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Las conotoxinas son un grupo de péptidos procedentes del veneno de los
caracoles marinos del género Conus que han sido estudiadas en los ultimos
afios debido a su gran potencial terapéutico para el tratamiento de mdltiples
enfermedades.

Estudios recientes describen dos conotoxinas, cal29b y xmlla, con actividad
sobre Mycobacterium tuberculosis, cuya infeccién es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial.

Estas conotoxinas no han sido caracterizadas estructuralmente todavia y su
mecanismo de accion es desconocido, por lo que el empleo de las técnicas
bioinforméticas puede ofrecer una aproximacion a las estructuras de las
conotoxinas y al método de unidn a las posibles dianas terapéuticas.

En este trabajo se ha propuesto una caracterizacion estructural para estas
conotoxinas a partir de su secuencia y se ha realizado el acoplamiento ligando-
receptor para determinar su unién a las dianas farmacologicas mas relevantes
actualmente para esta bacteria.

Los resultados muestran ciertas coincidencias estructurales entre las
conotoxinas con actividad antibacteriana y en las conformaciones adoptadas
sobre las dianas, aunque estos resultados no son concluyentes y es necesario
un mayor estudio de las conotoxinas para determinar su mecanismo de accion.




Abstract (in English, 250 words or less):

Conotoxins are a group of peptides extracted from the venom of marine cone
snails belonging to genus Conus. In the last few years these peptides have
been studied due to its great therapeutic potential.

Recent research studies describe two new conotoxins, cal29a and xmlla,
which showed pharmacological activity against Mycobacterium tuberculosis, the
main cause of tuberculosis. This disease is one of main causes of death
worldwide.

The structure of these conotoxins is not published and their mechanism of
action is unknown. Bioinformatic tools like Computer Aided Drug Design
(CADD) could give an approach to the structure and how conotoxins binds to
the targets.

As a result of this research we propose a structural characterization from the
peptide sequence of these conotoxins and peptide-protein docking models for
the most relevant targets for Mycobacterium tuberculosis.

The results of this reseach show similarities between conotoxins with
antimycobacterial activity. However, more studies are needed in order to
characterize the mechanism of action.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

En los ultimos afos el estudio de compuestos procedentes de organismos marinos ha
sido uno de los principales objetivos de la investigacidon farmacéutica para la busqueda
de nuevas moléculas con potencial terapéutico. EI medio marino posee unas
caracteristicas variables, como la temperatura o la presién, que ha provocado que las
especies que lo habitan hayan desarrollado diferentes mecanismos a través de la
evolucién para poder sobrevivir, incluyendo moléculas con actividad farmacoldgica
que tienen potencial para su uso terapéutico en humanos.

Desde que se describiese el primer compuesto de origen marino con actividad
bioldgica en los afos 50 [1] el interés sobre este tipo de moléculas ha ido creciendo y
actualmente se han descrito mas de 30.000 compuestos procedentes de organismos
marinos, siendo descritos mas de 1.000 cada ano [2]. Estos estudios han llevado a la
autorizacion de varias moléculas para su uso en humanos, como Ziconotide,
comercializado como Prialt® [3] para el tratamiento del dolor crdnico; Carragenina,
comercializado como Carragelose® [4] con actividad antiviral, o Trabectedina,
comercializada como Yondelis® [5] por la espafiola PharmaMar.

El ziconotide fue el primer farmaco de este origen autorizado en el aifio 2004 por la
FDA [6] y en 2005 por la EMA [7]. Esta molécula deriva de la conotoxina MVIIA [8],
obtenida del estudio del caracol marino Conus Magus, que forma parte de la amplia
familia Conidae y que es uno de los principales objetivos en la investigacion de
compuestos de origen marino.
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Figura 1: Ziconotide (Prialt®). Imagen extraida de [64]



Esta familia de caracoles marinos comenzé su estudio en los afios 70 debido a la gran
potencia que presentaba su veneno [9]. Los estudios mostraron que este veneno se
compone de cientos de péptidos de pequefio tamaino, con multiples acciones
farmacoldgicas, denominados conotoxinas.

La composicién del veneno varia en cada especie de Conus, y son muy pocos los
péptidos que se repiten en otras especies, por lo que existe una enorme variedad de
conotoxinas y las estimaciones indican que existen decenas de miles de péptidos
Unicos [10] [11], aunque actualmente solamente se han caracterizado menos de 3000
conotoxinas [12].

A medida que se estudian nuevas especies de este género se van describiendo nuevos
péptidos con diferentes actividades farmacolégicas [13], principalmente sobre los
canales idnicos activados por voltaje aunque también actuan sobre otras dianas tales
como receptores de acetilcolina, de serotonina o de adrenalina [14] [15]. La diversidad
de dianas farmacolégicas hace que estas moléculas se estudien para el tratamiento de
enfermedades como Alzheimer, Parkinson [16] o cancer [17] [18].

Recientemente se ha descubierto una conotoxina, cal29b [19], procedente de
Californiconus californicus, que muestra actividad antimicobacteriana, una accién
farmacoldgica novedosa para este tipo de moléculas. La investigacién de nuevos
medicamentos para la tuberculosis es uno de los principales objetivos globales de la
sanidad actualmente. Esta enfermedad es la principal causa de muerte por infeccién y
es la novena causa de muerte a nivel mundial [20].

La dificultad en el tratamiento de esta enfermedad se debe a que la bacteria que la
causa, Mycobacterium tuberculosis, es altamente resistente a antibidticos [21]. Esta
bacteria posee diversos mecanismos de resistencia entre los que destaca su
caracteristica compleja membrana celular que dificulta la entrada de farmacos al
interior [22]
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Figura 2: Esquema de la pared celular de Mycobacterium Tuberculosis. Imagen extraida de [65]



Actualmente el tratamiento consiste en la asociacion de antibiéticos durante periodos
prolongados [23], por lo que se investiga buscando nuevas alternativas terapéuticas.

Las técnicas de descubrimiento de farmacos asistido por ordenador (CADD) han ido
adquiriendo relevancia en la investigacién farmacéutica en los ultimos anos. Este
conjunto de técnicas bioinformaticas puede darnos una aproximacion a la
caracterizacidon estructural y tratar de determinar las posibles dianas terapéuticas
sobre las que podrian tener actividad las moléculas, para posteriormente realizar un
estudio farmacoldgico.

La conotoxina cal29b no ha sido estudiada estructuralmente todavia ni se conoce su
mecanismo de accién. La caracterizacidon de sus modelos tridimensionales y posterior
unién a receptores presentes en Mycobacterium tuberculosis exige el empleo de la
bioinformatica para poder describir las caracteristicas de este péptido y aportar
nuevos conocimientos sobre su actividad antibacteriana.

1.2 Objetivos del Trabajo

Objetivos generales:

1. Caracterizar estructuralmente conotoxinas estudiadas experimentalmente con
potencial terapéutico antimicobacteriano y los posibles receptores sobre los que
podrian actuar.

2. Emplear métodos computacionales para determinar su unién a las posibles
dianas terapéuticas y su accién farmacoldgica.

Objetivos especificos:
1. Seleccionar las conotoxinas con potencial terapéutico para el tratamiento de la
tuberculosis en la investigacion actual a partir de estudios farmacoldgicos.
2. Caracterizar su estructura tridimensional.

3. Seleccionar los receptores farmacolégicos sobre los que podrian actuar y
obtener su estructura tridimensional.



4. Realizar el acoplamiento entre conotoxina y receptor mediante técnicas
computacionales.

5. Analizar los resultados obtenidos para profundizar en su actividad
farmacoldgica.

1.3 Enfoque y método seguido

En este trabajo se pretende aportar nuevos datos sobre los eventos moleculares por
los que determinadas conotoxinas presentan actividad antimicobacteriana. Para ello,
se caracterizard estructuralmente estos péptidos y se analizan sobre que dianas
terapéuticas podrian ejercer su funcién en Mycobacterium tuberculosis.

