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“Science is not perfect, it is often misused; it is
only a tool, but it is the best tool we have. Self-
correcting, ever changing, applicable to
everything. With this tool, we wvanquish the

impossible.”

“La ciencia no es perfecta, con frecuencia se
utiliza mal; no es mds que una herramienta,
pero es la mejor herramienta que tenemos: se
corrige a si misma, estd siempre evolucionando
y se puede aplicar a todo. Con esta herramienta

conquistamos lo imposible”

Carl Sagan.
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Resumen

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por el bacilo dcido-alcohol
resistente Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A su vez, la TB es un problema muy relevante
de salud ptublica a nivel mundial. Por otra parte, la aparicién de cepas de Mtb resistentes a
los farmacos antituberculosos actualmente empleados, ha impulsado la bisqueda de dianas
terapéuticas alternativas y metodologias para el diseno racional de nuevos farmacos efectivos.
En ese sentido, las proteinas de membrana son considerados blancos de interés al ser
mayormente accesibles a los compuestos activos. Particularmente los transportadores de
membrana ATPasas tipo P son dianas interesantes por su implicaciéon en la homedstasis
iénica y la viabilidad de las micobacterias. El presente trabajo se orienté en CtpF, una
ATPasa tipo P de Mtb transportadora de Ca?", relacionada con una gran cantidad de
condiciones bioldgicas asociadas al proceso de infeccién tales como estrés oxidativo, la

adaptacion del bacilo tuberculoso a condiciones anaerébicas, hipoxia y latencia.

Por lo anterior, el objetivo principal de esta Tesis fue determinar mediante anélisis in silico
e in vitro el potencial de las ATPasas tipo P de Mtb, especialmente el trasportador de calcio

CtpF, como diana para la busqueda racional de compuestos con actividad antituberculosa.

Inicialmente se generé un modelo 3D de CtpF por homologia, el que fue empleado para
identificar las caracteristicas farmacoféricas del complejo CtpF-acido ciclopiazénico (CPA),
un inhibidor de la Ca?*~ATPasa de reticulo sarco-endopldasmico (SERCAla), de la que se
conoce experimentalmente su estructura 3D, y fue usada como plantilla en la construccién
del modelo. Utilizando un repertorio de técnicas experimentales, se evalud y encontrdé que
CPA causa inhibicion de la actividad Ca?*-ATPasa de CtpF, asi como actividad
micobactericida. El analisis de la respuesta transcripcional de los genes de las ATPasas tipo
P2 al tratamiento con CPA, mostr6 una respuesta especifica de ctpF en comparacion a otras
ATPasas tipo P. Estos resultados iniciales permitieron sugerir a CtpF como una diana

molecular para el diseno de compuestos con potencial anti-TB.

A continuacién, con las caracteristicas farmacoféricas CtpF-CPA se realizé un cribado virtual

basado en farmacéforo utilizando la base de datos ZINC, para seleccionar moléculas
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candidatas a inhibidores de CtpF. Estudios de acoplamiento molecular y calculos de MM-
GBSA de los candidatos permitieron la identificacién de seis compuestos con la mejor energia

libre de unién para ser evaluados in vitro.

Los compuestos finalmente seleccionados demostraron tener actividad antimicobacteriana
mostrando una concentracién minima inhibitoria (CMI) entre 50 - 100 pg/mL, e inhibicién
del crecimiento de Mtb entre el 29.5 - 64.0 %. De manera similar, causaron inhibicién de la
actividad Ca*'-ATPasa en vesiculas de membrana de Mtb con un rango ICs, entre 4.1 - 35.8
pM. Finalmente se evalud la actividad de los compuestos con mejor respuesta biologica, en
un modelo de infeccién de macréfagos, como un acercamiento al efecto de los compuestos en
la sobrevida de Mtb durante la infeccion. El compuesto ZINC63908257 fue seleccionado como
el candidato més activo con una CMI de 50 pg/mL, inhibicién de la actividad Ca**-ATPasa
con ICs5 = 4.4 uM y disminucién del 81 % de la replicacién intracelular de Mth en macréfagos
una vez ocurrida la fagocitosis. Este compuesto demostré un efecto citotéxico del 12.9 % en
células MH-S y hemdlisis del 2 % de glébulos rojos humanos, ademas de presentar propiedades

farmacocinéticas adecuadas (drug-like).

El conjunto de resultados obtenidos muestra la importancia de las ATPasas tipo P de Mtb
para la supervivencia del bacilo durante la infeccién, e identifican la proteina CtpF como una

diana molecular clave para el diseno de nuevos compuestos antituberculosos.

Palabras clave: Tuberculosis; Compuestos antituberculosos; Acido ciclopiazénico; ATPasas

tipo P; Acoplamiento molecular.
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Abstract

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the acid-fast bacillus Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), which is one of the most important public health problems worldwide.
Furthermore, the emergence of resistant Mtb strains to current anti-TB drugs has increased
the search for alternative therapeutic targets and methods for the rational design of new
effective drugs. In this sense, membrane proteins have been considered interesting targets due
to their biological implication and for being highly accessible to active compounds.
Particularly, P-type ATPases membrane transporters are interesting targets due to their
implication in ionic homeostasis and mycobacterial viability. This work was oriented to CtpF,
a calcium P-type ATPase, related to a broad number of biological conditions associated to
processes of infection such as oxidative stress, adaptation of tubercle bacilli to anaerobic

conditions, hypoxia and latency.

Due to that, the main objective of this doctoral Thesis was to determine, through in silico
and in vitro analysis, the potential of P-type ATPases of Mtb, especially the calcium

transporter CtpF, as a target for the rational design of anti-TB compounds.

Initially, a 3D homology model of CtpF was generated, which was employed for identified
key pharmacophoric features of the CtpF-cyclopiazonic acid (CPA) complex, a well-known
inhibitor of the sarco-endoplasmic reticulum Ca*’-ATPase (SERCAla), from which its 3D
structure is known experimentally and was used as a template in the construction of the
model. By using a repertoire of experimental techniques, it was evaluated and found that
CPA causes inhibition of the Ca?*~-ATPase activity of CtpF, as well as mycobactericidal
activity. The analysis of the transcriptional response of P2 ATPases to treatment with CPA
showed a specific response of ctpF in comparison with other P-type ATPases. These initial
results provide evidence that CtpF is a molecular target for the design of compounds with

anti-TB potential.

Thereupon, with the CtpF-CPA pharmacophoric features, a pharmacophore-based virtual
screening was performed using the ZINC database in order to select candidate molecules to
inhibitors of CtpF. Molecular docking-based virtual screening and binding free energy
calculations (MM-GBSA) of selected candidates allowed identifying six compounds with the

best relative binding energies to be evaluated in wvitro.



XIT ATPasas tipo P de Mycobacterium tuberculosis como dianas para el diseno racional de compuestos antituberculosos

The compounds selected displayed in vitro antimycobacterial activity, showing a minimum
inhibitory concentrations (MIC) ranging from 50 -100 pg/mL, and growth inhibitions of 29.5
- 64.0 % on Mtb. Likewise, they causes inhibition of Ca?"-ATPase activity in Mtb membrane
vesicles (ICs) ranging from 4.1 - 35.8 pM. Finally, the activity of the compounds with the
best biological activity was evaluated in a macrophage infection model, as an approach to
evaluate the effect of compounds once the infection has occurred. The compound
ZINC63908257 was the best candidate by displaying a MIC of 50 pg/mL, a Ca*" P-type
ATPase inhibition with IC; = 4.4 pM and 81 % decrease in Mtb replication within
macrophage. This compound showed cytotoxic activity of 12.9 % in MH-S cells and hemolysis
of 2 % of human erythrocytes, thus, this compound shows a good pharmacokinetic profile
(drug-like).

Overall, the results presented here shows the importance of the P-type ATPases of Mtb for

the mycobacteria survival during infection, and identify the CtpF as a key molecular target

for the design of new antituberculous compounds.

Keywords: Tuberculosis; Antituberculous compounds; Cyclopiazonic acid; P-type ATPases;

Molecular docking.
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Introduccion

La Tuberculosis (TB) continta siendo una de las principales amenazas para la salud ptblica
a nivel mundial. A pesar de los diversos avances en medicina moderna, se estima que en el
2018, se presentaron 1.2 millones de muertes causadas por TB (World Health Organization,
2019). Este problema ha perdurado por las caracteristicas de la infeccién latente, al alto
porcentaje de coinfeccion VIH-TB, la baja efectividad de la vacuna BCG y el surgimiento de
cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mth) resistente a los medicamentos tradicionales

(Dheda et al., 2017).

La TB activa se trata mediante una combinacién de diferentes agentes quimioterapéuticos
administrados en un periodo de 6 a 12 meses. La quimioterapia contra la TB no complicada,
denominada terapia de primera linea, consiste en una combinacién de cuatro farmacos
principales, rifampicina (RIF), isoniazida (INH), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA)
(Lange, 2015). La larga duracién de este tratamiento se debe en parte a la baja permeabilidad
a través de la pared celular de Mtb (Espinoza-Moraga et al., 2013) y el limitado efecto contra
la infeccion latente (Dheda et al., 2017; Knight et al., 2019).

Si bien el nimero de casos de TB reportados a nivel mundial se ha mantenido relativamente
estable, la resistencia a estos antituberculosos (anti-TB) se ha incrementado, generando una
preocupante amenaza a la salud publica. La resistencia simultanea a INH y RIF se define
como TB multi-resistente (TB-MDR), condicién que en 2018 representé aproximadamente el
18 % del total de muertes por TB (World Health Organization, 2019). Este tipo de resistencia
hace necesario cambiar el tratamiento a uno de segunda linea prolongado, con farmacos més
toxicos y costosos. Sin embargo, surge cada vez con mas frecuencia una forma de resistencia
a los farmacos de primera linea y a las fluoroquinolonas, asi como al menos uno de tres
farmacos inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina o amikacina) denominada
TB extremadamente-resistentes (TB-XDR)(Prestinaci et al., 2015). Adicionalmente han sido
reportado algunos casos de una forma de resistencia causada por bacterias resistentes a todos
los medicamentos contra la TB usados actualmente denominadas Mtb totalmente resistente
(Mtb-TDR) (Hameed et al., 2018).
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La capacidad de Mtb para generar rapidamente resistencia a los farmacos, pone en manifiesto
la necesidad de identificar blancos terapéuticos alternativos, asi como nuevos compuestos anti-
TB para ser administrados en combinacién con los medicamentos actualmente usados (Cassir
et al., 2014; Hofman et al., 2016).

En este sentido diferentes grupos de investigacion han trabajado en el desarrollo de
compuestos anti-TB. Por ejemplo, el farmaco bedaquiline aprobado para uso regulado en
pacientes TB-XDR. Este compuesto tiene como diana la proteina de membrana FF, ATP
sintasa, afectando el bombeo de protones en la membrana de Mtb (Dupont et al., 2017;
Osborne, 2013). De manera similar, SQ-109 bloquea al transportador de monomicolato de
trealosa, MmpL3, encargado de transportar el monomicolato de trealosa, precursor esencial
en la biosintesis de los dcidos micélicos en las micobacterias (Tahlan et al., 2012; Vasava et
al., 2017). Estas proteinas de membrana, tienen la ventaja como blancos terapéuticos, que los
potenciales compuestos antimicrobianos no necesitan atravesar la membrana celular para

encontrar su blanco (Cheéne, 2002; Palmgren and Nissen, 2011; Yatime et al., 2009).

Por otra parte, algunos trabajos han resaltado la importancia de las proteinas de membrana
ATPasas tipo P para la biologia de las micobacterias, teniendo en cuenta su importancia en
la homedstasis idnica de cationes metalicos y la supervivencia intrafagosomal de Mtb (Padilla-
Benavides et al., 2013; Soldati and Neyrolles, 2012). Las ATPasas tipo P han sido blanco
para el desarrollo de compuestos antimicrobianos exitosos, como es el caso del anti-malarico
artemisina que inhibe la proteina PFATP6, una Ca*"-ATPasa tipo SERCAla de Plasmodium
falciparum (P. falciparum) (Krishna et al., 2010; Naik et al., 2011; Uhlemann et al., 2005;
Yatime et al., 2009). Desde este punto de vista, las ATPasas tipo P serian interesantes blancos

para el disefio de nuevos compuestos anti-TB.

El genoma de Mtb contiene 11 ATPasas tipo P que se han podido clasificar en dos grupos de
acuerdo con la naturaleza de los iones transportados: 1) transportadores de metales pesados
como CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV, y 2) transportadores de metales
alcalinos y /o alcalinotérreos como CtpE, CtpF, CtpH, y Ctpl (Cole et al., 1998; Novoa-Aponte
et al., 2012).

Varios estudios sefialan el papel relevante de las ATPasas tipo P de Mtbh en diferentes
funciones bioldgicas. Autores han demostrado que CtpV, se encuentra involucrada en la
tolerancia al Cu** (Ward et al., 2010), CtpC ha sido asociada con el eflujo de Zn** (Padilla-
Benavides et al., 2013), y CtpD muestra afinidad tanto a Co*" and Zn?" sugiriendo que se
trata de una enzima multifuncional (Raimunda et al., 2012). Bajo condiciones experimentales
que simulan la infeccién latente, las micobacterias regulan negativamente las ATPasas tipo

P, excepto aquellas que son esenciales para la actividad de las ATPasa en escasez de ATP,
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como los transportadores de Na*/K* y Ca*" (Pulido et al., 2014).

El presente trabajo se centra en el estudio de CtpF (Rv1997) una ATPasa tipo P de Mtb,
implicada en el eflujo de Ca’" y la respuesta al estrés oxidativo (Maya-Hoyos et al., 2019),
como blanco para el disefio de nuevos compuestos anti-TB. Estudios previos han evidenciado
que esta proteina es activada como respuesta a las condiciones de estrés enfrentadas durante
la infeccién micobacteriana (Novoa-Aponte and Soto Ospina, 2014). El gen ctpF es uno de los
cerca de 50 genes incluidos en el reguléon DosR, relevante para la adaptacién del bacilo a las
condiciones de baja tensién de oxigeno y la entrada en el estado de latencia (Pulido et al.,
2014). Durante la infeccién y ataque del macréfago, Mtb también se ve enfrentado a altas
concentraciones de calcio, por lo que CtpF haria parte de los sistema de respuesta que le
aseguran mantener las concentraciones de este metal dentro de los rangos intracelulares

normales (Sharma and Meena, 2017).

CtpF es la ATPasa tipo P micobacteriana filogenéticamente maés cercana (35.3 % de
identidad) a la proteina Ca**-ATPasa de reticulo sarco-endopldsmico (SERCAla). Esta
ATPasa ha sido ampliamente estudiada y su estructura 3D ha sido resuelta por cristalografia
de rayos X en diferentes estados conformacionales y unida a diferentes ligandos (Bublitz et
al., 2012; Gutmann et al., 2015). El &cido ciclopiazénico (CPA) es un 4cido indol tetramico,
toxico producido por Penicillium o Aspergillus, inhibe la actividad Ca*’~-ATPasa de SERCAla
al bloquear los segmentos transmembranales (TMD) implicados en el transporte del calcio
(Olesen et al., 2007; Yao et al., 2011). De manera similar, CPA afecta el transporte de calcio
mediado por la proteina PFATP6 de P. falciparum homologa a SERCA1a.

Como punto de partida, se evalud y evidenci6 la capacidad de CPA de inhibir la actividad
Ca*-ATPasa mediada por CtpF en Mtb, de manera similar como sucede con sus homologos
SERCAla y PfATP6. Ademas, se demostré que también causé inhibicién del crecimiento de
las micobacterias, sugiriendo una relacién entre la actividad de esta proteina con la viabilidad
de Mtb. El andlisis de expresion de genes de las ATPasas tipo P2, transportadoras de metales
alcalinos y/o alcalinotérreos (ctpFE, ctpF, ctpH, y ctpl) de Mtb en respuesta a CPA, mostr6
una activacién del gen ctpF en comparacion a otras ATPasas tipo P2. El conjunto de estos

resultados permitié proponer a CtpF como diana para el diseno de compuestos anti-TB.

Teniendo en cuenta lo anterior, se construyé un modelo 3D para CtpF por homologia usando
la estructura SERCA la co-cristalizada con una molécula de CPA como plantilla. Este modelo
3D fue empleado para identificar las caracteristicas farmacoféricas del complejo CtpF-CPA.
Estas caracteristicas farmacoféricas fueron empleadas para ejecutar un cribado virtual basado
en farmacoforo con la base de datos ZINC, para la identificaciéon de moléculas candidatas a

inhibidores de CtpF. Estudios de acoplamiento molecular y célculos MM-GBSA de los
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candidatos permitieron la identificacién de seis compuestos con la mejor energia libre de unién
para ser evaluados in vitro. Estos compuestos demostraron tener actividad antimicobacteriana
con una concentracién minima inhibitoria (CMI) de 50 a 100 pg/mL, e inhibicién del
crecimiento de Mtb H37Rv del 29.5 to 64.0 %. De manera similar a CPA, causaron
disminucién de la actividad Ca?"-ATPasa en vesiculas de membrana de Mtb con un rango
ICs de 4.1 a 35.8 pM. La evaluacion de los compuestos méas activos en el modelo de infeccion
en macrofagos demostrd que también tienen efecto para la sobrevida de Mtb H37Rv durante

la infeccién de los macrofagos alveolares de la linea MH-S sin afectar la fagocitosis.

El compuesto ZINC63908257 fue el candidato més activo con una CMI de 50 pg/mL,
disminucién de la actividad Ca*-ATPasa de 45 % (ICs = 4.4 pM) e inhibicién de la
replicacién intracelular Mtb H37Rv en un 81.3 %. Este compuesto demostr6 un efecto
citotéxico de 12.9 % y hemdlisis del 2 % en células eucariotas, ademéas de presentar

propiedades farmacocinéticas adecuadas (drug-like).

En general los resultados presentados indican que las ATPasas tipo P de Mtb como CtpF son

dianas moleculares claves para el diseno de nuevos compuestos anti-TB.



1. Marco conceptual y generalidades

1.1 Generalidades de la Tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa, causada por Mtb, considerada un problema relevante de
salud publica a nivel mundial (World Health Organization, 2019). Aunque esta bacteria afecta
principalmente a los pulmones, puede atacar el sistema nervioso central, el sistema linfatico,

circulatorio, genitourinario, gastrointestinal, dseo, articulaciones y la piel (Toro et al., 2006).

Mtb también conocida como bacilo tuberculoso es una bacteria acido-alcohol resistente que
tiene un tiempo de generacién muy largo (~24 horas), asi como la capacidad de entrar en
periodos de latencia dificultando la accién terapéutica de compuestos dirigidos contra su
metabolismo activo (Dheda et al., 2017). Posee una envoltura que, de manera general esta
formada por un conjunto complejo de moléculas que la protege, le da forma y le proporciona
mecanismos para el trafico de sustancias entre en interior y el exterior celular. Esta envoltura
esta constituida por tres componentes: La capsula, cuya sintesis parece estar controlada por
mecanismos reguladores dependientes del huésped en micobacterias patogenas; la pared
celular, formada por unién covalente entre peptidoglicano, arabinogalactano y los acidos
micolicos; y por tltimo, la membrana citoplasmatica, cuya composicién es similar a la de otras
bacterias (Daffé and Draper, 1998; Gorocica et al., 2005; Niederweis et al., 2010).

A pesar que la TB ha afectado a la humanidad a través de su historia, y del interés de la
comunidad cientifica internacional, los estudios realizados por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) reportan en el dltimo ano, cerca de 10 millones de enfermos y 1,2 millones de
muertes causadas por TB, de las que mas del 95 % ocurrieron en paises en desarrollo (World
Health Organization, 2019). Los casos de infecciones micobacterianas se han incrementado
recientemente, principalmente por la co-infeccién con el VIH, la aparicién de cepas de
micobacterias resistentes a los fAirmacos anti-TB y la existencia de la TB latente (Gandhi et
al., 2010). Adicionalmente, la via de transmisién y las caracteristicas del desarrollo de la

enfermedad han hecho que el control de la TB sea actualmente un reto.
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Las diferentes estrategias que actualmente se utilizan para hacer frente a la TB incluyen la
vacuna atenuada BCG de efectividad altamente variable y actividad restringida a las formas
miliares de la enfermedad (Andersen and Doherty, 2005), quimioterapia y estrategia de
tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES), intervenciones nutricionales
(vitaminas u oligoelementos) y programas de politica de salud publica, entre otras (World
Health Organization, 2019). Sin embargo, los datos reportados de incidencia de TB a nivel
mundial demuestran que estas herramientas no son efectivas y destacan la importancia del

desarrollo de nuevos anti-TB, que puedan hacer frente a esta epidemia.

1.2 Patogénesis de la Tuberculosis

La TB se transmite por via aérea mediante la inhalaciéon de goticulas de aerosol que contienen
la micobacteria, desde una persona con enfermedad activa hacia un receptor susceptible. Este
contacto se supone es alto y exponencial; sin embargo, solo un pequefio porcentaje de los
infectados desarrollara la enfermedad, mientras que su mayoria portard una TB latente, un
estado en el que Mth estd presente pero no hay respuesta inmunoldgica al bacilo

(Gengenbacher and Kaufmann, 2012).

Las etapas iniciales de la infeccién se caracterizan por una respuesta inmune innata por parte
del hospedero, en donde la bacteria es fagocitada por macrofagos y células dendriticas en los
alveolos pulmonares (Cambier et al., 2014). Esta fagocitosis inicia una cascada de eventos que
en muchos casos resulta en el control de la micobacteria, seguida por la infeccién latente, o
en menor proporciéon a una progresion a una enfermedad activa, llamada TB progresiva
primaria (Figura 1.1). La ruta que se escoja depende esencialmente del estado inmunoldgico
de hospedero y del balance que ocurra entre esta respuesta y la capacidad de la bacteria para
destruir el macrofago y dispersarse a otros tejidos por vias linfaticas o vasculares
(Gengenbacher and Kaufmann, 2012). Aproximadamente un 10 % de las personas que
presentan infeccion latente, desarrollaran TB activa en algin momento de sus vidas. Este
porcentaje puede incrementarse dependiendo de las deficiencias del sistema inmune como en
casos de coinfeccion VIH-TB, diabetes, tabaquismo o en otros casos de enfermedades

autoinmunes.
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Figura 1-1. Mecanismos de respuesta inmune contra Mtb.

Del balance que ocurra entre la respuesta inmune del hospedero y la capacidad de Mtb de evadir esta respuesta,
la patogénesis la TB puede tomar diferentes vias: (i) curacién esponténea; (i) TB progresiva primaria (iii) TB
latente (iv) reactivacién. Figura tomada y adaptada al espaifiol de la referencia (Kaufmann and McMichael,
2005).

1.3 Infeccién tuberculosa y respuesta inmune

Uno de los pasos iniciales mas importantes de la respuesta inmune innata es la internalizacion
de Mtb por los macréfagos, en un evento conocido como fagocitosis. Las bacterias fagocitadas
son confinados en vacuolas, las cuales son procesadas a través de una serie de interacciones
con vesiculas endosomales tempranas y tardias. En estos compartimentos, los bacilos
tuberculosos pueden sobrevivir y se multiplican lentamente, ocurriendo una divisién
bacteriana cada 25 a 32 horas. Los macréfagos infectados son inmediatamente activados por
linfoquinas, principalmente el interferén gama (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), ayudando a destruir de forma eficiente los bacilos. Las linfoquinas son sustancias
biolégicamente activas producidas y liberadas por los linfocitos T y comprenden, entre otros,

los llamados factores quimiotacticos inhibitorios de migracién y las linfotoxinas (Smith, 2003).
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En los macrofagos activados se lleva a cabo un proceso de maduracion de los fagosomas,
donde adquieren sus propiedades degradativas y microbicidas, fusiondndose en tltima
instancia con lisosomas para dar lugar al complejo conocido como fagolisosoma (Flannagan
et al., 2012). Esta unién se caracteriza por el establecimiento de un ambiente acido en el
interior, producido por la localizacion de proteina proton ATPasa vesicular o ATPasas tipo
V (V-ATPasa) en el fagosoma, favoreciendo la actividad de las enzimas lisosomales (Seto et

al., 2013).

Estos macroéfagos activados adquieren una alta capacidad para eliminar los bacilos intra-
fagosomales a través de la produccién de intermediarios de oxigeno reactivo (ROS) e
intermediarios de nitrégeno reactivo (RNS), péptidos antimicrobianos catiénicos, disminucién
de aminoécidos, carbohidratos y limitacién de hierro (Soldati and Neyrolles, 2012).
Recientemente, se ha evidenciado ademés envenenamiento de Mth por exposiciéon a altas
concentraciones de metales pesados, principalmente por zinc y cobre dentro del
compartimiento fagosomal (Botella et al., 2012). El paso final para la eliminaciéon bacteriana
requiere la activacion de potentes enzimas proteoliticas que degradan los lipidos y proteinas
micobacterianas. Asi los macrofagos inician la destruccién del bacilo por mecanismos propios
y actuando como células presentadoras de antigeno para los linfocitos T ayudadores CD4+,
los cuales son reclutados junto con los monocitos al lugar de la lesién, activando una respuesta

celular.

1.3.1 Supervivencia de Mtb en el fagosoma

En algunos casos, los mecanismos de respuesta inmune innata solo ayudan a contener la
infeccién y no erradica totalmente las bacterias, ya que después de ser fagocitada, Mtb activa
mecanismos de evasién de la respuesta inmune para sobrevivir dentro de los macréfagos
activados. El éxito del bacilo tuberculoso reside en su habilidad para interferir con los procesos
de tréfico intracelular de los macréfagos infectados; especificamente, Mtb es capaz de bloquear
la biogénesis del fagolisosoma (Vergne et al., 2004). Mtb logra esto entre otros, por su
capacidad de modular la acidificacién de estas vacuolas fagociticas al restringir la fusiéon con
los endosomas tardios por exclusién de la V-ATPasa (Vilcheéze et al., 2011). También se ha
propuesto que el amoniaco generado por la ureasa de las micobacterias estd implicado en la
neutralizaciéon de pH del fagosoma y la inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma (Gordon et
al., 1980). Ademas, las bacterias fagocitadas evitan su destruccién mediada por especies de
6xido nitrico y aniones superdxido al procesar cataliticamente los oxidantes generados (Botella

et al., 2012; Ehrt and Schnappinger, 2009; Ng et al., 2004).
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Un importante mecanismo adicional que explica el éxito de Mtb al bloquear la fusién del
fagosoma-lisosoma, postula que este patdgeno es capaz de interferir en el incremento de la
concentracién de Ca?" citosélico (Malik et al., 2003; Sharma and Meena, 2017). Este efecto
inhibitorio de la micobacteria ha sido atribuido al glicolipido manosilado lipoarabinomanano
(LAM), el que presuntamente interfiere con la senalizacién de una esfingosinquinasa, que
media el aumento transitorio de la concentracién de Ca*", asociada normalmente con la

fagocitosis de particulas no virulentas (Russell et al.,; 2002; Vergne et al., 2004).

Durante la infeccion tuberculosa, la senalizacién del Ca*" es crucial y juega un papel
importante en la patogénesis. Se ha demostrado que durante la fagocitosis, el macrdéfago
requiere concentraciones incrementadas de Ca’" lo que permite la activacion de calmodulina
(CaM), la cual cambia su conformacién y participa en la fusién fagosoma-lisososma y la accién
bactericida (Jaconi et al., 1990; Malik et al., 2000). Por lo tanto Mtb se ve también enfrentado
a un ambiente de alta concentracién de Ca?" demandando mecanismos de regulacion que le
permitan mantener las concentraciones de este metal dentro de los rangos intracelulares

normales (Sharma and Meena, 2017).

A diferencia de las células eucariotas, poco se ha estudiado sobre la regulacion de la
concentracion intracelular del Ca®* en bacterias. Evidencia experimental sefiala que diferentes
eventos bacterianos son regulados por cambios en la concentracion citosdlica de Ca®" libre,
como crecimiento, motilidad, esporulacién y el desarrollo de diferentes estructuras
bacterianas, entre otros (Burns and Minton, 2011; Hu et al., 2011; Naseem et al., 2009). Asi
mismo, medidas realizadas a través del uso de indicadores fluorescentes han permitido
establecer que la concentracién intracelular de Ca*" es regulada de manera estricta y
mantenida en niveles muy bajos, comparados con las concentraciones usuales en distintos

ambientes extracelulares (Gangola and Rosen, 1987; Jones et al., 2002).

La regulacion de la concentracion intracelular de Ca*" en bacterias comprende transportadores
activos, como ATPasas tipo P y transportadores activos de tipo secundario o energizados por
un gradiente electroquimico (Dominguez et al., 2015). Los transportadores pasivos involucran
a los canales mecano-dependientes (Nazarenko et al., 2003), canales voltaje-dependientes
(Chang et al., 2014), asi como se ha reportado la existencia de un canal no proteinico (Reusch
et al., 1995). Ademas de estos sistemas, se han identificado en bacterias proteinas de unién a
calcio (CaBPs) sobre las que, los cambios en la concentracion citosdlica de Ca’" libre, tienen
algin efecto. Una caracteristica comun a este tipo de proteinas es la presencia de motivos de
unién a Ca*" del tipo EF-hand, Greek-key, motivo B-roll y el motivo Big (Dominguez et al.,

2015). Estas CaBPs procariotas han sido implicadas en diversas actividades celulares como
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divisién, respuesta a estrés, senalizacién e interaccién hospedero-patdgeno. Es probable que
estos sistemas actiien en conjunto para posibilitar aquellas funciones celulares que requieran
del Ca*", desde el mecanismo de influjo que tras ser activado por un estimulo, da lugar a un
aumento en la concentracion intracelular, seguido por la unién del ion a las proteinas blanco
que median una respuesta o evento especifico, hasta la restauracién de la concentracién de

Ca’" realizada por el mecanismo de eflujo (Campbell, 2015).

