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Blsqueda racional de blancos terapéuticos para
atacar al bacilo de la tuberculosis en la fase de

latencia

RESUMEN:

Se realizé un analisis de datos de sobre-expresion diferencial gendmica del organismo
Mycobacterium Tuberculosis (Mt), cepa H37Rv, en ensayos in-vitro en condiciones de
estrés simulando el estado de latencia del bacilo en el huésped. Este analisis se combind
con informacion de diferentes bases de datos bioinformaticas de dominio publico a
través de una nueva herramienta en desarrollo denominada TuberQuery. Esta
herramienta permitié identificar una serie de Open Reading Frames (ORFs) con una
determinada homologia de secuencia de Protein Families (PFAM) que tienen al menos
una estructura molecular detallada en el Protein Data Bank (PDB). Posteriormente se
considerd informacién metabdlica y de esencialidad para clasificar los candidatos
lideres obtenidos. Finalmente, se propone la continuacién de este trabajo con
investigaciones de drogabilidad, off-targeting, y virtual screening necesarios para
estimar la potencialidad farmacoldgica de los candidatos lideres obtenidos. Se plantea el
beneficio de utilizar herramientas bioinforméticas para la busqueda de nuevos objetivos
moleculares como una alternativa para optimizar recursos en el comienzo del proceso

racional de descubrimiento de drogas.



Rational approach to drug target discovery in latent

Mycobacterium tuberculosis

ABSTRACT:

A differential expression microarray analysis of stressed in-vitro Mycobacterium
Tuberculosis (Mt), strain H37Rv, mimicking the microorganism’s latent state in the host
was performed. This analysis was combined with information from various publicly
available bioinformatics databases using a new tool in development called TuberQuery.
This tool allowed us to identify a number of Open Reading Frames (ORFs) with a
certain Protein Family (PFAM) sequence homology, for which exists at least one
molecular structure listed in the Protein Data Bank (PDB). Subsequently metabolic and
essentiality information was considered to classify the lead compounds obtained.
Finally, we propose the follow up of this work with further research on drugability, off-
targeting and virtual screening in order to estimate the pharmacological potency of the
lead candidates obtained. We state the benefit of utilizing bioinformatics tools to pursue
the discovery of novel drug targets as one way to optimize the resources in the

beginning stages of the rational drug discovery process.
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1.

INTRODUCCION

1.1  Busqueda racional de nuevos objetivos moleculares para el

desarrollo de drogas

El proceso de desarrollo de drogas goza histéricamente de una muy baja
eficiencia y un muy alto costo (Sauer 2005). Originalmente el descubrimiento
de nuevas drogas se realizaba a través de prueba y error de sustancias quimicas
sobre cultivos celulares o animales y se anotaba y emparentaba la observacion

de la exposicion al compuesto y el quimico utilizado.

El paradigma actual de desarrollo de medicamentos, conocido como disefio
racional de drogas, involucra la identificacion de uno o un conjunto de blancos
terapéuticos que al ser regulados por la accion de una droga o un céctel de
drogas especifico produce el efecto terapéutico deseado. Este paradigma utiliza
y muchas veces requiere de la bioinformatica en casi todas sus etapas (Chen and
Chen 2008a; Blundell et al. 2006; Scapin 2006; Nwaka and Ridley 2003). La
identificacion de proteinas blanco, desde la secuenciacion y anotacion funcional
del genoma, requiere la aplicacion y desarrollo de herramientas bioinformaticas
asociadas al manejo de secuencias (Chen and Chen 2008b). La caracterizacion
estructural de las proteinas blanco y sus posibles interacciones con posibles
farmacos es otra rama donde la bioinformética estructural ha hecho grandes
aportes, colaborando en el disefio racional de drogas (Tramontano 2006; Rester
2008; Aglero et al. 2008). Por su parte, el desarrollo de nuevas terapias

combinadas, involucra el estudio de redes metabdlicas o de sefializacion y la



evaluacion de los posibles efectos de los cocteles de drogas, en donde la
utilizacién de la biologia de sistemas, una rama de la bioinformatica, es moneda
corriente  (Anishetty, Pulimi, and Pennathur 2005). Estos tres enfoques
mencionados, han sido, y continGan siendo utilizados, en general de forma

aislada, para determinar posibles blancos moleculares (Orti et al. 2009).

La definicion de desarrollo de drogas por el método convencional y por el
método de disefio racional sugiere en si misma las ventajas del paradigma actual
de desarrollo de drogas. La evolucion del método cientifico para desarrollo de
drogas hacia un método de disefio racional ha permitido la generacion de drogas
mas selectivas, eficaces y eficientes (Mandal, Moudgil, and Mandal 2009). En la
actualidad la mayoria, sino todas, las farmacéuticas y centros de investigacion a
nivel mundial utilizan un proceso de desarrollo de drogas racional que parte de

una investigacion informatica inicial.

Dos herramientas fundamentales que permitieron avances espectaculares en el
campo de la bioinformética aplicada al desarrollo de drogas en las ultimas dos
décadas fueron la secuenciacion genémica (Dark 2013) y el microarreglo de
expresion génica (Malone and Oliver 2011). Estas herramientas abrieron un
abanico de oportunidades que aun estan en pleno desarrollo. La aplicacion de
técnicas bioinformaticas en el estudio de nuevos compuestos con potencial valor
terapéutico ha experimentado una enorme evolucion en este periodo, abriendo la
posibilidad de combinar diversas estrategias computacionales para el desarrollo

de farmacos (Jorgensen 2009; Jorgensen 2004).



En gran parte esto ha estado relacionado con la creacion y expansion constante
de bases de datos bioinforméaticas como el Protein Data Bank (PDB) que
aumenta el namero de estructuras disponibles periddicamente (Berman et al.
2000). Esto se ha traducido particularmente en una rapida evoluciéon de los
métodos de docking. Estos métodos permiten una exploracion eficiente de mega-
librerias de compuestos con el objetivo de determinar potenciales candidatos
(compuestos hits) a interaccionar con una determinada diana de interés
farmacoldgico que emerge de estudios de gendmica y proteémica (Taylor,
Jewsbury, and Essex 2002). Hoy en dia, el docking de librerias, algunas de
caracter puablico como ZINC (Irwin and Shoichet 2005), que contiene cerca de
13 millones de compuestos, u otras de caracter privado en las multinacionales
farmacéuticas, facilitan la generacién de candidatos a farmacos basados en
estructura. Métodos bioinforméaticos como la dinamica molecular permiten
explorar de forma tedrica el modo de unién predicho por docking (Alonso,
Bliznyuk, and Gready 2006), las metodologias de evaluacién mediante célculos
de energia libre permiten determinar la afinidad de unién farmaco-diana
(Vosmeer et al. 2014). Estas metodologias permiten predecir la capacidad de una
diana de interactuar con compuestos tipo farmaco. La combinacién de estas
técnicas hace posible el disefio molecular in-silico por cuanto computan el
impacto de modificaciones quimicas estructurales y permiten al técnico-
investigador filtrar y seleccionar candidatos que cumplan con atributos deseables
para el desarrollo de nuevos farmacos o blancos moleculares (Walters, Ajay, and

Murcko 1999).



La disponibilidad de dichas técnicas bioinformaticas es fundamental para
seleccionar aquellas dianas que ofrecen mayores posibilidades de conseguir una
modulacion efectiva de la actividad bioldgica, e incidir asi en una determinada
patologia (Seco, Luqgue, and Barril 2009). Estas herramientas estan en general
disponibles para su uso gratuito a través de internet y por ello son muy utilizadas
en entornos académicos y en sectores industriales independientemente de su
capacidad econdmica. Con el debido conocimiento son herramientas que acercan
la brecha entre la necesidad social de nuevos farmacos y la realizacion de los

Mmismos.

1.2  Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis y su patologia en

humanos

Mycobacterium tuberculosis (Mt) es wuna bacteria de la familia de
Actinomicelados que causa una patologia en humanos conocida como
tuberculosis (TB). El organismo fue descubierto por Robert Koch en 1882. En
vacas, el organismo causante de la tuberculosis bovina se denomina

Mycobacterium bovis (Mb) descubierto en 1854 por Jean Antoine Villemin.

Mt es una bacteria no-motil de forma de baston de 2-4 um de largo y 0.2-0.5 um
de ancho. Es un parasito aerébico facultativo usualmente de los macrofagos y se
cree que por esta razon es frecuente encontrarlo en la zona de los globulos
superiores de los pulmones. Su genoma posee aproximadamente 5,000 genes y
ya fue secuenciado (Cole 1999; Cole et al. 1998). Tiene un tiempo de replicacion

relativamente lento de 15-20hs. Las bacterias Mt no son consideradas ni gram

10



positivas ni gram negativas, ya que poseen una quimica particular en su pared
celular, principalmente compuesta por lipidos como el &cido micélico que no
permite la entrada de la tincion gram positiva a pesar de contener
peptidoglicano. Debido a su impermeabilidad a ciertos tintes se las conoce como
acid-fast bacteria y al ser teflidas con carbol-fushin (tefiido de Ziehl-Neelsen)
adquieren un color rosado bajo el microscopio (magnificacion 1000x). In vitro
Mt se puede cultivar en medio Middlebrook, basado en agar, o Lowensteirn-
Jensen, basado en huevo, y toma 4-6 semanas obtener colonias visibles a simple

vista.