A la hora de realizar el trabajo es necesario obtener las estructuras tridimensionales de
estas moléculas. Estos péptidos son recientes y no se han publicado todavia sus
estructuras tridimensionales, por lo que se ha tenido que proponer unos modelos
estructurales. La seleccion de otras conotoxinas bien caracterizadas estructuralmente
hubiese cambiado la tematica del trabajo, donde ha prevalecido la seleccién de estas
conotoxinas recientes por el gran interés terapéutico por la enfermedad.

Para la seleccién de receptores en Mycobacterium tuberculosis se ha tenido en cuenta
las caracteristicas tanto de los péptidos antibacterianos como de la propia bacteria. Se
ha seleccionado una variedad de posibles receptores seleccionando los mas relevantes
segln la bibliografia seleccionada para ofrecer una vision mas amplia, ya que este tipo
de péptidos tienen diversos mecanismos de accidon y el estudio de una sola diana
hubiese sido demasiado especifico para los objetivos de este trabajo.



1.4 Planificacion del Trabajo
Tareas para la realizacion del trabajo:
1. Realizar una busqueda bibliografica de las conotoxinas con actividad
antimicobacteriana.

2. Caracterizar la estructura tridimensional de las mismas a partir de su secuencia.

3. Estudiar las posibles dianas terapéuticas para su actividad farmacoldgica y
obtener su estructura tridimensional.

4. Realizar las técnicas de acoplamiento.
5. Analizar los resultados obtenidos.
6. Redaccion de la memoria.

7. Elaboracién de la presentacion.

Tabla 1: Planificacion del trabajo por tareas

TAREA TIEMPO ASIGNADO (DiAS)
Busqueda en bases de datos 7
Estructura tridimensional 7
Estudio de receptores 7
Acoplamiento 18
Anadlisis de resultados 11
Redaccion de la memoria 12
Elaboracidon de la presentacion 6

Se han marcado los siguientes hitos en funcién de las principales etapas del trabajo:



Tabla 2: Hitos en la planificacion del trabajo
HITOS DESCRIPCION FECHA

. . En este punto debemos tener ya la lista de conotoxinas sobre las
Lista de conotoxinas o . 26/03/2019
que se trabajara posteriormente

Estructuras En esta fecha debemos disponer de las estructuras
- . - . . 11/04/2019
tridimensionales tridimensionales de las conotoxinas y receptores.

Tras la fase de docking y el andlisis ya tendremos los resultados
Resultados ) ; o ) 6/05/2019
del trabajo previos a la redaccion de la memoria.

. En este hito intermedio ya deberiamos tener finalizada la
Memoria . ) 31/05/2019
memoria a falta de ultimar los detalles de la entrega.

Ademas de los hitos propuestos debemos tener en cuenta las fechas de las distintas
entregas del TFM para su evaluacién continuada, que sirven como referencia.

Tabla 3: Entregas del trabajo segun la guia de la asignatura.

ENTREGAS FECHA

Desarrollo del trabajo — fase 1 24/04/2019
Desarrollo del trabajo — fase 2 20/05/2019
Cierre de la memoria 04/06/2019
Elaboracidn de la presentacion 12/06/2019




Calendario del proyecto:

En la planificacion del trabajo se ha establecido el siguiente calendario, de acuerdo con
la planificacion de la asignatura y los hitos establecidos.

2019

: : Eiisqueda en histedeeodaiinad Bstogt miaitid Entrega Beaitiitelesultados] Entrega d bdemo e ga tlemorid
Semana® Semanad  Semana 10 Semana 11 Semana 12 Semana 12 Semana 14 Semana 15 Semana 16 Semana 17 Semana 12 Semana 19 Semana 20 Semana 21 Semana 22 Semana 22 Semana 24 Semana 25 Semana 26
Taned g ) EhLy ] 1aEweid 1aeid ZEvid s Al N ] et =N L] AW0ES 205D 2RSS WS L ] 170D 20619

Bisqueda e bases de datos
N | 12/03/19 - 2603413 ]

Listy de conotoxinas
& ze0348

Estructura tridimensional

[ 26/03/18 - 304418 |

Estudio de Receptores

[ [=mar9-1104M0]

Estructuras 30
€ 110418

Acoplamiento

I | /04019 - 80549

Entrega 1
& zanama

Rezultados
& o510

Andlisis de resultados

I [ G050 - 200519 ]

Redaceidn de la memoria
[ 2005419 -|4A06/12 ]

Entrega 2
& zomsia
Memaria
& 310518
Entrega Memoaria
4 ansi10

Elaboracidn de |a presantacidn
[5M0G/M49 - 1205619 ]

Figura 3: Calendario de la planificacion del trabajo.



1.5 Breve sumario de productos obtenidos

El principal resultado de este trabajo consiste en una memoria donde se proponen
unos modelos tridimensionales para estas conotoxinas y se caracterizan
estructuralmente, para posteriormente mostrar cdmo se unen a distintos receptores
de Mycobacterium tuberculosis planteando un posible mecanismo de accién.

Ademas de la memoria se obtiene la presentaciéon donde se sintetiza los principales
aspectos del trabajo para su exposicion y defensa.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

e Materiales y métodos: En este capitulo se han descrito los métodos empleados
para la realizacidn de las diferentes partes del trabajo.

e Seleccion de conotoxinas y caracterizaciéon: A partir de las conotoxinas
seleccionadas tras la revisién bibliografica se describen las caracteristicas de las
conotoxinas a partir de sus secuencias.

e Obtencién de los modelos tridimensionales: Se presentan los modelos
tridimensionales obtenidos y sus caracteristicas principales a través de la
comparacion entre los modelos.

e Seleccion de receptores y estructuras tridimensionales: En el capitulo se ha
determinado las dianas celulares de Mycobacterium tuberculosis sobre las que
realizar el acoplamiento.

e Acoplamiento ligando-receptor: Este capitulo consiste en una breve descripcién de
las caracteristicas del acoplamiento y los resultados obtenidos.

e Andlisis: Se seleccionan los acoplamientos mas relevantes y se determinan los
aminodacidos implicados en la unién y las conformaciones adoptadas por los
péptidos.



2. Materiales y métodos.

2.1.1 Busqueda bibliografica

Para plantear este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica de los estudios
mas relevantes de conotoxinas en los ultimos anos, concretamente aquellos basados
en el aspecto experimental y que no hayan caracterizado totalmente los péptidos
obtenidos.

Tras la seleccion de las conotoxinas se ha revisado nuevamente estudios en la
busqueda de las posibles dianas terapéuticas de Mycobacterium tuberculosis sobre las
que podrian actuar estas conotoxinas, teniendo en cuenta las caracteristicas de los
péptidos antibacterianos.

La busqueda de esta bibliografia se ha hecho empleado principalmente la base de
datos de PubMed Central (PMC) [24] y el motor de busqueda de Google Scholar [25],
filtrando los resultados priorizando los obtenidos en los ultimos afios. También se ha
consultado la base de datos especializada en conotoxinas Conoserver [26 y
publicaciones especializadas en farmacologia de origen marino como Marine Drugs
[27].

2.1.2 Anadlisis de secuencia y modelos tridimensionales

Una vez seleccionadas las conotoxinas se ha realizado un alineamiento entre las
secuencias de las conotoxina mediante BLAST [28] y Clustal Omega [29]. Para
determinar las cargas de los péptidos se ha empleado PEPSTATS [30].

