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RESUMEN

El Sindrome de SanFilippo o mucopolisacaridosis (MPS) Tipo 111-C esta definido dentro de los
cinco trastornos de almacenamiento lisosomal neurodegenerativo autosémico recesivo en los
humanos, cuyos sintomas son causados por la deficiencia de enzimas involucradas solamente en
la degradacion de heparan sulfato. La importancia de la degradacién del heparan sulfato, asi como
los cambios biomoleculares dentro de la célula y los sintomas clinicos ain no son bien descritos y
comprendidos. Por lo cual, se han identificado algunos genes con mutaciones encargadas de
desencadenar la enfermedad, sin embargo, las interacciones del heparan sulfato con otras

biomoléculas no han sido evaluadas hasta la actualidad.

Mediante el uso de herramientas in silico, en este trabajo de investigacion se propone un (1)
modelo de estructura tridimensional para cada isoforma de la enzima Heparan-Alfa-Glucosamina-
N-Acetiltransferasa (HGSNAT), asi como las interacciones que mas se favorecen con los sustratos
heparan sulfato (HS) y Acetil CoA. Estos modelos son coherentes para el tipo de enzima que

ademas se encuentra relacionada con la enfermedad del Sindrome de SanFilippo.
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ABSTRACT

SanFilippo syndrome or Mucopolysaccharidosis (MPS) Type IIC is defined within the five
disorders of autosomal recessive neurodegenerative autosomal storage in humans, symptoms that
are caused by the deficiency of enzymes involved only in the degradation of the heparan sulfate
substrate. The importance of heparan sulfate degradation, as well as changes in biomolecules
within the cell and clinical symptoms are not yet well described and understood. Therefore, some
genes have been identified with mutations responsible for triggering the disease, however, the

interactions of heparan sulfate with other biomolecules have not been evaluated to date.

Through the use of in silico tools, in this research work propose one (1) model of three dimensional
structure for each isoform of the enzyme Heparan-Alpha-Glucosamine-N-Acetyltransferase
(HGSNAT), as well as the interactions that are most favored with the substrates heparan sulphate
(HS) and Acetyl CoA. These models are consistent for the type of enzyme that is also related to

the disease Sanfilippo Syndrome.
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1. INTRODUCCION

Segun la OMS, se considera un enfermedad rara a aquel trastorno que se presenta en al menos 5
de cada 10.000 nacimientos vivos, razon por la cual la organizacion junto con organismos
internacionales se encuentra en una constante lucha contra dichas enfermedades, con la finalidad

de que se extinga la aparicion de nuevos casos (OMS, 2013).

La mucopolisacaridosis tipo 111 (MPS I11) es una enfermedad rara o inusual, dentro de la cual el
organismo humano carece o no tiene suficientes enzimas necesarias para degradar las cadenas
largas de polisacéridos. Estas moléculas se denominan cominmente como glucosaminoglicanos
los cuales anteriormente se conocian como mucopolisacaridos y cuya acumulacion en distintas
partes del organismo causan diversos problemas de salud (MedlinePlus, 2017).

Las causas de este sindrome estan relacionadas con trastornos hereditarios que se transmiten de
padres a hijos, la MPS 111 se genera cuando hay carencia o deficiencia de las enzimas encargadas
de degradar la cadena de azucares del heparan sulfato. Actualmente existen principalmente cuatro
tipos de MPS 111 (A, B, C y D) los cuales se diferencian dependiendo de la enzima afectada. La
MPS 111-C es causada por un defecto en la enzima HGSNAT, es decir que las personas que padecen
este sindrome carecen o no producen suficiente acetilCoAlfa-glucosaminida Acetiltransferasa
(Mitchell et al., 2016).

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que tienen como funcién catalizar reacciones
quimicas, siempre y cuando estas reacciones sean termodindmicamente posibles, ademas, permiten
que las reacciones energéticamente posibles a velocidades bajas sean cinéticamente favorables, lo
que se traduce en que, la reaccién ocurre a mayor velocidad que sin la presencia de estas (Garrett
& Grisham, 1999). Las enzimas transferasas son encargadas de catalizar reacciones quimicas
transfiriendo grupos funcionales de una molécula donadora a una aceptora (Nelson, Lehninger, &
Cox, 2015).

La proteina HGSNAT (Heparan-Alfa-Glucosamina-N-Acetiltransferasa) es una enzima que
pertenece a la familia de las transferasas, especificamente las acetiltransferasas que se encargan de

transferir grupos distintos a los aminoacilo. Esta enzima, participa en la degradacion de
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glucosaminoglicanos y estructuras de glucanos como el heparan sulfato. Las mutaciones en el gen
que codifica esta enzima desencadenan el Sindrome de SanFilippo 0 mucopolisacaridosis tipo I1IC
(Ouesleti et al., 2017).

El presente proyecto de investigacion tiene como finalidad fundamental evaluar la interaccion de
la enzima HGSNAT que presenta dos isoformas con los sustratos heparan sulfato y Acetil CoA,
esto con la finalidad de dar a conocer una estructura aproximada de la proteina y que futuras
investigaciones puedan tenerlo como referencia para el desarrollo o blsqueda de dianas

farmacoldgicas.

El uso de herramientas computacionales ha permitido el acercamiento al entendimiento de varios
procesos en diferentes areas del conocimiento. Estas herramientas cada vez tienden a representar
mediante simulaciones de alta eficiencia los procesos bioldgicos. En este trabajo se hizo uso de
estas simulaciones y predicciones para poder generar modelos de la estructura tridimensional de
las dos isoformas de la enzima HGSNAT involucrada en el Sindrome de SanFilippo, por su

relacion con la interaccion existente en la degradacion del sustrato heparan sulfato.
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2. ANTECEDENTES

El Sindrome de SanFilippo pertenece a uno de los 50 trastornos de almacenamiento lisosomal,
estas patologias se originan por la deficiencia de enzimas encargadas de la degradacién de un
producto metabdlico cuya acumulacién da como resultado un mal funcionamiento y una
enfermedad lisosomal. La clasificacion de estos trastornos se basa en la naturaleza del material
almacenado, seguido de la actividad enzimatica que se ha obstaculizado. Para el caso de la
mucopolisacaridosis I11C o Sindrome de SanFilippo la enzima HGSNAT es la enzima relacionada
con la acumulacion o degradacién del sustrato heparan sulfato, por lo tanto, la deficiencia de dicha
enzima ocasiona que el sustrato no se degrade y se forme un depdsito lisosomal por su
acumulacion. El heparan sulfato es un polisacarido o glucosaminoglucano cargado negativamente,
lo cual le permite unirse covalentemente a un nimero de proteinas en la superficie celular y en la
matriz extracelular (Fedele, 2015). Seguido a esto, la enzima HGSNAT esta encargada de acetilar
el grupo amino expuesto del heparan sulfato, por lo tanto cuando se presenta una disminucion o
deficiencia de dicha enzima la acumulacién se da principalmente por las propiedades bioquimicas
de la proteina deficiente, el gen para el Sindrome de SanFilippo permanecié evasivo.
Originalmente, se demostr6 que los fibroblastos cutaneos de pacientes con MPS 111C mostraban
una falta de actividad relacionada con la enzima HGSNAT, la enzima responsable se localizaba
seguido a la membrana lisosémica y demostraba que se catalizaba una acetilacién transmembrana
del residuo terminal de glucosamina de la heparan sulfatasa intralisosomal. Luego de 20 afios
aproximadamente, se identificd el gen HGSNAT en el cromosoma 8pl1.1 y que cuenta con 18
exones. EI ADNc (ADN complementario) codifica un polipéptido de 635 aminoéacidos que
contiene once dominios transmembranales y cinco sitios de glicosilacién unidos a la asparagina
(Haer-Wigman et al., 2015).

Como analogia, Feldhammer, et al., reportan que se han encontrado mutaciones de la enzima
HGSNAT en seis pacientes con la forma no sindromica de retinitis pigmentosa RP (distrofia
hereditaria de la retina provocada por la pérdida de fotorreceptores y que se caracteriza por la
presencia de depositos de pigmento visibles por examen el fondo de 0jo). Las mutaciones de la
enzima, resultan en la disminucion de las actividades que realiza HGSNAT generando asi

neurodegeneracion y otros sintomas clinicos (Feldhammer, Durand, & Pshezhetsky, 2009).
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3. MARCO REFERENCIAL
3.1 Introduccidn a las enzimas transferasas

Las acetiltransferasas son las encargadas de transferir un grupo como por ejemplo, un grupo acetil
de un compuesto Ilamado donante a otro considerado aceptor. Los nombres sistematicos de estas
enzimas se forman conforme de acuerdo con el esquema donador o aceptor, en muchos casos, el

donante es un cofactor (coenzima) cargado con el grupo que se transferird (Nelson et al., 2015).

El caso de las histonas acetiltransferasas (HAT), en la enzima residen en las colas de histonas.
Generalmente, la adicion de grupos acetilo a las colas de histonas da como resultado la activacion
génica induciendo una conformacion de eucromatina y reclutando factores de transcripcion que
contienen bromodominio para genes muy préximos a la histona acetilada. En una reaccion
mediada por enzimas deacetilasa, como histona desacetilasas (HDAC) y sirtuinas, la modificacion
puede eliminarse, permitiendo de este modo una regulacion dindmica y controlada de la expresion
génica (Nelson, Lehninger, & Cox, 2006). En la Fig. 1., se observa como ocurre la transferencia

del grupo acetil mediado por la enzima HAT a una molécula aceptora.

SH
HAT "o,

Ac === COA Ac

Fig. 1. Transferencia de grupos por las enzimas Acetiltransferasas (Dokmanovic, Clarke, &
Marks, 2007).

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentacidn proyecto de grado

Pagina 24



3.2 Las enzimas y su relacién con enfermedades humanas

Actualmente, se conocen aproximadamente 50 trastornos lisosomales enzimaticos relacionados
con el fallo presente en la actividad de algunas enzimas, lo que desencadena en una acumulacién
de sustratos en los lisosomas, lo que conlleva a una funcién celular deteriorada y una disfuncion
progresiva de los tejidos y los 6rganos. Los lisosomas son organelos subcelulares responsables de
degradar macromoléculas complejas y reciclar desechos celulares. Las enfermedades de
almacenamiento lisosomal, son causadas principalmente por mutaciones en los genes que
codifican una enzima lisosémica especifica, algunas enfermedades de almacenamiento lisosomal

son el resultado de proteinas activadoras deficientes (Yu, Sun, & Zhou, 2013).
3.3 Mucopolisacaridosis 111 0 Sindrome de SanFilippo

El Sindrome de SanFilippo o mucoplisacaridosis tipo Il (MPS-111) comprende un grupo de
enfermedades de almacenamiento lisosomal, causado por la deficiencia de una de las cuatro
enzimas lisosomales que estan involucradas en la degradacion del heparan sulfato. Las enzimas
responsables de los distintos tipos de MPS-111 son las que dan la clasificacion de los diferentes
tipos de MPS-II1, clasificandose entonces, asi (Fedele, 2015):

3.3.1 MPS-IlIA: Causada por la deficiencia de la enzima sulfamidasa 4-Alfa-N-
acetilglucosaminidasa.

3.3.2 MPS-111B: Causada por la deficiencia de la enzima NAGLU N-acetil-Glucosaminidasa.
3.3.3 MPS-IIC: Causada por la deficiencia de la enzima HGSNAT Heparan-alfa-
glucosamina-N-acetiltransferasa.

3.3.4 MPS-11ID: Casusada por la deficiencia de la enzima GNS N-acetilglucosamina-6-
sulfatasa.

3.3.5 MPS-IIIE: Causada por la deficiencia de la enzima ARSG Arilsulfatasa-G.

La MPS Il1 es un trastorno hereditario, esto quiere decir que se transmite de padres a hijos por lo
cual se considera con un rasgo autosomico recesivo (Fedele, 2015). En la Tabla 1 se organizan

los diferentes subtipos de MPS de acuerdo a su actividad y la enzima involucrada en ella.
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Tabla 1. Resumen de la clasificacion fenotipica, enzimatica y genética de los subtipos de MPS
I11. Adaptada de: (Fedele, 2015).

