Robicsek et al, 2006) y parece que la Topoisomerasa IV (diana secundaria de las
guinolonas) también se protege de la accién de estos antibiéticos por Qnr. La proteina
Qnr pertenece a la familia de pentapéptidos repetidos, en la cual se encuentran las
proteinas McbG y Mfpa que guardan homologia con Qnr. McbG protege a la ADN girasa
del efecto inhibitorio de algunas quinolonas (Jacoby et al, 2003). Por otra parte, la
expresion del gen mfpa tiene como resultado un incremento de 4 a 8 veces en la CMI a
ciprofloxacina en Mycobacterium segmentatis mientras que la inactivacion del mismo

genera un incremento de la susceptibilidad a ciprofloxacina (Montero et al, 2001).

1.4. Acoplamiento molecular (Docking):

Dentro de los métodos computacionales en el estudio de moléculas con potencial
farmacoldgico se encuentra el acoplamiento molecular, el cual a partir de modelos
tridimensionales permiten predecir la conformaciéon que asumiria preferiblemente una
molécula al estar unida a otra en la conformacion de un complejo estable. Estos métodos
pueden estar basados en la estructura de una proteina diana como por ejemplo
receptores, y se puede realizar un acople con una molécula prototipo con el fin de
determinar y optimizar la unién del ligando a dicha proteina diana (Kontoyianni et al,
2004). A partir del complejo generado por el acople de un ligando a un receptor en 3D se
puede llegar conocer la orientacion y la conformacién preferida del ligando, la cual a su
vez puede ser utilizada para predecir la afinidad o fuerza de asociacion de la interaccién
generada en dicho complejo a partir de funciones de puntuacién (Lyne, 2002; Oprea y
Matter, 2004).

El acoplamiento molecular es un término general que engloba métodos tedricos y
técnicas computacionales para modelar, imitar y predecir el comportamiento de
moléculas cuando interactian entre si. Las técnicas y métodos utilizados se encuentran
en un amplio rango de campos de la fisica incluyendo la termodindmica, mecénica
clasica, mecéanica estadistica, mecanica cuantica, fisica matematica y ciencia de

materiales, la quimica computacional y la bioquimica para el estudio de sistemas
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moleculares (Lui et al, 2011).

El modelado de la interaccién de un farmaco con su receptor representa un reto complejo

debido a dos razones fundamentales:

La intervencién de multiples fuerzas energéticas involucradas en dicha interaccion
molecular, incluyendo fuerzas hidrofébicas, de van der Waals, enlaces de
hidrégeno e interacciones de tipo electrostético, entre otras. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que cada una de éstas interviene generando uniones
mas o0 menos fuertes; dentro de las principales fuerzas de union se encuentran a
las interacciones hidrofobicas (Nadendla, 2004).

Los multiples grados de libertad permitidos dentro de la generacion de los
modelos de interaccion, asi como de las condiciones de desarrollo de las mismas
(Nadendla, 2004).

En el proceso de acoplamiento molecular se requiere:

Tener la estructura tridimensional del ligando que brinde las caracteristicas

adecuadas para el posterior proceso de acoplamiento molecular.

Poseer la estructura o el modelo tridimensional de la proteina diana o blanco
molecular obtenida por metodologias como RMN, cristalografia de rayos X o

métodos computacionales (Kontoyianni, 2004).

Determinar el sitio de union del ligando dentro de la proteina definiendo un
espacio tridimensional conocido como grid o rejilla, en el cual el ligando pueda
moverse libremente y tomar las posiciones energéticamente favorables. Este grid
puede abarcar la proteina completa o una porciéon especifica dependiendo de si

se conoce 0 no el sitio especifico de unién del ligando en la proteina diana.

Generar las diferentes conformaciones tridimensionales que puede tomar el
ligando dentro de la proteina diana, con el fin de identificar la geometria correcta

(Pose) con la cual el ligando se acopla (Kontoyianni, 2004).
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» Realizar la prediccion de la afinidad de la unién entre el ligando y la proteina diana
por medio de funciones de puntuacion, las cuales permiten identificar las
orientaciones del ligando con mayor afinidad a su blanco molecular (Kontoyianni,
2004).

Dentro de los programas computacionales implementados para el modelamiento
molecular se pueden encontrar diferentes opciones que presentan una alternativa para el
desarrollo y avance investigativo. Sin embargo, el andlisis puntual para la determinacién
del programa adecuado para realizar el proceso depende en su totalidad de los
requerimientos establecidos inicialmente en cuanto a los sustratos sobre los que se
plantea realizar el proceso. Actualmente, a nivel académico e industrial existen diversos
programas para realizar el proceso de docking, como por ejemplo AutoDock, DOCK,
GOLD, LigandFit, FlexX y Glide, entre otros, los cuales se diferencian principalmente en
el tipo de algoritmo que cada uno emplea para explorar la superficie conformacional
accesible por el ligando al sitio de unién y las funciones de puntuacion para la
determinacion de la afinidad. (Kontoyianni, 2004).

1.5. Modelado por homologia:

El modelado comparativo de proteinas es uno de los mas empleados para la obtencion
de modelos tridimensionales; se fundamenta en la construccion de modelos de la
proteina problema a partir de proteinas molde con funciones relacionadas y estructuras
3D determinadas experimentalmente (Zhang et al, 2010). Se basa en el concepto de
evolucion molecular y supone que la similitud entre las estructuras primarias de una
proteina con otra (proteinas homélogas) implica una similitud a nivel estructural entre
estas cadenas (Santos y Bicca, 2003). Este método considera que las proteinas que
comparten el armazon principal de su estructura y la funcion de esos productos génicos
son determinadas fundamentalmente por las cadenas laterales de los diferentes
amino&cidos que las componen. De tal manera que un modelado preciso de los residuos
de la columna vertebral de la proteina puede generar una informacion crucial en la

evaluacion del célculo de las estructuras de las proteinas a modelar (Ozlem et al, 2008).
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Los métodos de modelado por homologia de proteinas implican basicamente cuatro
etapas sucesivas con diversas herramientas computacionales disponibles para cada

paso (Figura 1-7), que se describen a continuacion:

Figura 1-7: llustracion simplificada del proceso de modelado por homologia. El primer paso
involucra la recuperacion de secuencias homadlogas para la construccion de un alineamiento. Este
alineamiento servird como andamiaje en el cual el modelo se construird. El siguiente paso implica
el ajuste del alineamiento utilizando datos externos tales como informacion de la estructura
secundaria, patron conocido y las caracteristicas conservadas. Esto ayuda a crear un
alineamiento preciso, seguido por la construccion del modelo mediante un software. Este paso es
generalmente muy rapido (unos pocos minutos). Después de que el modelo se ha construido,
tiene que ser inspeccionado y refinado, en algunos casos se sigue un proceso iterativo en el que
se construye el modelo, es inspeccionado y luego ajustado, seguido por una reconstruccién del
mismo. Imagen tomada y modificada de Ozlem et al (2008).
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El primer paso del método es la identificacién de al menos una estructura tridimensional
conocida de la proteina que pueda servir como plantilla para la determinacién de la
estructura de la proteina problema. El método mas sencillo es buscar sistematicamente
uno o mas moldes adecuados en las bases de datos de estructuras de proteinas
almacenadas en formato PDB. Se puede utilizar BLAST como algoritmo de busqueda.
Estos métodos a menudo sugieren varias plantillas de candidatos (Santos y Bicca, 2003).
El ideal es identificar la plantilla (s) que tiene el porcentaje de identidad mas alto a la
diana, la resolucibn mas alta, y estructuras con (o sin) ligandos y / o cofactores

apropiados (Ozlem et al, 2008).

Si el grado de identidad entre las estructuras primarias de la proteina-molde y la proteina-
problema es igual o superior al 25% cuando el nimero de residuos es mayor que 80, hay
una gran probabilidad de que estas proteinas tengan estructuras tridimensionales
similares, y por lo tanto construir un modelo adecuado para la proteina problema (Santos
y Bicca, 2003). Sin embargo, otros autores como Rost (1999), Anderson (2003) y Levitt
(2007), recomiendan que el porcentaje de identidad entre secuencias no debe ser menor
a un 50% para realizar modelos apropiados

Cuando la identidad entre secuencias es menos de 25%, la mejor manera de abordar el
problema es utilizar métodos de compatibilidad entre secuencia y estructura "threading".
Estos métodos se basan en la evaluacion de la compatibilidad entre las estructuras
terciarias de la proteina problema y de potenciales proteinas molde. Es decir, se escoge
una proteina molde cuya estructura terciaria sea la "mas adecuada" en relacién a la

secuencia de la proteina problema (Santos y Bicca, 2003).

1.5.2. Etapa 2: Alineamiento de las secuencias de residuos:

Una vez definido el molde, se pasa al alineamiento de la secuencia problema con la
secuencia molde o plantilla. El proposito es alinear estructuralmente residuos
equivalentes, teniendo en cuenta caracteristicas estructurales comunes, tales como

elementos de estructura secundaria y residuos cataliticos (Ozlem et al, 2008).

Este paso implica la creacion de un alineamiento de la secuencia diana con la secuencia

(s) plantilla (s). Las secuencias de la proteina problema y la plantilla se pueden alinear
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con todas las secuencias relevantes recuperadas a través de diversos programas
computacionales tales como BLAST, Fasta, CLUSTAL y Muscle, entre otros (Ozlem et al,
2008).

El alineamiento puede ser optimizado manualmente. Mediante la inclusion de informacion
biolégica como el medio ambiente de solvatacion de un aminoacido, los cambios de
informacion en el alineamiento se pueden hacer por el usuario. Este tipo de informacion

no estd a menudo disponible para el programa de alineamiento. (Ozlem et al, 2008).

1.5.3. Etapa 3: Construcciéon del modelo de coordenadas vy
refinamiento:

Aunque la teoria detras de la construccion de un modelo por homologia de proteinas es

complicada, usando programas disponibles es relativamente sencillo. Varios programas

de modelizacion estan disponibles, utilizando diferentes métodos para construir las

estructuras 3D. En los métodos de correspondencia del segmento, el objetivo se divide

en segmentos cortos, y el alineamiento se realiza sobre segmentos en lugar de sobre la

proteina completa (Ozlem et al, 2008).

= Modelado de las regiones estructuralmente conservadas:

La ubicacion en el espacio tridimensional del mayor nimero posible de atomos de la
proteina problema depende del alineamiento. La construccion del interior de la proteina
problema se basa en la idea de que la conformaciéon de la estructura de la cadena
principal de la proteina molde puede ser similar a la de la proteina problema. Hay
muchos métodos de modelizacion de estas regiones conservadas. Los mas importantes
son el modelado por ensamblaje de cuerpos rigidos ("modeling by rigid-body assembly"),
modelado por apareamiento de segmentos ("modeling by segment matching") vy
modelado por satisfaccion de limitaciones espaciales ("modeling by satisfaction of spatial

restraints") (Santos y Bicca, 2003).

= Modelado de las regiones asas:

Las diferencias funcionales entre los miembros de la misma familia de proteinas son, en
general, una consecuencia de las diferencias estructurales en la superficie exterior de las

proteinas. Estas diferencias provienen de sustituciones, deleciones e inserciones de
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residuos en las cadenas de proteinas homologas, especialmente las asas, las regiones
mas expuestas de la proteina. Debido a que son estructuralmente regiones variables, las
asas generalmente determinan la especificidad de las proteinas, contribuyendo a la
estructura de los sitios de unién. Por lo tanto, el modelado de las regiones asas es un
paso esencial en la generacién de modelos de proteinas por homologia (Santos y Bicca,
2003).

El modelado de las asas puede ser visto como un problema en el plegamiento de
proteinas. La conformacion de un segmento de la cadena polipeptidica se debe obtener
de su secuencia. Las asas, sin embargo, suelen ser pequefias y esto provoca
distorsiones de plegado dificiles de evaluar a priori. Por otra parte, la conformacién de un
segmento dado (asas) esté influenciada por el resto de la estructura de la proteina. En
otras palabras, la conformacion de los bucles debe tener una baja energia interna y no
interactuar de manera adversa con el resto de la proteina. Debido a estas
complicaciones, la modelizacion de las asas es sin duda la etapa mas dificil de la
prediccion de los modelos de proteinas. Por lo tanto, es en estas regiones que la
probabilidad de errores de modelado es mayor (Santos y Bicca, 2003).

= Modelado de las cadenas laterales:

Como en el caso de las asas, la conformacién de las cadenas laterales también se
modela a partir de datos estéricos y energéticos de estructuras similares obtenidas
experimentalmente. El modelado se realiza con la ayuda de base de datos de rotameros
permitidos de cadenas laterales (xn) derivado de estructuras terciarias del PDB de alta
resolucion. La Figura 1-8 define esquematicamente el angulo de torsion de las proteinas

implicadas en el andlisis (Santos y Bicca, 2003).
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Figura 1-8: Definicion de angulos de torsion de la cadena principal (¢ y g) y cadenas laterales
(xn). Imagen tomada de Santos y Bicca (2003).

X2 X3 Xa e

El uso de "bibliotecas" de las cadenas laterales de proteinas permite la estimacién de la
probabilidad de cada cadena lateral para asumir una conformacion particular (xn) en
funcién de la conformacién de los angulos de la cadena principal (@ y ¢) y el tipo de
residuo. La precision aproximada del método es 82% para el angulo diedro x1 y de 72%
para los diedros X1 y X2, tomados simultdaneamente. Esta precision se consigue, por

pares de estructuras que comparten 30 a 90% de identidad. (Santos y Bicca, 2003).

