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RESUMEN

La bacteria Streptococcus pneumoniae (Sp) causa infecciones graves a nivel mundial. Su
resistencia a los antibidticos destaca la capacidad de sus mecanismos de resistencia y subraya
la necesidad de encontrar nuevas formas de combatirla y de seleccionar alternativas mas
efectivas para su tratamiento. El objetivo del presente estudio fue analizar la energia libre de
unién por acoplamiento molecular de farmacos con capacidad inhibitoria de la enzima tiamina
fosfato sintasa de Sp. La investigacion fue de naturaleza descriptiva. La metodologia usada fue
la deteccion virtual y el acoplamiento molecular, haciendo uso de programas bioinforméticos
de codigo abierto y de acceso libre, como LiSiCa, AlphaFold2 y AutoDock Vina. Los datos
utilizados fueron la secuencia de aminodcidos de la enzima tiamina fosfato sintasa de la
bacteria Sp cepa 556; farmacos de las bases de datosen linea, ZINC15 (Farmacos aprobados
en el mundo) y PubChem (Drogas y medicamentos); Enzimas de tiamina fosfato sintasa
cristalizadas de B. subtilis. Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular, identificaron
compuestos como el Bindarit, el fosfato ciclico de adenosina, la Benfotiamina, la Fludura, el
monofosfato de adenosina y el fosfato de triciribina, los cuales exhibieron las energias de
afinidad mas bajas en comparacién con sus ligandos naturales correspondientes. Estos
hallazgos sugieren una alta probabilidad tedrica de que sea factible inhibir la actividad
enzimatica y reducir la proliferacion bacteriana. Se enfatiza la necesidad de validacion con
técnicas experimentales. Se sugiere evaluar in vitro e in vivo la eficacia del Bindarit como

inhibidor de la enzima tiamina fosfato sintasa, estableciendo asi su potencial terapéutico.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, resistencia bacteriana, inhibidores, LiSiCa,
AlphaFold2, AutoDock Vina, acoplamiento molecular, deteccion virtual, ZINC, PubChem,

energia de union.



ABSTRACT

The bacterium Streptococcus pneumoniae (Sp) causes severe infections worldwide. Its
antibiotic resistance highlights the capability of its resistance mechanisms and underscores the
need to find new ways to combat it and select more effective alternatives for its treatment. The
aim of this study was to analyze the free energy of binding through molecular docking of drugs
with inhibitory potential against the thiamine phosphate synthase enzyme of Sp. The research
was descriptive in nature. The methodology used involved virtual screening and molecular
docking, utilizing open-source and freely accessible bioinformatics programs such as LiSiCa,
AlphaFold2, and AutoDock Vina. The data utilized included the amino acid sequence of the
thiamine phosphate synthase enzyme from Sp strain 556; drugs from online databases, ZINC15
(World-approved drugs) and PubChem (Drugs and medications); and crystallized thiamine
phosphate synthase enzymes from B. subtilis. The results obtained from molecular docking
identified compounds such as Bindarit, cyclic adenosine phosphate, Benfotiamine, Fludura,
adenosine monophosphate, and triciribine phosphate, which exhibited the lowest affinity
energies compared to their corresponding natural ligands. These findings suggest a high
theoretical probability of inhibiting enzymatic activity and reducing bacterial proliferation. The
need for validation with experimental techniques is emphasized. It is suggested to evaluate the
in vitro and in vivo efficacy of Bindarit as a thiamine phosphate synthase inhibitor, thereby

establishing its therapeutic potential.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, bacterial resistance, inhibitors, LiSiCa,
AlphaFold2, AutoDock Vina, molecular docking, virtual screening, ZINC, PubChem, binding

energy.



I. INTRODUCCION

En 2019, la creciente resistencia de Streptococcus pneumoniae (Sp) a los antibidticos
situd a esta bacteria entre los cinco patdgenos mas resistentes a nivel global (Antimicrobial
Resistance Collaborators, 2022). Responsable de enfermedades graves como otitis media,
meningitis, neumonia y septicemia (Guan et al., 2020), su alta incidencia mundial genera una
preocupacion constante, afectando tanto a paises desarrollados como en vias de desarrollo
(OMS, 2018).

La resistencia a los antibidticos, resultado del uso irresponsable de medicamentos y
procesos adaptativos impulsados por genes, se propaga horizontal y verticalmente, limitando
la eficacia de los tratamientos actuales (Walsh y Wencewicz, 2014; Munita y Arias, 2016;
Nelson y Cox, 2018). La persistencia de estos mecanismos resalta la capacidad de
adaptabilidad y velocidad de respuesta de las bacterias al nuevo ambiente en que se pueden
encontrar (Utili, 2001).

A pesar del desarrollo y aplicacion de las vacunas antineumocacicas, la neumonia
persiste como un problema de salud global. En el 2015, se estima que causo el 15% de las
muertes de nifios menores de 5 afios, llegando a tener una cifra alarmante de 920,136 decesos
para ese mismo afio (OMS, 2021). En Peru, la neumonia bacteriana sigue siendo la principal
causa de mortalidad registrada en los Gltimos 30 afios, con serotipos especificos, como Sp.
19A, 6C, 19F y 15, destacando en la patogénesis (Vasquez Ludefa, 2022).

Se han realizado esfuerzos para validar nuevas moléculas con propiedades
reguladoras, inhibitorias y/o antibi6ticas, enfocandose en cinco vias antibacterianas (Barra et
al., 2020; Walsh y Wencewicz, 2014). En la busqueda de nuevas vias o rutas de regulacion
y/o inhibicion se han propuesto destinos metabolicos con rutas de sintesis de compuestos
bioquimicos propios de bacterias. La peculiaridad de las vias bioquimicas en bacterias
apropiadamente referido para Streptococcus pneumoniae, es que se sugieren objetivos
farmacoldgicos de caracter especificos, es asi como la biosintesis de tiamina monofosfato,
crucial para su metabolismo y sintesis de la vitamina B1 (tiamina), esta via se convierte en un

blanco potencial para farmacos con potencial inhibitorio (Singh et al., 2007).



El acceso a vastas bases de datos bioldgicos ha potenciado herramientas
computacionales como AlphaFold2 y LiSiCa, utilizando aprendizaje profundo para predecir
estructuras proteicas y realizar selecciones virtuales de ligandos. Estas herramientas, como
parte del enfoque descriptivo y observacional, pasa a formar en las investigaciones de
vatacrer experimental las que contribuyen al descubrimiento de sustancias con potencial
antibiotico (Jumper et al., 2021; Dilip et al., 2016; Lesnik et al., 2015).

Mediante el uso de una de la tecnicas clave mas empleadas para entender de manera
teorica la forma de union esta el acoplamiento molecular, permite predecir y calcular
computacionalmente la posicion méas favorable de interaccion entre un ligando y un blanco
(usualmente proteico), ademas, esa tecnica permite conocer la estabilidad molecular entre
macromoleculas vy la identificacion de compuestos organicos con actividad bioldgica, esta
tecnica usa calculos de energia libre de union en valores negativos, siguiendo los principios
de la segunda ley de la termodinamica donde se predice si la reaccion es expontanea
(Eberhardt et al., 2021).

Los programas bioinformaticos destinados a estudios de acoplamiento molecular usan
calculos de energia libre; AutoDock Vina, forma es uno de tantos software que permiten
realizar este tipo de calculos, uno de los calculos mas resaltantes esta en funcion de
puntuacién con valores negativos de la energia libre, para la interpretacion de los resultados
se evalla la eficacia en la union de compuestos en estudio (Eberhardt et al., 2021; Kitchen et
al., 2004; Prieto-Martinez et al., 2018), este programa de codigo abierto ya ha sido validado
en numerosos estudios previos, donde se evaluo la interaccion de farmacos destinados a la
obesidad Lorcaserina, Fentermina, Liraglutina con proteinas para reposicionamiento en

actividad farmacologica (Lanchero Barrios, 2016)

Este estudio se centra en identificar farmacos potenciales mediante técnicas in silico,
como el cribado y el acoplamiento molecular, utilizando bases de datos farmacoldgicas clave
como ZINC15y PubChem. Ambas plataformas, de acceso gratuito, ofrecen recursos valiosos

para la investigacion en quimica y biologia (Irwin et al., 2020; Kim et al., 2023).

A pesar de la importancia de la enzima tiamina fosfato sintasa de Sp, su estructura
tridimensional aln no se ha resuelto experimentalmente. Este trabajo se basa en la busqueda
y validacion previa de la secuencia de aminoacidos, sugiriendo la necesidad de un modelo
tridimensional (Altschul et al., 1990; Barra et al., 2020).



Asi, se plantea la formulacién del problema: ¢Qué farmacos tendran la menor energia
libre de union mediante acoplamiento molecular en la enzima tiamina fosfato sintasa de
Streptococcus pneumoniae ST556? Con el objetivo general de analizar la energia libre de
unioén por acoplamiento molecular de farmacos con capacidad inhibitoria de la enzima
tiamina fosfato sintasa de Sp y como objetivos especificos: i) Determinar la estructura
tridimensional de la enzima tiamina fosfato sintasa de la bacteria Streptococcus pneumoniae,
con la herramienta en linea AlphaFold2; ii) Identificar ligandos organicos de la base de datos
Zinc y PubChem con capacidad de inhibicion de la enzima tiamina fosfato sintasa de
Streptococcus pneumoniae Y, iii) Comparar la interaccion enzima-ligando por acoplamiento
molecular en AutoDock Vina.