Posteriormente, y al no disponer de sus estructuras tridimensionales caracterizadas en
las bases de datos, se ha procedido a crear los modelos mediante el empleo de PEP-
FOLD [31,32,33]. La seleccién de esta herramienta se ha basado en la especificidad de
esta herramienta por los péptidos de pequefio tamafio. Para obtener los modelos se
ha realizado 200 simulaciones y se ha empleado el generador “ts5”, especifico para
péptidos de mds de 10 aminoacidos.



#¥* Number of simulations & (200 »
¥ Generator & |tsb v

¥ Sort models by & | sOPEP v

#* Perform MQA & | Yes v

#* MonteCarlo steps: & | 30000 v

Figura 4: Parametros establecidos en PEP-FOLD.

Posteriormente se ha realizado un refinamiento mediante ModRefiner [34] para
mejorar la calidad de los modelos tridimensionales. Para la evaluacion de los modelos
se ha empleado el programa MolProbity [35], obteniendo el diagrama de
Ramachandran.

En el caso de las dianas terapéuticas de Mycobacterium tuberculosis, tras la seleccidn
se han obtenido las estructuras tridimensionales en la base de datos de Protein Data
Bank (PDB) [36,37].

2.1.3 Acoplamiento ligando-receptor

Para realizar los acoplamientos se ha optado por HPEPDOCK [38,39,40,41,42], una

herramienta especifica en el acoplamiento péptido-proteina flexible y que encajaba
con las caracteristicas del trabajo realizado y el formato de los modelos obtenidos.

L p)l=p i F N =F. -
HPEPDOCK Server

Blind peptide-protein docking by fast modeling of peptide conformations and
global sampling of binding orientations.

[Huang Lab] [HPEPDOCK] [Help] [Output example]

Receptor Input using ONE of the focllowing four options: [help]

» Upload your pdb file in PDB format: | Seleccionar archivo | Ningun arc...eccionado [example]
OR provide your structure by PDB ID:ChainID: (Example: 3BFW:A)

OR copy and paste your sequence below in FASTA format (Sample input):

Ed

OR upload your sequence file in FASTA format: | Seleccionar archivo | Ningln arc...eccionado [exa

mple]

Peptide Input using ONE of the following four options: [help]
» Upload your pdb file in PDB format: | Seleccionar archivo | Ningun arc...eccionado [example]
OR provide your structure by PDB ID:ChainID: (Example: 3BFW:B)

OR copy and paste your sequence below in FASTA format (Sample input):

p

OR upload your sequence file in FASTA format: | Seleccionar archivo | Ningan arc...eccionado [exa

mple]

Figura 5: Pantalla principal de HPEPDOCK
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2.1.4 \Visualizacion y analisis de estructuras.

Para visualizar los modelos tridimensionales se ha trabajado con el programa Chimera
[43], ya que permite trabajar con varias moléculas y darle el formato adecuado para la

presentacion, ademds de poder realizar las superposiciones y acoplamientos entre los
diferentes modelos.

Chain pairing

¢ Best-aligning pair of chains
between reference and match structure

¢~ Specific chain in reference structure
with best-aligning chain in match structure

¢~ Spedific chain(s) in reference structure
with specific chain(s) in match structure

Alignment algorithm:  Needlerman-Wunsch —l| Matri: BLOSUM-62 —l‘

Gap opening |:-ena|t-,-'|ﬁ Gap extension penaltyl_l
W Incdude secondary structure score (60%) Show parameters
v Compute secondary structure assignments
[ Show pairwise alignment(s)
Matching
[v Iterate by pruning long atom pairs until no pair exceeds:

2.0 angstroms

Figura 6: Parametros de Chimera para el alineamiento.

En el andlisis de los acoplamientos se ha empleado el programa Discovery Studio [44],

gue permite una mejor visualizacion de las interacciones entre el acoplamiento y el
receptor.
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3. Resultados

3.1 Seleccion de conotoxinas y secuencia.

En el estudio de las conotoxinas procedentes de Californiconus californicus se ha
descubierto un nuevo péptido, denominado actualmente cal29b [19], que se
caracteriza por presentar una accidn antimicobacteriana.

Ademas, en el mismo estudio se detalla que existe una conotoxina con una secuencia
peptidica similar, la conotoxina cal29a [19][45], pero que a diferencia de la primera no
posee actividad antibacteriana. El Unico cambio en ambas secuencias se encuentra en
los residuos situados en la posicién 20 y 21, Lisina y Acido Aspartico, que varia en cada
conotoxina. Esta diferencia parece ser significativa en su actividad farmacoldgica por lo
que la caracterizacion estructural de estas conotoxinas podria ser de utilidad para
tratar de determinar la relacidn estructura-actividad.

En la busqueda de mds informacién sobre esta posibilidad terapéutica en conotoxinas
se ha encontrado otra conotoxina con similar actividad farmacolégica denominada
xm1lla [46], obtenida a partir de Conasprella ximenes. Al igual que las anteriores se
desconocen sus posibles dianas terapéuticas.

Estos tres péptidos poseen unas caracteristicas que permiten su estudio mediante la
comparativa entre sus estructuras y su diferente actividad farmacoldgica.

Tabla 4: Resumen de las secuencias de las conotoxinas seleccionadas.

Numero .
. Actividad sobre
Conotoxina de . .
. Micobacterias
residuos
cal29b RPKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHPVHLPCPSSG 33 Si
cal29a RPKCCCVCGVVGRKCCSTWDKCHPVHLPCPSS 32 No
xm1lla GRCRGFREDCSQHRDCCGDLCCNGNTCVITVIACPKW 37 Si

12



Los péptidos antibacterianos poseen ciertas caracteristicas de forma general [47]. Una
de ellas es que son péptidos pequefios, con secuencias de entre 12 y 50 aminodcidos.
Ademas, son péptidos de naturaleza catidnica, por lo que se ha calculado la carga total
de estos péptidos. Para determinar la carga se ha empleado PEPSTATS.

Tabla 5: Cargas de las conotoxinas.

cal29b +5.0
cal29a +5.0
xmlla +1.5

Para analizar las coincidencias entre las conotoxinas se ha realizado alineamiento entre
las secuencias. Entre cal29b y cal29a muestra un 94% de identidad entre ambas dada
la similitud entre ambas. Si realizamos un alineamiento de las 3 secuencias obtenemos
que tanto cal29a como cal29b poseen un 26.30% de identidad con la secuencia de
xmlla. Ademads, se han encontrado regiones relativamente conservadas entre las 3

secuencias.
¥mlla GRCRGFREDCSOHRDCCEDLCCNGNTCVITVI ALK - - - - - - - - - - 37
callog emm o —RPKCCOWC------ GUWGRECCSTHKDCHPVHLPCPSSG 33
VERKCCSTHDK CHPVHLPCPSS - 32

cal2gb ---=mmnemm==RPKCCOVC-- - -~ GV

&

Figura 7: Alineamiento de las tres secuencias en CLUSTAL.

Las conotoxinas se caracterizan por los residuos de cisteina que presentan. Ademas del
numero de residuos de cisteina, el motivo estructural que forman estas conotoxinas es
un aspecto relevante para la estructura de estos péptidos, ya que se estas regiones se
encuentran altamente conservadas para conotoxinas de una misma familia [48]. Por
tanto, el patréon de cisteinas puede indicarnos ciertas caracteristicas estructurales
propias para cada grupo de conotoxinas.

