UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y
BIOTECNOLOGIA
CARRERA DE INGENIERIA BIOQUIMICA

FACU,,
)

Modelamiento computacional de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de

Mycobacterium tuberculosis

Trabajo de Titulacién, Modalidad Proyecto de Investigacion, previo a la obtencion de

titulo de Ingeniera Bioguimica, otorgado por la Universidad Técnica de Ambato, a
través de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

Autora: Evelyn Katherine Jurado Barona

Tutor: PhD. Mario Daniel Garcia Solis

Ambato — Ecuador

Septiembre 2021

CIENC,
oo QENCI
=
£ A
s
W AP

D

bryan®



APROBACION DEL TUTOR

PhD. Mario Daniel Garcia Solis

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de titulacién ha sido prolijamente revisado. Por lo tanto, autorizo
la presentacion de este Trabajo de Titulacion bajo la modalidad de Proyecto de
Investigacion, el mismo que responde a las normas establecidas en el Reglamento de

Titulo y Grados de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

Ambato, 22 de julio de 2021

TR VAR O DANI EL
EFE3E GARCI A SOLI'S

PhD. Mario Daniel Garcia Solis
C.1. 1103605471
TUTOR



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, Jurado Barona Evelyn Katherine, manifiesto que los resultados obtenidos en el
presente Trabajo de Titulacién, modalidad Proyecto de Investigacién, previo a la
obtencion del titulo de Ingeniera Bioquimica, son absolutamente originales, auténticos y

personales, a excepcion de las citas bibliograficas.

S~

e
()

Evelyn Katherine Jurado Barona
C.1. 1803834843
AUTORA



APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO

Los suscritos Profesores Calificadores, aprueban el presente Trabajo de Titulacion,

modalidad proyecto de investigacion, el mismo que ha sido elaborado de conformidad

con las disposiciones emitidas por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y

Biotecnologia, de la Universidad Técnica de Ambato.

Por constancia firman:

Ambato, 30 de agosto de 2021

; Firmado el ectroni canente por
s LI LI ANA PAULI NA
= LALALEO CORDOVA

Presidente del tribunal

L

i Hi-ﬂ- bym, Firmado el ectronicanente por
‘Evga‘uf W LLI AM Rl CARDO
R CALERO CACERES

(Gl i

Dr. William Ricardo Calero Caceres
C.1. 1714348859
A

el ect r6ni canente por
LHASIEE ORI STI AN FERNANDO
e IEH GALARZA GALARZA

Mg. Cristian Fernando Galarza Galarza
C.1. 1803160272



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato, para que haga de este Trabajo de
Titulacion o parte de él, un documento disponible para su lectura, consulta y procesos de
investigacion, segun las normas de la Institucion.

Con los derechos en linea patrimoniales de mi Trabajo de Titulacion, con fines de difusion
publica, ademas apruebo la reproduccion de este, dentro de las regulaciones de la
Universidad, siempre y cuando esta reproduccion no suponga una ganancia econémica y
se realice respetando mis derechos de autor.

S~

()

Evelyn Katherine Jurado Barona
CC: 1803834843
AUTORA



DEDICATORIA
A Dios, porgue con su amor incondicional y misericordia me permitié cumplir uno de
mis anhelos mas grandes.
A mis padres, Flavio e Hipatia, quienes con sus oraciones, ensefianzas, paciencia y

sobretodo amor guiaron cada uno de mis pasos, e inculcaron en mi la constancia y

determinacidén que hicieron todo esto posible.

Vi



AGRADECIMIENTOS

“Cuando cruces las aguas, yo estaré contigo, cuando cruces los rios, no te cubriran sus
)

aguas; cuando camines por el fuego, no te quemaras ni te abrasaran las llamas.’
Isaias 43:2

Gracias a Dios por ser mi guia y refugio, por habitar en mi corazén, por consolarme y

mostrarme que siempre hay un arcoiris tras la tormenta.

Mi gratitud infinita hacia mis padres, por acompafiarme en esta etapa y animarme a
continuar, por ser ejemplo de unidad y superacién. Gracias por creer en mi y no dejarme

sola en ningn momento.

A mis angeles de la guarda, mis abuelitos, por su amor, carifio y consejos que me
ayudaron a forjar mi caracter y ser mejor persona, gracias por cuidarme y seguir velando

por mi bienestar y felicidad.

A mis hermanas, Maria Fernanda, Jessicay Maria José, por ser mi compafiia y equilibrio,

por su comprension y sobre todo por sus ensefianzas que siguen marcando mi vida.

A mis sobrinos, por sus ocurrencias que iluminan mi vida.

A mi novio Leo, porque su presencia en mi vida ha sido realmente una bendicién, gracias

por ser mi apoyo, por motivarme y por no soltar mi mano en ningin momento.

Y finalmente, gracias infinitas a mi tutor, PhD. Mario Garcia, por sus valiosas lecciones
y auténtico interés al guiarme en el desarrollo de esta tesis, gracias por su paciencia y en

especial el tiempo que dedicé a solventar todas mis dudas.

Con mucho carifio y gratitud,
Kathy

vii



INDICE GENERAL DE CONTENIDO

INDICE GENERAL DE CONTENIDO ......oooviiiiiieeeceeeeeee s viii
INDICE DE FIGURAS ....otviiimiimeiieeseeeeseseesssssas st asssssssssasssssssnens X
INDICE DE TABLAS. ...ttt sttt Xi
INDICE DE ANEXOS .....couvriiriereneeseesaseseessesssssssssssassssssssssssessasssassssssassssssssssasesns Xii
RESUMEN ...ttt r e sin e e sne e e xiii
ABSTRACT e Xiv
CAPITULD ittt 1
MARCO TEORICO ..ottt 1
1.1 Antecedentes iNVESHIGALIVOS..........oiiiiriiiiieiee sttt 1
111 TUBBICUIOSIS. ... 1
1.1.2  Patogénesis y ciclo de infeccidn por M. tuberculosis............ccccceevvevrinenne. 2
1.1.3  indices de contagios y morbilidad............cccceoeueveureereeeereeieee e 3
1.1.4  Tratamiento tradicional............ccooriiiiiiiiiii e 5
1.1.5  Resistencia y multirresistencia a farmacos...........ccocevvrereneienineseseens 6
1.1.6  Tratamiento de cepas resistentes y multirresistentes..........cccccooevvvervrennne. 6
1.1.7  Alternativas para la terapia del bacilo tuberculoso............c.cccevververrinnnne. 7
1.1.8  Ruta biosintética de aminoécidos de cadena ramificada (BCAAS)............ 8
1.1.9  Enzima acetohidroxXiaCido SINASA ..........ccovrerreriririerieinirierieese e 10

1.1.10 Capacidad inhibitoria de AHAS con el empleo de compuestos herbicidas

11
1.1.11 Inhibicién de M. tuberculosis por herbicidas comerciales........................ 15
1.1.12 Estructura de los complejos de SCAHAS y AtAHAS ..........ccovvvieieenns 16
1.1.13  Estructura de MEAHAS ..o 17
I O ] o 11 1Yo SRR PRSRPR 18
121 ODJEtivo GENETAL ......oviiiiiiiiieee e 18



1.2.2  ODbjetivos eSPECITICOS.....cuciiiie et 18

IR T o 11010 (=T [ USROS 19
131 HIPOLESIS NUIA ...cveiiiiiiiie et 19
1.3.2  Hipotesis alternatiVa .........cccoooeiveieiie s 19

1.4 Sefialamiento de las variables de la hipOtesis ..........ccovveriiiininnieic e 19
1.4.1  Variables dependientes........ccccieiiiiieeiie i 19
1.4.2  Variables independi€ntes...........ccoviiiiieiiiiie s 19

CAPITULO ottt 20
METODOLOGIA. ...ttt 20

2.1 MAEEIIAIES......oeeiee et 20
2.1 1 PAQINAS WED ..ot e 20
2.1.2  Servidor web bioiNfOrMALICO.........ccviiireiiiiieeesee e 20
2.1.3  PrOQIAmAS ....c.eiiieiiieiieiee ittt 20
2.1 4 EQUIPOS . .eeteetie ettt ettt ettt a et te et na e naete e e nres 20
2.1.5  Codigos empleados para la obtencion de secuencias FASTA.................. 20
2.1.6  Codigos de las estructuras en PDB...........ccccoveoieieeie i 20

2.2 MEBLOTOS. ...t 21

221 Identificacion de las secuencias de AHAS de M. tuberculosis, S.
cerevisiae Y A. thaliana.........ccooeiiiiii i s 21

2.2.2  Alineamiento de CSU y RSU de MtAHAS, SCAHAS y AtAHAS ........... 21

2.2.3  Seleccion del modelo tridimensional base para el modelamiento de

IMEAHAS . ettt ettt b e be e e e e nneesnnas 21
2.2.4  Obtencion del modelo tridimensional de MEAHAS ..., 22
2.25  Andlisis del modelo de MEAHAS ..o 22
CAPITULO T vttt 23
RESULTADOS Y DISCUSION ......covvieiiiieieiieeeeecs e eseees s sessen s ene s, 23
3.1 Interpretacion de resultados Y diSCUSION .........ccccvieieeverierieiesese e 23



3.1.1  Identificacién de las secuencias de AHAS de Arabidopsis thaliana,

Saccharomyces cerevisiae y Mycobacterium tuberculosis. .........ccccccveveiivervenenne. 23

3.1.2  Alineamiento multiple de secuencias de la subunidad catalitica y

subunidad regulatoria de MtAHAS, SCAHAS y AtAHAS ... 25
3.1.3  Construccion del modelo tridimensional MtAHAS..........c.ccccooiiiiinne. 33
3.1.4  Complejo de MEAHAS ... 48
3.1.5  Cofactores de la enzima AHAS de Mycobacterium tuberculosis ............ 52
3.1.6  Inhibicion de MtAHAS con metsulfuron metil ............ccocooeviiiiincinnn, 57
3.1.7  Verificacion de NIPOLESIS ......ccviviieieieieese e 60
CAPITULO TV 1ottt 61
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......cooooiiiiiiiie e 61
4.1 CONCIUSTONES ...ttt ettt 61
4.2 RECOMENTACIONES ...ttt 62
BIBLIOGRAFIA ...ttt 64
ANEXOS ...t 71

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de infeccion por M. tuberculosis. ..........ccooi i 3
Figura 2. Incidencia de la tuberculosis a nivel mundial. .............ccocooiiiiiiiniiiece 4
Figura 3. Ruta biosintética de aminoacidos de cadena ramificada.............ccccceeevervenenn 10
Figura 4. Reaccion catalizada por AHAS. ..o 11
Figura 5. Estructuras de ThDP, ThRAThDP y ThThDP. ......cccoiiiiiieiice e 12
Figura 6. Familias de herbicidas que inhiben AHAS. ... 12

Figura 7. Moléculas de H.O estabilizan al cofactor ThDP (modificado), en el complejo

RErDICIAA-ATAHAS. ... et enes 13
Figura 8. Estructura de varios compuestos inhibidores de AHAS. ........c..ccceoveeieiiennne 16
Figura 9. Estructura de los complejos de SCAHAS y AtAHAS. ... 17



Figura 10. Micrografias electrénicas de tincion negativa de AtAHAS y MtAHAS. .... 18
Figura 11. Alineamiento multiple de secuencias de SCRSU, AtRSU_R1, AtRSU_R2y

IMIERSU. ettt b e et b e hb e e b e e s b b e e be e s rb e e nbeesnbeebeenrne e e 26
Figura 12. Alineamiento multiple de secuencias de ScCSU, AtCSU y MtCSU............. 32
Figura 13. Reporte de 1as plantillas. ...........cccoveeiieiiiic i 35
Figura 14. Alineamiento entre el modelo y 6U9d.1. ........ccoviiiiiiiiieic e 37
Figura 15. Alineamiento entre el modelo y 6U9d.1. ........cccoveieiiiiiciicc e 40
Figura 16. Estequiometria de las plantillas analizadas para la construccion del modelo.

........................................................................................................................................ 43
Figura 17. Huella dactilar de PPL. .........coo oo 44
Figura 18. Resultado del modelo obtenido en Swiss-Model............cccovviiiiiiniinninne. 46
Figura 19. Estimacion de calidad [ocal..............c.ccooeviiiiiiiicece e 47
Figura 20. Comparacion con un conjunto de estructuras de PDB no redundantes. ...... 47
Figura 21. Estructura cuaternaria generada en Swiss-Model de MtAHAS. .................. 48
Figura 22. Modelo acetohidroxiacido sintasa de Mycobacterium tuberculosis. ........... 50
Figura 23. Dimero A-B del complejo MtAHAS. .......cooiiiiiiee e 51
FIigura 24. DIMEro KoL ......coioiiiciecce ettt sneene s 52
Figura 25. Interacciones de ATP €N RSUS. .......cccciiiiiieiienieie e e see e 53
Figura 26. Interacciones de ThDP y FAD en CSU. ....cccccooiiiiiiiniiniiencc e 55
Figura 27. Anillo de isoaloxacina de FAD. .........ccccccveiiiie i 56
Figura 28. Sitio de union del herbicida MM. ........cccccoooiiiiiiiiii e 58
Figura 29. Residuos de MtAHAS y SCAHAS proximos al sitio de union de MM........ 59

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Inhibicion en ATAHAS MUEANTE...........cooiiiiiiieeeeeee s 15
Tabla 2. INhibicion N MEAHAS ... s 16

Tabla 3. Cadigos de las secuencias de las subunidades catalitica y regulatoria de AHAS

empleadas

Xi



Tabla 4. COUIgO de BSLIUCTUIA.......ccveeieciieiecie et 20

Tabla 5. Residuos del sitio de union de herbicidas en diferentes AHAS que forman

INEEIACCIONES COM P ..t ssesssnnsnensnnnsnemnnnnn 32
Tabla 6. Matriz de identidad €N RSU ..., 33
Tabla 7. Matriz de identidad N CSU .......oooo oo 33

Tabla 8. Reporte de la plantilla (6u9d.1 Saccharomyces cerevisiae acetohidroxiacido

sintasa) empleada para la construccion del modelo............cccoveeveiiiiiici e, 41

Tabla 9. Aminoéacidos del sitio de unién al herbicida metsulfurén metil...................... 60

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Reporte de 1as plantillas. ... 76
Anexo 2. Estimacion de calidad local cadena A. .........cooeeeveiiieiieeiieiece e 77
Anexo 3. Estimacion de calidad local cadena B. ..........cccooeviiiiiniiniieienie e 77
Anexo 4. Estimacion de calidad local cadena C. .........ccccovevvveiienciie e 78
Anexo 5. Estimacion de calidad local cadena D. ........ccccceeiveiiiviieeiieieie e 78
Anexo 6. Estimacion de calidad local cadena E...........cccooeveiiiiiiiniicienenec s 79
Anexo 7. Estimacion de calidad local cadena F............cccoceveiiiiiieciicieic e 79
Anexo 8. Estimacion de calidad local cadena G. ........ccooceveveniiiniiniieieie e 80
Anexo 9. Estimacion de calidad local cadena H. ... 80
Anexo 10. Estimacion de calidad local cadena I............ccoooovviiiiiiiiicneiecece e 81
Anexo 11. Estimacion de calidad local cadena J...........cccoovieiiiiiiiiiieieecess 81
Anexo 12. Estimaciéon de calidad local cadena K. ..........ccccooviiiiiiiiiieieiecccc e 82
Anexo 13. Estimacion de calidad local cadena L. ..........cccooveiiiiiiiiiieneienecc e 82
Anexo 14. Estimacion de calidad local cadena M...........ccccooeiiiiiiiiiienene s 83
Anexo 15. Estimacion de calidad local cadena N. .........cccccovvviviiiieiieieiecece e 83
Anexo 16. Estimacion de calidad local cadena O. .........ccoccoveiiiiiiininieieec s 84
Anexo 17. Estimacion de calidad local cadena P. .........cccccceveviieiiicieeie e 84

xii



RESUMEN

La epidemiologia de tuberculosis causada por el patdgeno Mycobacterium tuberculosis
anualmente provoca millones de muertes a nivel mundial, a pesar de que existen
tratamientos efectivos en pacientes infectados con cepas susceptibles a medicamentos
convencionales. La gravedad de esta afeccién es originada por la progresiva aparicion de
cepas con resistencia multiple a farmacos (MDR-TB) y tuberculosis ampliamente
resistente a farmacos (XDR-TB). Por tal motivo, es comun el uso de tratamientos mas
prolongados y con efectos no deseados. Ante la carencia de farmacos efectivos, es preciso
la investigacion de nuevos targets que permitan ralentizar la propagacion del bacilo
tuberculoso. Entre los targets mas prometedores se encuentra la enzima acetohidroxiacido
sintasa (AHAS). AHAS es la primera enzima de la ruta biosintética de aminoacidos de
cadena ramificada (BCAAS) y cuya inhibicion ha demostrado ejercer un efecto biocida
en modelos de Arabidopsis thaliana, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, entre
otros organismos. De manera que, el objetivo del presente proyecto es realizar el
modelamiento de la enzima AHAS de Mycobacterium tuberculosis por medio de Swiss-
Model empleando la estructura del complejo AHAS de S. cerevisiae. También, se ha
establecido la similitud estructural de cruz maltesa con sus homdlogos en A. thaliana y S.
cerevisiae, mientras que las interacciones con cofactores y los motifs mas importantes
involucrados en la inhibicion con metsulfurén metil se dilucidaron por medio de WinCoot
y LigPlot. El complejo hexadecamérico de MtAHAS generado provee una plataforma
para el disefio racional de inhibidores de la enzima para el tratamiento efectivo de distintas
cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Palabras clave: Bioinformatica, modelado computacional, genética molecular, AHAS,
Mycobacterium tuberculosis, MDR, XDR.
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ABSTRACT

Tuberculosis is a disease caused by the pathogen Mycobacterium tuberculosis. It annually
produces millions of deaths worldwide. The severity of this condition is caused by the
progressive appearance of multidrug resistant strains (MDR-TB) and extensively drug
resistant tuberculosis (XDR-TB). For this reason, it is common to use long treatments that
produce unwanted effects in patients. Given the lack of effective and well tolerated drugs
to treat tuberculosis, it is necessary to investigate new targets which will slow down the
spread of the pathogen. The enzyme acetohydroxyacid synthase (AHAS) is amongst the
most promising targets. AHAS is the first enzyme in the branched chain amino acid
biosynthetic pathway (BCAAS). It has been already shown that AHAS is crucial for the
survival of Arabidopsis thaliana, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, and other
organisms. Here, a model of Mycobacterium tuberculosis AHAS complex was obtained
using the Swiss-Model. The model was derived from its closest structure, S. cerevisiae
AHAS. The MtAHAS complex exhibited the same structural features described
previously for AtAHAS and SCAHAS, including its resemblance to the Maltese cross.
The interactions with cofactors and the most important motifs involved in the inhibition
with methyl metsulfuron were elucidated using the software WinCoot and LigPlot. The
hexadecameric complex of MtAHAS generated provides a platform for the rational
design of enzyme inhibitors for the effective treatment of different strains of

Mycobacterium tuberculosis.