II. JUSTIFICACION

Se analizara la energia libre de unién por acoplamiento molecular de farmacos con
capacidad inhibitoria de la enzima tiamina fosfato sintasa de la bacteria Sp cepa 556. Esta
enzima es esencial para la sintesis de tiamina monofosfato en la bacteria, por lo que su
inhibicion podria representar una estrategia terapeutica eficaz para combatir infecciones

causadas por esta bacteria. (Begley et al., 1999; Du et al., 2011)

Para lograr este objetivo, se utilizard la herramienta computacional de codigo abierto
AlphaFold2 para determinar la estructura tridimensional de la enzima tiamina fosfato sintasa
de Sp (Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022). Posteriormente, se identificaran ligandos
orgénicos dela base dedatos Zinc y PubChem con potencial farmacoldgico. (Irwin et al., 2020;
Kim et al., 2023; Sterling y Irwin, 2015)

El potencial de este proyecto radica en la posibilidad de identificar y reutilizar (en
inglés: me-too) farmacos inhibidores para la enzima tiamina fosfatosintasa de Sp, lo que podria
representar una excelente alternativa terapéutica efectiva adecuada para combatir infecciones
causadas por esta bacteria (Barra et al., 2020; Du et al., 2011). Ademas, la metodologia
utilizada en este proyecto es novedosa y se apoya en herramientas computacionales de ultima

generacion, lo que aumenta la veracidad y la eficiencia del andlisis. (Nelson y Cox, 2018)

El impacto que genera este tipo de trabajos esta en los resultados que podrian tener y
sus implicaciones significativas en el tratamiento de infecciones causadas por Sp. Ademas, la
metodologia utilizada en este estudio podria ser aplicada en el andlisis de otras enzimas y
farmacos, lo que podria llevar a la identificacion de nuevas estrategias terapéuticas para
diversas enfermedades. (Huang, et al. 2020) Al punto de simplemente dar una revalidacion a
las funciones terapéuticas de los farmacos ya existentes y aprobados por la comisién

internacional de drogas y alimentos - FDA



I1. MARCOTEORICO

3.1 Antecedentes

Sosa Delgado et al., en su estudio de 2020, destacaron que las infecciones por Sp son una
importante causa de mortalidad en nifios menores de cinco afios. A pesar del éxito de las vacunas
actuales contra varios serotipos, la dinamica epidemiolégica revela la aparicion de serotipos no
vacunales, como el 12F. En Latinoamérica, la vacuna PCV13ha demostrado eficacia; sin embargo,
la introduccion de vacunas conjugadas ha desencadenado la enfermedad de reemplazo con la
circulacion de serotipos no cubiertos. Este escenario motiva nuestra investigacion, centradaen el
analisis computacional de la energia libre de union por acoplamiento molecular de farmacos con
potencial inhibitorio de la enzima tiamina fosfato sintasa de S. pneumoniae, con el proposito de
contribuir al desarrollo de terapias mas efectivas ante la evolucién epidemioldgica y la resistencia

emergente.

Lanchero Barrios, en su estudio del 2016, aborda la problematica global de la obesidad y
destaca la escasa disponibilidad de tratamientos farmacoldgicos. Enfocandose en el disefio de
farmacos asistido por computadora (DIFAC) y el reposicionamiento de farmacos, se dirige hacia
la lipasa pancreatica (LP) como una diana terapéutica clave. La metodologia empleada se basa en
un cribado virtual in silico, utilizando Autodock 4.2, AutoDock Vina 1.1.2 y Dock6 v6.7. Al
finalizar, se identificaron tres potenciales inhibidores de la LP: nevibolol, vemurafenib y etexilato
de dabigatran. Este hallazgo constituye un aporte significativo al conocimiento vy
reposicionamiento de farmacos para tratar la obesidad. El estudio no solo utiliza métodos in silico
avanzados, sino que también revela posibles tratamientos novedosos, sugiriendo una prometedora

direccion en el desarrollo farmacoldgico para abordar la obesidad.

Guan et al., 2020, enfocaron sus estudios a los mecanismos de union del acido clorogénico
a la neuraminidasa en el tratamiento de enfermedades causadas por Sp. Se destaco al &cido
clorogénico por su capacidad antivirica y antibacteriana, incluyendo la inhibicion de Sp. En este
estudio, utilizando acoplamiento molecular y simulaciones moleculares, se obtuvo que los célculos
de energia de union respaldaron un fuerte potencial de inhibicion. Esto proporciona una base
tedrica valiosa para comprender el mecanismo de inhibicién de la neuraminidasa de Sp ofreciendo

perspectivas importantes para el desarrollo de nuevos inhibidores.



Zlitni et al. (2013) presentdé un enfoque para la identificacion de compuestos
antibacterianos. El estudio se centrd en el andlisis de las respuestas metabolicas de la bacteria bajo
condiciones de limitacién de nutrientes con el fin de medir la actividad metabdlica y descubrir los
compuestos que la inhiben, lo que llevé a la supresion de la proliferacion bacteriana. En general
los resultados de estudio sugieren que la supresion metabolica puede ser una estrategia efectiva
para identificar compuestos antibacterianos y que los compuestos identificados pueden ser

utilizados para combatir la resistencia a los antibioticos.

Singh et al., (2007), identificaron posibles blancos terapéuticos para el disefio de nuevos
farmacos contra Sp utilizando una aproximacion in silico (descritos en base teorica). Los resultados
del estudio revelan una serie de rutas metabdlicas esenciales para la supervivencia de la bacteria,
y sugieren diversas enzimas que podrian ser objetivos terapéuticos promisorios. Entre ellas la ruta

metabolica de la tiamina.

Begley et al., (1999), identificaron las enzimas relacionadas y los genes implicados en la
biosintesis, recuperacion y transporte de la tiamina. A traves de técnicas de mutaciones de péerdida
de funcion que dan como resultado una auxotrofia o requerimientos nutricionales aumentados se
pudo conocer su origen en la expresion de 12 genes. Los cuales solo uno deellos, la tiamina fosfato
sintasa expresada por el gen thik, tienen como funcion la unién del tiazol y la pirimidina, para

formar fosfato de tiamina.

En Barra et al., (2020), enfocaron su investigacion, en la identificacion de vias metabdlicas
esenciales como una estrategia para combatir la resistencia a los antibiéticos. El estudio utiliza
técnicas de analisis de vias metabolicas y de gendmica comparativa, para identificar enzimas
esenciales en la sintesis de metabolitos vitales para las bacterias. En particular, el estudio destaca
la importancia de las enzimas thiD y thiE en la biosintesis de novo de la tiamina. Estos hallazgos

refuerzan la relevancia de dirigir esfuerzos terapéuticos hacia estas enzimas.

Eskandari (2022), buscé identificar farmacos reutilizables (me-too) para tratar COVID-19
mediante deteccion in silico, acoplamiento molecular y simulacion de dinamica molecular de la
proteasa similar a la 3-quimotripsina (3CLpro) y el dominio de union al receptor de la proteina
pico (RBD-S). Donde detalla metodologia clave para el uso en el reposicionamiento de farmacos,

por lo que para este este estudio in silico proporciona informacion detallada sobre los métodosy



técnicas utilizados en la investigacion, fortaleciendo la base metodoldgica para investigaciones

similares.

Jumper et al., (2021), describieron el desarrollo de AlphaFold, un modelo de aprendizaje
profundo que utiliza técnicas de optimizacion para predecir con alta precision la estructura
tridimensional de las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos. Con la que obtuvo cientos
de estructuras proteicas modeladas, que al ser comparadas con las estructuras cristalograficas
tienen un aproximado del 99% de similaridad en el plegamiento. Este avance tecnoldgico en la
prediccion de estructuras proteicas permite desarrollar el primer objetivo secundario de esta

investigacion.

Lesnik et al., (2015), present6 el desarrollo de una extension para la herramienta de
visualizacion de estructuras tridimensionales PyMOL llamada LiSiCa que utiliza algoritmos de
seleccion deligandos basados en similitud segin Tanimoto. Se puedeaplicar para la identificacion
de compuestos activos contra una amplia variedad de dianas terapéuticas. Este software serd de
gran utilidad en el tamizaje de extensas bibliotecas de farmacos y en la seleccion de potenciales

compuestos con propiedades inhibitorias para la enzima de estudio.

Hassan et al., (2021), se centraron en el acoplamiento molecular de la alfa enolasa en la
bacteria Streptococcus pneumoniae, para identificar posibles candidatosprometedores para reducir
la union al plasmindgeno como componente profibrinolitico que inicia la actividad proteolitica, la
invasion y la progresion en humanos. Se utilizé el disefio de farmacos asistido por computadora
para identificar las interacciones de union antagénicas entre el ligando (inhibidor) y el receptor

(proteina), en funcidn de sus afinidades de union, puntuacion de energia y farmacocinética.

3.2 Base Tebrica

3.2.1 Género Streptococcus y Neumonia

La bacteria Sp es un coco lanceolado, Gram positivo, dispuestos entre si por pares. Presenta
una capsula como caracteristica estructural distintiva, en la superficie se hallan polimeros de
polisacaridos de alto peso molecular que le aporta virulencia. Se conocen méas de 90 serotipos,

debido a la composicion Unica de cada capsula. (Sosa Delgado et al., 2020) Ademas, un grupo de
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estas bacterias presentan proteinas fijadoras de colina que permite la capacidad de adherencia a las
células epiteliales para el posterior ataque de las neumolisinas y neuraminidasas. (Correa et al.,
2018)

La bacteria Sp puede ser causante de enfermedades neumocdcicas invasivas y no invasivas.
Se pueden hallar en la sangre, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, etc., y esta asociado con
procesos clinicos generalmente severos como bacteriémica, empiema, meningitis, neumonia,
septicemia, etc. ElI proceso de infeccidbn comienza por la colonizacion nasofaringea, donde
dependiendo de la edad, estacion y otros factores, se pueden transmitir de una persona a otra por

contacto directo o por microaerosoles producidos al estornudar o toser. (Correa et al., 2018)

Una afeccién comin de la bacteria Sp es la neumonia, que afecta principalmente a nifios y
ancianos. Favorecen su propagacién mediante el hacinamiento de personas contagiadas, las
enfermedadescrdnicas y las infecciones respiratorias viricas. Ademas, hay factores predisponentes
gue se asocian con infecciones frecuentes y graves, estos son: la asplenia, el alcoholismo, la

diabetes mellitus, enfermedades renales y algunos canceres. (Ryan et al., 2010).
3.2.2 Importancia de la Tiamina y la Enzima Tiamina Fosfato Sintasa

Las vitaminas son cofactores de vital importancia en el metabolismo de numerosas vias
metabdlicas. La tiamina esta ligada en el metabolismo de los carbohidratos, donde se afecta
directamente a enzimas como: piruvato oxidasa y deshidrogenasa, transcetolasas, cetoacidos
descarboxilasas y deshidrogenasas, y el acetolato sintasa. La tiamina es sintetizada por plantas,
hongos y bacterias, pero no por los humanos, lo que favorece el desarrollo de farmacos especificos

con efectos secundarios reducidos. (Barra et al., 2020; Begley et al., 1999; Chiu et al., 1999)