En micobacterias se han postulado como mecanismos de regulacién intracelular del Ca*" a
proteinas CaBPs con motivo de unién B-roll (Dominguez et al., 2015). Estas proteinas
contienen la secuencia senal PE_PGRS y motivos ricos en glicina (GGXGXD/NXUX), asi
como multiples sitios de unién a calcio. Estas proteinas han demostrado estar asociadas a la
supervivencia del bacilo en el interior del macréfago y son importantes para su patogénesis.
Se sugiere que una de sus funciones es ser una fuente de variabilidad antigénica, lo que confiere
a Mtb la capacidad de evadir la respuesta inmune (Meena, 2015). Otro mecanismo propuesto
de regulacién de la concentracion intracelular de Ca’" de Mtb es CtpF, una ATPasa tipo P

implicada en el eflujo de Ca*" y la respuesta al estrés oxidativo (Maya-Hoyos et al., 2019).

Como se expuso anteriormente, Mtb debe enfrentar otras condiciones hostiles como el aumento
en la concentracion de iones de metales pesados (Soldati and Neyrolles, 2012). Estudios de la
composicion iénica al interior del fagosoma activado han permitido establecer que ocurre un
incremento de la concentracion de Zn*", Cu®" y Fe?" después de la fagocitosis, a un nivel que
resulta ser toxico (Wagner et al., 2005). Por otra parte, la micobacteria posee ATPasas y
otras proteinas encargadas del eflujo de estos iones como CtpV (cobre) y CptC (zinc) o la
porina MtcB (cobre)(Ward et al., 2010).

En este sentido, Mtb logra sobrevivir y crecer dentro del ambiente hostil del macréfago,
adaptandose a través de mecanismos que le permiten evaluar su entorno, regulando respuestas
que favorecen su persistencia en el hospedero, lo que incluye la activacién de diferentes

proteinas dentro de las cuales las ATPasas tipo P cumplen un rol muy importante.

1.3.2 Formacion del granuloma tuberculoso e infeccién latente

Como resultado de los eventos tempranos de la infeccion con Mtb, se establece una pequena
area inflamatoria en el parénquima pulmonar, de naturaleza granulomatosa, acompanado de
linfangitis y adenitis tuberculosa, llamada complejo primario o de Ghon (Lin et al., 2006). En
la mayoria de los individuos, esta lesion primaria casi inaparente y asintomatica, desaparece

en pocas semanas dejando una cicatriz. Aproximadamente 3 a 6 semanas después de la
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aparicién de la lesion primaria, el drea en cuestién pasa por una necrosis caseosa. Mtb se
multiplica y migra de los macréfagos diseminandose hacia los ganglios linfaticos méas proximos

del pulmén afectado (Curvo-Semedo et al., 2005).

En el caso que la inmunidad mediada por células sea eficiente, el siguiente paso defensivo es
la formacién de granulomas alrededor del bacilo (Figura 1-2). Linfocitos T ayudadores CD4+,
Linfocitos B y monocitos reclutados de la sangre rodean la lesién y se fusionan para formar
células gigantes mononucleadas (Pai et al., 2016). El granuloma tuberculoso en humanos,
tiene una estructura organizada y puede presentar formas morfolégicamente diversas, como

granuloma solido, caseoso, con o sin fibrosis y granuloma calcificado (Lin et al., 2006).
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Figura 1-2. Esquema de formacién del granuloma clasico en la infeccién latente de Mtb.

En la infeccién tuberculosa, Mtb invade el tejido intersticial pulmonar y migra al parénquima. Mtb es
transportado a los nodos linfoides pulmonares. Se reclutan linfocitos T, linfocitos B y monocitos para lograr la
formacién del granuloma. Estas células rodean a la bacteria en el centro del granuloma donde los niveles de
oxigeno se reducen creando un ambiente hostil para la micobacteria. Figura tomada y adaptada al espafiol de la
referencia (Pai et al., 2016).

A este estado se le conoce como la infecciéon tuberculosa latente, caracterizada por una
poblacién de bacilos no replicantes o dormantes. Mtb no replicante bajo condiciones de cultivo
in vitro son caracteristicamente resistentes a la mayorfa de los fairmacos anti-TB (Parrish et
al., 1998). El objetivo de la formacién del granuloma es limitar su diseminacién bacteriana al
crear un microambiente caracterizado por niveles bajos de oxigeno, bajo pH y nutrientes que
limita la replicacién y la dispersién de la micobacteria (Ahmad, 2011). Sin embargo, Mtb
puede cambiar su expresion fenotipica para adaptarse a la hipoxia al detener el ciclo celular
y entrar en un estado de reposo manteniendo su viabilidad. De esta manera puede persistir

en este estado de dormancia o latencia durante largos periodos, hasta el momento en que un
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desequilibrio entre el sistema inmune del hospedero (inmunosupresién) y el patdgeno, causa

una exacerbacién endogena, lo que conlleva a la reactivacion de la enfermedad tuberculosa
(Smith, 2003).

Como se ha resaltado, gran parte del éxito de Mtb en establecer una infeccion se debe a que
este microorganismo tiene la capacidad de sobrevivir en diferentes entornos agresivos como el
ambiente intracelular del macréfago, asi como la capacidad de habitar en el tubérculo
deficiente de oxigeno durante varios anos. Las caracteristicas bioenergéticas de las membranas
de las micobacterias, los sistemas de regulacién del estado de latencia y los mecanismos de
equilibrio i6nico intracelular, representan puntos de vulnerabilidad, que pueden ser

interesantes objetivos como dianas terapéuticas.

1.3.3 DosR un regulador de estado de latencia de Mtb

Durante el estado de latencia, Mtb es capaz de sobrevivir por varios anos en un estado no
replicativo, caracterizado por un bajo nivel de oxigeno. Se ha demostrado que, para responder
a estas condiciones, Mtb cuenta con un conjunto de por lo menos 48 genes que son inducidos
por hipoxia, NO y CO, el cual ha sido denominado DosR. (Dormancy survival regulator). El
regulén DosR es controlado por un sistema de tres componentes constituido por dos
histidinquinasas, DosS y DosT, capaces de detectar y unirse a los gases NO y CO, y el
regulador de la respuesta, DosR (Leistikow et al., 2010).

DosR estéa relacionado con la supervivencia en el estado de latencia en tanto que son necesarios
para la viabilidad de la micobacteria en condiciones anaerébicas y para la transicién desde el
crecimiento en ausencia de oxigeno o un estado no respiratorio inducido por NO, hacia el
crecimiento en condiciones (Leistikow et al., 2010; Prosser et al., 2017). No obstante, se ha
llegado a proponer que su efecto sobre la habilidad que tiene la micobacteria para adaptarse
a las condiciones de hipoxia en el hospedero esta limitado a las etapas iniciales de esta
adaptaciéon y que, en el largo plazo, es reemplazada tanto por una respuesta mas extensa y
compleja (Enduring hypozic response, FHR) (Rustad et al., 2008), asi como por otros

reguladores transcripcionales (Galagan et al., 2013).

De manera interesante, el gen ctpF (Rv1997) de Mtb que codifica para una Ca*-ATPasas, se
encuentran dentro de los genes que son inducidos bajo condiciones de hipoxia, controlados
por DosR, por lo que se podria sugerir una relacion entre su funcion y la adaptacion del bacilo
a condiciones anaerébicas (Pulido et al., 2014) y por tanto CtpF serfa un interesante blanco

para el disefio de nuevos compuestos anti-TB.



Q

Marco Conceptual y Generalidades 13

1.4 Tratamiento actual de la tuberculosis

La TB activa se trata usando una combinacién de diferentes agentes quimioterapéuticos
administrados en un periodo de 6 a 12 meses. La quimioterapia contra la TB no complicada,
denominada terapia de primera linea o régimen acortado estrictamente supervisado,
(estrategia TAES), consiste en una fase inicial intensiva por dos meses administrando cuatro
farmacos principales: rifampicina (RIF), isoniazida (INH), etambutol (EMB) y pirazinamida
(PZA), (Figura 1-3), seguido por un fase de cuatro meses con RIF e INH (Trauner et al.,
2014; World Health Organization, 2018). La larga duracién de este tratamiento se debe en
parte a la dificultad de tener concentraciones terapéuticas del farmaco en el sitio activo debido

a la baja permeabilidad a través de la pared celular de Mtb.

Precisamente la tipica estructura lipidica de la pared celular de Mtb la hace una bacteria
fisiologicamente resistente a la mayoria de los farmacos. Los compuestos hidrofilicos
atraviesan lentamente la pared celular debido al escaso niimero de porinas, a la escasa fluidez
de los acidos micélicos y al espesor total de la pared (Rinder et al., 2001). Tipicamente, la
resistencia a los farmacos anti-TB se produce como consecuencia de diferentes factores, entre
ellos la reduccién en la concentracién intracelular del fArmaco o interrupcion de la activacién
de profarmacos y la activacion de bombas de eflujo (Miotto et al., 2018). Otros estudios
relacionan el desarrollo de resistencia a los farmacos principalmente a mutaciones espontaneas
en las dianas farmacoldgicas que aseguran la supervivencia del bacilo a pH muy bajo mediante
la induccién de resistencia acida, adaptaciones a los farmacos a través de enzimas codificadas

por genes de Mtb y tolerancia epigenética (Hameed et al., 2018).

Durante el proceso replicativo de Mtb se generan dos poblaciones, bacilos resistentes generados
durante la infeccién y una poblacién de bacilos sensibles que son eliminados mediante la
terapia, dando como resultado la seleccion de cepas resistentes. Por este motivo, el
tratamiento de la TB se basa en la combinacién de farmacos con mecanismos de accidén
diferente para evitar la aparicion de resistencias. La frecuencia de aparicion de mutantes
resistentes varia dependiendo del farmaco: 10 para la isoniazida, estreptomicina y etambutol

y 10 para la rifampicina (Ford et al., 2013).
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Figura 1-3. Estructura de los farmacos anti-TB de primera linea.

Aunque el 95 % de los individuos con TB pueden curarse mediante el tratamiento de primera
linea, la tasa disminuye al 50 % en los casos de aparicién, cada vez més frecuente, de
resistencia a estos farmacos (Rehman et al., 2013). La resistencia a estos farmacos puede ser
del tipo TB-MDR para el caso de resistencia simultanea a INH y RIF. Este tipo de resistencia
hace que se tenga que cambiar el tratamiento a uno méas complicado, mas costoso y
prolongado, como fluoroquinolonas, kanamicina, capreomicina, etionamida, cicloserina y

tioacetazon, entre otros.

Otro estado de resistencia se define como TB-XDR, para el caso de resistencia a los farmacos
de primera linea, junto a las fluoroquinolonas, y al menos uno de los farmacos inyectables de
segunda linea, los que incluyen amikacina, kanamicina y/o capreomicina. Para tratar estas
formas de la enfermedad, una amplia seleccién de aproximadamente 25 farmacos han sido
usados en diferentes combinaciones (Caminero, 2006). Estas incluyen flouroquinolonas como
ofloxacina y moxifloxacina, aminoglucésidos como amikacina y kanamicina, antibidticos -
lactdmicos como imipenem y coamoxicilina-clavulanate, asi como péptidos antimicrobianos

como capreomicina (Figura 1-4).

El uso de estos farmacos tiene sus propias desventajas como, por ejemplo, menor eficacia o
especificidad, alto costo y mayor toxicidad para el paciente. Asimismo, para el ano 2018 la
OMS report6 484.000 casos y aproximadamente 214.000 muertes por TB-MDR, dentro de las
que el 9 % fueron TB-XDR (World Health Organization, 2019). En anos recientes se han
identificado en Italia, Irdn, India y sur de Africa, casos de TB resistente a todos los farmacos

actualmente en uso, denominada TB totalmente resistente o TB-TDR (Singh et al., 2019).

Este panorama pone de manifiesto la importancia del desarrollo de nuevos anti-TB,

encaminados a mejorar el tratamiento tanto de la TB sensible como resistente.
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Figura 1-4. Estructura de los algunos farmacos anti-TB usados para el tratamiento de TB-MDR y TB-XDR.

1.5 Nuevos compuestos anti-TB en desarrollo

En casi 40 anos la btisqueda de nuevas alternativas terapéuticas frente a la TB habia estado
abandonada, pero en los tltimos 15 anos diferentes grupos han trabajado en este tema y el
nimero de compuestos en las diferentes fases de desarrollo pre-clinico y fases I, II y III de
desarrollo clinico como posibles anti-TB ha aumentado (Hoagland et al., 2016). Actualmente,
existen 11 compuestos en desarrollo dentro de los que se encuentran: fluoroquinolonas,
rifamicinas,  beta-lactamicos,  oxazolidinonas,  diarilquinolina,  nitroimidazoles 'y
benzotiazinona, entre otros, los que estan resumidos en la figura 1-5. Algunos ya han sido
aprobados para su uso en combinaciéon con algunos farmacos del esquema tradicional de
tratamiento para casos de TB-XDR, como es bedaquiline - sirturo (TMC207 o R207910)
(Osborne, 2013).
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Figura 1-5. Programa global de desarrollo de farmacos anti-TB.
Se describen los farmacos en los diferentes estados de desarrollo. Figura tomada y adaptada desde el grupo de
trabajo en nuevos farmacos anti-TB, noviembre de 2019 (The Working Group for New TB, 2019).

Los estudios para el desarrollo de nuevos anti-TB han explorado estructuras desde compuestos
usados para tratar otras infecciones bacterianas (Rodr1 guez et al., 2001), compuestos andlogos
de farmacos anti-TB conocidos (Zumla et al., 2013) y el disefio de moléculas nuevas (Andries
et al., 2005). Estos compuestos anti-TB en actual desarrollo tienen accién sobre algunas rutas
biolégicas como la sintesis de la pared celular, la sintesis de proteinas o la produccién de
energia de la membrana (Villemagne et al., 2012). De igual manera, los grupos interesados en
este tema han desarrollado diferentes estrategias teniendo en cuenta la diana molecular o

caracteristicas estructurales de los compuestos quimicos.

La buisqueda de nuevos compuestos con actividad anti-TB, asi como la identificaciéon de dianas
terapéuticas alternativas, es un objetivo importante que no puede pausar ya que como se
describié anteriormente, Mtb tiene la capacidad de generar rapidamente resistencia y por lo
tanto se necesita implementar tratamientos con combinaciones de farmacos. Estos estudios

son entonces de gran importancia si se quiere hacer frente a este flagelo milenario.

1.6 Métodos para el diseno de nuevos anti-TB

La btsqueda de nuevos compuestos con actividad anti-TB incluye dos etapas: i) el
descubrimiento, proceso en donde se identifican las nuevas moléculas activas y ii) el desarrollo,
donde se realizan las evaluaciones de estos compuestos (Hughes et al., 2011). En general, este
proceso es dispendioso, costoso y toma muchos anos. El descubrimiento de farmacos involucra

el uso de diferentes metodologias, tanto experimentales como computacionales; estas técnicas
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tienen gran importancia y representan enfoques que se complementan. Algunos estudios en la
bisqueda de nuevos compuestos anti-TB utilizando combinacién de estas estrategias se

presentan resumidas en la tabla 1-1. Brevemente se describen las caracteristicas generales de

estas metodologias.

Tabla 1-1. Estudios para el descubrimiento de compuestos anti-TB empleando combinacién de estrategias

experimentales y computacionales.

Nombre genérico de ligandos Acci6én / Diana Método Referencia
L1LS: licand tioni Proteina de resistencia Modelado por homologia / | (Malkhed et
o Heandos cationieos multi-fArmaco de Mtb Docking / al., 2014)
Modelad homologi Jain et al.,
12i, 121: derivados arilquinolina ATP-sintasa edelado por. omologfa. / (Jain et al.
Docking / 2013)
C tos 1y 2: cl 3-
.omlnoues ,OS y ¢ ase. PanC: Pantotenato HTS / Actividad en (Kumar et
bifenil-4-cianopirrol-2-acido . ,
. sintetasa células completas al., 2013)
carboxilico
3 . Pknl: Serina / treonina Modelado por homologia / | (Kandasamy
T95 y B31: fAirmacos antiguos , . . ,
proteina quinasa Docking / Farmacéforo et al., 2014)
C tos A y B: derivad Vent t
OHpHes OS. y. ervados Sintesis de pared celular QSAR / NN (Ventura e
hidrazida al., 2013)
C tos L1 Ld AlaDH: L-alanina Modelo farmacéforo / (Saxena et
mpuestos L1-
OHIPHESEOs deshidrogenasa Docking / al., 2014)
Compuestos 11, 12 y 15: (Nagvi et al.,
PknB proteina kinasa B HTS / Docki
derivados hidrazida acida 11D proteiia fnasa / Docking 2014)
Derivados acido cindmic Farmacof SAR Mondal et
eriv L‘ os 4ci 0 cin LHllALO y InhA: Enoil- ACP-reductasa armacéforo / Q / (Mondal e
derivados ciclopropil Docking al., 2013)
Maharaj
C1-C10: Sistema anillo . Modelado por homologia (Ma &.Lra']
. . ADN girasa B , and Soliman,
aminocumarinico /Farmacéforo/ DM
2013)
11, I3, 14 y I5: dibenzof 3 Izumiz
U Y 1henzo uraﬁos, . Enoil-acil carrier reductasa Docking /| DM (Izumizono
acetoamida, y grupos metoxi-fenil et al., 2011)
Derivados amida-oxadiazol y 2- . . HTS / Actividad en (Simithy et
. . MtsK: Shikimato quinasa ,
aminobenzotiazol células completas al., 2014)

HTSV: cribado virtual de alto rendimiento; QSAR: relacién cuantitativa estructura actividad; NIN: redes

neuronales; DM: dindmica molecular.

1.7 Estrategias experimentales en la bisqueda de

nuevos compuestos anti-TB

Hasta la década de 1970, la identificacion de nuevos compuestos antimicrobianos dependia de
hallazgos que se producian por casualidad y en algunos casos guiados por la observacion mas
o menos cuantitativa del efecto que ciertas modificaciones introducidas en dichos compuestos,

ejercian sobre una determinada accién farmacolégica (Wermuth, 2011). Desde entonces,
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estudios de quimica médica y biologia estructural, han permitido el progreso de enfoques mas
racionales para el descubrimiento de nuevos compuestos (Koseki and Aoki, 2014). Cualquiera
que sea la estrategia a seleccionar bien sea racional, o no, el objetivo en la biisqueda de nuevos
anti-TB es encontrar moléculas activas con propiedades farmacocinéticas adecuadas,
estructuras quimicas o mecanismos de accién alternativos y que sean mas selectivos y menos
téxicos (Thomas, 2003).

1.7.1 Estrategias no racionales

Estas estrategias hacen referencia a los métodos de cribado, los que basicamente consisten en
evaluar el mayor nimero posible de moléculas estructuralmente diversas, provenientes de
colecciones de origen natural o bibliotecas combinatorias comercialmente disponibles, elegidas
al azar, aplicando un gran ntmero de ensayos biolégicos (Thomas, 2003). Utilizando estas
estrategias se consiguen identificar nuevos candidatos o moléculas “lideres” que puedan tener
actividad biolégica, los que posteriormente se optimizan mejorando las propiedades
farmacodindmicas y farmacocinéticas (Kerns and Di, 2008). Sin embargo, estas
aproximaciones no permiten reconocer la relacién entre la estructura quimica de las moléculas
y su actividad, ademéas consumen grandes recursos y tienen un porcentaje de éxito inferior a

1 por cada 10.000 compuestos sintetizados (Sheridan and Venkataraghavan, 1987).

En este proceso, sin embargo, existe una alternativa de alto rendimiento, que permite acelerar
la bisqueda de los lideres, que es conocida como “cribado de alto rendimiento” (High
Throughput Screening - HT'S). Esta técnica fue introducida durante la década de 1990, como
herramienta para acelerar ensayos masivos, robotizados, a partir de bibliotecas de compuestos
previamente seleccionadas, de modo que se asegure la diversidad en sus propiedades
fisicoquimicas y estructurales, permitiendo la identificacién de compuestos lideres (Hertzberg
and Pope, 2000). El HTS Involucra plataformas de operacién automatizada, modelos de
cribado especifico in wvitro, grandes bibliotecas de compuestos y sistemas de andlisis y

procesamiento de datos.

1.7.2 Estrategias Racionales

Estas estrategias consideran la informacién bioquimica, molecular y estructural disponible
tanto de la diana molecular (receptor) como de las posibles moléculas activas (ligandos), en

la busqueda de nuevos farmacos, lo que ha permitido aumentar la probabilidad de éxito.
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Esta informacién puede ser relacionada de manera eficiente, como en el caso de la estrategia
SAR (Relacién Estructura Actividad), en donde se parte del principio, que la actividad
biolégica de un ligando estd relacionada a su estructura molecular o propiedades y que
moléculas estructuralmente similares pueden tener actividad bioldgica similar (Esposito et al.,
2004). Mediante estas estrategias, se proponen cambios en las propiedades electrénicas de los
ligandos y se evalia cémo se modifica la actividad biol6gica mediante los cambios propuestos

de manera programada, no al azar.

Las estrategias racionales también pueden incluir el uso de métodos computacionales, que
permiten aprovechar la informacion quimica y bioldgica que se conozca sobre la conformaciéon
bioactiva de los ligandos o sobre los residuos del sitio activo en el receptor, para identificar y

optimizar nuevos compuestos (Kapetanovic, 2008).

Mediante HTS también puede ser posible realizar estrategia racional, en el sentido que se use
un grupo de moléculas que sean analogas y se evalie como se modula la actividad en funcién
de cambios estructurales, es decir realizando un estudio de relacion estructura actividad al

efectuar modificaciones en estas estructuras.

1.7.3 Diseno de farmacos asistido por computadoras (DiFAC)

Estos métodos consisten en aplicar algiin procedimiento realizado por una computadora, para
relacionar la actividad biolégica de un compuesto con su estructura molecular (Kapetanovic,
2008). Esta estrategia hace parte del diseno racional como se mencioné anteriormente, con la
ventaja de disminuir el tiempo y recursos en la busqueda de nuevos candidatos a farmacos
(Thomas, 2003). Teniendo en cuenta la informacién disponible sobre la estructura
tridimensional (3D), las estrategias DiFAC se dividen en dos grupos, basados en la estructura

del ligando o basados en la estructura del receptor.

1.7.4 Diseno de farmacos basado en ligando

Este grupo retne los métodos que examinan la estructura quimica del ligando en su
conformacioén bioactiva, al desconocerse la estructura 3D del receptor. De manera general, un
ligando puede ser, un inhibidor, wun sustrato, etc. Estos métodos relacionan
computacionalmente la actividad bioldgica potencial de un ligando o grupo de ligandos, con
sus propiedades estéreo-electronicas asociadas (Burger, 2003). Estos métodos incluyen
estrategias como la relacién cuantitativa estructura actividad (QSAR), y el modelado de

farmacoforo, entre otros.
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La aproximacién QSAR establece una relacion entre la actividad biolégica de estructuras
quimicas y sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Entonces, a partir de una estructura
quimica con actividad biolégica conocida, utilizando un modelo computacional es posible
calcular ciertas propiedades moleculares, llamadas descriptores. Estos descriptores describen
una propiedad, ya sea local o global de la molécula. Si se conocen los descriptores de una
molécula que tienen una relacion con su actividad bioldgica, se puede usar esta informacién

para disefiar moléculas que tengan una mejor actividad biolégica (Kier and Hall, 1993).

= Modelo 3D — Farmacé6foro

El modelo 3D-Farmacdéforo, se define como “un ensamble de caracteristicas estéricas y
electronicas que son necesarias para asegurar las interacciones supramoleculares con un
receptor especifico y desencadenar, o bloquear su respuesta biol6gica” (Wermuth et al., 1998).
Por lo tanto, un modelo farmacéforo se basa en la identificacién de un conjunto de
caracteristicas quimicas particulares que representan un ligando o un conjunto de ligandos,
que estan directamente relacionadas con su reconocimiento en el sitio activo del receptor y
por lo tanto, con su actividad bioldgica (Pandit et al., 2006). El modelado del farmacéforo
puede ser: i) basado en ligando, mediante la superposicién de un conjunto de moléculas
activas, llamado grupo de compuestos de entrenamiento, para generar alineamientos y de esta
manera determinar las caracteristicas quimicas comunes esenciales para su bioactividad y ii)
basado en el receptor, lo que implica un andlisis de las caracteristicas quimicas

complementarias del sitio activo y sus relaciones espaciales.

Una vez se obtiene el modelo, se puede buscar en las bases de datos, algunos compuestos que
contengan el mismo modelo farmacéforo, para explicar relaciones de estructura-actividad o
como punto de partida para el diseno de nuevas moléculas potencialmente activas

(Kapetanovic, 2008).

1.7.5 Diseno de farmacos basado en la estructura del receptor

Estos métodos se utilizan cuando se dispone de la estructura 3D del receptor o del complejo
receptor-ligando. De manera general, un receptor o diana molecular, es cualquier bio-
macromolécula que puede ser una proteina de membrana, enzima, ADN, etc. Estas estrategias
permiten evaluar la complementariedad y predecir la afinidad y los posibles modos de unién

entre los ligandos y el sitio activo del receptor. De este anélisis resultan los mejores candidatos
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a ser evaluados por ensayos experimentales, lo que implica un acortamiento del proceso de

identificacion y optimizacién del compuesto lider.

» Acoplamiento molecular (docking)

Los programas de acoplamiento molecular (docking) en proteinas, evalian la afinidad y la
energia libre de interaccién de un ligando y su receptor, entre una coleccion de moléculas y el
sitio activo de una diana molecular en estudio. También se identifican in silico las posibles
configuraciones del complejo receptor-ligando, por medio de dos funciones: i) estimacién de
las afinidades de unién basadas en algoritmos de acoplamiento o de busqueda conformacional,
por ejemplo algoritmo genético, busqueda de Monte Carlo; y ii) funciones de evaluacién
basados en campos de fuerza, y en funciones empiricas (Koseki and Aoki, 2014). Este proceso
permite seleccionar las conformaciones y orientaciones de menor energia del ligando, que

representan el modo de unién mas probable.

Cualquier programa de acoplamiento molecular efectivo debe ser computacionalmente
eficiente para determinar el modo de unién maés favorable, suficientemente sensible en su
funcién de puntuacién para discriminar entre modos de unién alternativos y el modo de uniéon
correcto y suficientemente robusto para permitir que varios sistemas de ligando-receptor sean

estudiados (Huang et al., 2006).

= Diseno de novo

Este método es adaptado para crear moléculas completamente nuevas a partir de las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales del sitio activo en el receptor. Puede ser mediante
un diseno a partir de atomos o fragmentos, considerando la informacién del orden espacial de
puntos de interaccién receptor-ligando relevantes (Burger, 2003). Las técnicas de diseno de
novo mas comunes usan como entrada un grupo de fragmentos moleculares desconectados o
secuencias de residuos muy cortas que son ubicados en la zona activa del receptor con la
ayuda de técnicas de simulacién y minimizacién de energia, interacciones de enlace de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas, para posteriormente estos fragmentos ser conectados.
(Caballero et al., 2011).
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1.8 Propiedades moleculares de los compuestos anti-TB

En general las propiedades fisicoquimicas de un farmaco, como la solubilidad y la
permeabilidad, establecen su biodisponibilidad oral, ademés de determinar su capacidad de
absorcién, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad, también conocido como
“ADMET” (Kerns and Di, 2008). Un reto importante en el campo de disenio de farmacos es
asegurar estas propiedades para los compuestos activos, lo que podria evitar fallos en las fases
clinicas de desarrollo. Esta evaluacion puede hacerse segtin la “regla de los cinco de Lipinski”
(Lipinski’5), que filtra las moléculas en funcién de su peso molecular (<500 g/mol), su lipofilia
en funcién del coeficiente de particién octanol-agua (LogP) (<5), el nimero de donadores de
enlace de hidrégeno (<5), nimero de aceptores de enlace de hidrégeno (< 10), enlaces rotables
(£ 10) y area de superficie polar (< 140 A). Se considera que un compuesto que no satisfaga
dos o mas de estos criterios, tiene una baja probabilidad de convertirse en un buen farmaco
(Lipinski, 2000). Estos limites parecen demasiado estrictos, por lo que se han realizado

estudios que establecen margenes de variabilidad para estos descriptores (Walters, 2012).

Estudios de wvarios conjuntos de compuestos con actividad anti-TB indican que la
hidrofobicidad, peso molecular y el valor medio para &rea superficial polar (PSA), son
estadisticamente diferentes a los farmacos aprobados por la FDA (Agencia de Medicamentos
y Alimentos de los Estados Unidos) (Ekins et al., 2014; Espinoza-Moraga et al., 2013). Estas
caracteristicas fisicoquimicas especificas de los anti-TB son necesarias, debido a que las
paredes celulares micobacterianas poseen una arquitectura tnica que afecta la permeabilidad
de los farmacos a través de estas membranas (Espinoza-Moraga et al., 2013); ademés estos
compuestos deben poder atravesar diferentes barreras para llegar a su objetivo principal que

son los bacilos activos dentro de los macroéfagos.