Fenotipo : Gen/Locus »
: 5 . Numero : Locacion
Subtipo NuUmero Actividad Gen/Locus NuUmero .
EC Citogénica
MIM MIM
MIM _ EC MIM
MPS 1A Sulfamidasa SGSH 17925.3
252900 3.10.1.1 605270
MIM Alfa-N- EC MIM
MPS 111B _ o NAGLU 17g21.1
252920 | acetilglucosaminidasa | 3.2.1.50 609701
Heparan-alfa-
MIM o EC MIM
MPS HIC Glucosaminida-N- HGSNAT 8pll.1
252930 _ 2.3.1.78 610453
acetiltransferasa
MIM N-acetilglucosamina-6- EC MIM
MPS 111D GNS 12q14.4
252940 sulfatasa 3.1.6.14 607664
N-glucosamina-3-O- EC MIM
MPS HHIE NA ARSG 17q924.2
sulfatasa 3.1.6.- 610008

Los sintomas somaticos en humanos pueden incluir rasgos faciales toscos, con cejas amplias,

pestafias oscuras, secas y asperas, sintomas articulares neurodegenerativos, hepatoesplenomegalia,

macrocrania y pérdida de audicién. Sin embargo, la caracteristica mas relevante de la MPS 111 es

la degeneracion del sistema nervioso central (SNC), lo que trae como consecuencias: retraso

mental e hiperactividad, cominmente las etapas iniciales de la patologia pueden comenzar a la

edad de 1 a 3 afios, se manifiestan con retrasos cognitivos y con problemas de conducta agresivos,

asi como el desarrollo del habla obstaculizado. En la edad de 3 a 5 afos, se manifiesta cominmente

una combinacion de hiperactividad que suele ser violenta y destructiva, asi mismo como trastornos

del suefio, los pacientes pueden permanecer en ese estado en un rango de edad de 5 a los 10 afios,

pasados estos afios hay una regresion del comportamiento la cual se asocia con una progresiva y

severa pérdida de procesos intelectuales (como hablar) y funciones motoras (como caminar y

tragar) (Fedele, 2015).
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En la actualidad el tratamiento de la mucopolisaridosis se realiza con la inclusion de células madre
hemapoyéticas, esto se ha realizado en pacientes con MPS I11A o MPS 111B pero con resultados
dudosos para evitar la neurodegeneracion, por lo cual se estan realizando nuevas iniciativas para
el tratamiento con células del cordon umbilical, cuya administracién en el ventriculo lateral
cerebral en ratones con MPS IIIB ha conseguido disminuir las alteraciones histopatoldgicas
(Boelens, et al., 2010). La terapia enzimatica sustitutoria (TES) es considerada la mas exitosa
contra los sintomas no neuroldgicos de las enfermedades lisosomales, donde el principio
farmacéutico es que las hidrolasas lisosomales recombinantes son absorbidas por células y tejidos
a través de los receptores de la manosa, de esta manera son liberadas a los lisosomas en donde se
activan y reemplazan a las hidrolasas de actividad residual (Brady, 2006).

3.4 Bioquimica de los genes implicados en la degradacién del heparan sulfato (HS)

El heparan sulfato (HS) es un polisacarido cargado negativamente o un glucosaminoglucano
(GAG) unido covalentemente a un numero indefinido de proteinas en la superficie de la célula 'y
en la matriz extracelular. EI HS existe en la célula como proteoglicanos catabolizados dentro del
lisosoma. En esta forma los HS suelen unirse a una gran variedad de proteinas para asi regular una
amplia variedad de actividades bioldgicas, dentro de las cuales se incluyen procesos de desarrollo,
angiogénesis, coagulacion de la sangre y en la metastasis tumoral, ademas los HS han mostrado
desempefar un papel como receptores para numerosos virus (Holmes et al., 2013). En la Fig. 2.

Se presenta la férmula estructural descrita para el heparan sulfato (HS).

Fig. 2. Estructura del heparan sulfato. Fuente:

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Heparan sulfate#section=Top)
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3.5 Mucoplisacaridosis 111C

Debido a las propiedades bioquimicas de los genes deficientes, el gen de MPS-I11C permanece
mas evasivo en relacion a los demas tipos de MPS I11. Inicialmente, los pacientes con MPS-IIIC,
mostraron a través de sus fibroblastos una falta de actividad de la enzima HGSNAT, la cual
posteriormente se localiz6 en la membrana lisosémica y se demostré que cataliza una acetilacion
transmembranal del residuo terminal de glucosamina presente en el heparan sulfato. Con base en
lo anterior, la MPS-111C esta directamente relacionada con la deficiencia o baja actividad de la
enzima HGSNAT que se encarga de acetilar el HS. La enfermedad es causada por mutaciones que
afectan el gen (HGSNAT). La enfermedad mas representativa de esa enzima, es la
mucopolisacaridosis tipo I11-C, una enfermedad de almacenamiento lisosomal autosémica recesiva
debida a la alteracion de la degradacion de heparan sulfato. La patologia se caracteriza por una
degeneracion grave del sistema nervioso central, el inicio de las caracteristicas clinicas
generalmente ocurre entre 2 'y 6 afios; la degeneracion neurolégica severa ocurre en la mayoria de
los pacientes entre los 6 y 10 afios de edad, y la muerte ocurre tipicamente durante la segunda o
tercera década de la vida (Fedele, 2015).

3.6 Heparan-Alfa-N-Glucosamina-Acetiltransferasa (HGSNAT)

Es una enzima acetiltransferasa lisosomica que acetila el residuo alfa-glucosamina terminal no
reductor de heparina intralisosomal o heparan sulfato, convirtiéndolo en un sustrato para alfa-N-
acetil glucosaminidasa luminal (Fan et al., 2006). La enzima HGSNAT presenta dos isoformas por
iniciacion alternativa, tanto la isoforma 1 (identifier: Q68CP4-1) como la isoforma 2 (identifier:
Q68CP4-2) estan dirigidas correctamente al compartimiento lisosomico y son enzimas
funcionales. La isoforma 1 esta compuesta por 663 aminoacidos, mientras que la isoforma 2 esta
conformada por 635, ya que presenta una ausencia de los aminoécidos del 1-28

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4). Laenzima HGSNAT, presenta una actividad catalitica

descrita bajo la siguiente reaccion (Reaccién 1.):
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Reaccion 1. Actividad catalitica de la enzima HGSNAT. Fuente: (http://www.brenda-
enzymes.org/structure.php?show=reaction&id=321328&type=S&displayType=marvin)

La degradacion del HS puede iniciar con la desulfatacion de los residuos de &cido idurdnico, esta
desulfatacion ocurre por la accién de la enzima iduronato sulfatasa (Wilson etal., 1990).
Posteriormente, el grupo Acetil del AcetilCoA se une al grupo amino del polisacarido heparan
sulfato a través de la accion de la HGSNAT encargada de transferir este grupo al HS (Fan et al.,
2006), dicha transferencia es necesaria para formar unidades de N-acetilglucosamina que luego
son reconocidas por la enzima NAGLU (Hrebicek et al., 2006), lo que permite que el HS pueda

continuar degradandose (Fedele, 2015).

En la actualidad, las estructuras terciarias de la enzima HGSNAT (isoforma 1y 2) se encuentran
ausentes, es decir que no se estdn completamente modeladas, se representan algunos fragmentos
de otros homdlogos que pueden relacionarse con la estructura terciaria de ambas isoformas

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4#structure).

3.7 Herramientas bioinformaticas (in silico)

El estudio de proteinas codificadas a través de genes mediante bioinformatica, asocia disciplinas
como las matematicas, biologia, bioquimica y desarrollo de software, y por esta razon, el desarrollo
de algoritmos que reduzcan el tiempo de prediccion en el software da una visién mas rapida al
comportamiento bioquimico que sufren los genes. Y entre las mismas ramas interdisciplinares
facilita lo que se puede considerar como un estudio a profundidad en bioinformatica (Roldan
Martinez & Pastor Lopez, 2015).
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Uno de los principales objetivos de la bioinformatica es la prediccion de estructuras, especialmente
cuando se trata de la estructura terciaria de una proteina que aun sigue siendo considerada como
un paradigma dificil e irresolvible cuando la informacion disponible no es suficiente para la
construccion del modelo en tres dimensiones (3D), los dos problemas principales son el calculo de
la energia libre de la proteina y la resolucion minima global de esta energia. Por lo tanto, un método
de prediccion de estructura debe ser capaz de explorar el espacio posible de las estructuras
proteicas el cual se describe como espacialmente inmenso. Estos problemas pueden simplificarse
a través de métodos de modelado por homologia y threading o enhebrado de proteinas, los cuales
buscan que el espacio de blsqueda pueda ser asumido por una estructura cercana determinada
experimentalmente para otra proteina homoéloga (Séenz, et al., 2011).

Ademas, dentro de las mdaltiples aplicaciones de la bioinformatica se encuentra el desarrollo de
simulaciones de acoplamiento molecular comdnmente conocido como docking, el cual busca
predecir las interacciones existentes entre una proteina diana y una molécula pequefia Ilamada
sustrato, con la finalidad de formar un complejo estable. Los resultados arrojados por el docking
molecular, permiten identificar interacciones a través de farmacos in silico potenciales para asi
identificar las moléculas que tienen mayor probabilidad de enlazar la proteina de interés.
Adicionalmente, el docking permite optimizar la direccion de prediccion del ligando enlazado a la
proteina, con la finalidad de representar el disefio de andlogos mas potentes y selectivos (Kitchen,
Decornez, Furr, & Bajorath, 2004).
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4. JUSTIFICACION

El Sindrome de Sanfilippo 0 mucopolisacaridosis (MPS) tipo Ill, se considera como una de las
enfermedades raras mas devastadoras de caracter genético autosomico recesivo. Es causado por la
ausencia o deficiencia de una de las enzimas responsables de la degradacion de heparan sulfato,
un tipo de proteoglicano que se encuentra en la matriz extracelular y en las glicoproteinas de la

superficie celular (Fedele, 2015).

Al no degradarse el heparéan sulfato, este se acumula en los lisosomas de las células de todo el
cuerpo, causando dafio grave y progresivo a distintos érganos. El sistema nervioso central, es el
sistema mas sensible al dafio por acumulacién de heparan sulfato, resultando en retraso mental e
hiperactividad, tipicamente comenzando durante la infancia y conduciendo a la muerte usualmente
durante la adolescencia (Fedele, 2015). La enfermedad fue descrita en 1963 por el pediatra
estadounidense Sylvester Sanfilippo, al que debe su nombre (http://www.redsanfilippo.org).

La mucopolisacaridosis tipo Il se ha categorizado en las siguientes etapas del desarrollo de la

enfermedad (Sanjurjo et al., 2015):

e Etapa I: Dificultad del habla, aprendizaje lento y conductas de alteracion por estrés.

e Etapa Il: La habilidad de hablar y entender desaparece gradualmente, actividad excesiva
e inquietud.

e Etapa Ill: La habilidad motora se ve comprometida, se genera perdida de conductas

naturales como control de esfinteres, respiracion y parpadeo.

Los subtipos de MPS tipo Il son causados por la deficiencia de las enzimas: sulfamidasa (MPS
IITA), a-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU, MPS 111B), Heparan acetil CoA: a-glucosaminida N-
acetiltransferasa (HGSNAT, MPS 111C), N-acetilglucosamina 6-sulfatasa (GNS, MPS 11ID); o N-
glucosamina 3-O-sulfatasa (arilsulfatasa G 0 ARSG, MPS IIIE) (Fedele, 2015).