Esto ha hecho que se haya establecido una clasificacién en funcién de estos patrones
estructurales y del nimero de cisteinas:
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Tabla 6: Clasificacion de los patrones de cisteina en la actualidad. Extraida de [26]

[ cc-c-C 4
I cce-c-c-C 6

m cc-c-c-CC 6
v CC-C-C-C-C 6
v cc-cc 4
VIV C-C-CC-C-C 6
Vil C-C-C-C-C-C-C-C-C-C 10
IX C-C-C-C-C-C 6

X CC-C.[PO]C 4
X C-C-CC-CC-C-C 8
Xil C-C-C-C-CC-C-C 8
X C-C-C-CC-C-C-C 8
XIv C-C-C-C 4
XV C-C-CC-C-C-C-C 8
Xvi c-c-CC 4
Xvii C-C-CC-C-CC-C 8
Xviil c-c-cc-cc 6
XIX C-C-C-CCC-C-C-C-C 10
XX C-CC-C-CC-C-C-C-C 10
XXI CC-C-C-C-CC-C-C-C 10
XXil C-C-C-C-C-C-C-C 8
XXin C-C-C-CC-C 6
XXIV c-cc-C 4
XXV C-C-C-C-CC 6
XXVI C-C-C-C-CC-CC 8
XXVl C-CC-C-C-C 6
XXVl C-CC-C-CC-C-C-C-C 10
XXIX CCC-C-CC-C-C 8

14



Ademas de la clasificacidn en funcion de estos patrones estructurales se ha establecido

una clasificacién en superfamilias [26]. Esta clasificacién se basa en las secuencias

precursoras génicas para las conotoxinas y actualmente distingue 28 superfamilias

distintas.

Tabla 7: Clasificacion de superfamilias y el nimero de precursores que contienen actualmente. Extraida de [26]

Superfamilia Precursores de proteinas

A

288
18
21

10
26
66
10
32

15
448

605
140
43
12
22

21
239
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http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=A%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=B1%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=B2%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=B3%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=C%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=D%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=E%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=F%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=G%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=H%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=I1%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=I2%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=I3%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=J%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=K%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=L%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=M%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=N%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=O1%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=O2%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=O3%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=P%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=Q%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=R%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=S%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=T%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=V%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor
http://www.conoserver.org/?page=list&table=protein&Superfam%5b%5d=Y%20superfamily&Type%5b%5d=Precursor

Los estudios muestran que tanto cal29a como cal29b actualmente se clasifican dentro
de la superfamilia O1, la mas amplia hasta la fecha [26]. La conotoxina xm11la se sitUa
en la superfamilia 11.

En cuanto a los patrones estructurales tanto cal29a como cal29b comparten el mismo
patron. Este patrén no dispone de referencias estructurales ya que los Unicos
representantes actualmente son estas 2 conotoxinas y se ha clasificado como XXIX.

En el caso de xm1lla el patréon estructural es el XI, que estda ampliamente estudiado

[49] y consta de una estructura referencia procedente de la conotoxina RXIA [50]. Este
tipo de patron estructural suele tener actividad sobre los canales idnicos de sodio.

Tabla 8: Patrones de cisteina en las conotoxinas seleccionadas.

Cal29b Ccc-c-cc-c-C XXIX
Cal29a CCC-C-CC-C-C XXIX o1
xmlla C-C-Cc-Cc-c-C Xl 11
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3.2 Modelos tridimensionales para las conotoxinas.

Aunque no se conoce la estructura tridimensional de estas conotoxinas existen unas
caracteristicas que cumplen la mayoria de los péptidos antibacterianos. Ademas del
tamafio del péptido y su carga, estas moléculas se suelen caracterizar por la presencia
de hélices alfa o [dminas beta y regiones hidrofébicas e hidrofilicas [47]. De esta forma
tienen cardcter anfétero y esto podria facilitar su actividad farmacoldgica. Estas
caracteristicas se han tenido en cuenta a la hora de estudiar las estructuras.

Para generar los modelos tridimensionales se ha empleado PEP-FOLD ya que no se
encuentran publicadas las estructuras de estos péptidos actualmente.

3.2.1 Conotoxina cal29b:

Como resultado de las simulaciones se han obtenido 200 estructuras. La seleccion del
modelo se ha basado en la clasificacién proporcionada por la herramienta de los
modelos seleccionando las estructuras de menor energia.

En este caso se ha seleccionado el primer modelo obtenido en PEP-FOLD.

Tabla 9: Parametros para el modelo de cal29b en PEP-FOLD.

-55.6771 0.426 0.551 0.463 0.355 0.335

A este modelo se ha aplicado un refinamiento mediante ModRefiner para mejorar su
calidad. El modelo obtenido finalmente es el siguiente, donde se han coloreado los
residuos de cisteina para facilitar su visualizacion.
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Figura 8: Modelo generado para cal29b

Tras este refinamiento se ha validado mediante un diagrama de Ramachandran,
comprobando la mejora esperada en el modelo:

Residuos favorecidos 30 93.30%
Residuos permitidos 1 335%
Residuos no permitidos 0 335%

18



3
B

=
=

180

Figura 9: Diagrama de Ramachandran para cal29b

Al visualizar los diferentes modelos generados por PEP-FOLD se puede comprobar
como en todos se encuentra una hélice alfa situada en el centro de la estructura,
compuesta por los residuos situados entre la cisteina en la posicidon 15 y la cisteina
situada en la posicién 22. Esta caracteristica estructural podria ser interpretada como
propia del patron estructural de cisteinas XXIX.

Estos residuos se situan hacia el interior de la estructura, creando enlaces que
encierran la parte central del péptido y creando una zona hidréfoba. Ademas, se puede
ver como también estan distribuidas las zonas hidrdfilas e hidrofobas en la molécula,
coincidiendo con las caracteristicas generales para péptidos antibacterianos.
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Figura 10: Disposicion de las cisteinas y sus interacciones intramoleculares

Figura 11: Regiones de hidrofobicidad del modelo.
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3.2.2 Conotoxina cal29a:

De forma similar a la anterior se ha seleccionado el modelo obtenido. En este caso el
modelo seleccionado es el 3, ya que es el que mejor cumple el patréon previsto con la
hélice alfa en la zona central y la diferencia en la energia es minima respecto a la de los
modelos 1y 2.

Tabla 10: Parametros obtenidos para cal29a en PEP-FOLD

-52.4294 0.375 0.504 0.398 0.321 0.276

Tras el refinamiento se obtiene el modelo tridimensional final:

Figura 12: Modelo generado para cal29a.
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Al validar el modelo obtenemos los siguientes resultados:

ou = 2 \| /
‘ f

&”‘
LN \/
\ _

\F [ P

180

Figura 13: Diagrama de Ramachandran para cal29a

Residuos favorecidos 29 96.67 %
Residuos permitidos 1 3.33%
Residuos no permitidos 0 0.00 %

En el caso de esta conotoxina se puede comprobar como se mantiene la hélice alfa
obtenida en el modelo de cal29b, que podria formar parte del patrén estructural XXIX
viendo los resultados para ambas conotoxinas. La hélice en este caso va desde la lisina
en la posicién 13 hasta el aspartato 21. Ademads, las cadenas laterales a la hélice
adoptan una conformacién similar a la de cal29b.

Al analizar las cisteinas se comprueba como se situan principalmente hacia el interior
del péptido interaccionando e igual que en la conotoxina anterior esto favorecera las
zonas hidrofdbicas en esa region y las hidréfilas en el resto.
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Figura 14: Disposicion de las cisteinas y sus interacciones intramoleculares-

Figura 15: Regiones de hidrofobicidad para el modelo.
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3.2.3 Conotoxina xm1l1la:

Para esta conotoxina se ha seguido el proceso mencionado anteriormente. En este caso
se ha seleccionado el primer modelo de PEP-FOLD entre los 200 generados por ser el
mas estable segln el programa.

Tabla 11: Parametros para el modelo xm11a en PEP-FOLD.

-55.6771 0.426 0.551 0.463 0.355 0.335

Sobre el modelo generado se ha realizado un refinamiento del modelo con
ModRefiner.

WrEYE©

\

Figura 16: Modelo generado para xm11a.

Para validar el modelo se ha obtenido el diagrama de Ramachandran, obteniendo unos
resultados positivos.