La tiamina fosfato sintasa pertenece a la familia de las transferasas. Transfieren grupos
arilo o alquilo distintos de los grupos metilo, y cataliza la penultima reaccion de la biosintesis de
novo de la tiamina, condensando el monofosfato de 4 metil 5 (beta-hidroxietil) tiazol, pirofosfato
de 2 metil 4 amino 5 hidroxi metil pirimidina y 2 protones de hidrégeno para formar: diéxido de
carbono, tiamina monofosfato y un ion difosfato. (The UniProt Consortium, 2020). La enzima
homodimérica tiamina fosfato sintasa (EC 2.5.1.3) es una proteina alfa/beta con un pliegue de

triosafosfato isomerasa (barril TIM), de dimensiones 45 x 45 x 35 A,
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El monémero tiene un nucleo de ocho hélices y ocho hebras paralelas inclinadas
aproximadamente 45° desde el eje del barril. Adicional al barril, presenta 2 hélices, donde la
primera atraviesa la entrada del barril N-terminal, y la segunda se gira entre la Ultima hebra y la
Gltima hélice. Su sitio activo esta presente en un bolsillo rodeado principalmente por regiones de
bucle, los residuos 59-67 (bucle A), 109-114 (bucle B) y 151-168 (bucle C). La enzima presenta
un sitio de union del catién Mg+2, en el borde del sitio activo, esta en contacto con el solvente y a
su vez es coordinado octaédricamente por dos cadenas laterales de aspartato ASP93 y ASP112.
(Chiu et al., 1999)

3.2.3 Analisis Computacionales

La bioinformatica esté presente en el estudio de proteinas codificadas de genes, con una
enorme cantidad de datos bioldgicos, y esta asociada a disciplinas como la biologia, bioguimica,
matematicas y desarrollo de softwares. (Saenz-Suarez et al., 2011). Desarrollando algoritmos, que
predicen el comportamiento bioquimico de genes y proteinas, facilitando el estudio profundo de
sus funciones. (Hughes y Maloy, 2013; Jumper et al., 2021; Roldan Martinez, 2015). Ademas, el
desarrollo de simulaciones de acoplamiento molecular, el cual forma un complejo estable entre la
proteina diana y una molécula pequefia (sustrato), da resultados que permiten comparar y
seleccionar la mejor interaccion entre los ligandos en base a la energia libre de union. (Kitchen et
al., 2004)

3.2.4 Antibidticos

Son sustancias quimicas que se utilizan para prevenir, tratar o curar enfermedades. Los
farmacos pueden ser sintéticos o naturales, y actGan sobre el cuerpo de diferentes maneras, como
inhibiendo o activando una enzima o receptor especifico, o afectando la sefializacion celular. Los
farmacos se utilizan comunmente en la medicina para tratar enfermedades y mejorar la salud de

las personas.

Los objetivos en los que se enfocan los farmacos comerciales son cinco y éstos afectan un
aspecto vital de la bacteria: inhibir el desarrollo de la pared celular, afectar la biosintesis de los
ribosomas, interrumpir la replicacion y la transcripcion de los acidos nucleicos, bloguear la ruta

biosintética del folato y afectar la integridad de la membrana bacteriana. (Barra et al., 2020)
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3.3 Definicion de Términos — Variables

Acoplamiento molecular: Es un proceso computacional que tiene como objetivo predecir
la unién no covalente entre una molécula pequefia (ligando) y una macromolécula (receptor) o la
union de dos macromoléculas. Este procedimiento utiliza estructuras moleculares separadas
obtenidas mediante simulaciones de dindmica molecular o modelos de homologia. La finalidad
principal es anticipar la afinidad de union y las conformaciones resultantes de las moléculas
unidas. Este enfoque es esencial en la prediccion de interacciones moleculares. (Trott y Olson,
2010)

Auxotrofia: Se refiere a la incapacidad de un organismo para sintetizar un compuesto
esencial para su crecimiento y supervivencia. Los organismos auxotrofos deben obtener estos
compuestos esenciales por medios end6genos o exdgenos. (Begley et al., 1999)

Energia de union: Se refiere a la energia requerida para unir dos moléculas o particulas.
En el contexto de la quimica, la energia de union es importante para entender las interacciones
entre moléculas y como estas interacciones pueden ser utilizadas para controlar la reactividad
quimica y la estabilidad de los sistemas. (Iwasay Marshall, 2019; Nelson y Cox, 2018)

Enzima: Es una proteina que cataliza o acelera una reaccion quimica en un organismo
vivo, a través de un complejo llamado enzima-sustrato. Aquella parte de la molécula de la
enzima que esta directamente involucrada en la unién del sustrato se denomina sitio activo. El
sitio activo y el sustrato(s) tienen formas complementarias, en donde la energia libre de unién
permite el equilibrio o la reaccion enzimatica, lo que da un alto grado de precision y eficiencia.
(lwasa y Marshall, 2019)

Inhibicién enzimatica: Se refiere al proceso de disminuir o bloquear una actividad
bioldgica o quimica en un sistema. En el contexto de la biologia, la inhibicion puede ser utilizada
para controlar la actividad de enzimas, células o sistemas biolégicos mas complejos. La
inhibicion puede ser reversible o irreversible y puede ser utilizada como una estrategia
terapéutica para tratar enfermedades. (Iwasa y Marshall, 2019; Nelson y Cox, 2018)

Las bases de datos: Son colecciones organizadas que contienen informacién sobre la
estructura quimica, las propiedades fisicas y quimicas, los efectos biologicos, la toxicidad y otras

caracteristicas relevantes de los compuestos. (Nelson y Cox, 2018)
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Investigacion

Descriptiva — Observacional (Eskandari 2022; Guan et al., 2020).

4.2 Poblacion y muestra

4.2.1 Poblacion

Streptococcus pneumoniae ST556, ingresado en el GenBank CP003357.2 (para mas

detalles ingresar al enlace: https://www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003357.2)

Base de datos ZINC15. (mas detalles, ingresar al enlace: https://zinc15.docking.org/)

Base de datos de PubChem (mas detalles, ingresar al enlace:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

4.2.2 Muestra

o Secuencia de aminoacidos de la enzima tiamina fosfato sintasa de la bacteria

O

Streptococcus pneumoniae ST556 (Li et al., 2012)

Gen: thik

EC_number: 2.5.1.3

Id de proteina: AFC94415.1

Numero de aminoécidos: 209

Secuencia de aminoacidos:
“MFHKELLKLYFICGTTTCQGKNLYTVVEEALKGGITLFQFREKGEGALEGLEKL
ELAIQIKELCKKYNVPFIVNDDIDLAMEIDADGVHVGQDDIGVDEIRKLMPDKIIG
LSIRNEEEFQQSKVEYVDYVGVGPVFDTQSKDDAGGAIGYEGLELMRKLLPQMP
LVAIGGIQTKHIKDIIKTNVDGVSIISAISYAKNIEKTVREMSEQ ”

Farmacos aprobados en las principales jurisdicciones, incluida la FDA, disponibles en
la base de datos ZINC15. (archivo en formato MOL2, en enlace:
https://drive.google.com/file/d/19ZcphFuCpja2bNCAHBZ8phvzsx2zr71V/view?usp=

drive link) (Irwin et al., 2020; Sterling y Irwin, 2015)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003357.2
https://zinc15.docking.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://drive.google.com/file/d/19ZcphFuCpja2bNCAHBZ8phvzsx2zr7IV/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/19ZcphFuCpja2bNCAHBZ8phvzsx2zr7IV/view?usp=drive_link
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m 5903 farmacos con estructura de tres dimensiones, hasta 01- 05-2023

o Drogas y medicamentos de la base de datos de PubChem (archivo en formato MOL2,

en enlace: https://drive.google.com/file/d/19blhc -
8HgPvHIalibVuly ijMMihOKo/view?usp=drive link) (Kim et al., 2023)

m 9801 farmacos con estructura de tres dimensiones, hasta 01- 05-2023

o Ligandos de referencia: Tiamina monofosfato (CID: 1131), pirimidina (CID: 217) y
tiazol (CID: 25245616) (Hazra et al., 2011).

4.3 Meétodos, técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos

4.3.1 Técnica

Andlisis bioinformaticos, cribado virtual y acoplamiento molecular. (referencias de todos

los instrumentos)

4.3.2 Instrumentos

- Computadora Windows 10 Pro, version 22H2, Intel(R) Core (TM) i7, 8 Gb de RAMYy
conexion a internet con una velocidad de carga de 100Mb/s y disco duro externo de
2Gbh.

- Softwares bioinformaticos de codigo abierto y de uso libre: (enlaces en Anexo 1y
Anexo 2)

AutoDock VINA v. 1.2.3 (Eberhardt et al., 2021; Trott y Olson, 2010)
AutoDockTools version 1.5.7 (Sanner, 1999)

AutoDock Flexible Receptor (ADFR) version 1.1rcl (Ravindranath et al., 2015)
AlphaFold Colab (Jumper et al., 2021)

BLASTp (Altschul et al., 1990)

Clustal Omega (Multiple Sequence Alignment) (Madeira et al., 2022)
DoGSite3 (Graef et al., 2023; Volkamer et al., 2012; VVolkamer et al., 2010)
PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler) (Adasme et al., 2021)

PyMOL version 2.5.5 (Schrédinger, 2023)

UCSF Chimera version 1.17.1 (Pettersen et al., 2004)


https://drive.google.com/file/d/19blhc_-8HqPvHlaIibVuIy_ijMMihOKo/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/19blhc_-8HqPvHlaIibVuIy_ijMMihOKo/view?usp=drive_link
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e Extension LiSiICA GUI (Dilip et al., 2016; Lesnik et al., 2015)

e Open Babel 2.3 (O'Boyle et al., 2011)

e YASARA Minimization Server (Krieger et al., 2009)
4.4 Metodologia

Se tendra como base el protocolo de cribado virtual de las bases de datos farmacol6gicos

de Dilip et al., (2016) y Lesnik et al., (2015); el protocolo de Mirdita et al., (2022), la prediccion
de laenzima de estudio; el protocolo de acoplamiento molecular con la suite de AutoDock de Forli
et al., (2016). Se adaptara el uso de AutoDock Vina 1.2.3 (Eberhardt et al., 2021; Trott y Olson,
2010) en el entorno virtual de Google colab de Carlos Shiraishi, (2022). Estos protocolos seran

puestos en uso con modificaciones del autor expuestas literalmente.

4.4.1 Estructura tridimensional de la enzima tiamina fosfato sintasa

a. Comparacion de Estructuras Cristalinas Similares

Mediante BLASTp: Para llevar a cabo la comparacion de estructuras similares con
nuestra enzima de estudio, se realizo un andlisis bioinforméatico. Como se muestra en el Anexo 3,
se utilizd la secuencia de aminoéacidos de la enzima objetivo como consulta en una busqueda
BLASTDp en la base de datos del Protein Data Bank (PDB), para identificar las estructuras
cristalinas que presentaron la mayor similitud en términos de funcionalidad, identidad y

cobertura con nuestra secuencia objetivo.