Keywords: Bioinformatic, computational modeling, molecular genetics, AHAS,
Mycobacterium tuberculosis, MDR, XDR.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis y denominada asi por los tuberculomas que se forman debido a las
lesiones que este microorganismo provoca en el pulmon. Esta bacteria pertenece al
género Mycobacterium, integrado por los complejos, tuberculosis (M. tuberculosis, M.
africanum, M. bovis y M. microti), lepra (M. leprae) y otras micobacterias no
tuberculosas (MOTT) (Bermejo, Clavera, Michel de la Rosa, & Marin, 2007). M.
tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, levemente curvo, descrito inicialmente por
Robert Koch en 1882. A pesar de su dificultad de tincidn, se lo considera un
microorganismo Gram positivo, con un tamafio que varia entre 0.2-0.6 um x 1-10 um.
Ademas, la estructura de su pared celular le otorga resistencia a acido-alcohol, y es
incapaz de formar esporas (Pérez, Tufiez, Garcia, & Lado, 2002). Posee un
crecimiento relativamente pausado (con condiciones éptimas de cultivo de pH 7 y 37
°C) explicando asi su estado latente (patdgeno inactivo o de replicacion lenta) en

individuos que no han presentado sintomas en algunos afios (Hernandez et al., 2005).

La tuberculosis posee sintomatologia pulmonar muy similar a otras enfermedades
respiratorias, por lo que la manifestacion clinica en muchos casos empieza con fatiga,
pérdida de apetito y fiebre. Estos indicios se ven complementados con tos, disnea,
afeccion toracica y expectoracion prolongada (tuberculosis limitada a los pulmones)
(Caminero, 2016). Cuando existe tuberculosis extrapulmonar, los sintomas antes
mencionados pueden verse acompafiados por otras afecciones que involucran al
sistema circulatorio, y sistema linfatico. En el sistema nervioso central causa
enfermedades menos frecuentes como la meningitis tuberculosa, aracnoiditis
tuberculosa espinal y tuberculoma intracraneal (Fanlo & Tiberio, 2007) (Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2012).



1.1.2 Patogénesisy ciclo de infeccion por M. tuberculosis

La naturaleza lipidica e insoluble de la gruesa pared celular de M. tuberculosis se
divide en dos zonas conocidas como “alta” y “baja”. En el segmento superior se
encuentran lipidos libres encargados de complementar las cadenas de acidos grasos,
proteinas y lipoglicanos, cuya funciéon conjunta es actuar como moléculas de
sefializacion de la enfermedad y que contribuyen a la respuesta inmune. En la zona
“baja” se localiza el nicleo de la pared y esta formada por peptidoglicano enlazado de
manera covalente con galactofurano lineal, el cual se encuentra unido a varias hebras
ramificadas de arabinofurano y reforzado por la presencia de acidos micélicos. Esta
zona de la pared celular, incrementa la patogénesis de M. tuberculosis al garantizar la
viabilidad en las células, ya que los bacilos son envueltos por pequefios fragmentos de

manosa que facilitan su fagocitosis (Brennan, 2003).

M. tuberculosis se transmite facilmente en forma de pequefias gotas de esputo al toser
0 estornudar, de una persona infectada hacia otra que inhala dichas goticulas. Entre los
factores que influyen en el contagio se encuentran, la proximidad y tiempo del
contacto, la carga bacilar y la velocidad de circulacion del aire (Gandhi et al., 2010).
Para que se produzca una infeccion de tuberculosis activa (TBA) es necesaria la
exposicion prolongada del paciente (6 horas/dia) (Ministerio de Salud Publica,
2018). La infeccion inicia cuando el bacilo es fagocitado por un macréfago alveolar
(MA). Aprovechandose de su ciclo de division (aproximadamente cada 24 horas), se
logra una concentracion de 384 bacilos por macrofago, antes de su necrosis en los 6
dias posteriores. Una vez que el bacilo ingresa al alveolo, se da inicio a la excrecion
de la proteina ESAT-6 (objetivo antigénico secretor temprano), la cual impide la
apoptosis y también facilita el ingreso del bacilo al citoplasma del MA. A partir del
inicio de la inflamacion causada por quimiocinas y citocinas segregadas por el MA, el
alveolo afectado pasa por los capilares linfaticos hasta llegar a los linfonodos (Figura
1) (Cardona, 2018).
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Figura 1. Ciclo de infeccion por M. tuberculosis. 1) Ingreso de bacilos hacia el alveolo
pulmonar. 2) Fagocitosis de bacilo por un MA. 3a) Respuesta inflamatoria de PMN (células
polimorfonucleares). 3b) Los bacilos llegan hasta el ganglio linfatico regional, en donde
incrementan la concentracion de linfocitos Thl o Thl7. 4a) Se desencadena la respuesta tipo
Thl. 4b) Respuesta inmune de Th17. 5a) Macréfagos espumosos actdan en el drenaje de
bacilos (encapsulacidn). 5b) Drenaje de por medio del fluido alveolar o nivel sistematico
(neo vascularizacion del granuloma). 6) Incremento de tamafio extracelular de los bacilos por
NET (trampas extracelulares de neutréfilos) e ingreso de PMN. 7) Los bacilos que se
encontraban en el fluido alveolar son drenados hacia el tracto digestivo. 8) Luego de la
infeccion se puede repetir el ciclo, al expandirse en goticulas (Cardona, 2018).

1.1.3 Indices de contagios y morbilidad

La incidencia de personas contagiadas con tuberculosis es preocupante, ya que
segun el informe anual de la OMS del afio 2019, una cuarta parte de la poblacion
global se encuentra infectada. EI mayor porcentaje de portadores de M.
tuberculosis se encuentra en Asia Sudoriental, con el 44% del nimero total de
casos reportados en el afio 2018 (Organizacion Mundial de la Salud, 2019). A

nivel mundial, en el afio 2020, se reportd que al menos 500000 personas eran



resistentes a la rifampicina, de los cuales el 3.3% correspondieron a casos nuevos
de TB (RR-TB). En tanto que el 17.7% ya habian sido tratados por tuberculosis
previamente, con la particularidad de que presentaban resistencia por lo menos a
dos antituberculosos primarios, conocida como tuberculosis multirresistente
(MDR-TB). De acuerdo a los datos reportados por la OMS en 2019, 30 paises
representaron mayor incidencia de TB, con el 87% de casos en el mundo. De este
total, 8 paises alcanzaron dos tercios de los casos reportados a nivel global (Figura
2) (World Health Organization, 2020).

o Number of
o incident cases

o 100000
500000

1000 000
4
2 500 000 \\g> " South Africa

Figura 2. Incidencia de la tuberculosis a nivel mundial. Las burbujas naranjas indican el
nimero de casos incidentes de los paises con al menos 100000 personas contagiadas de
tuberculosis en el 2019 (World Health Organization, 2020).

En Ecuador, en el afio 2018 se reportaron 5960 personas con tuberculosis, entre casos
nuevos y pacientes que ya habian tenido un tratamiento previo. La tasa de incidencia
es de 34.53 por cada 100000 ecuatorianos. Del total, el 55.03% se registraron en la
provincia de Guayas, mientras que en la provincia El Oro ocupa el segundo lugar con
el 7.3%. A su vez, el rango de edad en el que se presenta con mayor frecuencia esta
afeccion es de 25-34 arios (25% del total reportado), seguido por pacientes en el rango
de 15-24 afios (20.54%). De estos, el género masculino se ve més afectado en razon
2.4 hombres por una mujer (Ministerio de Salud Publica, 2018). Con estos

antecedentes, la tasa de letalidad en el pais calculado por la OPS en el 2018 fue de
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9.1%, mientras que se estimd 220 casos de TB con resistencia a la rifampicina o

multirresistencia (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019).

1.1.4 Tratamiento tradicional

La vacuna BCG (bacilo de Calmette-Guérin) se considera como la primera linea de
defensa ante la tuberculosis, y se inocula en bebés y nifios de paises con un alto indice
de casos de tuberculosis, con una eficacia del 0-80%. La garantia de que la vacuna
impida el contagio con TB depende de la cepa, la exposicién que haya tenido con
MOTT en el pasado, edad, Yy también variables genéticas (respuesta inmune del
individuo). Sin embargo, esta vacuna no impide el desarrollo de tuberculosis latente
con el transcurso de los afios. Ante esto, se ha planteado la necesidad de crear nuevas
vacunas que reemplacen a la BCG. Las vacunas experimentales en desarrollo
involucran el uso de vectores virales capaces de expresar antigenos de la micobacteria
y vacunas de ADN que generan péptidos para presentados a células T o al complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) (Bocanegra-Garcia et al., 2011). La
generacion de dichas vacunas, ademas de considerar factores de seguridad al
aplicarlas, también deben cumplir con la eficacia al usarlas en diferentes poblaciones,
considerando su composicion genética. Por otra parte, las vacunas deben tomar en
cuenta la variabilidad del patdégeno cuando se ha dado la distribucién geografica de
individuos e involucrando especiacion simpatrica (intercambio del flujo genético entre
una poblacion y otra), propiciando de esta forma que hospedadores alopatricos de
tuberculosis causen que grupos de alto riesgo posean menor resistencia hacia M.
tuberculosis (Gagneux et al., 2006).

En contraparte, en el caso de deteccion de tuberculosis en adultos el diagndstico
bacterioldgico (baciloscopia 0 PCR) se da tras la identificacion de sintomas
caracteristicos contemplados en el criterio clinico, como expectoracion por mas de 15
dias, fiebre, astenia y dolor toracico (Ministerio de Salud Publica, 2018). En base al
criterio de diagnostico se procede con el tratamiento estandar de la tuberculosis, el cual
comprende el empleo de 4 farmacos: 2 esenciales que actian como bactericidas de
poblaciones de bacilos con metabolizacion activa y metabolizacion intermitente
(bactericidas y farmacos esterilizantes), y 2 farmacos acompafiantes (Gonzalez-
Martin et al., 2010).



1.1.5 Resistencia'y multirresistencia a farmacos

La creciente resistencia y multirresistencia a farmacos como la isoniacida y
rifampicina ha incrementado considerablemente en paises europeos y de Sudéfrica a
pesar de los esfuerzos realizados por el Comité Luz Verde (GLC) que promueve
programas de prevencion y control de MDR-TB y que facilita el acceso a
medicamentos aprobados por la OMS para tratar casos de resistencia (World Health
Organization, 2009). Un factor importante a considerar en la resistencia a
medicamentos antituberculosos es la coinfeccion de tuberculosis con VIH, ya que en
pacientes inmunodeprimidos los farmacos presentan menor absorcién, ocasionando la
combinacién de medicamentos de primera linea para evitar posibles efectos
secundarios y que garanticen la recuperacion total (Gonzalez-Martin et al., 2010). En
el caso de MDR-TB se considera la resistencia por lo menos a isoniacida o rifampicina,
mientras que para XDR-TB se muestra resistencia a algun tipo de fluoroquinolonas, y
a medicamentos de segunda linea, como capreomicina, amikacina o kanamicina
(Gonzélez-Martin et al., 2010). Tanto la tuberculosis resistente a multiple farmacos
como la tuberculosis ampliamente resistente a farmacos (XDR-TB), han ocasionado
mayores indices de morbilidad y tratamientos ineficaces. En consecuencia, ha
incrementado el nimero de cepas resistentes a varios farmacos, corroborando esto en
el transcurso del 2018 al 2019 los pacientes reportados con resistencia a rifampicina
(RR) combinada con MDR-TB fueron 206030 y para XDR-TB existieron 12350 casos
a nivel mundial (World Health Organization, 2020).

1.1.6 Tratamiento de cepas resistentes y multirresistentes

Entre los medicamentos empleados para el tratamiento de la tuberculosis, se
encuentran los denominados farmacos orales de primera linea (grupo 1), en segundo
lugar se tiene a las fluoroquinolonas (grupo 2), y como tratamiento en tercer lugar se
encuentran los farmacos inyectables de segunda linea (grupo 3). En casos mas severos
si es propicio, se administra un grupo mixto de farmacos esenciales con escasa
evidenciay farmacos adicionales con menor eficacia (grupo 4). Finalmente, para casos
criticos se usa farmacos con minima eficacia y toxicidad elevada (grupo 5) (Singh,

Chandra, Srivastava, & Srivastava, 2011).



En los casos de resistencia se procede a intercalar farmacos de los grupos citados
anteriormente, por lo que se escoge entre pirazinamida, rifampicina, isoniazida (grupo
1), moxifloxacino o levofloxacino (grupo 2), kanamicina, capreomicina, amikacina o
estreptomicina (grupo 3), etionamida o cicloserina (grupo 4), linezolid, bedaquilina,
delamanid (grupo 5). De los farmacos del grupo 5, existen varios que presentan perfiles
de toxicidad y trastornos neuroldgicos o afecciones hematoldgicas, por lo que su
empleo se ha visto contrariado (Caminero, 2016). En relacion a lo anterior, en un
estudio realizado en México se demostré el riesgo de usar kanamicina, amikacina y
capreomicina (inyectables de segunda linea, ISL) al tratar casos de MDR-TB. Estos
medicamentos han hecho evidente su alta toxicidad renal y otoldgica, en donde el
sintoma secundario mas comun reportado es la pérdida de la agudeza auditiva
(destruccion de células de la coclea) en 8.4% de las personas a las que se les aplico
ISL, mientras que en otras este tratamiento se suspendid por disfuncion renal (14.8%).
Pero a pesar de esto, es comun el empleo de los citados farmacos en varios lugares del
mundo cuando el paciente muestra resistencia ante rifampicina, frente a la renuencia
de varios gobiernos a adquirir otros farmacos recomendados por la OMS (como
bedaquilina, delamanid, clofazimina o linezolid) que han sido comprobados para tratar

cepas resistentes (Jiménez-Gracia, Félix-Ponce, & Laniado-Laborin, 2019).

La duracion de la terapia con este tipo de medicacidon también presenta otro aspecto
desfavorable, la cual puede variar entre 6 y 18 meses. En el transcurso del uso de estos
medicamentos se monitorea continuamente al paciente por medio de antibiogramas,
facilitando la variacion de las dosis si existe sensibilidad segun se trate de una cepa
MDR-TB o XDR-TB (Singh et al., 2011). Ante estas desventajas, se estan
desarrollando nuevos medicamentos que reduzcan al minimo los efectos indeseables
y se ha planteado el uso de inmunoterapias complementarias que permitan combatir
cepas tuberculosas XDR asegurando la recuperacion total del paciente (Gandhi et al.,
2010).

1.1.7 Alternativas para la terapia del bacilo tuberculoso

Actualmente para tratar la resistencia a farmacos, se estan probando dos opciones: la

primera, tratar la tuberculosis con otros medicamentos creados para combatir otras



afecciones y la segunda es el desarrollo de nuevos farmacos. Dentro de la segunda
alternativa se encuentran los farmacos:

Bedaquilina: se dirige hacia la ATP sintasa en donde detiene la translocacion de
protones por lo que la sintesis de ATP se ve reducida en sobremanera. Entre las
ventajas que presenta se encuentra la buena tolerabilidad de la ATP sintasa
mitocondrial humana (menos sensible que en las micobacterias), adicionalmente actla
favorablemente al tratar TB latente. Mientras que entre sus desventajas mostradas, se
encuentra la acumulacién del farmaco en los tejidos y arritmias entre los pacientes.
Delamanid: detiene la sintesis de la pared celular al impedir la formacién de &cido
metoxi-micolico y acido ceto-micolico, también por la generacion de NO que impide
la multiplicacion de otras bacterias.