De estas enzimas, las HGSNAT esta encargada de acetilar las terminales no reducidas de residuos

de alfa-glucosamina del heparan sulfato, generando asi sustratos, los cuales pueden ser utilizados
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por la enzima luminal n-acetil glucosaminidasa que se acopla a la ruta de degradacién enzimatica
del heparan sulfato. Cuando se presenta una deficiencia de HGSNAT, se genera acumulacion
lisosomal de heparan sulfato, lo que genera el subtipo de enfermedad neurodegenerativa severa
conocida como mucopolisacaridosis tipo 111-C (MPS 111-C) (Durand et al., 2010). Continuando
con lo anterior, el sindrome de Sanfilippo esta subdiagnosticado, lo que hace dificil apreciar la
prevalencia. Sin embargo, la prevalencia de la mucopolisacaridosis tipo I11-C en el mundo es de 1
de cada 70.000 nacimientos (Servin et al., 2014). En Colombia, la frecuencia de esta patologia
para los departamentos de Cundinamarca y Boyaca, en donde se presenta mayor incidencia de
nacimientos con mucopolisacaridosis es de 1,98 casos por cada 100.000 habitantes, para el caso
especifico de MPS 111 la incidencia se representa en 0,17 casos reportados hasta el 2012 (Gomez,
Garcia, & Suérez, 2012).

El desarrollo de este proyecto de investigacion busca fortalecer las bases de datos bioinformaticas
especializadas en estructuras proteicas y docking molecular relacionadas con la enzima HGSNAT,
identificando las posibles rutas terapéuticas a partir de las simulaciones de su actividad gendmica,
por medio de sistemas computacionales y acceso a bases de datos. Otorgando mayores
aplicaciones de la bioinformatica en el diagnostico y tratamiento de enfermedades. Por lo tanto,
esto hace importante el tratamiento de bases teoricas que refuerzan el conocimiento y de la misma

manera propician la generacion del saber.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Sanfilippo, o0 mucopolisacaridosis (MPS) tipo Ill, es uno de los cinco trastornos
autosdémicos recesivos, de almacenamiento lisosomal neurodegenerativo, cuyos sintomas se deben
a la incompleta degradacién lisosomal de heparan sulfato. La proteina HGSNAT es una enzima
involucrada en la degradacion de heparan sulfato, y su ausencia o deficiencia conduce a un subtipo

de mucopolisacaridosis conocido como MPS I11-C (Neufeld & Muenzer, 2013).

En la actualidad, la estructura terciaria de la enzima HGSNAT es desconocida, asi mismo el
comportamiento de sus mutaciones representadas mediante dos isoformas (1 y 2), causantes del

desarrollo progresivo de la patologia.

Por tanto, se hace necesario el uso de herramientas bioinforméaticas que permitan modelar los
diferentes niveles estructurales de la proteina HGSNAT vy determinar mediante simulaciones de
acoplamiento molecular o “docking” las interacciones con los residuos alfa-glucosamina del

heparan sulfato.

La bioinformética o las aproximaciones in silico facilitan la organizacion de la informacion
bioldgica de manera simplificada mediante busquedas orientadas para el analisis de gran volumen
de datos bioldgicos, dando respuesta a la creciente demanda de ensayos informaticos capaces de
simular y dar claridad a lo que suceda dentro de los procesos bioquimicos siendo asi pieza clave
de la revolucion bioldgica (Roldan Martinez & Pastor Lopez, 2015). Para este proyecto, el uso de
herramientas bioinformaticas permitié hacer un avance en el entendimiento de las funciones de la
enzima HGSNAT en el Sindrome SanFilippo (MPS 111-C).

PREGUNTA PROBLEMA:
¢Mediante métodos in silico se puede determinar la estructura terciaria de la proteina HGSNAT
involucrada en la enfermedad mucopolisacaridosis 11-C y su interaccion con el Acetil CoA 'y el

heparan sulfato?
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Modelar in silico la estructura terciaria de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT
involucrada en la enfermedad de mucopolisacaridosis tipo 111-C y analizar las interacciones de
esta enzima con el Acetil CoA y el heparan sulfato mediante simulaciones de acoplamiento

molecular.

6.2 Objetivos Especificos

e Predecir la estructura secundaria y modelar la estructura terciaria de las isoformas 1y 2 de
la enzima HGSNAT.

e Validar y optimizar las estructuras terciarias de las isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT.

e Evaluar las interacciones entre las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT y los ligandos

Acetil CoA y heparan sulfato mediante simulaciones de acoplamiento molecular.

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentacidn proyecto de grado

Pagina 34



7. METODOLOGIA

7.1 Andlisis bioinformatico

El andlisis bioinformético a la enzima HGSNAT se realizd haciendo uso de herramientas in silico

las cuales se mencionan a continuacion:

7.1.1 Andlisis de estructura primaria

La secuencia de amino&cidos o estructura primaria de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT

estd disponible en Uniprot (http://www.uniprot.org/) que es una base de datos con informacion

sobre funcion y secuencia de proteinas.

Las secuencias se trabajaron en formato Fasta, isorforma 1 (identifier: Q68CP4-1), isoforma 2
(identifier: Q68CP4-2) y se hizo una evaluacion del contenido porcentual para los aminoacidos

presentes en cada isoforma utilizando la herramienta GPMAW L.ite (http://www.alphalyse.com).

Se us6 el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk) para hacer un alineamiento entre las

secuencias de las isoformas 1 y 2 con el fin de determinar identidad y hacer una comparacion entre

ellas.

7.1.2 Prediccion de segmentos transmembranales

Como la enzima HGSNAT corresponde a una proteina transmembranal se hizo necesario hacer
una prediccién de los segmentos transmembranales y su orientacion para lo cual partiendo del
formato FASTA correspondiente a la secuencia de aminoacidos presentes en cada isoforma, se
cargo la secuencia de cada una, posteriormente se hizo una comparacion de los segmentos

transmembranales usando las siguientes herramientas en linea:

e TMHMM: es un método para predecir hélices transmembranales basado en un modelo
oculto de markov y desarrollados por Anders Krogh y Erik Sonnhammer
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM)).
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e TMPred: hace una prediccion de las regiones que abarcan la membrana con su respectiva
orientacion ((K. Hofmann & W. Stoffel, 1993),
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html)).

e Phobius: hace una prediccién del péptido sefial y de la topologia transmembranal
(http://phobius.sbc.su.se/).

e DAS-TMFHfilter server: describe segmentos transmembranales hidr6fobos ((Cserzo, et al.,
2003), http://mendel.imp.ac.at/DAS/).

e Protter: es una herramienta web que permite visualizar la secuencia, topologia y
anotaciones de las proteinas individualmente ((Omasits, Ahrens, Muller, & Wollscheid,
2014), http://wlab.ethz.ch/protter/start/).

e CCTOP: el servidor CCTOP es una aplicacion que proporciona prediccién de topologia
transmembranal, donde CCTOP significa "Precepcion de Consenso de Topologia
Consistente”. Utiliza 10 diferentes métodos de prediccion de topologia de vanguardia, e
incorpora automaticamente informacion estructural y de topologia previamente
determinada en su estructura probabilistica siguiendo el modelo oculto de Markov ((Laszl6
Dobson, 2014), http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/).

7.1.3 Prediccion de estructura secundaria

Continuando con el analisis estructural, los resultados provenientes de la estructura primaria se
utilizaron para determinar los parametros a aplicar en las herramientas que predicen el
comportamiento de la estructura secundaria, al igual que en la prediccion de segmentos
transmembranales, para predecir la estructura secundaria de cada isoforma, se partio6 utilizando la

secuencia de cada una en formato FASTA para correr las siguientes herramientas en linea:
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HHPred: una herramienta del “MPI Bioinformatics Toolkit” permitié la visualizacion de
similitud entre regiones de la proteina HGSNAT contra otras proteinas, con la finalidad de
analizar el comportamiento de las mismas. Su resultado fue un listado de dominios para la

seleccion de ligandos (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

Phyre?: considerada como una herramienta con objetivo maltiple, permitio el analisis de
secuencias variadas, prediccion de la estructura secundaria, analisis de dominios,
informacién detallada de las estructuras de referencia, construccion de la estructura

terciaria por ab-initio y prediccion de dominios transmembranales ((Kelley & Sternberg,

2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).

PSIPred: se basa en la prediccion de la estructura secundaria, se utilizé para investigar la
estructura de las dos isoformas de la enzima HGSNAT, PSIPred emplea redes neuronales
para hacer una prediccion por partes de la estructura secundaria (laminas beta, hélices alfa

y bobinas) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

En términos de visualizacion los datos arrojados por el aplicativo CCTOP permitieron
visualizar las regiones que presentan hélices transmembranales y los residuos que las
constituyen, como también los estudios que se han desarrollado para cada seccién ((Laszl6

Dobson, 2014), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

7.1.4 Modelamiento de la estructura terciaria

Para un desarrollo 6ptimo y confiable, de la estructura terciaria de la proteina se utilizaron tres

métodos de construccion y prediccion que son: homologia, threading y ab-initio.

Para cada método, se carg0 la secuencia de aminoacidos en formato FASTA de cada isoforma, en
las diferentes herramientas conforme al método de prediccion, se seleccion6 un analisis de

construccion intensa y por defecto, con la finalidad de obtener resultados méas exactos y precisos.
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7.1.4.1 Modelamiento por homologia

Este método es fundamental para la construccion de estructuras terciarias por homologia, las
estructuras de referencia propuestas por el programa Swiss-model ((Biasini etal., 2014),
https://swissmodel.expasy.org/) y Phyre? ((Kelley & Sternberg, 2009),

http://www.sbhg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqi?id=index) deberan tener un minimo de 30% de

identidad con la secuencia de aminoacidos de la proteina. La herramienta Swiss-model construyd
la estructura base en tres dimensiones siguiendo parametros de similitud los cuales fueron

analizados y contrastados con base a los criterios de aceptacion.

7.1.4.2 Prediccion por Threading

Threading es un método de modelado de proteinas que se utiliza para construir la estructura
terciaria para aquellas proteinas que tienen el mismo pliegue que las estructuras ya conocidas, pero
gue no tienen proteinas homdlogas con estructura conocida, el método funciona mediante el uso
de conocimiento estadistico de la relacion entre las estructuras que reposan en el Protein Data Bank
(PDB) y la secuencia de la proteina que se desea modelar (Peng & Xu, 2011). Por lo tanto threading
se establece como un mecanismo ideal para la obtencidn de candidatos potenciales sometidos a

analisis, Para esta prediccion se hizo uso de los siguientes aplicativos:

e PSIPred: el aplicativo PSIPred permite la obtencion de un modelo 3D por threading, el
método de prediccion o algoritmo se divide en tres etapas: 1. la generacion de un perfil de
secuencia, 2. la prediccidn de la estructura secundaria inicial, y 3. filtrado de la estructura
predicha. PSIPRED trabaja para normalizar el perfil de secuencia generada por PSIBLAST
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

e Intractive Threading Assembly Refinement (I-TASSER): es una plataforma unificada
y automatizada, que permitio la prediccion de la estructura de la proteina mediante
threading. Como resultado se obtuvieron 5 modelos para cada isoforma de la enzima

HGSNAT, los cuales posteriormente, fueron sometidos a un analisis relacionado con la
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conformacién de su estructura y la informacién reportada en los antecedentes encontrados
previamente ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

7.1.4.3 Prediccion por ab-initio

Siguiendo principios fisicos, mas que modelos resueltos se da la prediccion y construccion por ab-

initio, las herramientas utilizadas fueron:

e Phyre?: propuso una estructura por ab-initio, los modelos fueron construidos con base a
los comportamientos que presentan otras proteinas similares, hasta superponerse con la
proteina que presente menos variacion espacial ((Kelley & Sternberg, 2009),

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

7.1.5 Refinamiento de los modelos de estructura terciaria

Para visualizar y optimizar la estructura terciaria se trabajo usando varios programas, el primero
de ellos recibe el nombre de UCSF Chimera, el cual es un programa interactivo que permite
visualizar y analizar estructuras moleculares y toda la informacién relacionada, incluye mapas de
densidad, ensamblajes supramoleculares, secuencia de alineaciones, resultados de acoplamiento y
trayectorias, conjuntos de informacion, entre otros datos importantes para estudios bioinformaticos

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Para la optimizacion de la estructura terciaria realizada anteriormente, se utiliz6 de un programa
conocido como WHAT IF, el cual es un software de ordenador utilizado ampliamente en varios
campos de investigacion in silico en la estructura de macromoléculas, permite hacer la correccion
de angulos diedros, hacer asignacion de cargas, entre otras correcciones. El software proporciona
un entorno flexible para su visualizacion, manejo y andlisis de moléculas pequefias, proteinas,

acidos nucleicos y sus respectivas interacciones (http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/index.html).