Mediante CLUSTAL Omega: Como se muestra en el anexo 4, se realizd un alineamiento
de secuencias de las estructuras cristalinas de la enzima tiamina fosfato sintasa para diferentes
especies bacterianas en la bisqueda de estructuras 3D determinadas experimentalmente del

archivo del PDB en el programa en linea CLUSTAL Omega.

Seleccion de estructuras cristalinas del PDB: Las estructuras seleccionadas fueron
elegidas en base a su similitud con nuestra enzima de estudio y a su relevancia funcional. Como
se muestra en el anexo 5, se dieron prioridad a aquellas estructuras cristalinas que incluian
sustratos y productos conocidos que participan en la reacciéon enzimatica de la enzima de estudio,
como el tiazol, la pirimidina y la tiamina monofosfato. Estos criterios aseguran una comparacion

relevante desde el punto de vista bioquimico y funcional.
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b. Prediccion de la estructura tridimensional de la enzima:

Usando AlphaFold Colab, dentro del bloque “Making a prediction” y en el campo 3
“Enter the amino acid sequence(s) to fold”, se introdujo la secuencia de aminoacidos; “Ejecutar
todo”, ubicado en la barra de herramientas en “Entorno de ejecucion”. Se consigui6é un archivo

en formato PDB.

4.4.2 ldentificacion de ligandos orgénicos de la base de datos Zinc y PubChem

a. Seleccion de bases de datos farmacoldgicas:

Se descargaron los ligandos de las bases de datos en linea, ZINC15 y PubChem en

formato MOL2, para el cribado virtual en la extensién LiSiCa, como se muestra en la figura 1.

b. Deteccion virtual de los compuestos farmacologicos:

Para este proceso, se us6 PyMOL y su extension LiSiCa-GUI el cual se puede encontrar
en la pestana “Plugin” del programa PyMOL. El protocolo de seleccion de ligandos se bas6 en
las directrices de Dilip et al. (2016) y Lesnik et al. (2015), priorizando aquellos con una
identidad estructural superior al 40%, indicativo de su posible afinidad y potencial inhibitorio

frente a la enzima objetivo.

Figura 1.
Esquema de filtrado y seleccidn de ligandos a partir de las bases de datos Zinc15 y PubChem
WEB [Q
AN
ZINC15 . PubChem
+— FARMACOS —»
5903 5801
LiSiCA =£3#
Farmacos con
potencial inhibitorio
ZINC15 PubChem

30 30
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4.4.3 Acoplamiento molecular en AutoDock Vina
a. Modificacion y Optimizacion de la enzima modelada (sugerido por autor):

El procedimiento descrito se llevé a cabo utilizando el programa PyMOL y se centro en
la alineacion y comparacion estructural de dos enzimas: la enzima 1G6C y la enzima modelada
de estudio. El objetivo principal de este proceso era evaluar la similitud entre las dos estructuras

y transferir los ligandos de la enzima 1G6C a la enzima modelada.

El primer paso consistio en alinear la cadena "B" de la enzima 1G6C, excluyendo las
moléculas de agua, con la cadena "B" de la enzima modelada. Esto implicé superponer las

estructuras para comparar su disposicion tridimensional.

Como segundo paso, se procedid a seleccionar y extraer los ligandos especificos
presentes en la cadena "B" de la enzima 1G6C. Estos ligandos incluyen fosfato de 4-metil-5-
hidroxietiltiazol, pirofosfato 2-, 2-trifluorometil 5-metilen 5h-pirimidin 4-ilidenamina y el ion
magnesio. Estos ligandos son componentes quimicos clave que interactian con la enzima y son

esenciales para su funcion.

Dado que la enzima modelada mostraba similitud estructural con la enzima 1G6C, se
tomo la decision de sobrescribir los ligandos extraidos de la enzima 1G6C en la enzima

modelada.

Es importante destacar que en un primer momento se opto por ignorar cualquier choque
intermolecular que pudiera surgir como resultado de esta accion. Esto sugiere que se considero
que los ligandos encajarian de manera aceptable en la enzima modelada sin una optimizacion

inmediata para evitar conflictos estructurales.

En términos generales este enfoque involucro la alineacion, extraccion y transferencia de
ligandos de una enzima de referencia a una enzima modelada debido a su similitud estructural,
con la intencién de explorar la posibilidad de que la enzima modelada pueda funcionar de
manera similar a la enzima de referencia en términos de su interaccion con los ligandos

mencionados.

La optimizacién de la enzima modelada modificada se hizo mediante el uso del servidor
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en linea “YASARA Minimization Server”, la cual repard los choques intermoleculares entre
otras caracteristicas adicionales, como se dictan en su protocolo de uso. (para mas detalles,

ingresar al enlace: http://yasara.org/minimizationserver.htm)

b. Ildentificacion del sitio de unién de la enzima modelada

Se implemento el programa en linea DoGSite3 como parte fundamental del proceso de
identificacion del sitio activo de la enzima modelada. DoGSite3, un método basado en
cuadriculas, emplea un filtro de Diferencia Gaussiana para detectar posibles sitios de unién en la
estructura 3D de macromoléculas. Posteriormente, se llevaron a cabo célculos para determinar
las propiedades globales del sitio activo, incluyendo tamarfio, forma y caracteristicas quimicas de
los bolsillos previstos. Este andlisis detallado contribuy6 significativamente a la comprensién de
la arquitectura del sitio activo. Ademas, este paso metodologico resulta crucial para la
identificacion y verificacion de los resultados del acoplamiento molecular, estableciendo asi una
conexién integral entre la identificacion del sitio activo y la interpretacién de la interaccién

molecular en la enzima modelada.
c. Preparacion de elementos para el acoplamiento:

Se sigue el protocolo para preparar los ligandos y el receptor, con las funciones de la suite

de AutoDock. Teniendo en cuenta los parametros determinados en Forli et al., (2016).
d. Acoplamiento con AutoDock Vina 1.2.3 en Google colab:

El acoplamiento molecular fue realizado en AutoDock Vina por la plataforma de Google
colab, para el caso se siguié el procedimiento de Carlos Shiraishi, (2022). Donde se modifico el
codigo base por parte del autor (escrito en Python y detallado en el enlace:

https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-

AXzmAV23XRI4xUav7FWV F?usp=sharing ) para realizar multiples acoplamientos moleculares,

el cual dio como resultado un archivo comprimido en formato ZIP. Para garantizar la
confiabilidad de los resultados, este procedimiento se repitié en tres veces, con el propdésito de
validar los resultados y prevenir posibles errores en la busqueda de la mejor energia libre de
afinidad.


http://yasara.org/minimizationserver.htm
https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-4XzmAv23XRJ4xUav7FWVF?usp=sharing
https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-4XzmAv23XRJ4xUav7FWVF?usp=sharing
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e. Recoleccion de datos e interpretacion de resultados

Durante el desarrollo de la investigacion, se utiliz una tabla de hoja de calculo cuya
creacion se especifica en el anexo 5. La técnica del acoplamiento molecular en la enzima
tiamina fosfato sintasa de Streptococcus pneumoniae ST556 se evalu6 enfocandose en las
energias libres de union de cada ligando, identificando aquellos con la menor energia. Para

profundizar, se analizaron las interacciones moleculares que propician la inhibicion enzimatica.

Los resultados tedricos méas destacados se detallaran, abordando los sitios de union y los
residuos de aminoacidos involucrados en la formacién de complejos con ligandos enzimaticos.
Este analisis ofrece una vision completa de las caracteristicas estructurales e interacciones
especificas que determinan el potencial inhibitorio de los ligandos en estudio.
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V. RESULTADOS

5.1 Estructura de la Enzima Tiamina Fosfato Sintasa predicha por AlphaFold2

Con el uso del programa AlphaFold2 (AF2), a traves de la plataforma de Google Colab
(donde DeepMind aloj6 el codigo fuente), fue posible la obtencion de una (1) estructura modelada
(renombrada como AFC94415), partiendo de su secuencia de aminoacidos, donde fue comparado
con la propia base de datos de AF2. Los resultados de la prediccion de AFC94415, presenté la
prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT) y el error alineado previsto (PAE), que
verifica la confiabilidad dentro del dominio y entre las cadenas que la conforman respectivamente.
Como se muestra en la figura 2, la estructura modelada presenta una forma globular, con motivo
detipo barril TIM, de conformacién homodimérica y, ademas, se predijo la estructura en un estado
relajado (donde se evita errores estereoquimicos). (archivo obtenido de AF2, en enlace:
https://drive.google.com/file/d/1Ptvytj1PSrvJ6q7kZ LAIZ2CSSLhiAkl/view?usp=sharing)

Figura 2.
Homodimero dela estructuraAFC94415 predichapor AF2. Gréaficocon 3 representacionesde color: rojo,

para hélice alfa; amarillo, para laminas beta; verde, para regiones de desorden.

Barril TIM

Cadena A Cadena B


https://drive.google.com/file/d/1Ptvytj1PSrvJ6q7kZ_LAIZ2CSSLhiAkl/view?usp=sharing
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5.2 Identificacion de Ligandos Organicos con Potencial Inhibitorio sobre Tiamina
Fosfato Sintasa desde ZINC15 y PubChem

Los sustratos de la tiamina fosfato sintasa son: i) tiazol (TZ) y ii) pirimidina (PIR), que
luego de la reaccion se obtiene como producto a la tiamina monofosfato (TMP). Para la
obtencion de los ligandos con posible potencial inhibitorio se tuvo en consideracion dar inicio a
la comparacion por estructura, con los sustratos y el producto. La extension LiSiCa del programa
PyMOL, evaluo la totalidad de farmacos depositados en las bases de datos del PubChem y

Zincl5, que constaban de un total de 9801 y 5903 farmacos respectivamente.

Para la seleccion y evaluacion de los ligandos, se tom6 como punto de corte de comparacion el
40% de similitud. Donde del total de ambas bases de datos se redujo para 54 farmacos, como se
muestra en el anexo 6, siendo inicialmente 30 para PubChem y 30 para Zinc15 (10 resultados por
cada ligando de referencia), ademas se eliminaron 4 farmacos por repeticion de estructura (1 para

PubChemy 3 para Zinc15) y 2 farmacos de acido fosforico.