El modelo inicial puede tener angulos de enlace y longitudes subdptimas. Tales
deficiencias pueden ser ajustadas por un procedimiento de minimizacién de energia, pero
una dificultad es que se mueven atomos hacia un minimo local, que puede no ser el

minimo global sobre todas las conformaciones posibles (Ozlem et al, 2008).

= QOptimizacién del modelo generado:

Después de la construccién del modelo de la proteina problema es necesario optimizarlo.
Las interacciones desfavorables entre 4&tomos no enlazados, energias de torsion y
angulos de enlace son optimizadas por mecanica molecular. Como regla general, esta
optimizacion no puede ser extensiva, ya que puede desviar el modelo de su proteina-
molde. En consecuencia, las medidas de optimizacion y validacién del modelo se deben

realizar de forma simultanea (Santos y Bicca, 2003).


http://www.scielo.br/pdf/qn/v26n2/14998.pdf
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1.5.4. Etapa 4: Validacion del modelo:

La validacion es un paso esencial que se puede realizar en diferentes niveles de
organizacion estructural. Se debe evaluar la calidad de la conformacion global de la
proteina, posibles errores estructurales en regiones localizadas y pardmetros
estereoquimicos (Santos y Bicca, 2003).

Como la calidad del modelo depende en gran medida de la estructura de la proteina
molde utilizada, es necesario que esta Ultima haya sido obtenida con una buena
resolucion y un factor-R satisfactorio. Es preferible usar como plantillas estructuras cuya

resolucion sea igual o menor a 2.0 A (Santos y Bicca, 2003).

El primer requisito que una proteina correctamente modelada debe cumplir es tener una
estructura terciaria satisfactoria. Su calidad depende de la proteina elegida como molde o
plantilla y del alineamiento calculado. Es importante comprobar si existen grandes
diferencias conformacionales inexplicables entre los elementos de estructura secundaria
(regiones conservadas) de la estructura molde y la estructura modelada (Santos y Bicca,
2003).

La calidad estereoquimica del modelo es de fundamental importancia. El programa mas
utilizado en la evaluacion de los parametros estereoquimicos, PROCHECK, evalla las
longitudes de enlace, angulos planos, planaridad de las cadenas laterales de los anillos,
su quiralidad, conformaciones de las cadenas laterales, planaridad de los enlaces
peptidicos, angulos de torsion de la cadena principal y de la cadena lateral, impedimento
estérico entre pares de atomos no ligados y la calidad del grafico de Ramachandran (El
grafico de Ramachandran es particularmente til porque define los residuos que se
encuentran en las regiones energéticamente mas favorables y desfavorables y orienta la
evaluacion de la calidad de los modelos tedricos o experimentales de proteinas) (Santos
y Bicca, 2003).

También es necesario evaluar las interacciones entre la estructura modelada y el medio
(esencialmente agua). En este tipo de analisis se puede utilizar el programa
WHATCHECK, que da informacion sobre la formacion de regiones hidrofobicas,

accesibilidad de residuos y atomos a moléculas de disolvente (agua), distribucién
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espacial de grupos ibnicos, distribucion de las distancias atémicas y enlaces de
hidrogeno de la cadena peptidica principal. En el mismo contexto, el programa PROSAII
evalla el ambiente de cada aminoacido de la proteina modelada (validacion localizada),
teniendo como referencia al entorno de las proteinas analogas de alta resolucion (Santos
y Bicca, 2003).
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2. Materiales y Métodos

El presente trabajo corresponde a un estudio computacional de tipo descriptivo y

analitico.

2.1. Materiales:

2.1.1.Equipos:

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizé un equipo TOSHIBA Satellite S55-A
Intel (R) Core (TM) i7-4700MQ CPU @ 2.40 GHz x64. Ram 8,00 GB con sistemas

operativos Windows XP, 7, 8 y Linux.

2.2. Metodologia:

En el diagrama a continuacion (Figura 2-1) se muestra la estrategia general
implementada en el presente estudio para la generacién de los modelos de interaccion

molecular entre quinolonas y la enzima ADN girasa A:
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Figura 2-1: Secuencia metodoldgica del estudio computacional

[ S e i | | st i o
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Modelado y optimizacion de la estructura Generacion de modelos 3D
terciaria de la enzima ADN girasa nativa de los ligandos
de P. aeruginosa

— \l/ : Optimizacion de modelos 3D
Modelado y optimizacion de la estructura de los ligandos generados
terciaria de versiones mutadas de la

enzima ADN girasa de P. aeruginosa

Generacion del complejo
ligando-receptor

Vv

2.2.1. Modelado de la estructura terciaria de la enzima ADN girasa
nativa de P. aeruginosa:

Para poder modelar la estructura tridimensional de la enzima blanco se tomé la
secuencia de aminoacidos de la subunidad A de la enzima ADN girasa de P. aeruginosa
cepa PAOL1L de la base de datos Pseudomonas Genome Database (Winsor et al, 2011;
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Stover et al, 2000). Esta secuencia corresponde exclusivamente a la subunidad A de la
enzima,; se hace claridad que en este trabajo se modeld sélo una de las dos subunidades

de la enzima (la subunidad A).

Con base en la secuencia seleccionada se buscaron proteinas homaélogas mediante un
alineamiento local utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignament Search Tool)
en su modalidad BLASTP (protein BLAST) cuyo algoritmo permite para comparar

secuencias de aminoacidos (Altschul et al, 1990).

Una vez realizado el proceso de alineamiento se seleccionaron las proteinas que
presentaron el mayor porcentaje de identidad y cuyas estructuras tridimensionales
estuviesen elucidadas y reportadas en la base datos del Protein Data Bank (Berman et
al, 2000).

Las estructuras 3D seleccionadas se descargaron de la base de datos del Protein Data
Bank vy fueron utilizadas luego para la construccion del modelo computacional de la
estructura terciaria de la subunidad A de la enzima girasa de P. aeruginosa. Este proceso
se efectudé mediante programas computacionales de distribucién o acceso libre, basados
en analisis de homologia de secuencias aminoacidicas. Los programas que se utilizaron

fueron:

SWISS-MODEL: Es un servidor totalmente automatizado para el desarrollo de modelos
proteicos estructurales basados en homologia (Schwede et al, 2003; Bordoli et al, 2009).
El servidor se alimenté con la secuencia de aminoacidos de la proteina problema y el
archivo de la estructura 3D en formato PDB de la proteina molde. Se utilizaron

pardmetros por defecto en la plataforma on line.

La calidad de los modelos desarrollados con esta plataforma computacional se evalué
mediante la funcién de puntuacion QMEAN4, que es una funcidbn compuesta por una
combinacion lineal de cuatro descriptores estructurales que utilizan potenciales
estadisticos (Benkert et al, 2008):

» La geometria local, la cual es analizada por un angulo potencial de torsiobn que
involucra mas de tres aminoécidos consecutivos.
» Dos potenciales de interacciobn dependientes de la distancia son utilizados para

evaluar las interacciones de largo alcance:
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= El primer potencial a nivel de residuos basada solamente en 4&tomos de C-
beta
= Y el segundo potencial a nivel de todos los &tomos.
= Un potencial de solvatacion analiza el estado de inmersién de los residuos en el

modelo.

La comparacion de los valores otorgados a los diferentes descriptores permite evaluar y
comprender las diferencias en calidad existentes entre los modelos generados (Benkert
et al, 2011).

Finalmente, el valor generado como “QMEAN4” representa una medida de la calidad
absoluta de un modelo, proporcionando una estimaciébn de las caracteristicas
estructurales observadas en un modelo y describiendo la probabilidad de que un
determinado modelo sea comparable en términos de calidad a las estructuras
experimentales. Para este pardmetro, se espera que los modelos de baja calidad posean
puntajes QMEAN4 bajos (Benkert et al, 2011).

La estimacion del valor promedio de calidad oscila entre 0 y 1, donde valores QMEAN4

cercanos al 1 corresponden a los mejores modelos.

| - TASSER: Es una plataforma on-line para predecir estructuras proteicas 3D. A
diferencia de otras plataformas como SWISS-MODEL o MODELLER 9v10, este servidor
funciona construyendo alineamientos mdltiples con la secuencia problema que uno
proporciona generando cinco estructuras 3D al comparar la secuencia problema con la
de estructuras disponibles en la biblioteca de este servidor (Zhang, 2008; Roy et al,
2010). En consecuencia, en nuestro estudio este servidor fue alimentado solo con la

secuencia de aminoacidos de la proteina subunidad A de ADN girasa de P. aeruginosa.

En este servidor los modelos se evaluaron mediante la funcion de puntuacion C-score, un
valor de confianza para la estimacion de la calidad de los modelos predichos por I-
TASSER; su calculo se basa en el alineamiento con las secuencias molde y en
parametros de convergencia del esqueleto estructural simulado. La funcién de
puntuacion C-score esté fuertemente correlacionada con la similitud del modelo final y las

estructuras determinadas experimentalmente; tipicamente se encuentra en un rango de -
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5 a 2, en el que una puntuacion mas positiva refleja un modelo de mejor calidad. Cuando
el valor de C-score es superior a -1,5 corresponde a modelos de topologia correcta
(Zhang, 2008).

Adicionalmente, esta plataforma computacional otorga como resultado valores
experimentales de RMSD (Root-mean-square-deviation) y TM-score obtenidos en el
modelado de las estructuras. EI RMSD es una medida de la distancia media entre los
atomos de dos estructuras posicionadas en el espacio. TM-score es una escala
propuesta para la medicion de la similitud estructural entre dos estructuras. Un TM-score
superior a 0,5 indica un modelo correcto, mientras que una topologia con un TM-score
menor a 0,17 significa que el modelo predicho no es adecuado (Zhang, 2008; Roy et al,
2010; Yang et al, 2015).

MODELLER 9v10: Es un programa computacional de distribucion libre. Los datos de
entrada para la construccion del modelo fueron: un archivo en formato PDB (Protein Data
Bank) de la proteina molde (a la cual se le conoce su estructura 3D) y la secuencia de
amino&cidos de la proteina problema (Fiser y Sali, 2003; Eswar et al, 2007).

En este programa computacional los modelos desarrollados se compararon mediante las
funciones de puntuacién DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) y GA341. DOPE es
un potencial estadistico optimizado que se encuentra disefiado para evaluar la energia
de los modelos generados; el modelo que presenta el menor valor DOPE corresponde al
modelo mas adecuado con esta plataforma (Fiser y Sali, 2003; Shen y Sali, 2006).
MODELLER también evalla la calidad del modelo mediante la funcién de puntuacion
GA341, la cual utiliza el porcentaje de similitud estructural entre la plantilla y el modelo
como un parametro. GA341 se califica en el rango [0,0 - 1,0], donde una puntuacién
cerca de 0,0 representa un modelo incorrecto y una puntuacién de cerca de 1,0

representa un modelo adecuado (Eswar, 2007; Melo et al 2002).

2.2.2. Evaluacion comparativa de la calidad de los modelos
generados con distintas plataformas:

Dado que las plataformas computacionales utilizadas calculan parametros de calidad

para sus propios modelos, esto no permite comparar modelos generados con distintas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20My%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sali%20A%5Bauth%5D
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plataformas; con el fin de solucionar este problema, se requirié utilizar programas que
permitieran evaluar la calidad de los modelos independientemente del programa utilizado

para su creacién. Se utilizaron los siguientes servidores:

Servidor QMEAN: Es un servidor Web cuya plataforma permite evaluar estructuras
proteicas mediante perfiles energéticos (Benkert et al, 2009). Este servidor recibe como
dato minimo de entrada la secuencia de aminoacidos de la proteina problema y un

archivo del modelo generado en formato PDB.

Este servidor calcula la funcion de puntuacion QMEAN, una funciébn compuesta que
evalla la calidad del modelo tanto a nivel local (residuo) como a nivel global (estructura).
La estimacion del valor promedio de calidad oscila entre 0 y 1, donde valores de QMEAN

Score cercanos al 1 corresponden a los mejores modelos.

MolProbity: Es una plataforma on-line, que permite analizar la calidad de un modelo
tanto a nivel local como global a partir de graficos Ramachandran con el fin de validar la
estructura 3D del modelo (Chen et al, 2010). Un modelo es valido y/o aceptado para
estudios biomoleculares cuando el 90% de sus amino&cidos se encuentren en regiones
permitidas (Hooft et al, 1997)

Con base en los servidor QMEAN y MolProbity se seleccion6 un Unico modelo para

representar la estructura tridimensional de la protiena ADN girasa A de P. aeruginosa.

El modelo tridimensional propuesto como el mas adecuado, se evalud en términos de

calidad a través de los siguientes programas:

Verify3D: Es un método para evaluar las estructuras de proteinas. Este programa
analiza la compatibilidad de un modelo atémico (3D) con su propia secuencia de
aminodacidos (1D). A cada residuo se le asigna una clase estructural basado en su
ubicacion y entorno (alfa, beta, lazo, polar, apolar, etc), calificando cada residuo en

porcentaje y considerandose valido por encima de 60% (Eisenberg et al, 1997).