Residuos favorecidos 34 94.70 %
Residuos permitidos 35 5.30 %
Residuos no permitidos 0 0.00 %
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Isaleucine and valine

Glyeine

Figura 17: Diagrama de Ramachandran para xm11a.

La estructura para este modelo es muy diferente a la de las conotoxinas anteriores,
siendo lo esperado debido a las diferencias en la secuencia peptidica y en el patrén de
cisteinas. En este caso también se ha encontrado una hélice en el centro de la
estructura, mas corta que las vistas anteriormente.

Esta conotoxina pertenece a la misma familia que la conotoxina RXIA y comparte

patron de cisteina, por lo que se puede comparar con esta estructura de referencia
para ver las coincidencias entre ambas.
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Figura 18: Superposicion de RXIA y xm11la

1 " 4 51 61
RMSD: ca
2p4l.pdb, chain A |1 K, ,, CEYHA . ( I C , . WIL Cc FFEKI . . 46
xmlia_ref pdb 1. .|GRC|. RGF|. R| Cs|. . ... H SG. . Cl. VLT ...... ... VI ACPKW 37

Figura 19: Alineamiento de RXIA y xm11a

21

Analizando el alineamiento se puede observar como existen zonas conservadas entre
ambas estructuras, especialmente las pertenecientes al patrén de cisteinas indicando
gue el modelo generado respeta la composicién estructural de este patrén

Si se analizan los residuos de cisteina se puede ver como se sitdan hacia el interior de
la estructura, creando una distribucion de las zonas hidrofobas e hidréfilas.
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Figura 20: Disposicion de las cisteinas y sus interacciones intramoleculares.

Figura 21: Regiones de hidrofobicidad para el modelo.
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3.2.4 Alineamientos:

Como parte de la caracterizacién estructural se han realizado alineamientos en las
secuencias peptidicas para destacar las diferencias y similitudes en las estructuras
obtenidas.

- cal29ay cal29b:

Mediante la superposicidon de los modelos tridimensionales comprobamos la similitud
entre ambas estructuras.

cal29a

Figura 22: Superposicion de cal29a y cal29b
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Ambos modelos tienen cierta similitud, destacando la hélice situada en la zona central
de la cadena y los giros antes y después de esta estructura. La principal diferencia la
encontramos en las estructuras correspondientes al inicio de las secuencias.

Al realizar el alineamiento de las estructuras podemos ver cudles son las regiones que
coinciden entre ambas, siendo destacable la hélice alfa y el final de la secuencia.

1 11 21 31 41
RMSD: ca
cal29a_refpdb |1 RF K . _CCVC V.o V RKCCSTWDKC H ‘ VHLPCPS 35| 32
cal29b_ref.pdb |1 .RPK. . .. .. CCCVvCgVV RKCCSTWKD CHPVHLPCPS S|G 33

Figura 23: Alineamiento de cal29a y cal29b

Como resultado del alineamiento se obtienen los siguientes parametros:

RMSD of cal29a_ref.pdb with cal29b_ref.pdb: 2.275
Overall RMSD: 2.275

Sequence lengths: 32 33

SDM (cutoff 5.0): 49.592

Q-score: 0.318

Estos resultados indican una correspondencia entre las estructuras, pero las

diferencias vistas en los modelos tridimensionales hace que esta no sea total y esto se
nota en los valores de RSMD y Q-score.
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- cal29b y xmlla:

Se ha realizado una comparacion entre estas dos conotoxinas ya que ambas poseen
actividad antimicobacteriana para determinar las posibles similitudes entre ambas,
pese a poseer patrones estructurales de cisteina distintos.

cal29b

\

xmiia

Figura 24: Superposicion de xm11ay cal29b.

Si se comparan las 2 estructuras se ven diferencias en el inicio y el final de la secuencia
de ambas, aunque encontramos una coincidencia entre las regiones con hélice alfa y
una disposicion tridimensional relativamente coincidente que se ha visto con la
disposicidn de los enlaces intramoleculares de cisteina anteriormente.

1 11 21 k)| 41
RMSD: ca
xmlia_refpdb |1 CRCR F. D
R

cal29b_refpdb |1 . . . . . KC CCVCCVVGRIK

Figura 25: Alineamiento de xm11ay cal29b.
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En el alineamiento vemos como hay ciertas zonas que coinciden, concretamente las
zonas centrales de ambos péptidos, correspondiente con la region de hélice alfa. Sin
embargo la disposicion tridimensional de las cadenas laterales a la hélice no se ajusta
demasiado entre los dos modelos.

RMSD of xmlla_ref.pdb with cal29b_ref.pdb: 2.563
Overall RMSD: 2.563

Sequence lengths: 37 33

SDM (cutoff 5.0): 69.070

Q-score: 0.13

Estos pardmetros indican una baja correspondencia global entre los modelos, siendo lo
esperado segun los patrones de cisteina de ambos modelos, aunque las

conformaciones tridimensionales y la disposicién de la hélice alfa tienen similitudes y
hacen que el valor RMSD no sea tan elevado.

- cal29a, cal29b y xm1lla:

Se ha realizado una comparativa entre los tres modelos generados.

Figura 26: Superposicion de los tres modelos.
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1 11 41 51 61
RMSD: ca

21 31
xmlla_refpdb |1 “RC R JFIR E. .. . . . ... ... .|Dlcls| QH
cal28b_refpdb |1 . . . . | RPK. . ..... CCCV CCVVG . RK[.|Cl C
cal29a_refpdb (1 . . RPK. . [C CCVCGV . . . . . . . VGRIK[CC

Figura 27: Alineamiento de las tres estructuras.

|ICCGD LC|C .|N _NT CVITVIACPK W._ 37
CHPV HLP.CPISS. . . ......... .G 33
CHPV HL|. PICPISS . . B 32

La superposicion muestra que las estructuras coinciden en la region de la hélice alfa,
aungue como es esperado xmlla es notablemente diferente a cal29a y cal29b. En el
alineamiento se muestra como los residuos situados en la hélice alfa son los que tienen
una mayor conservacién entre las estructuras, ademas de la regidn final de las
conotoxinas cal29a y cal29b.

Como resultado se obtienen los siguientes pardmetros:

RMSD of xmlla_ref.pdb with cal29b_ref.pdb: 2.489
RMSD of xmlla_ref.pdb with cal29a_ref.pdb: 3.319
RMSD of cal29b_ref.pdb with cal29a_ref.pdb: 2.880
Overall RMSD: 2.916

Sequence lengths: 37 33 32

SDM (cutoff 5.0): 84.706

Q-score: 0.036

Estos resultados nos indican la baja correspondencia entre las estructuras, aunque el
valor RSMD es mads significativo entre cal29b y xmlla, ambas con actividad

antibacteriana.
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3.3 Seleccion de receptores y estructura tridimensional.

Una de las principales caracteristicas de Mycobacterium Tuberculosis es una compleja
membrana, con una pared celular gruesa y una pared celular con alto contenido en
lipidos, confiriéndole un caracter hidréfobo que dificulta la entrada de moléculas
antibiodticas. Los péptidos antibacterianos poseen unas caracteristicas que podrian ser
de utilidad para este paso, ya que su carga positiva y caracter anfétero les facilitaria la
entrada en el interior celular.

Uno de los pasos clave en los estudios para el descubrimiento de nuevos farmacos es
la seleccién de posibles dianas terapéuticas. Debido a las caracteristicas de los
péptidos antibacterianos estos podrian actuar sobre la misma membrana o atravesarla
hacia el interior celular, interaccionando asi con los mecanismos celulares de la
bacteria y pudiendo alterar su funcion produciendo finalmente la accidn bactericida
[47].

