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RESUMEN

La plasmepsina 1l (PImll) constituye una diana terapéutica atractiva para el
desarrollo de nuevos antimaléricos debido a que esta enzima participa en las
etapas iniciales de la degradacion de la hemoglobina. El impacto cientifico de este
trabajo radica en que por primera vez se explica que los inhibidores no peptidicos
selectivos derivados de la 4-aminopiperidina estabilizan a la PIimll en
conformaciones especificas que no son exploradas por las proteasas asparticas
humanas: catepsina D (CatDh), renina y pepsina durante las simulaciones de
dinamica molecular (MD). A partir del cribado virtual de una base de compuestos
quimicos, empleando como receptor estas conformaciones especificas, se
identificaron inhibidores selectivos de la Plmll para los cuales se demostré
experimentalmente su actividad inhibitoria del crecimiento de cultivos in vitro de
cepas del Plasmodium falciparum resistentes y no resistentes a la cloroquina. Por
otra parte, se obtuvo un nuevo modelo de parametrizacion del método de
estimacion lineal de la energia libre (LIE) que posibilité el calculo mas preciso de la
energia libre de union de los complejos PImll: Inhibidor. También, se predicen por
primera vez i) que la introduccién de residuos alifaticos voluminosos en la posicion
P3 de inhibidores péptido-miméticos no selectivos podria mejorar la selectividad
de estos compuestos por la PImll, con respecto a la CatDh, ii) nuevos residuos
funcionales de la PImll conservados en las plasmepsinas (PIms) de otras especies
de Plasmodium utiles para el disefio de inhibidores selectivos, iii) la interaccion
directa del lazo L3 de la PImll con diferentes sustratos e inhibidores. Este ultimo
resultado contribuye a explicar las evidencias experimentales que indican la
importancia de regiones distantes al centro activo para la funcion de la PImll.

COMUNICACION CORTA

Las dianas moleculares mas estudiadas en el Plasmodium falciparum para el
desarrollo de nuevos compuestos antimalaricos son las proteasas que participan
en la via de degradacion de la hemoglobina (Hb), pues se ha demostrado que los
inhibidores de estas enzimas detienen el crecimiento del parasito en experimentos
in vitro y en modelos animales [1-4]. De estas enzimas, la PImll, una proteasa
aspartica que participa en las etapas iniciales de la degradacion de la Hb, ha sido
la mas estudiada, pues se han resuelto experimentalmente mediante difraccion de
rayos X (DRX) varias estructuras tridimensionales (3D) y se han identificado varios
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inhibidores péptido-miméticos y no peptidicos mediante el cribado virtual y
metodologias de alto flujo [5, 6]. Sin embargo, a excepcion de los inhibidores no
peptidicos derivados de la 4-aminopiperidina, la mayoria de los compuestos de
naturaleza peptidica presentan una baja selectividad por la PImll, con respecto a
la catepsina D humana (CatDh). La baja selectividad de estos inhibidores limita su
utilizacion en la biomedicina [7] pues la inhibicion de la CatDh afectaria los
procesos intracelulares de degradacion proteolitica en los lisosomas y provocaria
desérdenes neurodegenerativos letales [8].

Por otra parte, numerosos estudios cinéticos indican que el subsitio S3 del centro
activo de la PImll determina la especificidad de esta enzima por los sustratos
sintéticos. Este subsitio tiene una marcada preferencia por residuos hidrofébicos
voluminosos y no tolera residuos cargados en la posicion P3 del sustrato [9-11]. A
pesar de estos elementos, aun se desconoce a nivel molecular la naturaleza de
las interacciones que determinan la especificidad y la selectividad de la PImll por
sus sustratos e inhibidores. Esta informacion seria util, ademas, para el disefio de
inhibidores que bloqueen de forma simultdnea las otras PIms presentes en la
vacuola digestiva de P. falciparum, debido al elevado porcentaje de identidad en
secuencia (% ID) de la PImll con sus proteinas parélogas y ort6logas [12].