Errat: Es un algoritmo de verificacion que permite evaluar la estructura del modelo 3D de
la proteina-problema. El programa trabaja mediante el andlisis estadistico de las
interacciones entre los diferentes tipos de atomos. De esta forma el programa califica la

estructura con un nivel de confianza superior al 95%.
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ProSAweb: Es un servidor web que permite realizar un andlisis geométrico de la
estructura de la proteina, determinando zonas problematicas de la misma; a su vez
permite evidenciar el perfil energético de la proteina. ProSAweb también evalla la
calidad local de la estructura sefialando las posibles partes problematicas del modelo,
estas regiones tienden a estar asociadas con zonas de alta energia. El andlisis del perfil
energético empleando bloques discrimina las regiones problematicas del modelo
(Wiederstein y Sippl, 2007; Sippl, 1993).

2.2.3. Minimizacion energética del modelo final seleccionado:

El proceso de minimizacion energética se realiz6 con el fin de refinar la estructura de los
modelos finales obtenidos para los estudios de acoplamiento molecular (Ozlem et al,
2008). Para ello se emple6 el programa MAESTRO (Schrodinger, 2012), un visualizador
gréfico del conjunto de programas de Schrddinger, dentro del cual se encuentran una
serie de herramientas que permiten realizar la representacion grafica en un entorno
versatil. Adicionalmente, permite realizar el andlisis de estructuras. MAESTRO permite
cargar la estructura proteica en formato PDB en su interfaz por medio de la opcién
Protein Preparation Wizard, la cual permite realizar preprocesos en estructuras proteicas
como asignacion de hidrégenos, remocion de moléculas de agua y procesos de
minimizacion energética con el fin de obtener una estructura optimizada

geométricamente (Schrodinger, 2012).

Para el proceso de minimizacion energética se realiz6 una optimizacion geométrica, con
el fin de minimizar las interacciones repulsivas y maximizar las atractivas de la estructura
de la proteina obtenida. La optimizacién geométrica de los modelos para la subunidad A
de la ADN girasa A de P. aeruginosa se realizé por mecanica molecular, utilizando el
campo de fuerza OPLS2005 (Stortz et al, 2009), en 100 pasos o hasta alcanzar el punto
de convergencia energética en el minimo global. Este proceso permite refinar la proteina
haciendo un reordenamiento espacial a su geometria disminuyendo asi la energia en su
conformacion sin generar empaquetamiento de la estructura; lo que finalmente se busca
es aumentar el numero de aminoacidos de la estructura dentro de las regiones permitidas

en la evaluacién por graficos de Ramachandran (Stortz et al, 2009).
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En las minimizaciones de energia es importante la elecciéon del campo de fuerza, de
forma que se generen arreglos geométricos leves; no es recomendable hacer uso
excesivo del campo de fuerza ya que esto conlleva a un reordenamiento vy
posteriormente a un empaquetamiento de las estructuras (Stortz et al, 2009). Campos de
fuerza tales como AMBER y CHARMM maodifican significativamente el modelo generando

un empagquetamiento de la estructura final (Stortz et al, 2009).

2.2.4. Modelado de la estructura terciaria de versiones mutadas
de la subunidad A de |la ADN girasa de P. aeruginosa:

Con base en resultados previos de nuestro grupo se realizaron las siguientes

mutaciones: Thr83lle, Asp87Gly, y Asp87Asn, ya que estos cambios fueron relacionados

con resistencia a ciprofloxacina (Caldera, 2010). Estas mutaciones se realizaron

cambiando los aminoacidos especificos en la secuencia aminoacidica original de la

proteina.

Posteriormente y siguiendo la misma metodologia descrita para el desarrollo del modelo
nativo (WT), se generaron y evaluaron las estructuras tridimensionales para cada una de

las formas mutantes de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa.

2.2.5. Preparacion de las estructuras de los ligandos
“antibidticos”:

Con base en la férmula molecular del acido nalidixico, ciprofloxacina y levofloxacina, se

construyeron las estructuras en formato 2D mediante el programa MarvinSktech, un

programa computacional de ChemAxon que permite dibujar con rapidez moléculas a

través de las funciones basicas de la interfaz grafica de usuario y funcionalidades

avanzadas (ChemAxon, 2014). Para ello se ingresa la formula molecular en formato

SMILES (.smi) al programa y se exporta en formato “.mol”.

Una vez obtenidas tales estructuras en formato 2D, se generaron las estructuras

tridimensionales de las mismas mediante el programa “AVOGADRQO”, un avanzado editor
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y visualizador molecular disefiado para uso en quimica computacional, modelado

molecular y bioinforméatica entre otros (Hanwell et al, 2012).

Adicionalmente, mediante el programa “AVOGADRO” se realiz6 un proceso de
optimizacion geométrica y molecular, bajo los pardmetros de campo de fuerza MMFF94 o
UFF en 5000 pasos. Las estructuras se guardaron en formato “.mol/2” antes de proceder

al desarrollo del proceso de acoplamiento molecular “docking” (Hanwell et al, 2012).

Previo al desarrollo del acoplamiento, se realiz6 un ajuste de las estructuras tipo ligando
dentro del programa AutoDockTools; particularmente se ajustd por defecto el nUmero de
enlaces rotables en la estructura de los antibiéticos, lo anterior con el fin de generar una
estructura 6ptima y completa que pueda utilizarse en el proceso de acoplamiento.
Posteriormente, al igual que las estructuras proteicas, se exportd el ligando en un archivo

“.pdbqt”, el cual es requerido por el programa que realiza el acoplamiento molecular.

2.2.6. Acoplamiento molecular de quinolonas con la subunidad A
de la ADN girasa:
El proceso de acoplamiento molecular se realizé por medio del programa AutoDock 4.2
(Morris et al, 2009). AutoDock es un conjunto de herramientas automatizadas para
realizar estudios de acoplamiento molecular; entre otras funciones, permite predecir
cdmo pequefias moléculas, tales como sustratos o candidatos a farmacos, pueden
acoplarse a un receptor (Goodsell et al, 1996). En el programa AutoDock 4.2 se cargaron
las estructuras en formato “.pdbqt” tanto de la proteina como del ligando. Posteriormente
se procedié a la generacion del grid o rejilla. Se escogié un grid lo suficientemente
grande para permitir que el ligando rote libremente. Para establecer las dimensiones del

mismo se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:

Tamafo del ligando: Es un parametro critico para la determinacion del tamafio del grid.
Se tuvo en cuenta el ligando de mayor tamafio, que correspondié a levofloxacina, con

14.43 angstroms de longitud entre los &tomos mas distantes (Figura 2-2).
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Figura 2-2: Representacion del tamafio en angstroms de los ligandos implementados para el
proceso de acoplamiento molecular.

acido nalidixico ciprofloxacina

Ubicacion del grid: Teniendo en cuenta que el modelo de la subunidad A de la ADN
girasa de P. aeruginosa se basO en una proteina cristalizada con su ligando
(SIMOCYCLINONE D8), se parti6 de las coordenadas del ligando en la estructura 2Y3P

para definir la ubicacion del grid (Figura 2-3).
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Figura 2-3: Representacion grafica de las coordenadas del grid centrado en el ligando (cubo color
verde) de la estructura 2Y3P visualizadas en MAESTRO (Schrédinger, 2012). El cubo de color
morado representa el tamafio maximo que podria llegar a tener el grid en esa region especifica

0 One-Step Glide Docking - B

Dock ligands from: | Project Table (selected entries) +

{®)Dock to the Workspace receptor
[¥]Pickligand (for box center and to exdude)
Box center: X: 58.56079 ¥: | 76.22942 7:19.34141
Dock ligands with length <= 27 (A
["]Pick receptor H-bond constraint atoms
Constraint atoms:

()Dock to pre-generated grids:

Predision:
(HTVS (high throughput virtual screening)
®)5P (standard precision)

(%P (extra precision)

Docking method:
®)Dock flexbly
") Dock rigidly
(C)Refine (do not dock)
(CJ5core in place (do not dock)

Write out at most |1 poses per ligand
Job name; |glide_1 ﬁ" Run

Host=localhost: 1, Incorporate=Append new entries

Con base en los parametros descritos anteriormente, se estableci6 como dimensiones
apropiadas para el grid 68 puntos en cada eje de coordenadas, con un espaciado entre
puntos de 0.375 A. Asi, el tamafio del grid escogido fue de 25.5 A (68 x 0.375 A) en cada
eje de coordenadas (25.5 A x 25.5 A x 25.5 A), que es un tamafio apropiado para que el
ligando pueda rotar libremente. El grid se localizé espacialmente en la posicion X=58.56,
Y=76.23 y Z=19.34.

Para el proceso de acoplamiento molecular, se mantuvo rigida la proteina diana y se
permitié que las moléculas de las quinolonas fueran flexibles, de tal manera que pudieran
tomar diferentes conformaciones (“poses”) dentro del grid seleccionado hasta obtener las
conformaciones y orientaciones mas estables del ligando dentro de la proteina. Se utilizé
el algoritmo genético lamarckiano para llevar a cabo un método de busqueda de las
posibles conformaciones y se programé a AutoDock 4.2 para realizar 100 iteraciones del
proceso de acoplamiento. Como resultado del proceso de acoplamiento molecular,
AutoDock presenta el mejor acoplamiento con base en la determinaciéon de la energia
libre de unién mas baja, la cual representa a la orientacion “pose” mas afin del ligando

dentro de la proteina (Morris et al, 2009).
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Todas las estructuras cristalograficas utilizadas, asi como todos los modelos construidos
fueron visualizados mediante el programa PyMol, un sistema de visualizacion de

distribucién libre mantenido y distribuido por Schrédinger (Schrédinger, 2010).



3. Resultados

La estructura primaria de la proteina ADN girasa subunidad A de P. aeruginosa cepa
PAOL1 se tomd de la base de datos Pseudomonas Genome Database (Winsor et al, 2011;
Stover et al, 2000). Esta proteina consta de 923 aminodacidos, cuya secuencia se muestra

en la Figura 3-1.

Figura 3-1: Secuencia de aminoécidos de la proteina ADN girasa subunidad A de P. aeuruginosa
cepa PAOl1l. Tomada de la base de datos Pubmed del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). En anexo 1 se muestra la tabla con la nomenclatura de los aminoacidos.
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3.1. Busqueda de estructuras proteicas 3D a utilizar
como molde (plantilla):

Con base en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina se procedid a buscar
proteinas homdlogas que tuviesen estructuras 3D reportadas en la base de proteinas
Protein Data Bank (Berman et al, 2000). Esta busqueda se realizO6 mediante la
herramienta bioinformatica BLASTP (Altschul et al, 1990), cuya pagina de inicio se

muestra en la Figura 3-2.

Figura 3-2: Visualizacién de la plataforma computacional BLAST en sus diferentes opciones de
comparacion para realizar el proceso de alineamiento. En este caso al realizarse el proceso de
comparacion de secuencias de aminoacidos de proteinas, se utiliza la opcibn denominada
BLASTP. Imagen tomada de la base de datos de National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Disponible en: http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi
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El resultado del proceso de blusqueda de homélogos arrojé6 una serie de potenciales

proteinas molde con estructura tridimensional conocida, ordenadas de mayor a menor de

acuerdo al porcentaje de identidad que se obtuvo en el alineamiento (Figura 3-3).

Figura 3-3: Resultados del alineamiento de la secuencia de la proteina ADN girasa A de P.
aeruginosa cepa PAO1 realizado por la plataforma BLASTP con las proteinas disponibles en el

Protein Data Bank. Imagen tomada de la base datos del NCBI (Altschul et al 1997).

i Alignments

Max Total E

Description
score score  value

Chain A_Crystal Structure Of N-Terminal Domain Of Gyra With The Antibiotic Simocyclinone D8 >pdbl2Y3PIB Chain B. Crystal Structure Of N-Termine 830 830 0.0

Chain A, 59kda Fragment Of Gyrase A From E_ Coli 784 784 00

Chain A A Domain Insertion In E_Coli Gyrb Adopts A Novel Fold That Plays A Crtical Role In Gyrase Function 798 798 00

Chain A, Crystal Structure Of Gyra >pdb|3LPXIB Chain B. Crystal Structure Of Gyra 763 763 00

Chain A _Ccdb:qyral4 Complex >pdbl1X751B Chain B. Ccdb:qyrai4 Complex 182 182 5e-53 67%

Chain A, Cedbvfi:qyratdec >pdbi4ELY(B Chain B. Cedbi-gyratdec 183 183 6e-53 65%

Chain A Ccdbvfi:qyra1dvii >pdb4ELZIB Chain B, Cedti:qyraldvi 182 182 2e-52 64%

Chain A Structural Plasticity Of The Bacillus Subtilis Gyra Homodimer >pdbl4DDQIB Chain B. Structural Plasticity Of The Bacillus Subiis GyraHom¢ 626 626 0.0

Chain A The 3 1a Crystal Structure Of The Catalytic Core (B'a' Region) Of Staphylococcus Aureus Dna Gyrase >pdbl2XCQIA Chain A The 2.98aCrys 581 581 0.0

Chain B, The 2.1a Crystal Structure OF S. Aureus Gyrase Complex With Gsk299423 And Dna >pdbi2XCSID Chain D, The 2.1a Crystal Structure OFS. 581 581 0.0

Chain B, The 3.5a Crystal Structure Of The Catalytic Core (Ba' Region) Of Staphylococcus Aureus Dna Gyrase Complexed With Gsk29423 And Dna 580 580 0.0

Chain A, A Superhelical Spiral In Escherichia Coli Dna Gyrase A C- Terminal Domain Imparts Unidirectional Supercoiing Bias >pdb|1Z/0/8 ChainB A 345 345 Se-110 50%
Chain A Crystal Structure Of The First Part Of The Mycobacterium Tuberculosis Ona Gyrase Reaction Core: The Breakage And Reunion Domain At2. 486 486 4e-161 50%

Chain A Structure Of Dna Gyrase Subunit A N-Terminal Domain >pdbl3ILWIB Chain B, Structure Of Dna Gyrase Subunit A N-Terminal Domain 459 459 fe-151 49%

Chain A Crystal Structure Of A 59 Kda Fragment Of Topoisomerase Iv Subunit A (Grla) From Staphylococcus Aureus 451 451 fe-147 46%

Chain A_Crystal Structure Of The Xanthomonas Campestris Gyrase A C- Terminal Domain >pdbi3L6VIB Chain B, Crystal Structure Of The Xanthomon; 299 350 6e-92 45%

Chain A, Breakage-Reunion Domain Of S Pneumoniae Topo bv Crystal Structure Of A Gram-Positive Quinolone Target >pdbi2NOVIB Chain B, Breakag 427 427 1e-138 42%
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De los resultados presentados en la Figura 3-3, se observa que los aciertos con mayor

identidad de secuencia con nuestra proteina (subunidad A de ADN girasa de P.

aeruginosa) y con estructura 3D conocidas fueron dos proteinas identificadas con los

codigos de acceso 2Y3P y 1AB4 en la base de datos del Protein Data Bank (PDB).
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El codigo de acceso 2Y3P corresponde a la estructura cristalografica del dominio N-
terminal (aminoacidos 2-523) de la subunidad A de la ADN girasa de Escherichia coli, en
un complejo con simociclinona D8, un antibiético bifuncional que inhibe la ADN girasa

bacteriana evitando la unién de la enzima al ADN.