Ya con los ligandos seleccionados, éstos fueron preparados para el acoplamiento
molecular en AutoDock Vina. Para ellos se usé el programa Open Babel, el cual vari6 el estado
de protonacion (adicién de un proton (H+) a un &tomo, molécula o ion) en un pH de 7.4 (pH
considerado fisioldgico), el cual minimiz6 las energias para evitar los errores de estereoquimica.
Seguido, con AutoDock Tools, permitio la obtencion de los ligandos preparados para el posterior

acoplamiento molecular en AutoDock Vina

5.3 Analisis Comparativo de la Interaccion Enzima-Ligando a través del Acoplamiento

Molecular en AutoDock Vina

5.3.1 Estructuras cristalinas comparadas

a. Coberturay Porcentaje de Identidad
Tras realizar el analisis BLASTp, detallado en el anexo 3, observamos una significativa
cobertura en la secuencia de aminoacidos entre nuestra proteina de interés y la proteina
identificada por el codigo 1GA4T en la base de datos del PDB. Es crucial resaltar que tanto 1G4T
como 1G6C pertenecen a la misma investigacion y derivan de la misma familia bacteriana,

Bacillus subtilis, lo que posibilita la sustitucion de la proteina 1G4T por 1G6C. A pesar de la
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relevancia de 1G4T, nuestro enfoque se centra particularmente en la estructura representada por
el cddigo 1G6C debido a los ligandos especificos que alberga.
b. Comparacion de secuencias
Los cdédigos de identificacion de UNIPROT se utilizaron para identificar diferentes
especies bacterianas con resolucién experimental en la base de datos del PDB. Se seleccionaron
y descargaron cuatro proteinas, las cuales fueron desarrolladas a partir de la difraccion de rayos
X, con la finalidad de identificar su porcentaje de identidad con la secuencia de aminoacidos
objetivo:
i. 3CEU: Estructura cristalina de pirofosforilasa de tiamina fosfato de Bacteroides
thetaiotaomicron.
il. 1XI3: Estructura cristalina de tiamina fosfato pirofosforilasa de Pyrococcus furiosus.
iii. 1G6C: Estructura cristalina de tiamina fosfato sintasa de Bacillus subtilis

iv. 3063: Estructura cristalina de tiamina fosfato sintasa de Mycobacterium tuberculosis.

Tabla 1
Matriz de identidad porcentual (%) entre secuencias de aminoacidos de la enzima tiamina

fosfato sintasa de especies bacterianas en el PDB

Matriz (%) AFC94415 3CEU 1X13 1G6C 3063

AFC94415 100 16.04 36.32 41.35 24.64
3CEU 16.04 100 20.32 16.49 18.04
1X13 36.32 20.32 100 33.5 34.15
1G6C 41.35 16.49 33.5 100 28.64
3063 24.64 18.04 34.15 28.64 100

En la tabla 1 se muestra una matriz en funcién de porcentajes de similitud entre las
diferentes secuencias de aminoacidos de los diferentes organismos con la proteina tiamina
fosfato sintasa cristalizada; la secuencia de aminoacidos en estudio de Sp. esta identificada como
AFC94415 (codigo obtenido del GenPept del NCBI). Luego del analisis con el programa en
linea CLUSTAL Omega, se determind que la secuencia de aminoacidos de 1G6C, perteneciente
a Bacillus subtilis, exhibe el mayor porcentaje de similitud (41.75%), mientras que la menor

similitud (16.04%) se observo en la secuencia del organismo Bacteroides thetaiotaomicron,
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identificada con el cddigo PDB 3CEU.

Para continuar con los estudios de comparacion y acoplamiento molecular se creyé
conveniente usar la proteina de codigo PDB, 1G6C, de Bacillus subtilis, por su mayor similitud,
ademas de considerar también a la proteina de codigo PDB, como muestra la figura 3; y 2TPS
del mismo organismo, como muestra la figura 4, siendo que cada una de ella presenta los

sustratos y productos de la reaccion natural de la enzima objetivo.
Figura 3.

A) Monomero de enzima 1G6C, mostrado los ligandos. B) Sitio activo, mostrando los sustratos: tiazol,
pirimidina, fosfato y el ion magnesio

A)

Sitio Activo
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Figura 4.

A) Enzima 2TPS, cadena B de, mostrado los ligandos. B) Sitio activo, mostrando los ligandos TPS, POPy
MG

A)
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c. Comparacion de estructuras tridimensionales
Se utilizé herramientas de superposicion estructural para comparar las estructuras
tridimensionales. Como se ve en la figura 5, se muestra visualmente las superposiciones y
diferencias en la disposicion de atomos y residuos entre las estructuras 1G6C y la enzima
modelada AFC94415.

Figura 5.

Comparacion estructural entre la enzima cristalizada 1G6C y la estructura modelada por AF2
AFC94415. En naranja: estructura de la cadena B de la enzima 1G6C y en azul: estructura modelada
AFC94415

Enzima cristalizada 1G6C

Estructura modelada AFC94415

5.3.2 Sitio activo de la enzima modelada
Los resultados obtenidos en el programa en linea DoGSite3 indica una alta
probabilidad de union al ligando. También muestran los residuos de cadenas laterales, como
también un mapa tridimensional del sitio activo. Como se muestra en la figura 6, el mejor
resultado identifica a 37 aminoacidos siendo parte del sitio activo.
Los aminoacidos pertenecientes a la superficie del sitio de interaccién intermolecular
fueron: TYR10, ILE12, GLN39, ASN74, ASP75, HIS89, VAL90, GLY91, GLN92, ASP93,
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ASP94, LEU111, SER112, ILE113, ARG114, TYR129, VAL130, GLY 131, GLY133,
PRO134, THR138, SER140, LYS141, ASP143, ALA144, VAL166, ALA167, ILE168,
GLY169, GLY170, ILE171, GLN172, SER188, ILE189, ILE190, SER191, ALA192. Para
mas detalles en el enlace:

https://drive.google.com/drive/folders/AA4U b a5ZCycED3I6Gh2ID3RsK0 61K0?usp=shar
ing.

Figura 6.
Sitio activo de la enzima predicha AFC94415, con los residuos que lo conforman.

GLLE]

5.3.3 Superposicion y Preparacion de estructura AFC94415 para el acoplamiento
molecular (propuesto por el autor)

En el programa PyMOL, se obtuvo por alineamiento y superposicion de estructuras, la
extraccion y transferencia de los ligandos de la enzima con cddigo PDB, 1G6C (B. subtilis),
hacia la estructura modelada AFC94415, la cual, después de la minimizacion por el servidor
en linea YASARA, se obtuvo una estructura proteica acondicionada.

Ya con la enzima modelada, modificada y optimizada, se prepard para el acoplamiento
molecular con AutoDock Vina.
5.3.4 Acoplamiento molecular con AutoDock Vina

Los resultados obtenidos luego de realizar el acoplamiento molecular con el programa

AutoDock Vina se muestran en el anexo 5. Muestran los valores de energia libre de unién de

menor a mayor para la estructura 1G6C y la estructura modelada AFC94415.


https://drive.google.com/drive/folders/1A4U_b_a5ZCycED3l6Gh2lD3RsK0_61K0?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1A4U_b_a5ZCycED3l6Gh2lD3RsK0_61K0?usp=sharing
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VI. DISCUSION

En el andlisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de la estructura AFC94415
con otras cuatro estructuras cristalizadas del PDB provenientes de distintas especies
bacterianas, se observaron niveles variables de similitud. La estructura 1G6C, con 209
aminoécidos, exhibié la mayor similitud, alcanzando un 41.35%. Estos hallazgos sugieren la

existencia de regiones conservadas entre las especies analizadas.

Por otro lado, la estructura 1X13, compuesta por 207 aminoacidos, reveld una
similitud del 36.32%, indicando la presencia de elementos estructurales comunes, aunque en
menor medida que la primera. Las estructuras 3063 y 3CEU, con 222 y 202 aminoacidos
respectivamente, exhibieron similitudes de 24.64% y 16.04%, destacando la diversidad en las

secuencias Y sugiriendo posibles diferencias funcionales entre las proteinas analizadas.

Este andlisis comparativo proporciona una perspectiva valiosa para comprender la
conservacion y variabilidad de las secuencias de aminoacidos en proteinas de diferentes
especies bacterianas, arrojando luz sobre su posible implicacion funcional y evolutiva
(Nelson y Cox, 2018). Por tal motivo, se considerd pertinente emplear la estructura
cristalizada 1G6C como punto de referencia clave en el analisis comparativo, alineacion y

superposicion con la estructura modelada.

Este enfoque permitié no sélo evaluar la concordancia entre ambas estructuras, sino
también facilitar la superposicion de los sustratos en la enzima modelada. La eleccion de la
estructura 1G6C se fundamento en su idoneidad para ampliar el area del sitio activo de la
estructura modelada AFC94415, proporcionando asi una perspectiva méas detallada de la

configuracion molecular y la disposicion espacial de los componentes activos.

Adicionalmente de la eleccion de la estructura cristalizada 1G6C, se justificd por su
asociacion con la secuencia de referencia UniProt P39594 la cepa 168 de la bacteria Bacillus
subtilis. Cabe destacar que esta secuencia de referencia no solo esta vinculada a la estructura
1G6C, sino que también se encuentra presente en la estructura cristalina 2TPS (Chiu et al.,
1999). Esta Ultima se presenta como ligando, al producto de la reaccion enzimatica, la
tiamina monofosfato. Al incorporar la informacion de estas estructuras cristalinas
relacionadas, se fortalece la fundamentacion del andlisis estructural y funcional,

proporcionando asi un marco mas completo para la comprension de la enzima en estudio.
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En la plataforma web de farmacos Zinc15 y PubChem, se observo una organizacion
detallada de la informacion, donde los compuestos se agrupan en subgrupos especificos
segun ciertas clasificaciones. Los subgrupos, identificados como “World” en “Bioactivos y
Drogas” dentro de Zincl5 y como “Informacion sobre drogas y medicamentos” en PubChem,
sirvieron como criterios de clasificacion para la seleccion de farmacos. Los compuestos
farmacoldgicos elegidos fueron previamente extraidos de estas bases de datos, con un total de
5903 farmacos obtenidos de Zinc15 y 9801 de PubChem.

La identificacién de farmacos para el presente estudio se llevo a cabo mediante un
proceso de tamizado virtual utilizando la extension LiSiCa. Se establecié una linea de corte
de similitud superior al 40% para las pruebas de afinidad con AutoDock Vina, seleccionando
asi aquellos compuestos que mostraron una relacion significativa con nuestros ligandos de

referencia: tiazol, pirimidina y tiamina monofosfato.

