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Caracteristicas de Acinetobacter baumannii

Infecciones asociadas a la
atencion en salud (IAAS)

Cocobacilo pleomorfico Prevalencia del 2% al 8% de
corto, Gram negativo. infecciones hospitalarias por
Gram negativos

Representando entre un Presente en infecciones de
45%-70% de las neumonias y tejidos blandos, piel,
un 20%-30% de bacteriemias pulmonares y urinarias

Tomado de: Acinetobacter baumannii. Centers for Disease Control and
Prevention (CDC). Available in: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=6498


https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=6498

Resistencia a antibioticos implicada en
Acinetobacter baumannii

La OMS ha incluido a Acinetobacter
' baumannii dentro de la lista de patégenos

Se prioriza la busqueda y desarrollo
de nuevos antibidticos

ESKAPE.

1 ]
: Tasas de resistencia a los
! Vs .

! carbapenémicos superan el 90% en :
1 1
i i

algunas partes del mundo.

______________________________________________

Busqueda de una
molécula blanco
de interés

——————————————————————————————————————————————

En Colombia la resistencia de
Acinetobacter baumannii a los
carbapenémicos supera el 50% lo que
resulta en una situacion preocupante.

Tomado de: Asif M, Alvi |, Rehman S. Insight into Acinetobacter baumannii: pathogenesis, global resistance, mechanisms of
resistance, treatment options, and alternative modalities. Infection and Drug Resistance. [Internet]. 2018. [cited 17 Dec 20201].



Proteasa Lon como
blanco terapéutico

Y

Proteasa de serina
dependiente de ATP

Posible Molécula
blanco de interés
patogénico

Tomado de: Ching C, Yang B, Onwubueke C, Lazinski D, Camilli A, Godoy V. Lon Protease
Has Multifaceted Biological Functions in Acinetobacter baumannii. J Bacteriol.

4 [Internet]. 2018 [cited 25 jun 2020].

Degradacién de proteinas mal plegadas

Deficiencia ocasiona motilidad disminuida
Funciones fisiologicas

en A. baumannii o
Influye en el mantenimiento de la

envoltura celular

Su inhibicion causa muerte programada
en la célula

> (Loal D

Figura 1. Ubicacién de la proteina Lon

Ubicada en el
citoplasma




Obijetivo general

e Identificar compuestos con afinidad de union por la proteina Lon de

Acinetobacter baumannii por medio de un analisis in silico.



Obijetivo especifico

1. Identificar los aminoacidos que forman la region catalitica o sitio activo de la proteina
Lon de Acinetobacter baumannii necesarios para el acoplamiento molecular.
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Ubicacion de la secuencia del
gen Lon dentro de la secuencia
genomica completa de |
Acinetobacter baumannii |

b o o e e o o e e o e e e e e e e e e

Acinetobacter baumannii
cepa AB 307-0294

4

Permitio identificar

4

Secuencia con 2430 nucleodtidos

4

Dénde su producto es la
proteina Lon

Figura 2. Secuencia del gen Lon Tomado de:
por GENBANK https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001172.2



la secuencia de aminoacidos de la

-~
Base de datos Uniprot para obtener :
| proteina (809 aa) |

—————— — — — — — — —

Busqueda de proteinas con afinidad u I
| homadlogas con la herramienta |
| BLASTp |

____________ -~
I

De los resultados se escogieron 4
| proteinas con el mayor porcentaje de |
| identidad |

Busqueda de la secuencia
proteica y ortologos

(Homo sapiens)

Proteina Porcentaje de Identidad
DNA-binding ATP-dependent 100%
protease La (K. pneumoniae)
Endopeptidase La (G. 93.57%
bacterium)
Lon protease (E. coli) 73.67%
Lon protease homolog 2,
peroxisomal isoform X2 51.40%

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 1. Proteinas encontradas por BLASTp y su porcentaje de identidad con la proteina Lon de A. baumannii.
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Alineamiento multiple de secuencias
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4 Proteasa Lon de A. baumannii