El bacilo de Mt usualmente ataca a los pulmones, pero también puede
hospedarse en el higado, la columna vertebral, y el cerebro (“Centers for Disease

Control and Prevention (CDC)” 2013).

Tras la exposicion al bacilo de la TB, éste ingresa a través de los pulmones y se
replica en macrofagos no activados dando lugar a una etapa de TB activa.
Seguidamente el sistema inmune reconoce los agentes foraneos presentados por
los macréfagos y forma granulomas en los cuales las bacterias son encontradas
alrededor y dentro de linfocitos en un entorno de bajo porcentaje de oxigeno
(Muttucumaru et al. 2004). Alli se detiene la replicacion de la bacteria y
comienza lo que se conoce como un estado de TB latente. Es aceptado
mundialmente que el estado de latencia del Mt esta caracterizado por un bajo
metabolismo de Mt (Park et al. 2003) y por un entorno de estrés caracterizado
por una baja concentracion de oxigeno (Sherman et al. 2001). Una persona con

TB latente normalmente no transmite la enfermedad a otras personas. Bajo
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ciertas condiciones, por ejemplo un sistema inmune reprimido, el bacilo de Mt
logra volver a su estado de replicacion y la patologia a un estado de TB activa.

En el caso de pacientes con TB activa, ésta es altamente contagiosa.

Mt es el organismo causante de la “plaga blanca” durante los siglos 17 y 18 en
Europa, periodo durante el cual cerca del 100% de la poblacion europea tenia TB
y cerca del 25% de los adultos morian de TB (“Unién Internacional Contra La

Tuberculosis Y Enfermedades Respiratorias”).

Actualmente la TB genera 8 millones de nuevas infecciones por afio y causa mas
de 2 millones de muertes anuales (Park et al. 2003) principalmente en los paises
en desarrollo (Dye et al. 1999; “Global Tuberculosis Control -Epidemiology,
Strategy, Financing” 2009). La Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO)
estima que un tercio de la poblacién mundial, cerca de 1.9 billones de persona,
son portadoras de Mt latente y pueden portar dicha infeccidén asintomatica por

afios o décadas (Park et al. 2003; Muttucumaru et al. 2004).

El aspecto determinante de la alta incidencia de tuberculosis en el mundo es la
capacidad de supervivencia del organismo en un huésped humano sin causar
efectos clinicos (Sherman et al. 2001), conocido como estado de latencia. En
este micro-entorno celular el Mt se mantiene latente durante largos periodos, y
actlia asi como un reservorio de infeccion de gran relevancia para la subsistencia

de dicha patologia en humanos.
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En la Republica Argentina, més de 12.000 personas enferman anualmente de
Tuberculosis, y mas de 1.000 mueren a causa de esta enfermedad (‘“Reporte

Sobre Incidencia Y Mortalidad Por Tuberculosis En Argentina” 2008).

1.3  Tratamientos actuales y ensayos clinicos contra la Tuberculosis en

humanos

El diagnostico de la presencia de Mt se realiza por un ensayo de piel conocido
como Mantoux (aquellos vacunados con la BCG es posible que den positivo a
este ensayo), o un ensayo por sangre (IGRAs) que no da falsos positivos en
pacientes vacunados con la BCG. Para determinar si el paciente tiene TB activa

es necesario tomar una tomografia de rayos X o una muestra de exudado.

En varios paises del mundo es obligatoria la aplicacion de la vacuna BCG
(Bacille Calmette-Guerin) para intentar controlar la expansion de la enfermedad
(“Centers for Disease Control and Prevention (CDC)” 2013). La vacuna de BCG
se fabrica con cepas de Mb atenuadas y pre-cultivadas en medio Middlebrook
7H9. Fue utilizada en humanos por primera vez en 1921 y tras algunos eventos
tragicos empez6 a ser usada masivamente hacia 1948. Actualmente es efectiva
en prevenir la TB de 0 a 80% en un periodo de hasta 15 afios dependiendo de la
region (genética de la poblacion, exposicion a otras infecciones, y diferencias en
el medio ambiente) y el laboratorio involucrado en la preparacion de la cepa
(genética y medio de cultivo usados) (Venkataswamy et al. 2012; Fine 1995). La
exposicion a otras infecciones es particularmente importante por el fenémeno de

masking causado por la exposicién a micobacterias no tuberculinas (Palmer and
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Long 1966). Paises como los Estados Unidos optan por no aplicar la vacuna
BCG ya que hay poca incidencia en ese pais y en cambio priorizan identificar
tempranamente a los pacientes con TB latente a través del ensayo de Mantoux y
tratarlos para evitar asi el reservorio del patdgeno en el huésped humano en su

territorio y el peligroso desarrollo de cepas multiresistentes (MDR).

El tratamiento contra la Mt depende del estado en que se encuentra la
enfermedad, latente o clinicamente activa. El tratamiento para combatir la TB
latente es el uso de medicamentos como Isoniazida (INH) durante 6 a 9 meses,
Isoniazida y Rifapentina (RPT) durante 3 meses o Rifampicina (RIF) durante 4
meses (“Centers for Disease Control and Prevention (CDC)” 2013). En el caso
de TB con estado clinico activo, hay 10 drogas actualmente aprobadas por la
FDA. De estas drogas, la primera linea de defensa es Isoniazida, Rifampicina,
Estambutol (EMB) y Pyrazinamida (PZA) durante 2 meses y una fase de
continuacion de 4 a 7 meses adicionales (“Centers for Disease Control and

Prevention (CDC)” 2013).

Como se describe a continuacién, el tratamiento de la infeccidn tuberculina
enfrenta hoy en dia numerosos obstaculos (Nguyen and Pieters 2009).
Actualmente los centros de salud presentan dificultades por el costo y la extensa
duracion de los tratamientos con las drogas actuales de primera linea (Isoniazida
y Rifampicina) a lo que se suma la aparicion cada vez mas rapida de cepas
MDR, que pueden ser tratadas con drogas de segunda generacion con efectos
secundarios severos como ceguera/sordera y de cepas extremadamente

resistentes (XDR) para las que no existe tratamiento atn (Janin 2007). Por otro
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lado existen interacciones negativas entre las drogas tuberculinas y las drogas
utilizadas en pacientes con SIDA lo que presenta un problema severo en casos

comunes de co-infeccion (Bonora and Di Perri 2008).

Finalmente un punto clave es que no existen drogas especificas que ataquen la
Mt en el macrofago en la fase latente de la patologia. Aproximadamente un 20%
de las personas con Mt latente desarrollan la TB en su forma activa, y el
porcentaje es aln mayor en personas inmunosuprimidas. Este enorme reservorio
del patégeno hace muy dificil su erradicacion. En este contexto, el desarrollo de
nuevos farmacos es apremiante (“Global Tuberculosis Control -Epidemiology,
Strategy, Financing” 2009). El desarrollo de nuevos farmacos antituberculosos
también enfrenta numerosos obstaculos, siendo los mas importantes el limitado
conocimiento de la fisiologia del bacilo especialmente en condiciones
fisioldgicamente relevantes como la de stress nitro-oxidativo, el
desconocimiento de blancos moleculares para matar al bacilo en estado latente, y
la falta de comprensién sobre por qué muchos farmacos prometedores in-vitro
fallan en las etapas posteriores de desarrollo (in-vivo/clinico) (“Global

Tuberculosis Control -Epidemiology, Strategy, Financing” 2009).

Las drogas actuales contra la tuberculosis son mayoritariamente moléculas de
tamafio pequefio, de caracter bactericida general, con accion citotoxica que
afectan principalmente bacterias en replicacion. Su gran desventaja es que
cuando son aplicadas como mono-droga o cuando su extenso tratamiento es
interrumpido pueden generan bacterias resistentes, y no son suficientemente

agresivas para erradicar la Mt latente.
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Los mecanismos de accion de estos medicamentos se detallan a continuacion:

Rifampicina/Rifanpin:  antibiético de amplio espectro, obtenido
sintéticamente de Streptomyces mediterranei. Inhibe la RNA polimerasa
ADN dependiente. Actla sobre bacterias intra y extracelulares. No inhibe la

enzima de mamiferos.