En este trabajo se analizO por primera vez la naturaleza de las interacciones
que determinan la especificidad y la selectividad de la PImll por sus sustratos e
inhibidores mediante la combinacion de diferentes herramientas bioinformaticas
que incluyen meétodos de comparacion de secuencias, estructuras 3D y
simulaciones de MD. Estos resultados son de gran utilidad para el disefio de
inhibidores de la PImIl asistido por computadoras. Desde el punto de vista
metodoldgico, se desarrollaron tres nuevas parametrizaciones del método LIE que
permitieron calcular de forma sistematica los valores de los parametros a y y a
partir de la razén de desolvataciéon no polar ponderada (WNDR). Estos nuevos
modelos de parametros permitieron calcular con mayor exactitud los valores
de la energia libre de unién de cinco complejos PImll: Inhibidor, por lo que
podrian ser empleados en el estudio de otros complejos receptor ligando y
en las etapas de refinamiento de compuestos lideres. Estos resultados se
encuentran incluidos en las publicaciones Valiente et al (2010), Gil et al (2011) y
en la tesis de doctorado Valiente (2012).

También se desarroll6 una novedosa metodologia para la identificacién de
inhibidores selectivos de la PImll mediante la combinacion del analisis de
componentes principales (PCA) y las simulaciones de anclaje molecular (Figura 1).
De acuerdo a nuestros resultados, el movimiento de apertura lateral de la region
de la cubierta de la PImll exploré un conjunto de conformaciones especificas no
accesibles a las proteasas asparticas humanas: CatDh, renina y pepsina durante
las simulaciones de MD. Estas conformaciones especificas de la PImll son solo
estabilizadas por los inhibidores no peptidicos selectivos derivados de la 4-
aminopiperidina. Por otra parte, estos analisis permitieron establecer diferencias
estructurales no observadas a partir de la comparacion de la estructura 3D de
estas enzimas. Estos resultados constituyen la principal novedad cientifica
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de este trabajo pues permitieron la identificacion de conformaciones
especificas de la PImll Gtiles para el disefio de inhibidores selectivos asistido
por computadoras. Estos resultados se encuentran contenidos en la tesis de
doctorado Valiente (2012).
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Figura 1 Diagrama del procedimiento desarrollado en este trabajo para la identificacion de
inhibidores selectivos de la PImll mediante la combinacion del andlisis de componentes
principales (PCA) de las simulaciones de MD y los métodos de anclaje molecular. A) Conjunto de
conformaciones de la PImll obtenido a partir de concatenar las trayectorias de 24 simulaciones de MD
de 50 ns. De igual forma se obtuvieron los conjuntos de la estructura 3D de las proteasas asparticas
humanas: pepsina, renina y CatDh. B) Esquema de la proyeccion de la trayectoria de las simulaciones
de MD de los sistemas estudiados sobre el conjunto de autovectores obtenidos a partir del PCA. C) Se
seleccionaron las conformaciones especificas de la PImll (color azul) para realizar el tamizaje virtual de
inhibidores selectivos de esta enzima. Los compuestos seleccionados pertenecientes a diferentes
familias se representan como triangulos, rombos, rectangulos, circulos y pentagonos. D) La CatDh y las
conformaciones no especificas de la PImll se emplearon para excluir los compuestos con menor grado
de selectividad.

El analisis del modo de uniéon de los complejos de la PImll con los inhibidores
derivados de la 4-aminopiperidina muestra que estos compuestos interactiian con
los residuos ubicados en la cubierta (M75, Y77), el bolsillo interior de la cubierta
(W41, P43, V82, V105, T108, T114, Y115) y los subsitios S3 (114, M15, S118,
F120, 1123), S1’' (F111) y S3’ (T298). Este hallazgo es de gran importancia para
el disefio de inhibidores selectivos pues permitié localizar los residuos
criticos para este proceso en la estructura 3D de la enzima. Estos resultados
se encuentran contenidos en las publicaciones Valiente et al (2008), Gil et al
(2011) y en la tesis de doctorado Valiente (2012).