El alineamiento local con esta proteina revel6 un 76% de identidad de secuencia y una
similitud del 87% (Figura 3-4), valores que permiten catalogar a la estructura 2Y3P como
un molde adecuado para el desarrollo de un modelo 3D para la ADN girasa A de P.

aeruginosa.

Figura 3-4: Resultados del alineamiento de la secuencia de 2Y3P y la proteina ADN girasa
subunidad A de P. aeruginosa cepa PAO1 utilizando BLASTP. Tomada de la base datos del
NCBI (Altschul et al 1997).

Score Expect Method Identities Positives Gaps
825 bits(2130) 0.0 Compositional matrix adjust. 396/523(76% ) 460/523(87%) 1/523(0%)

Query 2 GELAKETLPVMNIEDELKQSYLDYAMSVIVGRALPDARDGLKPVHRRVLYAMSELGHNDWNK 61
+LA+ET PVNIE+ELK SYLDYAMSVIVGRALPD RDGLKPVHRRVLYAM+ LGHNDWNE
Sbjct 1 SDLAREITPYNIEEELKSSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAMNVLGHNDWNE 68

Query 62 PYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGN FGSVDGADNAAME 121
YKKSARVVGDVIGKYHPHGD+AVYDT IVRMAQP FSLRYMLVDGQGNFGS+DG AAMR
Sbjct 61 AYKKSARVVGDVIGKYHPHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRYMLYDGQGNFGSIDGDSAAAMR 128

Query 122 YTEVRMAKLAHELLADLEKETWVDWVPNYDGTEQIPAVMPTKIPNLLVNGSSGIAVGMATN 181
YTE+R+AK+AHEL+ADLEKETVD+Y NYDGTE+IP VMPTKIPMLLVNGSSGIAVGMATN
Sbjct 121 YTEIRLAKIAHELMADLEKETWVDFVDNYDGTEKIPDVMPTKIPNLLVNGSSGIAVGMATN 188

Query 182 IPPHNLGEVIDGCLALMDNPDLTVDELMQYIPGPDFPTAGIINGRAGITIEAYRTGRGRIY 241
IPPHNL EVI+GCLA +D+ D++++ LM++IPGPDFPTA IINGR GI EAYRTGRG++Y
Sbjct 181 IPPHNLTEVINGCLAYIDDEDISIEGLMEHIPGPDFPTAAIINGRRGIEEAYRTGRGKVY 248

Query 242 IRARAVVEEMEKGGGREQIIITELPYQLMKARLIEKIAELVKEKKIEGISELRDESDKDG 381
IRARA \V E++ GRE IT+ E+PYQ+MNKARLIEKIAELVKEK++EGIS LRDESDKDG
Sbjct 241 IRARAEV-EVDAKTGRETIIVHEIPYQVMKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDG 299

Query 382 MRVVIELRRGEVGEVVLNNLYAQTQLOSVFGINVVALVDGQPRTLNLKDMLEVFVRHRRE 361
MR+VIE++R VGEVWLNNLY+QTQLQ FGIN+VAL GQP+ +NLKD++ FVRHRRE
Sbjct 3820 MRIVIEVKRDAVGEVVLMNNLYSQTQLOVSFGINMVALHHGQPKIMNLKDIIAAFVRHRRE 359

Query 362 VVTRRTVYELRKARERGHILEGQAVALSHNIDPVIELIKSSPTPAEAKERLIATAWESSAY 421
VWTRRT++ELRKAR+R HILE AVAL+NIDP+IELI+ +PTPAEAK L+A W+ VWV
Sbjct 360 VVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALANIDPIIELIRHAPTPAEAKTALWVANPWQLGNY 419

Query 422 EAMVERAGADACRPEDLDPQYGLRDGKYYLSPEQAQAILELRLHRLTGLEHEKLLSEYQE 481
AM+ERAG DA RPE L+P++G+RDG YYL+ +QAQAIL+LRL +LTGLEHEKLL EY+E
Sbjct 420 AAMLERAGDDAARPEWLEPEFGVRDGLYYLTEQQAQAILDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKE 479

Query 482 TILNLIGELIRILTNPARLMEVIREELEAVKAEFGDARRTEIVA 524
+L+ I EL+RIL + RLMEVIREELE V+ +FGD RRTEI A
Sbjct 480 LLDQIAELLRILGSADRLMEVIREELELVREQFGDKRRTEITA 522


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
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La Figura 3-5 muestra la estructura tridimensional del homologo 2Y3P resuelta a una

resolucion de 2,62 A mediante cristalografia de rayos X (Edwards et al, 2009).

Figura 3-5: Estructura tridimensional correspondiente al cédigo de acceso 2Y3P. A)
Representacion de acuerdo a su estructura secundaria. En color rojo se representan las hélices q,
en amarillo se representan las hojas $ y en color verde los loops que presenta la proteina.
Tomada y modificada de RCSB Protein Data Bank disponible en url:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2y3p). B) Representacién en lineas de la
misma estructura.

El cédigo de acceso 1AB4, por su parte, corresponde a la estructura 3D del fragmento N-
terminal de 59Kd de 493 residuos de la subunidad A de la ADN girasa de Escherichia
coli. El alineamiento revel6 un 76% de identidad y un 88% de similitud con la secuencia
de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa cepa PAO1 (Figura 3-6), valores
gue permiten catalogar a la estructura 1AB4_A como un molde adecuado para el
desarrollo de un modelo para la ADN girasa A de P. aeruginosa.


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2y3p
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
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Figura 3-6: Resultados del alineamiento de la secuencia de 1AB4 y la proteina ADN girasa
subunidad A de P. aeruginosa cepa PAOL1 utilizando BLAST. Tomada de la base datos del NCBI
(Altschul et al 1997).

Sequence ID: Icl|60153 Length: 493 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 492 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
778 bits(2009) 0.0 Compositional matrix adjust. 373/493(76%) 434/493(88%) 1/493(0%)

Query 38  VGRALPDARDGLKPVHRRVLYAMSELGHNDWNKPYKKSARVVGDVIGKYHPHGDTAVYDTI 89
VGRALPD RDGLKPYHRRVLYAM+ LGHNDWNK YKKSARVVGDVIGKYHPHGD+AVYDTI
Sbjct 1 VGRALPDVRDGLKPYHRRVLYAMNVLGNDWNKAYKKSARVVGDVIGKYHPHGDSAVYDTI 68

Query 9@  VEMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSVDGADMAAMRYTEVRMAKLAHELLADLEKETVDWVPNY 149
VRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGS+DG  AAMRYTE+R+AK+AHEL+ADLEKETVD+Y NY
Sbjct 61  VRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRYTEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNY 128

Query 158 DGTEQIPAVMPTKIPNLLVNGSSGIAVGMATNIPPHMLGEVIDGCLALMDNPDLTVDELM 289
DGTE+IP VMPTKIPMLLVNGSSGIAVGMATNIPPHML EVI+GCLA +D+ D++++ LM
Sbjct 121 DGTEKIPDVMPTKIPNLLVMNGSSGIAVGMATNIPPHMLTEVINGCLAYIDDEDISIEGLM 188

Query 218 QYIPGPDFPTAGIINGRAGIIEAYRTGRGRIYIRARAVWEEMEKGGGREQIIITELPYQL 269
++IPGPDFPTA IINGR GI EAYRTGRG++YIRARA V E++  GRE II+ E+PYQ+
Sbjct 181 EHIPGPDFPTAAIINGRRGIEEAYRTGRGKVYIRARAEV-EVDAKTGRETIIVHEIPYQYV 239

Query 278 MNKARLIEKIAELVKEKKIEGISELRDESDKDGMRVVIELRRGEVGEVWLNNLYAQTQLQS 329
MKARLTEKIAELVKEK++EGIS LRDESDKDGMR+VIE++R WGEVWVLNMLY+QTQLQ
Sbjct 248 NKARLIEKIAELVKEKRVEGISALRDESDKDGMRIVIEVERDAVGEVVLNNLYSQTQLOQYV 299

Query 338 VFGINVVALVDGQPRTLMLKDMLEVFVRHRREVVTRRTVYELRKARERGHILEGQAVALS 389
FGIN+VAL GOP+ +MLKD++ FVRHRREVWTRRT++ELRKAR+R HILE AVAL+
Sbjct 300 SFGINMVALHHGOPKIMMLKDIIAAFVRHRREVVTRRTIFELRKARDRAHILEALAVALA 359

Query 398 NIDPVIELIKSSPTPAEAKERLIATAWESSAVEAMVERAGADACRPEDLDPQYGLRDGKY 449
MIDP+IELI+ +PTPAEAK L+A4 W+ WV AM+ERAG DA RPE L+P++G+RDG Y
Sbjct 36@ NIDPITELIRHAPTPAEAKTALVAMPWOLGNVAAMLERAGDDAARPEWLEPEFGVRDGLY 419

Query 458 YLSPEQAQAILELRLHRLTGLEHEKLLSEYQEILMLIGELIRILTNPARLMEVIREELEA 589
Y0+ +QAQATL+LRL +LTGLEHEKLL EY+E+L+ I EL+RIL + RLMEVIREELE

Sbjct 420 YLTEQQAQAILDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKELLDQIAELLRILGSADRLMEVIREELEL 479

Query 518 VKAEFGDARRTELI 522

V+ +FGD RRTEIL
Sbjct 488 VREQFGDKRRTEI 492

La Figura 3-7 muestra la estructura tridimensional del homologo 1AB4 resuelta a una

resolucion de 2,80 A mediante cristalografia de rayos X (Cabral et al, 1997).
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Figura 3-7: Estructura tridimensional correspondiente al cddigo de acceso de 1AB4 (Fragmento
N-terminal de gir A de E. coli. A) Representacion de la estructura secundaria. En color rojo se
representan las hélices a, en amarillo se representan las hojas B y en color verde los loops que
presenta la proteina. Tomada y modificada de RCSB Protein Data Bank disponible en:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1ab4). B) Representacion en lineas de la

estructura 1AB4.

Las estructuras proteicas 3D de E. coli identificadas con los cédigos 2Y3P y 1AB4 fueron
a continuacion utilizadas como proteinas-molde para modelar por homologia la estructura

tridimensional de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa.

3.2. Modelado de la estructura 3D de la ADN girasa A de
P. aeruginosa:

Para la generacion del modelo tridimensional de la proteina ADN girasa A de P.
aeruginosa se utilizé el programa computacional MODELLER y dos plataformas en linea:
SWISS-MODEL y I-TASSER.

Cada plataforma computacional genera modelos 3D basados en la homologia de la
proteina que se pretende modelar (proteina problema) con la proteina cuya estructura 3D
se conoce (proteina molde). Los modelos posteriormente son calificados de acuerdo a

funciones de puntuacion especificas que evaltan la calidad del modelo en términos


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1ab4
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termodinamicos (estabilidad de la estructura) y en relacién a las distancias espaciales

con respecto a la estructura molde seleccionada.

3.2.1. Modelado por SWISS-MODEL.:

El modelado basado en esta plataforma computacional arrojé los resultados mostrados
en la Figura 3-8. El modelo 1 corresponde al modelo generado con base en la estructura
proteica 1AB4 y el modelo 2 corresponde al modelo generado con base en la estructura
proteica 2Y3P:

Figura 3-8: Modelos tridimensionales de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa
construidos a partir de la plataforma SWISS-MODEL. En color rojo se representan las hélices aq,
en amarillo se representan las hojas B y en color verde los loops que presenta la proteina.