PA-824: este nitroimidazol al igual que en el caso anterior impide la propagacion de
bacterias anaerdbicas al producir especias reactivas de nitrégeno. Para ser activado
necesita de una nitroreductasa (Ddn), por lo que en cepas de tuberculosis mutantes
resistentes no surgiria efecto al poseer Ddn inactiva.

SQ109: su efecto es la debilitacion de la pared celular al inhibir la sintesis del acido
micolico. En ensayos se ha probado su aplicacion conjunta con bedaquilina,
potenciando la accion bactericida, al permitir que la bedaquilina llegue con mayor
facilidad hacia la ATP sintasa.

Benzotiazinonas: el objetivo de este farmaco es la decaprenilfosforil-p-D-ribosa 2’-
epimerasa (DprEl), esta enzima esta involucrada en la sintesis final del
lipoarabinomanano y arabinogalactano (pared celular de TB).

Si bien estos farmacos actuan a diferente nivel celular, sus efectos secundarios se
encuentran todavia en analisis, ademas de que la efectividad (a excepcion del
delamanid) es reducida en el control de la propagacion de la tuberculosis. (Guzman,
2017).

1.1.8 Ruta biosintética de aminoéacidos de cadena ramificada (BCAAS)

Con estos antecedentes surge la necesidad de generar nuevas opciones terapéuticas
para tratar este patdgeno, una de estas alternativas es atacar rutas metabdlicas que
sintetizan aminoacidos. En hongos en la biosintesis de aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina, fenilalanina) se ha sugerido como diana la enzima 3-deoxi-D-

arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP), ya que al dar inicio la sintesis de los
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aminodcidos aromaticos en C. albicans se inhibi6 el crecimiento del patégeno, y solo
suministrando dichos aminoacidos su patogenicidad se restituyd. Otra ruta biosintética
explorada es la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada (BCAAS). La sintesis
de BCAA s se realiza en plantas, bacterias, hongos, arqueas, algas, pero no en animales.
En esta via se reportado la obligatoriedad de varias enzimas, entre las que se
encuentran: acetohidroxiacido sintasa, cetol-acido reductoisomerasa, dihidroxiacido
deshidratasa, 2-isopropilmalato sintasa, 3-isopropilmalato isomerasa, y  3-
isopropilmalato deshidrogenasa, enzimas claves en la biosintesis de valina, leucina e
isoleucina (Jastrzebowska & Gabriel, 2015).

En la ruta biosintética de aminoacidos de cadena ramificada participan varias enzimas
(Figura 3) en la sintesis de isoleucina la primera enzima de la ruta es la treonina
desaminasa (TD) permitiendo la desaminacién de la treonina para obtener 2-
cetobutirato, ya que a diferencia de la sintesis de valina no se parte del piruvato. La
enzima AHAS cataliza la sintesis de 2-acetolactato a partir de 2 moléculas de piruvato
(Val, Leu) o la formacion de 2-aceto-2-hidroxibutirato con una molécula de piruvato
con 2-cetobutirato (lle). En la siguiente reaccion se necesita de la isomerizacion para
la obtencion de 2-3-dihidroxi-3-isovalerato (en el caso de Leu y Val), mientras que en
el caso de lle, se obtiene 2,3-dihidroxi-3-metilvalerato. En esta reaccion interviene la
enzima cetol-acido reductoisomerasa (KARI). A continuacion, los dihidroxiacidos son
transformados en 2-cetodcidos (2-cetoisovalerato para Val y Leu, y 2-ceto-3-
metilvalerato para lle) por la enzima dihidroxiacido sintasa (DHAD) (McCourt &
Duggleby, 2006).

Para la sintesis de Leu es necesario la intervencion de tres enzimas adicionales; 2-
isopropilmalato sintasa (2-IPMS) la que cataliza una reaccion de condensacion
aldolica entre 2-cetoisovalerato y acetil CoA formando 2-isopropilmalato, 3-
isopropilmalato deshidratasa (3-IPMD), intercambiando la posicion del grupo —OH de
2-isopropilmalato hacia 3-isopropilmalato, y 3-isopropilmalato deshidrogenasa (3-
IPMD) que permite la descarboxilacion oxidativa de 3-isopropilmalato para la
obtencion de 2-cetoisocaproato. La ultima enzima que se emplea para la obtencion de
los amino&cidos leucina, isoleucina y valina es la transaminasa (TA), dicha enzima

BCAT (aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada) cataliza reacciones



que se dan en dos partes, y de las que ademas se necesita del grupo prostético piridoxal-
5°-fosfato. En primer lugar, el glutamato dona un grupo amino, y se obtiene 2-
cetoglutarato conjuntamente con el intermediario piridoxamina 5 -fosfato. En segundo
lugar, piridoxamina 5 -fosfato transfiere su grupo amino hacia dos moléculas de 2-
cetoacidos (formados por DHAD), y 2-cetoisocaproato originado a partir de 3-IPMDH
(Leu) (McCourt & Duggleby, 2006).

HC—OH
HE—NH;"
CO0-
threonine
L,
Hy Hy ™ H,
EC 43.1.19 i):o"
pyruvate pyruvate 2-ketobutyrate
0 i
i N AHAS i" W,
il | [ L
LA EC 2.3.3.13 LS
-isopropylmalate 4 D-acetolactate 2-aceto-2-hydroxyhutyrate
Hy OH LHy
3-1PMD H KARI
H,D—i. ||—cu—(l:|| : ] it
! EC 4.2.1.33 Hy T H—0H EC L1186 “.‘c.-_(l_-_c"_““
00
H H OO0
3-isopropylmalate 2 3-dihydroxyisovalerate 2, 3-dihydroxy-3-methylvalerate]
oy
1, 3-IPMDH I“a DHAD Hy
HJC—IH—CIIH=O EC L1185 H; “—1::' EC 4.2.1.9 H,C 'H—l|'=D
J.'U'U— L0
2-ketoisocaproate —  l-ketoisovalerate 2-keto-3-methylvalerate
TA TA H,
H, o H H
EC 2.6.1.42 E el EC L6142 j 2
My ll—l:l-l.,—(‘l{—:ilH._,+ EC 2.6,1.66 Ty H—I:Ng; EC 2.6.1.66 Hy .‘II—(i'J =1 l_,I
EC Lb.1.6 EC Lel.6 M-
isoleucine

leucine valine

Figura 3. Ruta biosintética de amino&cidos de cadena ramificada. Para la sintesis de Leu,
Val e lle, participan las enzimas: 2-IPMS (2-isopropilmalato sintasa), 3-IPMD (3-
isopropilmalato deshidratasa), 3-IPMDH (3-isopropilmalato deshidrogenasa), TA

(transaminasa), TD (treonina desaminasa), AHAS (acetohidroxiacido sintasa), KARI (cetol-

acido reductoisomerasa), DHAD (dihidroxiécido sintasa) (McCourt & Duggleby, 2006).

1.1.9 Enzima acetohidroxiacido sintasa

Acetohidroxiacido sintasa (AHAS; EC 2.2.1.6) es una enzima dependiente de los
cofactores difosfato de tiamina (ThDP), Mg?* y dinucleétido de flavina y adenina
(FAD), y es la encargada de catalizar el primer paso en la biosintesis de aminoacidos

de cadena ramificada, en microorganismos como bacterias y hongos, plantas. La
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accion de AHAS es la descarboxilacion del piruvato y su unién a un segundo sustrato
(piruvato o 2-cetobutirato) produciendo 2-acetolactato o 2-aceto-2-hidroxibutirato.
Los productos de la reaccion que cataliza AHAS sirven para finalmente sintetizar
valina y leucina (a partir de 2-acetolactato) e isoleucina (2-aceto-2-hidroxibutirato)
(Figura 4) (McCourt, Pang, Guddat, & Duggleby, 2005).

O CH,

2.3-
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Figura 4. Reaccidn catalizada por AHAS. Via de la biosintesis de aminoacidos de cadena
ramificada BCAA (Gedi & Yoon, 2012).

1.1.10 Capacidad inhibitoria de AHAS con el empleo de compuestos herbicidas

La inhibicion de AHAS por herbicidas es del tipo acumulativa reversible dependiente
del tiempo, en donde su inactivacidn es oxidativa con la alteracion quimica de ThDP.
Se ha observado que el cofactor ThDP puede sufrir dos tipos de modificaciones. La
primera consiste en remocién del C2 de ThDP forma ThAthDP, mientras que si el C2
es atacado por un oxigeno, el ThDP se oxida a su forma ThThDP (Figura 5). Tanto
ThAThDP como ThThDP detienen la catalisis de AHAS, la cual puede recuperarse
cuando la enzima reemplaza a estas moléculas con ThDP fresco (Lonhienne et al.,
2018). La inhibicion de AHAS se logra con 5 tipos de herbicidas quimicamente
diferentes, y estos son: sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidinas
(TP), sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (SCT) y pirimidinil-benzoato (PYB)
(Figura 6) (Zhou, Liu, Zhang, & Liu, 2007).
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Figura 5. Estructuras de ThDP, ThAThDP y ThThDP. Formas quimicamente alteradas
de ThDP causadas al unirse un herbicida (Lonhienne et al., 2018).
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Figura 6. Familias de herbicidas que inhiben AHAS. 6a) imidazolinonas. 6b)
sulfonilureas. 6¢) triazolopirimidinas. 6d) pirimidinil (u oxi)-benzoato. 6e) sulfonilamino-

carbonil-triazolinonas (Zhou et al., 2007).

De estos, en Arabidopsis thaliana, se ha probado la alta inhibicién de clorimuron etil
(SU) con un valor de Kiap of 10.8 nM. Por otro lado, se ha demostrado que el

mecanismo de inhibicién de piritiobac (PB) y tiencarbazona metil (TCM) es formando
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un complejo en donde una molécula de H20 se une al anillo tiazol escindido de ThDP,
para que se establezcan enlaces de hidrégeno con su respectivo herbicida (Figura 7a).
Como segundo paso, dos moléculas de H2O se enlazan al oxigeno del enlace éter,
mientras que otra molécula de H2O forma un enlace con el hidrdgeno de la amida del
residuo Gly121 de AHAS. Estas interacciones permiten que se ocupe totalmente el
espacio entre el herbicida y el cofactor ThDP (que ahora es ThThDP, al enlazarse con

las moléculas de H20) (Figura 7b) (Garcia, Nouwens, Lonhienne, & Guddat, 2017).

Figura 7. Moléculas de H,O estabilizan al cofactor ThDP (modificado), en el
complejo herbicida-AtAHAS. 7a) ThAthDP en complejo con PB. 7b) ThThDP en
complejo con TCM. Las moléculas de H,O se muestran como esferas naranjas, ThDP,
FAD, herbicidas y residuos proximos se colorean de verde, amarillo, cian y azul claro.
Los &tomos de carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre se representan con verde, azul, rojo
y amarillo (Garcia et al., 2017).

El potencial antimicrobiano exhibido por la inhibicion de AHAS ha sido demostrado
mediante varios estudios al actuar como target de compuestos con actividad herbicida,
los cuales presentan un amplio espectro in vitro y minima toxicidad (Richie et al.,
2013). Empleando como punto de partida estos indicios, se ha evaluado la eficacia de
las cinco familias de herbicidas comerciales capaces de inhibir la actividad de AHAS
sobre diferentes patdgenos. Por ejemplo, se demostré que derivados de sulfonilureas

son capaces de inhibir totalmente crecimiento de C. albicans en disco y placa en
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concentraciones en extremadamente bajas (Ki de 3.8 nM con etilo 2-(N-((4-yodo-6-
metoxipirimidin-2-il) carbamoil) sulfamoil) benzoato) (Lee et al., 2013). Igualmente,
se obtuvieron resultados positivos al aplicar triazolo-pirimidina-sulfonamida en
cultivos de Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces
cerevisiae y Rhizopus oryzae, en cuyas placas se aprecio un inexistente crecimiento
(Richie et al., 2013). Ademas, se ha demostrado la potente actividad antifungica de
sulfonilureas (principalmente clorimurdén etil) y triazolopirimidinas frente a C.
albicans y C. neoformans (Garcia et al., 2018). Por otra parte el fungicida bensulfurén
metil mostré un MICsg de 0.090 uM en C. auris (Agnew-Francis et al., 2020).

Para comprobar el efecto antifungico in vivo de herbicidas que acttan sobre AHAS, se
suministrd dosis de 500 mg-kg*-d%, del herbicida CE (clorimurén etil) en ratones
BALB/c por 7 dias. Tras probar que no existié toxicidad en los mismos, se realizé un
modelo de candidiasis aguda en ratones BALB/c mediante su infeccion con la cepa
SC5314 de C. albicans. El progreso de la infeccion se monitore6 mediante la pérdida
de peso de los roedores ademas de la evaluacién de su estado fisico general. Este
experimento permitié determinar que dosis entre 100 a 500 mg-kg*-d ! de CE son
capaces de eliminar significativamente la carga fungica en el higado, pulmon, cerebro
y bazo (Garcia et al., 2018).

Uno de los aspectos que generan preocupacion al aplicar un farmaco es el potencial
desarrollo de resistencias. En el caso de AHAS, se conoce que existen mutaciones
puntuales que provocan la resistencia de la enzima a las diferentes familias de
herbicidas comerciales. Un ejemplo claro de desarrollo de resistencias se ha observado
en plantas arvenses objetivo de inhibidores de AHAS. Por ejemplo, las mutaciones
mas frecuentes y perjudiciales son las que ocurren en las posiciones Pro197 y Trp574.
La mutacion Prol97Leu AHAS de A. thaliana puede ser contrarrestada mediante la
modificacion de los inhibidores en las posiciones —meta, -orto, -para, de 3-
fluoroanisol. De esta forma fue posible establecer resultados prometedores de
inhibicion (Tabla 1) al incluir una sola modificacion en el anillo fenoxi (con el objetivo
de no afectar la actividad enzimatica), que se pueden aplicar a futuro en agricultura
(Quetal., 2017).
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Tabla 1. Inhibicién en AtAHAS mutante
Ki (UM)

Compuesto Wildtype Mutante
AtAHAS P197L

4-Ph 3,69+0,89 2,71+0,12
3.4-benzo  1,79+0,18 3,17+0,15
3-CHz-4-Br 1,41+0,28 3,34+0,40
3-CHs-2-F  0,53+0,03 3,35+0,42
2-Cl-4-CHz 1,59+40,45 3,70+0,51
Inhibidores creados quimica sintética. Se indican los 5 primeros inhibidores que

mostraron mayor inhibicion en la variante mutante (Qu et al., 2017)

1.1.11 Inhibicién de M. tuberculosis por herbicidas comerciales

Las enzimas KARI y AHAS han sido objetivos de estudio de su actividad anti M.
tuberculosis por su participacion en la ruta de biosintesis de aminoacidos de cadena
ramificada. Sin embargo, la inhibicion de AHAS ha superado en andlisis in vitro a la
inhibicion de la enzima KARI, al conseguir con la primera el nulo crecimiento de M.
tuberculosis en placa. En este sentido, has sido posible demostrar la eficacia de
sulfometuron metil (SM) y metsulfuron metil (MM) en el tratamiento de roedores
infectados con la cepa ATCC 35801 de Mycobacterium tuberculosis. Dichos
compuestos fueron suministrados posterior a la infeccion con M. tuberculosis durante
28 dias con concentraciones de 12 y 16 uM, respectivamente. Transcurridos 30 dias
del tratamiento, se analizaron sus 6rganos mostrando ademas de la integridad de los
mismos, minima concentracion de M. tuberculosis en sus pulmones. De esta forma se
concluyé que SM (500 mg/kg del peso del roedor) es un potencial agente inhibidor de
AHAS efectivo para el tratamiento de la tuberculosis (Grandoni, Marta, & Schloss,
1998). Asimismo, los herbicidas SM y KHG20613, que son potentes inhibidores de
AHAS, han demostrado la capacidad de matar células de M. tuberculosis comunes, asi
como cepas XDR-TB y MDR-TB en macréfagos (Choi, Yeon, Hoh, Choi, & Yoon,
2005).

La inhibicion de AHAS se puede lograr con distintas familias de herbicidas. Entre la
variedad de estructuras quimicas de los herbicidas existentes se analiz6 una libreria de

compuestos, con cuyo cribado se obtuvo a 15 potentes agentes de inhibicién de la
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familia de las triazolopirimidinas (Figura 8). El analisis in vitro se realiz6 en
macrdfagos de roedores, estas células se emplearon como material para realizar la
infeccion con M. tuberculosis, cinco compuestos mostraron la menor concentracion
inhibitoria (ICso) (Tabla 2), al emplear concentraciones minimas (<20 uM) (Jung, Ha,
Lee, Ryoo, & Yoon, 2016). Esto convierte a AHAS en un target 6ptimo para el

desarrollo de farmacos con actividad bactericida en M. tuberculosis.