También se emplearon programas como PyMOL (https://pymol.org/) y Schrédinger

(https://www.schrodinger.com/maestro) para corroborar los archivos .pdb seleccionados como
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candidatos. Los archivos .pdb contienen la informacién de elucidacion estructural de una proteina,
ademas de las coordenadas en el espacio de cada atomo de la molécula y su conectividad, este
formato permite visualizar la estructura tridimensional de proteinas

(http://www.wwpdb.org/documentation/file-format).

Para esta visualizacion y optimizacion, se carg0 la estructura en 3D seleccionada como posible

candidato respectivamente para cada isoforma.

7.1.6 Simulacion de acoplamiento molecular “docking”

Finalizando, y como objetivo fundamental del proyecto de investigacion, es la evaluacién de las
interacciones mediante simulaciones de acoplamiento molecular “docking” de las isoformas 1y 2
de laenzima HGSNAT con los sustratos Acetil CoA y heparan Sulfato. Para esto, se utilizaron los
recursos computaciones del Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP) de la Universidad

Nacional de Colombia (http://ciencias.bogota.unal.edu.co/gruposdeinvestigacion/grupo-de-

investigacion-en-proteinas-grip/).

Para realizar el docking, fue necesario hacer una preparacion de los receptores en este caso, los
modelos estructurales obtenidos para las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT y de los ligandos
heparan sulfato y AcetilCoA, para lo cual, se us6é la interfaz grafica de Autodock Tools

(http://autodock.scripps.edu/).

Los modelos estructurales de la enzima HGSNAT en formato .pdb se prepararon haciendo

asignacion de atomos de hidrégeno, cargas formales y estados de protonacion a las estructuras.

Las moléculas de Acetil CoA y heparan sulfato (ligandos) se construyeron en UCSF Chimera
usando el formato de Especificacion de introduccién lineal molecular simplificada (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification, SMILEYS) disponible en
https://pubchem.nchbi.nlm.nih.gov/compound/53477714#section=InChl-Key, una vez construida

las moléculas se asignaron cargas, estados de protonacion y enlaces rotables en Autodock tools.

Luego de tener listo cada receptor (isoforma 1y 2), se genero una caja de cribado o “Grid Box”
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con dimensiones especificas centrada en el sitio activo de las secuencias de interés de los

receptores como blanco para el Docking.

Se hizo un docking flexible que permitié la mejor orientacion y conformacién del Acetil CoAy el
heparan sulfato en el sitio activo de cada isoforma. Se hicieron 20 simulaciones por isoforma con
un valor de exhaustividad de 10, y 10 salidas (resultados) por simulacion. Se seleccionaron los
mejores resultados en términos de energia de union expresada en kcal/mol y se exportaron los
resultados como complejos receptor-ligando para andlisis de interacciones.

El analisis de interacciones permitio entender el modo de unidn del heparan sulfato y el AcetilCoA
con las isoformas 1y 2 y también un acercamiento a la funcién catalitica de la enzima HGSNAT.
Los mejores resultados de los dockings e interacciones se visualizaron con UCSF Chimera

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), con la finalidad de generar las imagenes correspondientes.

METODOLOGIA

Secuencia de Analisis de Prediccion de
AA en formato estructura segmentos
FASTA primaria transmembranles

Refinamiento Modelamiento Prediccion de
de los de la estructura estructura
modelos terciaria secundaria

Docking
Molecular
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Andlisis de la Estructura Primaria

Mediante la basqueda realizada en UniProt se obtuvo la secuencia de aminoacidos en formato

FASTA para la enzima HGSNAT isoforma 1 (Q68CP4-1) y 2 (Q68CP4-2)

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4). Las cuales fueron el punto de partida para la obtencion

de los diferentes resultados esperados. A continuacion, se presenta el formato FASTA de cada

isoforma:

>sp|Q68CP4|[HGNAT_HUMAN Heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HGSNAT PE=1 SV=2
MTGARASAAEQRRAGRSGQARAAERAAGMSGAGRALAALLLAASVLSAALLAPGGSS
GRDAQAAPPRDLDKKRHAELKMDQALLLIHNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVN
VPQSPKAGKPSAAAASVSTQHGSILQLNDTLEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNG
VSEIACDLAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRL
INSELGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPRLRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYF
KHASWNGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMTSILQRGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIITV
NPNYCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVAVLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSS
WPQWLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYLGPGGIGDFGKYPNCTGGAAGYIDRLLLG
DDHLYQHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSIVMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFT
AWCCILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSLSYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWT
GTPFFYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFQWKLKDNQSHKEHLTQNIVATALWVLIAYILY
RKKIFWKI

>sp|Q68CP4-2[HGNAT_HUMAN  Isoform 2 of  Heparan-alpha-glucosaminide  N-
acetyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HGSNAT
MSGAGRALAALLLAASVLSAALLAPGGSSGRDAQAAPPRDLDKKRHAELKMDQALLLI
HNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVNVPQSPKAGKPSAAAASVSTQHGSILQLNDT
LEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNGVSEIACDLAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVI
IVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRLINSELGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPR
LRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYFKHASWNGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMT
SILQRGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIHITVNPNYCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVA
VLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSSWPQWLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYL
GPGGIGDFGKYPNCTGGAAGYIDRLLLGDDHLYQHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSI
VMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFTAWCCILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSL
SYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWTGTPFFYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFQWKK
DNQSHKEHLTQNIVATALWVLIAYILYRKKIFWKI
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Teniendo las secuencias en formato FASTA de cada isoforma se realizé un conteo de residuos

presentes en cada proteina, su distribucion porcentual, la masa promedio, el punto isoeléctrico

teorico e indice de hidrofobicidad usando el programa GPMAW L.ite. En la Fig. 3., se observa la

composicion de cada Isoforma conforme a los residuos que tiene cada una, mediante colores

representativos el programa permite hacer una identificacion de aminoacidos especificos (&cidos

0 bésicos), también permite la prediccion de modificaciones postraduccionales, de esta forma se

pueden identificar 6 sitios de N-glicosilacion para las dos isoformas.

HGSNAT ISOFORMA 1

fe1:
@s51:
lei:
151:
281:
251:
3e1:
351:
4a1:
451:
s81:
551:
681:
651:

MTGARASAAE CQRRAGRSGOA RAAERAAGMS GAGRALAALL LAASVLSAAL
LAPGGSSGRD AQAAPPRDLD KERHAELEMD QALLLIHMEL LWTHLTYYWE
SECCYHCLFQ VLVNVPQSPE AGKPSAAAAS WSTQHGSILQ LNDTLEEKEV
CRLEYRFGEF GMYSLLVENI HMNGWSEIACD LAVNEDPVDS NLPVSIAFLI

GLAVIIVISF
DEDVOPATHR
HNELTVADLVE

LRLLLSLDDF MHNWISKAISS

RETDRLINSE LGSPSRTDPL
LSALPPRLRS VDTFRGIALI LMVFVNYGGG KYWYFEHASH
PWFVFIMGSS IFLSMTSILQ RGCSKFRLLG KIAWRSFLLI

CIGIIIVNPMN ¥CLGPLSWDE VRIPGVLORL GVTYFVVAWL ELLFAKPVPE

HCASERSCLS

LRDITSSWPQ WLLILVLEGL WLGLTFLLPY PGCPTGYLGP

GGIGDFGKYP MCTGGAAGYI DRLLLGDDHL YQHPSSAVLY HTEVAYDPEG
ILGTINSIVM AFLGVQAGKI LLYYRARTED ILIRFTAWCC ILGLISWALT
KvSENEGFIP VHEMLWSLSY VTTLSSFAFF ILLVLYPVWD VEGLWTGTPF
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Fig. 3 Representacion de composicion de las isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT. Fuente:

(GPMAWIite, https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).
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En las tablas 2 y 3 (isoforma 1) y en las tablas 4 y 5 (isoforma 2) se describe la composicién de
aminoéacidos presentes para cada isoforma, estas tablas hacen una aproximacién porcentual y de
masa conforme a la proporcion de cada aminoacido, ademas a través de la base de datos en linea
se hizo una aproximacién al peso molecular total de cada isoforma, y a su respectivo punto

isoeléctrico.

Tanto para la isoforma 1, como para la 2, el aminoacido que se encuentra en mayor porcentaje en
la enzima corresponde a la leucina, la cual se encuentra en un 14,03% en la isoforma 1 y 14,65%
en la isoforma 2. Adicionalmente, se puede evidenciar que existe una diferencia de 3 Da entre la
masa promedio de las isoformas, lo cual puede verse representado por la ausencia de los

aminoacidos del 1 al 28 en la isoforma 2.

Tabla 2. Composicion porcentual de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWIite,

https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).

Nombre Cantidad | Porcentaje | Masa
Alanina 56 8.45 | 3.980,41
Cisteina 14 2.11 | 1.429,92
Acido Aspartico 26 3.92 | 2.992,30
Acido Glutamico 25 3.77 | 3.227,89
Fenilalanina 31 4.68 | 4.562,47
Glicina 52 7,48 | 2.766,70
Histidina 13 196 | 1.782,83
Isoleucina 44 6.64 | 4.979,01
Lisina 28 422 | 3.588,87
Leucina 93 14.03 | 10.523,82
Metionina 8 1.21 | 1.049,59
Asparagina 25 3.77 | 2.852,60
Prolina 32 483 | 3.107,73
Glutamina 17 256 | 2.178,22
Arginina 31 4.68 | 4.841,81
Serina 51 7.69 | 4.440,99
Treonina 27 4.07 | 2.729,84
Valina 48 7.24 | 4.758,36
Triptofano 18 2.71 | 3.351,84
Tirosina 24 3.62 | 3.916,22
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| Total Residuos Conocidos | 663 | 100 | 73.279,46 |

Tabla 3. Informacion de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWIite,

https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).

Propiedad Valor Unidad
Masa promedio 73.279,46 Dalton
Punto isoeléctrico 9,40

Indice de hidrofobicidad 0,35

Tabla 4. Composicion porcentual de la enzima HGSNAT soforma 2. Fuente: (GPMAWIite,

https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).

Nombre Cantidad | Porcentaje Masa
Alanina 46 7,24 3.269,62
Cisteina 14 2,2 1.429,92
Acido Aspartico 26 4,09 2.992,30
Acido Glutamico 23 3,62 2.969,66
Fenilalanina 31 4,88 4.562,47
Glicina 48 7,56 2.738,49
Histidina 13 2,05 1.782,83
Isoleucina 44 6,93 4.979,01
Lisina 28 4,41 3.588,87
Leucina 93 14,65 10.523,82

Metionina 7 11 918,39
Asparagina 25 3,94 2.852,60
Prolina 32 5,04 3.107,73
Glutamina 15 2,36 1.921,96
Arginina 25 3,94 3.904,69
Serina 49 1,72 4.266,83
Treonina 26 4,09 2.628,73
Valina 48 7,56 4.758,36
Triptéfano 18 2,83 3.351,84
Tirosina 24 3,78 3.916,22
Total residuos conocidos: 635 100 70.482,39
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Tabla 5. Informacion de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWIite,

https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).