Isoniazida: es una pro-droga catalizada por KatG e hidrazina en bacterias e
inhibe la produccion de acido micolico, esencial para la pared celular

bacteriana. Actlia sobre bacterias intra y extracelulares.

Estambutol: inhibe la aranibosyl transferasa que esta involucrada en la
sintesis de acido micolico y spermidina. Actla sobre bacterias intra y

extracelulares.

Pyrazinamida: sélo es activa contra Mt a un pH ligeramente &cido. Es una
pro-droga activada por la enzima pyrazinamidasa en el bacilo Mt y
convertido a acido pyrazinoico (POA) que se cree se acumula en el citosol
del bacilo, disrumpe la pared celular y la actividad de la sintasa FAS I

(sintesis de lipidos).

Estreptomicina: es un antibiético amino-glucésido que se une
irreversiblemente e inhibe la subunidad 30S ribosomal bacteriana causando
errores de union al t-RNA en el complejo de iniciacion generando proteinas

sin la actividad deseada. Tiene efectos secundarios sobre el rifion y el oido.
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Se cree que la subpoblacion de células de Mt sobreviviente en estado de latencia
tras la embestida del sistema inmune es la causante de la persistencia de le TB
en humanos inclusive tras intensos regimenes de antibidticos y quimioterapia

(Hampshire et al. 2004).

Estado de Ensayos Clinicos Cantidad de Ensayos
Activos sin reclutar pacientes 73

Activos reclutando por invitacion 6

Activos pero aun no reclutando 35

Activos y reclutando pacientes 165
Completados 281
Cancelados 20

Total: 580

Tabla 1. Ensayos clinicos sobre TB publicados por el Instituto de Salud de los Estados
Unidos (NIH). Total de 580 ensayos de TB listados al 09-Septiembre-2012

(“Clinicaltrials.gov Search Results” 2012)

La gran mayoria de estos ensayos clinicos son estudios de nuevos medicamentos
contra la tuberculosis. De los 580 ensayos clinicos publicados, solo 19 han
publicado los resultados del mismo en el sitio de ensayos clinicos del NIH

consultado.

La cantidad de ensayos clinicos publicados en el NIH a la fecha citada con
referencia a TB son pocos si se comparan con otras patologias como HIV
(5514), céancer de mamas (4929), influenza (1784), Hepatitis B (1391) o

neumonia (1231).
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1.4  Modelos y mecanismos moleculares de la TB latente

En 1967 Wayne et al. desarroll6 una condicion de cultivo in-vitro de Mt
persistente pero no replicativo usando bajas concentraciones de oxigeno (Wayne
and Diaz 1967). En este estudio se mostré que si la Mt in-vitro es expuesta
bruscamente a un estado anaerdbico, no sobrevive, pero si es llevada por un
estado de deplecion gradual de oxigeno llamado non-replicative stage 1 0 NRP1
la Mt logra adaptarse y sobrevivir a las nuevas condiciones del microentorno.
Con lo cual se considera que el paso por un estado gradual de baja concentracion
de oxigeno NRP1 es fundamental para su adaptacion y supervivencia en
condiciones de hipoxia in-vitro. Durante NRP1 la densidad 6ptica del cultivo de
Mt sigue creciendo debido no a replicacion celular sino a un incremento de
tamafio de célula principalmente debido a un engrosamiento de la pared celular
caracteristico de un estado de hipoxia. Durante esta etapa no hay sintesis de
DNA, hay menos sintesis de RNA, y hay una actividad enzimatica modulada.
Durante el siguiente periodo, denominado non-replicative stage 2 o NRP2 la
densidad dptica se mantiene constante, cambia el transcriptoma respecto a NRP1
y el cultivo adquiere resistencia al antibidtico Isoniazida y sensibilidad al
antibiotico Metronidazol (pro-droga con actividad bactericida conocida contra
bacterias anaerobicas activada por reduccién quimica via ferrodoxinas). Durante
NRP2 la Mt puede permanecer latente durante largos periodos de tiempo y
reactivarse y proliferar al encontrarse en condiciones de oxigeno normales

nuevamente (Muttucumaru et al. 2004).
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Hay una diferencia importante entre el estado de latencia de la Mt y un estado de
estrés nitro-oxidativo generalizado. En el primero de los casos se activa un
subconjunto de genes que se conocen como el dormancy regulon e involucra 48
genes. En el segundo caso se activa un nimero mucho mayor de genes, mas de
400, que estan relacionados a una respuesta genérica a un estrés extracelular
como fue publicado tras estudios del transcriptoma de la Mt ante diferentes

condiciones de experimentacion (Voskuil et al. 2003).

Uno de los genes inducido por condiciones de hipoxia y mas estudiado es el gen
Rv3133/DosR denominado dormancy survival regulon, un factor de
transcripcion que modula la respuesta del regulon dosR cuando el Mt se

encuentra en estado de estrés nitro-oxidativo (Park et al. 2003).

Otro factor que se cree podria desencadenar o inducir el estado de latencia del
Mt es una elevada concentracion de 6xido nitrico (NO). EI NO es generado por
macrdfagos activados debido a su caracteristica bactericida. Evidencia de esto
son los modelos de infeccion progresiva en ratones con deficiencia de NO
sintetasa (NOS) o en ratones wild type tratados con un inhibidor de NOS (iNOS)
(Voskuil et al. 2003). Adicionalmente el NO y las especies intermedias de
nitrégeno (RNI) son agentes con accién antimicotica y antibidtica y juegan un
papel intracelular importante como moléculas de transduccién de sefiales (Ohno

et al. 2003).

Aun se conoce poco del entorno bioquimico del macréfago infectado con Mt, es

decir la concentracion de iones, radicales, lipidos y metabolitos. Se sabe que el
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Mt al ser inhalado en humanos es fagocitado por el macréfago alveolar, cuya
maduracion el Mt es capaz de detener para poder sobrevivir y proliferar. No
obstante la defensa inmunoldgica celular-adaptativa, mediante la citoquina
interferon gama, permite al macrofago alcanzar su madurez y detener la
propagacién de Mt. Aun asi un porcentaje del Mt sobrevive y queda en un
estado de latencia no replicativa indeterminado hasta su nueva reactivacién

(Schnappinger et al. 2003).

METODO

2.1 Propuesta para el desarrollo racional de drogas contra la TB latente

Planteamos la utilizacion de la informacion cientifica disponible en
publicaciones y bases de datos bioldgicas, y la capacidad de procesamiento y
modelado de estos datos por computadora, para lograr focalizar los esfuerzos y
maximizar los resultados de desarrollo de nuevos farmacos para nuevos blancos

moleculares.

Planteamos la utilidad de generar una lista consenso de sobre-expresion de
proteinas de Mt cuando éste se encuentra en un estado de estrés in-vitro similar
al estado de latencia que enfrenta en el huésped. Para las proteinas derivadas de
dicha lista se analiza la posibilidad de ser un objetivo drogable. En este trabajo
por drogable nos referimos principalmente al indice de drogabilidad, es decir la
propiedad de la proteina blanco de poseer un bolsillo que permita la unién de

una pequefia molécula tipo droga que cumpla con la regla de Lipinski.
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Posteriormente se analiza la esencialidad y rol metabdlico del target. El termino
esencialidad se refiere a la dependencia del organismo Mt de un gen en
particular para su crecimiento y/o supervivencia, y por consiguiente si ese gen es

inhibido resulta en una efecto bacteriostatico o bactericida (Agtero et al. 2008).

Planteamos que esta metodologia nos permitira filtrar y seleccionar los objetivos
moleculares con mayores probabilidades de éxito como nuevos blancos
moleculares contra la TB latente. Estos compuestos lideres deberan ser
sometidos a un posterior analisis estructural in-silico méas profundo para estudiar
la factibilidad de interaccion droga-proteina, y su posterior prueba de concepto

in-vivo y desarrollo farmacolégico.

Para llevar adelante los objetivos generales propuestos, se desarrollara un
esquema de puntuacién y seleccidn de posibles blancos, que comenzara con el
estudio a nivel secuencia del genoma completo de Mt cruzando informacién de
las diferentes bases de datos, gendmicas, de expresion, estructurales y de vias
metabdlicas para la obtencién de un subconjunto ordenado de proteinas de
interés, asociadas principalmente a las condiciones experimentales de estrés

inducido por hipoxia.

Para identificar aquellos genes sobre-expresados que sean de interés
farmacéutico es necesario considerar la drogabilidad de los potenciales blancos
moleculares. Para ello es de gran utilidad conocer la estructura molecular de las
proteinas sobre-expresadas en estado de latencia inducida. La cristalizacion y

obtencion de estas estructuras es muy laborioso y dificil de automatizar y
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producir en escala. Un gran nimero de los genes predichos en Mt codifican
proteinas con funciones y estructuras desconocidas (Cole et al. 1998). Por lo
tanto nuestro enfoque racional de descubrimiento de nuevos blancos moleculares
por métodos bioinformaticos involucra identificar estructuras moleculares
conocidas que contengan alguna similitud con las secuencias conservadas de los
ORFs de Mt identificados como sobre-expresados en los experimentos de

interés.