Por tanto, en la seleccion de dianas se han englobado varios procesos biolégicos de la
bacteria, seleccionando para ello algunas de las dianas mas relevantes segun la
bibliografia consultada [51,52,53]

- Transporte de hierro: Este proceso biolégico es vital para cualquier organismo y
por ello los mecanismos de transporte y almacenamiento son posibles dianas
terapéuticas. En este caso se ha seleccionado la proteina reguladora dependiente
de hierro (ldeR) [54], cuya disfuncién producird un exceso de hierro y un dafio
oxidativo en la bacteria.

- Membrana: Esta estructura caracteristica en las micobacterias es una de las dianas
con mayor interés para el descubrimiento de nuevos farmacos. La proteina MmpL3
[55] ha mostrado ser vital para el crecimiento de las micobacterias, por lo que ha
sido seleccionada como diana terapéutica. También se ha seleccionado la proteina
Mscl [56], que pertenece a los canales mecanosensitivos y se ocupa de regular la
presién osmotica de la célula. Multiples estudios la destacan como una posible
diana terapéutica para péptidos antibacterianos. Ademads, se ha seleccionado la
proteina OmpA [57], cuya funcion es la de formar poros en la membrana, y PknB
[58], que controla la sintesis de peptidoglicanos en la formacion de la membrana.
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- Proteasas: Este grupo de proteinas tienen una funcién clave para estas bacterias y
ya son dianas terapéuticas para la lasomicina, otro antibidtico peptidico.
Concretamente se han seleccionado la proteasa ClpP1 [59], esencial para el
crecimiento, y ClpC1 [60], su subunidad con funcién ATPasa.

- Metabolismo celular: La modulacién de los diferentes procesos de metabolismo
celular una vez entra el péptido en la bacteria hace que sea necesario seleccionar
diversas posibles dianas terapéuticas relacionadas, en funcién de los ultimos
estudios publicados [51,52,53].

- Respiracion celular: La importancia de este proceso hace que sea una posible
diana terapéutica para estos péptidos. En este caso se ha seleccionado la proteina
Ndhll [61], con funcidn oxidasa y que ya es diana terapéutica de otros antibiéticos;
la subunidad b del citocromo bcl-aa3 (QcrB) [62] y la oxidorreductasa, DprE1 [63],
estudiadas recientemente como posibles dianas por su importancia funcional.

Para obtener las estructuras tridimensionales se ha empleado la base de datos de
Protein Data Bank (PDB). Aunque en algunos estudios ya se incluia el cddigo PDB
correspondiente a las dianas, en otros solamente se incluia el nombre del gen que las
codifica o el nombre de la enzima, por lo que se han filtrado los resultados empleando
las herramientas de busqueda avanzada de la base de datos para obtener los
correspondientes a la bacteria Mycobacterium Tuberculosis.

En la siguiente tabla se resume las dianas terapéuticas seleccionadas, incluyendo su

funcion bioldgica, el nombre del gen que codifica las proteinas y el codigo PDB
correspondiente a la estructura tridimensional en la base de datos:
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Tabla 12: Lista de dianas terapéuticas seleccionadas.

Proceso biolégico ‘ Gen ‘ Descripcion PDB

Transporte de Hierro IdeR Iron-dependent regulator protein 2ISY
mmpl3 Mycobacterial membrane protein large 6N40

Mscl Mechanosensitiva channel of large conductase 20AR

Membrana

OmpA outer membrane protein A 2126

PknB phosphorylated pseudokinase-FHA 30TV

ClpP1 Cutinase-like proteins 5DZK

Proteasas

ClpC1 Cutinase-like proteins ATPase 3WDB

ICL Isocitrate lyase 1F8M

GlcB Malate Synthase 5H8P

PEPCK Phosphoenolpyruvate carboxykinase 4R43

Lpd Lipoamide dehydrogenase 4M52

GlgE Maltosyltransferase 4U33

Metabolismo

panC Pantothenate Synthetase 2A88

panB Hydroxymethyltransferase 10Y0

aroC Chorismate Synthase 17TB

nrdF2 Ribonucleotide Reductase 1UZR

tmk Thymidine Kinase 1G3U

Ndhll Menaquinone oxidorreductase S5ERY
Cadena respiratoria QcrB Cytochrome bcl-aa3 6HWH
DprEl oxidorreductase 4FDP
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https://www.rcsb.org/structure/2ISY
https://www.rcsb.org/structure/6N40
https://www.rcsb.org/structure/2oar
http://www.rcsb.org/structure/2L26
http://www.rcsb.org/structure/3OTV
https://www.rcsb.org/structure/5DZK
https://www.rcsb.org/structure/3WDB
https://www.rcsb.org/structure/1F8M
https://www.rcsb.org/structure/5H8P
https://www.rcsb.org/structure/4R43
https://www.rcsb.org/structure/4m52
https://www.rcsb.org/structure/4U33
https://www.rcsb.org/structure/2A88
https://www.rcsb.org/structure/1OY0
https://www.rcsb.org/structure/1ZTB
https://www.rcsb.org/structure/1UZR
https://www.rcsb.org/structure/1G3U
http://www.rcsb.org/structure/5ERY
https://www.rcsb.org/structure/6HWH
https://www.rcsb.org/structure/4FDP

3.4 Acoplamiento conotoxina-receptor.

En esta fase del trabajo se procede a la realizacién de los acoplamientos entre los
ligandos (las conotoxinas) y los receptores seleccionados. Debido a las caracteristicas
del acoplamiento a realizar, entre un péptido y una proteina, y al tamafio de ambas
estructuras se ha seleccionado la herramienta HPEPDOCK Server.

Esta herramienta realiza un acoplamiento flexible, teniendo en cuenta las
caracteristicas de los péptidos y las posibles conformaciones que pueden adoptar para
unirse al receptor.

Como resultado del acoplamiento se han obtenido los ficheros en formato PDB para

ligando y receptor con las conformaciones mas estables del acoplamiento, que se han
unido posteriormente mediante el programa Chimera.
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Tabla 13: Resumen de las energias de acoplamiento para los diferentes ligandos y sus receptores.

Receptor cal29a cal29b xmlla
IdeR -213.759 -201.136 -189.502
mmplL3 -222.173 -236.309 -222.946
Mscl -229.192 -214.204 -222.085
OmpA -211.096 -202.808 -200.039
PknB -215.447 -222.995 -231.321
CipP1 -207.339 -201.360 -204.239
CipC1 -200.114 -223.965 -217.357
ICL -272.654 -264.909 -214.326
GlcB -206.361 -199.556 -198.394
PEPCK -214.767 -211.810 -198.838
Lpd -240.273 -201.521 -204.410
GIgE -217.723 -256.636 -217.220
panC -218.711 -217.725 -220.285
panB -251.860 -251.377 -219.210
aroC -213.942 -215.067 -203.196
nrdF2 -224.232 -210.133 -201.041
tmk -219.282 -209.088 -206.180
Ndhill -200.438 -199.981 -206.630
QcrB -241.968 -219.797 -184.835
DprEl -213.658 -224.934 -225.050
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3.5 Anadlisis de resultados.

Debido a las caracteristicas de estos péptidos se ha optado por realizar un
acoplamiento flexible, teniendo en cuenta las conformaciones que pueden adoptar los
péptidos en su enlace con las dianas terapéuticas. Estos acoplamientos conotoxina-
receptor muestran varias posibles dianas farmacoldgicas para la conotoxina cal29b y
xm11la, aunque los resultados no muestran ninguna diana terapéutica clara.

La diana GIgE presenta el mejor resultado para la conotoxina cal29b vy
significativamente mayor que el de cal29a y xm11a, por lo que se ha seleccionado para
estudiarlo ya que podria ser una posible diana terapéutica para este péptido.

También se ha obtenido resultados relevantes para las dianas ClpC1 y DprE1, donde se

han obtenido resultados similares para las conotoxinas antimicobacterianas mientras
gue para cal29a han sido poco relevantes.