Propiedad Valor Unidad
Masa promedio 70.482,39 Dalton
Punto isoeléctrico 9,06

indice de hidrofobicidad 0,35

8.1.1 Alineamiento entre las secuencias de la isoforma 1y 2 de la enzima HGSNAT

Para determinar las diferencias en secuencia primaria entre las dos isoformas se realizé6 un
alineamiento pareado (Fig. 4), tras el alineamiento se evidencia que existe una diferencia marcada
entre las isoformas, ya que la isoforma 2 carece de los primeros 28 aminoacidos en su cadena, esto
debido a que existen dos codones de iniciacion alternativa en la misma cadena de ARN mensajero,

resultando dos isoformas que difieren en sus extremos N-terminal.

El alineamiento realizado es importante para evidenciar las diferencias estructurales que podrian

presentarse entre las dos isoformas de la enzima HGSNAT.
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sp|Q68CP4 |HGNAT HUMAN MTGARASAAEQRRAGRSGQARAAERAAGMSGAGRALAALLIAASVLSAALLAPGGSSGRD 60
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN ———-—— oo MSGAGRALAALLLAASVLSAALLAPGGSSGRD 32
R R R R R R R R S R RS R R R R RS
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN AQAAPPRDLDKKRHAELKMDOALLLIHNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVNVPQSPK 120
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN AQAAPPRDLDKKRHAELKMDQALLLIHNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVNVPQSPK 92
e e ok e e ke ok g e e ke ok o ke ke ok e e e ok ok o ke ok ok o e ol ok o e e ok o o e ok ke ok ke o ke ok ol e ke o ok e ke o o o e ke ok o e ke ok
sp|Q68CP4 |HGNAT HUMAN AGKPSAAAASVSTOHGSILOLNDTLEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNGVSEIACD 180
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN AGKPSAAAASVSTOHGS ILOLNDTLEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNGVSEIACD 152
A S R A S R R R R e R R R R S R R R R R R S R R R S R R R AR SRR R R R R R R R RS
sp|Q68CP4 |HGNAT HUMAN LAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRLINSE 240
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN LAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRLINSE 212
R R R R R R R R R R R R R
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN LGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPRLRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYFKHASW 300
Sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN LGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPRLRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYFKHASW 272
Ak hkhhrkhkhkhrhbhhbhhhbhbhrbhb bbb kbbb bbbk bbb hhdkhdhkdhdhdhkh
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN NGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMTSILORGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIIIVNPN 360
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN NGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMTSILORGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIIIVNPN 332
e e e e ke ke e e e ke ok e o e o o e ok b ok i e e o o o o o e o e ke b o e e b e e ke e o e e ke o o e e ok e e e ke ok o e ke ok
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN YCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVAVLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSSWPQ 420
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN YCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVAVLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSSWPQ 392
e e ke e e ke dhe ke e e ke ke ke e e o g e ke ok ok g ke ke ke ok e ok e ol o ke ke ke ke e ke ok o e ke e o o ke ke ok ok e ke ok ok b ke ke b ok ke ke b
sp|0Q68CP4 | HGNAT HUMAN WLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYLGPGGIGDFGKYPNCTGGAAGY IDRLLLGDDHL 480
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN WLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYLGPGGIGDFGKYPNCTGGAAGY IDRLLLGDDHL 452
Ak hkhh bbb dhhbhb bbbk bbb bbbk bbb d bbb d kb ik hh ok kkohdkhh
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN YQHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSIVMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFTAWCC 540
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN YOHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSIVMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFTAWCC 512
s e ke o e e ke e e e e o o e ke ok o o e o o o ke ke ok e e o ok o o o o o o e ke ok e e e ke ok o e ke o o e ke b ok o e ke o o e e o
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN ILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSLSYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWTGTPF 600
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN ILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSLSYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWTGTPF 572
R 2 S A 2SS R R SRR R RS AR R RS R RS R RS RS R R SRR S AR R RS S RS E SRR R R RS R RS
sp|Q68CP4 | HGNAT HUMAN FYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFOWKLKDNQSHKEHLTONIVATALWVLIAYILYRKKIF 660
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN FYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFOWKLKDNQSHKEHLTONIVATALWVLIAYILYRKKIF 632

sSp|Q68CP4 |HGNAT HUMAN
sp|Q68CP4-2 | HGNAT HUMAN

o ke ke s ke ke ok o e e ke ok o e ke ok ok e e o ok o e ok ok ke e ke o e o e e ok o e ke b o e b e b o e ke b o e ok b o e e e ke e e ke ok

WKI 663
WKI 635

* ko

Fig. 4. Alineamiento entre las isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT hecho por la herramienta
Clustal Omega. Fuente: (https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalo/toolform.ebi).
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8.2 Prediccién de segmentos transmembranales (TM)

Como la enzima HGSNAT es una proteina transmembranal fue necesario realizar la prediccion de
sus posibles segmentos transmembranales (TM) con su respectiva orientacion, para esto se usaron
6 predictores de zonas transmembranales con la finalidad de hacer una comparacién entre los
diferentes resultados arrojados para asi establecer un nimero de segmentos transmembranales que

deberan ser evidenciados en la estructura terciaria de cada isoforma.

El primer predictor utilizado TMHMM muestra la presencia de doce (12) zonas transmembranales
para las dos isoformas, las cuales se ven representadas por el color rojo en las figuras 5 y 6, ademas,
el predictor utiliza otras convenciones mediante colores, para simular las zonas que estan afuera

(rosado) y dentro (azul) de la membrana.

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

| NS o E o B aaaa o o §

100 200 300 400 00 &00

transmembrane inside outside

Fig. 5. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta TMHMM para la enzima
HGSNAT isoforma 1. Fuente: (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).
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TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUEMNCE

. E_E E_NT B T

probakility

100 200 300 400 00 600

transmermbrane inside outside
Fig. 6. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta TMHMM para la enzima

HGSNAT isoforma 2. Fuente: (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).

Uno de los criterios para determinar zonas transmembranales son los perfiles de hidrofobicidad,
aminoacidos o segmentos hidrofobicos que puedan interactuar con los lipidos presentes en la
membrana. Con base en lo anterior, el segundo predictor utilizado ProtScale del EXPASY mediante
la escala de Hphob./Kyte & Doolittle, predijo el perfil de hidrofobicidad para cada isoforma (Fig.
7 y 8) dentro de los cuales se puede evidenciar que la region N-terminal de cada isoforma es
altamente hidrofobica. (Kyte & Doolittle, 1982).
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ProtScale output for user seguence

" Hphob. /Kyte & Doolittle

Scaore
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Position
Fig. 7. Perfil de hidrofobicidad predicho por la herramienta ProtScale para la enzima HGSNAT

isoforma 1. Fuente: (https://web.expasy.org/protscale/).

ProtScale output for user_sequence

"Hphob. / Kyte & Doolittle

Score
[an]

4 i i ; ; ; ;
0 100 200 300 400 500 600

Position
Fig. 8. Perfil de hidrofobicidad predicho por la herramienta ProtScale para la enzima HGSNAT

isoforma 2. Fuente: (https://web.expasy.org/protscale/).
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El tercer predictor utilizado, recibe el nombre Phobius el cual identific6 once (11) zonas
transmembranales identificadas mediante color gris para cada isoforma, ademas a través de otros
colores representa las siguientes zonas: color verde (zonas TM citoplasmaticas), azul (zonas TM
extracitoplasmaticas) y rojo (péptido sefial).

Phobius posterior probabilities for sp|Q6SCPD |HGHAT _HUMAN

Posterior label probability

) 100 200 300 400 500 BO0

tranzmembrane

Fig. 9. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Phobius para la enzima
HGSNAT isoforma 1. Fuente: (http://phobius.sbc.su.se/).

cytoplasmic == non cytoplasmic == cjdnal peptide —

Phobius posterior probabilities for sp|08BCP4-2 | HGMAT _HUMAN

o

0.4 .

Posterior label probability

0.2 r y

0 100 200 300 400 Sia GO0

transmembrane cytoplasmic == non cytoplasmic = sjignal pephice =——

Fig. 10. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Phobius para la enzima
HGSNAT isoforma 2. Fuente: (http://phobius.sbc.su.se/).
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Protter fue seleccionado como el cuarto predictor de zonas TM, el cual arrojo diferentes resultados
dentro de los cuales se predicen 11 zonas transmembranales para cada isoforma (Fig. 11 y 12),
ademas de la prediccion de la region N-terminal ubicada de manera extracelular, en las
convenciones de Protter se representan 5 sitios de glicosilacion identificados con color verde, los
cuales previamente habian sido descritos por GPMAWL.ite, aunque esta herramienta menciond 6

sitios para cada isoforma.

B N-glyco+motif
© signal+peptide
N-term; Phobius
TMRs: Phobius

Fig. 11. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Protter para la enzima
HGSNAT isoforma 21. Fuente: ((Omasits et al., 2014), ttp://wlab.ethz.ch/protter/start/).
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[ N-glyco motif
© signal peptide
N-term: Phobius
TMRs: Phobius
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Fig. 12. Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Protter para la enzima

HGSNAT isoforma 2. Fuente: ((Omasits et al., 2014), ttp://wlab.ethz.ch/protter/start/).

Finalmente en las tablas 6 y 7, se agrupan los resultados arrojados por las seis (6) herramientas

de zonas transmembranales a partir de la secuencia de aminoacidos

utilizadas para la prediccion

de cada isoforma, se observan variaciones en cuanto al nUmero que corresponde al aminoacido en

el cual inicia o termina el segmento TM, esto debido a que cada herramienta trabaja con un

algoritmo diferente.
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Tabla. 6. Segmentos transmembranales predichos por seis herramientas in silico para la

enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: Elaboracion propia.

SOFTWARE [ TMS| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Construido con base a la estructura primaria de la proteina HGSNAT isoforma 1
30-|194-|276-|310-|342-|376-|418-|502-|531-|565-|594 -| 636 -
TMHMM 2.0 | 12
52 | 216 | 295 | 329 | 361 | 398 | 440 | 524 | 550 | 587 | 616 | 655
194 - 1276 -|310-|345-|375-|423-|505-|531-|568-|593-|637 -
TMPRED 11 N/A
211 | 292 | 326 | 362 | 395 | 439 | 524 | 548 | 585 | 610 | 655
194 - 1279 -|309-|342-|381-|420-|501-|531- 569 -|600-|637 -
PHOBIUS 11 N/A
215 | 289 | 330 | 361 | 399 | 440 | 524 | 549 | 588 | 617 | 655
193-|273-|308-|342-|380-|420-|500-|531-|568-|600-|636 -
PROTTER | 11 N/A
214 | 290 | 330 | 365 | 399 | 441 | 524 | 550 | 588 | 618 | 655
35-(194-]275-|305-|344-|380-|421-|506-|536-|570-|642-
DAS-TMfilter | 11 N/A
51 | 216 | 286 | 324 | 358 | 394 | 440 | 515 | 548 | 591 | 654
30- (194-]276-|310-|342-|376-|418 -|502 - | 531 - | 567 - | 594 - | 636 -
CCTOP 12
54 | 216 | 295 | 329 | 361 | 398 |440 | 524 | 556 | 587 | 616 | 655
Tabla. 7. Segmentos transmembranales predichos por seis herramientas in silico para la
enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente: Elaboracion propia.
SOFTWARE |TMS| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Construido con base a la estructura primaria de la proteina HGSNAT isoforma 2
30- |194-|276-|310-|342-|376-|418- 502 - 531 - | 565 - | 594 - | 636-
TMHMM 2.0 |12
52 | 216 | 295 | 329 | 361 | 398 | 440 | 524 | 550 | 587 | 616 | 655
194 -1276-|310-|345-|375- (423 -|505-|531 - 568 -|593 - | 637 -
PHOBIUS |11 N/A
211 | 292 | 326 | 362 | 395 | 439 | 524 | 548 | 585 | 610 | 655
194 -1279-|309-|342-|381-(420-|501-|531- 569 -|600 -|637 -
PROTTER |11 N/A
215 | 289 | 330 | 361 | 399 | 440 | 524 | 549 | 588 | 617 | 655
193-1273-|308-|342-|380-(420-|500 - |531 - 568 -|600 -|636 -
TMPRED |11 N/A
214 | 290 | 330 | 365 | 399 | 441 | 524 | 550 | 588 | 618 | 655
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35- 194 -1275-|305-|344 -|380-|421-|506 - 536 -|570 - | 642 -

DAS-TMfilter |11 N/A

51 | 216 | 286 | 324 | 358 | 394 | 440 | 515 | 548 | 591 | 654

CCTOP 12

Para las dos isoformas cuatro (4) de las seis (6) herramientas predijeron 11 segmentos
transmembranales, lo cual coincide con la informacion reportada por Fan et al., para la enzima
HGSNAT, en dénde reportan que la proteina cuenta con once (11) zonas transmembranales (Fan,
etal., 2011).