Parte de esta estrategia se desarrolla utilizando una nueva base de datos,
TuberQuery (“Tuberquery” 2014), generada por el grupo de investigacion de
Marti et al. en paralelo a esta tesina y que esta a disposicién de los interesados y
que creemos puede servir como una fuente de informacion Gtil para otros grupos
de investigaciéon trabajando en el descubrimiento de drogas contra la TB.
Asimismo creemos que TuberQuery sirve como modelo de base de datos para

enfrentar la dificil tarea de desarrollo de nuevas drogas en otras patologias.

TuberQuery utiliza informacién depositada en diferentes bases de datos
bioldgicas como Tuberculosis Database (TBDB), TubercuList, Uniprot, Gene-
Ontology (GO), Protein Family (PFAM), Protein Databank (PDB), RefSeg-
NCBI, NCBI Gene Expression Omnibus (GEO), Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG), Lanza pockets, Modbase, Catalytic Site Atlas (CSA),

PropKa, y Drugbank.
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Figure 1. A schematic representation of the TuberQ Pipeline.
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Gréfico 1. Flujo de trabajo de la base de datos TuberQuery

La base de datos TuberQuery se alimenta de los ORFs de Mt anotados en la base
de datos TubercuList y los dominios de las familias de proteinas anotadas en la
base de datos Pfam (mas de 13,000 entradas entre Pfam-A y Pfam-B). Mediante
un algoritmo probabilistico llamado Modelos Ocultos de Markov TuberQuery
determina, para cada ORF en el genoma de Mt, a que familias Pfam pertenece

dicho ORF mediante el alineamiento de los diferentes dominios proteicos de las
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familias Pfam y la secuencia proteica putativa derivada del ORF de Mt. Las
secuencias proteicas de estos dominios encontrados en las proteinas putativas de
Mt son luego utilizadas para realizar un psi-blast sobre todas las secuencias
proteicas anotadas en la base de datos estructural PDB (més de 77,000 entradas
en su base de datos). Esto permite obtener un triplete Uniprot-PFAM-PDB con
una cierta identidad y cobertura sobre los dominios analizados. De no existir una
estructura cristalizada en el PDB para un determinado dominio Pfam
identificado en el paso anterior, se utiliza diferentes programas de modelado
primero para determinar la capacidad de modelado de la secuencia proteica

derivada del ORF vy de ser posible para modelar su estructura.

Consideramos como significativos resultados HMMER e-value < 1x107 y
resultados BLAST e-value < 1x10™. Los valores e mencionados son la cantidad
de hits que se espera tendrian una coincidencia igual o mejor que el resultado
encontrado por azar dada la cantidad de entradas en la base de datos. Por lo tanto
cuanto menor a 1 sea este valor, mayor es la significancia estadistica del

resultado encontrado.

A este universo de estructuras proteicas identificadas y provenientes del PDB o
del modelado de estructuras de TuberQuery, se le computa el indice de
drogabilidad de todos los pockets encontrados en su estructura utilizando el
algoritmo de fpocket. Finalmente a cada estructura se le adiciona una serie de
datos descriptivos de otras bases de datos como propKa (valores de pKa de
grupos ionizables en la proteina), residuos y sitios activos anotados en la base de

datos CSA para dicha proteina, etc. Todos estos datos junto con la
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representacion grafica de las estructuras encontradas o generadas son mostrados

como resultado de la basqueda inicial en TuberQuery.

La base de datos TuberQuery puede ser consultada de dos formas. Una de ellas
es haciendo una consulta con un determinado Rv, Uniprot, Pfam, o PDB ID de
interés. En este caso TuberQuery devuelve todos los ID asociados mediante el
método de asociacion detallado anteriormente, junto con la informacién de
HMMER e-value, el Blast e-value, la identidad y la cobertura del Blast, el indice
de drogabilidad de los pockets detectados, y un enlace desde donde se accede a
la representacion grafica de la estructura y sus pockets asi como informacién
adicional de interés farmacoldgico proveniente de las distintas bases de datos

que alimentan TuberQuery.

El otro método de consulta, y el cual fue utilizado en este trabajo involucra la
determinacion de valores para cada uno de los parametros de seleccion que
ejecuta la base de datos TuberQuery. Esto no devuelve informacion referente a
un blanco en particular con sus IDs asociados, sino todos los tripletes Uniprot-
PFAM-PDB que cumplen con las condiciones especificadas introducidas en la

consulta.
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2.2 Criterios de seleccion de publicaciones de sobre-expresion genomica de

Mt latente inducida experimentalmente

Se realiz6 una seleccion de publicaciones de revistas arbitradas cientificamente
cuyo contenido lista niveles de expresion gendmica (respuesta transcripcional)

de Mt en estado de estrés. Se utilizo el siguiente criterio de seleccion:

Publicaciones listadas en PUBMED en el periodo [2000-2012] con informacion
disponible de los experimentos de microarreglos de sobreexpresion génica en Mt
en estado de estrés, particularmente inducido por hipoxia. Como base se uso el
listado de publicaciones referenciadas en el PICT 2010-2805 (M. Marti and
Turjanski 2010). Teniendo en cuenta ese conjunto global de publicaciones
cientificas con informacion de expresion génica en experimentos de Mt con
latencia inducida como punto de partida y considerando las restricciones
originadas por la creacion en paralelo de la base de datos TuberQuery, se decidid
para esta etapa preliminar utilizar un subconjunto reducido de publicaciones con
el objetivo de lograr una demostracion de concepto en los tiempos disponibles

para esta tesina.

2.3 Criterios de seleccion de genes sobre-expresados

Se combind la informacion de las listas de expresion de las publicaciones
seleccionadas en el punto anterior para generar un subconjunto de genes de TB
con sobre-expresion en estado de estrés. Para ello se utilizo el siguiente criterio

de seleccion:
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Genes expresados al menos un 200% en condiciones experimentales de latencia
inducida en comparacién con condiciones de crecimiento exponencial de Mt en

cultivo.

Cada vez que un ORF aparecia sobre-expresado en una publicacion dentro del
subconjunto de publicaciones analizadas, se le asignaba un punto al ORF.

El objetivo del método de data mining utilizado anteriormente es destacar los
genes que fueron encontrados sobre-expresados por un consenso de
experimentos de TB en estado de hipoxia inducida realizado por diversos grupos
de investigacion. En esta seleccién no se consideré informacion estructural

derivada de los ORFs.

Para encontrar genes de Mt sobre-expresados en condiciones de hipoxia
inducida y que cuentan con informacion estructural relacionada, se procedio a la
utilizacién de la base de datos TuberQuery. En este caso, se realizd una
basqueda considerando las mismas tablas de microarreglos, los mismos criterios
de sobre-expresion, y valores de identidad de 0.6 y cobertura 0.8 para el psi-

blast.

2.4 Criterios de seleccion de proteinas esenciales

La informacién de esencialidad utilizada para este trabajo fue obtenida a través
de estudios que utilizan el método de mutagénesis por hibridacion con

transposones (TraSH) (Sassetti, Boyd, and Rubin 2003; Griffin et al. 2011).
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Existen otros métodos disponibles y utilizados en Mt para la identificacion de
genes esenciales como es el analisis estequiométrico de balance de flujo (FBA)
(Draghici et al. 2007; Raman, Rajagopalan, and Chandra 2005; Jamshidi and
Palsson 2007; Beste et al. 2007), la determinacién de proteinas chokepoint
(Hasan et al. 2006), o la determinacion por consenso del comdn de genes
expresados bajo diferentes condiciones de crecimiento (Gao et al. 2005).

Para la clasificacion de vias metabolicas se utilizaron los modelos GSMN-TB
(Beste et al. 2007) y Mt INJ661 (Jamshidi and Palsson 2007). Entre estos dos
modelos cubren 20% de los genes de Mt. También se utiliz6 la informacién del

mycolic acid pathway, MAP (Raman, Rajagopalan, and Chandra 2005).

Para las proteinas que no pudieron ser mapeadas con los modelos indicados
anteriormente se utilizd la informacion de las bases de datos KEGG (“KEGG
Pathway Database” 2013; “The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes—
KEGG” 2000), Biocyc (“Biocyc Database Collection” 2013), GO, PFAM,
Uniprot y Tuberculist para asistir en la determinacion de esencialidad/actividad

metabdlica.