Inicialmente, se obtuvieron resultados que revelaron una media de 10 farmacos por
ligando de referencia. Especificamente, se identificaron 30 farmacos en la base de datos
Zincl5 y otros 30 en la base de datos PubChem. Sin embargo, durante una revisién mas
detallada se descartaron cuatro farmacos de los 60 inicialmente seleccionados debido a la
presencia de duplicados, y 2 farmacos de acido difosférico. Cabe mencionar, que se permitio
la presencia de varios conférmeros entre los farmacos seleccionados. Debido a que sus
diferencias estructurales podrian afectar la interaccion con el sitio activo de la proteina. Este
proceso de depuracion garantiza la exclusion de compuestos idénticos, permitiendo asi un
analisis mas preciso Yy relevante de la interaccién entre los ligandos de interés y los farmacos

seleccionados.

Los datos derivados del andlisis realizado con el programa DoGSite3, revelaron la
presencia de 37 aminoacidos en el sitio activo de la enzima modelada, con un volumen de
363.52 A3y una profundidad de 17.99 A. Estos hallazgos proporcionan informacion valiosa
sobre la composicion y las dimensiones especificas del sitio activo. Es crucial destacar que
esta caracterizacion del sitio activo es esencial para validar y contextualizar las interacciones

observadas en el acoplamiento molecular realizado posteriormente con AutoDock Vina.

La correlacion entre los aminoacidos identificados y las propiedades globales
calculadas en DoGSite3 ofrece una base para la interpretacion de las interacciones con los

farmacos en el acoplamiento molecular. Este enfoque integrado refuerza la fiabilidad y
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relevancia de los resultados obtenidos en la investigacion, proporcionando una perspectiva

mas completa de la interaccion molecular en el contexto de la enzima modelada.

Los resultados obtenidos a través del acoplamiento molecular con los 54 farmacos de
la extension LiSiCa, en comparacion con la enzima modelada AFC94415 por AlphaFold2,
revelan un orden de afinidad significativo. Los compuestos que presentaron las mejores
interacciones, segun su energia de afinidad, son: Bindarit (antiinflamatorio) (Iwasawa et al.,
2022; Oddi et al., 2019), Fosfato ciclico de adenosina (segundo mensajero) (Serezani et al.,
2008), Benfotiamina (adyuvante inmunolégico) (Stirban et al., 2012), Fludura
(antimetabolito) (Rai et al., 2000; Schmitt et al., 2002), Monofosfato de adenosina (regulador
alostérico) (Faubert et al., 2015; Marin-Aguilar et al., 2017) y Fosfato de triciribina
(antineoplasico) (Garrett et al., 2011).

Entre los farmacos previamente mencionados, cabe destacar los resultados mas
destacados en el acoplamiento molecular, los cuales fueron obtenidos mediante AutoDock
Vina al utilizar las estructuras AFC94415 y 1G6C, detallados en la tabla del anexo 7. Es
importante sefialar que el Bindarit se destaca como un compuesto de alta afinidad. El
Bindarit, también conocido como &cido 2-metil-2-[[1-(fenilmetil)-1H-indazol-3-il] metoxi]-
propanoico, es un compuesto sintético derivado del indazol que exhibe propiedades
inhibidoras sobre la via del factor nuclear (NF)-kB en diferentes situaciones inflamatorias.
(lwasawa et al., 2022; Oddi et al., 2019).

Este farmaco present6 una afinidad de unién de -9.78 Kcal/mol para AFC94415 y -
8.61 Kcal/mol para la estructura cristalizada 1G6C, el Bindarit se presenta como un posible
candidato para la inhibicién de la enzima tiamina fosfato sintasa. Este resultado sugiere una
fuerte interaccién, respaldada por enlaces de puente de hidrégeno con GLN92, ASP93,
ARG114, LYS141, y un puente salino con ARG114, asi como interacciones hidrofébicas con
THR138, LYS141, ASP143, ILE168 e ILE190.

En contraste, las interacciones naturales con la enzima, como el Monofosfato de
Tiamina, la Pirimidina y el Tiazol, exhiben energias de enlace de -9.75 Kcal/mol, -7.6
Kcal/mol y -6.9 Kcal/mol, respectivamente. Esta comparacion resalta la selectividad Gnica de
Bindarit, que puede ofrecer ventajas significativas como posible modulador terapéutico al

dirigirse de manera especifica y eficaz a la enzima de interés.

Es relevante destacar la carga neta de -1 del Bindarit, junto con sus 4 hidrégenos
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aceptores y 1 donador. Ademas, el compuesto cumple con criterios farmacolégicos
importantes, como la biodisponibilidad seguin DRUGBANK y la conformidad con la regla de
Lipinski (regla de los 5). El hecho de que se encuentre en la etapa 2 de diversos tratamientos

refuerza su potencial terapéutico.

Estos hallazgos sugieren una posible validacion tedrica del Bindarit como un farmaco
capaz de inhibir la enzima tiamina fosfato sintasa en ambas estructuras evaluadas: la enzima

modelada de la bacteria Sp. y la enzima cristalizada 1G6C de Bacillus subtilis.
VIlI. CONCLUSIONES

- AlphaFold2 pudo modelar la secuencia de aminoacidos de la enzima tiamina fosfato
sintasa de la bacteria Streptococcus pneumoniae.

- Del total de la muestra de farmacos obtenidos de las bases de datos ZINC15 y
PubChem, se logré obtener farmacos con bajas energias de afinidad, lo que representa
la capacidad tedrica de formar un complejo enzima-ligando con la enzima objetivo.

- Los métodos incorporados a la practica del acoplamiento molecular obtuvieron
resultados positivos.

- En este estudio se obtuvieron resultados a partir de valores tedricos, calculados por la
técnica de acoplamiento molecular, en donde fueron posibles estudiar 54 farmacos
calculados por la extension LiSiCa-PyMOL, estos fueron acoplados y comparados con
la enzima modelada AFC94415 por AlphaFold2 y estructuras a partir de cristales de
proteina perteneciente a Bacillus subtilis.

- Delalista de los 54 farmacos, las moléculas que presentaron las mejores interacciones,
clasificado de mayor a menor segun su energia de afinidad son: Bindarit, Fosfato ciclico
de adenosina, Benfotiamina, Fludura, Monofosfato de adenosina y Fosfato de
triciribina.

- El farmaco Bindarit sobresale consistentemente en ambas estructuras analizadas,
sugiriendo una capacidad de interaccion robusta y una posible mayor afinidad
molecular entre el farmaco y las enzimas. Esta observacion refuerza la suposicion de
que el Bindarit podria ejercer un potencial inhibitorio significativo sobre la funcién de
la enzima tiamina fosfato sintasa, siendo este un hallazgo de importancia en el &mbito
de posibles terapias antimicrobianas.

- Los resultados teoricos respaldan la idea de que el Bindarit exhibe una afinidad

prometedora con las enzimas AFC94415y 1G6C, lo que sugiere su capacidad potencial
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como un inhibidor efectivo de la enzima tiamina fosfato sintasa. Estos descubrimientos
proporcionan una comprension valiosa de las interacciones moleculares y establecen
una base primaria para futuras investigaciones en el desarrollo de terapias dirigidas

especificamente a esta enzima.

VIIl. RECOMENDACIONES

A pesar de los resultados alentadores, es fundamental resaltar la necesidad de realizar
investigaciones adicionales, especialmente aquellas que involucren experimentos con
técnicas moleculares, bioquimicas y biofisicas. Estas investigaciones son cruciales para
validar y ampliar los hallazgos obtenidos en este estudio.

Se sugiere que futuros estudios se enfoquen en experimentacion in vitro e in vivo, con
el objetivo de confirmar la eficacia del Bindarit como inhibidor de la enzima tiamina
fosfato sintasa. Este enfoque contribuird a establecer una base soélida para considerar el

Bindarit en aplicaciones terapéuticas futuras.
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X. ANEXOS

Anexo 1

Instalacion de Programas:

> AutoDock Tools (MGL Tools)

e Iralapagina web https://ccsb.scripps.edu/mgltools/downloads/

e Descargar la version 1.5.7 para el sistema operativo Windows
e Una vez descargado, hacemos clic sobre el ejecutable

e Después de aceptar los términos y elegir la ruta de instalacion, el cual debe estar

en una carpeta exclusivamente creada para este programa.

> PyMOL

e Iralapéagina web https://pymol.org/2/

e Una vez en la pagina, hacer click sobre “Download” para Windows

e Posteriormente, hacer click sobre “Buy License”. Seleccionar la opcion de

“Student/Teacher”. Llenamos los datos que se nos piden
e Al correo que hayamos puesto, nos llegard un enlace de descarga para la licencia.

e Una vez que lo descarguemos, hacemos clic sobre el ejecutable y seguimos los

pasos de instalacion.
> LiSiCa PyMOL Plugin

e Iralapagina web: http://insilab.org/lisica-plugin/

e Descargar el archivo lisica.py.

e Abra PyMOL y vaya a la pestafia superior “Plugin” — “Plugin Manager”.


https://ccsb.scripps.edu/mgltools/downloads/
https://pymol.org/2/
http://insilab.org/lisica-plugin/

e Scleccione la categoria “Install New Plugin” y haga clic en el boton “Choose

file...”

e Agregue el archivo lisica.py. En la ventana seleccionar directorio de plugins,

seleccione directorio y haga clic en “OK”.

e Cierra la ventana del Administrador de plugins. El complemento LiSiCA debe
aparecer en “Plugin” — “LiSiCA”.