En una revision previa, se analizd el espacio quimico basado en propiedades moleculares y en
estructura de los anti-TB actualmente en uso, anti-TB en desarrollo, farmacos aprobados para
uso oral reportados en la base de datos del DrugBank, compuestos con actividad anti-ATPasa
y compuestos pertenecientes a la base de datos de la medicina tradicional china (TCM),
encontrando que, en general la mayoria de los anti-TB no siguen la regla de Lipinski’5 (Santos
et al., 2017). Al analizar los farmacos anti-TB actualmente en uso, se observa que la mayoria
de estos compuestos son de origen natural. Esto también explica el por qué no siguen estas
reglas siendo farmacos de uso oral, ya que los productos naturales se transportan en el
individuo que los recibe, a través de mecanismos activos, no difusién pasiva para entrar a la
célula, como lo hacen los compuestos sintéticos (Beutler, 2009; Clardy et al., 2006). En la

misma revisién publicada (Santos et al., 2017) también se encontré que los compuestos con
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actividad anti-ATPasa tipo P reportados en las bibliotecas virtuales, ocupan un espacio
quimico basado en propiedades moleculares, similar al ocupado por los compuestos aprobados
para uso oral del DrugBank y farmacos aprobados para el uso como anti-TB, lo que podria
significar que estos compuestos tienen buen perfil farmacocinético para poder ser evaluados

como anti-TB.

1.9 Dianas terapéuticas para el diseno de nuevos

compuestos anti-TB

Los farmacos anti-TB de primera y segunda linea actualmente en uso estan dirigidos hacia
una pequena fraccion de proteinas diana de Mtb. Por ejemplo la INH, pro-fArmaco que necesita
ser activado por una catalasa bacteriana, inhibe la biosintesis de acidos micdlicos; la actividad
de PZA es dependiente de la liberacion del 4cido pirazindico, que causa entrada de protones
y alteracién del balance del pH intracelular; EMB es un etilenediamino, afecta la
polimerizacién de arabinogalactano y lipoarabinomanan, por lo tanto la sintesis de pared
celular y RIF de la familia rifamicina de origen natural, inhibe la sintesis de ARN bacteriano
al unirse a la subunidad-f de la polimerasa dependiente de ADN (Horsburgh et al., 2015;
Villemagne et al., 2012).

La identificacién de nuevas dianas terapéuticas es un objetivo importante para el disenio de
farmacos anti-TB. Sin embargo, los compuestos que se encuentran en desarrollo, al ser en su
mayoria farmacos usados frente a otras infecciones bacterianas y analogos de farmacos anti-
TB, no cumplen con esta intencién. En la figura 1-6 se senalan las dianas sobre las que son
dirigidos los farmacos anti-TB actualmente en uso y algunos descritos en el pipeline del actual

programa global de desarrollo.
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Figura 1-6. Blancos moleculares y mecanismo de accion de los anti-TB actualmente en uso.
Se indican los blancos moleculares de los farmacos de primera y segunda linea en uso. Algunos anti-TB tienen
como blanco la membrana plasmatica de Mtb. Figura tomada de la referencia (Robert Horsburgh et al., 2015).

De manera interesante, investigadores han resaltado la importancia de proteinas esenciales de
membrana como dianas interesantes en el desarrollo de farmacos. En ese sentido, se ha
descrito a la proteina de membrana transportadora de acido micélico MmpL3 involucrada en
la biosintesis de pared celular, como inhibida en presencia de la diamina SQ-109 (Vasava et
al., 2017) y a la ATP sintasa, una proteina de membrana importante en la regulacién de
protones y generacién de energia para las micobacterias, diana del nuevo farmaco bedaquiline
(sirturo) (Osborne, 2013). Adicionalmente, las ATPasas tipo P han sido blanco exitoso de
compuestos antimicrobianos, como el antimaldrico artemisina, el cual inhibe la proteina
PfATP6, una Ca’-ATPasa tipo SERCAla de P. falciparum (Krishna et al., 2010; Naik et
al., 2011)

Estos hallazgos sugieren que las proteinas de membrana, como las ATPasas tipo P de las
micobacterias, podrian ser dianas de interés ya que ademés de participar en el transporte de
cationes y metales pesados a través de la membrana, tratado previamente, tienen otras

funciones muy importantes discutidas a continuacion.
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1.10 Estructura y clasificacion de las ATPasas tipo P

Las ATPasas tipo P son una familia de proteinas de membrana, involucradas en el transporte
selectivo de diferentes iones y fosfolipidos a través de membranas bioldgicas, utilizando la
hidrolisis de ATP para conducir el transporte. Estas enzimas generan y mantienen gradientes
de potencial electroquimico importantes a través de las membranas biolégicas (Bublitz et al.,
2012; Chan et al., 2010). La denominacién “P” ATPasa se debe a su particularidad de
fosforilarse durante el ciclo catalitico, en un residuo altamente conservado de aspartato, dentro
de la secuencia consenso DKTGTLT de todas las ATPasas. El proceso de
fosforilacion /defosforilacién estd acompanado por el transporte idnico que se da, gracias a los
cambios conformacionales presentados por la enzima. Estas ATPasas son sensibles a la
inhibicién por el vanadato, que es similar al fosfato y toma su lugar en una de las fases del

funcionamiento de la enzima (Saffioti et al., 2019).

Las ATPasas tipo P se clasifican filogenéticamente en cinco clases (P1-P5) segin su
especificidad iénica y topologia de membrana, dentro de las que se encuentran 10 subclases
diferentes clasificados de acuerdo al sustrato transportado. Sin importar su clasificacion todas
utilizan el mismo mecanismo catalitico y la misma estructura base. En la tabla 1-2 se muestra

la clasificacién de esta familia de proteinas.

La clase P1 estd conformada por las que se cree, son las bombas mas antiguas de la
superfamilia y comprende dos subclases. La subclase P1A es representada por la bomba KdpB
de E. coli, la ATPasa méas pequena conocida con una masa de apenas 72 kDa y sélo 6 hélices
transmembranales (Hu et al., 2008). Las bombas que pertenecen a la subclase P1B estan
involucradas en el transporte de iones de metales pesados llevando a cabo funciones de
desintoxicacién o metalacién de proteinas, esenciales para la viabilidad celular (Padilla-

Benavides et al., 2013).

La clase P2 incluye a las ATPasas transportadoras de metales alcalino/alcalinotérreos y se
considera el grupo mas diverso. Se divide en 3 subclases: P2A; P2B y P2C. El representante
més importante de la subclase P2A es la Ca*-ATPasa del reticulo sarco-endoplasmico,
SERCA, de células musculares en mamiferos, que serd descrita con méas detalle en la siguiente
seccién. En la subclase P2B se encuentra clasificada la PMCA (Plasma membrane Ca*'-
ATPase), bomba encargada de reestablecer el gradiente de concentraciéon de iones Ca*" luego
de eventos de senalizacién en que un aumento abrupto de la concentracion citosélica de este
ion es usado como mensaje (Palmgren and Nissen, 2011). En la subclase P2C hace parte la
Na®/K*-ATPasa, primera ATPasa en ser descrita (Skou, 1998), responsable de establecer y

mantener gradientes electroquimicos de los iones Na® y K' a través de la membrana
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plasmatica. Otro miembro importante de esta subclase es la H*/K*-ATPasa, encargada de la
secrecién de acido géstrico por medio de un intercambio electroneutro de iones H* por iones

K*, a expensas de la energia almacenada en el ATP.

Los miembros de la clase P3, subclase P3A son bombas H*-ATPasas presentes en hongos,
plantas y bacterias, tienen el rol de generar una separacién de carga a través de la membrana
plasmatica. Su estructura es similar a la de las Na*/K*- y Ca*~ATPasas, lo que sugiere un
mecanismo de transporte comin conservado (Kithlbrandt et al., 2002). Por otra parte, la
subclase denominada P3B donde se agrupan a Mg?*-ATPasas de bacterias. Recientemente, se
ha reportado que un miembro de esta subclase participa en la formacién de complejos
multiméricos de ATPasas cuyo fin es hiperacidificar el interior de vacuolas en células

eucariotas (Faraco et al., 2017).

La clase P4 es conocida por agrupar ATPasas que transportan fosfolipidos en lugar de iones,
usualmente denominadas flipasas. Su funcién principal es la formacién y mantenimiento de la
asimetria de la bicapa lipidica y su participacién en la formacién de vesiculas transporte para

las rutas de secrecién y endocitosis (Lopez-Marques et al., 2014).

Finalmente, la clase P5 corresponde a un grupo de ATPasas presentes en todos los genomas
eucariotas, no han sido encontradas en procariota, de las que se desconoce su especificidad o

sustrato transportado.

Tabla 1-2. Clasificacién de las ATPasas tipo P

Bacteria| Arquea | Hongos | Plantas | Invertebrados | Vertebrados | Especificidad Funcién
PI1A . . K*
Cu*. Cu+, Regulacion de presién
Agt, Cd?,
P1B * * * * * * Zn?t. Pht, Detoxificacion homeostasis
Co?*
P2A . . . . . . Ca?”, Mu?® | ‘
(SERCA) Senalizacion, homeostasis
P2B . . . . Ca?* (PMCA)
Pac Nat /KT, Potencial de membrana,
H/K+ acidificacion
P2D . . . Nat, Ca® Desconocida
P3A . . . . H* Potencial de membrana, pH
P3B . Mg?* Desconocida
P4 . . . . Fosfolipidos Transporte de lipidos
P5 . . . . Desconocido Desconocida

Se describen las principales funciones, especificidad y distribucién entre los organismos de la familia de ATPasas
tipo P. Los puntos negros indican la presencia en los diferentes organismos de las subclases P1, P2, P3, P4 y P5.
Informacién tomada y adaptada de la referencia (Bublitz et al., 2010).
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Las ATPasas tipo P se caracterizan por tener cinco dominios que son funcional y
estructuralmente diferentes, representados en la figura 1-7. Tres de estos dominios son
citoplasmaticos (N, unién a nucleétido, P, fosforilacién y A, actuador), y los otros dos se
embeben en la membrana (TMD, transporte y S, soporte especifico de clase. Durante el ciclo
catalitico, el dominio N reconoce el ATP y posiciona el fosfato y para el ataque nucleofilico,
mientras que un residuo de aspartato (Asp) ampliamente conservado en el dominio P acepta
este grupo fosfato y forma un intermediario aspartil-fosfato de alta energia. Un glutamato
(Glu) en el dominio A posiciona una molécula de agua para la hidrélisis subsecuente, la cual
lleva a la liberacién del grupo fosfato (Palmgren and Nissen, 2011). Los dominios
citoplasméticos son conectados a los segmentos transmembranales mediante cinco regiones
“linker”. En esta region se encuentra el sitio de fosforilacién de la proteina, al igual que los
sitios de unién al ATP. La regién de unién del metal tienen motivos altamente conservados

y dependen de la especificidad del catién transportado (Bublitz et al., 2010).

Los motivos caracteristicos de las ATPasas se presentan en el dominio A, como TGE, en el
dominio P, como DKTG que contienen al residuo de aspartato conservado y al TGDN y
GDGXND, involucrados en la coordinaciéon de Mg?™ asociado con la unién del ATP en el sitio
de fosforilacion. El dominio TMD presenta una alta variabilidad entre las distintas ATPasas
salvo por la regién donde se encuentran los aminoacidos responsables de la coordinacion del

sustrato (Chourasia and Sastry, 2012).

Adicionalmente, las ATPasas tipo P presentan dos estados conformacionales: E1, donde se
unen los iones en un lado de la membrana celular, induciendo su auto-fosforilaciéon y la
generacion de un nuevo estado conformacional (E2), que tiene una menor afinidad por los
sustratos y por lo tanto los iones inicialmente reconocidos son liberados al otro lado de la
membrana, promoviendo el transporte de iones y la auto-defosforilacion (Kiithlbrandt, 2004).
A pesar que las ATPasas tipo P comparten un mecanismo catalitico basado en los cambios
conformacionales de sus cinco dominios estructurales, su regulaciéon y la afinidad por el

sustrato transportado es diferente para cada una de ellas.
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Figura 1-7. Esquema de la organizacién estructural de las ATPasas tipo P.
En la figura de la izquierda se muestra un modelo de cintas de la estructura terciaria de la Ca** ATPasa tipo P
SERCA1la (ID PDB 1T5S), en la que se ilustra el sitio de unién transmembranal del metal y el sitio de unién a
nucleétido (Palmgren and Nissen, 2011). En la figura de la derecha se muestra una representacion esquematica
de la misma estructura con los dominios representados en letras mayuscula. Figura tomada y adaptada de la
referencia (Bublitz et al., 2010).

La estructura tridimensional (3D) de varias ATPasas tipo P han sido determinadas por
cristalografia de rayos X, pero la proteina més estudiada es la Ca**-ATPasa tipo P de reticulo
sarco-endoplasmico SERCA1la, de la que se encuentran disponibles modelos en todos los
estados del ciclo de reaccion y en complejo con diferentes ligandos. Esta abundante
informacion estructural ha sido una valiosa herramienta para entender el funcionamiento y
especificidad idnica de otras proteinas putativas transportadores ATPasas tipo P. A

continuacién describimos las principales caracteristicas de esta SERCAla.

1.11 Ca®>*-ATPasa de reticulo sarco-endoplasmico

(SERCA)

SERCA es una proteina de membrana del reticulo sarco-endoplasmico (SR/ER) de los
miocitos, su funcién es transportar Ca*" desde el citosol al lumen SR/ER a expensas de la
hidrolisis de ATP durante la relajaciéon muscular. Es la representante mejor caracterizada de

las ATPasas subclase P2A, en cuanto se ha resuelto su estructura cristalina en multiples
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conformaciones (Jensen et al., 2006; Takahashi et al., 2007; Toyoshima et al., 2000). Su
secuencia se encuentra altamente conservada en eucariotas superiores y también han sido
halladas secuencias que comparten un alto grado de homologia con ella en ciertos organismos
procariotas (Kotsubei et al., 2013; Zanotti, 2016). Esta proteina integral de membrana de 994
aminoacidos estd compuesta por tres dominios citoplasméticos tipicos de las ATPasas tipo P
y diez hélices transmembranales (TMDs) M1-M10. Posee dos sitios de uniéon a Ca’*, ricos en
atomos de oxigeno y con una densidad de carga predominantemente negativa, denominados
Ca-l y Ca-II (Musgaard et al., 2012). SERCA es responsable de mantener el gradiente de
concentracion de Ca?" que existe a lo largo de la membrana plasmatica de ciertos organelos y
de las células, asi como de mantener una concentracién intracelular de Ca®" baja, lo cual es

esencial para diferentes funciones bioldgicas en células eucariotas y procariotas.

El transporte activo de Ca?" lo realiza alternando cuatro estados conformacionales: el estado
E1-P, donde dos sitios de unién a Ca?" tienen alta afinidad y se enfrentan al lado
citoplasmatico de la membrana; el estado E2 abierto, donde los sitios de unién tienen baja
afinidad por Ca?" y alta afinidad por protones y se ubican hacia el lumen; el estado E2-P
cerrado el cual es ocluido por un protén; finalmente el estado E2-ATP donde un ATP

modulador es unido (Musgaard et al., 2012; Zanotti, 2016).

En mamiferos, existen tres tipos distintos de SERCA (1 al 3) los cuales pueden presentarse
como varias isoformas generadas a partir de splicing alternativo: tres de SERCA1 (a-c), tres
de SERCA2 (a-c) y seis de SERCA3 (a-f). Este splicing da lugar a diferencias en la longitud
del extremo C-terminal, siendo SERCAla la ATPasa més corta, con 994 aminodcidos y
SERCA3a la més larga, con 1052. SERCAla predomina en el musculo esquelético mientras
que las isoformas 2a y 2b predominan en el musculo cardiaco y las isoformas de SERCA3 en
células no musculares, especialmente células hematopoyéticas (Zanotti, 2016). La figura 1-8.A
representa la estructura 3D de SERCA1la en estado E2 indicando todos los dominios de estas

ATPasas tipo P2 y en complejo con el acido ciclopiazéonico (CPA).

Ha sido demostrado que varios compuestos se unen e inhiben SERCAla en el rango de
concentraciones de micro a nanomolar, al bloquear su estructura en un estado conformacional
definido. Por ejemplo, tapsigargina (TG), el acido ciclopiazénico (CPA) y la 2,5-di(t-butil)
hidroquinona (BHQ), bloquean la proteina en un estado E2, mientras que 1,3-dibromo- 2,4,6-
tri (metilisotiouronio) benceno, la estabiliza en el estado conformacional E1-P (Chourasia and
Sastry, 2012; Seidler et al., 1989).
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Figura 1-8. Estructura 3D de SERCAla y 2D de CPA.

A. Representacion de la estructura 3D de SERCAla (PDB: 3FGO), se indica el dominio N en rojo, dominio A
en amarillo, dominio P en ptrpura. Los diez dominios TMD se muestran en azul claro. El circulo negro seniala el
sitio de unién CPA en el canal de acceso al Ca?*. B. Férmula estructural de CPA con el motivo indol en azul, el

motivo hidrindano central en amarillo y el motivo acido tetramico en verde. Figura tomada y adaptada de la

referencia (Kotsubei et al., 2013)

De manera particular CPA, un metabolito secundario, aislado de los géneros Penicillium y
Aspergillus, ha demostrado ser una micotoxina asociada a intoxicacién por alimentos
contaminados en vertebrados superiores. Su estructura estd compuesta por un motivo indol
en un extremo y un motivo acido tetramico al otro, separados por un motivo central
hidrindano (Figura 1-8 B). Estudios bioquimicos y estructurales demuestran que CPA actta
en el rango nanomolar, ocluyendo el canal de acceso al Ca** de SERCA1la, alterando en el
flujo intracelular y homedstasis de Ca*" (Moncoq et al., 2007). Su sitio de unién es diferente

al de TG y parcialmente sobrepuesto al de BHQ.

La unién de CPA al bolsillo en SERCAla es especifica y depende de los aminoacidos del
bolsillo que coordinan esta interaccion. Se ha demostrado que, de manera similar afecta el
transporte de calcio por la proteina PTATPG6, la Ca*~-ATPasa de P. falciparum homdloga a
SERCAla (Di Marino et al., 2015).
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1.12 ATPasas tipo P de AMtb, clasificacion e implicacion
biolégica
Estudios del genoma de Mtb evidencian que existen 28 secuencias que codifican para
transportadores putativos de iones metdlicos, entre ellos 11 ATPasas tipo P las cuales se
pueden clasificar en dos grupos de acuerdo con la naturaleza de los iones transportados.
Transportadores de metales pesados (CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV) y
transportadores de metales alcalinos y/o alcalinotérreos (CtpE, CtpF, CtpH, y Ctpl) (Cole
et al., 1998; Novoa-Aponte et al., 2012). Estudios bioinforméticos adicionales indican que
estas proteinas se encuentran conservadas, con identidad de al menos 98 % en sus secuencias
de aminodcidos en diferentes especies del género Mycobacterium (Novoa-Aponte and Soto
Ospina, 2014), lo que facilitaria el diseno de inhibidores de espectro extendido entre las

especies patogénicas de micobacterias.

Como se discutioé previamente, Mtb debe afrontar condiciones adversas durante la infeccién.
Dentro de estas condiciones, se expone a una intoxicacién con metales pesados, como Cu®"y
Zn*", asi como y una alta concentracion de Ca*" citosdlico, situaciones que pueden afectar su
capacidad de sobrevivir y replicarse en los macrofagos activados. En ese sentido se ha
evidenciado que, en las micobacterias, las ATPasas tipo P cumplen funciones claves y muy
diversas; por ejemplo, la ATPasa CtpV esta implicada en la resistencia a concentraciones
elevadas de Cu®" (Ward et al., 2010); de manera similar recientemente se ha sugerido que
CtpA esta involucrada en la desintoxicacién de Cu® de las células micobacterianas (Le6n-
Torres et al., 2015). CtpG ha sido asociada al transporte de Cd*" de manera més eficiente que
otros cationes de metales pesados (Lopez et al., 2018). La ATPasa CtpC ha sido asociada a
la proteccién del bacilo del exceso de Zn** (Botella et al., 2011; Padilla-Benavides et al., 2013)
y CtpD presenta afinidad hacia Co*" y Zn** (Raimunda et al., 2012), lo que sugiere que estas

ATPasas podrian transportar diferentes iones a la vez.

En condiciones experimentales que simulan el estado de infeccién latente, se ha demostrado
que Mtb regula negativamente las ATPasas, excepto aquellas que son esenciales para la
supervivencia en escases de ATP como transportadores Na*/K* and Ca*" ATPasas (Pulido

et al., 2014).

Un estudio en el que se analizdé la respuesta transcripcional de Mtb frente a diferentes
condiciones como hipoxia, estrés oxidativo, toxicidad e infeccién, permitié evidenciar que los
genes de estas ATPasas se expresan de manera diferencial frente a dichas condiciones

encontradas durante la infeccién (Novoa-Aponte and Soto Ospina, 2014). Este estudio,
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interesantemente destaca que, dentro de estos genes, ctpF que codifica para una ATPasa,
cuya afinidad i6nica por el Ca*" ha sido determinada recientemente (Maya-Hoyos et al., 2019),

exhibe un comportamiento transcripcional positivo en la mayoria de condiciones consideradas.

Lo anterior indica que la ATPasas tipo P de Mtb son vitales en la supervivencia intrafagosomal
del bacilo y considerando la implicacién biolégica, las principales caracteristicas de CtpF se

describen a continuacién.

1.13 CtpF, una Ca**-ATPasa de Mitb como diana en el
diseno de anti-TB

CtpF (Rv1997) es una Ca**-ATPasa tipo P de Mtb de 905 aminodcidos. A través de estudios
in silico, como la obtencién de perfiles de hidrofobicidad y la identificacién de motivos
conservados presentes en la estructura primaria y secundaria de CtpF, se ha logrado establecer
que es una ATPasa subclase P2A involucrada en el transporte de Ca*"(Novoa-Aponte et al.,
2012). Adicionalmente se ha encontrado que la expresion de ctpF desde el vector pMV261
confiere tolerancia a las micobacterias frente a concentraciones téxicas de Ca*" y Na*, ademas
que su actividad ATPasa es estimulada por Ca®" (Novoa Aponte, 2017). Recientemente se ha
identificado que CtpF conserva 10 de los 11 aminoacidos que constituyen los sitios de unién
a Ca’ en SERCAla y que estd implicada en el eflujo de Ca*" de Mtb (Maya-Hoyos et al.,
2019). De esta manera los sistemas de eflujo como CtpF, que garanticen una concentracién
intracelular de Ca*" adecuada, para poder sobrevivir a la alta concentracion citosdlica de Ca**

en el macrofago activado representan factores cruciales en la viabilidad de Mib.

En el estado de latencia de la infeccién tuberculosa, Mtb disminuye su maquinaria metabdlica
celular, logrando sobrevivir durante un largo periodo en hipoxia. En este proceso, el regulén
DosR es relevante para lograr la adaptacion a las condiciones de baja tension de oxigeno. En
este sentido, es importante el hecho de que el gen ctpF es uno de los cerca de 50 genes incluidos
en el regulén DosR, siendo entonces relevante para la adaptacion del bacilo a estas condiciones

y para lograr persistir en el hospedero.

Como se mencioné anteriormente, dentro de los genes diferencialmente regulados en
condiciones de infeccién, hipoxia, estrés oxidativo y presencia a sustancias toxica, la expresion
de ctpF se encuentra incrementada en la mayoria de las condiciones, lo cual sugiere que esta
proteina es importante para la supervivencia de Mtb. Se puede sugerir que aun cuando existen

otras ATPasas putativas asociadas con el transporte de calcio como CtpH y Ctpl (Novoa-
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Aponte, 2016), su funcién transportadora no seria redundante y estaria reservada casi

exclusivamente para la homedstasis durante la infeccién del macrofago.

Lo anterior indica que la ATPasas tipo P de Mtb son vitales en la supervivencia intrafagosomal
del bacilo y considerando la evidencia expuesta, CtpF una ATPasa tipo P transportadora de
Ca’" serfa una interesante diana para el diseno de nuevos farmacos anti-TB, ademés de tener
como ventaja adicional su localizaciéon en la membrana plasmatica, lo que las hace accesibles
a compuestos antimicrobianos que no necesitarian ser internalizados por la célula.
Adicionalmente, CtpF es la ATPasa de tipo P micobacteriana més cercana a la Ca’*-ATPasa
SERCA1a eucariota, lo que ofrece importante informacién que facilitaria su entendimiento y

el desarrollo de estrategias racionales para el disenio de nuevos compuestos activos.






2. Justificacion

La TB es la causa mas frecuente de muerte ocasionada por un agente infeccioso a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, en el 2018 se presentaron 10.0
millones de nuevos casos y 1.2 millones de muertes por TB (World Health Organization,
2019). Aproximadamente 1/3 de la poblacion mundial se encuentra infectada por Mtb de
forma latente; de esta poblacion, 1 de cada 10 casos desarrollard TB en algin momento de la
vida, y el resto de la poblacion permanecerd en un estado asintoméatico y facilitando el

contagio entre individuos (Dheda et al., 2017).

En Colombia, durante el ano 2018 se presentaron 14.338 casos nuevos de TB, de los cuales
3.508 presentaban co-infecciéon VIH-TB y 570 tenfan TB-MDR (OPS-OMS, 2019), lo que

indica que esta enfermedad continia siendo un problema de salud publica para nuestro pais.

Aunque para combatir la TB se emplea un régimen compuesto por cuatro farmacos: INH,
RIF, PZA y EMB, la tasa de éxito disminuye al 50 % en los casos de apariciéon cada vez mas
frecuente, de resistencia (Horsburgh et al., 2015). Para el ano 2018 se reportaron 484.000
casos y aproximadamente 214.000 muertes por TB-MDR, dentro de las que el 9 % fueron TB-
XDR (World Health Organization, 2019). La resistencia de Mtb a los farmacos evoluciona a
través de varios mecanismos como son: la impermeabilidad de la envoltura celular, bombas
de eflujo, modificaciones de los blancos moleculares por mutaciones genéticas y degradacion
del farmaco, entre otros (Singh et al., 2019). Esta situacién resalta la importancia del
desarrollo de nuevos anti-TB, encaminados a mejorar el tratamiento tanto de la TB sensible

como resistente.

En el diseno de nuevos farmacos anti-TB, un objetivo importante es la identificacion de
compuestos de clases estructurales diversas, asi como dianas terapéuticas alternativas. El
desarrollo del presente trabajo propone a las proteinas ATPasas tipo P de Mtb como dianas
interesantes. La importancia de estos transportadores radica en que son requeridos para la

persistencia (Botella et al., 2011) y su disminucién compromete la virulencia y sobrevivencia
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(Ward et al., 2010), ademés que son parcialmente alejadas en su secuencia a las ATPasas

humanas (Novoa-Aponte and Soto Ospina, 2014).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo de investigacion
proponemos a CtpF una Ca’"-ATPasas de Mtbh, como diana para el diseno de compuestos
anti-TB, mediante una estrategia combinada de experimentacion in silico e in vitro, que podra
ser aplicada al estudio de otras ATPasas tipo P de Mitb en futuros trabajos de investigacion.
La justificaciéon de la seleccién CtpF como diana clave se radica en: [i] CtpF representa un
mecanismo de eflujo de Ca*" que podria garantizar una concentracién intracelular de Ca**
adecuada, para poder sobrevivir a la alta concentracion citosélica de Ca*" en el macréfago
(Maya-Hoyos et al., 2019); [ii] el gen ctpF estd incluido en el regulén DosR, relevante para la
adaptacion del bacilo a las condiciones de baja tensiéon de oxigeno y la entrada en el estado
de latencia (Pulido et al., 2014); [iii] c¢tpF exhibe un comportamiento transcripcional positivo
en la mayoria de condiciones que Mtb experimenta durante la infeccion de macréfagos como
la hipoxia y el estrés oxidativo, lo cual sugiere que la expresién de esta proteina es importante
para su supervivencia (Novoa-Aponte and Soto Ospina, 2014); [iv] una Ca*~ATPasa tipo
SERCAla de Plasmodium falciparum (P. falciparum) homoéloga a CtpF ha sido diana para
el disefio de efectivo antimaldrico que no afecta las proteina en humanos (Krishna et al., 2010;
Naik et al., 2011); [v] CtpF es la ATPasa de tipo P micobacteriana méas cercana a SERCA1a,
la ATPasa de tipo P més ampliamente estudiada, lo que ofrece informacién que facilita su
entendimiento y el desarrollo de estrategias racionales para el disefio de nuevos compuestos

activos.

Los resultados del presente trabajo contribuirdn en la busqueda de nuevas moléculas con

posible actividad anti-TB como ayuda en el control de esta enfermedad.



3. Hipobtesis experimental

La identificaciéon de nuevos blancos terapéuticos para el diseno de compuestos anti-TB, es un
importante objetivo para profundizar en el conocimiento de la fisiologia de Mtb, asi como

reducir la incidencia de TB farmaco resistente.

Se plantea determinar si el &cido ciclopiazénico (CPA) y compuestos derivados desde las
caracteristicas farmacoféricas de este, tienen efecto sobre la actividad de CtpF, una ATPasa
tipo P de Mtb involucrada en el transporte de calcio. Ademas, si la alteracién en la funcién
de CtpF causa inhibicién del crecimiento de las micobacterias, afectando ademaés la
supervivencia de Mtb en los macréfagos durante la infeccién. La demostracion de esta relacién
puede contribuir en el reconocimiento de las ATPasas tipo P como dianas alternativas para

el disefio de compuestos anti-TB.