K14307 KMO1536 K12577 K13791 K12575
T AU , I ' ) ‘ i e ‘ ‘
’ ) - " F W N i N |
FBS-08215 K13789 K13793 KMO00854 KSI-2865
\ : _ T o
L 9 ek . 3 &P Mo o, o< EpCT )
KM01268 1575NJ0362 KMO00194 KMO01124 K12487

Figura 8. Estructura de varios compuestos inhibidores de AHAS. De la familia de las
triazolopirimidinas se encuentra: K14307, KM01536, K12577, K13791, K12575, FBS-
08215, K13789, K13793, KM00854, KM01268, 1575NJ0362, KM00194, KM01124 y
K12487.Y el compuesto KSI-2865, correspondiente a la familia de las quinolinas (Jung et
al., 2016).

Tabla 2. Inhibicién en MtAHAS

Inhibidor Ki (UM)
K14307 0,425
KMO01536 0,46
K12577 0,446
K13791 0,936
K12575 1,24
Inhibidores con maxima actividad antimicobacterial. De los 15 compuestos aplicados, se

muestran los compuestos con mayor inhibicién (Jung et al., 2016).

1.1.12 Estructura de los complejos de SCAHAS y AtAHAS

La dilucidacion de la estructura de AHAS ha sido evidenciada por medio de estructuras

cristalinas, en donde el complejo AHAS en Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis
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thaliana adoptan forma de cruz maltesa con la diferencia de que en Sc es un complejo

hexadecamérico y en At es un dodecamero (Figura 9) (Lonhienne et al., 2020).

a ScCSU dimer b AtCSU dimer
; ScRsU f&gv AtRSU

’;. octamer ®, %“ tetramer
. ot § A - -‘ﬁ/
o soid ] ? ¢
E.d o4 P
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NHd e G N e a
QrEREe O e &
B gAY < 3

r Sy
ScCsuU d|mer AtCSU dimer
c AtCSU dlmer
' AtRSU
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AtCSU dimer
Jswip NSOV
Y S61
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Figura 9. Estructura de los complejos de SCAHAS y AtAHAS. 9a) Complejo SCAHAS:
ocho RSUs (cada uno con su dominio ACT) forman el nucleo de los cuatro dimeros de CSU,
ambas subunidades se unen por 4 pares de ATP. 9b) Complejo AtAHAS: cuatro RSUs (cada

uno posee dos pseudo repeticiones del dominio ACT), de igual forma son parte del centro

del complejo, que se comunica con cuatro dimeros de CSU. 9¢) Mapa crio-EM de AtAHAS
(Lonhienne et al., 2020).

1.1.13 Estructura de MtAHAS

Con las estructuras precedentes de SCAHAS y AtAHAS se ha establecido la similitud
estructural en concordancia con el arreglo de las subunidades entre ambos reinos
(Lonhienne et al., 2020). Por ende, para probar la relacion existente con la bacteria
Mycobacterium tuberculosis se cloné las subunidades de AHAS, ilvB (CSU) e ilvN
(RSU) del ADN gendmico de la cepa H37Rv de M. tuberculosis en E. coli. Posterior
a la expresion y purificacién de las subunidades de AHAS, mediante SDS-PAGE se
determind que estas poseen pesos moleculares de 68.3 kDa (CSU) y 20.4 kDa (RSU)
(Choi et al., 2005). De esta manera se observo una similitud entre el peso molecular
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de ambas subunidades con aquellas de AHAS de Saccharomyces cerevisiae, cuyos
pesos moleculares son iguales a 70.5 kDa (CSU) y 29.6 (RSU). Las estructuras en
forma de cruz observadas por microscopia electronica (Figura 10) muestran que la
estructura tridimensional de AHAS en M. tuberculosis es efectivamente semejante a
los complejos de SCAHAS y AtAHAS (Lonhienne et al., 2020), comprobando de esta
forma la conservacion de AHAS en distintos reinos. Hasta el momento no se cuenta
con una estructura tridimensional de MtAHAS determinada a nivel atobmico con la cual
se puede comprender su mecanismo de inhibicion o desarrollar nuevos inhibidores de

la enzima mediante métodos de disefio racional.

Figura 10. Micrografias electronicas de tincion negativa de AtAHAS y MtAHAS.
Ambos complejos muestran la forma de cruz maltesa. 10a) Complejo AtAHAS. 10b)
Complejo MtAHAS (Lonhienne et al., 2020).

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Establecer un modelo computacional la estructura tridimensional de la enzima

acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de Mycobacterium tuberculosis.

1.2.2 Obijetivos especificos

e ldentificar las secuencias codificantes para la subunidad catalitica y la subunidad
regulatoria de la enzima acetohidroxiacido sintasa de Mycobacterium tuberculosis.
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e Determinar la mejor estructura base para el modelo de la enzima acetohidroxiacido
sintasa de Mycobacterium tuberculosis y el grado de conservacion de sus motifs
mas importantes.

e Construir un modelo tridimensional de la enzima acetohidroxidcido sintasa de

Mycobacterium tuberculosis.

1.3 Hipotesis
1.3.1 Hipdtesis nula

La identificacion y comparacion de las secuencias de las subunidades catalitica y
regulatoria de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de M. tuberculosis con
SCAHAS y AtAHAS, no permiten establecer la estructura tridimensional de la enzima

acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de Mycobacterium tuberculosis.

1.3.2 Hipotesis alternativa

La identificacion y comparacion de las secuencias de las subunidades catalitica y
regulatoria de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de M. tuberculosis con
SCAHAS y AtAHAS, permiten establecer la estructura tridimensional de la enzima

acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de Mycobacterium tuberculosis.

1.4 Sefalamiento de las variables de la hip6tesis
1.4.1 Variables dependientes

e Homologia estructural de AHAS.
e Grado de conservacion de residuos aminoacidicos involucrados en interacciones

con cofactores e inhibidores.

1.4.2 Variables independientes

e Secuencias de CSU y RSU de la enzima acetohidroxiacido sintasa de M.
tuberculosis, S. cerevisiae y A. thaliana.

e Estructuras tridimensionales de AHAS de S. cerevisiae y A. thaliana.
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2.1 Materiales

211

2.1.2

2.1.3

2.14

2.15

CAPITULO II
METODOLOGIA

Paginas web

National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Protein Data Bank (PDB)

T-coffee

Boxshade

Clustal Omega

Servidor web bioinformatico

Programas

Equipos

Swiss-Model

WinCoot
PyMOL
LigPlot
Yasara

Microsoft office

Computadora personal

Codigos empleados para la obtencion de secuencias FASTA

Tabla 3. Codigos de las secuencias de las subunidades catalitica y regulatoria de AHAS

empleadas

Organismos CSuU RSU

MtAHAS  YP_177917.1 CCP45808.1
SCAHAS  NP_013826.1 NP_009918.1
AtAHAS AEE78430.1 NP_850174.1

2.1.6 Codigos de las estructuras en PDB

Tabla 4. Cddigo de estructura

Organismo Complejo
SCAHAS 6u9d.1
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2.2 Métodos
2.2.1 ldentificacion de las secuencias de AHAS de M. tuberculosis, S. cerevisiae
y A. thaliana

Se busco las secuencias de las subunidades catalitica y regulatoria de MtAHAS,
SCAHAS y AtAHAS en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Esta base de datos provee informacion de genomas de distintos
organismos y las proteinas que codifican. Una vez obtenidas las secuencias de las
proteinas de interés, se descargaron en formato FASTA y se almacenaron en archivos

de texto.

2.2.2 Alineamiento de CSU y RSU de MtAHAS, SCAHAS y AtAHAS

Para realizar el alineamiento multiple de secuencias se utiliz6 la herramienta T-coffee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular), en donde se ingresaron las secuencias
FASTA y se presiono “submit” para iniciar el alineamiento. Concluido el alineamiento

se descargaron los resultados en formato “fasta aln”.

Con el archivo de respuesta se procedio a generar un alineamiento coloreado con la
herramienta Boxshade (https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html). Para
llevar a cabo este proceso se incorpor6 los resultados en el formato “fasta aln”, y se

escogieron los siguientes parametros:

. “other” en la ventana del formato de entrada de la secuencia.

. “RTF new” como formato de salida.

. Con “run boxshade” se inici6 y finalmente se descargd como “Output
number 1”.

2.2.3 Seleccién del modelo tridimensional base para el modelamiento de
MtAHAS

Con el cotejo entre las secuencias de SCAHAS, AtAHAS y MtAHAS se definio el

modelo tridimensional mas afin (SCAHAS), el cual se descargo de la base de datos del

Protein Data Bank (PDB).
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En el repositorio PDB, es posible estudiar modelos tridimensionales de proteinas y
acidos nucleicos, obtenidos principalmente a partir de cristalografia de rayos X,
resonancia magneética nuclear y microscopia electronica. Una vez identificado el

modelo se lo descarg6 en formato .pdb.

2.2.4 Obtencion del modelo tridimensional de MtAHAS

Para la construccion del modelo tridimensional de MtAHAS se emple6 el servidor
Swiss-Model. Esta herramienta automatizada, permite el modelado de proteinas
homélogas, para lo cual fue necesario la plantilla del modelo base apropiado
(SCAHAS), la que sirvid para la construccion de la nueva estructura. Adicionalmente,
el servidor elabord el modelo con base a un alineamiento entre la secuencia de la

plantilla y la secuencia objetivo.

Como resultado, se generd la estructura cuaternaria en formato .pdb, y tablas de
resultados del procedimiento que incluyeron los parametros de GMQE (estimacion de
la calidad del modelo global), QMEAN (calidad absoluta del modelo global). Ademas
de representaciones graficas que reflejaron las comparaciones tomadas en cuenta para

la construccion del modelo.

2.2.5 Anélisis del modelo de MtAHAS

Tras obtener el complejo de MtAHAS de Swiss-Model fue necesaria la insercion de
los cofactores (ThDP, FAD y Mg*?), e identificar sus motifs de union. Este paso se lo
realiz6 en el programa WinCoot. Finalmente se realizd la minimizacion de la energia

del complejo unido a sus cofactores mediante el servidor Yasara.

Con el modelo tridimensional de MtAHAS completo, se procedi¢ al andlisis estructural
de cada subunidad mediante los programas PyMOL, LigPlot y WinCoot. La
investigacion se centrd en definir las caracteristicas de los residuos involucrados en la
union a los cofactores, herbicidas y BCAAs. Las imagenes e ilustraciones se
construyeron en el programa PyMOL. Y finalmente las interacciones de los ligandos

se las identifico y midio en LigPlot.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Interpretacion de resultados y discusion
3.1.1 Identificacion de las secuencias de AHAS de Arabidopsis thaliana,
Saccharomyces cerevisiae y Mycobacterium tuberculosis.
A partir del afio 1998 muchos avances han transcurrido desde la secuenciacion
completa del genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis. Con este gran primer paso,
se entendid que varios factores contribuian a la resistencia de la micobacteria, como la
naturaleza hidrofobica de la envoltura celular y la codificacion de proteinas causantes

de lipogénesis y lipdlisis (Cole et al., 1998).

Entre los varios estudios que se han realizado para suplir el empleo de medicamentos
antituberculosos con elevada toxicidad y proveer un tratamiento para cepas con
resistencia a medicamentos de primera linea, se ha propuesto a la enzima AHAS como
potencial target, ya que al inhibirla es posible detener la provision de aminoéacidos de
cadena ramificada e inhibir el crecimiento y desarrollo de los bacilos (Singh et al.,
2011). Con estos antecedentes, en modelos superiores como plantas, la enzima AHAS
es el target de al menos 50 herbicidas empleados en cultivos de algodon, trigo, arroz,
entre otros. Estos compuestos pertenecen a las familias sulfonilurea (SU),
sulfonilamino-carbonil-triazolinona (SCT), pirimidinil-benzoato (PB),
triazolopirimidina (TP) e imidazolinona (IMI), cuyo objetivo es la inhibicion de
AHAS, con amplio espectro de actividad y baja toxicidad en animales (Garcia et al.,
2017).

En el caso de Arabidopsis thaliana los herbicidas (SU, IMI, TP, SCT y PYB) bloquean
la entrada del sustrato hacia el sitio activo al situarse en el canal de acceso del mismo
(McCourt, Pang, King-Scott, Guddat, & Duggleby, 2006). De esta manera causan
la inhibicion reversible de la enzima. (Lonhienne et al., 2018). Este mecanismo de
inhibicién explica la extremadamente alta potencia de estos herbicidas tanto en
estudios in vitro como in vivo. Ademas de inhibir a la enzima AHAS presente en
plantas, también se ha demostrado que los herbicidas comerciales tienen actividad

inhibitoria de AHAS en levaduras y hongos. Especificamente, el compuesto
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triazolopirimidina, Compuesto 1, mostré una concentracion minima inhibitoria
(CMl1g0) de 4 pg/mL en Saccharomyces cerevisiae (Richie et al., 2013), en tanto que
al aplicar el herbicida sulfonilurea, CE, se logré un MIC de 0.03 pg/mL para Candida
albicans y 2.75 pg/mL para Cryptococcus neoformans (Garcia et al., 2018).

Al comprobar la exitosa inhibicion que se logra no solo en plantas sino en
microrganismos, se ha optado por analizar el efecto que causa en experimentos in vitro
e in vivo destinando a AHAS de Mycobacterium tuberculosis como target de
sulfonilureas. Los resultados obtenidos, indicaron mayor concentracion inhibitoria
minima para los compuestos modificados K13010 (a partir de metsulfurén metil) y
K13030 (variacion de sulfometurén metil) al obtener un MIC (ug/ml) de 6.3y 3.1-6.3,
respectivamente en una cepa de Mycobacterium tuberculosis multirresistente a
farmacos (Sohn et al., 2008). Estos indicios previos, sugieren que AHAS es un target
optimo para el desarrollo de farmacos que traten no solo cepas comunes de
Mycobacterium tuberculosis, sino también aquellas variantes que presenten diferentes
tipos de resistencia a los farmacos convencionales. Ante esto, en el presente estudio se
propuso el modelamiento computacional de la estructura tridimensional de MtAHAS,
al contemplar la organizacion oligomérica de sus subunidades catalitica y regulatoria

como un solo complejo.

Dado que las Unicas estructuras tridimensionales disponibles hasta la fecha para el
complejo AHAS corresponden a SCAHAS y AtAHAS (Lonhienne et al., 2020) se las
definié como plantillas para la construccién del modelo tridimensional de MtAHAS.
En primer lugar, previo a la construccién del modelo MtAHAS, se realiz6 un
alineamiento multiple de secuencias. Para ello, se identificé las secuencias AHAS de
A. thaliana, S. cerevisiae (cepa S288c) y M. tuberculosis (cepa H37Rv) en la base de
datos del NCBI. Las secuencias de las subunidades cataliticas (CSU, o también
Ilamada subunidad grande) de AHAS (también conocida como acetolactato sintasa,
ALS) identificadas fueron: YP_177917.1 (MtCSU), NP_013826.1 (ScCSU), y
AEE78430.1 (AtCSU). De la misma forma, se identifico las secuencias para las
subunidades regulatorias (RSU, o también llamada subunidad pequefia) de AHAS
estos organismos: CCP45808.1 (MtRSU), NP_009918.1 (ScRSU), y NP_850174.1

(AtRSU). Todas las secuencias fueron descargadas en su formato FASTA.

24



3.1.2 Alineamiento multiple de secuencias de la subunidad catalitica y
subunidad regulatoria de MtAHAS, SCAHAS y AtAHAS
Para la construccion del alineamiento mdltiple de secuencias se emple6 la herramienta
T-coffee y Boxshade. Adicionalmente, para analizar las interacciones entre los
cofactores de la enzima (ATP, ThDP, FAD) y los residuos que conforman su sitio de
unioén se empled los programas WinCoot y LigPlot. En LigPlot, se tomé en cuenta la
distancia méaxima de 2.70 A (hidrogeno-aceptor) y 3.35 A (donor-aceptor) para
puentes de hidrogeno, mientras que para las interacciones no polares se determind
contacto minimo con valor de 2.90 A y 3.90 A como contacto maximo. En cambio, en
el programa WinCoot, las distancias medio ambientales (contactos polares y no
polares) se establecieron en un rango entre 2.2 A (distancia minima) y 4.2 A (distancia

maxima).

En la Figura 11 se encuentra el alineamiento de las subunidades regulatorias de los tres
organismos, en donde se muestra las interacciones y el grado de conservacion de los
residuos. Mientras que en SCAHAS y en MtAHAS la RSU tiene una conformacion
homodimérica, en el caso de A. thaliana la RSU es un mondmero, cuya secuencia de
aminoacidos (aa) exhibe una duplicacién interna (RSU_R1y RSU_R2) y un linker de
54 aa entre ambas repeticiones (Lee & Duggleby, 2001). Se cree que la duplicacion
del gen que codifica para la RSU en A. thaliana y su expresion como un solo péptido
se podria deber a que ambos dominios poseen una separacion para que un dominio de
RSU se una a Val o lle, mientras que el otro permitiria la uniéon de Leu como
mecanismo de inhibicion por retroalimentacion. Este arreglo a su vez indica la
variacion evolutiva que surgio esta subunidad a partir de la enzima treonina
desaminasa (Wessel, Graciet, Douce, & Dumas, 2000). Para el alineamiento multiple
de secuencias se dividio la secuencia de AtRSU en dos secciones. La primera
correspondié a 259 aa de AtRSU R1 (80 aa del péptido sefial y 179 aa
correspondientes a la repeticion 1), mientras que la segunda incluyé 156 aa de
AtRSU_R2. El linker entre ambas repeticiones no fue considerado durante este
andlisis. La repeticion 1 es de mayor longitud ya que considera los primeros 80 aa
correspondiente al cpTP (péptido de destinacion al cloroplasto) (Heijne, Stepphun,
& Herrmann, 1989).
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Figura 11. Alineamiento multiple de secuencias de SCRSU, AtRSU_R1, AtRSU_R2y

MtRSU. Aminoécidos involucrados en interacciones con CSU (naranja), aminoacidos con

unién a ATP (verde), sitio de unién de valina (morado), restos aminoacidicos con union a

Mg?* (lila). Aminoacidos altamente conservados (sombreados en negro), aminoéacidos

conservados (sombreados en gris), no conservados (se mantienen sombreados en blanco).