Modelo 1 Modelo 2

Puede apreciarse que ambos modelos son muy similares, diferenciandose solo a nivel de

ciertos loops.

Esta plataforma computacional permitié evaluar la calidad de estos dos modelos a partir
de la funcion QMEAN4, otorgando valores energéticos a la conformacioén final de cada
modelo (Tabla 3-1).
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Tabla 3-1: Calidad de los modelos obtenidos por SWISS-MODEL.

Modelo QMEAN4
Modelo 1 0.761
Modelo 2 0.783

Como se menciond en metodologia, QMEAN4 es una funcién de puntuacion que evalla
la calidad del modelo y cuyo valor promedio oscila entre 0 y 1, donde valores de
QMEAN4 cercanos al 1 corresponden a los mejores modelos. Segun esto, ambos

modelos tienen una calidad similar, impidiendo descartar alguno de los dos.

3.2.2. Modelado por I-TASSER:

El uso de esta plataforma computacional arroj6 cinco modelos estructurales para la

subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa (Figura 3-9).

Como puede apreciarse en la Figura 3-9, los cinco modelos son muy similares excepto
por algunos detalles estructurales, que se enfocan en regiones loops (ver por ejemplo
porcion superior derecha de los modelos 2, 4 y 5) y en el extremo C-terminal al comparar

modelo 3 con los demas modelos.

Esta plataforma computacional permite la evaluacion de la calidad de sus modelos

mediante la funcion C-Score y los resultados se muestran en la Tabla 3-2.
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Figura 3-9: Modelos de la estructura 3D de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa
construidos a partir de la plataforma I-TASSER. En color rojo se representan las hélices a, en
amarillo se representan las hojas 3 y en color verde los loops que presenta la proteina.




Capitulo 3 53

Tabla 3-2: Calidad de los modelos obtenidos por I-TASSER.

Modelo C-Score
Modelo 1 -1.36
Modelo 2 -1.36
Modelo 3 -1.94
Modelo 4 -2.21
Modelo 5 -2.17

C-score es un valor de la estimacion de la calidad de los modelos predichos por I-
TASSER; una puntuacion mas positiva refleja un modelo de mejor calidad. Cuando el
valor de C-score es superior a -1,5 corresponde a modelos de topologia correcta (Zhang,
2008). En términos de la funcion de puntuaciéon C-score, los modelos 1y 2 presentan una
topologia correcta (C-score > -1,5) y tuvieron el mismo valor C-Score, indicando que este
término no resulta suficiente para descartar uno u otro modelo. Los restantes modelos

serian de topologia incorrecta.

Los modelos 1 y 2 I-TASSER son similares en términos de la estructura 3D y solo se

diferencian en algunas regiones loops.

3.2.3. Modelado por MODELLER 9V10:

Por medio de este programa computacional se obtuvieron 5 modelos estructurales de la

subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa (Figura 3-10).

Con este programa computacional se evalud la calidad de los modelos, a partir de las
funciones de puntuacion DOPE score y GA341 Score. Los resultados de dicha

evaluaciéon se muestran en la tabla 3-3.
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Figura 3-10: Modelos de la estructura 3D de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa
construidos a partir del programa MODELLER 9v10. En color rojo se representan las hélices a, en
amarillo se representan las hojas 3 y en color verde los loops que presenta la proteina.

Modelo 1 Modelo 2

Modelo 5
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Tabla 3-3: Calidad de los modelos obtenidos por Modeller 9v10.

Modelo | DOPE score | GA341 score
Modelo 1 | -62312.14453 | 0.99873
Modelo 2 | -60738.48047 | 0.89077
Modelo 3 | -58749.81641 | 0.66330
Modelo 4 | -58835.12891 | 0.95589
Modelo 5 | -60885.52344 | 0.98250

Como se menciond en la metodologia, la puntuacion DOPE evalla la energia del modelo
generado y selecciona la mejor estructura en términos de calidad energética. EI modelo
con el menor valor de puntuacién de esta funcién corresponde al modelo mas adecuado
para esta plataforma (Fiser y Sali, 2003; Shen y Sali, 2006). Por otra parte, la funcién de
puntuacion GA341 evalia el modelo utilizando como parametro el porcentaje de
identidad estructural entre la plantilla y el modelo. EI modelo con el valor GA341 mas
cercano a 1 correspondera al mejor modelo (Eswar, 2007; Melo et al 2002).

En términos de la funcién de puntuacion DOPE y GA341, el modelo 1 obtenido con la
plataforma MODELLER presenta la calidad mas adecuada dentro de los cinco modelos
obtenidos, debido a que presentaria una estructura tridimensional mas estable en
términos energéticos y la mayor similitud entre las estructuras comparadas. Este modelo
se utilizé para la posterior comparacion con los resultados de otras plataformas con el fin
de obtener el modelo mas adecuado de la subunidad A de la ADN girasa de P.

aeruginosa.

En resumen, la utilizacion de tres métodos computacionales permiti6 generar doce
modelos tedricos, los cuales fueron evaluados en términos de calidad segun la
plataforma utilizada. De cada plataforma se seleccionaron los modelos de mejor calidad,
lo que dio un total de cinco modelos seleccionados (SWISS-MODEL modelos 1y 2, I-
TASSER modelos 1y 2, MODELLER v9.10 modelo 1).

A continuacion, se comparé la calidad de los cinco modelos seleccionados mediante el
servidor QMEAN (Benkert et al, 2009), que evalia la calidad de cada modelo
independiente del método o plataforma utilizada para su desarrollo. Este servidor permite

obtener por medio de un mismo parametro ‘QMEAN Score’ (Benkert et al, 2009) una


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20My%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sali%20A%5Bauth%5D

56 Estudio computacional de la interaccion de antibioticos tipo quinolonas con su
enzima blanco ADN girasa y sus implicaciones en la resistencia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa

estimacion de la calidad general de los diferentes modelos generados en cada plataforma
y seleccionar asi el modelo mas adecuado para proceder a realizar el estudio de
acoplamiento molecular (“docking”). Los resultados de dicha comparacion se muestran
en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4: Calidad de los modelos seleccionados segun el Servidor QMEAN.

MODELO EVALUADO QMEAN Score
Modelo 1 SWISS-MODEL 0.708
Modelo 2 SWISS-MODEL 0.707
Modelo 1 I-TASSER 0.483
Modelo 2 I-TASSER 0.487
Modelo 1 MODELLER v9.10 0.157

Los resultados muestran que los modelos generados a partir de I-TASSER y MODELLER
v9.10 presentan valores de calidad inferiores a los modelos obtenidos con la plataforma
SWISS-MODEL. De los dos modelos SWISS-MODEL, ambos presentan valores muy

cercanos, identificando que ambos poseen una calidad estructural muy similar.

Una vez evaluada la calidad por medio del Servidor QMEAN, se procedié a evaluar la
calidad estereoquimica de los cinco modelos mediante gréficos de Ramachandran a
través del servidor MolProbity (Chen et al, 2010). Un modelo es valido y/o aceptado para
estudios biomoleculares cuando el 90% de sus aminoacidos se encuentran en regiones

permitidas del grafico de Ramachandran (Hooft et al, 1997).

La Figura 3-11 muestra los gréaficos de Ramachandran para los modelos seleccionados.
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Figura 3-11: Gréficos de Ramachandran de los modelos mas adecuados seguin las metodologias
implementadas. Imagen tomada de la plataforma MolProbity (Chen et al, 2010).
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Los resultados del analisis de Ramachandran muestran que todos los modelos evaluados
presentan un porcentaje superior al 90% de sus aminoacidos en regiones permitidas,
haciéndolos estereoquimicamente adecuados. De los cinco modelos, el modelo 2 de
SWISS-MODEL presenta el porcentaje superior, con un 99,2% de sus aminoacidos

dentro de las regiones estereoquimicamente permitidas.

Con base en los resultados obtenidos mediante los servidores QMEAN y MolProbity, se
decidié que el modelo 2 de SWISS-MODEL podria ser el mas adecuado o representativo

de la estructura terciaria de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa.

A continuacion, este modelo final seleccionado se sometié a procesos adicionales de
evaluacion. Para esto se emple6 la valoracién por medio de los programas Verify3D
(Eisenberg et al, 1997) y Errat (Paital et al, 2011). Los resultados se muestran en el tabla
3-5.

Tabla 3-5: Evaluacion de la calidad estructural del modelo final.

Estructura proteica evaluada | Verify3D Errat

Modelo 2 SWISS-MODEL 93.00% 97.55%

El servidor Verify3D analiza la compatibilidad tridimensional de la estructura proteica
modelo con su propia secuencia de aminoacidos (Eisenberg et al, 1997). En nuestro
caso, un resultado de 93%, indica una relacion adecuada entre el modelo tridimensional y

su secuencia de aminoacidos.

Con relacién al programa Errat, se establece un algoritmo de verificacion que permite
evaluar la estructura de la proteina problema. El programa trabaja mediante el andlisis de
las estadisticas de las interacciones entre los diferentes tipos de atomos (Paital et al,
2011). En nuestro caso, un resultado del 97,55% representa un nivel de confianza
superior al 95%, indicando que el modelo presenta una estructura tridimensional

aceptable.
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Por dltimo, se procedié a evaluar el modelo seleccionado por medio del servidor
ProSAweb. Este servidor web permite realizar un analisis geométrico de la estructura de
la proteina y evidenciar su perfil energético (Wiederstein y Sippl, 2007; Sippl, 1993). El
resultado de este analisis se muestra en la Figura 3-12, donde se observa que nuestro
modelo final propuesto (Punto negro) se ubica dentro del rango de posiciones permitidas
y validadas con estructuras tridimensionales conocidas elucidadas a través de
cristalografia de rayos X (Zona azul claro) y de resonancia magnética nuclear (RMN)
(Zona azul oscuro) obtenidas de las bases de datos (Figura 3-12A). ProSA-web ofrece
una interfaz basada en el programa PROSA (Wiederstein y Sippl, 2007; Sippl, 1993), el
cual cuantifica la calidad global de la estructura modelo. Cuando el resultado de la
evaluacion se encuentra fuera de un rango caracteristico de proteinas nativas de similar

tamaio, indica que la estructura probablemente contiene errores (Sippl, 1993).

La Figura 3-12B muestra los resultados del andlisis del perfil energético del mismo
modelo. Se observa que la estructura 3D de nuestro modelo no presenta regiones de alta
energia que afecten la calidad del mismo (Grafica color verde oscuro).

Figura 3-12: Visualizacion de los resultados de la evaluacion realizada por ProSA-web para el
modelo seleccionado de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa. A) Resultados de la
evaluacion global del modelo, el punto negro representa nuestro modelo B) Perfil energético local
del modelo.

X-ray h B wanoow az= 10

e NMR Bl noon 2= 40

200 200 600 800 1000 0
Number of residues 522

Sequence position



60 Estudio computacional de la interaccion de antibiéticos tipo quinolonas con su
enzima blanco ADN girasa y sus implicaciones en la resistencia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa

Una vez evaluado el modelo mas adecuado, se realizd la minimizacién energética del
modelo final propuesto.

En conjunto, los resultados anteriores nos permiten proponer un modelo final para la
estructura terciaria de la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa que se
muestran en la Figura 3-13.

Figura 3-13: Modelo final propuesto para la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa.
(Corresponde al modelo 2 SWISS-MODEL) A. Representacién en lineas B. Representacién
resaltando elementos de estructura secundaria. En color rojo se representan las hélices a, en
amarillo se representan las hojas B y en color verde los loops que presenta la proteina C.
Representacion de la superficie de van der Waals de la proteina.

A.
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3.3. Modelado de las versiones mutadas de la subunidad
A de la ADN girasa de P. aeruginosa:

Una vez modelada la estructura terciaria de la subunidad A de la ADN girasa hativa (tipo
salvaje 0 WT), se procedi6 a modelar también las estructuras tridimensionales de
algunas versiones mutantes de la misma proteina. En particular, nos interesaban las
mutaciones Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn porque diferentes trabajos, incluyendo un
trabajo previo de nuestro grupo, han encontrado que estos cambios se relacionan con la
resistencia a ciprofloxacina en aislados clinicos de P. aeruginosa (Yonezawa et al, 1995;
Mouneimné et al, 1999; Higgins et al, 2003; Lee et al, 2005; Wydmuch et al, 2005;
Hansen et al, 2006; De la Fuente et al, 2007; Henrichfreise et al, 2007; Caldera, 2010;
Matsumoto, 2012; Salma et al, 2013; Wang et al, 2014).

Para modelar las proteinas mutantes, primero se procedié a modificar la estructura
primaria (secuencia aminoacidos) de la proteina nativa, introduciendo el cambio del
aminoacido especifico que se necesitaba modificar. Luego se model6 la estructura 3D de
cada proteina mutada por medio de la plataforma SWISS-MODEL, siguiendo los mismos
procedimientos ya indicados para la proteina nativa o tipo salvaje (WT).

Los resultados de este proceso de modelado se observan en la Figura 3-14, donde se
muestra la superficie de vanderWaals para las estructuras tridimensionales de las
versiones nativa (WT) y mutantes (Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn) de la subunidad A de
la ADN girasa de P. aeruginosa.