1 |
HELSPHTINVDKATOETRLQEL RNLFAQYREAKL RNAREL YARANKTEDLL QL MFFYATRYPLNIETKOKFLE YDEFERHLQELHNYL HNOSAEQQTEQTLHDSVKROHEKNOREYFLNEKHKYIORELS 5 proteasaLa de K. pneumoniae
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AEYLE-SPTIDEREQEYLYRTAISQFEGYIKLNKKIPPEYL TSLHSIDDPARL ADTIARHMPLKLADKOSYLEMSDYNERLE YL HAMHESE TDLLOVEKRIRNRVKKOMEKSOREYYLNEQHKATOKELG 4 Proteasa Lon de E. coli

VE==----QLDRLEEFPNTCKHREEL GELSEQF YKYRYOILDAYS LEERFKHTIPLLVROTEGLKLLOKTR-KPKQDDDKRYIAIRPIRRITHISGTLE 5 Proteasa Lon Humana
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DHNGGAE-DDVAEIEKRLYEADL PEHYRKKAEAEFRKLKANQPASSEARYYRNYLEYILDTPHNTASKYSINLKKAQEILDADHYGLDDVKDRIVEYLAYASRYKKLRGPILCLYGPPGYGKTSLGESTA
EMDDAPD~ENEA-LKRKTDARKHPKEAKEKAEAEL QKL KHHSPHSAEATYVRGYIDHHYOVPHNARSKYKKDLRQAQETILDTDHYGLERVKDRILEYLAVASRYNKIKGPILCLYGPPGYGKTSLGQSIA
DEDEDEDNDDIYHLEKKIRTSSHPEQAHKYCYKEIKRLKKHPQSHPEYALTRNYLELHYELPHNKSTTDRLOIRAARILLONDHYAHEKLKKRVLE YL AYROLKNNLKGPILCFYGPPGYGKTSYGRSYA
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Figura 3. Alineamiento Multiple de Secuencias por Multalin



Obijetivo especifico

2. Determinar la energia de unién o energia de acoplamiento entre compuestos
quimicos y el sitio activo de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii mediante
acoplamiento molecular.

n



Modelado de la estructura
tridimensional de la Proteina Lon
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Resultados de la estructura tridimensional de la proteina
Lon de Acinetobacter baumannii por SWISS MODEL

Figura 5. Modelo tridimensional proporcionado por SWISS-MODEL.



Calidad Local Estimada

Local Quality Estimate
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13 Figura 6. Grafico de calidad local estimada



Grafico de comparacion

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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14 Figura 7. Grafico de comparacion de QMEAN



Validaciéon del Modelo
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Figura 8. Grafico de Z-Score
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Local model quality
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Figura 9. Grafico de energia de residuos



Docking Molecular




74 AutoDockTools

Acondicionamiento del modelo en AutoDockTools
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Figura 12. Acondicionamiento del modelo y ligando natural mediante AutoDock Tools
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Determinacion de la cajay coordenadas
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Docking molecular con el ligando natural utilizando

Autodock Vina

Punto de referencia > energia de unién

Entre la proteasa Lon y un ligando @

Se realizé un docking de la proteasa con > ATP
su ligando natural

{

Utilizando

\

AutoDock Vina

affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd

1
p
3
4
5
6
7
8

0

Figura 14. Resultados de energias de union del docking realizado a la
proteina Lony su ligando natural.
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Docking masivo entre Proteasa Lon y compuestos con
potencial unién a la proteina

TestSet (Tiny: 10 Ligands : Run time ~1 hr)

ZINC-in-trials (Sm: 9,270 Ligands : Run time ~5 hrs)
ZINC-ragments (Lrg: 546,003 Fragments : Run time ~20 hrs)
Enamine-PC (Med: 43,339 Ligands : Run time ~12 hrs)
Enamine-AC (Lrg: 445,239 Ligands : Run time ~36 hrs)
Enamine-HTSC (XLrg: 2,141,514 Ligands : Run time ~48 hrs)

Figura 15. Base de datos (ZINC-fragments 546,003) en la cual se
realizé el docking masivo.

Tomado de: https://drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/

Se utilizé una libreria de compuestos | |:>
comerciales similares a farmacos |

A partir de la base de datos ZINC
disponible en el servidor TACC de la
Universidad de Texas

Se identificaron cerca de 1000

por la proteasa Lon con energias de
union entre -7.8 a -6.8 Kcal/mol.