Con base al andlisis de la estructura tridimensional del complejo SCAHAS se

determiné que los aminoacidos de RSU involucrados en su union a CSU son Arg21,
Arg29, Phe3l, Asp57, Thr58 y Asn68 (numeracion basada en la secuencia de MtRSU)

(Figura 11, aa descritos en naranja). Entre los tres organismos unicamente se

encuentran altamente conservado al residuo en la posicién Arg29, y Phe31 como

aminodcido conservado, en donde la secuencia de RSU de levadura y bacteria presenta

una fenilalanina mientras que en planta este residuo es una tirosina. En la posicion

Asp57 se observa la variacion del aspartato por otro aminoacido de carga negativa,

como el glutamato, unicamente en el At RSU_R1. Ademas, Arg21 varia por lle solo
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en At RSU_R2. Entre tanto, en Asn68 se determiné como aminoacidos conservados
a glutamina y asparagina (At RSU_ R1 y Mt_RSU), en contraste con los residuos no
conservados: acido glutdmico (Sc) y tirosina (At RSU_ R2). Finalmente en esta
comparacién, en Thr58 varian todos los residuos, por lo que no existe conservacion en

ninguna de las 4 secuencias.

El lugar clave en el que se interrelacionan las subunidades regulatorias con las
subunidades cataliticas, es en el dominio ACT del RSU donde se establece la primera
conexién al formarse un puente salino entre Arg101 (primera hélice o) con Asp199 del
CSU, en la siguiente unidn participa la segunda hélice a del RSU con el dominio 3
(cadena A del CSU) especificamente los residuos 11e413, y Pro410. Los aminoacidos
Aspl29 y Glul40 también son parte del dominio ACT del RSU e interacttan con el
dominio B de una unidad del dimero CSU vy el residuo Arg93 permitiendo la
comunicacion entre los sitios activos en Saccharomyces cerevisiae. En el caso de
Arabidopsis thaliana Argl110, Tyrll2 y Argl37, participan en la unién entre el
dominio ACT AtRSU y el dominio 8 de AtCSU (Lonhienne et al., 2020). Los cinco
residuos involucrados en la unién a RSU (mostrados en naranja en la Figura 12) se
encuentran totalmente conservados, a excepcion de la sustitucion de una serina en At
en la posicion Pro339, indicando de esta manera el alto grado de conservacién en los

lugares de conexidn con las subunidades regulatorias de los tres organismos.

Los sitios de unién del ATP se denotan en color verde, Arg87, y Argl59 (altamente
conservados), en el caso de Argl12 en ambos repeats de At como en Mt existe un
residuo de arginina mientras que para Sc este aminoacido es no conservado al variar
por una glicina, en la posicion Val118 los residuos son conservados al ubicarse valina
(Mt y At RSU_ R2) e isoleucina en Sc y en At_ RSU_ R1, para el caso de Asn130
(lisina en Sc, acido aspartico en At RSU_ R1 y asparagina en Mt) existe no
conservacién en los tres organismos, para Lys133 (lisina en At RSU_R1 y Mt,
arginina en Sc) en la levadura el residuo es conservado. Para adoptar la conformacion
de octdmero o tetramero es necesario la presencia de ATP, caso contrario se
mantendrian las subunidades regulatorias en forma de dimero. En cuanto a Sc al ser un
octamero es necesario de 4 pares de ATP para que las subunidades regulatorias se

unan, sin embargo, las RSUs de At forman un tetramero precisando de 2 pares de ATP.
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En Saccharomyces cerevisiae los residuos Argl59 y Arg280 son invariantes en sus
posiciones homologas de Arabidopsis thaliana y Mycobacterium tuberculosis,
corroborando de esta forma la alta conservacion que se mantuvo entre las especies
(Lonhienne et al., 2020).

Al proveer el aminodacido valinaa AHAS se une con los residuos Pro16, Vall18, Leul9
de los cuales existe un resto no conservado para el caso del repeat 1 de At al encontrarse
serina, mientras que son conservados al situarse metionina e isoleucina,
respectivamente. Los aa Asn32 e 11e33 son altamente conservados, finalmente en el
repeat 1 de At y en Mt se encuentra altamente conservado a Glu34, conservado al ser
sustituido por acido aspartico (Sc) y no conservado al situarse una glutamina en el
repeat 2 de At. Experimentalmente al adicionar I-valina, el centro de la amida se sitla
entre las posiciones Val90, Leu91 e 1le105, estableciendo también tres puentes de
hidrogeno con Asnll3 y Asp328 (cadena lateral), e llel14 (oxigeno del grupo
carbonilo), probando con esta disposicion que la forma conformacional en la que se
localiza la valina se encuentra altamente conservada tanto en modelos de plantas,

bacterias y hongos (Lonhienne et al., 2020).

El alineamiento de las subunidades regulatorias en el caso del magnesio indica la
conservacion en las posiciones de Arg87 y Argl59, pero las variaciones no
conservadas en Asn130 (lisina en Sc_RSU, &cido aspartico en At RSU R1 y
asparagina en Mt_RSU) y Lys133 (arginina en Sc_RSU). Al situarse asparagina en la
posicién 130 en Mycobacterium tuberculosis por su naturaleza polar sin carga, la
ubicacion del magnesio no se veria afectada, sin embargo, al posicionarse un
aminoacido con carga negativa como el aspartato probablemente existiria una
repulsion del cofactor pero al presentarse este cambio en Arabidopsis thaliana y como
se menciond anteriormente en el modelo de planta Unicamente es necesario dos pares
de ATP, razdn por la que no afectaria su disposicion en la proteina, reafirmando de
esta manera que para estabilizar las cargas negativas el Mg?* se une a seis argininas y
dos lisinas (de distintas RSUs), en Saccharomyces cerevisiae (Lonhienne et al.,
2020).

28



Con respecto a la subunidad catalitica (Figura 12) las interacciones con el cofactor
ThDP se denotan en amarillo y se analiz6 en el dimero 4 (cadenas M-N). Los aa
involucrados poseen conservacion total en: Pro60, Prol111, Gly112, Asn115, GIn148,
GIn429, His430, Gly453 y Gly511, en Mt hay un residuo no conservado en Cys482 al
mantenerse serina para Sc y At. El difosfato de tiamina al interrelacionarse con Mg?*
se ubica en el centro activo del dimero por lo que involucra a ambos monémeros. A su
vez, los oxigenos del grupo pirofosfato crean puentes de hidrogeno con las cadenas
laterales de His500, Asp550, Ser552 y Asn577 y con las cadenas principales de
GIn499, His500, Ala551 y Ser552, de igual manera fuerzas de Van der Waals
intervienen en la unién de los dos anillos del ThDP implicando a Met525 y Met555
(un monémero), y Tyr113, Gly115, Glu139, Thr162 y Pro165 (con otro monomero del
dimero). Al situarse en el centro del sitio activo de ambos mondmeros, la
conformacion de ThDP adopta forma de V al unirse a la enzima, causando una cercania
de 3. 1 A entre la porcion de 4-amino y los 4tomos de C2 de los residuos cercanos
(Pang, Duggleby, & Guddat, 2002). Esta distancia causa, que km de ThDP en
SCAHAS sea de 110 uM (Poulsen & Stougaard, 1989), en MtAHAS se ha reportado
el valor de 51.23 puM (Choi et al., 2005) y de 25 uM en AtAHAS (Chang &
Duggleby, 1998). Explicando la mayor afinidad de ThDP en el modelo de planta, se
conoce que existe una estructura denominada “tapa” formada por el bucle movil y el
brazo de C-terminal (“capping region”). Esta configuracion difiere en el modelo de
plantay en el de levadura, en A. thaliana el C2 de ThDP es el Gnico carbono de acceso
al solvente cuando el bucle mdvil se dispone como hélice-alfa protegiendo al resto de
la estructura, en el caso de Sc el anillo de tiazol es desprotegido totalmente cuando el
bucle movil adopta forma de laminas beta antiparalelas. Adicionalmente, la segunda
conformacion (brazo de C-terminal) se torna en forma de U en At, mientras que en Sc
es una cola desordenada, también el sitio activo de At es reforzado por la presencia de
un “bucle apéndice” (residuos Phe587-Pro599) el cual interactda con el bucle movil,
y estabiliza la regién (Garcia, Wang, Lonhienne, & Guddat, 2017).

El cofactor FAD forma 12 enlaces con residuos en la cadena N (dimero 4), de estos se
indica conservacion total en: Thr272, Leu273, His293, Arg314, Asp316 y Asp355. En
el modelo de planta y bacteria existe conservacion en Gly247 y Asp336, pero en
levadura los aminoacidos son conservados al situarse alanina y acido glutamico,

respectivamente. En S. cerevisiae en las posiciones Serl27 y Val356 existen
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diferencias al poseer aminoéacidos no conservados (Gly y Ala) en comparacion con A.
thaliana y M. tuberculosis, para el caso de la bacteria en la posicion Pro290 es una no
conservacion al ser leucina el residuo presente en las secuencias de la planta y
levadura. Finalmente, en cuanto al cofactor FAD hay una no conservacién marcada en

Thr313, al posicionarse alanina, valina y treonina, para Sc, At y Mt.

En S. cerevisiae en cada mondémero de las subunidades cataliticas existen tres
dominios: o (85-269), B (281-458) y y (473-643), de los cuales el cofactor FAD
presenta mas afinidad con el dominio beta que con alfa y lambda y posee un elevado
valor de km (0.3 uM) al presentar doce enlaces (entre puentes de hidrégeno y enlaces
de Van der Waals). En A. thaliana, de igual forma que en el modelo de levadura cada
subunidad catalitica esta compuesta por tres dominios o (86-280), B (281-451) y v
(463-639). De igual modo, en ambos organismos la disposicion del anillo flavin del
FAD se localiza en el sitio activo de la subunidad catalitica con los grupos hidroxilos
direccionados hacia el C2 del ThDP. Dicho flavin adenin dinucle6tido en el modelo
de At se une a las cadenas laterales de los aminoacidos: His351, Met352 y Arg377,
ademas los residuos que se ubican en el brazo del C-terminal abarcan desde el residuo
Pro649 hasta el Ser653 (Garcia, Wang, Lonhienne, & Guddat, 2017). Al poseer
menos interacciones la afinidad de FAD con los residuos de la subunidad catalitica en
Arabidopsis thaliana es menor al reflejar un valor de 1.46 uM (Chang & Duggleby,
1998).

Tras identificar los lugares de union a cofactores, se ha priorizado también establecer
los contactos con herbicidas que se ubican en el sitio activo en la secuencia de CSU.
Por consiguiente, al usar como referencia los lugares de union del herbicida
penoxsulam (PS) con S. cerevisiae, se exhibe alta conservacion en: Gly62, Ala63,
Vall37, Alal46, Phel47, Lys197, Met292, Asp3l7, Arg318, Met512, Val513 y
Trp516 entre los tres organismos, aunque existe una no conservacion en Gly138 al
posicionarse una glicina en Mt en lugar de prolinas de los modelos de levadura y
planta. La estructura cristalina de la enzima AHAS de S. cerevisiae al unirse al
herbicida PS ha demostrado que una sola molécula de PS se enlaza a cada subunidad
de la interface formada por dos dimeros, al ingresar en la enzima se ubica en el fondo

del “bolsillo” del sitio activo, y aqui es estabilizado por las regiones de los bucles 1, 2
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y Q, la cola de C-terminal y el bucle mdvil, y para intensificar el lugar de unién forma
13 interacciones con SCAHAS y 18 con AtAHAS (Tabla 5) (Lonhienne et al., 2018).

Sc_c8u MIRQSTLENFAIRRCFQHIAYRNT PAMRS - —VALA-QRF-—————————- ¥YSSSSRY-——Y 44
At CsU MAAATTTT-———- TTSSSISFSTEPSPSSSKSPLPISRFSLPFSINENESSSSSRRRGIK 55
Mt OSU  mmmmm e 0
8c_C8U SASP--LPASKRPEPAPSFNVDFLEQPAEPSELARRLRAEPIMDTSFVGLTGGQT FNEMM 102
At CsU S5SPSSISAVINTTTNVITTPSP-—-—TREETRPET—-—FISREAPDQPREGADILVEAL 107
Mt_CSU MSAPTR-—————- PHSPTFRPEPHSARNEPRHPAR——-——RPEHVALQQLTGAQAVIRSL 48
G&2 AE3
Sc_c8U SRONVDTVE ILPVYDATHNSDRFNFVLPRHE QGAGHMAEGYARASGEPGVVLYT 162
At CsU ERQGVETVEL SMETHQAT.TRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGRPGICIAT 167
Mt CSU EELGVDVIFGT LPVYDPLEDSERLRHVLVRHEQGAGHARSGYAHVTGRVGVCMAT 108
F147

Al4e

51|2? V137 G138

Sc_ €30 3 Ti TPMRDAFADGIPMVVETGE TSAIG ELDVVGISRSCTEWNVMVES 222

ht_CSU 3 TWLVSCLADATL PLVAIT EEMTIG ETEIVEVTRSITEENYLVMD 227
Mt_CSU 3 TWLVTELADEROMDETEVVATIT GRGLIG ELDISGITMEITEHNFLVES 168
K197
Sc_C8U VEELPLRINEAFEIATSGREGEVLVDLEADVTALTIENPIPTETTLESNALNOLTSRAQD 282
At C3O VEDIPRITEEAFFLATSGRPGEVLVDVHRADI QQOLAT PNWEQAMETL.PGYMSEM————— PE 282
Mt_CSU GDDIPRVLAFAFHIAASGRPGAVLVDIRADVLOGOCTFSWEPEMELPGYEPNT-—————— 221

G247 T272 L273
Sc_ €30 EEVMQSINKAADLINLRKKPVLYVGﬂGILNHADGPRLLKELSDRAQIPVTT QJELESED 342
At C3O PPEDSHLEQIVELISESEEPVLYVEHEGCLNS———SDELGREVELTGIEVAS GLGSYP 339
Mt_CSU EPHEROVREA AR LIAAARRPVLY VEESGVIRGEA-TEQLRELAELTGIEVVT GAFE 280
P290 M292 H293 7313R\3110315 D317 R318
Sc_CSU CEDPESLDMRGSEGCATENLEAVONADLITAVG. TGNISEFAPELRRRRLAFGRGG 402
At C3O CDDELSL el G T VY ANYAVERSDLLLAFG TGRLEAFASEAER ————————— 350
Mt CSO DSHEQNLGMPGARIGTVARVAATLORSDLLTATGT TGELDSFAPEAR ———————— 331
D336 D355 V356
Sc_CSU II;;EVS% EVVQTQILVE TTHNLGFMMSET————— FEVEERSEWFAQINEWEEE 457
Lt C3O IVHIEIDS GENETPHVSVC ELALOGMNEV LENRAEELELDEFGVWENELN VQEQE 450
Mt_CSU VI I GENBHADVEIWV FEAVITELIAMIBEHHHTIPGT IEMADWWAYLNGVREET 351
Sc_CSU YEYARYMEETPGESEIRPQTVIEELSEVANDTGRHVIVITGW COMWALOHWTWENEHTET 517
At C3O FPL3FETFG——EATPPOYATEVLDELT———-DGEATIISTGEV CMWALOFYNYERPROWL S03
Mt_CSU YPLEYGPQSD-GSLEPEYVIERLGEIA———-GPDAVEVAGT OMHALOFTRYERPRSWL 447
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Lt C8u
Mt_C8U

Figura 12. Alineamiento multiple de secuencias de ScCSU, AtCSU y MtCSU.
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Se4
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Aminoé&cidos involucrados en interacciones con RSU (naranja), Aminoécidos con union a PS

(azul), aminoéacidos con unién a FAD (marrén) (cadena N), aminoacidos con unién a ThDP

(amarillo). Aminoacidos altamente conservados (sombreados en negro), aminoacidos

conservados (sombreados en gris), no conservados (se mantienen sombreados en blanco).

Tabla 5. Residuos del sitio de union de herbicidas en diferentes AHAS que forman

interacciones con PS

b a | Interacciones | AtAHAS? | Interacciones
MtAHAS® | SCAHAS con PS2 con PS?