A partir del cribado virtual de una base de compuestos quimicos empleando como
receptor las conformaciones especificas de la PImll identificadas se seleccionaron
inhibidores selectivos de la PImll. El compuesto mas selectivo, el inhibidor
RJC01092%, se une 70 veces mas fuerte a la PImll con respecto a la CatDh. El
andlisis comparativo del modo de unién, los valores de Ki y las contribuciones

energéticas a la AG_ de este compuesto con respecto el inhibidor selectivo

derivado de la 4-aminopiperidina, 1H4, sugiere que para optimizar la potencia y
selectividad del inhibidor RIC01092 es necesario incrementar el valor modular de

! Codigo del compuesto en la base de datos Hitfinder de la compafiia Britanica Maybridge.
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la componente no polar de la AG.,, mediante la introduccion de grupos

hidrofébicos en su estructura quimica que interaccionen con los residuos
correspondientes a los motivos DTG y los subsitios S3, S1, S1'y S3’ de la PImll.
Sin embargo, de los compuestos evaluados solo el ligando SPB07935, un
inhibidor con un indice de selectividad igual a 60, mostré una actividad inhibitoria
del crecimiento de cultivos in vitro de cepas del Plasmodium falciparum resistentes
(FcB1, IC50 = 8 uM) y no resistentes (3D7, IC50°= 5 pM) a la cloroquina. Este
resultado constituye el principal aporte practico de este trabajo pues se
informa la identificacion de un inhibidor selectivo de la PImll que inhibe el
crecimiento del paréasito en cultivos in vitro. Estos resultados se encuentran
contenidos en la tesis de doctorado Valiente (2012).

El estudio de los determinantes estructurales y energéticos que determinan la
especificidad del subsitio S3 es trascendente para el disefio de inhibidores
selectivos asistido por computadoras. En este trabajo se predice por primera vez
que las interacciones de van der Waals de la Metl5 con los residuos en la
posicion P3 del sustrato determinan la marcada preferencia del subsitio S3 de la
PImll por residuos hidrofébicos voluminosos. Debido a que la sustitucion de la
Metl5 por la GInl4, es la principal diferencia entre el subsitio S3 de la Plmll y la
CatDh, también se determino el efecto de la sustitucion Met15GIn sobre la afinidad
de la PImll por sustratos sintéticos. Como resultado se predijo la disminucién de la
afinidad del mutante Met15GIn con respecto a la PImll nativa, por un sustrato que
contiene un residuo de lle en la posicion P3. Este resultado podria ser de gran
importancia para el disefio de inhibidores péptido-miméticos mas selectivos
de la PImll con respecto a la CatDh mediante la introduccién de residuos
alifaticos voluminosos en la posicion P3 de estos ligandos. Estos resultados
se encuentran contenidos en la tesis de doctorado Valiente (2012) y en una
publicacién enviada Valiente et al (2013).

Ademas, se destaca la prediccion de siete residuos de la PImll: Y17, V105, T108,
L191, L242, Q275 y T298 importantes para la interaccion con sustratos e
inhibidores que son conservados en las Plms del P. falciparum, mediante la
combinacion de métodos de analisis de secuencias, estructuras 3D y simulaciones
de MD. La inclusién de las simulaciones de MD en nuestra metodologia de
prediccion permitié observar la interaccion diferencial del lazo L3 de la PImll con
inhibidores de diferentes familias. Este resultado permitié explicar los
experimentos de mutagénesis sitio-especifico realizados por Liu et al. [13] e
Itsvan et al. [14] que evidenciaron la importancia de regiones distantes al
centro activo en la funcién de la PImIl. Estos resultados se encuentran
contenidos en las publicaciones Valiente et al (2008), Gil et al (2011) y en la tesis
de doctorado Valiente (2012).
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