Estas bases de datos también se utilizaron para determinar si las proteinas en
cuestion tienen grupos Hemos, clusters Fe-S, centros de cobre como cofactores,
0 residuos de tirosina o cisteina en el grupo activo. Estas caracteristicas
convierten a los potenciales blancos moleculares en moléculas susceptibles a ser

afectadas por RNOS.
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3. RESULTADOS

3.1 Publicaciones de expresion génica de Mt en estado de latencia inducida

Busquedas realizadas el 27-Agosto-2012.

Base de datos Pubmed con més de 20 millones de publicaciones a la fecha.

“Mycobacterium tuberculosis™: 42,179 hits
“Mycobacterium tuberculosis” AND “microarray”: 249 hits
“Mycobacterium tuberculosis” AND “microarray” AND “latent”: 18 hits

Listado de publicaciones accesible en (“Pubmed Search Results 17 2012)

“Tuberculosis™: 198,917 hits
“Tuberculosis” “AND “microarray”: 292 hits
“Tuberculosis” “AND “microarray” AND “latent”: 18 hits

Listado de publicaciones accesible en (“Pubmed Search Results 2 2012)

Al momento de la realizacion de este trabajo las tablas de sobre-expresion

analizadas y cargadas en la base de datos de TuberQuery fueron las siguientes:

Id Publicacion Condicion Experimental
2a Voskuil 2003 (02) Hipoxia In-vitro

3 Ohno 2003 NO In-vitro

5 Park 2003 Hipoxia In-vitro

6b Voskuil 2004: (12 dias NRP) Hipoxia In-vitro

Tabla 2. Publicaciones analizadas de sobre-expresion génica de Mt en estado de

latencia inducida in-vitro
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En las tablas de sobre-expresion génica listadas se identificaron un total de 3944
ORFs Unicos. Los ORFs se anotaron usando el cddigo Rv y el locus gendmico
del organismo Mt cepa H37Rv (Cole et al, 1998). Esta misma anotacion es
utilizada por la plataforma TubercuL.ist del Pasteur Francia, la plataforma KEGG
de la Universidad de Kyoto Japén (Organismo T00015) y el NCBI del Instituto

Nacional de Salud de Estados Unidos (genoma uid 57777).

3.2 Genes de Mt sobre-expresados en estado de latencia inducida

Al aplicar el criterio de seleccion de genes sobre-expresados al menos un 200%

en las citas analizadas se obtuvieron 355 hits y 244 ORFs Unicos sobre-

expresados.
Hits Sobre-Expresion >
Id Publicacion 200%
2a Voskuil 2003 (02) 45
3 Ohno 2003 36
5 Park 2003 160
6b Voskuil 2004: (12 dias NRP) 114

Total: 355
Tabla 3. Tablas de sobre-expresion génica de Mt en estado de latencia in-vitro

utilizadas en este trabajo

El siguiente grafico muestra la frecuencia de identificacion de los 244 genes en

las 4 publicaciones analizadas.
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Gréfico 2. Frecuencia de deteccion de sobre-expresion génica de Mt en estado

de latencia inducida en numero de publicaciones analizadas

Considerando solamente aquellos genes que fueron reportados sobre-expresados
en al menos dos publicaciones analizadas obtuvimos el siguiente grafico de
namero de genes vs frecuencia de aparicion en publicaciones, siendo este Gltimo
valor 100% si se obtenia el gen en cuestion reportado como sobre-expresado al

menos un 200% en 4/4 tablas analizadas en esta etapa.
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Gréfico 3. Frecuencia de deteccion de sobre-expresidn génica de Mt en estado de
latencia inducida como porcentaje del nimero de publicaciones analizadas y

limitdndonos a mostrar una congruencia de al menos 2 publicaciones

Para acotar la lista de candidatos a mostrar en la siguiente tabla acotamos el
listado a aquellos genes detectados sobre-expresados al menos un 200% en las 4
publicaciones analizadas en esta etapa. Es de destacar que todos los genes
identificados de esta manera corresponden al regulén DosR como se muestra a

continuacion.
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Publicaciones | Locus Proteina Funcion

4/4 | Rv0572C | experimental Regulén DosR. Funcidn desconocida

4/4 | Rv1736C | narX Regul6n DosR. Probable narX, reductasa de nitrato

4/4 | Rv1737C | narK2 Regulén DosR. Probable narK2, proteina integral de membrana transportadora de nitrato

4/4 | Rv1997 ctpF Regul6n DosR. Proteina integral de membrana ATPasa transportadora de cationes metalicos

4/4 | Rv2003C | experimental Regulon DosR. Funcion desconocida

4/4 | Rv2004C | experimental Reguldn DosR. Funcidon desconocida. Contiene el motivo A del sitio de unién PS00017 ATP/GTP

4/4 | Rv2005C | experimental Regulon DosR. Proteina de stress universal

4/4 | Rv2007C | fdxA Regulon DosR. Ferredoxina, intermediario en metabolismo y respiracion

4/4 | Rv2028C | experimental Regul6n DosR. Proteina de stress universal

4/4 | Rv2030C | experimental Regulon DosR. Funcion desconocida
Regulon DosR. Propuesta como encargada de mantener viabilidad a largo plazo en condiciones de

4/4 |1 Rv2031C | hspX, alpha-crystallin gene, acr | hipoxia. Regulado por sistema regulador de 2 componentes: DEVR-Rv3133c / DEVS-Rv3132¢

4/4 | Rv2032 acg Regulén DosR. Superfamilia de nitroreductasa

4/4 | Rv2624C | experimental Regul6n DosR. Proteina de stress universal

4/4 | Rv2625C | experimental Regulén DosR. Probable proteina de transmembrana conservada rica en alanina y leucina

4/4 | Rv2627C | experimental Regul6n DosR. Funcion desconocida

4/4 | Rv2628 experimental Regulon DosR. Funcion desconocida

4/4 | Rv2629 experimental Regulén DosR. Funcidn desconocida

4/4 | Rv3127 experimental Regulon DosR. Funcion desconocida. Reportada como esencial para crecimiento in-vitro

4/4 | Rv3129 experimental Regulén DosR. Funcién desconocida

4/4 | Rv3130C | tgsl Regul6on DosR. Sintetatasa de triglicéridos

4/4 | Rv3131 experimental Regulon DosR. Funcion desconocida. Reportada como esencial para crecimiento in-vitro
Regulon DosR. Kinasa de 2 componentes unida a membrana sensor de histidina. Contiene el

4/4 | Rv3132C | devs, dosS dominio GAF que une grupo hemo

4/4 | Rv3133C | devR, dosR Regulon DosR. Regulador de transcripcion de 2 componentes

Tabla 4. Los genes identificados como sobre-expresados mas de 200% en el mayor nimero de publicaciones analizadas. Para ver la lista de genes

completa referirse al Anexo 1
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Los resultados mostrados en la tabla anterior corresponderian a aquellos genes
que se reportaron sobre-expresados al menos un 200% la mayor cantidad de
veces en las citas analizadas. Esta seleccion de potenciales blancos no contempla

ningun analisis sobre su estructura.

Para incluir datos de estructura en el anélisis y seleccion de potenciales blancos
moleculares se utilizo la base de datos TuberQuery sin filtro de datos de sobre-
expresion y se obtuvieron: 1144 hits UNIPROT-PFAM-PDB, donde hay 451
ORFs Unicos representados. Este es un grupo con relacion muchos a muchos, es
decir que un Uniprot puede pertenecer a mas de una familia Pfam y esta familia
puede tener mas de una estructura PDB asociada y viceversa, es decir, varios
Uniprots pueden pertenecer a la misma familia PFAM vy varias familias Pfam
pueden compartir la misma estructura PDB. Al incorporar el filtro de tablas de
sobre-expresion en estado de latencia inducida experimentalmente y requerir a
TuberQuery que seleccione solo aquellos ORFs sobre-expresados al menos un

200% obtuvimos los siguientes resultados:

Id Publicacion Hits UNIPROT-PFAM-PDB
2a Voskuil 2003 (02) 7
3 Ohno 2003 2
5 Park 2003 42
6b Voskuil 2004: (12 dias NRP) 18
Total: 69

Tabla 5. Tripletes UNIPROT-PFAM-PDB identificados a partir de cada tabla de

sobre-expresion analizada en TuberQuery

En la siguiente tabla destacamos los tripletes encontrados con score mayor a 1.
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Locus .
Uniprot Name Name Un:grot Pfam Id P::;B Col?/?rsat | dBIas_t Score