4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar mediante andlisis in silico e in vitro el potencial de las ATPasas tipo P de
Mycobacterium tuberculosis como diana molecular para la bisqueda racional de compuestos

con actividad anti-tuberculosa.

4.2 Objetivos especificos

1- Generar un modelo in silico de la estructura terciaria de las proteinas ATPasa tipo P de
Mycobacterium tuberculosis, basado en métodos de prediccién como modelado por homologia

o reconocimiento de plegamiento.

2- Identificar por estudios de acoplamiento molecular, a partir de bibliotecas de compuestos,
los ligandos con mayor afinidad por el sitio activo de las proteinas ATPasa tipo P de

Mycobacterium tuberculosis.

3- Evaluar in vitro el efecto de algunos compuestos seleccionados sobre la actividad enzimética
en vesiculas de membranas y sobre el comportamiento transcripcional de las ATPasas tipo P

de Mycobacterium tuberculosis.

4- Determinar la actividad de algunos compuestos seleccionados sobre la viabilidad de las

micobacterias en un modelo de infeccién en macréfagos.



5. Meétodos y materiales

Para el abordaje de los objetivos propuestos en el presente trabajo de investigaciéon, se
establecié una estrategia combinada que incluye experimentacion in silico e in vitro
desarrolladas de manera escalada. Como primera medida, en ausencia de una estructura 3D
obtenida experimentalmente para las ATPasas tipo P de Mtb, se generd y validé un modelo
por homologia de CtpF en el que se evalud el modo de unién del ligando CPA en comparacion
con SERCAla. Con el fin de validar estos resultados, se determiné in wvitro, el efecto de CPA
sobre la actividad Ca*-ATPasa de CtpF, asi como la actividad micobactericida. También fue
estudiada la respuesta transcripcional del gen ctpF en comparacién con otras ATPasas tipo

P2 de Mtb. Estas evaluaciones permitieron proponer a CtpF como diana molecular.

Con base en las caracteristicas farmacoféricas del complejo CtpF-CPA se disendé una
metodologia basada en estudios de cribado virtual basado en farmacoforo, acoplamiento
molecular y céalculos de mecanica molecular MM-GBSA, a partir de la biblioteca de
compuestos ZINC, para identificar los ligandos con mayor afinidad por el sitio activo. Los
compuestos con mejor energia libre de uniéon de acuerdo con los célculos de MM-GBSA se
evaluaron in wvitro en su capacidad de micobactericida e inhibiciéon de la actividad Ca*'-
ATPasa de CtpF. Finalmente se determindé la actividad de los compuestos méas activos sobre

la viabilidad de las micobacterias en un modelo de infeccién en macréfagos.

Para describir los materiales y métodos de manera organizada, se detallan a continuacion los
métodos desarrollados en las estrategias in silico seguido de los métodos in vitro. Sin embargo,

los resultados seran descritos de manera consecuente a como fueron programados y analizados.
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5.1 Estudios computacionales

5.1.1 Modelo 3D de CtpF

La estructura 3D de CtpF-Mtb fue obtenida por modelado por homologia usando el servidor
web automatizado de modelado de estructura de proteinas Swiss-Model (Biasini et al., 2014).
La secuencia de CtpF-Mtb (UniProt ID: POWPS9) fue obtenida de la base de batos revisada
UniProtKB. La estructura cristalografica de SERCAla en el estado E2 y unida en complejo
con CPA (cédigo PDB: 3FGO) se utilizé6 como como plantilla (Laursen et al., 2009). Esta
plantilla fue seleccionada después de realizar una evaluacién y matriz de comparacién del
valor de desviacién cuadratica media o RMSD (en A) de las ocho estructuras cristalogréficas
disponibles en el PDB, asi como de los residuos méas importantes en la coordinacién de CPA.

En el anexo A se describen los resultados de esta comparacién.

La plantilla usada presentaba un metal divalente (Mn®") y tres moléculas de agua en el sitio
de unién de CPA. Sin embargo, el modelo por homologia de CtpF se construyé manteniendo
una molécula de agua presente en el sitio activo de CPA en lugar de Mn*" ya que las
estructuras cristalograficas reportadas muestran una molécula de agua conservada que es

importante para la unién de CPA (Moncoq et al., 2007; Takahashi et al., 2007).

Para relajar el modelo de CtpF, se realiz6 una simulacién de dindmica molecular (DM)
restringida de 20 ns, utilizando el software Desmond v.2.3 y el campo de fuerza OPLS_ 2005
(Bowers et al., 2006). Para esto, el modelo CtpF se insert6 en una bicapa lipidica de 1-
palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), solvatada en una caja ortorrémbica con una
distancia buffer de 10 A. El modelo se neutralizé afiadiendo 12 iones Na* para equilibrar la
carga neta del sistema y se introdujo MgCl, a una concentraciéon de 2,5 mM. Primero se
minimizé todo el sistema y luego se equilibr6é con el proceso de relajaciéon con los parametros
por defecto de seis etapas para el ensamble NPT. Los parametros de simulacién de Desmond
se mantuvieron en sus valores por defecto para una producir una corrida de DM de 20-ns:
ensamble NPT, temperatura constante a 300° K usando el termostato de cadena Nosé-Hoover
y presion constante a 1 atm usando el barostato de Martyna-Tobias-Klein, con tiempos de

relajacion de 1y 2 ps, respectivamente.

El modelo resultante fue evaluado en su calidad con los programas ProSA-web (Sippl, 1993;
Wiederstein and Sippl, 2007) y PROCHECK (Laskowski et al., 1993).
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5.1.2 Preparacion de las estructuras de los compuestos a evaluar

La estructura 3D de CPA y de los candidatos obtenidos del cribado virtual (descargados de
la base de datos ZINC) (Sterling and Irwin, 2015) fueron curados y preparados con el médulo
LigPrep de Maestro 2016-2 (LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016) y se generaron
los estados de protonacién a pH 7.0 &+ 2.0 usando Epik (Greenwood et al., 2010). La
minimizacién de energia se realizé durante la preparacién de cada ligando usando Macromodel
(MacroModel, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016) con el campo de fuerza OPLS_ 2005.
Los descriptores moleculares relacionados a las propiedades ADME (drug-like) para cada
ligando, como peso molecular (MW), coeficiente de particiéon octanol-agua (LogP), nimero
de donantes de enlaces de hidrégeno (donadores enlace-H), nimero de aceptores de enlaces
de hidrégeno (aceptores enlace-H), el drea de superficie topolégica polar (tPSA) y el niimero

de enlaces rotables (RB), se calcularon con QikProp de Maestro (Jorgensen, 2016).

5.1.3 Acoplamiento molecular (molecular docking)

Para garantizar que la metodologia de acoplamiento molecular (docking) pueda reproducir la
conformacion, se realiz6 una reconstruccién del complejo ligando-receptor, mediante el
acoplamiento de CPA en su propia estructura cristalografica SERCAla, usando los métodos
Glide de precision estandar (SP) y Glide precision extra (XP) para refinar los calculos
(Friesner et al., 2006, 2004). Este acoplamiento se define como auto-docking (Ramirez and
Caballero, 2018). Glide ha demostrado ser una herramienta muy confiable para los
experimentos de acoplamiento con muchas aplicaciones exitosas en el estudio de las
interacciones proteina-ligando, incluyendo la evaluacién in silico de nuevos farmacos
(Gangopadhyay et al., 2019; Ramirez et al., 2019), y la descripcién de los modos de unién y
afinidad diferencial de series congenéricas de ligandos (Almerico et al., 2012; Mena-Ulecia et
al., 2015; Quesada-Romero et al., 2014; Veldzquez-Libera et al., 2019). La rejilla del
acoplamiento fue generada por los parametros por defecto usando como centro el ligando co-
cristalizado en el sitio de unién, asegurando que el tamafio de la caja de la rejilla sea lo
suficientemente grande para cubrir todo el sitio de unién. Se utilizaron los pardametros de
acoplamiento por defecto y las opciones para mejorar la planaridad de los grupos T conjugados
incluyendo carbonos aromaticos como donadores de enlaces de hidrégeno. El mismo protocolo
de acoplamiento se utiliz6 para predecir el sitio y el modo de union de CPA en CtpF. Las
poses del acoplamiento fueron revisadas visualmente y se consideraron aquellas con las mejores
puntuaciones de acoplamiento (docking score). La calidad de las poses fue analizada

considerando los valores de RMSD con respecto a las coordenadas de referencia (CPA en la
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estructura cristalogréfica).

5.1.4 Comparacion de las secuencias de Ca®*"-ATPasas sensibles

y nos sensibles a CPA

Con el fin de comparar la conservacién de los sitios de unién a CPA se realiz6 un alineamiento
multiple con las secuencias de algunas proteinas Ca’’-ATPasas presentes en organismos
eucariotas y en bacterias, incluyendo CtpF. También se incluyé la Na*/K* ATPasa subunidad
Al, una ATPasas tipo P2C humana, cuya reaccion frente a CPA ha sido evaluada
previamente. Las caracteristicas generales de las proteinas evaluadas en el alineamiento

multiple se indican en la tabla 5-1.

Tabla 5—1. Ca?>*-ATPasas de células eucariotas y procariotas usadas en el alineamiento multiple.

Longitud Reaccion
Codi Nomb Identificad Organi Ref.
6digo ombre entificador rganismo residuos  frente a CPA e
Maya-
Mycobacterium . (Maya
POWPS9 Ca**-ATPasa CtpF . 905 Desconocida Hoyos et
tuberculosis
al., 2019)
Ca?*-ATPasa ti Chen et
P98194 N asa Hpo ATPase 2C1 Humano 919 Insensible (Chen e
2C1 al., 2017)
(Di
Ca* -ATP
P04191 a asa SERCAla Conejo 1001 Sensible  Marino et
SERCAla
al., 2015)
Ca?*-ATPasa de .
. (Liu et
P20020 membrana PMCA1 Humano 1220 Insensible al., 2006)
plasmaética A
Na*/K* ATPasa (Seidler et
P05023 ATP-A1 H 1023 Insensibl
subunidad A1l fmano Hsenstble al., 1989)
Pl di (Di
asmodium
Q08853 Ca?-ATPasa PfATP6 . 1228 Sensible  Marino et
falciparum
al., 2015)
Listeri Faxén et
Q8Y8Q5 Ca**-ATPasa LMCA1 pterta 880 Insensible (Faxén e
monocytogenes al., 2011)
(Kotsubei
QT73E41 Ca**-ATPasa BACA1 Bacillus cereus 888 Sensible et al.,
2013)
(Kotsubei
. Lactococcus .
QICFU9 Ca?-ATPasa LLCA1 lacti 878 Insensible et al.,
actis
2013)

Las secuencias y la informacién de esta tabla fueron obtenida de la base de datos UniProt. La informacién sobre
la sensibilidad frente a CPA fue obtenida de las referencias indicadas.
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Las secuencias seleccionadas para la realizacién del andlisis por comparacion fueron obtenidas
de la base de datos de proteinas UniProt y clasificadas como sensibles o insensibles a CPA de
acuerdo a los reportes publicados de actividad enziméatica. Se realizo el alineamiento multiple
con las secuencias de las ATPasas tipo P de células eucariotas y bacterianas frente a
SERCAT1a. Se analizaron los residuos que forman el sitio de unién a CPA de acuerdo con las
estructuras cristalizadas (Laursen et al., 2009; Moncoq et al., 2007; Takahashi et al., 2007).
Las comparaciones se realizaron con el programa Clustal Omega, el cual utiliza arboles de
decisién y perfil de modelos ocultos de Markov (HMM) para generar alineamientos entre dos

o mas secuencias (Sievers and Higgins, 2014).

5.1.5 Cribado virtual ( Virtual screening)

La estrategia de busqueda de compuestos activos en este trabajo de investigacién, contempla
el cribado virtual basado en un modelo farmacoférico generado a partir de la pose del complejo
CPA-CtpF obtenida en los estudios previos de acoplamiento molecular. Se identificaron las
interacciones claves entre CPA y CtpF y se definieron como un patrén farmacoférico para la
busqueda automatica de nuevos compuestos ajustados a este patrén. El cribado virtual basado
en farmacoéforo (definido desde ahora como PBVS), se realiz6 utilizando la interfaz en-linea
de ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu) (Koes and Camacho, 2012). Como

criterio de busqueda se selecciond la biblioteca ZINC de compuestos comercialmente

disponibles (Wolber and Langer, 2005). Este enfoque incluye interacciones proteina-ligando
en contacto con el farmacéforo y filtros drug-like. (Lipinski, 2000; Veber et al., 2002). Los
compuestos obtenidos o hits, fueron también restringidos a aquellos con la mejor afinidad
geométrica promedio al patrén de bisqueda, permitiendo 1.0 A como RMSD méximo, entre
las posiciones de los atomos del ligando y posiciones de los atomos del patrén (Koes and
Camacho, 2012).

Los compuestos candidatos resultantes fueron descargados como un archivo tnico en formato

sdf. Estas estructuras fueron preparadas de igual manera a la descrita en 2.2.2.

Posteriormente, con los compuestos candidatos se realizé un cribado virtual por acoplamiento
molecular (definido desde ahora como DBVS) sobre el sitio de unién de CPA del modelo CtpF
construido por homologia. La programacién del DBVS se configuré de la misma manera que

la utilizada para el acoplamiento de CPA usando Glide SP y XP.

La afinidad de los complejos proteina-ligando resultantes del DBVS fue re-evaluada por
célculos de mecénica molecular basados en Area de Superficie Generalizada-Born (MM-

GBSA), para predecir de manera mas exacta las energias libres de union. Los nuevos valores
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de energia MM-GBSA permiten obtener una clasificacién més confiable (Lyne et al., 2006;
Mulakala and Viswanadhan, 2013). Los calculos de MM-GBSA fueron realizados con el
moédulo Prime de Schrédinger (Schrédinger LLC, 2014) usando el modelo de solvatacién
VSGB-2.0 (Li et al., 2011).

5.2 Ensayos biolégicos

5.2.1 Cepas micobacterias y condiciones de cultivo

La evaluacion de la actividad antimicobacteriana en células completas, asi como en el modelo
in vitro de infeccién en macréfagos MH-S, de los compuestos candidatos derivados del diseno
racional establecido en este trabajo fue realizada con la cepa de Mtb virulenta Mtb H37Rv.
Todos los ensayos realizados con esta cepa virulenta fueron llevados a cabo en el laboratorio
de bioseguridad nivel III de la unidad de Patologia experimental del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, México.

Los ensayos de actividad ATPasa fueron realizados en vesiculas de membrana obtenidas a
partir de la cepa de Mitb no virulenta, Mtb H37Ra, y la cepa Mtb H37Ra defectiva en el gen
ctpF' (Mtb ActpF). La cepa Mtb ActpF fue previamente construida por Milena Maya
(Candidata a doctorado) como desarrollo de su tesis doctoral en nuestro Grupo de

investigacion (Maya-Hoyos et al., 2019).

En todos los casos, el nimero de bacterias fue calculado a partir de un stock en buffer fosfato
salino (PBS) y glicerol al 10 %, mantenido a -80°C, el cual fue ajustado para tener una ODgy
= 0.85 que corresponde aproximadamente a una concentracién de 5 x 10 UFC/mL. Para su
uso, las bacterias fueron descongeladas a 37°C por 10 minutos y sonicadas por 10 segundos.
Se realiz6 una dilucién con medio liquido Middlebrook 7H9 suplementado con OADC (4cido
oléico, albiimina, dextrosa y catalasa; Becton-Dickinson) al 10 %, hasta obtener la
concentracion final en UFC/mL deseada en cada ensayo, segun la densidad 6ptica. Para los
ensayos de viabilidad micobacteriana se usé una densidad éptica ODgyp = 0,4 correspondiente
a ~ 3.5 x 10° y para el aislamiento de vesiculas de membrana una densidad éptica ODgy =

0,6 correspondiente a ~ 2.5 x 107

5.2.2 Evaluacion de la actividad antimicobacteriana de los

compuestos seleccionados

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de CPA y de los compuestos seleccionados por
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PBVS y célculos de energia de unién por MM-GBSA, fue evaluada in wvitro frente a Mtb
H37Rv, para asi determinar su actividad antimicobacteriana. CPA fue obtenido desde sigma
Aldrich (St Lous, MO, USA). Los compuestos de la base de datos ZINC fueron obtenidos en
la casa comercial MolPort (MolPort house, USA). Todos los compuestos fueron disueltos en
dimetil sulféxido (DMSO) estéril y almacenados a -20 °C hasta su uso. Las diluciones seriadas
de los compuestos se prepararon en medio liquido Middlebrook 7H9 suplementado con OADC
al 10 %.

Los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio [CLSI, formerly National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)] (M. P. Weinstein, 2012) con
modificaciones (Martin et al., 2003). En general, 100 pL de cultivo micobacteriano
correspondiente a ~ 3.5 x 10° unidades formadoras de colonias (UFCs) en medio Middlebrook
7TH9 + OADC y Tween 80 al 0.05 %, pH 7.2, se mezclaron por separado con 100 pL de
diluciones seriadas de los compuestos (desde 200 a 0,78 pg/mL, concentracién final) en placas
de microtitulacién de 96 pocillos. Las placas se incubaron a 37 °C con agitacion (90 rpm)
durante 6 dias. Posteriormente, se agregaron 30 uL de resazurina al 0.01 % a cada pocillo y
las placas se incubaron durante 48 horas adicionales a 37 °C protegidas de la luz. Las células
viables se detectaron colorimétricamente. Un cambio de color de azul a rosa indicé crecimiento

celular (Khalifa et al., 2013; Martin et al., 2003; Palomino et al., 2002).

La CMI se establecié como la concentracién del compuesto que inhibe > 90 % del crecimiento
celular correspondiente a la concentracion del pozo previo al que se observo el cambio de
color. Este valor fue obtenido a partir de dos experimentos independientes por cuadruplicado.
Como controles se usaron: control del medio (medio de cultivo sin bacterias), control positivo
(cultivo bacteriano sin compuestos), control negativo (cultivos suplementados con RIF: 0,125

pg/mL), control del solvente de los compuestos (DMSO al 1 %).

El porcentaje de inhibicién del crecimiento se determiné subcultivando diluciones del pocillo
correspondiente a la CMI para cada compuesto en medio s6lido Middlebrook 7TH10 + OADC
(Becton-Dickinson). Se determiné el niimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)
después de 21 dias de incubacién a 37 °C. El porcentaje de inhibicién fue calculado al comparar
las UFCs del control de 100 % crecimiento (sin compuesto) con las UFCs en presencia de los

compuestos evaluados.
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5.2.3 Efecto de CPA y los compuestos seleccionados sobre la

actividad Ca?*-ATPasa en vesiculas de membrana de Mth

Se evalud el efecto del CPA y de los compuestos seleccionados sobre la actividad ATPasa
estimulada por Ca’' en las vesiculas de membrana invertidas obtenidas a partir de Mtb H37Ra
WT (Mtb WT) y la cepa MtbActpF.

Las vesiculas de membrana plasmética de las micobacterias fueron aisladas a partir de un
cultivo bacteriano masivo en medio liquido Middlebrook 7TH9 + OADC con una ODgyp = 0,6
y utilizando un protocolo de lisis mecénica y centrifugacion diferencial implementado por
Basu et al, con modificaciones realizadas en nuestro grupo de investigacién (Basu et al., 1992;

Santos et al., 2012). Se garantizé que todo el proceso de separacién fuera mantenido a 4°C.

La conformacién de membrana invertida fue asegurada al incluir en el buffer de reacciéon el
detergente Brij-58, un polioxietilenacil éter cuya cabeza polar posee un tamano tal que induce
la apertura e inversién de vesiculas de membrana de acuerdo con lo postulado en la hipdtesis
de acoplamiento de bicapas lipidicas; de esta manera quedan los dominios de fosforilacion,
actuador y de unién a nucledtido de CtpF expuestos al exterior de la vesicula, lo cual permite
controlar el funcionamiento de la enzima por medio del consumo de ATP en el buffer de

reaccion (Johansson et al., 1995).

La concentracion de proteina de membrana se estimé siguiendo el método Bradford—Zor—
Selinger (Zor and Selinger, 1996), usando la fraccién V de albtimina de suero bovino como

estandar.

La actividad ATPasa en las vesiculas de membrana plasmaética se determiné cuantificando el
fosfato inorganico (Pi) liberado durante el ciclo catalitico de la ATPasa de tipo P utilizando
el método de Fiske-Subbarow y el citrato de bismuto de acuerdo con las recomendaciones de
Cariani (Cariani et al., 2004; Kyaw et al., 1985; Leon-Torres et al., 2015). En general, la
reaccién enzimética (50 pL) se llev6 a cabo a pH 7,4 en un medio de incubacién (10 mM
MOPS pH 7.4, 3 mM MgCl, y 0.02 % Brij-58) usando 10 pg de membrana plasmatica. El
buffer de reaccién fue suplementado con Ca*" (30 uM) para determinar la actividad ATPasa
Ca?" dependiente. El software Maxchelator (http://maxchelator.stanford.edu/) se usé para
calcular el Ca®" libre a partir de la concentraciéon de Ca** total y de EGTA (Bers et al., 2010;
Fabiato, 1988).

La comparacién entre la actividad ATPasa Ca?" dependiente en vesiculas de membrana de
Mtb WT y membrana de células defectivas del gen ctpF, MtbActpF, permitié estimar la
actividad Ca?"-ATPasa especifica de CtpF.
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Para evaluar el efecto de CPA y los compuestos seleccionados sobre la actividad Ca’"-ATPasa,
los medios de reaccion fueron suplementados individualmente con los compuestos a
concentracion final: 0.1 pM, 1.0 uM, 10 pM, 40 uM, 80 pM, 100 pM and 200 uM y pre-
incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La concentracion maxima permitida

de DMSO en el medio de reaccién fue 0.5 %.

Las reacciones enziméticas se iniciaron agregando Na,ATP 3 mM, se incubaron durante 30
minutos mas a 37 °C y se detuvieron agregando 100 pL de solucién de parada que contenia:
3.0 % de 4cido ascorbico, 0.5 % de molibdato de amonio y 3.0 % de SDS en 1,0 M HCL
Finalmente, se agregaron 150 pL de citrato de bismuto al 3.5 % y citrato de sodio al 3.5 %
en HCI 2.0 M, las muestras se incubaron a 37 °C durante 10 minutos, y el fosfato inorganico
liberado (Pi) se cuantificé colorimétricamente a 690 nm como se describié previamente
(Ayala-Torres et al., 2015; Sikdar et al., 1991).

Reacciones sin proteina (control negativo), sin Ca*" (actividad basal) y suplementados con
los compuestos a evaluar, pero sin protefna se usaron como controles. La actividad Ca®"-
ATPasa se calculé como la diferencia de la actividad de ATPasa medida en presencia y
ausencia de calcio. Se utiliz6 ortovanadato de sodio 50 pM como inhibidor de control de la
actividad ATPasa tipo P (Saffioti et al., 2019). De manera similar, el efecto de los compuestos
evaluados sobre la actividad de Ca’"-ATPasa, se consider6 como la diferencia entre la

actividad Ca?*™~ATPasa en presencia y ausencia de los compuestos probados.

La actividad enzimatica fue reportada como nmol de Pi liberado / mg de proteina x min, a
partir de tres experimentos independientes. Los datos se analizaron utilizando el paquete de
software GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software, Inc). Este programa también se usé para
calcular el ICsy, que representa la concentraciéon del compuesto que produce la inhibicion del
50 % de la actividad enzimética maxima. Las diferencias significativas entre la actividad de
ATPasa estimulada por el calcio en presencia y ausencia de los compuestos se analizaron

utilizando la prueba t de Student no pareada.

5.2.4 Evaluacion de la actividad citotéoxica y hemolitica de los

compuestos seleccionados

La actividad citotéxica de CPA y los compuestos evaluados se determind en células de
macréfagos murinos de la linea celular MH-S en placas de fondo plano de 96 pocillos en medio
RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %. Especificamente, 100 pL de la
linea celular MH-S (15,000 células) fueron tratadas de manera individual con diluciones

seriadas de los compuestos (desde 200 a 0.78 pg/mL) a un volumen final de 200 pL, y se
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incubaron a 37 °C y 5 % COs por 48 h. Posteriormente, se eliminaron los sobrenadantes y las
células se fijaron con 100 pul de RPMI suplementado con glutaraldehido al 1 %. Las muestras
se revelaron agregando 80 pL de solucion de cristal violeta (CV) durante 10 minutos. Después,
los pocillos se lavaron y secaron durante 20 minutos, y se anadieron 200 pl de acido acético
al 10 % a cada pocillo para liberar el CV acumulado dentro de las células fijas (Ishiyama et
al., 1996). La ODs7 se midié usando un espectrofotémetro lector de micoplacas Epoch™ 2.
Como control positivo en este ensayo de citotoxicidad se usaron células no suplementadas con
compuestos, con adicion de DMSO al 0.25 % v/v, el cual fue también un control del efecto
del solvente de los compuestos. El ensayo se realizo por triplicado a partir de dos experimentos
independientes. Los resultados se expresaron como el porcentaje de muerte celular, donde %
de viabilidad = (OD de células tratadas) / (OD de células no tratadas) x 100.

El ensayo de actividad hemolitica se realiz6 en placas de fondo en V de 96 pocillos. Para esta
evaluacion se dispusieron 100 pl de una suspensién de eritrocitos humanos O Rh (+) de
donantes sanos por pocillo al 2 % (concentracion final) en solucién salina al 0,9%. Luego, las
muestras se suplementaron con 100 pL de diluciones seriadas de los compuestos (de 200 a
0.78 pg / mL) y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO. durante 2 horas. Posteriormente, las
placas se centrifugaron a 3500 rpm y se midi6 la concentracion de hemoglobina en los
sobrenadantes a una ODss, usando un espectrofotémetro lector de micoplacas Epoch™ 2. Las
células suspendidas en solucién salina (0 % de hemolisis) y en agua destilada (100 % de
hemolisis) se utilizaron como controles negativos y positivos, respectivamente. (Braga et al.,
2014). Los experimentos se realizaron por triplicado a partir de dos experimentos

independientes y se expresaron como un porcentaje de hemolisis con respecto a los controles.

5.2.5 Evaluaciéon del perfil transcripcional de las ATPasas tipo
P2 en respuesta a CPA

Este tipo de analisis permitié conocer el perfil de expresion de los genes de las ATPasas tipo
P2 de Mtb en respuesta al tratamiento con CPA y asi evaluar si la estimulacién es especifica

del gen ctpF.

La evaluacién del comportamiento transcripcional de las ATPasas tipo P2, se realiz6 a partir
de células Mtb H37TRa WT (Mtb WT), cultivadas en la presencia de CPA y a la mitad de la
concentraciéon CMI (Ekins et al., 2014). Los genes que se evaluaron fueron las ATPasas tipo
P2: ctpF, ctpE, ctpH, ctpl, transportadores de metales alcalino / alcalino-térreos, y el gen no

relacionado de ATPasas tipo P1B ctpA, transportador de metales pesados.
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La metodologia empleada para este andlisis transcripcional, implicé el crecimiento de Mtb WT
en 300 mL de medio Middlebrook 7H9 suplementado con OADC, glicerol y tween 80 hasta la
fase exponencial. Posteriormente, el cultivo se expuso al compuesto CPA, a la mitad de la
CMI obtenida de acuerdo con los resultados del ensayo de inhibicién del crecimiento, por un
tiempo de 3 horas y por triplicado. Un cultivo control paralelo fue tratado con DMSO (usado
como blanco y control del solvente) en lugar del compuesto en estudio, a una concentracién

de 0.5 % y por triplicado.

Luego, se realiz6 extracciéon de ARN por el método del Trizol, tratamiento con DNAsas y
sintesis de cADN, para la realizacién de ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-

PCR). Todos estos procedimientos se describen en orden a continuacion.

» Extraccion de ARN y sintesis de cADN de Mtb

A partir de los triplicados de los cultivos micobacterianos (cultivos en presencia de CPA y
cultivos control en ausencia del compuesto) se realizé la extraccién del ARN con el método
TRIzol (Invitrogen), basado en una metodologia denominada single-step (Chomczynski,
1987), la cual a través del empleo de una solucién acida de tiocianato de guanidinio, acetato
de sodio, fenol y cloroformo logra separar el ARN del ADN genémico al mantenerlo en la fase
acuosa, desplazando a la mayoria de las proteinas y ADN hacia la interfase y la fase organica.

Cuando se remueve la fase acuosa, el ARN se puede precipitar de ella utilizando isopropanol.

Para esto los cultivos (50 mL cada uno), fueron centrifugados a 7.600 rpm por 15 minutos a
4°C. Los pellets celulares se resuspendieron en 1000 pL del reactivo de TRIzol® (Invitrogen),
se anadieron 100 pL de agua DEPC y 0.5 pL de inhibidor de RNasas (Ribolock) de Thermo

Scientific.