8.3 Andlisis de la estructura secundaria

La herramienta en linea Phyre? permiti6 hacer una prediccion de la conformacion de la estructura
secundaria de las dos isoformas de la enzima HGSNAT, esta prediccidn se interpreta a través de
un rango de confiabilidad en relacion con la presencia de hélices alfa, laminas beta y segmentos
transmembranales. La distribucidn de la estructura secundaria se organiza de la siguiente manera
isoforma 1 (Tabla 8) e isoforma 2 (Tabla 9):

Tabla 8. Composicion de la estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre? para la
isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: (Adaptada de (Kelley & Sternberg, 2009),
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).

(22%) Desordenada ? Disordered ( 22%)
(48%) Hélices alfa A% Alpha helix ( 48%)
(12%) Laminas betas Beta strand ( 12%)
(38%) Hélices transmembranales WS TM helix ( 38%)

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentacidn proyecto de grado

Pagina 55

30-|194-|276-|310-|342-|376-|418 - 502 -|531 - | 567 - | 594 - | 636-
54 | 216 | 295 | 329 | 361 | 398 |440 | 524 | 556 | 587 | 616 | 655



http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

Tabla 9. Composicion de la estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre? para la
isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: (Adaptada de (Kelley & Sternberg, 2009),
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).
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Seguido a esto, para la interpretacion de los resultados emitidos de la estructura secundaria de las
dos isoformas de la enzima HGSNAT, Phyre? realiza una convencion que se puede elucidar
mediante el “nivel de confianza”, en donde nueve (9) es alto y se representa en color rojo y un

nivel de baja confianza es cero (0) y se representa en color morado.
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Fig. 13. Estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre? para la isoforma 1 de la
enzima HGSNAT. Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009),
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).
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Fig. 14. Estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre? para la isoforma 2 de la
enzima HGSNAT. Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009),

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqai?id=index).

Mediante las estructuras secundarias de las isoformas de la enzima HGSNAT (Fig. 13 y 14), se
pudo observar que el porcentaje de confiabilidad para las hélices transmembranales es alto, esto
coincide con las dos herramientas que previamente identificaron doce (12) segmentos TM para
cada isoforma. Para el resto de la estructura secundaria, el porcentaje de confiabilidad establecido
por el “nivel de confiabilidad” se mantuvo por encima de los 5 puntos, es decir, que la estructura
predicha tiene un grado intermedio de confiabilidad. Las unidades que se encuentran en mayor
proporcion en las estructuras secundarias son las hélices alfa, las cuales tienen un porcentaje del

48% en la isoforma 1y del 46% en la isoforma 2.

8.4 Identificacion de dominios

Mediante la herramienta HHPred se realizé la prediccion de dominios de las dos isoformas de la
enzima HGSNAT, con la finalidad de identificar ciertas similitudes relacionadas con zonas TM o
hélices alfa existentes con algunas proteinas ya cristalizdas, ya que los dominios en una proteina
son considerados como zonas en las cuales hay mas plegamientos y se halla mayor densidad, la
utilidad de los dominios se da cuando estos son funcionales, si la unidad de la proteina lleva a cabo
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una funcién bioquimica determinada y es estable estructuralmente (Campbell, Smith, & Peters,
2006).

HHPred identificd ocho (8) dominios (Fig. 15) que se relacionan con la isoforma 1 de la enzima
HGSNAT, ademas se pudo evidenciar la region correspondiente al dominio y el origen de las
proteinas relacionadas con la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Por otro lado, para la isoforma 2
HHPred estableci6 un (1) dominio (Fig. 16).

385 513

R GENY._L SN  SKHN.A 4
3J8F_7

Fig. 15. Dominios identificados por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

.|
L

APDG_H

Fig. 16. Dominios identificados por la herramienta HHPred para la isoforma 2 de la enzima
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

Para el analisis se seleccionaron dos (2) dominios de la isoforma 1, | primer dominio (Fig. 17)
tiene una identidad del 11% con la enzima HGSNAT en los residuos 158 a 226, la proteina de
origen es una disulfuro-isomerasa A3 de Homo Sapiens. Las proteinas disulfuro isomerasa o PDI
es una enzima presente en el reticulo endoplasmatico de las células eucariotas y tiene como funcion
catalizar la formacion y ruptura de los puentes disulfuro entre cisteinas de una proteina mientras
esta se estd plegando, permitiendo asi que la proteina encuentre rapidamente su conformacion
tridimensional correcta (Wilkinson & Gilbert, 2004).
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GENY_C Beta-2-micreglobulin, Tapasin, Protein disulfide-isomerase A3; adaptive immunity, antigen processing, chaperone; HET: MAN, BGC,
NAG; 5.84 {Homo sapiens}
Probability: 44.17 E-value: 120.0 Score: 32.6 Aligned Cols: 71 Identities: 11% Similarity: -0.075

Q ss_pred ccceEEEEEEEccC--CCCceeeek EEecCOCCCchHHHHHHHHHHHHAHHHHHEHHHHh cchhHhhhhH
Q Q_158815@ 158 GEFGNYSLLVKNIH--NGYSEIACDLAVNEDPVYDSNLPYVSIAFLIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNKIS 225 (662)
Q Consensus 158 B e c O P 225 (B62)
B I I T Tt S
T Consensus 355 e - 1~ 111~1. 424 (428)
T 6ENY_C 355 QHGARYACRIHHPSLPASGRSAEVTLEVAGLSGPS LEDSVGLFLSAFLLLGLFKALGHAAVYLSTCKDSK 424 (428)
T ss_dssp TBTCEEEEEEECSSSCTTOCOCCCBBC- -~~~ - =~ -=- === == - - cccccccmc oo cmoo e
T ss_pred cCCcEEEEEEECCCCCCCCcEEEEEEEe cCOCCCCHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHhccccchh
Q ss_pred hhc
Q Q1508150 226 KAT 228 (662)
Q Consensus 226 ~~~ 228 (BB2)
.
T Consensus 425 e 427 (428)
T GENY_C 415 KK& 427 (428)
T ss_dssp
T ss_pred hce

Fig. 17. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

El segundo dominio (Fig. 18) presenta una identidad del 11% con la enzima HGSNAT en los
residuos 128 al 263, la proteina de origen del dominio corresponde a un homologo de la proteina
de union a reticulocitos de Plasmodium falciparum, las proteinas homélogas son aquellas que son
derivadas de un “ancestro comun”, es decir de una proteina que ya ha sido cristalizada y elucidada,
estas proteinas pueden estar presentes en una misma especie o en especies diferentes, esta proteina
se estudia con la finalidad de evaluar péptidos de alta union de la malaria con los glébulos rojos
(Rodriguez, Bernal, Prieto, & Correa, 2010).

4U0Q_D Plasmodium falciparum Reticulocyte-binding protein homologue: Malaria Erythrocyte invasion, signaling protein; 3.1A {Plasmodium
falciparum} SCOP: b.1.1.0; Related PDEB entries: 4U0Q_B
Probability: 43.88 E-value: 350.0 Score: 25.63 Aligned Colsz 117 Identities: 113 Similarity: 0.077

Q ss_pred EEECCCceeEEEecCCCccceEEEEeec-ccceEEEEEEECccCCCCceeeeEEEecCCCCCchHHHHHHA

Q Q_1588158 132 SYSTQHGSILQLNDTLEEKEVCRLEYRF-GEFGNYSLLVKNIHNGYVSETACDLAVNEDPVDSNLPYSIAF 198 (662)

Q Consensus 13a B o L T S s el - 17
B T T s T T I SRS

T Consensus 145 1~ gy~ - Loy 217 (269)

T 4U20_D 149 ALMNGSESRFFYSSSQGRSELHIENMLNYEADPGQYRCHGTSSKG-SDOATITLRVRSHLAALWPFLGIVA 217 (269)

T ss_dssp EECTTBTTTEEEEEETTEEEEEESSCCSSSSSEEEEEEEEETTE-EEEEEEEEEEC--------------

T ss_pred eeecCCcCcEEEecCCCeEEEEEeCcccccCCeEEEEEEECCCC -cceEEEEEEE cc chhhHHHHHHHHH

0 ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHHR cchhHhhhhHhhe CchhhHHHARhc cCCECCCCEECCCCCCchhocCEECe

Q Q_1588158 199 LIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNWISKATSSRETDRL INSELGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPR 267 (662)

Q Consensus 199 R 267 (B62)

B T Y L

T Consensus e 266 (269)
T 4U80_D 218 266 (269)
T ss_dssp
T ss_pred

Fig. 18. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentacidn proyecto de grado

Pagina 61


https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred

Para la isoforma 2, el unico dominio identificado (Fig. 19) esta en la region de residuos 600-635
se did una similitud en actividad con la proteina 4PD6 de la especie Vibrio cholerae, la proteina
acta como un transportador acoplado a sodio. Obtuvo un porcentaje de identidad del 23%,
correlacion de 0.172 y una probabilidad de similitud en funciones de 8.11% siendo baja para

establecer algun ligando.

v o, 4PD6_A weCNT-7CBC; membrane protein, sodium-coupled transporter, drug; HET: DMU, URI; 2.08A {Vibrio cholerae serotype 01}

Probability: 8.11 E-value: 180.0 Score: 16.68 Aligned Cols: 35 Identities: 23% Similarity: 0.172
Q ss_pred £CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHRHHHH - -HCCCeceC
0 06BCP4-2 680 KDNQSHKEHLTONIVATALWVLIAYILY--RKKIFMKI 635 (635)
Q Consensus lols) rmimira G mamsmsms Lo Lmemimims L L @rom L= = Pk im~ni 635 (635)
R TR - = e IS p S [ ey
T Consensus 1 s roremimsmsmirs Lo § LeGl i I i @ L S Pl Tt~ 37 (424)
T 4PD&_A 1 GP -AVPRMSLFMSCCGMA GIA SSHNRKATNLRT 37 (424)
T ss_dssp -=========--CHHHHHHHHHHHHHHT {5 CGGGCCHHH
T ss_pred {CC - Cc chHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHCCChhe CChHH
Confidence 11 1122344667777777777777744 55555555

Fig. 19. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 2 de la enzima
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).

Para ambas isoformas, los dominios identificados presentaron un porcentaje de probabilidad
mayor al 40%, pero su porcentaje de identidad con la enzima HGSNAT es inferior al 30% por lo
cual los alineamientos podrian no tener una alta relevancia, pero es importante resaltar que uno de
los dominios escogidos se asemejan con la funcién de la enzima HGSNAT, la cual consiste en

transferir grupos funcionales para catalizar reacciones.