— — — — — — — — — — — — —

\
compuestos que presentaron afinidad :
l

-


https://drugdiscovery.tacc.utexas.edu/#/

Obijetivo especifico

3. Predecir las propiedades farmacocinéticas (ADMET) de los compuestos que
presenten mejor energia de union con la proteina Lon de A. baumannii.

23



——————————————————————————————————————————————

De los cerca de 1000 compuestos que Anélisis de propiedades

presentaron afinidad por la proteasa Lon
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Figura 16. Flujo de trabajo de pkCSM.

Tomado de: http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction



http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction

Analisis de propiedades farmacocinéticas ADMET

E"ggg'a Permeabil ’l‘;se‘;’n"r'g? S“Z‘;am Unidna | Bartera | o | o o | DGR |Inhibicion | ibicion. | ihibicén | mhibicion | Sustto | ..o (nhiicion | nhbicion | Toiidad |

Compuesto unién Cdad Humana _lgicoproteina Protelngs Hematoen CYP2D6 | CYP3AG de de de de de 0CT2 AMES humana | humana | Oral toicidad
LonKeaimal| 02 | () o2 | Plasmaticas | - cefaica CYP2D6 | CYP3A4 | CYP2C9 |CYP2C19 | CYP1A2 | Renal hERG| | hERGII | Aguda

ATP 70 | 0515 | 20427 Sl 0483 | 2751 | NO | NO NO NO NO | NO | NO | NO | NO | NO | NO | 2424 | NO

ZINC000003435531 | 7.4 1168 | 94079 | NO 0204 | 0251 | NO | NO NO NO NO | NO Sl NO | No [ No | NO | 2168 | NO

ZINC000005006669 |  -7.4 13 | %4079 | NO 0276 | 0251 | NO | NO NO NO NO | NO Sl NO | N0 [ No [ No | 1191 | NO

ZINC000034924974 | 7.3 1326 | 96971 Sl 025 | 038 | NO | NO NO NO NO | N0 [ N [ N [ No [ No | No | 2269 | NO

ZINC000000426267 | 7.2 095 | 92459 Sl 034 | 0212 | N0 | NO NO NO NO | NO Sl NO | N0 [ No | No | 2283 | NO

ZINC000041721989 | 7.2 1041 | 93255 | NO 0191 | 0437 | NO | NO NO NO NO | NO | N | NO | NO | NO | NO | 2304 | NO

25

Tabla 2. Compuestos escogidos mediante energia de
uniény caracteristicas de propiedades farmacocinéticas
ADMET




Absorcion
Intestinal

% de
absorcion

Target Ligand Molecular Docking

pared del
intestino
delgado

vellosidades
intestinales

Tomado de: Rotanova T, Botos I, Melnikov E, Rasulova F, Gustchina A,
Maurizi M, Wlodawer A. Slicing a protease: Structural features of the
Figura 17. Estructura cristalografica de la proteasa Lon de E. coli ATP-dependent Lon proteases gleaned from investigations of isolated
26 domains. Protein Science. [Internet]. 2006.
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Conclusiones

Gracias a este estudio in silico se identificaron los aminoacidos que forman la region catalitica
o sitio activo de la proteina Lon, el cual es una diada catalitica serina-lisina en los aminoacidos
Serina 693 y Lisina 736 (S693 y K736), los cuales difieren con respecto a la proteasa Lon
ortologa humanay corresponden con el sitio donde fue elaborada la caja para la busqueda de
compuestos con afinidad por esa regién.

El estudio permitio conocer caracteristicas de la proteina Lon de A. baumannii que lo hacen un
posible blanco terapéutico y ademas gracias a este abordaje in silico se pudieron obtener unos
compuestos con afinidad por la region exclusivamente presente en proteasas Lon bacterianas
y que no esta presente en humanos tales como ZINC000003435531, ZINCOO0005006669,
ZINC000034924974, ZINCOO0000426267 y ZINCO0O0OQO41721989, en este caso para proteasa Lon
de A. baumannii.
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-

Perspectivas Futuras

Con los resultados obtenidos mediante el estudio in silico el siguiente paso podria ser
darle continuidad a la caracterizacion de la proteina Lon de Acinetobacter baumannii
como posible blanco terapéutico a nivel in vitro.
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