Para la lisis celular, se transfirié la suspension celular a tubos O-ring conteniendo 500 pL de
perlas de zirconio; las células se lisaron mediante 6 pulsos de 1 minuto en Mini Beadbeater-
16 (Biospec), con 1 minuto de reposo en hielo entre pulsos. Se centrifugaron los tubos a 13.000
rpm por 10 minutos a 4 °C y se transfirieron los sobrenadantes a nuevos microtubos.
Posteriormente se anadieron 300 uL de cloroformo al lisado celular. Se dejaron en reposo por
10 minutos a 4 °C y se centrifugaron a 13.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. La fase acuosa fue
separada y el ARN se precipité afiadiendo un volumen igual de isopropanol (IPA) e incubando
toda la noche a -20 °C. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm
durante 20 min y a 4 °C. Los pellets que correspondieron al ARN precipitado fueron secados
al aire y resuspendidos en 30 pL de DEPC 0.1 %. La integridad del RNA extraido fue
corroborada en gel de agarosa al 2 % en buffer TE 0.5X-DEPC. Posteriormente fue tratado
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con DNAsa I (Thermo Scientific), durante 30 minutos a 37 °C, para eliminar ADN genémico
contaminante. La sintesis de cDNA se realizé a partir de 2 pg de ARN tratado con DNAsas
y se construyeron las librerias de cADN usando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis

(Thermo Scientific). El cADN se almacené a -20°C hasta su uso.

» Analisis transcripcional de las ATPasas tipo P2 por qRT-
PCR

Los niveles de transcripcién de los genes de las ATPasas tipo P2 fueron analizados mediante
qRT-PCR, utilizando el kit EXPRESS SYBR GreenER qRT-PCR SuperMix (Invitrogen), en
un termociclador CFX-96 (Biorad). Se usaron los iniciadores disenados previamente por el
grupo de investigacién Bioquimica y Biologia Molecular de las micobacterias para los genes
ctpF, ctpE, ctpH, ctpl y el gen no relacionado ctpA (Novoa-Aponte, 2016). El gen sigA fue
utilizado como normalizador y se realiz6 una cuantificacién relativa, determinando la
eficiencia de todos los cADN extraidos y haciendo un anélisis por medio del método de Pfaffl
(Pfaffl et al., 2004). En la tabla 5-2 se indican las secuencias y tamanos de los productos

esperados para cada juego de iniciadores.

Tabla 5—2. Iniciadores usados para andlisis por qRT-PCR de los genes de las ATPasas tipo P2.

Gen Iniciadores Secuencia (5-37) Tamaiio (pb)
ctpF F-RT-dir cagtgatcttcggtgtggte 192
ctpF F-RT-rev tgactcgttcacgetcaate 192
ctpl E-RT-dir ccgtgaaacgetggattatt 172
ctpE E-RT-rev acggccaaaactggtgtaag 172
ctpH H-RT-dir ggtgctcaccggaaactcta 249
ctpH H-RT-rev acgtcgacctectcaatcac 249
ctpl [-RT-dir ctgtectacgaaccggtgat 178
ctpl I-RT-rev agtagcgegtcegatattget 178
ctpA A-RT-dir gaccacctcgacgttgtace 192
ctpA A-RT-rev caagctgtttgagaccacga 192
sigA RTsigAdir Cctacgctacgtggtggatt 208
sigA RTsigArev tggatttccageaccttetee 208

Se indican los iniciadores disefiados para el andlisis transcripcional de las ATPasas tipo P2 y ctpA como gen no
relacionado, mostrando los tamafios del amplimero esperado para cada juego de iniciadores.
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Para cada juego de iniciadores se construyd previamente una curva de eficiencia de
amplificacion, con el fin de asegurarse que estos pudieran ser empleados para el analisis por
qRT-PCR. Las curvas de eficiencia se realizaron partiendo de diferentes concentraciones de
ADN genémico de Mth H37Ra, estandarizando las condiciones de reacciéon para cada juego
de iniciadores con el objetivo de obtener una eficiencia cercana a 2, ademas de evidenciar la

amplificacién de un tnico producto asegurando la especificidad de los iniciadores.

5.2.6 Evaluacion del efecto de los compuestos seleccionados en

un modelo de infeccién de macréfagos

En este ensayo usando un modelo celular, se busca reproducir in wvitro la interaccién
macrofago-Mtb y evaluar el efecto de los compuestos que demostraron tener mayor actividad
antimicobacteriana e importante inhibicién de la actividad Ca?"-ATPasa, ahora en un modelo
macrofago de infeccion. Esta aproximacion permitié estimar la actividad anti-TB de los
compuestos frente a Mtb en las condiciones enfrentadas una vez ocurrida la infeccion.
Determinar la actividad inhibitoria de moléculas con posible actividad anti-TB en estos
modelos de infeccién, apoya la identificacion de compuestos inhibitorios lideres en etapas
tempranas de desarrollo (Sarkar and Sarkar, 2012; Schaaf et al., 2017, 2016)

Este estudio fue realizado en macréfagos murinos de la linea celular MH-S infectados con Mtb
H37Rv en presencia de los compuestos a evaluar. Se llevé a cabo en cuatro tiempos de
incubacién: dia 0 (D0), que permitié estimar el efecto de los compuestos en la fagocitosis. En
los tiempos dia 1 (D1), dia 3 (D3) y dia 6 (D6), se evalué el efecto sobre la replicacién de Mtb

dentro del macréfago una vez ocurrida la fagocitosis.

El ensayo se realizé en cuatro etapas. La primera es la preparaciéon del cultivo celular de los
macrofagos MH-S, asegurando un especifico niimero de células. La segunda etapa es el
estimulo o adicién de compuestos al cultivo celular en una concentracion final correspondiente
a la CMI obtenida previamente. La tercera etapa es la infeccién de Mtb H37Rv, o fagocitosis.
La cuarta etapa es el killing o lisis de los macréfagos para el conteo de UFC/mL intracelulares.

El desarrollo de cada una de estas etapas se realizé de la siguiente manera:
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e Cultivo de células MH-S

Para este estudio se empled una linea celular continua de macréfagos alveolares murinos,
células MH-S (Hsieh et al., 2018), derivados de ratones BALB/c (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA). Esta linea celular MH-S, es susceptible a la infeccién por
Mtb y ha sido ampliamente empleada como modelo celular para el estudio de respuesta inmune

respiratoria del hospedero (Liu et al., 2018; Yuan et al., 2012).

Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA),
suplementado con suero fetal bovino 10 %, l-glutamina 20 mM, HEPES 10 mM, piruvato de
sodio 10 mM y glucosa 1 %. Se incubaron a 37 °C en 5 % CO, por 24H hasta alcanzar la
confluencia y formar una monocapa de 2 x 10° células/pozo (recuento final esperado). Se

calcularon células para todos los pozos de 4 placas: DO, D1, D3 y D6 mas un exceso de 1/10.

» Infeccidén y fagocitosis de Mtb H37Rv en presencia de los compuestos
a evaluar

La infeccién in witro de las células MH-S fue realizada con Mtb H37Rv. Se realizdé a una
relacién de multiplicidad de infeccion o MOI de 1:5 (5 bacterias / 1 célula)(Hsieh et al., 2018).
Como se describié previamente se ajusto el niimero de bacterias para cada pozo a 1.0 x 10°
UFC/mL y de 2 x 10° células/pozo.

El efecto de los compuestos sobre la fagocitosis fue evaluado al mismo tiempo en que se lleva

a cabo la infeccion. La adicion de los compuestos a las células macréfagos MHS se denomina

« z 9 P , .,
estimulo” ya que se evalia el efecto o estimulo que puedan causar. Se realizé6 con los

compuestos que presentaron mayor actividad antimicobacteriana y ademaés inhibicién de la
actividad Ca?™~-ATPasa de Mtb H37Rv, a las concentraciones de la CMI.

Para la realizaciéon de este ensayo, se usaron placas de poliestireno de 12 pozos fondo plano,
asignando una columna como control de fagocitosis: con células MH-S infectadas con Mtb
H37Rwv, sin estimulo (sin compuesto). A estos pozos se adicionaron 200 ul de medio RPMI y
dimetil sulféxido (DMSO) 0.1 % como control adicional del efecto del solvente (Liu et al.,
2018). Tres columnas de pozos fueron reservadas para la evaluacion del efecto de los
compuestos sobre la fagocitosis o evaluaciéon del estimulo, por triplicado. A estos pozos se
adicionaron 200 pl de medio RPMI y el volumen necesario del stock de cada compuesto para
obtener la concentracion final deseada, asegurando una concentracion maxima de DMSO 0.1
%. Todas las placas de cultivo fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, para

permitir el equilibrio de los compuestos en solucién.
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La infeccién se llevé a cabo mediante la adicién de 300 pL de la suspension de bacterias (1 x
10° bacterias/pozo) a cada pozo, teniendo de este modo 500 pL. de volumen final. Se permiti6
la infeccién por 3 horas a 37 °C, 5 % CO2, tiempo que tarda en llevarse a cabo la fagocitosis

(Bongiovanni et al., 2015).

Posteriormente, se retiré el sobrenadante a todos los pozos y se hicieron lavados con medio
RPMI 1640 con antibiético (penicilina 50 U/mL y estreptomicina 0.05 mg/mL). Finalmente
se adicionaron 200 pl de RPMI 1640 a los pozos de las células sin y con estimulo y se incubaron
a 37 °C, 5 % CO; durante 1 hora (D0), 24 horas (D1), 72 horas (D3) y 144 horas (D6).

s Evaluaciéon del crecimiento intracelular de Mtb H37Rv en
células MH-S (Killing)

Para determinar el efecto de los compuestos evaluados sobre la fagocitosis y crecimiento
intracelular de Mtb H37Rv en los macrdfagos, las células MH-S infectadas fueron lisadas con
200 pl de SDS (dodecyl-dulfato de sodio) 0.1 % por diez minutos y neutralizando la lisis con
100 pl de BSA (albimina sérica bovina) al 20 %. Esta parte del ensayo busca liberar los

bacilos fagocitados y evaluar viabilidad de los mismos mediante el recuento de UFCs/mL.

Se realizaron diluciones seriadas (107, 10? y 107) de la suspension de lisis en medio
Middlebrook 7TH9 + OADC, las que fueron cultivadas en medio solido Middlebrook 7H10 +
OADC e incubadas a 37 °C, 5 % CO, por 21 dias por triplicado para cuantificar el crecimiento
intracelular de Mtb H37Rv viables mediante el recuento de las UFC/mL. Los resultados se
evaluaron segun la diferencia en el crecimiento intracelular en presencia de los compuestos
estimando las UFC/mL a los tiempos de incubacién D0, D1, D3 y D6, y comparando con el

control de fagocitosis sin estimulo.

Previo a la realizacién del Killing, se revisé al microscopio de luz invertida la integridad de
las células MH-S y se tomé registro fotografico. Adionalmente, se realizdé control de las
bacterias usadas en la infeccién. Para esto, diluciones seriadas de la suspensién bacteriana
empleada en la infeccién fueron sembradas en medio solido Middlebrook 7H10 + OADC a 37
°C, 5 % CO, por 21 dias para la verificacién de las UFC/mL (cantidad de bacterias

sembradas).

= Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media 4+ SEM, a partir de dos experimentos

independientes realizados por triplicado o cuadruplicado. La significancia estdistica fue
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analizada por la prueba t-Student no pareada. Un valor de p <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001. El anélisis
estadistico fue realizado el programa Prism version 5 (GraphPad Prism 5 Software, San Diego,

CA, USA).






6. Resultados y discusion

A continuacién, se describen y discuten los resultados obtenidos de la estrategia metodolégica
propuesta. Se presentan de manera cronoldgica como fueron planteados para dar respuesta a

los objetivos especificos del presente trabajo de investigacion.

6.1 Modelo 3D de CtpF por homologia

Hasta la fecha no existe descripciéon de estructuras cristalograficas de las ATPasas tipo P de
Mtb. Previas aproximaciones bioinforméaticas han permitido caracterizar ciertos aspectos
estructurales de CtpF. Un andlisis por comparacién de la secuencia de aminoacidos predice
que CtpF-Mtb es un transportador de cationes alcalino/alcalino-térreos homdlogo a la Ca*'-
ATPasa eucariota de reticulo sarco-endoplasmico SERCA, isoforma la (Novoa-Aponte et al.,
2012). También se ha logrado describir su topologia transmembranal y posible ntimero de
sitios de unién al Ca** (Novoa-Aponte, 2016). En este trabajo, la estructura tridimensional
(3D) de CtpF-Mtb fue construida mediante modelado por homologia utilizando como plantilla
la estructura cristalina de SERCAla en conformacién E2 y estabilizada con CPA (c6digo
PDB: 3FGO) (Laursen et al., 2009). La secuencia de aminoécidos de SERCAla fue obtenida
de la base de datos UniProt con el c6digo P04191. Ambas secuencias de aminodcidos muestran
un 35.3 % de identidad segin la herramienta Clustal Omega (Sievers and Higgins, 2014). El

alineamiento de estas secuencias se indica en el Anexo B.

El modelo 3D de CtpF-Mtb fue construido con el servidor de modelado por homologia Swiss-
Model a partir del alineamiento con la plantilla seleccionada. Posteriormente el modelo
generado fue refinado usando la herramienta Protein Preparation Wizard de Maestro-
Schrodinger, que completa residuos con atomos faltantes, ajusta conformaciones de cadenas
laterales, resuelve atomos solapados, crea puentes disulfuro, completa hidrégenos, remueve
moléculas de agua no estructurales y define los estados de protonaciéon para los residuos
expuestos al solvente. Finalmente, se relajé el modelo y su muestreo conformacional se obtuvo
realizando una simulaciéon de dindmica molecular de 20 ns. Se seleccioné la conformacién més
estable de esta simulacién para tener un modelo confiable de CtpF. La representacién de esta

conformacién se describe en la figura 6-1 A. Similar a SERCAla y a otras ATPasas tipo P2
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(Axelsen and Palmgren, 1998), el modelo CtpF estd conformado por tres dominios
citoplasmaticos: un dominio de unién a nucleétidos (N) conectado a un dominio de
fosforilacion (P), un dominio actuador (A) y 10 hélices transmembranales (TMDs), M1 a
M10.

La calidad estereoquimica de CtpF se evalué con PROCHECK y los resultados revelaron que
el 91 % de los residuos se encuentran en las regiones méas favorables del grafico de
Ramachandran y la desviacién cuadratica media (RMSD) con respecto a la plantilla
SERCA1la es 0.890 A, lo que demuestra que el modelo CtpF es preciso y confiable (Figura 6-
1 B). Ademés, el modelo se validé utilizando ProSA-web, que midié la desviacién de la energia
total de la estructura en comparacion con una distribuciéon de energia derivada de
conformaciones aleatorias. El anélisis arrojé un puntaje Z-score de -5.98, lo que indica en
general una buena calidad (Figura 6-1 C). SERCAla y CtpF mostraron una estructura 3D
de conformacién global muy similar, que incluyen la mayoria de los residuos alrededor del

sitio de unién de CPA con posiciones casi idénticas.

Lwcore

00 90 @0 00 1300
Number of residues

Figura 6-1. Estructura y validacién del modelo 3D de CtpF.

A. Modelo 3D de CtpF generado por modelado por homologfa: se representan los dominios citoplasmaticos (N)
dominio de unién a nucleétidos; (P) de fosforilacion; (A) dominio actuador y dominios transmembranales
(TMD). B. Gréfico de Ramachandran del modelo 3D de CtpF. C. Grafico ProSA: el Z-score para CtpF se

indica con un punto negro.
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La informacién anterior permite considerar que este modelo CtpF tiene calidad suficiente para
fines de disenio de farmacos basados en la estructura. En este caso, el uso de herramientas
computacionales y una simulaciéon de la dindmica molecular permitié construir un modelo de
estructura 3D de la proteina, en donde fue posible identificar los dominios caracteristicos de

la familia de las ATPasas tipo P2.

6.2 Acoplamiento molecular (docking) de CPA con el
modelo 3D CtpF-Mtby SERCAla

El acoplamiento molecular de CPA en el modelo 3D CtpF-Mtb se comparé con el auto-docking
en SERCA1a. Los resultados indican que el modo de unién y orientacién CtpF-CPA es similar
al modo de unién del cristal SERCAla-CPA (3FGO) (Laursen et al., 2009). La figura 6-2 A,
muestra el alineamiento estructural entre SERCAla y el modelo de CtpF después de los
calculos de acoplamiento. La similitud del modo de unién de CPA dentro de ambas proteinas
indica que este ligando tiene una misma orientacién y los dos sitios de unién estan altamente

conservados.

Los modos de uniéon de CPA en SERCAla reportados en las estructuras cristalograficas,
describen que el sitio de unién de CPA estd formado por dos bolsillos: i) un bolsillo polar
orientado hacia M1y M2 (con residuos GIn56 y Asn101) donde se establecen contactos cortos
con el motivo acido tetramico de CPA. En esta region polar, se han reportado interacciones
adicionales con GIn56 mediadas por una molécula de agua (Moncoq et al., 2007) y otros
autores han descrito que se requiere un ion metalico divalente para la uniéon de CPA a través
de la coordinacion del resto de acido tetramérico (Laursen et al., 2009). Y ii) el otro bolsillo
de uniéon de CPA es hidrofébico y adyacente a M3 y M4, haciendo contactos cortos con el

anillo indol.

Los resultados del auto-docking de CPA en SERCAla mostraron la misma orientacién que el
cristal, con un valor RMSD de 0.325 A entre ambos modos de unién. El acoplamiento de CPA
en CtpF también condujo a la misma orientacioén con respecto al cristal 3FGO, con un valor
de RMSD de 0.665 A (Figura 6-2 A). Adicionalmente, el modelo auto-docking muestra que
un enlace de hidrégeno se puede formar entre un atomo de nitréogeno del anillo indol y Leu253,
el que ha sido propuesto que mejora la afinidad del compuesto (Laursen et al., 2009); un

enlace similar se forma con el modelo de CtpF y el aminodcido Leu245 (Figura 6-2 B).
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Figura 6—2. Acoplamiento molecular de CPA en SERCAla y CtpF-Mtb.
A. Alineamiento estructural de 3FGO (gris) y CtpF (azul), con CPA en el bolsillo de SERCA1la (auto-docking:
verde) y en CtpF (rojo). B. Visualizacién 2-D del modo de unién de CPA con SERCA1la (Izquierda) y modelo
CtpF (derecha). En ambas figuras se muestran los residuos que representan las interacciones mds importantes
dentro de 4 A.

Como se muestra en la tabla 6-1, el alineamiento estructural de los residuos a 4 A de CPA en
el sitio de unién tanto en SERCAla como en CtpF, indica que este sitio de unién esté
integrado por 13 residuos, de los cuales las principales diferencias radican en los aminoacidos
AspbH9, Val62 y Leu98 en SERCAla que corresponden respectivamente en la secuencia de

CtpF a His66, 1le69 y Val95. Todos estos residuos estan cerca del motivo acido tetramico de

CPA.
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Tabla 6—1. Comparacién de los residuos del sitio de uniéon de CPA en SERCAla y CtpF.

Residuos en el sitio de Residuos en el sitio de
unién de SERCA1la unién de CtpF

Glnb6 GIn63

Asp59 His66
Leu61 Leu68
Val62 Ile69

Leu98 Val95
Asnl101 Asn98
Alal02 Ala99

Leu253 Leu245
Phe256 Phe248
[1e307 11e289

Glu309 Glu291
Leu311 Leu308
Pro312 Pro294

Se indican los residuos dentro de 4.0 A de CPA. Los residuos que son diferentes en las dos protefnas se resaltan

en negrita

De estos residuos, la principal diferencia recae en Aspb9, residuo polar con carga negativa, en
SERCA1a sustituido por His66, residuo polar con carga positiva en CtpF. Si bien estos dos
residuos hacen parte del bolsillo de unién no forman interacciones importantes con CPA, por
lo tanto, este cambio de carga no tendria mayor inferencia en el modo de unién. En
comparacién con estos, se encuentran diferencias menores entre los residuos Val62 y Leu68
en SERCAla y sus homoélogos 1le69 y Val95 en CtpF, ya que estos aminoacidos tienen
caracteristicas fisicoquimicas similares. En general, los resultados de acoplamiento molecular
sugieren que estos cambios no afectaron la energia ni el modo de unién de CPA en las dos

proteinas.

6.3 Comparaciéon de los residuos de coordinacion a CPA
en diferentes Ca?’"™-ATPasas tipo P

Mediante un alineamiento multiple realizado con el programa Clustal Omega, se compararon
las secuencias de algunas Ca’"-ATDPasas presentes en organismos eucariotas y en bacterias,

incluyendo CtpF. Esta comparacién fue importante para identificar los residuos determinantes
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en la unién a CPA y de este modo establecer las diferencias entre las ATPasas sensibles y no

sensibles a CPA. El alineamiento completo se aporta en el Anexo C.

Como se observa en la figura 6-3, existen diferencias importantes en los residuos de
coordinaciéon a CPA entre los dos grupos de Ca*’-ATPasas, pudiendo establecerse una
diferencia entre sensibles e insensibles a CPA con respecto a SERCAla. Se muestran en
negrita los residuos que forman las interacciones méas importantes con CPA y que ademés

estan conservados en las ATPasas tipo SERCA 1a.

M1 M2 M3 M4

56 59 6162 98 101 102 253 256 307 309 311312

1 T | 1T R 1 T
SERCA1la IEQFEDLLVRI LIANAIV QKLDEFG AAIPEGLPAV| podiol
Sensibles a | PIATPG LNQFDDLLVK I LILNAAV IKIDLFG AAIPEGLPAV| Qosss
CPA BACAL FAQINDVLVYV  VVLNAVI KSLAQVG AAIPEGLPAI| Q73E41
CtpF LRQFHHPLIYV  VVINAIV AKLAWFS CAIPEGLPTA| Powpsg
PMCA1 VEALQDVTLII VVCVVLYV GKLTKLA VAVPEGLPLA P020020
. ATPase_2C1 ISQFKNPLIML ILIVVTV KSMDLLG AAIPEGLPIV P098194
;”E,L;,l:bles Na“/K*ATPasa [CRQLFGFFSML VIITGCF AETEHFI ANVPEGLLAT| P05023
LMCA1 LETFKDPMVIV LIVNSII RKLESFS AAIPEALSSI| Q8Y8Q5
LLCA1 IDTLKDPMVII  LMINSVV QKLEKFG AAIPEALSSYV| QUCFUY

Figura 6—3. Alineamiento multiple de algunas Ca?>*-ATPasas de eucariotas y procariotas.
Se presentan las secuencias de ATPasas tipo P sensibles e insensibles a CPA de manera separada. Se resaltan en
amarillo los trece residuos implicados en la coordinacion de CPA. Se indican en negrilla los residuos con las
interacciones mas importantes y en rojo los residuos reemplazados con respecto a SERCAla.

A diferencia de las ATPasas tipo P sensibles a CPA, aquellas con demostrada baja
sensibilidad, presentan un ntmero elevado de residuos reemplazados. Como es el caso de la
proteina PMCA1, que a pesar de presentar un porcentaje de identidad del 29.5 %, tiene ocho
de los trece residuos no conservados en el alineamiento con respecto a SERCAla. Las Ca*'-
ATPasas LMCA1 y LLCA1 que experimentalmente han sido reportadas como insensibles
(Kotsubei et al., 2013), tienen cuatro aminoacidos diferentes con respecto a las sensibles tipo
SERCAla que, aunque puede ser un nimero bajo, precisamente estos residuos hacen parte

de las interacciones mas importantes, lo que podria estar generando una unién inestable con

CPA.

CtpF solo presenta cambios en tres posiciones His66, Ile69 y Val95 (Tabla 6-1), lo que junto
con los resultados del acoplamiento de CPA en CtpF, permite sugerir que estos reemplazos
no afectarian de manera importante la interaccién, ya que la orientacion con respecto al cristal

3FGO fue similar. Sin embargo, la sensibilidad de CtpF a CPA fue evaluada
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experimentalmente para validar la importancia de estos residuos, como se discute a

continuacion.

6.4 Actividad biol6gica de CPA

Con el objetivo de evaluar in wvitro si existe una correlaciéon entre la unién de CPA a los
dominios TMDs de CtpF implicados en el transporte de calcio con su actividad Ca’*"-ATPasa
y mas aun, si esta afectacién repercute en la viabilidad de Mtb, se estimoé el efecto de CPA en
los ensayos de actividad enzimética y viabilidad micobacteriana. Adicionalmente se estudio
el perfil de expresion de ctpF'y los deméas genes de las ATPasas tipo P2 de Mtb en respuesta

a CPA, con el fin de determinar la especificidad de su respuesta.

Con estos resultados se busca establecer una relacion que justifique la postulacion de CtpF
como una diana molecular para el desarrollo de la estrategia de btisqueda de compuestos con

actividad anti-TB.

6.4.1 Efecto de CPA sobre la actividad Ca?*t-ATPasa

Mediante un ensayo de actividad ATPasa se evalu6 la capacidad de CPA de inhibir la
actividad Ca?*~ATPasa de la membrana plasmatica de Mtb de manera similar a lo observado
en SERCAla

Como punto de partida, se determiné la actividad ATPasa basal (actividad no estimulada
por iones) de las vesiculas de membrana. Luego, se evalué la actividad ATPasa estimulada
por Ca’", que se denominard Ca?™~ATPasa (actividad en presencia de Ca*" libre) y la actividad
ATPasa tipo P especifica, en presencia de vanadato, un inhibidor de ATPasas tipo P (Caroni
and Carafoli, 1981; Saffioti et al., 2019). Estas determinaciones se realizaron en vesiculas de
membrana invertidas de Mtb H37Ra tipo silvestre (Mtb WT) y Mtb H37Ra defectiva en el
gen ctpF (MtbActpF). La evaluacién de la actividad con la cepa MtbActpF permitié tener un
control para diferenciar la verdadera actividad Ca’'-ATPasa dirigida por CtpF de otros
transportadores que puedan tener afinidad por el calcio presente en las membranas de Mtb
(Novoa Aponte, 2017).

De acuerdo con las condiciones anteriores, la actividad Ca?"-ATPasa tipo P de Mtb se estimé
como la diferencia entre la actividad ATPasa estimulada por Ca?" y la actividad ATPasa

estimulada por Ca’" en presencia de vanadato (50 pM).

Los resultados indican que el Ca** (30 uM) caus6 una estimulacién de la actividad ATPasa
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basal de Mtb WT en un 30 %, mientras que la actividad enzimatica de las vesiculas de
membrana obtenidas de las células MtbActpF se estimuld solo un 7 % (Figura 6-5). Estas
diferencias demuestran que la membrana plasmética de Mtb presenta actividad Ca’"-ATPasa

tipo P mediada por CtpF.
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Actividad ATPasa normalizada

Mtb WT MtbactpF

Figura 6—4. Actividad ATPasa basal y estimulada por Ca?* de Mtb WT y MtbActpF.
La actividad de Ca?"-ATPasa se midié mediante la adicién de Ca?*-libre (30 uM). Los valores se comparan con
la actividad obtenida en presencia de vanadato (VO24 = 50 pM). Los valores representan la media + SEM (n =
3). Las diferencias significativas observadas estén identificadas por asteriscos como *** P <0.001.

Los resultados de la evaluacion del efecto del CPA sobre la actividad de Ca’*-ATPasa
normalizada, en la membrana plasméatica de Mtb representados en la figura 6-5, sefialan que
CPA inhibe significativamente la actividad Ca*’-ATPasa en las células Mtb WT de manera
concentracién dependiente (desde 1.0 uM, con IC5 = 7.2 + 0.3 pM) en comparacién con la
actividad enzimatica normalizada mostrada por las células MtbActpF. Si bien se observa una
disminuciéon de la actividad Ca’*-ATPasa normalizada de las vesiculas de membrana
MtbActpF, no hay diferencia estadisticamente significativa entre las medidas de actividad en

presencia CPA a diferentes concentraciones con respecto al control sin compuesto.

De esta manera, los resultados presentados indican que CPA inhibe la actividad Ca’"-ATPasa
mediada por CtpF a concentraciones comparables a las reportadas para SERCAla.
Especificamente el valor de IC; de CPA para SERCA esta en el rango de 0.6 - 10.0 pM,
dependiendo de las condiciones experimentales (Soler et al., 1998; Yao et al., 2011). Por lo
tanto, se comprueba la relacién entre las aproximaciones bioinformaticas sobre el modo de

unién de CPA en el sitio de unién en CtpF y la inhibicién de la actividad Ca**-ATPasa de
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Figura 6-5. Efecto de CPA sobre la actividad de Ca?*~-ATPasa normalizada.

Se indica el efecto de CPA (0.1, 1, 10, 40, 80, 100 y 200 pM) sobre las actividades Ca**-ATPasa de Mth WT y
MtbActpF. Se encontraron diferencias significativas entre las mediciones de la cepa Mth WT y MtbActpF desde
1.0 uM, indicadas como **, P <0.01; *** P<(,001. Los valores representan la media & SEM (n = 3). El ICs fue
calculado por regresion no lineal utilizando el paquete de software GraphPad Prism 5.04.

Estudios previos han evaluado el efecto de CPA sobre la actividad Ca?*"-ATPasas de diferentes
organismos incluidas bacterias. Estos reportes indican que CPA afecta la actividad de
LMCA1, una ATPasa transportadora de Ca?>* de L. monocytogenes solamente a
concentraciones muy altas (ICs = 918 + 38 uM) (Kotsubei et al., 2013), a pesar de compartir
una alta identidad (37.4 %) con SERCAla. Lo anterior sugiere que, en este caso los residuos

no conservados son relevantes para la coordinacién de CPA.