8.5 Modelamiento de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT (isoformas 1y 2)

La construccién de la estructura terciaria de las dos isoformas de la enzima HGSNAT se realiz6

por tres métodos: homologia, ab-initio y threading.
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8.5.1 Modelamiento por homologia

El modelado por homologia es un método que resulta bastante atil cuando las secuencias de las
proteinas son similares entre si debido a que presentan un mismo origen evolutivo (Oxford
University Press., s. f.). En bioinformatica, el modelamiento por homologia se usa para determinar
qué partes de una proteina son importantes en la conformacion de sus estructura tridimensional,
de esta manera se puede predecir la estructura terciaria de una proteina desconocida, mediante la

estructura de una ya cristalizada conocida como homdloga (Fitch, 1970).

8.5.1.1 Homologia por SWISS-MODEL
Mediante el aplicativo en linea SWISS-MODEL se pudo conocer algunos posibles candidatos
mediante las estructuras de referencia que mas se acercan a la enzima HGSNAT con la finalidad
de realizar una aproximacion por homologia.

8.5.1.1.1 Estructuras de referencia
Tabla 10. Prediccion de la estructura terciaria por homologia hecha por la herramienta SWISS-

MODEL para la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014),

https://swissmodel.expasy.org/).

Identificacion: 5iy5.1.C

Familia: Subunidad 3 del citocromo c
oxidasa.

% de identidad: 11,54%

Rango: 494 — 574.

Cobertura: 0.12

Analisis: Este molde no cumple con el
porcentaje minimo para construir el modelo
mediante homologia (30%) y adicionalmente
la familia de la proteina es diferente a la de la
isoforma 1 de la enzima HGSNAT.
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Tabla 11. Prediccion de la estructura terciaria por homologia hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014),

https://swissmodel.expasy.org/).

Identificacion: 4u0g.1.B

Familia: Inductor de metaloproteinasas de matriz
extracelular.

% de identidad: 15,79%

Rango: 158 — 184.

Cobertura: 0.06

Analisis: Este molde no cumple con el porcentaje
minimo para construir el modelo mediante homologia
(30%) y adicionalmente la familia de la proteina es

diferente a la de la isoforma 1 de la enzima HGSNAT.

Tabla 12. Prediccion de la estructura terciaria por homologia hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014),

https://swissmodel.expasy.org/).

Identificacion: 4zw9.1.A

Familia: GLUT 3.

% de identidad: 9,88%

Rango: 472 — 564.

Cobertura: 0.12

Analisis: El porcentaje de identidad que
presenta el modelo esta por debajo del requerido
para una construccion por homologia, por lo cual

el modelo es descartado.
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Tabla 13. Prediccion de la estructura terciaria por homologia hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014),

https://swissmodel.expasy.org/).

Identificacion: 5mmt.1.A

Familia: PepTSt.

% de identidad: 11,76%

Rango: 470-521.

Cobertura: 0.12

Analisis: La especie de origen no es eucariota,
asi mismo su porcentaje de identidad esta por
debajo del minimo requerido para construccién

por homologia.

Las estructuras de referencia predichas por la herramienta SWISS-MODEL para la enzima
HGSNAT isoforma 1 (Tablas 10 y 11) e isoforma 2 (Tablas 12 y 13), tienen una cobertura muy
baja, es decir que el programa solo es capaz de construir algunas regiones de la estructura terciaria
de la enzima, maximo cien (100) aminoacidos de la cadena pueden ser modelados por homologia,
adicionalmente, los modelos no superan el 30% de identidad, por lo cual la construccién de la
estructura terciaria de la enzima HGSNAT no fue posible a través del método de homologia

realizado por esta herramienta.
8.5.1.2 Homologia por Phyre?
Dentro de los mdiltiples analisis hechos por la herramienta en linea Phyre? se incluye la

construccion de la estructura terciaria de la enzima a través del método de homologia, para el cual

se obtienen los siguientes resultados (Tablas 14 y 15):
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Tabla 14. Homologia de la enzima HGSNAT isoforma 1 descrita por la herramienta Phyre?.
Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009),
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).

ID c2kncA c6eznB c2I8sA
Heterocomplejo de -
integridad Estructura Cryo-EM del Sogﬂ&n dEstruc_:tura de
plaquetaria complejo de b € reglo_nesll_
NOMBRE ALFAIIB-BETA3 oligosaccariltransferasa tra(;lsrlnem _ran% crl]tols olica
transmembrana- de levadura (OST) € ntegrina Alphal en
i e micelas de detergente
citoplasmatica
FUNCION Adhesion celular Proteina de membrana Adhesion Celular
N\l
ESTRUCTURA
DE
REFERENCIA B X oWW%77/ 1 \\\N
AN
MODELO POR
HOMOLOGIA
DE HGSNAT
ISOFORMA 1
Homo sapiens Saccharomyces Homo sapiens
ORGANISMO cerevisiae
CONFIANZA 42.0 33.6 30.4
% IDENTIDAD 11 26 19
% COBERTURA 633-659 247-353 633-659
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Tabla 15. Homologia de la enzima HGSNAT isoforma 2 descrita por la herramienta Phyre?.
Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009),
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).

ID d1lvb4c c5xamA dlglec
Citocromo c oxidasa del o Crio-estructura del
) ) Estructura cristalina
corazon bovino en el Paracoccus
NOMBRE del motor de o
estado completamente » ] denitrificans con cuatro
_ secrecion de proteinas )
oxidado subunidades
3 ) Proteina de Oxidoreductasa/Sistema
FUNCION Oxidoreductasa )
membrana inmune
ESTRUCTURA
DE
REFERENCIA

MODELO POR

HOMOLOGIA

DE HGSNAT

ISOFORMA 2

ORGANISMO B0 AU LS Deinococcus Paracoccus
radiodurans denitrificans

CONFIANZA 52.3 47.6 44.9

% IDENTIDAD 15 16 15

%COBERTURA 453-547 272-372 446-547

Para la isoforma 1 (Tabla 14) el modelo con mayor porcentaje de identidad y cobertura,

corresponde al modelo construido a partir de la estructura de referencia del organismo

Saccharomyces cerevisiae, el cual presenta un 26% de identidad con la isoforma 1 de la enzima

HGSNAT ya que solo construye una region de la cadena compuesta por siete (7) aminoacidos de
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la cadena. De la misma manera, para la isoforma 2 (Tabla 15) el modelo construido con mayor
porcentaje de identidad y cobertura pertenece al que utilizd como estructura de referencia a una
proteina del organismo Bos taurus el cual tiene un porcentaje de 52,3% de identidad con la
estructura de la isoforma 2 de la enzima HGSNAT, pero su cobertura solo esta disponible para
siete (7) aminoacidos de la estructura. De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente,
Phyre? no logré construir un modelo con una cobertura del 100%, es decir que incluyera toda la
cadena de aminoacidos de cada isoforma, por lo cual los modelos construidos son rechazados ya

que no cumplen con las condiciones minimas para aceptar la prediccion por homologia.

8.5.2 Modelamiento por ab-inito mediante Phyre?

El método de ab-initio o busca predecir la conformacion estructural nativa de una proteina, esta
construccion se basa principalmente en principios fisicos mas que en estructuras previamente
descritas (Zhang, 2008).

Dentro de los multiples resultados emitidos por la herramienta Phyre? se obtuvo un modelo
renderizado de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT isoforma 1 (Fig. 20) e isoforma (Fig.
21), estos modelos fueron construidos por ab-initio usando las ecuaciones de Langevin con la
informacion que provee los modelos ocultos de Markov (HMM-HMM), el cual agrupd datos
tedricos mediante un andlisis extenso de la caracterizacion de la estructura primaria y la

distribucion de grupos de la estructura secundaria.

El archivo .pdb obtenido mediante Phyre? fue corregido por el programa de “WHAT-IF” en cuanto
a parametros estructurales para los angulos diedros y valores cuantitativos, esto con la finalidad de
optimizar sus propiedades y asi tener certeza de que el resultado final de la proteina estaria
corregido. Como resultado se obtuvo una estructura terciaria que presenté desorden e inestabilidad.
Ademas, en las dos estructuras construidas se percibié una distribucion de proteina glomerular con
hélices alfa super enrolladas, lo cual no coincide con la prediccion hecha para la estructura

secundaria.
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Fig. 20. Estructura terciaria por ab-initio de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: ((Kelley
& Sternberg, 2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

AB-INITIO HGSNATZ2
Phyre2

Fig. 21. Estructura terciaria por ab-initio de la enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente: ((Kelley

& Sternberg, 2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentacidn proyecto de grado

Pagina 69


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

8.5.3 Modelamiento por threading mediante I-TASSER

El método de threading también conocido como “enhebrado de proteinas”, consiste en el modelado
de la estructura terciara de una proteina que tiene los mismos pliegues que las estructuras de
proteinas cristalizadas, pero que no tienen homologos con una estructura conocida, este método
contrasta la secuencia de aminoacidos de una estructura frente a una plantilla, que es una base de
datos con las proteinas que utiliza para la construccién del modelo (Sandberg, Terwilliger, &
Eisenberg, 1989).

A través de la plataforma online denominada “I-TASSER” se obtuvieron 5 candidatos para cada
isoforma, como posibles modelos de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT isoforma 1 (Fig.
22) e isoforma 2 (Fig. 23).

Para seleccionar los modelos adecuados para la estructura terciara de la enzima HGSNAT isoforma
1y 2 se utilizé el puntaje de c-score, el cual es un valor de confianza para estimar la calidad de los
modelos predichos por I-TASSER, el programa calcula este valor basandose en la importancia de
alinear plantillas de subprocesos y pardmetros de convergencia de las simulaciones de ensamblaje
de las estructuras, este puntaje c-score esta en un rango de [-5 a 2] en donde un valor mas positivo

0 mayor, significa un modelo con alta confianza y viceversa (Y Zhang, 2008).

Adicionalmente, teniendo en cuenta el valor de c-score de cada modelo, se escogid el mejor
modelo para cada isoforma con base a lo predicho previamente para sus zonas TM y su estructura
secundaria, ademas de la comparacion con enzimas de tipo acetiltransferasas cuyas estructuras

terciarias ya se encuentren cristalizadas.
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Fig. 22. Mosaico de estructuras terciarias de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: ((Y
Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).
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Fig. 23. Mosaico de estructuras terciarias de la enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente: ((Y
Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).
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En paralelo, luego de obtener los cinco (5) posibles modelos para cada isoforma se realizaron sus
respectivos diagramas de Ramachandran mediante el programa Procheck, los cuales permitieron
visualizar todas las combinaciones posibles de los angulos diedros en los aminoacidos de las
isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT. En un gréafico de Ramachandran la conformacion de los
polipéptidos se define mediante un esquema con cuatro cuadrantes conformados de la siguiente

manera (Ramachandran, Ramakrishnan, & Sasisekharan, 1963):

A: Combinaciones de helices alfa hacia la izquierda.
B: Combinaciones de hojas beta.

C: Combinaciones de hélices alfa hacia la derecha, giros y loops.