Una vez obtenidos los modelos estructurales de las versiones mutantes de la proteina
ADN girasa A de P. aeruginosa, se procedié a realizar la evaluacion de su calidad
mediante procedimientos analogos a los indicados previamente para el modelo de la

proteina WT.

Los resultados del analisis por medio del servidor QMEAN se muestran en la tabla 3-6,
comparado con el dato respectivo de la proteina WT. Se observa que los parametros de
calidad “QMEAN Score” de las estructuras mutantes presentan valores similares a los

observados con el modelo tipo salvaje (WT).
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Figura 3-14: Representacion de la superficie de van der Waals de las estructuras tridimensionales
de las versiones nativa (WT) y mutantes de la ADN girasa A de P. aeruginosa construidos a partir
de la plataforma SWISS-MODEL vy visualizadas en Pymol (Schrédinger, 2010). Se resaltan los
aminoécidos 83 (Cian) y 87 (Amarillo).

Thr83lle

Tabla 3-6: Calidad de los modelos estructurales de las versiones mutantes.

Estructura proteica evaluada | QMEAN Score®®
Thr83lle 0.695
Asp87Gly 0.690
Asp87Asn 0.693
WT 0.707

a) El andlisis de calidad se realizdé mediante el servidor QMEAN (Benkert et al, 2009)
b) El valor QMEAN Score de la versién WT fue tomado de la tabla 4 y corresponde al modelo 2

SWISS-MODEL



Capitulo 3 63

Por otra lado, se realiz6 una evaluacion de la calidad de los modelos mediante el analisis
de los gréficos de Ramachandran, los resultados se muestran en la Figura 3-15, donde
se observa que todos los modelos de las estructuras mutantes presentan un porcentaje
superior al 90% de sus aminoacidos en regiones permitidas, haciéndolos modelos

estereoquimicamente adecuados.

Figura 3-15: Graficos de Ramachandran de las versiones mutantes de la subunidad A de la ADN
girasa de P. aeruginosa. Imagen tomada de la plataforma MolProbity (Chen et al, 2010).

Thr83lle 99.4% Asp87Gly 97.6%

180 o
180 7 °;n o @, o} ] Du:° ut %%A
] . 928 hoo gp &
T\e O‘h So & % o ogy %Qas’;f‘g)
1\ oo el ] o,,“%%&%;’:;/ /j

\J

'
IR (AW
\ ¢ R

_. [ A o

A o JT A5 ARG 7

| O 419 SER \ ] O 419 SER

. \ 0 & . ' o]

5 O 220 ALK 1 0220 ALA

7 1 O 115 MLA
1/ f=a\ \, / 180 /‘?m f

-180 T T T T T T T T bl\llr'l!'l!'\!"\!\!l\
-180 0 Phi 180 -180 0 Phi 180

D

Asp87Asn 97.2%

180

o °%. @
o
ngw o
o
500
5%

58 P
o0
o
%
o o

© 419 SER

OI]E/LA
T T

180

o
-180 K?T’.‘,ﬂ% e A




64 Estudio computacional de la interaccion de antibioticos tipo quinolonas con su
enzima blanco ADN girasa y sus implicaciones en la resistencia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa

En cuanto a la evaluacion de la calidad por los programas Verify3D y Errat, los resultados
se muestran en la tabla 3-7. Segun el analisis por Verify3D se encuentra que los tres
modelos de las estructuras mutantes tienen buena calidad porque su valor supera al
60%, sin embargo, los resultados de Errat evidencian que existen porciones estructurales
con alta energia (resultados inferiores al 95%), lo cual podria indicar que las mutaciones
realizadas a la estructura nativa (WT) pueden estar afectando en cierto grado la

conformacion del modelo tridimensional, haciéndolo menos favorable energéticamente.

Tabla 3-7: Evaluacién de la calidad estructura de los modelos mutantes de la proteina

ADN girasa A de P. aeruginosa por los servidores Verify3D y Errat.

Estructura proteica evaluada | Verify3D Errat
Thr83lle 88.62% 89.25%
Asp87Gly 91.82% | 88.64%
Asp87Asn 89.62% 88.44%

Posteriormente, a los modelos obtenidos se les realiz6 el proceso de minimizacion

energética de igual forma como se hizo con la estructura nativa.

En conclusién, aun cuando los resultados por Errat con respecto a la calidad energética
de los modelos no presenta valores favorables, los resultados de la evaluacién de la
calidad de los modelos mutantes de la proteina ADN girasa A de P. aeruginosa permiten
evidenciar que en general todos los modelos presentan una calidad estructural

adecuada.
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3.4. Preparacion de las estructuras de los ligandos

“antibioticos™:

Los resultados del proceso de construccién de las estructuras tipo ligando de los

antibioticos tipo quinolona se muestran en la tabla 3-8.

Tabla 3-8:

Estructuras 3D de los ligandos (antibiéticos) construidas y optimizadas.

Antibidético

Formula estructural

Representacion 3D

acido nalidixico

S
4//
! A
. ; /A - -
* -
| \
v ” v

HN/\ » v
\\V,
k/N " (J ‘ /.L
ciprofloxacina ’ 2 -
~ S . 4
(0] { .
‘ 2
. s .
0] OH |
)
H
H,C §_CcH {
3 \N/\ O/ﬁi/ 3 »&[\\ > 4 *’1/ -
. K/N N Y \\;\7 i | \‘\
levofloxacina | g ;‘g\\ gy Xy
OH d | |
1 o
F / /// 2 : -




66 Estudio computacional de la interaccion de antibioticos tipo quinolonas con su
enzima blanco ADN girasa y sus implicaciones en la resistencia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa

3.5. Acoplamiento molecular “Molecular Docking” de
guinolonas:

3.5.1. Interaccion de acido nalidixico y girasa A de P. aeruginosa:

La Figura 3-16 muestra los resultados de la interaccién del acido nalidixico con los
modelos tedricos construidos para la proteina ADN girasa A de P. aeruginosa, tanto para
la forma WT como para las mutadas. En general se observa que el antibitico se ubica
dentro del mismo sitio de union en todas las estructuras; y se posiciona en una
orientacion similar en todas ellas, excepto en el modelo Thr83lle en donde adquiere una

orientacion un poco diferente.

Figura 3-16: Modos de unién establecidos para el &cido nalidixico en la proteina ADN girasa A
de P. aeruginosa WT y mutadas obtenidos mediante el programa Autodock. El residuo 83 se
representa con color cian, el residuo 87 en amarillo, el 4cido nalidixico en purpura y la superficie
de la proteina en gris.

Thr83lle
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La tabla 3-9 muestra datos especificos acerca de esta interaccion.

Tabla 3-9:  Energias de unién para la interaccion entre acido nalidixico y ADN girasa A.

union) Kcal/mol* | INVOLUCRADO)
it | e | ome | OTOhPTee eI Gl

*Datos obtenidos mediante el programa Autodock.

Aunque la energia libre de unién es menor con la estructura WT no parecieran existir

diferencias entre los valores de energia entre los distintos modelos proteicos.

Ademas, se observa que el antibiético (acido nalidixico) presenta una interaccion tipo
puente de hidrogeno con el grupo amino del residuo GIn268 en todas las estructuras
modelo analizadas. Adicionalmente, en todas las estructuras el antibiotico presenta
interacciones con los residuos Phe96, Vall12, Tyr267 y Leu269.

En la estructura nativa (WT), el antibiético presenta ademas interacciones con los
residuos GIn94, Ser97, Glyl14 y Asn270 (Figura 3-17A), las cuales se mantienen en la
forma mutante Asp87Gly.

En la forma mutante Thr83lle el antibiético presenta interacciones particulares con los
aminoacidos Arg91, Serlll (Figura 3-17B) que no se presentan en las demas
estructuras (nativa y mutantes). En esta forma mutante, el antibiético no presenta
interacciones con los residuos de los aminoacidos GIn94, Ser97 y Asn270, como se
observo en las estructuras nativa y en las mutantes Asp87Gly (Figura 3-17C) y Asp87Asn
(Figura 3-17D).
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Con respecto a la estructura mutada Asp87Asn, a diferencia de la estructura nativa y las
otras mutantes, el antibiético no presenta interaccién con el residuo Glyl114 (Figura 3-
17D).

Por otra parte, en las estructuras mutadas (Thr83lle, Asp87Gly y Asp87Asn) se observa
gue el &cido nalidixico genera una interaccion adicional con la Thr219, la cual no se
presenta en la estructura WT.

Figura 3-17: Representacion grafica del sitio de union del acido nalidixico, mostrando los
residuos de contacto (a 4 A) con cada uno de los modelos estructurales propuestos para la
subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa. Los analisis se hicieron utilizando el programa
AutoDockTools (ADT).

WT Thr83lle

Asp87Gly

TYR267

o7



Capitulo 3 69

3.5.2. Interaccion de ciprofloxacinay girasa A de P. aeruginosa:

La Figura 3-18 muestra los resultados de la interaccion de ciprofloxacina con los modelos
tedricos construidos para la proteina ADN girasa A de P. aeruginosa. En general se
observa que el antibidtico ocupa en el mismo sitio de unién dentro de todas las
estructuras. Con los modelos WT y Asp87Gly se observa similitud en la orientacion
(pose) del antibidtico dentro del sitio de union. En la mutante Thr83lle el antibibtico se
posiciona de una forma diferente en el bolsillo; Asp87Asn pareciera que presentara un
modo de union similar al de las estructuras WT y Asp87Gly, sin embargo, la posicion del

anillo de ciclopropano es diferente.

Figura 3-18: Modos de union establecidos para la ciprofloxacina en la proteina ADN girasa A de
P. aeruginosa WT y mutadas obtenidos mediante el programa Autodock. El residuo 83 se
representa con color cian claro, el residuo 87 en amarillo, la ciprofloxacina en purpura y la
superficie de la proteina en gris.

Thr83lle
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La tabla 3-10 muestra algunos parametros de la interaccién con ciprofloxacina.

Tabla 3-10: Energias de union para la interaccion entre ciprofloxacina y ADN girasa A.

ENERGIA LIBRE DE
ESTRUCTURA | UNION (AG unién) PUENTESDEH | A)/1NOACIDOS DE CONTACTO

RESIDUO
Kcal/mol* INV(OLUCRADO) A 4 ANGSTROMS
Val90, Arg91, GIn94, Phe96,
WT -7,01 Asp87; GIn268 Ser97, Ser111, Vall12, Asnl116,
Tyr267
GIn94, Serl11, Vall12, Gly114,
Thr83lle -6,91 Phe96; Asn270 | Aspl15, Thr219, Tyr267, GIn268,

Leu269, Arg273

Arg91, GIn94, Phe96, Ser97,
Asp87Gly -6,92 GIn268 Serlll, Valll2, Glyl114, Asp115,
Asnll6, Thr219, Tyr267, Leu269

Asn87, Arg91, GIn94, Phe96,
Asp87Asn -6,82 Alall7 Ser97, Serll1l, Vall12, Aspl15,
Asnl116, GIn268

*Datos obtenidos mediante el programa Autodock.

Los resultados indican que la ciprofloxacina pareciera unirse de manera mas estable con
la estructura WT, ya que la energia libre de union es menor en la interaccion del
antibidtico con esta proteina. Sin embargo, al igual que en el caso del acido nalidixico, no

parecen existir diferencias importantes entre los valores de energia libre de union.

Ademas, se observa que el antibidtico ciprofloxacina presenta interacciones de tipo
puente de hidrogeno con diferentes residuos dependiendo de la estructura con la cual se
una; sin embargo, en todas las estructuras el antibitico presenta interacciones con los
residuos GIn94, Phe96, Ser1lly Valll2.

La interaccién del antibiético con la estructura WT presenta un puente de hidrégeno con
el residuo Asp87 y otro con GIn268 (Figura 3-19A). Se observa que el antibiético en la
estructura WT genera un contacto con el residuo Val90, el cual no se presenta en las

formas mutadas.
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En cuanto a la estructura Thr83lle, la interaccién con ciprofloxacina muestra dos puentes
de hidrégeno con los residuos Phe96 y Asn270. Comparado con la estructura WT,
Thr83lle no presentd interacciones con los residuos Val90, Arg91, Ser97 y Asnl116 pero
se generaron nuevas interacciones con los residuos Glyl14, Asp115, Thr219, GIn268,
Leu269, Arg273 (Figura 3-19B).

En cuanto a la estructura Asp87Gly, se conserva el puente de hidrégeno observado con
el residuo GIn268, sin embargo, para esta mutacidon, no se presenta el puente de
hidrogeno con el residuo Asp87 que si se observd en la proteina WT. Otras variaciones
con respecto a la estructura WT son: no presenta interacciones con el residuo Val90,
pero se observaron nuevas interacciones con Glyl114, Aspl15, Thr219 y Leu269 (Figura
3-19C).

Por otra parte, la estructura Asp87Asn, presenta un puente de hidrégeno con el residuo
Alall7. A diferencia de la estructura WT, Asp87Asnh no presenta interaccion con Val90 y
Tyr267, pero se observan una serie de interacciones adicionales con los residuos Asn87,
Aspl15 y GIn268 (Figura 3-19D).
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Figura 3-19: Representacion grafica del sitio de uniéon de ciprofloxacina, mostrando los
aminoécidos de contacto (a 4 A) con cada uno de los modelos estructurales propuestos para la
subunidad A de ADN girasa de P. aeruginosa. Los andlisis se hicieron utilizando el programa

AutoDockTools (ADT).