En este mismo estudio, evaluaron las Ca**-ATPasas de B. cereus (BACAL) y L. lactis
(LLCA1), con el objetivo de encontrar diferencias en la sensibilidad a CPA en relacién con la
conservacion de los aminoécidos del sitio de unién de CPA. Encontraron que LLCA1, con
cuatro residuos variados respecto a SERCAla, es insensible a CPA (IC5 = >1000 pM),
mientras que BACA1 fue sensible a CPA con un ICs, = 4.0 uM, quien presenta total similitud

con SERCAla en las posiciones mas relevantes de uniéon a CPA.

De manera similar a BACA1, CPA inhibe CtpF con un valor de 1Csy, que es comparable con

el rango de inhibicién de SERCAla. Lo que sugiere que CtpF es una Ca?™-ATPasa tipo P
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sensible a CPA, demostrando que los aminoécidos de las tres posiciones no conservadas tienen

un efecto menor en la interaccién de CPA en el sitio de unién.

Estos hallazgos permiten sugerir que las diferencias entre los aminoacidos que abarcan el sitio
de unién a CPA de bacterias y mamiferos, abririan la posibilidad de disenar derivados de
CPA especificos para bacterias u otros patdgenos, sin mayor efecto en las Ca**-ATPasas del

hospedero.

6.4.2 CPA Inhibe el crecimiento de Mtb

Teniendo en cuenta que CPA inhibe la actividad Ca*~ATPasa de CtpF, se evalia si esta
afectacion influye en la viabilidad de Mtb. La actividad antimicobacteriana de CPA se estimd

mediante su capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa virulenta Mtb H37Rv.

Los resultados demuestran que CPA inhibe el crecimiento de Mtb H37Rv a una CMI de 100
pg/mL (Figura 6-6 A). Adicionalmente se evalu6 la capacidad micobactericida al cuantificar
las UFC/mL en medio sélido TH10 + OADC. Como se observa en la figura 6-6 B, CPA caus6
una inhibicién del ~ 30 % de las UFCs con respecto al control 100 % de crecimiento en

ausencia del compuesto.
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Figura 6-6. Actividad antimicobacteriana de CPA.
A. Inhibicién de crecimiento de Mtb H37Rv por el método de resazurina. El cambio de color indica la CMI. Se
determiné el valor de CMI a partir de dos experimentos independientes por cuadruplicado. B. Evaluacién de la
capacidad bactericida de CPA de acuerdo a la disminucién de UFCs/mL con respecto al control 100 % de
crecimiento (sin inhibidor). Los resultados representan el promedio = SEM de dos experimentos independientes.
Se observa diferencia significativa marcada con asterisco como *, P < 0.05.

La evaluacién del efecto de CPA sobre la viabilidad bacteriana no ha sido reportada
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previamente. Estudios realizados con el virus respiratorio sincitial (RSV), senalan que el
tratamiento con CPA causa un incremento en la concentracién intracelular de Ca?* del virus

y que esta acumulacion altera su replicacién y transcripcién (Cui et al., 2016).

En este trabajo se encuentra que existe una relacién entre la actividad de CtpF una ATPasa
tipo P implicada en la regulacién intracelular de Ca?" en Mtb y su viabilidad, lo que nos
permite postular a CtpF como una diana molecular potencial para aplicar estrategias en la

busqueda de compuestos con actividad anti-TB.

6.4.3 Perfil de expresion génica de las ATPasas tipo P2 de Mtb

en respuesta a CPA

Esta evaluacién permitié determinar la respuesta transcripcional de los genes que codifican
para las ATPasa tipo P2 de Mtb frente al tratamiento con CPA mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (QRT-PCR). Los genes analizados fueron ctpF, ctpFE, ctpl, ctpH, teniendo en
cuenta que estas proteinas estan clasificadas en la misma subclase P2, de transportadoras de
metales alcalino/alcalinotérreos y que, ademds estudios previos han asociado las proteinas
CtpH y Ctpl al transporte de Ca*" (Novoa-Aponte, 2016). De esta manera, los resultados
obtenidos contribuyen a explicar el mecanismo de accién de este compuesto, especificamente

para definir si CtpF es su blanco molecular.

La cepa Mtb WT fue enfrentada a una concentracion sub-letal de CPA, especificamente a la
mitad de la CMI (50 pg/mL) por 3 horas. También se evalud el perfil de expresién con

respecto al control sin tratamiento.

Para el anélisis transcripcional de las ATPasas tipo P2, se utilizaron los iniciadores disenados
previamente en nuestro grupo de investigacién y las curvas de eficiencia de amplificacién de
cada pareja de iniciadores utilizando diferentes concentraciones de ADN genémico de Mtb
H37Ra WT. Las condiciones de reacciéon se estandarizaron, buscando que cada juego de
iniciadores mostrara una eficiencia cercana a 2, y las curvas de melting evidenciaran un tnico
producto, asegurando asi la especificidad de los iniciadores. La tabla 6-2 muestra las
condiciones de reacciéon de la qRT-PCR utilizadas, estableciendo temperatura de anillaje de
cada juego de iniciadores y las eficiencias de reaccion. Estos resultados demostraron que los

iniciadores eran apropiados para el andlisis mediante qRT-PCR.
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Tabla 6—2. Parametros utilizados para el analisis por qRT-PCR. de los genes de las ATPasas tipo P2 y de ctpA.

Gen Iniciadores Taniaje (°C) | Eficiencia | R? Threshold
ctpF’ F-RT-dir y F-RT-rev 60.0 1.91 0.996 19.26
ctpl E-RT-dir y E-RT-rev 58.0 1.82 0.999 8.26
ctpH H-RT-dir y H-RT-rev 60.0 1.96 0.998 4.75
ctpl [-RT-dir y I-RT-rev 59.3 1.85 0.958 8.74
ctpA A-RT-dir y A-RT-rev 58.0 2.01 0.996 5.103
sigA RTsigAdir y RTsigArev 58.0 2.12 0.989 8.120

Se relacionan los genes, las condiciones con las que se hicieron las amplificaciones y los pardmetros para la

cuantificacién.

» Respuesta transcripcional de las ATPasas tipo P2 al tratamiento con
CPA

Esta respuesta fue evaluada de acuerdo con los resultados de transcripcion relativa de cada
gen de las ATPasas tipo P2 de Mtb bajo la accién de CPA, utilizando como normalizador la
transcripcion del gen de expresién constitutiva sigA (factor sigma A de la ARN polimerasa).
Los genes evaluados fueron ctpF, ctpE, ctpl, ctpH y del gen ctpA como gen no relacionado,

ya que esta proteina es un transportador de metales pesados de la subclase P1B.

Los resultados fueron obtenidos utilizando el método Pfaffl (Pfaffl et al., 2004) que tiene en
cuenta las eficiencias de los iniciadores usados y descarta errores asociados al comparar

iniciadores con diferentes eficiencias.

La figura 6-7 muestra los resultados del andlisis transcripcional de las ATPasas tipo P2 y
ctpA normalizados en células Mtb H37Ra tipo silvestre (Mtb H37Ra WT), en respuesta a la
presencia de CPA (50 pg/mL) por tres horas. Esta concentracion y tiempo fue seleccionada
después de pruebas similares realizados en nuestro grupo de investigacién y de acuerdo con
estudios previos publicados, que sostiene que esta concentraciéon y tiempo es suficiente para
permitir la acumulacién del compuesto en el citosol de la micobacteria y generar una respuesta
transcripcional (Waddell et al., 2004).

Como se indica en la figura, la exposicién al compuesto causé una regulacién positiva en la

expresion del gen ctpF de 2.7 £+ 0.6 veces en relacién al control sin tratamiento.
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Figura 6-7. Respuesta transcripcional de las ATPasas tipo P2 de Mtb frente a CPA.

Se relaciona la expresion relativa de los genes: CtpF, ctpE, clpH, ctply ctpA en células Mtb H37Ra WT, en
presencia de CPA 50 pg/mL, usando como normalizador sigA. Los datos se grafican como promedio + DE (n =
3). Las diferencias significativas (¥*p<0.05 y **p<0.01) indican el resultado de una prueba de comparacion t
student.

A diferencia de ctpF, los genes ctpFE y ctpl, no tuvieron in incremento en su expresion y se
comportaron de manera similar al gen no relacionado ctpA. Sin embargo, para el gen ctpH si
se experimenta un aumento en la transcripcién, aunque menor que ctpF (1.0 & 0.3), lo permite
suponer que esta ATPasa podria apoyar en parte la funcién, en el caso de inhibiciéon de CtpF
por un farmaco o una mutacién. Estos resultados coinciden con los estudios previos que

asocian a CtpH al transporte de Ca*" (Novoa-Aponte, 2016).

Lo anterior permite sugerir que, en efecto CtpF es el blanco molecular de CPA, ya que al
alcanzar el citosol de Mtb induce una regulacion positiva de ctpF, sin estimular de manera

importante la transcripcion de los genes de otras ATPasas clase P2.

Un factor importante en el desarrollo de un nuevo farmaco, es asegurar la inhibicién selectiva
del blanco propuesto (Betts et al., 2003; Murima et al., 2013). En este sentido, algunos
estudios demuestran que el patron de expresion génica regulada positivamente refleja el modo

de accién del farmaco (Fu, 2006).

La evaluacion del perfil de expresion de genes por microarreglos y confirmaciéon con gRT-PCR

es una estrategia usada exitosamente en el proceso de disefio de anti-TB, que ha permitido la
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confirmacién rapida del modo de acciéon de estos compuestos, al analizar cambios
transcripcionales causados en respuesta al tratamiento en concentraciones sub-inhibitorias
(De Knegt et al., 2013; Fu, 2006; Liang et al., 2011; Murima et al., 2013). También han
permitido identificar la respuesta de nuevos inhibidores al comparar la expresién génica de
éstos frente al de fArmacos con modos de accién conocidos (Chan et al., 2002). Con un enfoque
similar se ha estudiado la respuesta de Mtb frente al tratamiento con compuestos que inhiben
la biosintesis de &cidos micélicos como isoniazida, tiolactomicina y triclosan, logrando
identificar el blanco molecular especifico de cada uno de ellos. Aunque los perfiles de respuesta
global de estos farmacos estan relacionados entre si, existen diferencias que distinguen el modo

de accién de manera independiente (Betts et al., 2003).

Los resultados obtenidos en la evaluacién del perfil de respuesta de las ATPasas tipo P2 de
Mtb, permiten evidenciar que CPA causa una inhibicién selectiva de CtpF. Esto a su vez se
relaciona con el efecto encontrado frente a la actividad Ca?*™~ATPasa en vesiculas de
membrana y a la inhibicién del crecimiento de las micobacterias en la evaluacién en células
completas. De esta manera se postula a CtpF como una diana terapéutica para la biisqueda
de compuestos anti-TB basados en su estructura, a través de la estrategia combinatoria cuyos

resultados se describen a continuacién.

6.5 Cribado virtual e identificacion de compuestos

candidatos a ser evaluados in vitro

La estrategia desarrollada para la buiisqueda de compuestos con mayor afinidad frente CtpF
de Mitb, comprende un cribado virtual basado en el modelo farmacoférico construido a partir
del complejo CtpF-CPA obtenido por acoplamiento molecular y calculos de mecanica
molecular MMGB-SA.

El acoplamiento molecular de CtpF-CPA descrito en la seccién 6.2 fue usado para construir
un modelo de farmacdforo derivado de las principales interacciones identificadas entre CPA

y los residuos del sitio de unién de CtpF.

La interface online ZINCPharmer empleada para la definicion del modelo, extrae
automaéaticamente un grupo de caracteristicas farmacoféricas desde la estructura molecular.
Cada caracteristica consiste en el tipo, que puede ser, donador o aceptor de enlace de
hidrégeno, ion positivo o negativo y grupos aromaticos, una posicién y un radio (Koes and
Camacho, 2012). El siguiente paso es identificar y seleccionar de estas caracteristicas las que

fueron consideradas de acuerdo con la probabilidad de CPA de formar buenas interacciones
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con la proteina.

El modelo farmacoférico final se describe en la figura 6-8 B y estuvo conformado por dos
donantes de enlace de hidrégeno (D1 y D2), dos aceptores de enlace de hidrégeno (Al y A2)
y un grupo hidrofébico (H1).

Usando este modelo, se realizé un cribado virtual basado en farmacéforo (PBVS) con la
interfaz en linea ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu) y la base de datos comercial
ZINC con 22,723.923 compuestos.

El PBVS permitié identificar 362 candidatos, los que fueron sometidos a un segundo cribado
virtual basado por acoplamiento molecular o docking (DBVS) usando los programas Glide SP
y XP.

Figura 6-8. Modelo farmacoférico.

A. Caracteristicas estructurales de CPA. B. Caracteristicas farmacoféricas de CPA seleccionadas para el cribado:

donantes de enlace de hidrégeno (D1 y D2), aceptores de enlace de hidrégeno (Al y A2) y grupo hidrofébico (H1).

Como muchos autores han discutido, las funciones de puntuacién (scoring function) de los
programas de acoplamiento molecular (docking) no son del todo confiables ya que no
consideran adecuadamente los factores entrépicos en los calculos de la energia de unién
(Ramirez and Caballero, 2016; Warren et al., 2006). Por lo tanto, se aplicé un método de re-
evaluacién (re-scoring) por medio de célculos de energia mecanica molecular combinada con
solvatacién continua de area de superficie generalizada Born (MM-GBSA) a los todos los 362
candidatos obtenidos después del acoplamiento Glide XP con el fin de recalcular y ordenar
los resultados de DBVS. Los calculos MM-GBSA se utilizaron para modelar los efectos del
solvente mediante un modelo de solvatacion continua y los términos dependientes del area de
superficie. Esta es una aproximacién confiable para predecir las diferencias de energia libre de
unién entre los compuestos identificados con el acoplamiento (Gilson and Zhou, 2007). Esta

estrategia ha sido aplicada con éxito en el estudio de las interacciones entre series de
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compuestos con multiples dianas moleculares. (Aparna et al., 2014; Sgobba et al., 2012).

Se identificaron y seleccionaron de la lista completa seis (6) compuestos candidatos para ser
evaluados in vitro, entre los que tenian las mejores energias de unién segin la evaluacién por
MM-GBSA. Se tuvieron en cuenta varias consideraciones para la seleccion de los mejores
compuestos a evaluar in vitro, como la mejor energia libre de union (AG MM-GBSA),

diversidad estructural, propiedades drug-like y costo.

Los compuestos seleccionados, que se muestran en la figura 6-9, demostraron una mejor
energia de unién en comparacién con CPA segin los calculos MM-GBSA (-47.09 kcal/mol) y
variaron de -49.62 a -70.13 kcal/mol. Como se observa en la figura, aunque estos compuestos
son obtenidos del farmacdforo de CPA, el cribado virtual aplicado permitié obtener moléculas

de estructura diversa.

HN e /
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- OHy 97 'nH
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Figura 6-9. Estructura quimica de los seis compuestos seleccionados mediante el cribado virtual con la base de
datos ZINC.
Se indica el valor de energia de unién para cada compuesto (Glide score y AG MM-GBSA: kcal/mol).

Para todos los compuestos candidatos seleccionados mediante el cribado virtual con la base
de datos ZINC se calcularon los descriptores fisicoquimicos incluidos en la tabla 6-3. Estas
caracteristicas representan las propiedades fisicoquimicas de un farmaco, como la solubilidad
y la permeabilidad e indican si los compuestos tienen propiedades éptimas para ser un

potencial farmaco de uso oral. Todos los compuestos seleccionados y evaluados se encuentran
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en el rango aceptable drug-like de acuerdo con las reglas de Lipinski, ya que ningiin compuesto

incumple més de una de ellas.

Los hallazgos teéricos presentados sugieren que los compuestos candidatos seleccionados
tienen propiedades moleculares adecuadas para hacerlos biodisponibles oralmente en humanos

y tienen probabilidad de convertirse en un farmaco.

Tabla 6-3. Caracteristicas moleculares (drug-like) de CPA y los seis compuestos candidatos seleccionados.

Donadores Acept 5
Compuestos Estructura MW LogP il - - ) ¥ RB
enlace-H  enlace-H

Acido ciclopiazénico Ad 28

s OO0 3364 221 2 3 73 1
ZINC63908257 dod~l 3805 168 4 6 103 7
ZINC55090623 ot ot R T YR 3 6 83 10
ZINC45605493 " o0 a6 33 3 7 88 9
ZINC14541509 ok 4345  3.32 3 9 115 11
ZINC09787234 Segrtyn 4394 182 2 8 117 9
ZINC12584082 4635  4.08 2 8 111 10

Propiedades drug-like: peso molecular (MW), logaritmo de coeficiente de particiéon octanol-agua (LogP), ntimero
de donadores de enlace de hidrégeno (donadores enlace-H); niimero de aceptores de enlace de hidrégeno (aceptores
enlace-H); 4rea de superficie polar topolégica (tPSA); nimero de enlaces rotables (RB).

6.6 Actividad biolégica de los compuestos candidatos

6.6.1 Efecto de los compuestos candidatos sobre la actividad
Ca?’"-ATPasa

Los seis compuestos seleccionados desde el protocolo de cribado virtual y célculos de energia
de mecénica molecular (DBVS + MM-GBSA) fueron evaluados para determinar su capacidad
para alterar la actividad Ca*~-ATPasa de la membrana plasmatica de Mtb WT en

comparacién con la cepa mutante MtbActpF.
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Los resultados indican que los seis compuestos seleccionados evaluados causaron inhibicién de
la actividad de Ca’"-ATPasa en la membrana celular de Mtb WT, de acuerdo con los valores
de 1Cs indicados en la tabla 6-4. Tres de estos compuestos ZINC63908257, ZINC55090623 y
ZINC45605493, tuvieron valores de ICs mejores que CPA (IC5 = 7,2 pM). Como se esperaba,
al no estar presente CtpF en MtbActpF, los compuestos seleccionados no tuvieron un efecto

mayor sobre esta actividad enzimatica en las vesiculas de membrana de las células mutantes.

Tabla 6—4. Efecto de los compuestos seleccionados sobre la actividad enzimatica.

Actividad enzimética ICso (uM) £ SEM

Compuesto Mitb WT Mtb ActpF
ZINC63908257 44403 100.5 £ 1.9
ZINC55090623 42402 96.9 + 2.4
ZINC45605493 4.14+0.2 76.1 +£1.9
ZINC14541509 8.0 £ 0.6 384+ 1.1
ZINC09787234 11.8 £ 0.6 101.9 £ 1.6
ZINC12584082 359+ 0.5 1094 £ 2.3

La actividad enzimdtica representa el efecto de los compuestos sobre la actividad Ca?*-ATPasa, determinada como
el 1Cs0. Todas las evaluaciones se obtuvieron de tres experimentos independientes, se indican los resultados de la
Media + SEM.

En la figura 6-10, se compara el efecto de los tres compuestos con mayor actividad de acuerdo
al I1Cs: ZINC63908257, ZINC55090623 y ZINC45605493, a una concentracién de 100 pM. Se
observa que causaron significativa inhibicién de la actividad Ca*’-ATPasa normalizada de las
vesiculas de membrana de Mtb WT en un 45 %, 47 % y 48 %, respectivamente, en comparacion
con el control sin compuesto. Esta actividad fue mayor a la estimada para CPA que fue del
25.5 % a la misma concentracién. En todos los casos se encontré diferencia significativa al
comparar el efecto de los compuestos entre las cepas Mtb WT y la mutante MtbActpF, lo que

sugiere que el efecto de los compuestos es dirigido sobre la actividad Ca?*~-ATPasa de CtpF.

Los resultados presentados, demuestran una relacion entre la afinidad de los compuestos por
el sitio de unién, con un mayor efecto sobre la actividad Ca?"-ATPasa de CtpF. Los tres
compuestos con el menor IC; también presentaron la mejor energia de uniéon de mecéanica
molecular (MM-GBSA). El éxito en hallar compuestos activos, indica que la estrategia de la
hipotesis de farmacéforo fue apropiada y 1til para la identificacién de compuestos activos,

cuya actividad puede ser optimizada.
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Figura 6-10. Efecto los compuestos seleccionados sobre la actividad Ca?*-ATPasa normalizada de Mtb WT y
MtbActpF.
La actividad se muestra a una concentracién de 100 uM. Los resultados representan la media + SEM
(n = 3). Las diferencias significativas (****p<0.0001) indican el resultado de una prueba de comparacién t-
student entre el efecto de los compuestos para la cepa Mtb WT y la cepa MtbActpF. El control representa el 100

% de actividad Ca?*-ATPasa normalizada, en ausencia de compuesto.

Estudios realizados con PfATP6 de P. falciparum, una proteina homdéloga a SERCAla,
demostraron que PfATP6 es considerablemente inhibida por CPA, lo que sugeriria en este
caso, que el mecanismo molecular y el sitio de unién de CPA se conservan en ambas proteinas.
(Di Marino et al., 2015). De acuerdo con estos hallazgos, podemos concluir que las proteinas
Ca*"-ATPasas sensibles al CPA, como CtpF, pueden ser dianas para el desarrollo de farmacos
anti-TB.

6.6.2 Inhibicion del crecimiento de Mtb por los compuestos

candidatos

Los seis compuestos seleccionados mediante el cribado virtual con la base de datos ZINC
fueron evaluados por su actividad antimicobacteriana contra la cepa virulenta Mtb H37Rv
(Tabla 6-5). La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) usando
resazurina como indicador de viabilidad mostré que casi todos los compuestos evaluados,
excepto ZINC12584082, inhiben el crecimiento de Mtb H37Rv. La CMI para ZINC63908257
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y ZINC14541509 fue de 50 pg/mL. Esta CMI fue la mitad de la obtenida para los demés
compuestos evaluados incluido CPA (100 pg/mL).

Tabla 6-5. Actividad antimicobacteriana de los seis compuestos seleccionados.

Actividad antimicobacteriana

Inhibicién del

Compuesto CMI (pg/mL) crecimiento (%)
ZINC63908257 50 64.0
ZINC55090623 100 52.9
ZINC45605493 100 29.5
ZINC14541509 50 60.7
ZINC09787234 100 57.3
ZINC12584082 > 200 N/A

La CMI es reportada segiin el cambio de color por el método resazurina y expresada en pg/mL. E1 % de inhibicién
del crecimiento, se estim6 a una concentracién de 100 pg/mL. Todas las evaluaciones se obtuvieron de tres

experimentos independientes.

Los resultados del efecto de los compuestos sobre la viabilidad de Mtb H37Rv a partir del
recuento de UFCs/mL, evaluado a una concentracién de 100 pg/dL, destacan la actividad de
ZINC63908257 y ZINC14541509 cuya inhibicion fue de 64.0 % y 60.7 %, respectivamente. Si
bien las CMI de estos compuestos son superiores a los farmacos actualmente usados en el
tratamiento de la TB, es de resaltar que causaron un porcentaje de inhibicién del crecimiento
de Mtb superior al 60 %, lo que puede considerarse como una actividad antimicobacteriana
significativa, dado que los compuestos antimicobacterianos deben atravesar la compleja pared
celular de las micobacterias para alcanzar su diana y causar con ello alteracion de la viabilidad
celular (Aguilar-Ayala et al., 2018; Kana et al., 2014; Zhu and Wang, 2013)

Al analizar estos resultados junto con los valores de hidrofobicidad (coeficiente de particién
octanol-agua o LogP) de los compuestos evaluados, se encuentra que el compuesto
ZINC63908257, que demostr6 la mayor inhibicién del crecimiento de Mtb (64.0 %), tiene un
bajo valor de LogP = 1.68 comparado con el menos activo ZINC12584082, el cual tiene mayor
LogP = 4.08 (Tabla 6-3). Estos valores son similares a los reportados de la evaluacion de los
farmacos anti-TB actualmente en uso, los cuales tienen un valor de LogP bajo, lo que significa
que son méas bien hidrofilicos (O“Shea and Moser, 2008; Santos et al., 2017). Lo anterior
sugiere que los compuestos activos podrian seguir una via diferente a la difusién pasiva para

alcanzar su blanco, que es el mecanismo que dirige el transporte de los farmacos hidrofébicos.
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En cambio, para cruzar la envoltura particular de las células micobacterianas podrian hacer
uso de sistemas mediados por transportadores de membrana o carrier como difusion facilitada
o transporte activo (Beutler, 2009; Clardy et al., 2006; O“Shea and Moser, 2008; Santos et
al., 2017).

En el descubrimiento de nuevos farmacos, el relacionar la actividad en células completas con
la alteracién de un blanco especifico es un desafio, ya que la accién encontrada en estas es el
resultado de varios factores como las propiedades farmacocinéticas de los compuestos, la
afinidad con el blanco molecular, la permeabilidad celular, los sistemas de eflujo y
modificaciones intracelulares. La estrategia desarrollada en este trabajo de investigacién, al
realizar el cribado basado en el receptor (PBVS 4+ DBVS) para la identificaciéon de moléculas
activas, tiene la ventaja de no solo identificar moléculas con propiedades fisicoquimicas
adecuadas, sino también de ser activos frente a la diana seleccionada, bajo las condiciones

experimentales establecidas, o sea identificar el mecanismo de acciéon (Murima et al., 2013).

Sobre la evaluacion biologica de los seis compuestos seleccionados, se puede concluir que
ZINC63908257 es el compuesto que presentd la mayor actividad inhibitoria de la actividad
Ca**-ATPasa (IC5 = 4.4 + 0.3 pM) y del crecimiento de Mtb H37Rv (64 %). Estos resultados
sugieren una fuerte correlacién entre la inhibicién de la actividad de CtpF y la viabilidad

micobacteriana.

6.6.3 Evaluacion de la toxicidad de los compuestos candidatos

La actividad citotdxica y hemolitica de los seis compuestos seleccionados fue determinada in
vitro, para estimar el potencial efecto adverso de los compuestos candidatos sobre las células
eucariotas. Para poder comparar la bioseguridad de estas moléculas las evaluaciones se
realizaron a la misma concentraciéon 100 pg/mL, siendo en algunos casos al doble de la CMI.

Los resultados de estas evaluaciones se describen en la tabla 6-6.

El ensayo de actividad citotéxica en la linea celular MH-S de macréfagos murinos, demostrd
que todos los compuestos evaluados a una concentracion de 100 pg/mL presentaron actividad
citotéxica, con valores inferiores al 40 %, con respecto al control (sin compuestos). Se resalta
que los compuestos méas activos contra las células micobacterianas, a saber, ZINC63908257 y
ZINC14541509, mostraron las actividades citot6xicas més bajas en las células MH-S (12.9 %
y 19.8 %, respectivamente). Los resultados son expresados en términos de porcentaje de

citotoxicidad con respecto a las células no tratadas o células control.
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Tabla 6—6. Citotoxicidad y actividad hemolitica de los seis compuestos seleccionados.

Evaluacién de toxicidad

Citotoxicidad Actividad hemolitica

Compuesto (%) (%)
ZINC63908257 12.9 2.0
ZINC55090623 214 1.2
ZINC45605493 30.0 24
ZINC14541509 19.8 0.6
ZINC09787234 31.6 2.1
ZINC12584082 39.5 39.5

El % de citotoxicidad y % de hemolisis fue calculado a una concentracién de 100 pg/mL. Los resultados representan
el promedio de dos ensayos independientes realizados por triplicado. Los resultados son expresados en términos de
porcentaje de citotoxicidad con respecto a las células no tratadas o células control.

La evaluacion de la actividad hemolitica revelé que ningtin compuesto evaluado a 100 pg/mL
causé hemolisis superior al 2,5 % y en todos los casos fue menor a la ocasionada por CPA (6,6
%) a la misma concentracién. Los resultados se expresan en términos de porcentajes de
hemolisis, respecto a eritrocitos no expuestos a los compuestos, o sea eritrocitos en solucién
salina al 0.9 % y respecto a un 100 % de hemolisis que corresponde a eritrocitos en agua
destilada. Estos resultados demuestran que los compuestos tienen caracteristicas de seguridad
hemolitica, teniendo en cuenta que porcentajes de hemolisis inferiores al 10 %, valor maximo
permisible, para que un compuesto con actividad biolégica probada sea considerado inocuo
(El-Elimat et al., 2015).

La estrategia implementada en este trabajo de investigacién para la bisqueda de compuestos
con actividad anti-TB, permitié identificar a partir de una robusta biblioteca de compuestos,
seis moléculas con diversidad estructural y un perfil farmacocinético (drug-like) adecuado. Si
bien, los compuestos evaluados presentan citotoxicidad in vitro mayor al 12.9 % es de destacar
que su actividad antimicobacteriana es importante. A demés, la concentracién a la que se

determiné la citotoxicidad para los dos compuestos méas activos es el doble al de la MIC.

En el proceso de diseno de farmacos, la identificacién de compuestos activos es un muy buen
punto de inicio para continuar con estudios de relacién estructura-actividad (SAR) en una
fase de optimizaciéon farmacodinamica. Estos estudios buscan relacionar modificaciones
estructurales y la modulaciéon de la actividad buscando mejorar la actividad biolégica, las
propiedades farmacocinéticas y el perfil de bioseguridad validado in wvivo, de esta manera

asegurar el éxito de un nuevo anti-TB para ser usado preferiblemente en combinaciéon de
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farmacos contra TB resistente.

En conclusién, se destaca la seguridad del compuesto ZINC63908257, que mostrd la mayor
actividad antimicobacteriana y la menor toxicidad en las células eucariotas; demostrando ser

un candidato con alta actividad y un adecuado perfil farmacocinético (drug-like).