(ORF) ge entity
Transcriptional regulatory protein devR (dosR) Rv3133c | Q7D625 | PF00072 | 3C3W 1 0.85 4
Ferredoxin (fdxA) Rv2007c | Q10839 | PF00037 | 2V2K 1 0.68 4
Hypoxic response protein 1 (hrpl) Rv2626¢c | Q7D6V4 | PF00571 | 1XKF 1 1 3
Uncharacterized protein Rv0569/MT0595 Rv0569 | Q7D9M3 | PF08940 | 2A7Y 1 0.65 3
Hypoxic response protein 1 (hrpl) Rv2626¢ | Q7D6V4 | PFO0571 | 1Y5H 0.98 0.94 3
Universal stress protein Rv2623/MT2698 Rv2623 | Q7D6V7 | PF00582 | 3CIS 0.86 1 3
Universal stress protein Rv2623/MT2698 Rv2623 | Q7D6V7 | PF00582 | 2JAX 0.86 0.98 3
Probable bacterioferritin (BfrB) Rv3841 | Q7D4R7 | PF00210 | 3QD8 1 1 2

Tabla 6. Tripletes UNIPROT-PFAM-PDB con score mayor a 1 segun las tablas de sobre-expresion analizadas y TuberQuery. Para ver el

listado completo referirse al Anexo 2

El score representa una suma aritmética de la cantidad de publicaciones consideradas para este trabajo que identificaron como sobre-
expresado al ORF en cuestion al menos un 200%. El resultado obtenido de TuberQuery fue una lista de 69 tripletes UNIPROT-PFAM-
PDB con 52 tripletes Unicos y 23 proteinas de Mt Unicas. De este grupo destacamos que sélo 6/23 proteinas estan codificadas en el
reguldn dosR, 5/23 proteinas no tienen informacién clara de su funcion reportada en Uniprot y 7/23 proteinas son reconocidas como

blancos moleculares farmacologicos de alta confianza en Uniprot.
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D625
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D625
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00072
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3C3W
http://www.uniprot.org/uniprot/Q10839
http://www.uniprot.org/uniprot/Q10839
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00037
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2V2K
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V4
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V4
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00571
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1XKF
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D9M3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D9M3
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF08940
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2A7Y
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V4
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V4
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00571
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1Y5H
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V7
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00582
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3CIS
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D6V7
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00582
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2JAX
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D4R7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D4R7
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00210
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3QD8

3.3 Proteinas de Mt esenciales sobre-expresadas en estado de latencia

inducida

A continuacion detallamos la informacion recopilada de funcién, metabolismo,

esencialidad y caracteristicas estructurales basicas para los genes identificados

como potenciales blancos terapéuticos.

Analizando las proteinas con mayor consenso de sobreexpresion (listadas en la

tabla anterior) podemos hacer las siguientes afirmaciones:

-Las seis proteinas identificadas como potenciales blancos moleculares segin los

criterios previamente detallados pertenecen al regulén dosR.

-Solo una de las seis proteinas (MT2698) es reconocida como esencial para la

supervivencia de Mt in vivo por el método de TraSH.

-Cabe aclarar que en esta tesina no se han eliminado potenciales blancos

moleculares por similitud de homologia de blancos en el huésped (off-targeting).

Los detalles de cada proteina se muestran en la siguiente tabla.

Proteina: devR/dosR
Gen Locus: Rv3133c
Expresion esencial para la regulacién de mas de 50 genes especificos de la
Funcion: respuesta del Mt a condiciones de hipoxia
Esencialidad: No esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv
Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 3C3W. Cristalografia de rayos X con resolucion de 2.2A (Univ. de
Washington, Seattle USA) sugiere re-arreglo en alpha hélice con activacion de
Estructura: posible dimero por fosforilacion
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Cant. aaen pdb: | 225

Grupo Hemo: no posee

Ligandos: Liga SO4

Cu en cofactor: no posee

Pfam data: GerE (PF00196), Response_reg (PF00072)

Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA

Proteina: ferrodoxin (FdxC)

Gen Locus: Rv2007c
Provee poder reductor al citocromo P450 (CYP), catalizador de la oxidacion de

Funcion: sustancias organicas como lipidos y sustancias xenobidticas

Esencialidad: No esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv

Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 2V2K. FdxA es un ortélogo de Mycobacterium smegmatis y tiene dos
clusters de hierro-azufre. Cristalografia de rayos X con resolucion de 1.6A

Estructura: (Univ. de Milano, Italia)

Cant. aaen pdb: | 105

Grupo Hemo: no posee

Ligandos: Liga FE3-S4 CLUSTER (CLUSTER Fe-S) e ion acetato

Cu en cofactor: no posee

Pfam data: Fer4 (PF00037): 4Fe-4S binding domain, 4Fe-4S dicluster domain

Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA

Proteina: hypoxic response protein 1 (HRP1)

Gen Locus: Rv2626c
Altamente sobre-expresada en condiciones de estrés oxidativo. Su funcién no es
aun del todo clara pero se sabe que es secretada al exterior (no es acumulada en
la pared de la bacteria) y se cree que contribuye a la modulacion del sistema
inmune en el huésped. Se utiliza como antigeno para detectar estado de latencia

Funcién: en pacientes infectados.

Esencialidad: No esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv

Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 1XKF. Proteina de la familia de “cystathionine-beta-synthase-domain-
only”, tiene 2 puentes disulfuro, y no parece interactuar con AMP.
Cristalografia de rayos X con resolucion de 1.9A (Univ. de Auckland, Nueva

Estructura: Zelanda)

Cant. aaen pdb: | 266

Grupo Hemo: no posee

Ligandos: Liga ion zinc

Cu en cofactor: no posee

Pfam data: CBS (PF00571)

Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA
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Proteina: MT0595

Gen Locus: Rv0569
Tiene funcionalidad bioldgica desconocida pero resultados de microarreglos
asocian su sobreexpresion con condiciones de falta de nutrientes y presencia de
heat shock proteins. Posible unién a ADN para modulacion de expresion de

Funcién: Rv0570 durante estado de hipoxia.

Esencialidad: No esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv

Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 227Y. Caracterizada por NMR y dicroismo circular surgieren que esta
proteina hipotética tiene una estructura molecular novedosa (Pacific Northwest

Estructura: National Laboratory, Richland USA)

Cant. aaen pdb: | 88

Grupo Hemo: desconocido

Ligandos: desconocido

Cu en cofactor: desconocido

Pfam data: dominio sin accion conocida (PF08940/DUF1918)

Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA

Proteina: MT2698

Gen Locus: Rv2623
Proteina de estrés universal. Funcion parcialmente desconocida. Se sabe que se
une a ATP y que esta afinidad le permite reducir la proliferacion de Mt in vitro
y que permite a Mt mantenerse prolongadamente en estado latente in vivo. Se

Funcion: sugiere que esta proteina es una molécula de sefializacion mediada por ATP.

Esencialidad: Esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv (in-vitro no esencial)

Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 3CIS. Cristalografia de rayos X con resolucion de 2.9A y 3.2A (Max
Planck Unit for Structural Molecular Biology, Hamburg Germany -publicacion

Estructura: pendiente)

Cant. aaen pdb: | 309

Grupo Hemo: no posee

Ligandos: Liga ATP e ion magnesio

Cu en cofactor: no posee

Pfam data: Usp (PF00582)

Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA

Proteina: Bacterioferritin B (BfrB)

Gen Locus: Rv3841

Funcién: Almacenamiento de hierro y proceso de detoxificacion.

Esencialidad: No esencial por mutagénesis transposomal Himarl en H37Rv

Metaboloma: No hay data en estudio de FBA citado
PDB 3QD8/3UNO/30J5. Conforma homodimero de 24 monomeros y puede
albergar hierro en su nucleo. Centro catalitico ferroxidativo. Cristalografia de

Estructura: rayos X con resolucion de 3A (Univ. de Dehli South Campus, India)
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Cant. aaen pdb: | 189

Grupo Hemo: no posee

Ligandos: Liga iones de hierro
Cu en cofactor: no posee

Pfam data: Ferritin (PF00210)
Cys/Tyr sitio

activo: no hay entrada en CSA

Tabla 7. Informacion estructural, funcional y de esencialidad de las proteinas del

TuberQuery Job con score mayor a 1

Si evaluamos la totalidad de las proteinas obtenidas a través de TuberQuery y
los filtros aplicados, obtenemos que 9/23 genes obtenidos son identificados

como esenciales.

La siguiente tabla muestra el detalle de todas las variables que se consideraron
para la seleccion de blancos moleculares contra el Mt en estado de latencia. En
verde se destacan las propiedades de las proteinas favorables para que la
proteina en cuestion sea un candidato a blanco molecular de interés
farmacoldgico. Las primeras seis entradas corresponden a los genes detallados

en la tabla anterior.