WT Thr83lle

Asp87Asn
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3.5.3. Interaccion de levofloxacina y girasa A de P. aeruginosa:

La Figura 3-20 muestra los resultados de la interaccion de levofloxacina con los modelos
tedricos construidos para la proteina ADN girasa A de P. aeruginosa. En las estructuras
WT, Thr83lle y Asp87Gly se observa que el antibidtico se posiciona en el mismo bolsillo
de unién, mientras que en la estructura Asp87Asn levofloxacina se ubica en un sitio
diferente pero proximo al anterior. En cuanto a la orientacion que adquiere el antibiético
en el bolsillo de unién, en las estructuras WT y Thr83lle este se posiciona con la misma
orientacion en ambos modelos, pero en la forma Asp87Gly se posiciona de manera

diferente.

En el modelo Asp87Asn que tiene un bolsillo de union diferente, la orientacion (pose) del

antibiotico también es diferente.

Figura 3-20: Modos de unién establecidos para la levofloxacina en la proteina ADN girasa A de P.
aeruginosa WT y mutadas obtenidos mediante el programa Autodock. El residuo 83 se representa
con color cian, el residuo 87 en amarillo, levofloxacina en purpura y la superficie de la proteina en
gris.

Thr83lle
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La tabla 3-11 muestra las interacciones de la levofloxacina con las estructuras modelo.

La energia libre de unién es mas negativa para la interacciébn del antibiético con el

modelo Asp87Gly.
Tabla 3-11: Energias de unién para la interaccién entre levofloxacina y ADN girasa A.
ENERGIA LIBRE DE | PUENTES DE H .
ESTRUCTURA | UNION (AG unién) (RESIDUO AMINO:Z'KE@SFR%OMETACTO
Kcal/mol* INVOLUCRADO)
Asp87, Arg91, GIn94, Phe96,
Ser97, Serl11, Vall12, Asp115,
wT 6.8l Thr219, Pro266, Tyr267, GIn268,
Leu269
Asp87, Arg91, GIn94, Phe96,
Ser97, Serlll, Valll2, Aspll5,
Thréslle 6,45 Thr219, Pro266, Tyr267, GIn268,
Leu269
Gly87, Val9o, Arg9l, GIn94,
Asp87Gly -7,13 GIn268 Phe96, Ser97, Serll1, Vall112,
Aspl15, Asnll6, Thr219, Tyr267
Gly173, llel74, Thri80, lle242,
Asp87Asn -5,97 Asnl81; Ser329 | Tyr267, GIn268, Leu269, Val330,

Phe331

*Datos obtenidos mediante el programa Autodock.

En general, se observa que el antibiético levofloxacina no presenta interacciones de tipo

puente de hidrogeno con las estructuras WT y Thr83lle. Sin embargo, si existen puentes

de hidrogeno en los modelos Asp87Gly y Asp87Asn.

En la proteina nativa (WT) levofloxacina establece interacciones de otro tipo (no puentes

de hidrogeno) con otros residuos (Tabla 3-11, Figura 3-21A) muchos de estos residuos

también interactian en las proteinas mutantes Thr83lle y Asp87Gly (Tabla 3-11, Figura
3-21By 3-21C)
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En cuanto al modelo Asp87Asn por el hecho de tener un bolsillo de uniéon diferente, el
antibidtico presenta interacciones con residuos diferentes a los observados en los otros
modelos estudiados (Tabla 3-11, Figura 3-21D) a excepcion de los residuos Tyr267 y
GIn268 los cuales resultan ser comunes en la interaccion de levofloxacina con todas las

estructuras estudiadas.

Figura 3-21: Representacion gréfica del sitio de unién de levofloxacina, mostrando los residuos de
contacto (a 4 A) con cada uno de los modelos estructurales propuestos para la subunidad A de
ADN girasa de P. aeruginosa. Los andlisis se hicieron utilizando el programa AutoDockTools
(ADT).

Thr83lle

Asp87Gly Asp87Asn
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La Figura 3-22 muestra un resumen de la interaccion de los distintos antibidticos
estudiados con los modelos estructurales propuestos (WT, Thr83lle, Asp87Gly Y
Aps87Asn).

Figura 3-22: Modos de unién de los diferentes modelos de la ADN girasa A de P. aeruginosa
(WT, Thr83lle, Asp87Gly Y Aps87Asn) obtenidos mediante el programa Autodock. Los paneles
superiores (A-D) representan la interaccion con &cido nalidixico (Nal); Los paneles centrales (E-H)
muestran la interaccion con ciprofloxacina (Cip), y los paneles inferiores (I-L) con levofloxacina
(Lev).

WT Thr83lle Asp87Gly Aps87Asn Antibidtico

Nal

Cip

Lev




4. Discusion

El presente trabajo se plante6 con el fin de continuar trabajos previos de nuestro grupo
de investigacion, que ha venido trabajando por afios con pacientes afectados de fibrosis
quistica. En aislados clinicos locales de P. aeruginosa obtenidos de infecciones
pulmonares de estos pacientes, hemos observado un alto porcentaje (>54%) de aislados
resistentes a ciprofloxacina, un antibiético de primera elecciéon para el tratamiento de
tales infecciones (Caldera et al, 2010; Baena del Valle et al, 2014). Adicionalmente,
hemos observado que la resistencia a este antibiético se relacionaria con la presencia de
mutaciones en el gen gyrA que codifica la subunidad A de la enzima ADN girasa,
mutaciones que afectarian la estructura primaria de la proteina al traducirse en los
cambios Thr83lle, Asp87Gly y Asp87Asn (Caldera, 2010). Las observaciones de nuestro
grupo coinciden con trabajos de otros grupos internacionales (Tabla 1-1), donde se
aprecia que la mutacion Thr83lle se relaciona con resistencia a antibidticos tipo
quinolonas en todos los estudios reportados a la fecha, y algo similar ocurriria con el
residuo Asp87, que es afectado por los cambios Asp87Gly, Asp87Tyr, Asp87His y
Asp87Asn

En particular, con este trabajo se intenta dar una explicaciébn a nivel estructural a la
resistencia observada frente a ciprofloxacina en aislados clinicos locales de P.

aeruginosa provenientes de pacientes con fibrosis quistica.
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4.1. Modelado molecular de la estructura 3D de la ADN
girasa de P. aeruginosa WT y versiones mutantes:

Dado que no se conoce la estructura 3D de la enzima ADN girasa de P. aeruginosa,
primero se plante6 modelar por homologia dicha estructura para luego realizar un analisis
tedrico computacional del acoplamiento molecular (interaccion) entre el modelo
estructural modelado y algunos antibiéticos tipo quinolonas (acido nalidixico,

ciprofloxacina y levofloxacina).

A pesar de que la enzima ADN girasa es una proteina dimérica constituida por dos
subunidades diferentes, subunidades A y B, es importante tener presente que en este
estudio sélo se trabajo con la subunidad A de la enzima, lo que podria representar una

limitacion al estudio.

En cuanto al proceso de modelado molecular de la estructura terciaria de la proteina,
éste se llevd a cabo a través de tres plataformas computacionales diferentes, lograndose
obtener un total de doce modelos teéricos de la subunidad A de la enzima ADN girasa
de P. aeruginosa, siete de los cuales se construyeron mediante las plataformas SWISS-
MODEL y MODELLER tomando como molde dos estructuras proteicas conocidas de E.
coli reportadas en la base de datos Protein Data Bank (2Y3P y 1AB4), y que presentaron
la mayor homologia con la proteina de P. aeruginosa; los otros cinco modelos se
generaron a partir de la plataforma I-TASSER, la cual no compara la secuencia de la
proteina problema con una proteina molde proporcionada por el investigador, sino con
toda una base de datos de estructuras tridimensionales conocidas. Cada plataforma
computacional tiene su propio método para evaluar la calidad de los modelos
desarrollados por ella misma, y lo hace de acuerdo a funciones o parametros especificos
propios de la plataforma; esto permitio descartar siete de los doce modelos generados,

preseleccionando asi cinco de los doce modelos originales.

Como los parametros de calidad propios de cada plataforma no permiten comparar
modelos construidos con otras plataformas, fue necesario utilizar otros servidores
(QMEAN y MolProbity), los cuales analizan la calidad de los modelos independiente de la
plataforma por la cual se hayan construido. Este proceso de evaluacion adicional permitié
descartar tres de los cinco modelos preseleccionados. De esta manera se determiné que

los mejores modelos construidos fueron los dos modelos generados con la plataforma
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SWISS-MODEL, pues presentaron los mejores valores de QMEAN total y un mayor
porcentaje de aminoacidos en regiones permitidas del grafico de Ramachandran. Con
base a las funciones de calidad anteriores, se seleccion6 el modelo 2 de SWISS-MODEL
como el mejor modelo de estructura terciaria para la proteina ADN girasa subunidad A de
P. aeruginosa, el cual adicionalmente present6é un perfil energético que garantizaria su
estabilidad y también pardmetros estructurales que se encontrarian dentro del rango
observado para proteinas con estructura 3D ya conocidas mediante técnicas
cristalograficas.

El modelo 2 de SWISS-MODEL fue construido por homologia con la estructura homéloga
2Y3P de E. coli (Edwards et al, 2009) Cabe recordar que la estructura 2Y3P corresponde
al dominio N-terminal (aminoacidos 2-523) de la subunidad A de la ADN girasa de
Escherichia coli, en un complejo con simociclinona D8. En Pseudomonas aeruginosa la
subunidad A de la ADN girasa consta de 923 aminoécidos y el modelo 3D propuesto aqui
para esta proteina contiene sélo 492 aminoacidos del extremo N-terminal (aminoacidos
30-522), esto debido a que la estructura que se tom6é como molde o plantilla para la
generacion del modelo corresponde también a el extremo N-terminal de la proteina de E.
coli. Consideramos que nuestro modelo es apropiado porque contiene integra la Regién
QDRD determinante de la resistencia a quinolonas localizada entre los aminoacidos 67 y
106 (Heddle y Maxwell, 2002).

Nuestro modelo final propuesto fue evaluado adicionalmente por los programas Verify,
Errat y proSAweb, concluyendo que es un modelo adecuado para el proceso de

acoplamiento molecular.

Con base en la misma estructura base 2Y3P, se construyeron también los modelos de
las versiones mutantes Thr83lle, Asp87Gly, y Asp87 de la subunidad A de la enzima, lo
gue se hizo siguiendo la misma metodologia empleada para obtener el modelo de la

proteina WT o nativa.

Todos los modelos de las versiones mutadas de la proteina fueron evaluados por medio
de los parametros QMEAN score, gréficos de Ramachandran, Verify, Errat y proSAweb
con el fin de determinar la calidad de la estructura. En general los resultados evidencian
gue los modelos construidos presentan una topologia adecuada. Estos modelos al igual

gue en el caso de la estructura nativa se optimizaron con el fin de asegurar que la


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
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estructura no presente repulsiones que afecten posteriormente el proceso de

acoplamiento molecular.

A nuestro entender, este es el primer trabajo que propone un modelo 3D para la
estructura de la ADN girasa (subunidad A) de P. aeruginosa. Todavia mas, es el primer

trabajo que propone un modelo 3D para algunas versiones mutantes de esta enzima.

4.2. Acoplamiento molecular de los modelos 3D
propuestos con antibidticos de tipo Quinolona:

Con respecto al proceso de acoplamiento molecular de las quinolonas evaluadas con las
versiones nativa (WT) y mutantes (Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn) de la proteina ADN

girasa A de P. aeruginosa, se evidencio lo siguiente:

4.2.1. acido nalidixico:

Los resultados con &cido nalidixico muestran que este se une al mismo sitio de unién en
los cuatro modelos estructurales estudiados (WT, Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn), un
sitio conformado al menos por los aminoacidos Phe96, Vall12, Tyr267 y Leu269 (Figura
3-16). No solamente el sitio de unién se mantiene, sino también las energias libres de

unién son practicamente las mismas con los cuatro modelos (tabla 3-9).

Aunque el sitio de union para el acido nalidixico parece ser el mismo en las cuatro
estructuras, se encontré que el antibiético se une con una orientacion diferente a la
estructura Thr83lle, observandose nuevas interacciones con otros residuos (tabla 3-9).
Estos resultados coinciden con un leve aumento de la energia de libre de unién, lo cual
podria sugerir que cambios en la interaccién del antibiotico con la proteina podrian ser
importantes para la regulacion de la actividad antibiética y por ende de la generacion de

resistencia bacteriana observada frente a acido nalidixico.
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4.2.2. ciprofloxacina:

Los resultados con ciprofloxacina muestran que este antibidtico se liga al mismo sitio de
unién en los cuatro modelos estudiados (WT, Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn), sitio
conformado al menos por los aminoacidos GIn94, Phe96, Serlll y Vall12 (Figura 3-18).
Adicionalmente, las energias libres de union son practicamente las mismas con los

cuatro modelos (tabla 3-10).

Adicionalmente, se encontré que el antibidtico se une con una orientacion diferente en las
estructuras Thr83lle y Asp87Asn (Figura 3-18). En ambas estructuras se generan nuevas

interacciones con otros residuos (tabla 3-10).