6.7 Los compuestos seleccionados inhiben el crecimiento
intracelular de M¢b H37Rv en macréfagos, pero no

tienen efecto sobre la fagocitosis.

En una respuesta inmune adecuada contra la TB, los macréfagos alveolares cumplen un papel
central a través de mecanismos como la fagocitosis, muerte intracelular bacteriana y
presentacién de antigenos a los linfocitos (Orme et al., 2015; Pieters, 2008). Teniendo en
cuenta lo anterior, esta aproximaciéon permitié estimar la actividad anti-TB de los compuestos

frente a Mtb en las condiciones enfrentadas, una vez ocurrida la infeccién.

La evaluacion del efecto de los compuestos sobre el ensayo de fagocitosis se realizé con los dos
compuestos que demostraron la mayor actividad de inhibiciéon del crecimiento de Mtb H37Rv,
utilizando CPA como referencia, y a la concentracién CMI obtenida experimentalmente:
ZINC63908257 = 50 pg/mL; ZINC14541509 = 50 pg/mL y CPA = 100 pg/mL. El compuesto
ZINC63908257 a demés, demostré causar una importante inhibicién de la actividad Ca?"-
ATPasa de CtpF, por lo que su efectividad en este modelo aporta evidencias para su eleccién

como compuesto lider.

El efecto de los compuestos sobre la capacidad fagocitica de las células MH-S pudo ser
evaluada en el tiempo de incubacién DO (dia 0), es decir a una hora de incubacién de las

células infectadas en presencia de los compuestos.

Los resultados en la figura 6-11, indican que no se observa diferencia estadisticamente
significativa en el recuento de UFCs/mL en presencia de los compuestos, con respecto al
control sin estimulo (sin compuestos). Lo anterior permite evidenciar que los tres compuestos

evaluados no tuvieron efecto sobre la fagocitosis de Mtb H37Rv por parte de los macréfagos.
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Figura 6-11. Efecto de los compuestos seleccionados sobre la fagocitosis de Mth H37Rv.
Se indica el ntimero de UFC/mL de Mtb H37Rv en presencia de los compuestos con respecto al control sin estimulo
al tiempo DO de infeccién. Los resultados corresponden a la media &= D.E (n = 2). No hay diferencia
estadisticamente significativa entre las medias. En el recuadro superior derecho se ilustra con una fotografia de
tincién de Ziehl-Neelsen la fagocitosis de Mtb por los macréfagos MH-S en el control.

El proceso de fagocitosis esta mediado por la intervencién de proteinas de superficie de Mtb
con receptores del macréfago, como receptores tipo Toll, receptores manosa, receptores

scavenger, receptores del complemento 1, 3 y 4, entre otros (Rooyakkers and Stokes, 2005).

Estudios que han evaluado el efecto de compuestos sobre la respuesta inmune de la TB, han
demostrado que, por ejemplo, péptidos de unién de alta actividad (HABPs) derivados de la
proteina de membrana Rv3166¢ de Mtb causan disminucién de la invasién bacteriana, ya que
al unirse a la superficie de los macréfagos, inducen una respuesta inmune que inhibe la entrada
de Mtb H37Rv a la célula hospedera (Ocampo et al., 2012). En otro estudio se evalué el efecto
de esteroides adrenales como el cortisol y dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre macréfagos
infectados con Mtb, demostrando que DHEA tiene un efecto inmuno-modulador de la TB al
incrementar la fagocitosis y disminuir el crecimiento intracelular bacteriano a través de un
mecanismo de autofagia de los macréfagos infectados. A diferencia, el cortisol causd

disminucién del nivel de citoquinas implicadas en la respuesta del macrofagos contra Mtb,
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como TNF-a, IL-6, IL-1B y la IL-10 (Bongiovanni et al., 2015). Comparando los resultados
obtenidos con estos estudios, se sugiere que los compuestos evaluados en este ensayo no tienen
efecto sobre la expresion de proteinas de superficie de Mtb, ni de receptores de membrana de
los macrofagos, por cuanto no se observa efecto sobre la fagocitosis con respecto al control,

sin embargo, las determinaciones de estos marcadores quedan por establecerse.

La tasa de supervivencia de Mitb en el interior de los macrofagos alveolares es un sello
distintivo de patogénesis persistente (TB) (Sasindran and Torrelles, 2011; Weiss and Schaible,
2015). La evaluacién de los resultados de este ensayo en los dias D1, D3 y D6, permiti6 estimar
el efecto de los compuestos sobre la supervivencia y capacidad de multiplicacién de Mtb H37Rv

una vez ocurrida la fagocitosis.

Los resultados representados en la figura 6-12 demuestran que los compuestos ZINC14541509
y ZINC63908257 inhiben el crecimiento intracelular de Mtb H37Rv, pero a diferente potencia,
de acuerdo con la disminucién del nimero de UFC/mL con respecto al control sin estimulo

(100 % crecimiento) en los diferentes tiempos de incubacion.

40000 T

35000 7 Control

30000 7 CPA

ZINC14541509
25000 7

ZINC63908257

20000 7

15000 7

UFCs / mL

10000 T

5000 7

Figura 6-12. Efecto de los compuestos seleccionados sobre la viabilidad intracelular de Mtb H37Rv.
Se indica el ntimero de UFC/mL de Mtb H37Rv en presencia de los compuestos con respecto al control sin estimulo
en los dfas D1, D3 y D6 posterior a la fagocitosis. Los valores representan la media + DE (n = 3). Diferencias

significativas observadas son marcadas con asteriscos como ** P < 0.001 y * P < 0.005.
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Como se observa en la Figura 6-12, en el tiempo de incubaciéon D1, en el control se observd
un incremento bacteriano a las 24 horas de incubacion. Con respecto a este control, los cultivos
en presencia de los compuestos presentaron una disminucién del recuento de UFC/mL en
todos los casos, donde ZINC14541509 causé una inhibicion del 52.8 %, siendo mayor la
actividad encontrada con ZINC63908257 con una disminucion del 63.4 % del ntmero de

bacterias intracelulares.

La evaluacién en el tiempo D3 de incubacion, indica que el nimero de bacterias en el control
de fagocitosis continué incrementando con respecto al DO y en este caso el efecto de los
compuestos sobre la supervivencia y replicacion de Mtb H37Rv es mayor. Como se observa en
la figura, el compuesto ZINC14541509 redujo en un 55.5 % el ntimero de UFC/mL, mientras
que ZINC63908257 causd un efecto mayor al inhibir en un 81.2 %.

En el tiempo D6 de incubacién se observo igual tendencia (Figura 6-12), donde con respecto

al control, los compuestos causaron disminucién significativa del crecimiento y replicacion de

Mtb. En este caso ZINC14541509 causo inhibicién del 52.4 % y ZINC63908257 del 82.9 %.

Si bien, CPA demostré inhibir la viabilidad intracelular de Mitb H37Rv de manera similar a
ZINC14541509 y ZINC63908257, su actividad no fue considerada, teniendo en cuenta esta
micotoxina causé una citotoxicidad del 50 % en las evaluaciones realizadas sobre de los
macréfagos MH-S. Por lo tanto, la disminuciéon del recuento bacteriano registrada seria

causada por el dafio celular mas que por un efecto directo sobre las bacterias.

De acuerdo con las iméagenes obtenidas al evaluar la integridad de las células con el
microscopio de luz invertido al dia seis D6 (Figura 6-13), se observa que en presencia de CPA
ocurre desprendimiento y alteracion celular en comparacion con el control sin compuesto
(estimulo). Por otra parte, se observa que las células MH-S en presencia de ZINC63908257 y
ZINC14541509, no sufren un dano celular considerable. Estudios similares en células MH-S,
que busquen evaluar el efecto de CPA frente a microorganismos intracelulares en ensayos con
macréfagos no han sido reportados previamente, posiblemente por la toxicidad celular que
este compuesto causa. Podria ser interesante evaluar su efecto citotoxico en otras lineas
celulares empleadas en estos tipos de ensayos como macréfagos derivados de monocitos
humanos THP-1, macréfagos U937, células de rinén embrionario humano (HEK), macréfagos
murinos RAW264.7, etc.
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Figura 6-13. Evaluacién de la morfologia de las células MH-S bajo el microscopio de luz invertida.
A. Control de fagocitosis en ausencia de compuestos. B. CPA. C. ZINC63908257. D. ZINC14541509.

Los resultados presentados en este ensayo de modelo de infeccién en macréfagos, demuestran
que los dos compuestos evaluados ademés de causar inhibicién del crecimiento de Mtb H37Rv,
también tiene un efecto en la sobrevida del bacilo dentro del macréofago una vez ocurrida la
fagocitosis. Adicionalmente, encontramos que no afectan la capacidad fagocitica de los

macréfagos y tampoco la viabilidad de las células MH-S de manera importante.

De los dos compuestos evaluados se destaca la efectividad de ZINC63908257, que a diferencia
de ZINC14541509, caus6 ademds importante inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa de CtpF,
lo que permite sugerir que, en este caso, el efecto en la replicacion intracelular de Mtb puede

ser producido por la accién directa sobre la diana.

En los macroéfagos alveolares se ha identificado la expresion de sistemas de transporte como
canales y ATPasas, que buscan asegurar la homeostasis iénica en estas células. Durante la
infecciéon micobacteriana, los macréfagos sobreexpresan la ATPasa tipo P trasportadora de
cobre ATPTA, incrementando la concentracién de cobre en los fagosomas, como una toxina
microbiana (Achard et al., 2012; Neyrolles et al., 2015; Wiemann et al., 2017). De igual
manera cuentan con una ATPasa transportadora de protones vacuolar o tipo V (V-ATPasa),
cuya funcion es acidificar el compartimiento citosélico del fagosoma y por ende asegurar la
capacidad bactericida del macréfago alveolar (Bidani et al., 2000; Slomianny et al., 2006).
Estudios en endosomas de macrofagos han identificado presencia de transportadores

implicados en el flujo de iones como cloruro, potasio y calcio, sin embargo, la presencia y
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papel de estos transportadores es tema de debate (Jentsch, 2007; Soldati and Neyrolles, 2012;
Steinberg et al., 2010).

Una pregunta que surge es si CPA o los compuestos evaluados causan inhibicién de las
ATPasas propias del macréfago. Para evaluar que tan cercanos son estos transportadores a
CtpF se realiz6 un alineamiento multiple de las secuencias de estos transportadores, que
incluy6 la subunidad a isoforma 1 de la V-ATPasa (Vy), TP7A y otros transportadores iénicos
identificados en macrofagos alveolares. En la tabla 6-7 se describen las proteinas incluidas en
el estudio y el porcentaje de identidad obtenido en el alineamiento muiltiple usando el

programa Clustal Omega (Sievers and Higgins, 2014).

Tabla 6-7. Transportadores ionicos en macroéfagos alveolares

Proteina Gen Identificador % Identidad
Nat/K* ATPasa tipo P ATP1A1 P05023 25.1
ATPasa transportadora de cobre ATPT7A Q04656 23.1
V-ATPasa subunidad al (Vo) ATP6VOAL Q93050 15.3
Canal de cloruro CFTR P13569 11.1
Canal de cloruro Clicl 000299 8.1

Transportadores i6nicos descritos en macréfagos alveolares en orden descendente de acuerdo con el porcentaje de
identidad en el alineamiento miltiple. El gen e identificador fue obtenido de Uniprot.

Los resultados de esta evaluacién indican que el transportador mas cercano a CtpF es una
Na*/K*" ATPasa con un porcentaje de identidad del 25 %. Estos porcentajes de identidad
relativamente bajos, sugieren que la mayoria de las secuencias de los transportadores incluidos
es divergente y por lo tanto es poco probable que sean inhibidas por CPA y los compuestos

evaluados. El alineamiento completo se detalla en el Anexo D.

Estudios de la patogénesis durante la infeccién tuberculosa indican que aun cuando Mtb puede
bloquear proteinas importantes como calmodulina y CaMKII involucradas en reclutar
hidrolasas lisosomales e inhibiendo la acidificacion del fagosoma (Malik et al., 2000), se ve
expuesto a una alta concentracion citosélicas de Ca*" por lo tanto, los mecanismos que regulan
la concentracion de estos cationes, por ejemplo, mediados por CtpF, deben tener un papel

importante para asegurar la viabilidad dentro de los macrofagos.

Diferentes estudios demuestran que compuestos anti-TB que interfieren con proteinas de Mtb
implicadas en importantes procesos de regulacién, senalizacion y evasién de la respuesta

inmune, afectan por ende la viabilidad intracelular micobacteriana (Beresford et al., 2009;
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Paolino et al., 2018; Singh et al., 2015). Similar a estas investigaciones el presente trabajo
plantea que, como consecuencia de la inhibicién de la actividad de eflujo de Ca*" de CtpF por
ZINC63908257, la viabilidad de Mtb en el macréfago una vez fagocitada es disminuida. Por
lo tanto, el funcionamiento de la proteina CtpF es importante para la supervivencia del bacilo
dentro de la célula hospedera, siendo de este modo un importante blanco terapéutico para el

desarrollo de compuestos anti-TB que apoyen el tratamiento de la TB persistente.

6.8 Analisis del sitio de unién de los compuestos con

mayor actividad biolégica

Mediante el estudio del sitio de unién, se evaluaron las interacciones mas importantes
formadas en el acoplamiento molecular de los tres compuestos que demostraron mayor
actividad en la evaluacién de la actividad Ca**~-ATPasa e inhibicién del crecimiento de Mtb.
Los compuestos ZINC63908257, ZINC55090623 y ZINC45605493, demostraron no solo mejor
valor de ICs que CPA, en el rango 4.1 a 4.4 puM, sino también mayores porcentajes de
inhibicién del crecimiento de Mtb H37Rv. En todos los casos, se describen los modos de unién
en el acoplamiento molecular, en comparacién con CPA, en el bolsillo de unién formado por
los TMDs M1 - M4 de CtpF.

Dado que las dreas de superficie de estos tres compuestos son mayores que las de CPA, como
se esperaba, éstos ocuparon el canal de acceso al calcio y ademés un sitio de unién extendido
hacia una regién mas polar de los TMDs M1, M2 y M4. Cabe mencionar que este surco es un
sitio de unién inexplorado que no hace contactos cortos con CPA. Todos los contactos cortos
entre CtpF y estos compuestos analizados (CPA y los tres compuestos més activos) se

resumen en la tabla 6-8.

Con respecto a ZINC63908257 (Figura 6-14), se observa que este compuesto ocupa el canal
de acceso al calcio, similar a CPA y hace contactos cortos con residuos de M1 (GIn63, His66
e Ile69); M2 (Gly102, GIn105 y Glul06) y M3 (Thr242, Leu245 y Ala246). Este compuesto es
ligeramente més hidrofilico que CPA, tiene un valor de LogP de 1.68, presenté inhibicién de
la actividad Ca**-ATPasa (ICs = 4,4 pM) y causé inhibicién del crecimiento de Mtb del
64.0%.
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Figura 6-14. Representacién 3D y 2D de los modos de unién de ZINC63908257 en CtpF.
En el recuadro pequenio a la izquierda se indica el modo de unién de CPA en CtpF. Se muestran los residuos a 4
A del ligando y se indican los TMDs del M1 al M4.

El compuesto ZINC45605493 (Figura 6-15), posee un anillo imidazol que se orienta
principalmente hacia la regién citoplasmatica del canal de acceso al calcio, haciendo contactos
cortos con residuos hidrofilicos de los segmentos TMDs M1 (Arg62), M2 (Glul06) formando
un enlace de hidrégeno con Arg317 que hace parte de un segmento corto en random-coil junto
al M3. También forma contactos cortos con residuos de los segmentos M1 - M4 que forman

el bolsillo de unién de CPA.

Este compuesto demostrd el mayor efecto contra la actividad Ca?*-ATPasa IC5 = 4.1 uM,
aunque con respecto a la actividad enzimética de ZINC63908257, no hay diferencia
significativa. Sin embargo, al analizar junto a la actividad antimicobacteriana, presenta el
porcentaje mas bajo de inhibicién del crecimiento de Mtb (29.5 %), lo que se puede relacionar
con la hidrofobicidad o LogP que es de 3.34. Lo anterior sugiere que para que los compuestos
tengan mayor efecto anti-TB deberian tener valores de LogP més bajos (como en el caso de
ZINC63908257).
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Figura 6-15. Representacién 3D y 2D de los modos de unién de ZINC45605493 en CtpF.
En el recuadro pequeno a la izquierda se indica el modo de uniéon de CPA en CtpF. Se muestran los residuos a 4
A del ligando y se indican los TMDs del M1 al M4.

Finalmente, el compuesto ZINC55090623 (Figura 6-16) tiene un area de superficie mayor a

CPA, se pliega para unirse de manera similar e interacttia principalmente con los residuos de
los segmentos M1 (Gln63, His66, Leu68, 11e69), M2 (Val95, Asn98, Ala99 y Gly102), M3
(Leu245, Ala246, Phe248 y Ser249) y M4 (11e289, Glu291, Pro290, Leu293 y Pro294). Forma

un enlace de hidrégeno con Pro290, pero no hace contactos cortos hacia la region polar

citoplasmaética como los otros dos compuestos ya discutidos. La afinidad de este compuesto

por el sitio de unién a CtpF es mayor que CPA (AG MM-GBSA = -8.04) muestra una ICsx

importante de 4,2 pM, un porcentaje de inhibicién del crecimiento del 52.9 % y un valor

intermedio de LogP de 2.91.
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Figura 6-16. Representacion 3D y 2D de los modos de unién de ZINC55090623 en CtpF.
En el recuadro pequeno a la izquierda se indica el modo de unién de CPA en CtpF. Se muestran los residuos a 4
A del ligando y se indican los TMDs del M1 al M4.
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Con el propédsito de calcular cuantitativamente la similitud del modo de unién de los tres
compuestos mas activos (ZINC63908257, ZINC55090623 y ZINC45605493) y CPA como
referencia, se determinaron fingerprints de interaccion ligando-proteina (en inglés: PLIF).
Estos fingerprints buscan codificar los contactos 3D proteina-ligando en cadenas de bits
derivadas del ntimero de residuos/atomos en la cavidad de unién de la proteina. Cada bit
denota la presencia (1) o ausencia (0) de una interaccién particular: enlace de hidrégeno,
contacto hidrofébico o de van der Waals. La similitud de los modos de unién mediante estos

fingerprints se determiné mediante el coeficiente de Tanimoto.

Como se indica en la tabla 6-8, ZINC63908257 muestra el modo de unién mas similar al CPA,
con un 88,2 % de similitud (coeficiente de Tanimoto = 0.88). Este compuesto comparte
residuos similares que componen el sitio de uniéon de CPA. Por el contrario, ZINC45605493,
con el mayor valor ICs, tiene la similitud més baja, con 0.33 0 33.3 %. Esto puede explicarse
por las interacciones con los residuos ubicados hacia la region citoplasmatica del canal de

acceso al calcio.

Tabla 6-8. Aminoécidos del bolsillo de unién (TMDS M1 - M4) para CPA y los compuestos més activos.

Similitud de

Compuesto Aminoéacidos a 4A desde el ligando .
Tanimoto

M1 (GIn63, Leu 68, Ile69, Leu72); M2 (Val95, Asn98, Ala99,
CPA Gly102); M3 (Leu245, Phe248, Ser 249); M4 (11289, Pro290, 1.00
Leu293, Pro294)

M1 (GIn63, Hys66, Leu68, Ile69); M2 (Asn98, Ala99, Gly102,
ZINC63908257  GIn105, Glul06); M3 (Thr242, Leu245, Ala246, Phe248, Ser 249); 0.88
M4 (11289, Pro290, Glu291, Leu293, Pro294)

M1 (GIn63, Hys66, Leu68, Ile69, Leu72); M2 (Val95, Asn98, Ala99,
ZINC55000623  Cly102); M3 (Leu245, Ala246, Phe248, Ser 249); M4 (Ile289, 0.38
Pro290, Glu291, Leu293, Pro294)

M1 (GIn63, Hys66, Leu68, 1le69); M2 (Ala99, Vall0l, Glyl02,
ZINC45605493  GIn105, Glul06); M3 (Thr242, Leu245, Ala246, Phe248, Ser 249, 0.33
Leu252); M4 (11e289, Pro290, Pro294, Val297)

Todos los residuos se muestran a 4 A desde el ligando. Se indica el resultado de las similitudes mediante el cociente

de Tanimoto.

Como los resultados discutidos previamente, CPA se une a CtpF en el bolsillo y con un modo

de unién muy similar a SERCAla con la mayoria de los aminoacidos conservados. Ahora, con
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los compuestos seleccionados por el PBSV y que tienen una importante actividad frente a la
viabilidad de Mtb y frente a CtpF, encontramos segin estas evaluaciones de acoplamiento
molecular, que ocupan el mismo sitio de uniéon a CPA, pero se extienden a un espacio mayor,
debido a que su area de superficie es mayor. Estos compuestos se desplazan hacia una regién
formada por un surco de unién ubicado hacia la region citoplasmatica del canal de acceso al
calcio, entre los TMDs M1, M2, M3 y M4. Esta nueva regién o surco de unién no ha sido

explorado previamente para CtpF, inclusive para SERCAla.

Los compuestos que se extienden en este bolsillo forman interacciones mas fuertes, como
enlaces de hidrégeno con los residuos de estos segmentos, generando mayor afinidad de unién
y por lo tanto se incrementa la bioactividad. Como se observa en la representacion 2D de
ZINC63908257 (Figura 6-14), se forman tres enlaces de hidrégeno con Pro290 (M4), Gln105
(M2) y con un agua del modelo. Estas interacciones favorecen la unién estable del compuesto
e incrementan la afinidad, lo que se evidencia en el AG MM-GBSA = -59.28, siendo este el
valor de mejor energia de unién entre todos los compuestos seleccionados y menor que CPA
(AG MM-GBSA = -47.09). Las interacciones con estos residuos podrian estar mejorando la

actividad biolégica.

Son pocos los estudios hasta fecha sobre la evaluacion de los modos de unién y bioactividad
de andlogos de CPA. Un estudio previamente reporté la sintesis y actividad de analogos
simplificados de CPA, demostrando la importancia del motivo acido tetramico de CPA para
la inhibicion de SERCA (Yao et al., 2011). En este caso las moléculas sintetizadas al ser
modelos simplificados estructurales de CPA ocupan el mismo sitio de uniéon y a excepcion de
ZINC45605493 forman interacciones cortas con la mayoria de residuos que interaccionan con

el motivo de 4cido tetrdmico en CPA.

Los resultados presentados sugieren que seria importante explorar la regién de unién en CtpF
entre los TMDs M1, M2, M3 y M4 hacia el borde citoplasmatico, con el objetivo de identificar

inhibidores mas potentes.






7. Observaciones finales y conclusiones

En este trabajo de investigacién se utilizé un enfoque basado en modelado molecular para

identificar con éxito nuevos inhibidores de CtpF.

Fue construido un modelo 3D por homologia de CtpF una Ca**-ATPasas tipo P adecuado, el
cual pudo ser empleado para el desarrollo de una estrategia de biisqueda de compuestos anti-

TB basados en su estructura.

Estudios de acoplamiento molecular permitieron identificar que el modo de unién del acido
ciclopiazénico (CPA), un inhibidor conocido de la Ca*-ATPasa de reticulo sarco-
endoplasmico (SERCA), es similar entre las dos proteinas y que la mayoria de los aminoacidos

que coordinan las interacciones con CPA se encuentran conservados.

Se determiné por primera vez el efecto de CPA sobre CtpF encontrandose que esta proteina
es una Ca?’-ATPasa tipo P homdloga a SERCAla sensible a CPA en similares

concentraciones.

Se evidenci6 que la capacidad de CPA de inhibir la actividad Ca*’-ATPasa mediada por CtpF
esta correlacionada con la inhibicion del crecimiento de las micobacterias. El andlisis de
expresion de genes en respuesta a CPA, definié una respuesta positiva de ctpF en comparacion
a otras ATPasas tipo P2. Estos resultados permitieron proponer a CtpF como blanco para el

disenio de compuestos anti-TB.

Empleando una estrategia combinatoria de cribado virtual basado en farmacoéforo con la base
de datos ZINC, acoplamiento molecular y céalculos de MM-GBSA se identificaron seis

compuestos con la mejor energia libre de unién para ser evaluados in vitro.

El compuesto ZINC63908257 fue el candidato més activo con una CMI de 50 pg/mlL,
disminucién de la actividad Ca**-ATPasa de 45 % (ICs = 4.4 pM) e inhibicién de la
replicacién intracelular Mtb H37Rv en un 81,3 % una vez ocurrida la fagocitosis por los
macréfagos. Este compuesto demostrd un efecto citotoxico del 12,9 % y hemolisis del 2.0 %,

ademés de presentar propiedades farmacocinéticas adecuadas (drug-like).
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Los resultados presentados sugieren una conexion entre la actividad Ca?*™~-ATPasa y la
supervivencia micobacteriana, demostrando que CtpF es una diana para el disefio de nuevos

compuestos anti-TB.

Las diferencias puntuales en los sitios de unién a CPA entre mamiferos y bacterias fueron por
primera vez explotadas en la buisqueda de compuestos basados en el motivo CPA especificos

para micobacterias.

El analisis del sitio de unién de los compuestos con mayor actividad biolégica permitid
identificar una nueva regiéon o surco de unién que no ha sido explorado previamente para
CtpF, inclusive para SERCAla. Esta region entre los TMDs M1, M2, M3 y M4 hacia el borde
citoplasmatico, podria ser de gran interés en el objetivo de identificar inhibidores mas

potentes.



8. Recomendaciones

Seria de muchisima utilidad evaluar si los compuestos méas activos tienen efecto inmuno-
modulador de la TB. Especificamente si afectan el nivel de citoquinas implicadas en la
respuesta del macréfago contra Mtb, como TNF-a, IL-6, IL-18 y la IL-10 o si podrian

desencadenar un mecanismo de autofagia de los macréfagos infectados.

Las propiedades farmacocinéticas y la toxicidad de los compuestos se deberia evaluar in vivo
utilizando modelos de ratones, teniendo en cuenta que se ha visto que los puntos de referencia

de reglas de Lipinski no son en todos los casos reales.

La evaluacién de la actividad antimicobacteriana del compuesto que demostré la mayor
actividad bioldgica, ZINC63908257, en un modelo in vivo en ratones, permitird comparar su
efectividad con los farmacos en uso clinico, asi como evaluar la toxicidad y selectividad, temas

trascendentales para el desarrollo de nuevos farmacos contra la tuberculosis.

Se deberia realizar simulaciones de dindmica molecular con el complejo CtpF y el compuesto
mas activo ZINC63908257, lo que permitiria realizar el céalculo de la energia con mayor
estabilidad del ligando en unién, y ademads evaluar nuevas interacciones moleculares formadas

durante la simulacién.

Se propone la realizacion cambios estructurales al hit inicial ZINC63908257 de modo que se

pueda optimizar la potencia, eficacia y seguridad en etapas posteriores de desarrollo.






A. Evaluacién y comparaciéon de las estructuras
cristalograficas de SERCA1a-CPA disponibles
en el PDB

Evaluacién y matriz de comparaciéon del valor RMSD (en A) de las ocho estructuras
cristalograficas disponibles en el PDB, asi como de los residuos mas importantes en la

coordinacion de CPA.

A.

Crystal structures of SERCAla in complex with CPA dep in the PDB 209] 20A0 3FPB 3FGO 3FPS 2EAT 4YCL 2EAU
PDB code Res Author Tons Other ligands
4BEW 25A Mattle, D. K. Mg, Mn ACP, ACT. MGF
3FGO 25A K. Mg. Mn ACP. ACT. MF4
3FPB 255A  Lawsen M. K. Mg ATP. MF4
3FPS 324 Mg ADP. MG
2EAT 294 - ACE.TG1
2EAU 28A  Takahashi, M. - ACE.PTY
4YCL 3.25A K. Mg ACE
2091 265A Nibacon i Na. Mg MF4
20A0 34A  OUCOGR Mg ADP
31
Glu56/63 Leu6l /68 Asn 101 /98 Ala 102/99 Phe 256 /248 Pro312/294
CtpF CtpF CtpF CtpF CtpF CtpF
CtpF 0.00 CtpF 0.00 CtpF 0.00 CtpF 0.00 CtpF 0.00 CtpF
20971 2091 2091 20971 209] 20971
20A0 20A0 20A0 20A0 20A0 20A0
3FPB 3FPB 3FPB 3FPB 3FPB 3FPB
3FGO 3FGO 3FGO 3FGO 3FGO 3FGO
3FPS 3FPS 3FPS 3FPS 3FPS 3FPS
2EAT 2EAT 2EAT 2EAT 2EAT 2EAT
4YCL 4YCL 4YCL 4YCL 4YCL 4YCL
2EAU 2EAU 2EAU 2EAU 2EAU 2EAU

Se compararon las estructuras 3D de SERCAla en complejo con CPA. A. Tabla de resumen de estructuras 3D
de SERCAla disponibles en el PDB (https://www.rcsb.org). B. Matriz de comparacién de las estructuras
cristalizadas de SERCAla-CPA. C. Matriz de comparacién de los residuos del sitio de unién de. Los menores

valores de RMSD son representados en color verde.