En la columna PDB id se muestra solamente el PDB id con el mayor indice de
drogabilidad de todos las estructuras PDB asociadas al ORF mediante el método
descrito en este trabajo. El indice de drogabilidad puede ser utilizado para
generar las siguientes categorias de proteinas: [<0.2] no drogable, [0.2-0.5]
dificilmente drogable, [0.5-0.7] drogable, [>0.7] altamente drogable. El * denota

que la asociacion Uniprot-PDB no existe en la base de datos Uniprot.
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PDB id

Locus (indice de Nombre Nombre Esencial | Cant. | Regulon | Metabolismo Metabolismo/Accion Cofactor (o
Gen drogabilidad) | Proteina Recomendado TraSH | deaa | dosR FBA data Anotado Accion Catalitica Ligando)
Transcriptional
devR regulatory protein Factor de transcripcion
Rv3133c | 1ZLK (0.883) dosR DevR/DosR no 217 Si no hay data del dormancy regulon
Transferencia electrones
2V2K (0.646) en reacciones 4Fe-4S, 3Fe-
Rv2007c *) fdxA Ferredoxin no 114 Si no hay data metabdlicas 4S
Hypoxic response Posible rol en estado de
Rv2626¢ | 1Y5H (0.642) hrpl protein 1 no 143 Si no hay data latencia Zn
2A7Y (0.939) Uncharacterized Posible rol en estado de
Rv0569 (*) protein MT0595 no 88 Si no hay data latencia
Universal stress Retarda el crecimiento en
Rv2623 | 3CIS (0.856) protein MT2698 Si 297 Si no hay data cultivo ATP
Oxida el hierro y
mantiene homeostasisde | 4 Fe2++4H++02=4
Rv3841 | 30J5(0.731) bfrB Ferritin BfrB no 181 | posible no hay data hierro Fe3+ + 2 H20 Fe
Peptide L-methionine +
methionine Other Amino thioredoxin disulfide +
INWA sulfoxide Acid Repara proteinas H20 = L-methionine (S)-
Rv0137c (0.873) msrA reductase MsrA no 182 no Metabolism | inactivadas por oxidacion S-oxide + thioredoxin
Phenylalanine
Tyrosine
Tryptophan ATP + shikimate = ADP +
Rv2539c | 4BQS (0.737) aroK Shikimate kinase si 176 no Metabolism Foforila shikimate shikimate 3-phosphate Mg
Acyl-[acyl-carrier-protein]
+ malonyl-[acyl-carrier-
protein] = 3-oxoacyl-
3-oxoacyl-[acyl- [acyl-carrier-protein] +
carrier-protein] Fatty Acid Cataliza la condensacion CO2 + [acyl-carrier-
Rv2245 | 4C72 (0.777) kasA synthase 1 Si 416 no Metabolism de acidos grasos protein]
Phenylalanine
Tyrosine 5-O-(1-carboxyvinyl)-3-
Chorismate Tryptophan phosphoshikimate = flavina
Rv2540c | 4BAJ (0.799) aroC synthase Si 401 no Metabolism | Biosintesis de chorismate | chorismate + phosphate reducida
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3-oxoacyl-[acyl-

Acyl-[acyl-carrier-protein]
+ malonyl-[acyl-carrier-
protein] = 3-oxoacyl-
[acyl-carrier-protein] +

carrier-protein] Fatty Acid Cataliza la condensacion CO2 + [acyl-carrier-
Rv2246 | 2GP6 (0.709) kasB synthase 2 si 417 no Metabolism de é&cidos grasos protein]
Une a DNA, hidroliza
Rv2737c | 2ZRB (0.933) recA Recombinase A Si 790 no no hay data ATP y activa lexA
L-lysine + 2-oxoglutarate
Probable L- = (S)-2-amino-6-
lysine-epsilon Glutamate oxohexanoate + L- pyridoxal
Rv3290c | 2JJH (0.906) lat aminotransferase no 449 no Metabolism glutamate fosfato
Malonyl CoA- Malonyl-CoA + [acyl-
acyl carrier carrier-protein] = CoA +
protein Fatty Acid malonyl-[acyl-carrier-
Rv2243 | 2QC3 (0.663) fabD transacylase no 302 no Metabolism Metabolismo de lipidos protein]
Other Amino Pasible rol en pared L-alanine + H20 + NAD+
Alanine Acid celular en formacion de = pyruvate + NH3 +
Rv2780 | 2VHV (0.879) ald dehydrogenase no 371 no Metabolism pared celular (L-alanina) NADH Mg
3',5"-cyclic
adenosine Adenosine 3',5"-cyclic
monophosphate Purine Regula concentracion phosphate + H20 =
Rv0805 | 3I1B8 (0.898) cpdA | phosphodiesterase no 318 no Metabolism interna de cAMP adenosine 5'-phosphate Fe3+, Mn2+
Glycine,
Serine, and
Threonine Biosintesis de ATP + L-aspartate = ADP
Rv3709c | 3S1T (0.486) ask Aspartokinase si 421 no Metabolism aminoacidos + 4-phospho-L-aspartate
(2-amino-4-hydroxy-7,8-
dihydropteridin-6-
yl)methyl diphosphate +
4-aminobenzoate =
Dihydropteroate Folate diphosphate + Mg
Rv3608c | 1EYE (0.947) folP1 synthase 1 si 280 no Metabolism dihydropteroate (requerido)
Putative Fatty Acid
Rv0859 | 3SVK (0.850) fadA acyltransferase no 403 no Metabolism
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Inositol-3- D-glucose 6-phosphate =
phosphate Peptidoglycan 1D-myo-inositol 3-
Rv0046¢c | 1GRO (0.719) inol synthase no 367 no Metabolism phosphate
2V2K (0.646)
Rv1177 (*) fdxC Ferredoxin no 108 no no hay data 4Fe-4S
ECF RNA
polymerase sigma Factor de iniciacion
Rv2069 | 207G (0.881) sigC factor no 185 no no hay data durante la transcripcion AD.N
2-phospho-4-(cytidine 5'-
2-C-methyl-D- diphospho)-2-C-methyl-
erythritol 2,4- D-erythritol = 2-C-
2UZH (no cyclodiphosphate Polyprenyl methyl-D-erythritol 2,4- Metales
Rv3581c data) (*) ispF synthase Si 159 no Metabolism cyclodiphosphate + CMP divalentes

Tabla 8. Resumen de informacion estructural, funcional, metabdlica, y de esencialidad de las proteinas del TuberQuery Job con score mayor o igual a 1

A continuacion se muestra un resumen de resultados de genes obtenidos luego de cada uno de los pasos desarrollados en esta tesina.

Datos Fuente

4018 ORFs (40Mbp)

25-50% funcidén desconocida Genoma de Mt, TubercuL.ist

244 genes Sobre-expresados en condiciones de stress >200% segun citas seleccionadas

23 proteinas Unicas
(52 tripletes Unicos UNIPROT-PFAM-PDB) | Seleccion anterior perteneciente a familia Pfam y estructura relacionada en PDB segun TuberQuery

9 proteinas Seleccion anterior con esencialidad segun citas de TraSH analizadas
7 proteinas Seleccidén anterior con indice de drogabilidad altamente drogable segun criterios en TuberQuery

Tabla 9. Resumen de candidatos a blanco molecular tras cada filtro de seleccion
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Adicionalmente, de las 7 proteinas obtenidas tras la aplicacion de todos los
filtros, 5 de ellas estan representados en los analisis de FBA y actlan en vias
metabdlicas. Las dos proteinas que no estan representadas en los estudios de
FBA son recA y MT2698. RecA es una proteina de reparacion de ADN comun a
muchos organismos. MT2698 es una proteina desconocida en su funcién. A
continuacién se muestra la captura de pantalla de MT2698 en TuberQuery. En
esta captura el bolsillo més drogable de la proteina en estado monomérico tiene
un indice de drogabilidad de 0.526 (cavidad marcada con esferas negras en el
grafico). En su estructura cuaternaria la macromolécula se presenta como un

tetrdmero con un bolsillo con indice de drogabilidad de 0.856.

006189 [10-148]:UNIVERSAL STRESS PROTEIN RV2623/MT2698| PF00582.21 [3CIS

Initials Jcis_a Summary Structure
3C15 Structure has pKa == 1 from reference true IMax Pocket Druggability 0.856 Structure has drug false

Paocket Matches PFAM relevant residue true Structure is in C3A false Structure has Metals true

Jcis_a

Data Visualization Panel

Pockets i
Select Druggability DrugiC SA
WP B 05% No /No

el | [ — ¥l No /Mo

Gl | [ — Y7 Mo /No

Frotein: | Chain v Podkets: | Atoms T

Alpha Spheres Apcler atoms color,

Visualize: Ceetaton Cosa Uptam

Custom criteris | Selact v

Update view | Clearall = Export VMD/PYMOL

Cavities computed by fpocket 2.0. Homelogy model generated with Modeller 2. Pia computed by propka 3.1

Link to RSCBPDB | | Pockets:9 | Metals:0  propKa:0 | CSA:0 | Ligands:0

Gréfico 4. Captura de pantalla de TuberQuery para estructura PDB 3CIS

asociada al gen locus MT2698
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4 DISCUSION DE RESULTADOS

Se realiz6 la primera fase de una seleccién racional de blancos moleculares de
potencial interés para el desarrollo de nuevos farmacos en la lucha contra la
tuberculosis, con el particular enfoque de atacar al bacilo de la TB en su estado

de latencia y asi disminuir el reservorio mundial de Mt latente.