4.2.3. levofloxacina:

Los resultados con levofloxacina fueron algo diferentes a lo observado con los dos
antibiéticos ya discutidos (&cido nalidixico y ciprofloxacina) porque en el caso de
levofloxacina se encontré que existen variaciones en la forma como el antibiético se une
a los diferentes modelos estructurales analizados (Figura 3-20). En efecto, en el modelo
Asp87Asn el bolsillo de unién parece ser diferente al encontrado en los otros tres
modelos (WT, Thr83lle, Asp87Gly). Esto es coincidente con los valores de energia libre
de unién observados, ya que la interaccion de levofloxacina con el modelo Asp87Asn
presenta un valor de -5,97 Kcal/mol, superior en poco mas de un orden de magnitud al
observado con el modelo WT de -6,81 Kcal/mol (Tabla 3-11).

En este punto, es importante destacar que el bolsillo de unién para levofloxacina en los
modelos WT, Thr83lle, y Asp87Gly es el mismo sitio que se encuentra para los otros

antibioticos estudiados (acido nalidixico y ciprofloxacina).

Por otra parte, nuestros resultados muestran que levofloxacina presentaria mayor
afinidad por el modelo Asp87Gly en comparacion con la estructura nativa (WT). Esto se
deberia a que levofloxacina tiene un menor impedimento estérico para adecuarse dentro
del sitio de unién de dicho modelo, y podria llevar a pensar que los aislados clinicos con
esta mutacion en la subunidad A de la ADN girasa de P. aeruginosa podrian ser mas
sensibles a este farmaco y los pacientes llegar a tener un mejor resultado a nivel clinico

con levofloxacina comparado con ciprofloxacina.



82 Estudio computacional de la interaccidon de antibiéticos tipo quinolonas con su
enzima blanco ADN girasa y sus implicaciones en la resistencia bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa

4.3. Comparacion de nuestro estudio con otros
similares:

Un estudio computacional similar al nuestro pero enfocado en la interaccién de
guinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacina) con la subunidad A de la girasa de E.coli fue

realizado previamente por otros investigadores (Vashist et al, 2009).

Una diferencia a resaltar entre la proteina de E. coli y la de P. aeruginosa radica en el
aminodcido de la posicion 83, que en el caso de E. coli es una serina (Ser83) y en P.

aeruginosa es una Treonina (Thr83).

Con respecto al acido nalidixico, Vashist et al (2009) encuentran que la afinidad del
ligando disminuye en el siguiente orden: nativa (WT) > Asp87Tyr/Gly > Ser83Phe/Tyr y
gue el antibiético se posicionaria en lugares y orientaciones distintas de la proteina
dependiendo de la mutacion presentada. De manera similar, nuestros resultados
muestran que las orientaciones del antibiético dentro de la enzima varian dependiendo
del modelo estudiado (WT, Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn). Sin embargo, a diferencia
de Vashist et al (2009), nosotros no observamos cambios importantes en las energias de
unién entre los diferentes modelos. En efecto, para la unién con el acido Nalidixico
nuestros resultados arrojaron valores de AG de unién muy similares para las cuatro
estructuras modelo analizadas (-6.05 a -6.34 Kcal/mol, como se muestra en la tabla 3-9).
Estos valores reflejan afinidades de union muy similares entre el acido nalidixico y los

diferentes modelos (constantes de disociacion (Kd) de 2.2 a 3.6x10° M).

Con respecto a ciprofloxacina, Vashist et al (2009) encuentran que la afinidad del ligando
disminuye en el siguiente orden: nativa > Ser83Phe/Tyr > Asp87Tyr/Gly. En su caso, la
interaccion presentada entre ciprofloxacina y la estructura nativa de ADN girasa de E.
coli, se estabilizaria a través de tres puentes de hidrégeno: Asp87, Argl21 y Met120. Asi,
en E. coli el residuo Asp87 resultaria ser mas importante que la Ser83 para la unién a
ciprofloxacina, debido a que un cambio de amino&cido en dicha posicion generaria una
variacion drastica en la interaccion de la enzima con ciprofloxacina (Vashist et al, 2009).
En nuestro caso, los resultados de la estructura WT presentan dos puentes de hidrégeno:
Asp87 y GIn268. Cambios en el aminoacido 87 (mutacién Asp87Asn) muestran que el
antibiético presentaria una orientacion diferente dentro del mismo bolsillo de unién,

resultados que concuerdan con los obtenidos por Vashist et al (2009). En nuestro caso,
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no observamos diferencias en las energias de unién de ciprofloxacina a los diferentes
modelos evaluados (tabla 3-10), indicando que las afinidades de este antibiético por los

modelos estructurales analizados serian las mismas (Kd entre 7.2 y 9.9 x10° M).

Ademds, encontramos que ya existe reportada una estructura cristalografica para la ADN
girasa de Staphylococcus aureus en un compleo con ciprofloxacina y ADN, la que se
encuentra identificada con el cédigo de acceso 2XCT (Bax et al, 2010). Dicha estructura
corresponde a un fragmento del extremo N-terminal de 56Kd de 489 residuos
(aminoacidos 2-491) de la subunidad A y un fragmento del extremo C-terminal de 27Kd
de los residuos 410-543 y 580-644 de la subunidad B de la ADN girasa de
Staphylococcus aureus (Bax et al, 2010). En dicha estructura la ciprofloxacina interactla
con la girasa a través de los residuos Asp437, Arg458, Gly459, Lys460, Glu477, Gly1082,
Ser1084, Ser1085 y Glu1088 de la subunidad A, y no se evidencian interacciones con los
residuos de la girasa B. Adicionalmente, se observan interacciones entre el antibiético y
las bases nitrogenadas del ADN, interacciones que son mediadas por iones Mg*?.

Lo anterior discrepa con lo observado por nosotros porque ninguno de los residuos
implicados en la interaccion de la proteina WT (nativa) con ciprofloxacina en nuestro
estudio corresponde a lo reportado por Bax et al (2010), lo que sugeriria un bolsillo de
union distinto entre las proteinas de S. aureus y de P. aeruginosa. Estas diferencias
quizas pudiesen explicarse por diferentes razones: (i) S. aureus es un organismo gram
positivo, mientras que P. aeruginosa es un gram negativo; la subunidad A de S. aureus
tiene una homologia de ~50% con la de P. aeruginosa, mucho menor que la observada
con E. coli (76%) y que sirvi6 de plantilla para nuestro modelo. Esa diferencia quizas sea
importante. (ii) La subunidad A utilizada por Bax et al (2010) corresponde a la proteina de
longitud completa (>1000 aminoé&cidos), mientras que nosotros solo trabajamos con el
extremo N-terminal. Nuestros resultados se asemejan mas a los de Vashist et al (2009);
al menos uno de los residuos en el bolsillo de unién es comun al nuestro (Asp87), y otros

estan proximos en la estructura primaria de la proteina.

El presente trabajo representa un primer esfuerzo de nuestro grupo de investigacion por
conocer las bases estructurales de la interaccién Quinolonas-enzima ADN girasa de P.
aeruginosa y que nos permitan explicar la resistencia observada frente a quinolonas en
aislados clinicos locales de P aeruginosa debida a mutaciones en la subunidad A de la

ADN girasa.
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Creemos que el presente trabajo avanza algo en este sentido porque nos ha permitido
disponer de un modelo de la estructura terciaria de la subunidad A de la enzima ADN
girasa nativa de Pseudomonas aeruginosa que no se conoce hasta el momento de
redaccion de este documento. Ademas, nos ha mostrado los potenciales aminoacidos
implicados en la interaccion de este modelo proteico con algunos antibiéticos tipo
quinolona (&cido nalidixico, ciprofloxacina y levofloxacina). El trabajo no sélo se quedé en
el modelo de la proteina nativa (WT), sino también nos adelanta modelos tedricos de la
estructura de tres formas mutantes (Thr83lle, Asp87Gly y Aps87Asn), avanzando incluso
hasta el punto de definir potenciales interacciones que se establecerian entre tales
modelos y los antibiéticos mencionados.

En cuanto a la base estructural de la resistencia observada frente a ciprofloxacina
asociada a mutaciones en la subunidad A de la ADN girasa, los resultados del presente
trabajo no serian concluyentes. En efecto, si se analizan las energias de union de
ciprofloxacina, no se aprecian grandes diferencias entre los distintos modelos, lo que
descartaria cambios en la afinidad por el antibiético debido a las mutaciones. Sin
embargo, este tipo de estudios computacionales tiene limitaciones, y una de estas
limitaciones es que el calculo de los valores de energia libre de unién no siempre se
correlaciona con los datos obtenidos a nivel experimental (Warren et al, 2006; Chen,
2015), de manera que la informacién de las energias de unién en el presente estudio no
pueden descartar tal posibilidad. Lo ideal seria tener datos experimentales que nos
permitan concluir. Por otro lado, si nuestros resultados se analizan desde el punto de
vista de la orientaciéon que adquiere el antibidtico en el bolsillo de unién de los distintos
modelos estudiados, quizas los resultados pudieran sugerir una explicacion a la
resistencia observada experimentalmente, porque el presente trabajo muestra que la
orientacion del antibiético en los modelos mutantes seria distinta a la orientacion
observada en el modelo nativo (WT). En la estructura nativa se observan interacciones
gue no estan presentes en las estructuras mutantes, lo que quizds pudiese
potencialmente llegar a alterar el efecto terapéutico del antibidtico (Tabla 3-10 y Figura 3-
18).

En cuanto a los antibidticos levofloxacina y &cido nalidixico cuyo acoplamiento molecular
también fue estudiado, los pocos datos experimentales existentes en la literatura nos

impide hacer una discusion méas profunda. Sin embargo, se tienen como adelanto de
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estudios futuros que se planifican en nuestro grupo, y para comparar con los que iran

apareciendo publicados en el contexto internacional.

Finalmente, creemos que este trabajo abre la posibilidad a nuevos estudios, lo que

consideramos muy positivo en términos de las proyecciones del mismo.
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5. Conclusiones y proyecciones

5.1.Conclusiones

Se propone un modelo computacional teérico de la estructura terciaria de la
subunidad A de la enzima ADN girasa nativa (WT) de Pseudomonas aeruginosa.

Se proponen modelos computacionales de la estructura terciaria de las versiones
mutantes Thr83lle, Asp87Gly y Asp87Asn de la subunidad A de la enzima ADN
Girasa de P. aeruginosa.

Se estudi6 el acoplamiento molecular de tres antibidticos tipo quinolonas
(ciprofloxacina, acido nalidixico y levofloxacina) con los diferentes modelos

estructurales propuestos para la subunidad A de la enzima girasa.

Los antibidticos estudiados se fijan a un bolsillo comin en los cuatro modelos, con la
Unica excepcidn de levofloxacina que en el modelo Asp87Asn que se uniria a un

bolsillo distinto pero cercano.

Los antibiéticos estudiados se fijan al bolsillo de unién con una orientacién (“pose”)

gue depende del modelo estudiado.

Los resultados del acoplamiento con ciprofloxacina, aunque no concluyentes, podrian
explicar la resistencia observada en relacion con la presencia de las mutaciones
Thr83lle, Asp87CGly y Asp87Asn en aislados clinicos de P. aeruginosa. Se necesitan

estudios adicionales para una conclusion definitiva al respecto.

Los resultados del acoplamiento molecular con acido nalidixico y levofloxacina
serviran de insumo para intentar explicar futuros resultados de nuestro grupo de

investigacion.
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5.2.Proyecciones:

Realizar estudios experimentales bioquimicos y estructurales de la interaccién de
la subunidad A y del dimero ADN girasa de P. aeruginosa con antibioticos tipo
guinolona para conocer con precision las bases estructurales de dicha

interaccion.
Corroborar con estudios experimentales lo observado con levofloxacina.

Enfocar la informacion teérica y experimental futura hacia el disefio de nuevos

farmacos antimicrobianos.

Realizar estudios de acoplamiento molecular de antibiéticos tipo quinolona con
estructuras de la enzima girasa de P. aeruginosa que presenten mas de una
mutacion con el fin de analizar sus implicaciones en la resistencia antibidtica

observada en datos experimentales.



A. Anexo: Nomenclatura de los
aminoacidos en codigos de unay
tres letras

Aminoéacido Cddigo (una letra) Caddigo (tres letras)
Alanina A Ala
Arginina R Arg

Asparagina N Asn

Aspartato D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q GlIn
Acido glutamico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina [ lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met

Fenilalanina F Phe

Prolina P Pro

Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptéfano w Trp
Tirosina Y Tyr
Valina \% Val
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B.

Anexo: Direcciones electronicas
de las plataformas y programas
utilizados

BLAST: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

BLASTP:

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSea
rch&LINK LOC=blasthome

SWISSMODEL: http://swissmodel.expasy.org/

MODELLER v.9.10: https://salilab.org/modeller/

I-TASSER: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

Verify3D: http://services.mbi.ucla.edu/Verify 3D/

Prosall: https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

QMEANSserver: http://swissmodel.expasy.org/gmean/cgi/index.cqi

PyMol: https://www.pymol.org/

AutoDock: http://autodock.scripps.edu/

MarvinScketch: http://www.chemaxon.com.

Maestro: http://www.schrodinger.com/Maestro/

MolProbity: http://molprobity.biochem.duke.edu/



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://swissmodel.expasy.org/
https://salilab.org/modeller/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi
https://www.pymol.org/
http://autodock.scripps.edu/
http://www.chemaxon.com/
http://www.schrodinger.com/Maestro/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
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