B. Alineamiento de las secuencias 3FGO y CtpF

3FGO:A|PDBID|CHAIN| ------- MEAAHSKSTEECLAYFGVSETTGLTPDQVKRHLEKYGHNELPAEEGKSLWELY 53
gi|P-type MSASVSATTAHHGLPAHEVVLLLESDPYHGLSDGEAAQRLERFGPNTLAVVTRASLLARI 60
* . . *k . - . *x--* * %
3FGO:A|PDBID|CHAIN| ILLLAACISFVLAWFEEGEETITAFVEPFVILL VGVWQERNAE 113
gi|P-type LLVAGTITA------—--- GLKEFVDAAVIFG IVGFIQESKAE 110
R TR LT i Sra KK, KX
3FGO:A|PDBID|CHAIN| NAIEALKEYEPEMGKVYRADRKSVQRIKARDIVPGDIVEVAVGDKVPADIRILSIKSTTL 173
gi|P-type AALQGLRSMVHTHAKVVREGH—-EHTMPSEELVPGDLVLLAAGDKVPADLRLVR——QTGL 166
®ao ks, R 3 3 SRRk ok RKKAKEK L K s o
3FGO:A|PDBID|CHAIN| RVDQSILTGESVSVIKHTEPVPDPRAVNQDKKNMLFSGTNIAAGKALGIVATTGVSTEIG 233
gi|P-type SVNESALTGESTPVHKDEVALPEGTP VADRRNIAYSGTLVTAGHGAGIVVATGAETELG 225
sk *****4 * *4 . . ®s ok :*** s kK ***.:**.‘**:*
3FGO:A|PDBID|CHAIN| KIRDQMAATEQDKTPLQQ*@GEQLSKVISLICVAVNLINIGHFNDPVHGGSNIRGAI 293
gi|P-type EIHRLVGAAEVVATPLTA SKFLTIAILGL--AALTFGVGLL -~~~ -~~~ RRQDAV 275
S KK KK K . %
3FGO:A|PDBID|CHAIN| YYFKIAVALAVA 4 WVITTCLALGTRRMAKKNAIVRSLPSVETLGCTSVICSDKT 353
gi|P-type ETFTAAIALAVG GUPTAVTITLAIGMARMAKRRAVIRRLPAVETLGSTTVICADKT 335
K KaREKK KRARAER: K KKak  KkRK. Kook Rk RkRKK K. Kkk g KKK
3FGO:A|PDBLD | CHALN| GTLTTNQMSVCKME L LDKVDGDFCSLNEFSLTGSTYAPEGEVLKNDKP LRSGQFDGLVEL 413
gi|P-type GTLTENQMTVQ51HTP HGE1RATGTGVAPDVLLCDTDDAPVPVNANAALRN 386
T ®. wE. kEk .
3FGO:A|PDBID|CHAIN| ATICALCNDSSLDFNETKGVYEKVGEATETALTTLVEKMNVFNTEVRNLSKVERANACNS 473
gi|P-type SLLAGACSNDAA LVRDGTRNQIVGDPT[GAMLWAAKAG FNPERL- === === 431
T = %
3FGO:A|PDBID|CHAIN| VIRQLMKKEF TLEF SRDRKSMSVYCSPAKSSRAAVGNKMFVKGAPEGVIDRCNYVRVGTT 533
gi|P-type -—ATTLPQVAAIPFSSERQYMATL ------ HRDGTDHVVLAKGAVERM[DLCGTEM(ADG 483
Cs W e W . WEE A som m
3FGO:A|PDBTD|CHATN| RVPMTGPVKFKTI SVTKFWGTGRDTI RCI Al - - -ATRDTPPKREFMVI DDSSRFMEYETD 590
gi|P-type AI—--RPIDRATVIRATFMIT SRGI RVI ATGMGAGAGTPDDFDFN - - - - = = = - = VIPGS 530
3FGO:A|PDBID|CHATN| L TFVGVVGMLDPPRKEVMGS TQL CRDAGTRVTMT IGDNKGTATATCRRTGTFGENEEVAD 650
gi|P-type lAlIGlQAMSDDPRAAAASAVAACHSAGTAVKMTIGDHAGIAIATAIEVGIlDNIEPAAG 590
. . waww WK M BN M e . w
3FGO:A|PDBID|CHAIN| RAY | GREFDDLPLAEQREACRRACCFARVEPSHKSKIVEYLQSYDEI IAMIGDGVNDAPA 710
gi|P-type SVLIGAELAALSADQYPEAVDIASVFARVSPEQKLKLVQALQARGHVVAMIGDGVNDAPA 650
PO ;W W, WMEE W, ok gk wE RPN
3FGO:A|PDBID|CHAIN| LKKAEIGIAMGSG- TAVAKTASEMVLADDNFSTIVAAVEEGRAIYNNMKQFIRYLISSNV 769
gi|P-type LRQANIGVAMGRGGTEVAKDAADMVL TDDDFATIEAAVEEGRGVFDNLTKFITWTLPTNL 710
Kook KKK K K KKK Ka s KKk Kok Ry Rk KKAKKRK s oks KK 1 s s ks
3FGO:A|PDBID|CHAIN| GEVVCIFLTAALGLPEALIPVQLLWVNLVTDGLPATALGFNPPDLDIMDRPPRSPKEPLI 829
gi|P-type GEGLVILAATAVGVALPILPTQILWINMTTATALGLMLAFEPKEAGIMTRPPRDPDQPLL 770
% % : *: 3 x:*: .:*_x:x*:*:_* *.*:* : ‘** k***_*.:**:
3FGO:A|PDBID|CHAIN| SGWLFFRYMAIGGYVGAATVGAAAWWFMYAEDGPGVTYHQLTHFMQCTEDHPHFEGLDCE 889
gi|P-type TGWLVRRTLLVSTL----- LVASAWWL FAWE LDNGAGLHEAR - - - - - = = = = — = = - — - - - 807
Riges S0l Rl N ¢ SRR & R,
3FGO:A|PDBID|CHAIN| IFEAPEPMTMALSVLVTIEMCNALNSLSENQSLMRMPPWVNIWLLGSICLSMSLHFLILY 949
gi|P-type = 0000 - TAALNLFVVVEAFYLFSCRSLTRSAWRLGMFANRWIILGVSAQAIAQFAITY 859
* ok .k sL. R ik Ky sk mas . Tx ok %
3FGO:A|PDBID|CHAIN| VDPLPMIFKLKALDLTQWLMVLKISLPVIG- - -LDEILKFIARNYLEG 994
gi|P-type LPAMNMVFDTAPIDIGVWVRIFAVATAITIVVATDTLLPRIRAQPPA~ 905
. * * k. * . .. * % *

Alineamiento pareado: 3FGO (994 residuos) y CtpF (905 residuos). Programa: ClustalO versién 1.2.4. Porcentaje
de identidad: 35.5 %. Residuos que son parte del sitio de uniéon de CPA son identificados con cajas negras y las

flechas indican los residuos que no estan conservados en el alineamiento.
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C. Alineamiento multiple de Ca?*"-ATPasas tipo
P de algunas eucariotas y procariotas

sp|P20020]|PMCAL MGDM A- -NNSVAYSGVKNSLKEANHDGDFGITLAELRALMELRSTDALRKIQESYG 54
=p|POSG23 |Na-K_ATPase MGKGVGRDKYEPAAVSEQGDK KGKKGKKDRDMDE L KKEVSMDDH KL 46
=p|PO4191|SERCALA MEAAH SK 7
sp|QO8853|PFATPE MEEVIKNAH TY 11
«p|P98194|AT2C1 MKVARF Q KIPNGENE TMIPVLTSKKAS EL 29
sp|PIWPS9 | CtpF MSASVSATTAHH GL 14
sp|Q73E41|BACAL MSNWY sk 7
sp | Q8Y8QS | LMCAL MELY RK &
sp|Q9CFUg|LLCAL MQPY - NQ &
=p|P20020 | PMCAL DVYGICTKLKTSPNEGLSGNPADL ERREAVF GKNF IPPKKPKTFLQLVWEALQDVTLIIL 114
“p|POSO23|Na-K_ATPase SLOELHRKYGTDLSRGL T - - SARAAE ILARDGPNAL TPPPTTPEWI K FROrPeersme] 104
sp|PO4191|SERCAla STEECLAYFGVSETTGLT - - PDQVKRHLEKYGHNEL PAEEGKSLWELVIEQFEDLLVRI| &5
=p|QOB853 | PFATPG DVEDVLKF LDVNKDNGLK - - NEELDDRRLKYGLNELEVEKKKSTIFELIENQFDDLLVKI] 69
splP98194a|AaT2C2 PVSEVASTLQADLONGLN - - KCEVSHRRAFHGWNEFDISEDEPLWKKVE SQF xNPLIML) 87
sp|POWPS9 |CtpF PAHEVVLLLESDPYHGLS - - DGEAAQRLERFGPNTLAVVTRASLLARI| RQFHHPLIYVV] 72
splQ73E41|BACAL TKOQTLIDLETNEQHGLT - - EETASERLKQYGSNELATKQKRTLWQRIFAQINOVLVYV] 65
sp|Q8Y8QS | LMCAL SAAETFTQLE -ATEKGLT - - TSEVTKRQEKYGFNELKNKKKOPLWKLFL ETFxOPMVIVL 63
=p|Q9CFUI|LLCAL SVNEVLEETK -SQFEGLS - - PKEVKNRQAKDGFNELKEKKKTSTWELFlDTLRDPMVIT] 63
=p|P20020| PMCAL EIAAIVSLGLSFYQPPEGONALCGEVSVGEEEGEGE TGWIEGAATLL AFND 174
sp|PR5023[Na-K_ATPase WIGATLCFLAYSIQAATEE EPQNDNLYLGWVLSAWIITGCF FYYQE 151
«p|PO4191|SERCALA LLAACISFVLAWFEEGE E-TITAFVEPFVILLIE TANAIVEVWQE 109
sp|Qo88S53|PFATPE LLAAF ISFVL TLLDMKHKK 1-EICOF TEPLVIVLIL ILNAAVEVINQE 115
sp|P98194|AT2C1 LASAVISVLM HOFDDAVSITVAR L IVWTVRAFVQE 121
sp|POWPSO | CtpF LVAGTITAGL KEFVOAAVIFOGVWVINAIVEFIQE 106
sp|Q73E41|BACAL IIAALISAFV GEWADASI IALVVLNAVIEVVQE 99
=p | Q8Y8QS | LMCAL VIAALVQLVL GEVWESLIIFLVLIVNSITRWOT 97
sp|Q9CFUI|LLCAL LLVAFVQLFL GEFVESLVIFIVEMINSVWRAWQT 97

sp|P20020|PMCAL WSKEKQFRGLOSRIEQEQKF TVIRGGOVI -  QIPVADI IVGDIAQVKYGDLLPADGILIQ 212
sp|PO5023 |Na-K_ATPase AKSSKIMESFKNMV - - PQOALVIRNGEKM - - SINAE EVVWGDLVEVKGGDRIPADLRITS 207
“p|POA191 | SERCALA RNAENATEALKEYE - PEMGKVYRADRKSVQRIKARDIVPGDIVEVAVGDEKVPADIRILS 167
=p|QO8853 | PFATPG CNAEKSLEALKELQ- -PTKAKVIRDGKWE - - TIDSKYLYVGDITELSVGNK TPADARIIK 171
sp|Pog194|AT2CL YRSEKSLEELSKLY. - PPECHCVREGKLE - HTLARDLVPGDTVCLSVGDRVPADLRLFE 177
sp | POWPSO | CtpF SKAEAALQGLRESMV . HTHAKVVREGHMEM - TMPSEELVPGDLVL LAAGDKVPADLRLVR 162
sp|Q73E41]|BACAL SKAEQALEALKKMA - - TPKAIVEKRDGELK - - EIPSEHVVPGODIVMLDAGRYIPCDLRLIE

«p |QBYBQS [LMCAL RKAESSLDALREMS - - APVAKVIRDGSKQ - - STHARELVPGDVWVILDAGDFVPADGRLFE 153
=p|Q9CFU9|LLCAL KRAESSLDALRQMS -  APSAKVLENGEKT - SIPARELVVGDIVSLEAGOF IPADGRLID 153
sp|P20020|PMCAL GNDLKIDESSL TGESDHVKKSLDK DPLLLSGTHVMEGSGRMVY 275
sp|PO5023 |Na-K_ATPase ANGCKVDNSSL TGESEPQTRSPDF TNENPLETRNIAFFSTNCVEGTARGIV 258
sp|PO4191 | SERCALA IKSTTLRVDQSILTGESVSVIKHTEPVPDPR R AVNQDKKNMLFSGTNIAAGKALGIV 223
sp | QO88S3I|PFATPG IVSTSLKVEQSML TGESCSVOKYAEKMEDS - - YEKNCEIQLKKNILFSSTAIVCGRCIAVY 229
sp|P98194|AT2C AVDLSIDESSL TGETTPCSKVTAPQPAA TNGDLASRSNIAFMGTLVRCGKAKGVY 232
“p | POWPS9 | CtpF QTGLSVNESAL TGESTPVHEDEV ALPEGTPVADRRNIAYSGTLVTAGHGAGIV 215
sp|Q73E41|BACAL TANLKVEESAL TGESVPVDKDATYHPSMQSDEQVPLGDOKNMAFMSTLVTYGRGVGVA 2173
sp | QBYSQS [ LMCAL SGSLKIDEGML TGESEAVEKYID TIPDEVGLGDRVNMVE SGSLVVYGRGMFVY 206
splQoCcFU9|LLCAL VONLRVEEGML TGESEPVEKFSD VIEGEVALGDREKNMVE SSSLVWYGRADFLY 206
sp|P20020 | PMCAL TAVGYNSQTGIIF TLLGAGGEEEEKKDEKKKEKKNKKQDGALENRNKAKAQDGAAMEMQP
sp|POSO23 |Na-K_ATPase VYTGDRTVMGRIATLASG - - LEGGQ

=p|POA191 | SERCALA ATTGVSTE IGKIRDQMAA - - TEQDK

sp | QO88S53 | PFATPG INIGMKTE IGHIQHAVI ESNSEDTQ

sp|P98194a|AT2CL IGTGENSEFGEVF KMMQA - - EEAPK

wp | POWPS9 | CtpF VATGAE TELGE IMRLVGA - - AEVVA

sp|Q73E41|BACAL VETGMNSQIGKTATLLHE - - ADDDM

=p | Q8YSBQS | LMCAL TGTASETEIGKIAGLLET - AEAKQ

sp|Q9CFUS | LLCAL TAIAEQTEIGKIAQMLET AEAKQ

sp|P20020 | PMCAL LKSEEGGDGDEKDKKKANLPKKEKSVL VOIGKAGLLMSAITVIILVLYEVID 395
splPO5023|Na-K_ATPase TP HrrTe VAVFLGVSFFTILS 310
sp|PO4A191 |SERCALA TPL EQL SK VISLICVAVWLIN 275
sp | QO88S3 | PFATPE TPL QOL SK ITIFVICVTIVWIIN 283
s=plP98194|AT2CL TPL KQLSF YSFGIIGIIMLVG 284
“p | POWNPSY |[CtpF TPL KELTX ALLGLAALTFGVG 267
splQ73E41|BACAL TPL KYLGF VAVAICIVMFLIG 265
splO8YRQS | LMCAL ™ KK LGL GILALCVLIFAVE 258
splQ9CFuU9|LLCAL TPL QL GW VILALCALIFAVQ 258
sp|P20020 | PMCAL TFWVQKRPWLAEC TPTYIQYFVKFF I IGVTVE WAVPEGL PLIWT ISLAYSVKKMMKONN 455
sp|POSO23 |Na-K_ATPase LI EYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGL LATVTIVCLTLTAKRMARKNC 356
sp|POA191 |SERCALA IGHFN DPVHGGSWIRGAIYYFETAVAIRVAATPEGLPAVITTCLALGTRAMAKKNA 331
sp|lQO88S3 | PFATPG FEHMFS DPIHG SFLYGCLYYFEISVAIIRVAAIPEGLPAVITTCLALGTRERMVKKNA 338
splPO98194a|AT2CL WL GKDILEMFTISVSURAVAAIPEGLPIMVTIVTLALGVMRMVKKRA 330
<p | POWPSO | CtpF LLR RODAVE TF TAATALIWGATPEGLPTIVT I TLATGMARMAKRRA 313
sp|Q73E41|BACAL FLQ RROTLEMFMTAISLURWVAATPEGL PAIVS IVLATGVORMIKONY 311
sp | Q8YRQS | LMCAL AGRVL LGDNSADMATATL LNAFMFAVAVIWAATPEAL SSEIVTIVLAVGTNKMAKQHA 314
splQacFru9lLLCAL ILRLF TTNQTADMOKAVLDSFMF AVR\‘}VAAII ALSSE/VTIVLSVGTNKMAKQHA 114
sp|P20020 | PMCAL LVRHLDACETMGNATATICSDETGTL TMNRMTVVOAY INEKHYX A98
sp|POS023 |Na-K_ATPase LVENLEAVETLGSTSTICSDETGTL TONRMTVAHMWEDNQIHEADTT a03
sp|PO4A191 |SERCALA IVRSLPSVETLGCTSVICSDETGTL T ITNOMSVCOCKME T TDKVDG DFCSL N 380
sp |QO88S3 | PFATPE IVREKLOSVETLGCTIVICSDETGTLT INOMTTTVIHLFRESDSLTEYQLCQKGDTYYFYE 398
=p|P98194|AT2C IVKKLPIVETLGCCNVICSDKTGTLTKNEMTVTHIF TSDGLH V72
<p | POWPSS [CtpF VIRRLPAVETLGSTTVICADKTGTLTENQMTVQS IWTPHGE I 155
splQ73E41 | BACAL TIRKLPAVEALGSVTITCSDETGTLTONKMTVTHFYSDNT - Y 3152
sp | Q8Y8QS | LMCAL TIRKLPAVETLGSTSVICTDETGTLTONKMTVWDYYL PDGTK 156
splQ9cFru9|LLCAL IMENLPAVETLGSTSVICTDETGTL TONKMTVVDSFLPTQGS 156

Alineamiento multiple: Alineamiento miltiple de Ca?-ATPasas tipo P de algunas eucariotas y procariotas.
Programa: ClustalO version 1.2.4. Residuos que son parte del sitio de unién de CPA son identificados con cajas
negras.
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D. Alineamiento

multiple de

algunos

transportadores del macréfago alveolar y CtpF

sp|Q93056|V-type-proton-ATPase -« ~QKNENEMFSTVFSGRYIILLMGVF - - SMYTGLIYNDCFSKSLNIFGSSHSVRP 483
sp|P20020|AT2B1_HUMAN oo LKEANHDGDF - - - - - - - - GITLAELRALMELRSTDALRKIQESYGOVYGICT 61
sp|POWPSI|CtpFr e MS-ASVSATTAHH - - - - ---- GLPAH- -~ - - e EWL 21
sp|PB5023|Na/K-ATPase KKDROMDELKKEVSMODH - - - - - - - KLSLD- - veecmemncmaeaaaacaa. ELHR 53
sp|QB4656 | ATP7A_HUMAN HHNQNMSKEEMINLHSSMFLERQILPGLSVMNLLSFLLCV - - - - - - -PVQFFGGWYFYI - 733
sp|P13569 | CFTR_HUMAN THSRNNSYAVITTSTSSYYVF -YIYVGVAD- -~ - - - - TLL------- ANGFFRGLPLVHT 940
spj0BO2I9|CLICI_HUMAN oo 148
sp|Q93058|V-type-proton-ATPase MFTYNK- - - -- TEETLRGNPVLQLNPA - - - - LPGVFGGPYPFGIDPIWNIATNKLTFLNS 534
sp|P20026|AT281_HUMAN “KLKTSPNEGLSGNPA- - - - - -DLERREAVFGKN-FI----- PP-KKPK-TFLQL 101
sp|PIWPSI | CtpF -~ LLESDPYHGLSDGEA - - - - - - - -AQRLERFGPN-TL - - - - -AV-VTRASLLARI 60
sp|P@5023|Na/K-ATPase - KYGTDLSRGLTSARA- - - -~ -~ AEILARDGPN-AL----- TP-PPTTPEWIKF 92
sp|QB4656 | ATP7A_HUMAN - QAYKALKHK - ~ < = - e TANMOVLIV-LATTIAFAY- 760
sp|P13569 | CFTR_HUMAN LITVSKILHHXMLHSVLQAPMSTLNTLKAGGILNRFSKD- IAILDDLLP - -LTIFDFIQ- 996
sp|0B299|CLICI_HUMAN ~  cereeeec e e 148
sp|Q93058|V-type-proton-ATPase KMSRTLGI THMLFGVSLSLFNHTYFKKPLNIYFGFIP- - - -~ -~ - ~EITF--- 578
sp|P20026|AT2B1_HUMAN LJILETAAIV- - oo SLGLSFYQPPE------ 131
sp|PIWPSI|CtpF R 1 s T B 75
sp|PB5023|Na/K-ATPase LLWIGAIL - CFev-- . 112
sp|Q@4656 | ATP7A_HUMAN -4 - -SPTILLVAMYE - - -RAKVNPITFFDTPPMLFVF TALGRWLEH - - - - - 799
sp|P13569 | CFTR_HUMAN - - - LJLIVIGATAV- - -VAVLQPYIFVATVPVIVAF IMLRAYFLQTSQQLKQLE 1044
sp|000299|CLIC1_HUMAN - e 148
sp|Q93058|V-type-proton-ATPase - -MTSLFGYLVILIFYKWTAY - - << -ovnt DAHTSENAPSLLIMFINMFLFSYPESGY 625
sp|P20020|AT281_HUMAN -GONALCGEV - - -SVGEEEGE - - - - - GETGWI 154
sp|PIWPSI|CtpFr e [ § S TAG- ===~ LKEFV- -~~~ -~ 86
sp|PBSO23|Na/K-ATPase oo N QAATEEEP----- QNONLY - -~ ------ 131
sp|Qe4656 | ATP7A_HUMAN eees eeenenn - ceeemenn 799
sp|P13569 | CFTR_HUMAN SEGRSPIF THLVTSLKGLWTLRAFGRQPYFETLFHKALNL HTANWFLYLST- - -~ 1095
_spl0B0299|CLICT HUMAN e eeeeieiieoiiooooo.-- 148
sp|Q93050|V-type-proton-ATPase SMLYSGQKGIQCF ALLYVPHMLLFKPLVLRRQY - - - - - - oo 662
sp|P20020]AT281 HUMAN ... EGAAILJSWOWJVTA- - - FNDWSKEKQFRGLQSRIEQEQKFTVI - - - - - - R 198
sp|POWPSS | CtpF DAAVIF INAJVGF - - - IQESKAEAALQGLRSMVH - - THAKWW --R 128
sp|PO5023|Na/K-ATPase oo LGWLSAWIITGRFSY - - - YQEAKSSKIMESFKNMVP - - QQALVI - - - - - -R 173
splQO4ESE|ATP7A HUMAN e - TAKGKTSEALAKLISLQA- - TEATIVTLDSDNI 830
sp|P13569 | CFTR_HUMAN - -LRWFQMRTEMJFVIFFIQVTFISILTTGEGEGRVGI ILTLAM - -NIMSTLQM - - - -- 1145
spl000299|CLICI_HUMAN el 148
splQ93050|V-type-proton-ATPase - --------- LRRKHLGTLNFGGIRV- - - - e -GNGPTEEDA 687
sp|P20020|AT2B1_HUMAN GGQVIQIPVADITVGDIAQVKYGOLLPADGILIQ- -~~~ -----vem-o GNDLKIDES 241
sp|PIWPS9|CtpF EGHEHTMPSEELVPGOLVLLAAGDKVPADLRLVR - - - - -~ -~ - - - - - QTGLSVNES 171
sp|POS023|Na/K-ATPase NGEKMS INAEEVVVGDLVEVKGGORIPADLRIIS - - - - - - oo ANGCKVDNS 216
sp|Q04656 | ATP7A_HUMAN LLSEEQVDVELVQRGDI IKVVPGGKFPVDGRVIE - - - - -« - - - -GHSMVDES 872
sp|P13569| CFTR_HUMAN AVNSSIOVDSLMRS -VSRVFKF IDMPTEGKPTKSTKPYKNGQL SKVMI TENSHVKKODI 1203
sp| 000299 | CLICI_HUMAN eeeesessesassssessssssesessesssessssssessesesesseesesses - 148
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sp|Q93058|V-type-proton-ATPase EITQHDQLSTHSEDADEPSED- - - - - EVFDFGDTMVHQAT -HTIEYCLGCISNTASYL - - 739
sp|P20020|AT281_HUMAN SLTGESDHVKKSLD- - - -~~~ -~~~ KDPLLLSGTHVMEGSGRMVWTAVGVNSQTGIIFTL 290
sp|PIWPSI | CtpF ALTGESTPVHKDEV-ALPEGTPVADRANIAYSGTLVTAGHGAGIVVATGAETELGETHRL 230
sp|PBS023|Na/K-ATPase SLTGESEPQTRSPD- £ T-NENP-LETRNIAF FSTNCVEGTARGIVVYTGDRTVMGRIATL 273
sp|QB4656|ATP7A_HUMAN LITGEAMPVAKK - - - - - PGSTVIAGSIN- - ----- QN-GSLLICATHVGADTTLSQIVKL 919
sp|P13569| CFTR_HUMAN WPSGGQMTVKOLTAKYTEGONATLENISFSIS - - -PGQRVGLLGRTGSGKSTLLSAFLRL 1268
spj09O29GCLICL HUMAN  sceeiiiieeiiiicaiiaciaicasrcasasisesssasaesssssesds 148
sp|Q93050|V-type-proton-ATPase 743
sp|P20020|AT2B1_HUMAN 350
sp|PIWPSI| CtpF 237
sp|PR5023|Na/K-ATPase 280
sp| Q04656 | ATPTA_HUMAN 936
sp|P13569 | CFTR_HUMAN 1285
sp| 000299 | CLIC1_HUMAN 148
sp|Q93050|V-type-proton-ATPase 774
sp|P20020|AT281_HUMAN 407
sp|PIWPSI| CtpF 271
sp|POSO23|Na/K-ATPase 314
sp| Q04656 | ATP7A_HUMAN 980
sp|P13569| CFTR_HUMAN 1335
sp|000299|CLIC1_HUMAN 151
sp|Q93050|V-type-proton-ATPase ------ LFFFFTAFATLTVAIL JFLHALRLHWVE FQNKFYSGTGFKFLPFSFE 828
sp|P20020|AT281_HUMAN CTPIVIQYFVKFFIIGVTVLWI AVTISL---cvcvnnnns AYSVKKMMKONN 455
sp|PoawpsS9|Ctpr e QDAVETF TAATALAV AVTITL - - cvvcnnns AIGMARMAKRRA 313
sp|POSO23|Na/K-ATPase ... YTHLEAVIFLIGIIVAI TVIVCL -« cccncnnnns TLTAXRMARKNC 356
sp| Q04656 |ATP7A_HUMAN TET----TIRFAFQASITVLCI ATPTAV -« v vvvvnnns MVGTGVGAQNGI 1624
sp|P13569|CFTR_HUMAN  cereeee DFV 1338
spl00B299|CLICT HUMAN oo Ml o 151
sp|Q93050|V-type-proton-ATPase 1) £ 4 S 837
sp|P20020|AT281_HUMAN EIRHED- - - vieennaes ACETMGNATAICSDKTGTL TMNRMTVVQAY INEKHYKKVPER 503
sp|POWPSI | CtpF MR-~ e ee e AVETLGSTTVICADKTGTLTENQMTVQSIHTPHGEIRATGTG 361
sp|POS023|Na/K-ATPase SMOILE = coszesaas AVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAHMHFDNQIHEADT TE 404
sp| Q04656 | ATP7A_HUMAN LIKGGEPLEMAHKV - - - -~~~ - - - KVWVFDKTGTITHGTPVVNQVKVLTESNRISHH- 1071
sp|P13569| CFTR_HUMAN LVDGGCVL SHGHKQUMCLARSVLSKAKILLLDEPS - - AHLOPVTYQITRRT - - - -~ - - - 1387
spl0O299|CLICT_HUMAN <o VDETS - - AEDEGVSQRKFLDG - - - - - - - - 170
spQI30S0|V-type-proton-ATPase - oo oo o 837
sp|P20020|AT2B1_HUMAN ~  ooooaoooo. EAIPPNILSYLV-TGISVNCAYTSKILPPEKEGGLP - RHVGNKTECAL 549
sp|POWPS9| CtpF YAPDVLLCDTDDAPVPVNANAAL RWSLLAGACSNDAALVRD- - - - GTRWQIVGDPTEGAM 417
sp|PO5023 |Na/K-ATPase NQSGVSFDKT - - - - - - - - SATWLAL SRTAGLCNRAVFQANQENLP TLKRAVAGDASESAL 456
sp|QO46S6|ATP7A HUMAN oo S RREC, (O ( R - ~ESNSEHPL 1088
SDIPTIG6OICEIRCHMANT = =rececmececscsemaceedilocecticecseorentoesasaresenaatis LKQAF 1392
SplOGO299|CLICI_HUMAN <o oo NELTL 175

Alineamiento multiple: Alineamiento multiple siete (7) ATPasas tipo P reportadas en macréfagos alveolares, se
incluye CtpF en la comparacién. Se indica el alineamiento desde el residuo 21 al 417 de CtpF, de manera que se
incluyan los residuos implicados en la interacciéon con CPA. Programa: ClustalO version 1.2.4. Residuos que son
parte del sitio de uniéon de CPA son identificados con cajas negras.
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