> Open Babel

e Iralapégina web:
https://github.com/openbabel/openbabel/releases/tag/openbabel-3-1-1

e Descargar el archivo “OpenBabel-3.1.1-x64.exe”

e Una vez descargado, hacemos clic sobre el ejecutable y seguimos los pasos

predeterminados de instalacion

> UCSF Chimera

e Iralapéagina web: https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/download.html
e Descargar el archivo “chimera-1.17.1-win64.exe”

e Una vez descargado, hacemos clic sobre el ejecutable y seguimos los pasos

predeterminados de instalacion
» YASARA View

e Iralapéagina web: http://yasara.org/viewd|.htm

e Se personaliza la edicion personal libre, a través de un formulario.
e Descargar el archivo “yasara-win64.exe”

e Una vez descargado, hacemos clic sobre el ejecutable y seguimos los pasos

predeterminados de instalacion.


https://github.com/openbabel/openbabel/releases/tag/openbabel-3-1-1
https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/download.html
http://yasara.org/viewdl.htm

Anexo 2
Paginas Web

- AlphaFold Colab:

https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaF

old.ipynb
-> Clustal Omega:

https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/clustalo

= Google colab:

https://colab.research.google.com/

=> PubChem:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

- Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP):

https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index

- RCSB PDB:

https://www.rcsb.org/search

- AutoDock Vina en colab (Adaptacién del autor):

https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-
AXzmAV23XRJIAxUav7FWVF?usp=sharing

= YASARA Minimization Server:

http://yasara.org/minimizationserver.htm

=> ZINC15 Database:

https://zinc15.docking.org/substances/



https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb
https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb
https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/clustalo
https://colab.research.google.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index
https://www.rcsb.org/search
https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-4XzmAv23XRJ4xUav7FWVF?usp=sharing
https://colab.research.google.com/drive/11C7tR5Ecbv-4XzmAv23XRJ4xUav7FWVF?usp=sharing
http://yasara.org/minimizationserver.htm
https://zinc15.docking.org/substances/

Anexo 3
Resultado de BLASTp para la secuencia objetivo en una busqueda contrastada con el
PDB (Altschul et al., 1990)

Job Title TPS 5T556

RID J36027T7016 Search expires on 10-09 01:40 am Download All v

Program BLASTP @ Citation v
Database pdb See details v
Query ID Icl|Query_154925

Description unnamed protein product
Molecule type amino acid
Query Length 209

Other reports  Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ~  Show e
select all 12 sequences sejected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
Descrton ScentcNam | & | ceore | Core e | iert | Lan  Accssson
v - - - - -
Chain A, THIAMIN PHOSPHATE SYNTHASE [Bacillus subfilis] Bacillus subtilis 174 174 98%  3e-54 41.75% 227 1G4T_A
Crystal Structure of Bacillus subtilis Thiamin Phosphate Synthase Complexed with a Carboxylated Thiazole Phosphat... Bacillus subtilis 174 174 98% Je-bd 4175% 235 3015 A
Chain A, THIAMIN PHOSPHATE SYNTHASE [Bacillus subtilis] Bacillus subtilis 172 172 98%  Te-54 41.26% 225 1GET_A
Chain A, THIAMIN PHOSPHATE SYNTHASE [Bacillus subfilis] Bacillus subtilis 173 173 98%  8e-54 41.26% 228 1GEI A
Chain A, THIAMIN PHOSPHATE SYNTHASE [Bacillus subtilis] Bacillus subtilis 172 172 968%  B8e-54 41.26% 227 1G4E_A
Chain A, THIAMIN PHOSPHATE SYNTHASE [Bacillus subfilis] Bacillus subtilis 172 172 98%  Be-54 41.26% 226 1G4P_A
Crystal Structure of Bacillus subtilis Thiamin Phosphate Synthase K159A [Bacillus subtilis Bacillus subtilis 172 172 98%  2e-53 41.26% 235 3016 A
Chain A, _Thiamine phosphate pyrophosphorylase [Pyrococcus furiosus] Pyrococcus furiosus 124 124 95%  5e-35 37.13% 215 1XI3_ A
The Crystal Structure of Candida glabrata THIS, a Bifunctional Enzyme involved in Thiamin Biosyhthesis of Eukaryote... Makaseomyces gl... 119 119 88%  Te-31 39.22% 540 3NL2 A
The Crystal Structure of Candida glabrata THIS, a Bifunctional Enzyme invelved in Thiamin Biosyhthesis of Eukaryote .. Nakaseomyces gl... 119 119 88% 1e-30 39.22% 540 3NMI_A
Chain A, _Probable thiamine-phosphate pyrophospherylase [Mycobacterium tuberculosis Mycobacteriumtu .. 820 820 93%  2e-18 2657% 243 3063_A
Structure of Tenl from Bacillus subtilis [Bacillus subtilis] Bacillus subtilis 56.2 56.2 81%  3e-09 2059% 221 1YAD_A

Fuente: Servicio en linea BLASTp



Anexo 4
Alineamiento en CLUSTAL Omega de secuencias de aminoacidos de AFC94415, 3CEU,
1X13, 1G6C, 3063 (Madeira et al., 2022)

AFC94415  ------ MFHKELLKLYFICGTTTCQGKNLYTVVEEALKGGITLFQFREKGEGALEGL - -~ 51

3ceu —emeemm---o- MKLIWTTP--TFFVEEDKIITALFEEGLDILHLRKPETPAMYSERL - 45

1xi3  ------ MNLRNKLKLYVITDR---RLKPEVESVREALEGGATAIQMRIKNAPTR------ 45

1GAT MTRISREMMKELLSVYF IMGSNNTKA-DPVTVVQKALKGGATLYQFREKGGDALTGE- - - 56

3063 ----MHESRLASARLYLCTDAR-RERGDLAQFAEAALAGGVDITIQLRDKGSPGELRFGPL 55

. .k .« ak

AFC94415 ---EKLELAIQIKELCKKYNVPFIVNDDIDLAME IDADGVHVGQDDIGVYDEIRKL -MPDK 167
3ceu 0 —eemeee—- LTLIPEKYHRRIVTHEHFYLKEEFNLMGIHLNARNPSEPHD - - - - - YAG 89

1xi3 ---EMYEIGKTLRQLTREYDALFFVDDRVDVALAVDADGVQLGPEDMPIEVAKEI -APNL 1le1
1GAT ---ARIKFAEKAQAACREAGYVPFIVNDDVELALNLKADGIHIGQEDANAKEVRAA-TIGDM 112
3063 QARDELAACEILADAAHRYGALFAVNDRADIARAAGADVLHLGQRDLPVNVARQILAPDT 115
AFC94415 IIGLSIRMEEEFQQSKVEYVDYVGVYGPVFDTQSKDDAGGAIGYEGLELMRK -LLPQMPLY 166
3ceu HVSCSCHSVEEVEN - RKHFYDYVEMSPIYDSISKVNYYSTYTAEELREAQKAKIIDSKVM 148
1xi3 ITGASVYSLEEALEAEKKGADYLGAGSVFPTKTKEDARY -IGLEGLRKIV- -ESVKIPVV 158
1GAT ILGVSAHTMSEVKQAEEDGADYVGLGPIYPTETKKDTRAVQGYSLIEAVRR-QGISIPIV 171
3063 LIGRSTHDPDQVAAAAAGDADYFCVGPCUWPTPTKPGRA-APGLGLVRVAAELGGDDKPWE 174

. X . #k - .

AFC94415 ATGGIQTKHIKDIIKTNVDGYSIISAISYAKNIEKTVREMSEQ-----------~ 209

3ceu ALGGINEDNLLEIKDFGFGGAVVLGDLWNKFDACLDQNY - LAVIEHFKKLKKLAD 202

1xi3 ATGGINKDNAREVLKTGVDGIAVISAVMGAEDVRKATEELRKIVEEVLG------ 207

1GAT GIGGITIDNAAPYIQAGADGVSMISAISQAEDPESAARKFREEIQTYKTGR---- 222

3063 ATIGGINAQRLPAVLDAGARRIVVWRAITSADDPRAAAEQLRSALTAAN------- 222

. EEE .

Fuente: Servicio en linea CLUSTAL Omega



Anexo 5

Resultados de acoplamientos moleculares entre los receptores 1G6C y AFC94415 y los ligandos obtenidos en LiSiCa para

cada receptor.

1G6C AFC94415

NOMBRE COMERCIAL 1D D1 D2 D3 1D D1 D2 D3
71354 -9.79 -9.75 -9.80
Tiamina monofosfato TPS -8.53 -8.66 -8.64 TPS -9.71 -9.74 -9.80
Bindarit 71354 -8.48 -8.46 -8.47 6076 -9.46 -9.44 -9.45
Benfotiamina 5282168 -8.12 -8.15 -8.08 ZINC000002015559 -9.40 -9.44 -9.44
Benfotiamina 2320 -8.10 -8.17 -8.10 3032771 -9.37 -9.34 -9.38

Adenosina monofosfato (AMP) ZINC000003860156 789 | -7.92 | -7.88 _—|
2-quoro-9-(5-o-fosfono;)neiriwr':zfuranosn)-gh-pu rin-6- 3368 781 780 778 3368 895 -8.88 8.95
Detomidina 56032 -7.69 -7.70 -7.70 ZINC000003860156 -8.84 -8.73 -8.36
Fludarabina fosfato 30751 -7.65 -7.66 -7.65 43860 -8.78 -8.79 -8.80
4-amino-2-metil-5-difosfometilpirimidina PIRI -7.59 -7.59 -7.59 6083 -8.66 -8.64 -8.67
Benfotiamina ZINC000002015559 -7.57 -7.60 -7.53 30751 -8.66 -8.60 -5.62
Benfotiamina 3032771 -7.51 -7.45 -7.48 100299 -8.64 -8.65 -8.65
Adenosina monofosfato 6083 -7.49 -7.48 -7.48 ZINC000030731290 -8.52 -8.87 -8.85
ZINC000095618598 -7.48 -7.45 -7.46 ZINC000095618599 -8.37 -8.36 -8.36
Adenosina monofosfato (AMP) 6076 -1.47 -7.48 -7.50 5282168 -8.32 -8.28 -8.30
Adefovir 60172 -7.41 -7.41 -7.46 ZINC000002015558 -8.30 -8.35 -8.34
Tocladesina 100299 -7.41 -7.25 -7.41 2320 -8.30 -8.30 -8.27
Lamivudina monofosfato ZINC000095618599 -7.36 -7.35 -1.27 ZINC000003590790 -8.00 -8.00 -8.00
56032 -7.94 -7.95 -7.95
Triciribina fosfato 43860

Lamivudina monofosfato ZINC000002583631 -7.23 -7.18 -7.18 ZINC000095618598 -7.66 -7.69 -7.84
Lamivudina monofosfato ZINC000003590790 -7.19 -7.19 -7.16 39214 -7.50 -7.54 -7.53
Cidofovir ZINC000001530600 -7.18 -7.15 -7.18 60172 -7.50 -7.59 -7.54
Monofosfato de tioxantina ZINCO000077874208 -7.18 -7.19 -7.18 PIRI -7.45 -7.69 -7.66
Nimustina ZINC000003979156 -7.18 -7.18 -7.19 ZINC000003979156 -7.43 -7.45 -7.45
Benfotiamina ZINC000002015558 -7.15 -8.01 -7.95 ZINC000002583631 -7.40 -7.42 -7.40
Fosfato de piridoxal ZINC000001532514 -7.03 -7.03 -7.05 ZINC000001532514 -7.38 -7.44 -7.48
Monofosfato de 6-metiltioguanosina ZINC000030731290 -7.02 -7.02 -7.03 ZINCO000077874208 -7.38 -7.37 -7.40