3.5.1 Acoplamiento cal29b-GIgE (maltosyltransferase):

Figura 28: Acoplamiento cal29b-maltosyltransferase

El ligando se sitla en una de las cavidades del modelo. Se ha analizado el sitio de unién
para estudiar el tipo de interacciones:
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Figura 29: Lugar de union de cal29b (violeta) -maltosyltransferase

El ligando se une a la proteina mediante los siguientes enlaces entre residuos:

Residuos en ligando Residuos en receptor

Cisteina 4
Cisteina 5
Cisteina 6
Cisteina 6
Valina 7
Cisteina 8
Valina 10
Valina 11
Cistina 16
Treonina 18
Triptéfano 19
Histidina 23
Histidina 26

El resultado del acoplamiento indica que cal29b se une a este receptor de forma
significativa y podria ser la causa de su actividad antibacteriana, aunque es necesario
un mayor estudio sobre este acoplamiento para poder determinar su potencial, ya que
actualmente no se disponen de estudios de inhibidores peptidicos para este receptor.
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3.5.2 Acoplamiento conotoxina-ClpC1 (Cutinase-like proteins ATPase)

Para este caso los resultados son mejores en las conotoxinas antimicobacterianas que
en cal29a, por lo que se ha estudiado el acoplamiento en las tres moléculas.

Este receptor es una diana terapéutica para otros farmacos peptidicos como
lasomicina, eucumicina y ciclomarina A [66].

- xmlla:

El acoplamiento obtenido es el siguiente:

Figura 30: Acoplamiento xm11a-ClpC1
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Figura 31: Lugar de union de xm11a-ClpC1

En este caso vemos como el acoplamiento se sitla en la zona lateral a las hélices
alfa del receptor. La unién de los residuos se describe en la tabla siguiente.

Residuos en ligando Residuos en receptor

Arginina 2
Arginina 2
Arginina 2
Cisteina 3
Cisteina 3
Arginina 4
Glicina 5
Fenilalanina 6
Fenilalanina 6
Arginina 7
Arginina 7
Arginina 7
Serina 11
Glutamina 12
Acido Aspartico 15
Glicina 24
Asparagina 25
Treonina 26
Cisteina 27
Valina 28
Valina 28
Isoleucina 29

Treonina 30
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- Cal29b:
Para el acoplamiento de esta conotoxina se ha obtenido el siguiente resultado:

Figura 32: Acoplamiento cal29b-ClpC1

Figura 33: Lugar de union cal29b-ClpC1
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Este acoplamiento se situa también en la zona lateral del receptor. Los
aminodacidos involucrados en el enlace son los siguientes:

Residuos en ligando Residuos en receptor

Arginina 1 Acido Glutdmico 115
Arginina 1 Acido Glutdmico 117
Argininal Arginina 83
Arginina 1 Lisina 85
Lisina 3 Prolina 82
Cisteina 4 Acido Glutamico 89
Glicina 4 Lisina 85
Cisteina 6 Lisina 85
Cisteina 6 Metionina 1
Cisteina 8 Fenilalanina 80
Arginina 7 Histidina 100
Arginina 7 Glicina 99
Cisteina 16 Arginina 11
Triptéfano 19 Acido Aspartico 7
Cistina 22 Tirosina 102
Histidina 23 Leucina 141
Prolina 24 Leucina 142
Prolina 24 Tirosina 145
Histidina 26 Leucina 98
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- Cal29a:
En el caso de esta conotoxina se ha obtenido el siguiente resultado:

Figura 34: Acoplamiento cal29a-ClpC1

Figura 35: Lugar de union cal29a-ClpC1
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En este acoplamiento la conotoxina se situa en la parte superior de la diana. Los
aminodacidos que se unen al receptor son los siguientes:

Residuos en ligando Residuos en receptor

Lisina 3 Glutamina 122
Lisina 3 Acido Glutdmico 117
Cisteina 5 Valina 119
Cisteina 5 Acido Glutamico 31
Cisteina 6 Acido Glutamico 31
Cisteina 6 Histidina 32
Cisteina 6 Isoleucina 67
Cisteina 6 Asparagina 26
Valina 7 Tirosina 27
Lisina 14 Prolina 79
Histidina 26 Valina 14
Histidina 26 Arginina 10
Leucina 27 Arginina 10
Leucina 27 Valina 13
Leucina 27 Fenilalanina 2
Serina 31 Serina 0

Los estudios con lasomicina [67] muestran que este péptido se une al receptor a través
de los aminoacidos de ClpC1 Arginina 22, Acido Glutamico 37 y Prolina 78. Estos
aminodcidos también estan implicados en la unién de xm11a a esta diana y podrian ser
importantes en una posible modulacién de este receptor por parte de la conotoxina.

También se ha destacado en los estudios con ciclomarina A [68] la unién de este
péptido al receptor mediante los residuos Fenilalanina 80, Lisina 85 o Acido Glutamico
89. Estos residuos también estan implicados en la unién al receptor por parte del
cal29b y xm11la.

Si se analizan los acoplamientos para este receptor podemos ver que existen ciertas

diferencias conformacionales entre los péptidos. Para estudiarlas se ha realizado una
superposicidon de los tres péptidos para ver las diferencias entre ambos.
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P RE!

cal29a

Figura 36: Superposicion de las tres conformaciones para ClpC1

Tras la superposicién de las conformaciones vemos como tanto cal29b y xmlla
adoptan una conformacién similar en su unién al receptor mientras que cal29a tiene
una conformacién notablemente diferente.

RMSD of cal29a.pdb, chain B with cal29b.pdb, chain B: 3.778

RMSD of cal29a.pdb, chain B with xm11a.pdb, chain B: 4.817
RMSD of cal29b.pdb, chain B with xm11a.pdb, chain B: 2.947

El pardmetro RMSD para las estructuras antimicobacterianas es relativamente mejor
gue para cal29a.

46



3.5.3 Acoplamiento conotoxina-DprE1 (oxidorreductase):

Para esta conotoxina se han obtenido los mejores resultados para las dos conotoxinas
con actividad antimicobacteriana, por lo que se ha estudiado el acoplamiento.

-  xmlla:

Figura 37: Acoplamiento entre xm11a y oxidorreductase

En este acoplamiento el ligando se une al receptor en la cavidad principal del modelo.
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Figura 38: Lugar de union entre xm11a (violeta) y oxidorreductase

Las interacciones entre los residuos son las siguientes:

Residuos en ligando Residuos en receptor

Cisteina 3
Fenilalanina 6
Fenilalanina 6

Arginina 7

Cisteina 10

Cisteina 10

Histidina 13
Histidina 13
Arginina 14
Acido Aspartico 15
Acido Aspartico 15
Cisteina 16
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- cal29b:

Igual que en el caso anterior el péptido se une en la cavidad principal del receptor.

Figura 39: Acoplamiento cal29b-DprE1

Figura 40: Lugar de unidn cal29b 'y DprE1
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Los residuos implicados en la unién entre ambas moléculas son los siguientes:

Residuos en ligando Residuos en receptor

Arginina 1 Lisina 418
Arginina 1 Tirosina 60
Arginina 1 Acido Aspartico 389
Arginina 7 Cisteina 387
Prolina 2 Triptofano 230
Cisteina 4 Leucina 363
Valina 10 Alanina 284
Valina 11 Fenilalanina 289
Lisina 14 Acido Aspartico 232
Cisteina 15 Tirosina 297
Cisteina 15 Triptéfano 296
Cisteina 16 Asparagina 285
Serina 17 Asparagina 285
Triptéfano 19 Tirosina 287

Las conformaciones y lugar de unién de ambos péptidos antibacterianos son similares
para ambos casos.
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- cal29a:

En este acoplamiento se ha observado que el péptido no se une a través de la cavidad
principal y se situa en la parte superior al mismo.