Gly62 Gly116 * Gly121 *
Ala63 Alall7 * Alal22 *
Ser109 Ser163 -- Ser168 *
Vall37 Vall91 * Val196 *
Gly138 Pro192 * Pro197 *
Arg140 Ser194 -- Argl199 *
Leuldl Alal95 -- Met200 *
Alal46 Ala200 * Ala205 *
Phel47 Phe201 * Phe206 *
Lys197 Lys251 * Lys256 *
Met292 Met354 * Met351 *
Asp317 Asp 379 * Asp 376 *
Arg 318 Arg 380 * Arg 377 *
Met512 Met582 * Met570 *
Val513 Val583 * Val571 *
Trp516 Trp586 * Trp574 *
Ala593 Gly657 -- Ser653 *
Gly594 Gly658 -- Gly654 *

& Se indican los aminoécidos involucrados en las interacciones del sitio de unién con PS

(tanto en A. thaliana como S. cerevisiae) (Lonhienne et al., 2018). ® Interacciones inferidas

en el presente estudio asumiendo la presencia de las interacciones que se observan en

ScAHAS o AtAHAS. * = interactUa con el herbicida; -- = no interact(ia con el herbicida.
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Con el alineamiento establecido en ambas subunidades se analizd las matrices de
porcentaje de identidad (Tablas 6 y 7) generadas en Clustal Omega. En la subunidad
regulatoria existe mayor afinidad entre At RSU_R1 y Mt_RSU con el 42.77%. De la
misma manera, para CSU el mayor valor de identidad es igual a 44.85% entre At_CSU
y Mt_CSU. Con este resultado se creeria que el modelo del que se debe partir para
generar el complejo de MtAHAS deberia ser el complejo AHAS de A. thaliana. Sin
embargo, el programa bioinformatico Swiss-Model establecié que la estructura con
cédigo PDB 6u9d.1, correspondiente al complejo SCAHAS, es la mejor plantilla base
para la construccion del modelo tridimensional del complejo MtAHAS (Figura 13).
Esta determinacion fue establecida considerando la calidad global y estructura

secundaria de la proteina en relacion a la estructura plantilla.

Tabla 6. Matriz de identidad en RSU

. %
Organismos - "sy T At RSU_R1 | At RSU_R2 | Mt RSU
Sc_ RSU 100.00 25.00 30.77 36.31
At RSU R1 | 25.00 100.00 39.22 42.77
At RSU R2 | 30.77 39.22 100.00 38.36
Mt RSU 36.31 42.77 38.36 100.00
Tabla 7. Matriz de identidad en CSU
Organismos o
Sc CSU | At CSU | Mt CSU
Sc_CSU 100.00 | 41.00 42.98
At CSU 41.00 | 100.00 | 44.85
Mt CSU 42.98 44.85 100.00

3.1.3 Construccion del modelo tridimensional MtAHAS

Tras realizar el alineamiento multiple de secuencias e identificar los valores de
identidad, en el espacio de trabajo de Swiss-Model se ingresé la secuencia de
MtAHAS. En este lugar, el primer paso fue la seleccion de posibles plantillas al
analizar las secuencias de aminoécidos proporcionadas correspondientes a Mt_RSU y
Mt_CSU. Durante esta evaluacion Swiss-Model emplea programas complementarios
en los que la comparacion de las secuencias otorga alta sensibilidad y exactitud. Al

realizar comparaciones entre las secuencias objetivo y la base de datos del Protein Data
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Bank (PDB) es mucho mas probable hallar una proteina homologa con estructura
previamente establecida, y de esta forma sea posible obtener un modelo mas exacto.
Ademas, el algoritmo de alineamiento maultiple de Swiss-Model permite predecir
desde las estructuras secundarias y terciarias hasta residuos funcionales y la
interaccion entre sus motifs (Séding & Remmert, 2011).

La robustez de la busqueda que realiza Swiss-Model se basa en los algoritmos BLAST
y HHblits. El primero es una herramienta basica que se encuentra en continuo
mejoramiento, muy empleada por su rapidez y el otorgamiento adicional de un valor
estadistico con el que se conoce el grado de significancia de cada alineamiento
(Camacho et al., 2009). Por otro lado, HHblits pertenece al paquete de software de
HH-suite. Esta base de datos es mucho mas sensible que BLAST, en parte a su “perfil
de secuencia” con el cual se compara la secuencia objetivo con alineamientos de
secuencia multiple (MSA) que otorga puntuaciones cuando existen aa sustituidos. Asi,
estos valores determinan el perfil de secuencia mediante modelo oculto de Markov
(HMM). Este modelo estadistico es capaz de establecer pardmetros desconocidos al

ensayar las deleciones o inserciones en el MSA (Steinegger et al., 2019).

Swiss-Model cotejé 84 plantillas mediante los programas BLAST y HHblits que
alinearon la secuencia objetivo con secuencias similares proporcionadas por la base de
datos. La plantilla resaltada en rojo (Figura 13) fue la que mayores valores de GMQE
(0.72) y QSQE (0.49) presentd. El valor de Estimacion de la Calidad Global del
Modelo (GMQE) puede variar entre 0 y 1, siendo 1 el més alto. Este indicador,
comprende la alineacion de la secuencia objetivo y secuencias plantilla al analizarlas
por medio de un perceptron multicapa, otorgando la fidelidad del modelo que se puede
obtener al cubrir distintas regiones de la secuencia objetivo (Waterhouse et al., 2018).
Por otro lado, la Estimacion de la Calidad de la Estructura Cuaternaria (QSQE)
representa la calidad que se puede esperar del modelo al compaginar los contactos que
se establecen entre las cadenas de la estructura, y generan la estructura cuaternaria de
la proteina. Este cotejo, toma como parametro los contactos compartidos de la interfaz
de las dos estructuras con una distancia menor a 12 A (residuos intercatenarios Cp-

CpB). Al igual que GMQE, la puntuacion se encuentra entre 0-1, donde 1 corresponde
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a modelos de estequiometria idéntica y contactos en la interfaz altamente similares
(Bertoni, Kiefer, Biasini, Bordoli, & Schwede, 2017).

Al evaluar GMQE y QSQE se selecciondé el modelo 6u9d.1 correspondiente a la
enzima SCAHAS, la cual tiene una estructura hetero-8-8-mero. De hecho, los primeros
15 modelos (6u9d.1 y 6u9d.2) generados por Swiss-Model tomaron como plantilla la
estructura de AHAS de S. cerevisiae. La tnica diferencia entre dichos modelos fueron
ciertas variaciones entre los ligandos presentes en el complejo y la cobertura de
secuencia. Por consiguiente, hubieron variaciones en los valores de GMQE y QSQE.
Desde el modelo nimero 16 hasta el 31, los modelos con los que se cotejo se basaron
en la estructura de AHAS de A. thaliana en union a distintos ligandos. La mas grande
diferencia radica en la composicion de la RSU en AtAHAS, la cual le otorga una
organizacion oligomérica hetero-8-4-mero. Conforme desciende la posicion de los
posibles candidatos se observa una variacion entre: hibridos de C. neoformans y S.
cerevisiae, holoenzimas, y otros modelos de A. thaliana y S. cerevisiae, con union a
diferentes ligandos (Anexo 1). EI modelo del complejo MtAHAS generado en este
estudio fue obtenido a partir de la plantilla 6u9d.1, con la cual se aseguro la mayor
cobertura de secuencias y mejores estadisticas de calidad.

seq  Oligo- seq _Found

$Models $Name #Coverage #Range ¢ i ¢Description ¢$Ligands #Method #Resolution ¢ s $GMQE #QSQE
g 9 “1a "state P 9 Similarity by QE*Qsq
8xTPP, 12x
2-165 hetero- Saccharomyces cerevisiae BLAST /
6uod1 0.5 g A ; o afemn droy :C!d o MG, 8XFAD, 8 Xray 319 0.41 ons. 072 049
E 2 YEIRORESY X60G, 8 X ATP
2-165 hetero- Saccharomyces cerevisiae Sdildzarsy BLAST /
6u9d.1 0.95 T 434 =5 o MG, 8 X FAD, 8 X-ray 3.19 0.41 " or2
9-600 8-8-mer acetohydroxyacid synthase L . HHblits
& e " X 60G, 8 X ATP
8xTPP. 12x
2-165 hetero- Saccharomyces cerevisiae BLAST /
SUdd80. % 9 - 600 et 8-8-mer acetoh droy acid s r:,thase MO SxEAD. & Xy, 219 0.1 HHblits O:72
YEIOREECIRY X60G, 8 X ATP
2-165 hetero Saccharomyces cerevisiae GANLG A2 BLAST /
6u9d.1 0.95 5 1 ro; 4341 me'r o dro’: e i MG, 8 x FAD, 8 X-ray 3.19 0.41 Fi ot 072 049
° yaroRracilsy X60G, 8 x ATP
6XTPP, 8
-1 h ro- harom: Tevisi T/
6u9d2 0.95 e e e MG, 8 XFAD, 8 X-ray 319 0.41 S e
9-600 8-8-mer acetohydroxyacid synthase X60G. 8 X ATP HHblits

Figura 13. Reporte de las plantillas. Primeros 5 modelos con los que se comparo el
alineamiento de MtAHAS. Se ubican en orden descendente, en base a QMQE, QSQE, y la

cobertura de la secuencia de MtAHAS.
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El alineamiento entre cada cadena de MtAHAS (model _01) y SCAHAS (6u9d.1) se
puede observar en las figuras 14 (RSU) y 15 (CSU). Aqui se puede identificar la
prediccion de la estructura secundaria de MtAHAS de acuerdo con la identidad de
secuencia ademas de la calidad del alineamiento mediante un esquema de colores: azul

(mayor calidad) y naranja (baja calidad).

La identidad total del complejo con MtAHAS se estimé en 0.40. Para la subunidad
catalitica se establecié un mayor valor de identidad y similaridad al situarse en 42.8 y
0.41, respectivamente. En el caso de la subunidad regulatoria para las mismas variables
se reportaron valores de 36.3 y 0.39 (Tabla 8). Estos resultados indican que existe mas
variacion entre los residuos de la subunidad pequefia de AHAS en comparacién a la
subunidad catalitica y por ende la arquitectura de MtRSU podria ser algo diferente a
lo observado en ScRSU y a lo modelado por Swiss-Model. En la tabla 8 también se
detallan las caracteristicas de la estructura plantilla (6u9d.1) para generar el modelo de
MtAHAS, la cual como se menciond anteriormente corresponde a la estructura
cristalina del complejo SCAHAS (hetero-16-mero) la cual se determino por difraccion
de rayos X en presencia de sus cofactores: ThDP, FAD, ATP e ion magnesio. Asi
mismo, se detallan los valores de GMQE para cada cadena del complejo MtAHAS es

igual a 0.73, a excepcion de la cadena J que muestra un valor de 0.72.
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Model 01:DM 63

Model 01:CH 65
Model 01:GM 45
Model O0Ll:HM 63
Model 01:KHM 65
Model 01:LM 45
Model 01:0M 65
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6u9d. 1. (DCGHKLOP) - =R KA LICLE e P
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Model O1:
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Figura 14. Alineamiento entre el modelo y 6u9d.1. Subunidad regulatoria, cadenas
DCGHKLOP. El esquema de color indica azul (mayor calidad de alineamiento), naranja
(baja calidad).
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Model 01:AMSAFPTKFHSFIFKFEFHSLANEFPKHE L]
Model 01:BMSAFTHKFHSFTFEKFEFHSAANE L]
Model 01:EMSAFTKFHSFTFEKFEFHSLAANEFKHFRARF 85
Model 01:FMSAFTHEFHSFTFEFEFHSAANEFKHE 685
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Tabla 8. Reporte de la plantilla (6u9d.1 Saccharomyces cerevisiae acetohidroxiacido sintasa)
empleada para la construccion del modelo

GMQE QSQE | Identidad Método Biounidad Ligandos
8 X TPP, 12 x
0.73 052 | 4144 Rzygi.\x’ He:ﬁ;%m' MG, 8 x FAD, 8
' X 60G, 8 x ATP
Estructura
Slmllarlda_d de 0.40
secuencia
Prediccion de Todas las cadenas se emplearon para construir el hetero-8-8-
target mero
Subunidad Cadenas GMQE Identidad Similaridad
pequefia de C,D, 0.73,0.73,
acetolactato G,H 0.73,0.73, 36.6 0.39
sintasa K.L, 0.73,0.73,
O,P 0.73,0.73
Subunidad Cadenas GMQE Identidad Similaridad
catalitica de Aé E 8;2 8;3
acetolactato i A9, U193,
sintasa 1.J, 0.73,0.72, 42.8 0.41
M,N 0.73,0.73

Otro factor estimado para la obtencion de la plantilla mas similar, es el arbol de

decisién y la huella dactilar PPI (Figura 16) en los que se analizaron los subsecuentes
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modelos: hetero-8-4-mero (6u9h.1 y 6vz8.1), hetero-8-8-mero (6u9d.1 y 6u9d.2) y
hetero-1-1-mero (6wol.1 y 6lpi.1). Los modelos, 6u9h.1 (complejo de AHAS de
Arabidopsis thaliana), 6vz8.1 (complejo de AHAS de Arabidopsis thaliana unido a
valina), 6u9d.1 y 6u9d.2 (ambos de S. cerevisiae, con la diferencia de que 6u9d.2
posee 6 TPP y 8 Mg como ligandos, en lugar de 8 TPP y 12 Mg de 6u9d.1), 6wol.1
(hibrido de AHAS, RSU de S. cerevisiae, y CSU perteneciente a C. neoformans), y

6lpi.1 (estructura cristalina de la holoenzima de AHAS).

En la Figura 16a se muestra la estructura de cada heterdmero y el modelo al que
corresponde. En la figura 16b se indica la interaccion proteina-proteina (PPI) de los
heterémeros mostrando en azul al hetero-8-4-mero, rojo al hetero-1-1-mero y verde al
hetero-8-8-mero, de estas curvas la azul y verde poseen valores menores a 0. Este
criterio indica que los residuos en la interfaz de cada subunidad de los citados modelos
tienen baja capacidad de mutar, por lo que son los méas adecuados para ser la plantilla
del modelo objetivo. Estas curvas se denominan como huellas dactilares de interaccién
PPI, ya que muestran el impacto evolutivo entre los sitios de interaccion. La
particularidad que posee esta representacion es que cuando la identidad de la secuencia
va del 80 al 90%, la conservacion de la interfaz tiende a O (por la poca variabilidad en
MSA) (Bertoni et al., 2017). Con el fin de delimitar el anlisis de interaccién proteina-
proteina, se examind Unicamente a las estructuras con los valores mas altos de QSQE,
las cuales fueron 6u9h.1 (0.58) y 6u9d.1 (0.52). Este factor de PPI muestra la precision
de la interaccion entre las cadenas que puede existir al momento de construir el

modelo.

Para obtener un esclarecimiento de la huella dactilar de PPI, se tomo6 como referencia
dos puntos a partir de los cuales existe mayor variabilidad entre los heterdmeros
propuestos. Como se indica en la Figura 17a en el punto de corte 45 (identidad de
secuencia) se aprecia un valor de 0.10 para el hetero-8-4-mero, mientras que para el
hetero-8-8-mero es de -0.46. A diferencia de la Figura 17b en el punto de corte 60 se
aprecia un valor de 0.23 para el hetero-8-4-mero, en contraste con el hetero-8-8-mero
es de -0.39. Swiss-Model escogi6 el modelo hetero-8-8-mero ya que los valores son
menores en ambos puntos. Ademas, para este modelo, conforme va ascendiendo los

puntos de corte en las secuencias es perceptible un valor mayor de identidad de la
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secuencia (Figura 16b). Como se menciond anteriormente, mientras menor sea el valor

de PPI es mayor el grado de conservacion de las interfaces entre las subunidades vy,

por ende, menor el grado de sufrir una variabilidad.
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Figura 16. Estequiometria de las plantillas analizadas para la construccion del modelo.

16a) Se muestran los heterémeros considerados para realizar la identidad de secuencia, cada

mero posee su valor de GSQE. 16b) Huella dactilar de interaccion proteina-proteina,

identidad de la secuencia (eje X) vs conservacion de la interfaz (eje Y).
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8-mero (6u9d.1) y el hetero-8-4-mero (6udh.1). 17a) Punto de corte 45. 17b) Punto de corte
60.

En la Figura 18 se encuentran las caracteristicas del modelo MtAHAS generado con
los valores de los parametros considerados en el analisis. Cuando el valor de Z de
QMEAN ronda al 0 se considera que el modelo es de alta calidad, mientras que valores
menores a -4.0 indican que la estructura generada es de baja calidad. Con esta
referencia, el valor Z del modelo MtAHAS fue igual a -2.35 (Figura 18a). El simbolo
con el pulgar hacia arriba indica que el complejo de MtAHAS tiene una calidad global
satisfactoria. En la Figura 18b se muestra el valor de 0.73 correspondiente a GMQE,
que al ser superior de 0.7 es indicativo de la alta precision de la estructura en base al
alineamiento proporcionado (MtAHAS), y la plantilla sugerida (6u9d.1). Para asegurar
la idealidad del modelo es imprescindible contar con estimaciones de calidad absoluta
del complejo, como respuesta a esta necesidad se encuentra el valor de QMEAN. Este
indicador ejemplifica el grado de natividad de la estructura, esto es, el niUmero de
interacciones que tiene la proteina de forma global, al comparar la calidad del modelo
generado con estructuras de alta resolucion que se hayan obtenido de forma
experimental por medio de cristalografia de rayos X (Benkert, Biasini, & Schwede,
2011).
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La Figura 18c (ampliado en la figura 19) corresponde a la estimacion de calidad local
y se presenta conforme al esquema de colores de QMEAN, los que simbolizan baja
calidad (naranja mas intenso), conforme la calidad asciende se torna de color azul (alta
calidad). Los residuos al poseer un valor menor a 0.6 son de menor calidad, por lo que
bajo este rango los aminoacidos situados en las posiciones resaltados con el tridngulo
cian presentan mas variaciones en relacion al resto. En anexo 2 hasta anexo 17 se

presenta la estimacion de calidad local para cada cadena del complejo.