Fosfato de piridoxal 1051 -7.01 -7.02 -6.98 ZINC000001530600 -7.26 -7.27 -7.27
Pirofosfato de isopentenilo 1195 -7.01 -7.00 -6.98 1051 -7.23 -7.28 -7.24
Nimustina 39214 -6.92 -6.90 -6.91 1021 -7.15 -7.17 -7.13
ZINC000095908875 -7.10 -7.07 -7.08

AMPA 1221 -6.66 -6.66 -6.66
Bencilacetato ZINC000000154564 -6.66 -6.68 -6.66 ZINC000000154564 -6.93 -7.00 -7.00
4-metil-5-(2-fosfonatooxietil)tiazol (2-) TZ -6.45 -6.47 -6.46 TZ -6.89 -6.88 -6.92
Pramipexol ZINC000003781664 -6.33 -6.33 -6.34 1195 -6.88 -6.59 -6.71
Sulfato de 3-hidroxi-4-aminopiridina ZINC000095618864 -6.32 -6.31 -6.33 ZINC000003869580 -6.72 -6.73 -6.73
Porfobilindgeno 1021 -6.31 -6.32 -6.33 5245 -6.70 -6.68 -6.70
Hidroxicotinina ZINC000003869580 -6.29 -6.30 -6.30 ZINC000001531009 -6.53 -6.54 -6.53
Hidroxicotinina ZINC000095908875 -6.23 -6.24 -6.24 ZINC000003831352 -6.42 -6.42 -6.45
1-Metil-L-histidina 92105 -6.00 -5.99 -5.99 ZINC000003781664 -6.30 -6.29 -6.30
Dexpramipexol ZINC000003831352 -6.00 -5.92 -5.94 92105 -6.12 -6.15 -6.10
Risedronato ZINC000001531009 -6.00 -5.99 -6.01 1221 -6.10 -6.25 -6.20
Risedronato 5245 -5.89 -5.90 -5.91 ZINC000003803652 -6.10 -6.07 -6.10
Risedronato 27304 -5.80 -5.66 -5.66 68740 -6.08 -6.05 -6.07
3-Metil-L-histidina 64969 -5.79 -5.78 -5.78 6274 -6.03 -6.02 -5.90
L-histidina 6274 -5.79 -5.79 -5.78 ZINC000006661227 -5.87 -5.87 -5.88
Risedronato ZINCO000024740492 -5.79 -5.63 -5.80 64969 -5.83 -5.80 -5.80
Acido metilimidazolacético 75810 -5.69 -5.68 -5.68 ZINC000003830813 -5.80 -5.80 -5.78
Histidina ZINC000006661227 -5.64 -5.65 -5.65 3305 -5.74 -5.75 -5.74
Zoledronato ZINC000003803652 -5.38 -5.38 -5.38 ZINC00009561886 -5.59 -5.62 -5.55
Zoledronato 68740 -5.33 -5.38 -5.34 27304 -5.50 -5.50 -5.50
acido etidronico 3305 -5.03 -5.02 -5.02 ZINC000024740492 -5.50 -5.52 -5.49
acido etidronico ZINC000003830813 -4.99 -5.02 -5.01 75810 -5.37 -5.36 -5.43
1-metilhistamina 3614 -4.85 -4.86 -4.84 ZINC000000160790 -4.93 -4.88 -4.94
5-(2-hidroxietil)-4-metiltiazol ZINC000000160790 -4.49 -4.40 -4.49 10783 -4.52 -4.53 -4.52
Clometiazol 10783 -4.36 -4.36 -4.35 3614 -4.50 -4.50 -4.50

+ La tabla presenta los resultados del acoplamiento molecular de 57 ligandos y los receptores 1g6c¢, 2tps y AFC94415. Se realizaron 3
repeticiones (D1, D2, D3), y la escala refleja la energia libre (Kcal/mol) de menor a mayor. La codificacion de colores en las celdas se
ha empleado para resaltar los siguientes elementos: celdas rojas indican difosfato de tiamina y tiamina, mientras que las celdas

amarillas representan pirimidina, tiazol y tiamina monofosfato.

Fuente: Programa AutoDock Vina version 1.2



Anexo 6

Resultados del programa LiSiCa, para las bases de datos PubChem y Zinc15, contra los sustratos pirimidina y tiazol, y la
tiamina monofosfato.

PUBCHEM ZINC15
TMP PIR TZ TMP PIR TZ
ID Similitud ID Similitud ID Similitud ID Similitud ID Similitud ID Similitud
1130 0.65 1051 0.55 10783 0.57 ZINC000008215517 0.70 ZINC000001532514 0.55 ZINC000000160790 0.69
2320 0.47 _ 6274 0.50 ZINC000000049153 0.65 _ ZINC000006661227 0.50
3032771 0.47 6076 0.48 64969 0.47 ZINC000002015558 0.47 ZINCO000077874208 0.48 ZINC000001532514 0.45
5282168 0.47 27304 0.47 92105 0.47 ZINC000002015559 0.47 ZINC000024740492 0.47 ZINC000003803652 0.45
6083 0.45 100299 0.46 3614 0.47 ZINC000030731290 0.47 ZINC000001531009 0.46 ZINC000001531009 0.43
43860 0.44 5245 0.46 1021 0.45 ZINC000095618599 0.46 ZINC000003830813 0.45 ZINC000003781664 0.42
56032 0.44 1195 0.45 1051 0.45 ZINC000095618598 0.46 ZINC000003979156 0.44 ZINC000003869580 0.42
3368 0.44 3305 0.45 68740 0.45 ZINC000003590790 0.46 ZINC000001530600 0.44 ZINC000003831352 0.42
30751 0.44 39214 0.44 1221 0.44 ZINC000002583631 0.46 ZINC000095618864 0.43 ZINC000095908875 0.42
71354 0.44 60172 0.44 75810 0.44 ZINC000003860156 0.45 ZINC000008215517 0.42 ZINC000000154564 0.41

+ Las celdas sombreadas de gris representan los resultados duplicados, la cual se eliminara 1 de ellos.
+ Las celdas con sombreado rojo representan moléculas de acido fosforico que se eliminaron de las pruebas.

+ Se presentan 54 ligandos del total.

Fuente: Extension LiSiCa de PyMOL




Anexo 7

Anadlisis de residuos clave e interacciones moleculares

SER191

ILE200, SER201

. AFC94415 1G6C
. Ligando S _ S _
Ligando Aminoacidosy Tipos de Enlaces Aminoacidos y Tipos de Enlaces
Gréfico 2D Nombre Afinidad _ Afinidad _
Id base de datos . Enlaces puente de Interaccion Enlaces puente de Interaccion
comercial (Kcal/mol) o ) o (Kcal/mol) o ) .
Hidrégeno hidrofébica Hidrégeno hidrofébica
o‘H
T GLN39, ASN74,
, GLN49, ASN84,
Monofosfato SER140, LYS141,
L TYR10, LYS141, THR148,GLY179, | THR148, LYS151,
PubChem: 1131 3 de tiamina -9.75 GLY169, GLY170, -8.61
K\ﬁ ILE190, GLY180, ILE181, VAL176,
(producto) ILE171, ILE190,
Ay ILE200, SER201
J\ SER191
i N \N
h
"
0 r=o0 GLN49, ARG51,
togp . GLN39, GLN92,
P Pirimidina TYR10, HIS89, ASN84, , VAL176, ILE178,
PubChem: 217 ¢ 9 -7.60 LYS141, , -7.59
L\/\N (sustrato) , ,
e
H
N\,
; SER140, LYS141,
ﬁ ) _ THR148, GLY179,
PubChem: g7 Tiazol GLY169, GLY170, | ILE12, LYS141, THR148, LYS151,
| -6.90 -6.46 GLY180, ILE181,
25245616 0 (sustrato) ILE171, ILE190, ILE168 ILE178



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1131
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/217
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25245616

LYS141,

LYS151

ARG114, ALA122, PRO144,
o GLN92, ASP93, ARG51, ASN84,
. . THR138, THR148, LYS151,
PubChem: 71354 Bindarit -9.78 ARG114, LYS141, -8.47
Ny LYS141, ASP143, THR154, ILE178,
e
N ILE168, ILE190, MET199, ILE200,
" = o GLN92, ASP93, GLN49, ASN84,
o w fN . | Fosfato ciclico
PubChem: 6076 0O 7 . -9.45 ASP94, ARG114, | ------mmmmmmmeee- -7.48 THR148,LYS151,
S RN de adenosina
e LYS141 SER198,
GLN39, GLN92, GLN49, ARG51,
THR138, THR148, LYS151,
ZINC00000201555 = B L SER112, ARG114, GLU103, HIS124,
= Benfotiamina -9.43 LYS141, ILE168, -7.57 THR154, ILE178,
9 /f%/ | Y LYS141, SER188, LYS151, SER198,
= ILE190, ILE200,
’ GLN49, ARG51,
o GLN39, GLN92,
) " LYS53, ASN84,
PubChem: 3368 0 Fludura -8.92 ASP93, LYS141, -7.79
LYS151, SER198,
F N N GLN39
T
N s
N u
v GLN49, HIS124,
ZINC00000386015 m.-rﬂé{ e~ Monofosfato GLN39, HIS89,
S . -864 [ [ e -7.90 GLY143, THR148,
6 =/ de adenosina



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/71354
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6076
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000002015559/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000002015559/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3368
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003860156/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003860156/

d ASN74, HIS89,
" o Fosfato de ARG51, ASN84, LYS151, ILE178,
PubChem: 43860 LN L -8.79 SER112, GLY133, | LYS141, ILE168 -7.26
g T o triciribina LyS141 LYS151

+ Datos de las interacciones moleculares obtenidos de los célculos de AutoDock Vina en la estructura modelada y la estructura
cristalizada 1G6C.

+ La tabla muestra la comparacion entre la estructura modelada AFC94415 y la estructura cristalizada 1G6C. Ademas, se han incluido
los ligandos de referencia.

+ La seleccién de colores generados automaticamente por el programa en linea PLIP.

- Puentes de sal: - Interaccion de cationes-n: - Apilamiento 7 - Enlace halogeno: ... m

Fuente: Elaboracion propia con el uso del programa en linea PLIP


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/43860
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