Con base en lo anterior para la isoforma 1 (Fig. 24) y para la isoforma 2 (Fig. 25) se realiz6 este
andlisis para los cinco modelos emitidos por I-TASSER con la finalidad de escoger el modelo que
fuera més estable y asi tener el candidato més adecuado, teniendo en cuenta que un modelo de
muy buena calidad estereoquimica debe tener un 90% de residuos en las regiones més favorecidas
estructuralmente (Hélices a dextrégiras y levogiras y hojas plegadas P, zonas rojas en los
diagramas de Ramachandran utilizados en este trabajo) (Reyes, Castro, & Reyes, 2017). y un
G-factor mayor a -0.5, para el caso de la isoforma 1y 2 se obtiene un 74.3% de residuos ubicados
en regiones favorables y un G-factor -0.86, lo cual hace a estos candidatos unas proteinas de
configuracién geomeétrica inusual y de calidad media alta, de esta manera se recomienda asi
corregir los angulos diedros para mejorar el puntaje de G-factor, lo cual se hizo mediante la
herramienta WHAT IF y se logro dejar las proteinas preparadas para realizar las simulaciones de

acoplamiento molecular “Docking”.
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Fig. 24. Diagrama de Ramachandran para el modelo seleccionado de la isoforma 1 de la enzima
HGSNAT generado por PROCHECK Statistics. Fuente: http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/cgi-bin/pdbsum
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Fig. 25. Diagrama de Ramachandran para el modelo seleccionado de la isoforma 2 de la enzima
HGSNAT generado por PROCHECK Statistics. Fuente: http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/cgi-bin/pdbsum
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Luego de obtener los 5 modelos para cada isoforma, se seleccion6 el modelo #2 (Fig. 24) para la
isoforma 1, aunque dentro de los modelos entregados por la herramienta el modelo #1 seria el
candidato 6ptimo, por tener un puntaje c-score de -1.48. Sin embargo, la similitud estructural a
una acetiltransferasa no es la indicada, adicional a esto no hay una correspondencia con lo predicho
en los resultados de estructura secundaria. Con base en lo anterior, se selecciona el modelo #2,
que, aunque tiene un puntaje de -2.90 su similitud estructural se asemeja a la de una proteina de
tipo acetiltransferasa, asi mismo se confirma con la prediccion de la estructura secundaria, en
relacion con los segmentos transmembranales. Para la isoforma 2, el modelo #1 (Fig. 25) es el
seleccionado por su c-score que en el caso de los modelos entregados por la herramienta este
modelo es el candidato 6ptimo por este factor, con un puntaje de -2.38, su similitud estructural se
asemeja a la de una proteina de tipo acetiltransferasa, asi mismo se confirma la prediccion dada en

estructura secundaria acerca de los segmentos transmembranales.

Fig. 26. Estructura terciaria por threading de la enzima HGSNAT isoforma 1 y su homologo
Q9BWDL1. Fuente: ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). /
(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1WLA4)
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Fig. 27. Estructura terciaria por threading de la enzima HGSNAT isoforma 2 y su homologo
Q9BWDL. Fuente: ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). /

(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1WL4)

Adicionalmente, dentro de los resultados arrojados por I-TASSER para los dos modelos

tridimensionales de las isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT, se incluyd una prediccién de los

posibles sitios activos de cada estructura, usando el ligando Acetil CoA representados en la Tabla

16:

Tabla 16. Sitios activos predichos por la herramienta I-TASSER, para los modelos escogidos de
las isoformas 1y 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Y Zhang, 2008),

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

Residuos del sitio de

thermophilus

Isoforma Nombre Especie Funcién N )
union del ligando
1 3w3jA Homo sapiens Sistema Inmune | 270,272,275,306,307,308
2 1xmeA Thermus Oxidoreductasa | 270, 275, 308
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8.6 Simulaciones de acoplamiento molecular “docking molecular”

La literatura indica que la zona catalitica de la HGSNAT incluye el aminoécido His?®’ para la
isoforma 1 e His?®® para la isoforma 2 (Durand et al., 2010). Este aminoacido (His?®") de acuerdo
a nuestros resultados esta ubicado en la zona transmembranal X y de forma intracelular. Teniendo
en cuenta esto se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular (docking) estableciendo
como blanco esta region. De acuerdo a las limitaciones del programa para las simulaciones se
realizé docking con cada sustrato de forma independiente. Se seleccionaron los resultados mas
favorables en relacion a energia de union y conformacion, dichos resultados se reprodujeron
mediante 10 ensayos de docking molecular por cada isoforma de la enzima. Se corroboré la
afinidad o energia libre de unidn de las estructuras en estas regiones por la formacion de puentes

de hidrégeno con los aminoacidos de cada isoforma favoreciendo complejos estables.

8.6.1 Estudio del complejo ligando receptor para la molecula Acetil CoA

En la figura 28 se observa el compuesto Acetil CoA acoplado a la isoforma 1, donde el ligando
(Acetil CoA) por su grupo fosfato se orienta para formar un puente de hidrégeno con el aminoacido
His?" y por su grupo acetil con el aminoacido Tyr?®” (Durand et al., 2010), se establece una energia
libre de union de -4.9 kcal/mol y una conformacidn extendida en el probable pocket de la enzima.
En la figura 29 se visualiza el entorno quimico que adquiere el sustrato acetil CoA que interactla
con aminoacidos cercanos como Asn?®, Tyr?® val?® Tyr?%’ His?®" y Leu®® lo cual favorece un
ambiente estable para la union sustrato-enzima. Para el caso de la isoforma 2 se observa en la
figura 30 que el ligando se enlaza por su grupo fosfato al aminoacido Met?** y su energia libre de
union es de -4.6 kcal/mol, esta interaccion esta cercana a la His?®® , esto indica que si hay acople
en la zona catalitica. En la figura 31 se visualiza el entorno quimico que adquiere el sustrato acetil
CoA que interactiia con aminoacidos cercanos como Thrb, Trpb° Leu?®, Phe?®, Val®’, Tyr?®,
His?%, Pro®*! y Met?* similar a lo sucedido con la isoforma uno, el tener un entorno de mdltiples

interacciones favorece una estabilidad en la unién sustrato enzima.
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Fig. 28. Interaccion que presenta la isoforma 1 con el ligando Acetil CoA. Fuente: Autodock

(http://autodock.scripps.edu/).

Fig. 29. Entorno quimico del AcetilCoA con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 1.

Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).
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Fig. 30. Interaccion que presenta la isoforma 2 con el ligando Acetil CoA. Fuente: Autodock

(http://autodock.scripps.edu/).

Fig. 31. Entorno quimico del AcetilCoA con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 2.
Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).
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8.6.2 Estudio del complejo ligando receptor para la molecula heparan sulfato

En la figura 32 se observa la interaccion entre el ligando heparan sulfato con la isoforma 1, en
donde el ligando se orienta por su grupo sulfato formando un puente de hidrégeno con el
aminoacido His?’, se establece una energia libre de unién de -5.9 kcal/mol y una conformacion

cercana a lo que se aprecia como pocket. En la figura 33 se visualiza el entorno quimico que

297 294

adquiere el sustrato heparan sulfato que interactta con aminoacidos cercanos como His*>', Tyr=>,
Ala?®8 11e%°, val?®® y Asn?® |o cual favorece un ambiente estable para la unién sustrato-enzima.
Para el caso de la isoforma 2 se observa en la figura 34 que el ligando se enlaza por su grupo
sulfato con el aminoacido Trp?® y su afinidad energética es de -5.3 kcal/mol, sin embargo, hay

interaccion cercana a la His?®°

lo cual a evaluar los demas ensayos de docking no se generaba,
siendo asi este modelo aproximado el elegido como mas probable. En la figura 35 se visualiza el
entorno quimico que adquiere el sustrato heparan sulfato que interactia con aminoécidos cercanos
como Trp?%®, His?®® y Leu?’®, presenta poca interaccion circundante al sitio activo de la enzima lo

cual establece una inestabilidad entre el sustrato y el receptor (isoforma 2).
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Fig. 32. Interaccion que presenta la isoforma 1 con el ligando heparan sulfato. Fuente:

Autodock (http://autodock.scripps.edu/).

Fig. 33. Entorno quimico del heparan sulfato con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma

1. Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).
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Fig. 34. Interaccion que presenta la isoforma 2 con el ligando heparan sulfato. Fuente:
Autodock (http://autodock.scripps.edu/).

Fig. 35. Entorno quimico del heparan sulfato con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma
2. Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).
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En relacion a los dockings moleculares para cada isoforma, es importante resaltar que solamente
se contaba con un dato experimental que caracterizaba un aminoacido en el sitio catalitico de cada
isoforma, por tanto se hizo una aproximacion a los demas aminoacidos que constituyen el sitio
catalitico de la enzima, por lo cual es necesario contar con méas informacién experimental que
permita establecer y comprobar que si corresponde al sitio catalitico de la enzima y de la misma

manera definir un ambiente quimico que favorezca las interacciones que lleva a acabo la enzima.
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9. CONCLUSIONES

La prediccion de los segmentos transmembranales y la estructura secundaria de ambas
isoformas corresponde a lo descrito para una enzima transmembranal como lo es la
HGSNAT.

Cuando los porcentajes de identidad son bajos (inferiores al 30%) no se puede realizar un
modelado por homologia, ademas, los modelos propuestos para cada isoforma en esta
investigacion mediante este método no tuvieron una cobertura total de la cadena de

aminoacidos.

El desarrollo por ab-initio se descartd, debido a que los modelos obtenidos no son Utiles en
razon a su poco orden y dispersion en la composicién de la estructura, ademas, de las

diferencias existentes entre los resultados de la estructura primaria y secundaria.

Mediante el método de threading y a través de la herramienta in silico I-TASSER se
propuso un modelo tridimensional para las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT, ambos
modelos cuentan con 11 segmentos transmembranales, y corresponden con la estructura

tradicional de acetiltransferasas ya cristalizadas.

Tanto la prediccion de estructura secundaria, zonas transmembranales y los modelos
tridimensionales obtenidos para cada isoforma indican que la zona catalitica se ubica de
forma intracelular y corresponde con datos experimentales que resaltan el papel del

aminoacido HIS en la funcién catalitica.

Aunque los ligandos utilizados (Acetil CoA y heparan sulfato) para cada enzima muestran
interacciones favorables con los dos receptores (isoforma 1y 2 de la enzima HGSNAT) y
se establecié un ambiente quimico en el sitio catalitico, es dificil proponer un modelo de

catalisis.
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7. Se requiere mayor informacion experimental para poder respaldar un modelo de la funcion
catalitica de la HGSNAT.
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10. RECOMENDACIONES

Luego de culminar los objetivos propuestos en esta investigacion es posible realizar las siguientes

recomendaciones para estudios a futuro:

1. Explorar otras opciones para evaluar las interacciones entre las isoformas de la

enzima HGSNAT con otros ligandos mediante dinamica molecular.

2. Realizar otros dockings moleculares en programas que permitan hacer la
simulacion con dos ligandos al mismo tiempo, ya que AutoDock Vina no permitié
la ejecucion de los dockings con dos ligandos al tiempo (Acetil CoA y heparan

sulfato).

3. Adicionalmente, los dockings podrian ser visualizados en otras herramientas in
silico con la finalidad de evidenciar las diferentes interacciones existentes entre los
receptores y los ligandos, ya que la interfaz grafica de AutoDock limita la

visualizacion en mayor proporcion a interacciones de tipo puentes de hidrégeno.

4. ldentificar otros posibles sitios activos o cataliticos de la enzima mediante

simulaciones adicionales (dindAmica molecular).
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11. IMPACTO ESPERADO

Como investigadores y futuros quimicos farmacéuticos, esperamos que esta investigacion haga un
aporte al Sindrome de Sanfilippo, ya que es una enfermedad rara y poco estudiada, de la misma
manera, la proteina HGSNAT involucrada en la enfermedad, tiene muy poca informacion que se
relacione a estudios bioinformaticos. Con base en lo anterior, el impacto fundamental esperado se
relaciona con la alimentacion a bases de datos relacionadas con proteinas y con la enfermedad
directamente. Mediante el docking molecular, podemos incentivar la busqueda de dianas

terapéuticas que se puedan relacionar con el tratamiento de la enfermedad.

Adicionalmente, la bioinformaética es un campo muy amplio y con bastantes estudios novedosos,
por lo cual buscamos incentivar la participacion en estudios de tipo in silico que puedan hacer

aproximaciones reales a investigaciones in vivo e in vitro.
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