Figura 41: Acoplamiento cal29a-DprE1
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Figura 42: Lugar de union cal29a-DprE1

En este caso el ligando se une a ambos laterales de la diana.

Residuos en ligando Residuos en receptor

Arginina 1
Prolina 2
Lisina 3
Lisina 3
Cisteina 4
Cisteina 4
Cisteina 4
Cisteina 5
Cisteina 5
Cisteina 5
Valina 7
Valina 7
Cisteina 8
Arginina 13
Arginina 13
Histidina 23
Histidina 23
Prolina 24
Valina 25
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Estudios muestran que el residuo Cisteina 387 del receptor podria ser clave en su
inhibicién [63]. Tanto para cal29b como para xmlla se produce la unién con este
residuo de la diana terapéutica, lo cual podria justificar la accién antimicobacteriana de
estos péptidos y necesita ser estudiado en mayor profundidad.

En este caso también se ha realizado una superposiciéon de las 3 conformaciones.
Como resultado se puede observar como las conformaciones de cal29b y xm11a tienen
ciertas caracteristicas en comun, mientras que la conformacién de cal29a se diferencia
de las anteriores en sus extremos.

cal29b

cal29a

Figura 43: Superposicion de las tres conformaciones para DprE1

RMSD of cal29a.pdb, chain B with cal29b.pdb, chain B: 3.582
RMSD of cal29a.pdb, chain B with xm11a.pdb, chain B: 3.481
RMSD of cal29b.pdb, chain B with xm11a.pdb, chain B: 2.840

En este caso los resultados de RMSD vuelven a mostrar un mejor alineamiento entre
las conformaciones bioactivas de los péptidos antibacterianos.
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4. Conclusiones

4.1 Conclusiones generales:

Como resultado del trabajo se ha propuesto una caracterizaciéon estructural para
describir estos péptidos. Los modelos generados poseen las caracteristicas propias de
las estructuras de conotoxinas y comparten caracteristicas vistas en los péptidos
antibacterianos. Seria necesario un mayor estudio de estos y el descubrimiento de
otros péptidos con caracteristicas similares para poder establecer la estructura, en
solucion, de estas moléculas.

Las caracteristicas de los péptidos antibacterianos hacen que puedan tener actividad
en la membrana celular o sobre los distintos procesos celulares al entrar en la célula.
Esto dificulta la seleccion de dianas terapéuticas. Sin embargo, los resultados del
acoplamiento conotoxina-receptor muestran varias posibles dianas que podrian
explicar la actividad antimicobacteriana de estos péptidos.

En este caso se han obtenido resultados relevantes para GIgE con la conotoxina cal29b
y para los receptores ClpC1l y DprE1, con cal29b y xm11la. En las publicaciones sobre
estas dianas encontramos que sus principales inhibidores estudiados se unen a ciertos
residuos que coinciden con los acoplamientos propuestos en este trabajo, indicando
una posible relacién con la actividad antibacteriana para las moléculas estudiadas que
debe ser estudiada en profundidad. Por tanto, estas dianas pueden ser la base para
futuros estudios de disefio de farmacos basados en este tipo de péptidos para el
tratamiento de la tuberculosis.

4.2 Conclusiones de los objetivos.

En cuanto a los objetivos planeados para elaborar el trabajo podemos decir que se han
cumplido, aunque los resultados solamente constituyan una parte preliminar de
estudios de investigacion.

En primer lugar, se han seleccionado las conotoxinas a estudiar, partiendo de su
potencial terapéutico en el tratamiento de la tuberculosis. Los estudios seleccionados
son muy recientes y muestran conotoxinas que serdn estudiadas préximamente para
su posible empleo en la enfermedad.

Ademas, se ha propuesto una caracterizacidon estructural para estos péptidos para

explicar su accién antibacteriana, aunque no se han encontrado suficientes diferencias
entre las conotoxinas cal29a y cal29b a nivel estructural que justifiquen la diferente
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actividad farmacoldgica. En cuanto a xmlla, pese a estar alejada de los péptidos
anteriores, muestra cierta similitud estructural con ambas y el modelo generado
respeta el patrén estructural de cisteina.

En cuanto a la seleccidén de receptores farmacoldgicos se han escogido las dianas mas
relevantes en la investigacidn actual para valorar los posibles mecanismos de accién de
estos péptidos. Los resultados del acoplamiento muestran tres posibles dianas
antimicobacterianas, pero es necesario una mayor profundizacidn en estos enlaces.

4.3 Conclusiones de la planificacion

La planificacién de este trabajo ha sufrido varios cambios desde el inicio. Aunque el
trabajo se planteé desde el comienzo como una caracterizacién estructural de
conotoxinas se han revisado multiples estudios para encontrar una conotoxina con
suficiente interés terapéutico, pero sin caracterizar estructuralmente y que tuviese la
posibilidad de ser contrastada con una conotoxina similar.

Los objetivos del trabajo se han modificado ligeramente durante el desarrollo. Los
estudios sobre estas conotoxinas son recientes y esto implica que no haya
practicamente datos experimentales sobre su actividad farmacolégica, novedosa para
este tipo de conotoxinas, por lo que no disponemos de estructuras referencia las
conotoxinas cal29b y cal29a para analizarlas en profundidad. Ademas, la seleccion de
dianas terapéuticas se ha ampliado para estudiar su posible actividad en diferentes
mecanismos celulares.

La metodologia del trabajo ha sido la adecuada para la naturaleza de este trabajo vy el
punto de partida de este, aunque una mejor distribucién de las tareas hubiese sido
necesaria. Los plazos del trabajo no se han cumplido en varias ocasiones y a lo largo
del desarrollo de este se han tenido que corregir a medida que se avanzaba.

4.4 Lineas futuras de trabajo.

Las conotoxinas son moléculas con gran potencial terapéutico y a medida que se
descubren nuevas especies y péptidos va aumentando el conocimiento sobre las
mismas. Para determinar su potencial antimicobacteriano es necesaria una
caracterizacion estructural que permita determinar su relacion estructura-actividad
para determinar las dianas terapéuticas y ofrecer nuevas vias para el tratamiento de
esta enfermedad.
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Las lineas futuras para este tipo de moléculas pasan por la caracterizacién de nuevos
péptidos con patrones estructurales similares. Actualmente solamente cal29a y cal29b
presentan un patrén de cisteina, pero a medida que se caractericen nuevas moléculas
y se encuentre nuevamente esta distribucidén de cisteinas se podran realizar estudios
mas relevantes.

La conotoxina xmlla probablemente serd caracterizada estructuralmente en los
proximos meses, ya que su patron estructural esta estudiado y cuando se publique su
estructura se podrd analizar mejor su actividad terapéutica.

Con estos avances se podrad estudiar en profundidad su enlace a estas dianas
terapéuticas propuestas y analizar su mecanismo de accidn, para luego valorar si
pueden tener utilidad terapéutica.

Los estudios de estos péptidos aumentan afio a afio y ofrecen un gran interés

experimental, ya sea directamente como tratamiento terapéutico o como herramienta
de estudio farmacolégico sobre los receptores.
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5. Glosario

cadd: Computer-aided drug design.
Docking: Acomplamiento ligando-receptor.

PDB: Protein Data Bank

SOPEP: Valor de energia para el modelo obtenido en PEP-FOLD.
tm: Valor de energia TMscore para el modelo obtenido en PEP-FOLD.

RSMD: root-mean-square deviation of atomic positions. Medida de la distancia entre
los &tomos para dos modelos.

Q-score: Puntuacion otorgada para el alineamiento entre modelos en Chimera que va
desde 0 (baja correspondencia) a 1 (total correspondencia).
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