En el gréafico 18d y en la figura 20 se muestra un andlisis complementario en base al
posicionamiento de los valores de la calidad del modelo. En esta comparacion del
modelo (marcado con una estrella roja) se lo relaciona con estructuras de tamario
similar (cada punto) resaltando que el tamafio de la subunidad catalitica de la proteina
ronda los 600 residuos y que en base al puntaje de QMEAN presenta una desviacién
estandar menor a 1. Para diferenciar estructuras con desviacion estandar entre O y 1,
se los colorea de negro, los que presentan desviacion entre 1-2 son de color gris, y
finalmente los que exhiben mayor desviacidn que los rangos mencionados son de color

gris claro (Waterhouse et al., 2018).

En la Figura 18e se sefialan los parametros correspondientes a Z de QMEAN que se
analizaron para obtener la estimacion de calidad global. El color blanco es la porcion
cercana a cero. Los valores superiores a 0 muestran que el modelo generado posee
valores méas altos que las estructuras de tamafio semejante. En cambio, los valores
menores a cero sefialan valores mas bajos que otras estructuras. Las interacciones entre
los atomos de C- es menor que en otras estructuras al ser de -0.56. Todos los atomos
involucrados en la estructura poseen un valor de -0.53, por lo que la cantidad es menor
que conformaciones de tamafio semejante. EI potencial de solvatacion determinado es
de -0.50, por lo que al tender parcialmente hacia la parte del esquema coloreado de
rojo posee un SOA (Solvent Accessibility) ligeramente bajo. Ademas, esto es un
indicativo de que la entropia del solvente debe ser un poco mayor. La torsion total del
complejo MtAHAS es de -2.03, indicando menores rotaciones que en estructuras de

similar peso.
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Por otra parte, en la Figura 18f se aprecia la plantilla empleada con el nivel de cobertura
y la identidad total de secuencia correspondiente a 41.44% (ScCAHAS con MtAHAS).
En tanto, en la Figura 189 se enuncian las caracteristicas del modelo base al ser un
hexadecamero obtenido por rayos X y los valores de identidad y similaridad total con
el modelo generado al ser de 41.44% y 0.40, respectivamente. Finalmente en la Figura
18h se encuentra la identidad y similaridad del target con la plantilla, en donde el
puntaje de cobertura de la secuencia de MtAHAS es de 0.98 en funcién de RSU y 0.94
para CSU.

b a
——————— 0ligo-State & Ligands © GMQE® QMEAN®
Hetero-8-8-mer  None 0.73 2351
C
Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison A
o |ovean IR T 235 | d o wad 5
RTACRa | | o i o S
— OB EXCR TR
= | | | B B 1t
mocei01+ | @ Allatom L. [ M-053 || A
i
Structure solvation E::::L:] L -0.50 Resioue Number Protein S22 (Resiioes
v,
rosessment RGNS SO NN BV
=1 : o
f Template Seqldentity Coverage Description
6u9d.1  41.44% Saccharomyces cerevisiae acetohydroxyacid synthase -
Biounit Oligo State Hetero-16-mer
QSQE 0.52
Method X-ray, 319 A
Overall Seq Identity 41.44%
Overall Seq Similarity 0.40
Seq Seq
Target Identity Similarity Range Coverage
Acetolactate synthase small subunit, 36.50% 0.39 DCGHKLOP: 2-165 0.98
h mitochondrial
Acetolactate synthase catalytic subunit, 4281% 0.41 ABEFIUMN: 27-604 0.94
mitochondrial

Figura 18. Resultado del modelo obtenido en Swiss-Model. 18a) QMEAN. 18b) GMQE.
18c) Estimacion de la calidad local. 18d) Comparacidn con otras estructuras de PDB. 18e)
Estimacion de la calidad global. 18f) Plantilla empleada para la generacion del modelo. 18g)
Caracteristicas del modelo base. 18h) Identidad y similaridad de la plantilla con la secuencia
de RSU y CSU de MtAHAS.
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Swiss-Model proporcioné las coordenadas tridimensionales del modelo MtAHAS
(figura 21a). En conjunto, la estructura de la enzima adopta forma un complejo
hexadecamérico constituido por cuatro dimeros de CSU y cuatro dimeros de RSU. La
estructura tridimensional de MtAHAS se asemeja a la “cruz maltesa”, forma con la
que previamente se ha comparado a las estructuras de los complejos AtAHAS y
SCAHAS (Lonhienne et al., 2020). Al colorear la estructura con respecto al esquema
de color QMEAN se puede apreciar que la mayor parte del polipéptido tienen buena
calidad con respecto a su ubicacién espacial (figura 21b). Las zonas de menor calidad
se ubican mayoritariamente en segmentos cercanos a la superficie de la enzima,
mientras que el sitio activo y el sitio de union de herbicidas estan ampliamente

conservados.

Figura 21. Estructura cuaternaria generada en Swiss-Model de MtAHAS. 21a)

Complejo de MtAHAS con cada cadena representada por un color. 21b) MtAHAS
representado por el esquema de color QMEAN.

3.1.4 Complejo de MtAHAS

El modelo generado por Swiss-Model Gnicamente reflejaba las subunidades cataliticas
y regulatorias del complejo MtAHAS ocasionando que la comparacién de los motifs
de union a cofactores del complejo no se pudieran establecer. En este sentido, para
obtener el disefio final de la proteina se empled el software WinCoot y Yasara para

adicionar los cofactores y minimizar la energia de la enzima, respectivamente.
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La enzima acetohidroxicido sintasa de Mycobacterium tuberculosis consta de 604
aminoacidos para cada CSU y 165 residuos para cada RSU. Asi, el complejo MtAHAS
tiene un total de 6152 aminoécidos. En la Figura 22a se aprecia el modelo
tridimensional de MtAHAS unido a sus cofactores. Cada dimero de la subunidad
catalitica consta de una subunidad de color naranja y otra celeste, mientras que para la
subunidad regulatoria cada dimero consta de un monémero de color rosa y otro de
color vino tinto. EI modelo de MtAHAS ha sido identificado con las cadenas A, B, E,
F,J, I, Ny M, correspondientes a los dimeros 1, 2, 3 y 4 de las subunidades cataliticas,
en cambio las cadenas C, D, G, H, K, L, O y P, pertenecen a los dimeros 5, 6, 7 y 8,
de las subunidades regulatorias. En conjunto la estructura adopta la disposicion de un
complejo hexadecamérico, en el cual cada dimero del RSU interactia con seis
subunidades de RSU y tres CSUs, tal como Lonhienne et al., (2020) describi6 para el
modelo de SCAHAS. El mismo autor realizé la triple comparacién por micrografia
electrénica por tincion negativa de MtAHAS (Figura 22b), en la que se pudo observar
que MtAHAS en solucién adopta la forma de cruz maltesa, corroborando que dicha
caracteristica estructural era equivalente al complejo de AtAHAS generado por
criomicroscopia electrénica. La superposicion del modelo MtAHAS obtenido en el
presente estudio sobre la micrografia de MtAHAS obtenida por microscopia
electronica muestra que el modelo de MtAHAS es altamente congruente con los datos

experimentales.
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Figura 22. Modelo acetohidroxiacido sintasa de Mycobacterium tuberculosis. 22a)
Subunidades cataliticas: Dimero 1 (cadena A y B), dimero 2 (cadena E y F), dimero 3
(cadena 'y J), dimero 4 (cadena M y N). Subunidades regulatorias: dimero 5 (cadena C y D),
dimero 6 (cadena G y H), dimero 7 (cadena K y L), dimero 8 (cadena P y O), CSUs en color
naranja y celeste, RSUs en color rosa y vino tinto. 22b) Micrografia electrénica de tincion
negativa de MtAHAS (Lonhienne et al., 2020). 22¢) Superposicion de MtAHAS obtenido

con la micrografia electrénica de tincidn negativa de MtAHAS.

La Figura 23, exhibe al dimero 1 (cadenas A-B), en donde se aprecia su
posicionamiento frontal (a), superior (b) y lateral (c). Ambas subunidades contienen
ThDP, FAD y Mg*2 como cofactores presentes en el sitio activo de la enzima. El lugar
que permite la interaccion entre las subunidades catalitica y regulatoria es el linker a-
B. En el caso de SCAHAS, dicho linker (Leu258, Arg259 y Arg279 de la cadena B) se
une al bucle de contacto (cadena C), a la segunda hoja plegada B (cadena D) y a la
porcion N-terminal (cadena G) de distintas RSUs (Lonhienne et al., 2020). De la
misma forma, en el modelo de MtAHAS el linker a-p de la cadena B esta presente
(resaltado en un circulo rojo en la vista lateral ¢ de la Figura 23) e involucra a los
residuos Cys204 y Thr205, permitiendo asi la unién con las cadenas L, Ky G de las
RSUs adjuntas.
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Figura 23. Dimero A-B del complejo MtAHAS. Cadena A (celeste), cadena B (naranja).

23a) Vista frontal. 23b) Vista superior. 23c) Vista lateral, el circulo rojo representa la
ubicacion del linker a-B. Mg*? (esfera magenta), FAD (sticks verde), ThDP (sticks gris

0scuro).

El pequefio dimero de las subunidades regulatorias unido al ATP se muestra en la
figura 24. En la vista frontal (Figura 24a) es posible apreciar los dos tentaculos que
sobresalen de la parte externa, esta disposicion de las estructuras permite la
comunicacion del dimero a traves del centro de la estructura con las RSUs vecinas. En
la interfaz de los dimeros se sitian 4 pares de ATP con 4 moléculas de magnesio (cada
uno entre un par de ATP) que contribuyen al ensamble de las RSU (Lonhienne et al.,
2020). En las tres vistas del dimero se presencia Ginicamente un ATP con Mg*2 debido
a que el ATP con el que se empareja se encuentra en el dimero de la subunidad

regulatoria contigua.
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tentaculos

Figura 24. Dimero K-L. Cadena K (rosa), cadena L (vino tinto). 24a) Vista frontal. 24b)
Vista superior. 24c) Vista lateral. Mg*2 (esfera magenta), ATP (stick lila).

3.1.5 Cofactores de la enzima AHAS de Mycobacterium tuberculosis

Para que las subunidades cataliticas sean funcionales es obligatoria la dimerizacién de
los mondmeros en las RSUs y que exista sincronia entre CSU-RSU. La intervencion
de ATP reduce la constante de disociacion del dimero en CSU, por tal motivo, sin estos
parametros no se conseguiria la formacion de sitios activos de la enzima, y por ende

la inactividad del complejo (Lonhienne et al., 2020).

Para la enzima AHAS de M. tuberculosis los pares de ATP (al igual que en el modelo
de planta y levadura) se sitdan en la interfaz de dos dimeros de RSUs. La Figura 25
comprende el dimero 1 y 4 y su vista general abarca a dos moléculas de ATP
antiparalelas interactuando con Mg*? por sus grupos trifosfatos. EI ATP de la izquierda
enunciado como “ATP 17 se une a la cadena C (rosa) por medio de la pentosa al formar
interacciones no covalentes con los aminoéacidos Leu110 (2.6 A) y Lys133 (3.0 A). La
base nitrogenada, adenina, forma un puente de hidrégeno con Val118 (3.0 A) de la
cadena O, y finalmente los fosfatos son estabilizados gracias a Lys133 (3.0y 3.2 A) y
Argl12 (2.8 y 3.1 A) también de la cadena O (Figura 25b). La molécula de ATP
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ubicado a la derecha del ion magnesio se denota como “ATP 2” y forma enlaces con
Lys133 (2.9 A), Arg87 (3.0 A) y Arg159 (2.8 A) de la cadena C y en la cadena P
existen vinculos con Lys133 (2.9 A), la pentosa se enlaza con Leull0 (2.7 A), y
Unicamente se establece un puente de hidrégeno con la cadena D en la posicion Val118
(2.9 A) (Figura 25c).

En las subunidades regulatorias del complejo de AHAS en S. cerevisiae al tener seis
cargas negativas, Mg*2 estabiliza sus cargas conjuntamente con seis residuos de Arg y
dos Lys (de cuatro cadenas), en tanto que el resto de la molécula se enlaza con Asn231
e 11e239, y finalmente un enlace aromatico (n-t) de Phe232 con adenina (Lonhienne
et al., 2020). Con esta referencia, la variacion entre la naturaleza de los residuos de
leucina y valina (aa hidrofébicos) son similares a la carga repulsiva de la fenilalanina
(modelo de Sc), sustituida por Val118 y Leull0 (ATP 1), y en la caso del ATP 2 si

existe una no conservacion ya que Leul10 forma un enlace con la pentosa.

Figura 25. Interacciones de ATP en RSUs. Cadena P (chocolate), Cadena O (marrén

oscuro), cadena C (rosa), cadena D (vino tinto). 25a) Interacciones de un par de ATPs con
los dos dimeros. 25b) Puentes de hidrégeno entre los residuos y ATP 1. 25c) Puentes de
hidrogeno entre los residuos y ATP 2. Los ATPs y residuos se muestran en modelo de sticks.
Los elementos de ATP se representan por: amarillo (carbono), azul (nitrégeno), rojo

(oxigeno) y naranja (fosforo). Las distancias se encuentran en angstroms.
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Como se observa en la Figura 26a, la riboflavina del FAD se encuentra orientada hacia
el anillo de pirimidina del ThDP, en tanto que el grupo pirofosfato de la molécula de
ThDP es estabilizado por el ion magnesio. En las diferentes estructuras de AHAS se
observa que el FAD se situa en el centro activo (en medio de los tres dominios de la
subunidad catalitica), y con los grupos —OH direccionados hacia el C2 de ThDP
(Garcia et al., 2017). EIl cofactor FAD forma doce interacciones con 11 residuos de
CSU. La base nitrogenada adenina forma enlaces de hidrdgeno con Asp355 (2.9 A) y
Val356 (3.1 A). La ribosa forma un puente de hidrogeno con Asp336 (2.7 A). El grupo
pirofosfato posee interacciones con Gly247 (2.8 A), Arg314 (2.7 A), y Ser127 (2.8 A),
y al mismo tiempo el grupo de la riboflavina se une a Asp316 (2.7 A), Pro290 (2.9 A),
His293 (2.8 A) y Leu273 (2.9 A). El residuo Thr272 forma dos enlaces de 2.9 A cada
uno con riboflavina y el grupo pirofosfato. Para el modelo de levadura la adenina es
sostenida por Asp426 y Asn312, el anillo de ribosa por Glu407, y el pirofosfato por
Arg376, Thr334, Ala308, Arg241. El anillo de flavina presenta contactos con Leu335,
Leu352 e His355 (Pang et al., 2002). Al presentarse mas interacciones en el modelo
de MtAHAS que en el de SCAHAS, la afinidad de la enzima por el mencionado

cofactor se espera que sea mayor.

La funcion del cofactor FAD se ha aclarado en los ultimos afios, ya que inicialmente
se lo consideraba como un remanente conservado a partir de su ancestro, la enzima
piruvato oxidasa. Se ha demostrado que el FAD es un aceptor de electrones al estar
involucrado en una reaccion secundaria del ciclo catalitico. Esto ocurre por una
reaccion redox contigua que se da por medio del ThDP en respuesta a la formacién del
carbanién/enamina del 2-hidroxietil-ThDP intermediario del ThDP acetil. Esta
reaccion no involucra Unicamente la adicion de 2-cetoacidos, sino también la
transferencia intramolecular de electrones hacia FAD y su reduccion a FADH:
(Tittmann et al., 2004) (McCourt et al., 2005). Como consecuencia de esto, el anillo
de isoaloxacina parte del FAD posee la caracteristica de presentarse tanto en forma
“plana” como “curva”. En la enzima piruvato oxidasa ha sido posible evidenciar la
curvatura en 15 grados del eje N5-N10 del anillo de isoaloxacina, con la finalidad de

incrementar el potencial redox de FAD (Muller & Schulz, 1993).
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El anillo de isoaloxacina de FAD en MtAHAS (Figura 27¢) muestra una curvatura un
poco mas marcada que la descrita por Muller & Schulz (1993) al compararlo con el
anillo plano (Figura 27a) y el anillo curvo (Figura 27b) de S. cerevisiae (McCourt et
al., 2005). Se ha observado que los residuos involucrados en la flexion del anillo de
isoaloxacina (entre atractores y repulsores) estan conservados en 21 secuencias de

varias especies de planta, bacterias, hongos y algas (Duggleby & Pang, 2000).