Se priorizé durante esta tesina la conceptualizacion del flujo de trabajo para
dicho objetivo. Por lo tanto no consideramos la lista de candidatos obtenida

como una lista robusta y exhaustiva. Esto requeriria entre otras cosas:

- La ampliacion de la cantidad de trabajos cientificos de sobre-expresion
analizados con diversos enfoques para tratar de simular las condiciones de

latencia reales en el huésped: hipoxia in-vitro, RNOS in-vitro, in-vivo, etc.

- Laasignacion de un peso especifico a cada microarreglo analizado en base a

su robustez estadistica y su relevancia de acuerdo a los objetivos del trabajo.

- La asignacién de un valor de sensibilidad de deteccidon de sobre-expresion
que considere no solamente el fold-change sino también los valores

absolutos de expresion de cada proteina y del conjunto del microarreglo.

- Una iteracion de busquedas para optimizar los valores de los parametros
especificados a TuberQuery y encontrar el mejor equilibrio entre

sensibilidad y especificidad.
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Una asignacion de valores que considere la funcion metabdlica de los hits en

base a la bioquimica celular del patégeno y su micro-entorno en el huésped.

Un analisis estadistico para mostrar que la cantidad de blancos moleculares
encontrados por este método es significativamente diferente al nimero que

se encontraria por azar dada la cantidad de datos analizados.

Extender el filtro de esencialidad via ensayos de hibridacion por
transposones y andlisis in-silico de balance de flujo de vias metabolicas a la
totalidad de genes sobre-expresados obtenidos sin aplicar filtros relacionados
a estructura para obtener asi un listado menos restrictivo de genes con altas
posibilidades de ser bactericidas o bacteriostatico para la Mt latente. Estos
serian genes esenciales sobre-expresados durante la TB latente con o sin

informacion estructural disponible.

Incluir en este estudio las proteinas sub-expresadas que pueden ser fuente de
valiosa informacion respecto a la adaptacion y supervivencia del patdgeno en
el estado de latencia. Podria ocurrir que alguna de estas proteinas adquiriera
cierta sensibilidad durante el estado de latencia y se convirtiera en un blanco

molecular drogable contra la TB latente.

La focalizacion de microarreglos en condiciones de hipoxia y la aplicacion del

filtro estructural con TuberQuery pudo haber sido demasiado restrictivo y que

hayamos perdido informacion valiosa en la bdsqueda da blancos moleculares

contra la TB como lo demuestra la falta de deteccion de las proteinas que a
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priori esperdbamos como controles positivos, trHbN - Rv1542c (M. A. Marti et
al. 2008) y Cypl21 - Rv2276 (Dumas et al. 2013). Ninguna de estas dos
proteinas fue identificada como sobre-expresada en los microarregles analizados
en este trabajo y con los criterios utilizados. No obstante hay otros microarreglos
de Mt en estado de latencia que detectan a Cypl21 como sub-expresado y a
trHbN como sobre-expresado. Adicionalmente, si bien trHbN no fue predicha
como blanco molecular en este trabajo, esta molécula fue cristalizada con
Isoniazida, lo cual demuestra su bindability. Cabe destacar que no existen drogas
comerciales especificas para atacar a la Mt en fase de latencia con lo cual no
contamos con controles positivos de identificacion inmediata. Pero se deberia
realizar una budsqueda bibliografica mas profunda para la determinacion y

ampliacion de los potenciales controles positivos.

En base a los resultados obtenidos podemos destacar que el anlisis de sobre-
expresion gendmica en condiciones de estrés arrojé como resultado una gran
cantidad de genes pertenecientes al regulén DosR. Cuando se utiliz6 la base de
datos TuberQuery la cantidad de genes del regulon DosR encontrados se redujo
significativamente. Es posible que esto se deba a la falta de identificacion de
dominios Pfam en las proteinas putativas del regulon DosR sobre-expresadas y/o
a la falta de estructuras cristalizadas para dichas familias de proteinas. Esto es un

tema a investigar en mayor profundidad.

Creemos que la busqueda y desarrollo de inhibidores de proteinas de Mt
relevantes a la fase de latencia, seleccionadas en base a un analisis contextual

basado en informacion de secuencia-estructura y esencialidad, es una buena
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estrategia para atacar el reservorio de Mt latente que es uno de los causales del
desarrollo de cepas MDR/XDR y de la alta mortandad causada por esta

patologia.

Proponemos que la evaluacion estructural de proteinas homologas o proteinas
que comparten dominios conservados es una alternativa efectiva para estudiar y
ponderar la potencialidad farmacoldgica de aquellas proteinas confirmadas o

hipotéticas de estructura desconocida y de interés en la patologia latente de TB.

Por ltimo proponemos que el método de blsqueda racional bioinformatico de
blancos moleculares utilizado para esta tesina y continuado en el PICT 2010-
2805 (M. Marti and Turjanski 2010) permite al investigador aumentar las
posibilidades de éxito en busqueda de nuevos farmacos optimizando la

utilizacion de recursos que este objetivo requiere.

Por consiguiente consideramos que esta es una herramienta Util para reducir el
tiempo y capital necesarios para el descubrimiento de nuevos blancos
moleculares en las etapas iniciales de investigacion de nuevos farmacos en
general, y en particular para aquellas patologias que por diferentes motivos
socio-econémicos, geopoliticos o de financiacion no logran ser curadas o

controladas al maximo de las capacidades cientificas corrientes.
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5 TRABAJO FUTURO

Adicionalmente a los puntos expuestos en la seccidn anterior a fortalecer para
obtener una lista exhaustiva y robusta de proteinas candidatas a ser blancos
moleculares, a continuacién enumeramos algunas de las tareas que se deberian

afrontar como trabajo a futuro.

Una vez identificado el conjunto de genes esenciales y sobre-expresados en
condiciones patoldgicas relevantes se debe continuar con una profundizacion del
estudio estructural para determinar la drogabilidad de las proteinas candidatas a
blancos moleculares. En esta etapa también se puede analizar la conformidad a
diferentes estdndares predictivos de drogabilidad como la regla de cinco de

Lipinski (Petit et al. 2012; Pollastri 2010).

Una vez obtenidas las proteinas hipotéticamente esenciales, sobre-expresadas en
estado de latencia, y drogables, se debe proceder a la validacion del blanco
molecular. Se puede confirmar la sobre-expresion del blanco molecular
mediante otros métodos experimentales como PCR cuantitativo de tiempo real
(QRT-PCR) en las condiciones de experimentacion pertinentes. También se
puede confirmar la esencialidad de la proteina realizando un experimento de

knock-out o knock-out selectivo.

El paso siguiente seria la realizacion de ensayos de modelado dinamico de
proteinas y escaneo virtual de librerias de drogas sobre los blancos molecular

seleccionados para identificar los compuestos lideres que mejor inhiban al
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target. Luego proceder a la optimizacion racional in-silico de estos compuestos
lideres para lograr una mayor afinidad y especificidad de union/inhibicion con

los blancos moleculares en cuestion.

Una vez en posesion de las drogas selectivas, se puede poner a punto un ensayo
de viabilidad celular. EI grupo de investigacion del Dr. Marti, director de esta
tesis, cuenta con un ensayo de multiplacas de Mycobacterium smegmatis (Ms)
en un laboratorio de bioseguridad 2. En estas placas se cultivan células de Ms 'y
se hacen transfecciones con un micobacteriéfago con marcaciéon via GFP que
permite expresar selectivamente la proteina blanco. La droga puede
administrarse en paralelo con el micobacteriéfago o posteriormente dependiendo
del mecanismo de accion de la misma, y ver si la Ms sobrevive 0 no, y si
expresa el marcador GFP o0 no. Con este ensayo se pueden realizar las curvas de
respuesta a diferentes dosis de la droga, para diferentes candidatos a droga y/o
blancos moleculares. También se deben realizar ensayos in-vitro de
farmacocinética y farmacodinamia como es la determinacion de las constantes

de unién/inhibicién de las drogas y el blanco molecular seleccionado.

Una vez finalizados los ensayos in-vitro y confirmada de la accion de la droga
sobre Ms habria que continuar con experimentos in-vivo con cepas de Mt en
condiciones de latencia en laboratorios con protocolos y seguridad para dichos
experimentos. Durante la etapa de estudios en animales se continGan los ensayos
de farmacocinética y farmacodinamia para determinar los criterios ADME

(adsorcidn, distribucion, metabolismo, secrecion), la biodisponiblidad oral, la
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toxicidad en el huésped, y la efectividad in vivo de las drogas seleccionadas

contra el blanco molecular identificado.
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