Figura 26. Interacciones de ThDP y FAD en CSU. Cadena N (dorado). 26a) Ubicacion de
ThDP y FAD. 26b) Enlaces de FAD. 26¢) Puentes de hidrogeno entre los residuos y ThDP.
Los cofactores y residuos se muestran en modelo de sticks. Los elementos de FAD se
representan por: cian (carbono), azul (nitrégeno), rojo (oxigeno) y naranja (fosforo). En el
caso de ThDP, verde (carbono), azul (nitrégeno), rojo (oxigeno), naranja (fosforo), y

amarillo (azufre). Las distancias se encuentran en angstroms.
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Figura 27. Anillo de isoaloxacina de FAD. Representacion de sticks. 27ay 27b, mapa de
densidad electronica 2Fo — Fc. En donde la densidad electronica >1.26 (nube azul), >2.66
(nube verde) y densidad menor a -2.6c (nube roja). 27a) Estructura del anillo de
isoaloxacina plana de S. cerevisiae. 27b) Estructura del anillo de isoaloxacina curvo
(McCourt et al., 2005). 27¢) Anillo de isoaloxacina del modelo de MtAHAS. Los colores de

los atomos: carbono (verde), nitrégeno (azul) y oxigeno (rojo).

El cofactor ThDP se encuentra proximo a FAD, con la diferencia de ubicarse en la
interfaz de las cadenas del dimero. Como se menciond anteriormente, las cargas
negativas del grupo pirofosfato son estabilizadas por el ion magnesio. Existen 12
amino&cidos que forman enlaces no covalentes con el cofactor. Estas interacciones
incluyen puentes de hidrégeno (2.2-3.2 A) e interacciones hidrofébicas (3.3-4.2 A) con
ThDP. Los enlaces de Van der Waals no estan representados en la Figura 26c; sin
embargo, estos tienen lugar entre el cofactor y los residuos Pro60, Prolll, Glyl12,
Asnl15, GIn148, y Gly511. Los puentes de hidrogeno se forman entre el anillo de
pirimidina y Gly453 (2.8 A) y con el grupo pirofosfato al interactuar con Cys482 (3.0
y 3.1 A), His430 (2.8 A) y GIn429 (2.6 A). El cofactor ThDP en MtAHAS adopta una
conformacion similar a lo observado en las estructuras de AtAHAS y ScAHAS
mediante la formacién de un numero similar de interacciones hidrofilicas e
hidrofobicas (Garcia et al., 2017).

Tras identificar los motifs mas importantes de unién a los cofactores del modelo de
acetohidroxiacido sintasa de M. tuberculosis, se ha considerado pertinente establecer
los cambios conformacionales de FAD y ThDP, al simular el ingreso de un herbicida

en el sitio activo. Como se ha observado previamente, cuando AHAS es inhibida por
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herbicidas comerciales, el cofactor ThDP puede sufrir cambios en su estructura
(Garcia et al., 2017; Garcia et al., 2018 y Lonhienne et al., 2018). Por ejemplo, al
ubicarse los compuestos bispiribac y piritiobac (familia PYB) en el sitio activo de
AtAHAS, el carbono C2 del anillo de tiazol es separado del resto de la molécula. La
escision causa que se forme el compuesto amino etanotiol difosfato (ThAthDP). De
igual manera, al emplear el inhibidor propoxicarbazona de la familia SCT
(sulfonilamino-carbonil-triazolinonas) el ThDP cambia a tiamina tiazolona difosfato
(ThThDP) por oxidacién del &tomo C2 (Garcia et al., 2017). En contraposicion, el
ThDP permanece inalterable cuando la enzima es inhibida por herbicidas de la familia
de imidazolinona (en especifico el compuesto imazaquin) conservando la misma
forma que el cofactor en la subunidad catalitica de SCAHAS desinhibida (Pang et al.,
2002).

Al inhibir AtAHAS con monosulfurén y monosulfurédn éster (herbicidas de la familia
de las sulfonilureas), tras medir la densidad electrénica se determind densidad
adicional en el C2 generada por un grupo plano (inconfundiblemente, no
correspondiente a hidrogenos), y aunque en un principio se creyo que podria ser acetil-
ThDP, mas tarde se confirmé que la densidad electronica procedia del intermediario
HeThDP (hidroxietil-ThDP) (Wang et al., 2009).

3.1.6 Inhibicion de MtAHAS con metsulfurén metil

Teniendo en cuenta, la variacion de la conformacion estructural de los cofactores FAD
y ThDP en la actividad enzimatica, y los antecedentes al usar compuestos herbicidas
como inhibidores de AHAS, es necesario demostrar la capacidad de destinar a la
enzima AHAS como target de inhibicion en Mycobacterium tuberculosis. Para lo cual,
se ha considerado oportuno emplear el herbicida metsulfurén metil, ya que segln
Grandoni et al., (1998) y Sohn et al., (2008), se ha probado su efectividad en modelos
in vitro e in vivo al tratar cepas de M. tuberculosis, indicando su idoneidad como
inhibidor de MtAHAS.

Con el objetivo de determinar los residuos de MtAHAS que podrian formar
interacciones con el herbicida MM y su nivel de conservacion se tomé como referencia

la estructura de SCAHAS en complejo con metsulfurén metil (codigo PDB 1t9c)
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(Figura 28a). El andlisis de las interacciones formadas entre el inhibidor y la enzima
muestran que se forman puentes de hidrégeno con el residuo Arg380, e interacciones
hidrofobicas con Alal95, Pro192 y Lys251 (McCourt et al., 2005). Por otra parte, los
residuos Gly116 y Alall7 aportan a la union del herbicida mediante la formacion de
interacciones hidrofébicas. Al comparar las mismas interacciones con el modelo de
MtAHAS al sobreponer en el bolsillo de unién de herbicidas el herbicida MM del
complejo SCAHAS-MM (Figura 28b) se observé que potencialmente se pueden formar
puentes de hidrégeno con los residuos Arg318, Leuldl y Gly62, e interacciones
hidrofébicas con Gly62, Ala63 y Lys197. Sin embargo, en MtAHAS existe una
sustitucion en la posicion Prol92 de SCAHAS. En lugar de la prolina, MtAHAS
presenta una glicina (Gly138) la cual no cuenta con cadena lateral y por ende no aporta
con el mismo nimero de interacciones que Pro192 en SCAHAS. Asi mismo, el residuo
Alal95 de SCAHAS ha sido sustituido por Leul41 en MtAHAS. La leucina tiene una
cadena lateral mas voluminosa que la alanina, por lo cual se puede inferir que esta
formaria choques estéricos con el anillo aromatico de MM.
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Figura 28. Sitio de unién del herbicida MM. Herbicida y residuos en representacién de
sticks. 28a) Interacciones en el modelo de SCAHAS, los colores de los elementos de los
residuos se muestran en: cian-carbono, azul-nitrégeno y rojo-oxigeno. 28b) Interacciones
con MtAHAS, los colores de los atomos se colorean de: naranja-carbono, azul-nitrégeno y
rojo-oxigeno. El herbicida metsulfurén metil, en ambas representaciones, carbono (rosa
palido), nitrégeno (azul), azufre (amarillo) y oxigeno (rojo). Los enlaces covalentes se
marcan con lineas entrecortadas en negro, y los contactos hidrof6bicos en color amarillo. Las

distancias se encuentran en angstroms.
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Por medio del anélisis de McCourt et al., (2005), fue posible realizar la superposicion
de los aminoacidos claves en el sitio de union de sulfonilureas en SCAHAS y MtAHAS.
En la Figura 29a se presenta de manera global la localizacion de los residuos de
MtAHAS (azul) y los aminodcidos de SCAHAS (amarillo) alrededor del herbicida
MM. De los ocho residuos seleccionados para realizar la simulacion de posicion en el
sitio activo de la enzima, cinco de estos presentan una superposicion casi exacta al ser
aminoacidos conservados (Tabla 9). En el caso de los aminoacidos que han sufrido
una mutacion de un organismo al otro (Figuras 29b y 29c) se puede concluir que el
residuo Leul41 de MtAHAS se sitla mas proximo al herbicida que el residuo Ala195
de SCAHAS. Esta comparacion resulta contraria en el caso de Gly138 (MtAHAS)
debido a que Pro192 (SCAHAS) por el volumen de su anillo es capaz de formar un
gran numero de interacciones con MM. Finalmente, aunque exista conservacion entre
las lisinas, Lys197 (MtAHAS) y Lys251 (ScCAHAS), estas sufren una ligera variacion
en su sobre posicion por el efecto de la generacion de contactos hidrofébicos con uno
de los oxigenos del grupo sulfamoil al ingreso de MM.
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G138 A195

Figura 29. Residuos de MtAHAS y SCAHAS préximos al sitio de union de MM.
Herbicida y residuos en representacion de sticks. 29a) Los residuos de S. cerevisiae en
amarillo (nimero de residuo en celeste), aminoécidos de M. tuberculosis se manifiestan de
color azul (nimero de residuo en negro). 29b) Vista frontal de aminoacidos que presentan
variacion. 29c¢) Vista posterior de distintos aminoacidos presentes en el lugar de union del
herbicida. Metsulfurén metil, en ambas representaciones, carbono (rosa palido), nitrégeno

(azul), azufre (amarillo) y oxigeno (rojo).
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La presencia de los residuos Leul41 y Gly138 sugiere que la enzima MtAHAS posee
cierta resistencia a la inhibicion por herbicidas de la familia sulfonilurea, ya que las
constantes de inhibicion seran mayores como consecuencia de las interacciones
desfavorables que estos residuos forman con el inhibidor. Estos resultados son
congruentes con lo reportado en estudios previos, donde se ha determinado que la Ki
de MM en MtAHAS es igual a 9.0 uM (Choi et al., 2006), mientras que en SCAHAS
esigual a 9.4 nM (Duggleby, Pang, Yu, & Guddat, 2003). Esto sugiere que MtAHAS

presenta un factor de resistencia igual a 957.5 para el inhibidor MM.

Tabla 9. Aminoacidos del sitio de unién al herbicida metsulfuréon metil

Aminoacidos conservados (*),

MtAHAS | SCAHAS
no conservados (-)

Trp516 Trp586 *
Arg318 | Arg380 *
Asp317 | Asp379 *

Leuldl | Alal95 -
Gly138 Pro192
Lys197 Lys251
Ala63 Alall7
Gly62 Glyl116

¥ k| k|1

3.1.7 Verificacion de hipotesis

El complejo de MtAHAS obtenido en este trabajo de investigacion ha dilucidado la
disposicion de sus subunidades regulatorias y subunidades cataliticas de la enzima, la
forma en la que interacttan, asi como, los motifs mas importantes de union a cofactores
y a herbicidas probados previamente en AtAHAS y SCAHAS. Por consiguiente la
hipotesis alternativa: “La identificacion y comparacion de las secuencias de las
subunidades catalitica y regulatoria de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de
M. tuberculosis con SCAHAS y AtAHAS, permiten establecer la estructura
tridimensional de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de Mycobacterium

tuberculosis”, es aceptada, de manera que se rechaza la hipotesis nula.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se identificd las secuencias codificantes para CSU de MtAHAS como
YP_177917.1, y para la subunidad pequefia con el codigo CCP45808.1, para los
organismos de planta y levadura se ubicaron los cddigos AEE78430.1 y
NP_013826.1 (CSUs), NP_850174.1 y NP_009918.1 (RSUs). Con mencionadas
secuencias Fasta obtenidas en PDB se realizé el alineamiento multiple con la

herramienta T-coffee.

Se determind el modelo 6u9d.1 de la enzima acetohidroxiacido sintasa de
Saccharomyces cerevisiae como la plantilla con mayor similaridad global de
secuencia con MtAHAS al ser de 0.4, también se establecié mayor identidad entre
las subunidades cataliticas de SCAHAS y MtAHAS al poseer un valor de 0.41. En
tanto, que para las RSUs de ambos organismos es ligeramente menor al otorgar un
valor de 0.39.

Se construyé el modelo de MtAHAS con el servidor web bioinforméatico Swiss-
Model, el complejo generado presenta forma de cruz maltesa semejante a sus
modelos homologos en S. cerevisiae y A. thaliana. La conformacion
hexadecamérica presenta cuatro dimeros como subunidades cataliticas, con una
longitud de cada mondmero de 604 aminoacidos, interrelacionados con cuatro
dimeros de las subunidades regulatorias, codificando 165 aminoacidos para un

mondmero.

El grado de conservacion de los motifs de unién a cofactores fue establecido con
la comparacion del alineamiento multiple de secuencias generado en Boxshade, las
distancias se visualizaron con LigPlot y WinCoot. Con el cotejo entre SCRSU y
MtRSU en los sitios de interaccion RSU-CSU, se establecio alta conservacion en
Arg21, Arg29 y Asp57, mientras que en las tres interacciones restantes existen no
conservaciones. Para ATP, los aminoécidos conservados fueron Unicamente en

Arg87 y Argl59, pero los cuatro lugares de union faltantes, presentaron cargas
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similares en las cadenas laterales de los aminoéacidos, y adicionalmente fueron
estabilizados con el ion Mg*? (ubicado en las posiciones conservadas Arg87 y
Arg159, ademas de otras dos interacciones no conservadas), por lo que la relacién
con Sc, se mantuvo.

De igual forma, los residuos de la subunidad catalitica, Asp145, Phel47, GIn148,
Pro339 e 1le342 (involucrados en la interaccion CSU-RSU), son totalmente
conservados entre MtAHAS y SCAHAS. Asimismo, los cofactores ThDP y FAD
se posicionaron en el sitio activo de la enzima, en la subunidad catalitica, ThDP se
ubicd cercano a FAD e interactudé con 10 residuos, de los cuales nueve son
altamente conservados en las tres especies. FAD, por otro lado establecié 12
interacciones (la mitad altamente conservados), y presentado la peculiaridad de
una ligera curvatura en el anillo de isoaloxacina, observado previamente en
SCAHAS.

Se determinaron los sitios de union del herbicida MM con MtAHAS en las
posiciones conservadas, Trp516, Arg318, Asp317, Lys197, Ala63 y Gly62. Las
interacciones varian entre enlaces hidrofébicos y puentes de hidrogeno, tras
analizar dichos contactos se establecié que en el modelo de bacteria se producen
mas enlaces polares que hidrofébicos, ademas de que la superposicion con los

residuos entre Sc y Mt, instituyd la marcada no conservacién en Leul41y Gly138.

4.2 Recomendaciones

Es preciso realizar la cristalizacion de la enzima AHAS de Mycobacterium
tuberculosis, y comparar la estructura (en su forma desinhibida) para establecer los
sitios de union a cofactores y de interaccion entre CSU y RSU, ademas de
comprobar la conformacion que adopta el anillo de isoaloxacina de FAD durante

la actividad enzimatica.
Con analisis in vitro de cinética enzimatica sera posible determinar constantes de

afinidad por sustratos, y demas ensayos para verificar si Ki en MtAHAS se asemeja
en mayor medida a los modelos de AtAHAS o SCAHAS.
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Es necesario destinar analisis de inhibicion a compuestos de la familia de las
sulfonilureas, compuestos que han probado su eficacia con anterioridad en
AtAHAS y SCAHAS, para establecer la afinidad experimental de metsulfuron metil
en el modelo de MtAHAS. Ademas, de priorizar su empleo como posible target en

cepas MDR y XDR de tuberculosis.
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Anexo 1. Reporte de las plantillas. Comparacidn de la secuencia de MtAHAS con 84

modelos, en base a los cuales se realizd la construccion del modelo. Se ubican en orden
descendente, en base a QMQE, QSQE, y la cobertura de la secuencia de MtAHAS.

76



Local Quality Estimate - Chain A

1.0

ot
oo

2
o

o
.

Predicted Local Similarity to Target
=]

0.0
70 140 210 280 350 420 490 560

Residue Number
Anexo 2. Estimacion de calidad local cadena A. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
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Anexo 3. Estimacién de calidad local cadena B. Correspondiente a la subunidad catalitica
de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain C
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Anexo 4. Estimacion de calidad local cadena C. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain D
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Anexo 5. Estimacion de calidad local cadena D. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain E

1.0

ot
oo

2
=)

o
.

Predicted Local Similarity to Target
=]

0.0
70 140 210 280 350 420 490 560

Residue Number
Anexo 6. Estimacién de calidad local cadena E. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain F
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Anexo 7. Estimacion de calidad local cadena F. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain G
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Anexo 8. Estimacion de calidad local cadena G. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain H
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Anexo 9. Estimacidon de calidad local cadena H. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain |
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Anexo 10. Estimacion de calidad local cadena I. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain J
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Anexo 11. Estimacion de calidad local cadena J. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain K
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Anexo 12. Estimacion de calidad local cadena K. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain L
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Anexo 13. Estimacion de calidad local cadena L. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain M
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Anexo 14. Estimacion de calidad local cadena M. Correspondiente a la subunidad

catalitica de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain N
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Anexo 15. Estimacion de calidad local cadena N. Correspondiente a la subunidad catalitica

de MtAHAS.
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Local Quality Estimate - Chain O
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Anexo 16. Estimacion de calidad local cadena O. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
Local Quality Estimate - Chain P
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Anexo 17. Estimacion de calidad local cadena P. Correspondiente a la subunidad

regulatoria de MtAHAS.
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