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RESUMEN

El cancer sigue suponiendo un gran problema en la sociedad, siendo una de las principales
causas de muerte en el mundo.

Las investigaciones en torno al tratamiento de esta enfermedad buscan encontrar nuevas
estrategias innovadoras, con mayor eficiencia y menores efectos secundarios. Entre las
estrategias mas prometedoras se encuentra la inmunoterapia. El sistema inmunolédgico del
cuerpo humano es capaz de eliminar las células que producen el cancer, pero los
mecanismos de estos tumores lo desactivan.

La CD38 humana es una glicoproteina transmembrana de tipo I, identificada por primera
vez como antigeno de superficie de los linfocitos. Desde entonces se ha observado que
posee muchas funciones celulares. En particular, la enzima CD38 parece desempenar un
papel importante en la regulacion del metabolismo y la inmunomodulacion del
microambiente tumoral.

Entre las estrategias utilizadas en el estudio de la primera etapa del mecanismo de
reaccion catalizada por la CD38 se encuentra la Quimica Computacional. Esta rama de la
quimica utiliza simulaciones por ordenador para estudiar las propiedades atomicas,
reduciendo el tiempo y los recursos necesarios para el descubrimiento de nuevos
farmacos.

La Mecanica Molecular (MM) utiliza aproximaciones clasicas para la resolucion de los
calculos necesarios. Este método entiende a los atomos como esferas con carga parcial en
un espacio concreto y unidas entre si mediante muelles tedricos, esta aproximacion no
considera los electrones de los atomos, lo que reduce mucho la dificultad de los célculos.
Este método por si solo no es suficiente. El nucleo de este trabajo es la Dindmica
Molecular (MD), la cual otorga libertad a los &tomos de un sistema para que evolucionen
a posiciones de minima energia mas estables. Con el objetivo de estudiar el mecanismo
de reaccidén, se han usado simulaciones hibridas de mecanica cuantica/mecanica
molecular (QM/MM). En los métodos QM/MM, la region del sistema en la que tiene
lugar el proceso quimico se trata a un nivel apropiado de la teoria de la quimica cuantica,
mientras que el resto se describe mediante un campo de fuerzas de mecanica molecular.
Este enfoque permite estudiar la reactividad quimica en sistemas de gran tamaiio.

El objetivo final de este trabajo es la observacion de la formacion del intermedio de
reaccion y la obtencion de los perfiles de energia de dicha reaccion y finalmente, mediante
un analisis visual del entorno, sacar conclusiones sobre este mecanismo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario o sistema inmunoldgico es un conjunto de células, tejidos y
moléculas que realizan procesos biologicos en pos de la defensa contra microorganismos
y la inmunovigilancia contra la emergencia de tumores, enfermedades autoinmunes y
alérgicas !

Desde el punto de vista funcional se puede clasificar en sistema inmune innato y sistema
inmune adquirido (o especifico) (Figura 1) y ambos sistemas trabajan de forma
coordinada para una mayor eficiencia [!!.
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Figura 1: Tiempo de actuacion del sistema inmune innato y adaptativo. Los linfocitos maduros se
desarrollan a partir de las células madre de la médula 6sea en los 6rganos linfoides generativos, y las
respuestas inmunitarias a los antigenos extrafios se producen en los tejidos linfoides periféricos. Paola, T.
P. (2012). Vision panordmica del sistema inmune. Revista Médica Clinica Las Condes, 23(4), 446-457.
https://doi.org/10.1016/S0716-8640(12)70335-8

1.2 El sistema inmunitario y el cancer

Como parte de su funcion normal, el sistema inmunitario detecta y destruye las células
anormales e impide el crecimiento de muchos canceres. Las células tumorales son células
del cuerpo que han mutado, pero que expresan unos antigenos que hace que las células
inmunes las reconozca como un agente perjudicial para el organismo 121,

La inmunoedicidn del cancer es un proceso dindmico compuesto por tres fases distintas
(Figura 2): eliminacién, equilibrio y escape 2!,


https://doi.org/10.1016/S0716-8640(12)70335-8
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Figura 2: Las tres fases de la inmunoedicion del cancer. La inmunoedicion del cancer es el resultado de
tres procesos que funcionan independientemente o en secuencia para controlar y moldear el cancer. Una
vez que las células normales se transforman en tumorales por la combinacion de oncogenes adquiridos y
mecanismos supresores de tumores intrinsecos fallidos, el sistema inmunitario puede actuar como supresor
de tumores extrinseco eliminando las células tumorales o impidiendo su crecimiento. En la primera fase, la
eliminacion, antes conocida como inmunovigilancia del cancer, las células y moléculas inmunitarias innatas
y adaptativas reconocen las células transformadas y las destruyen, con lo que se recupera el tejido
fisiolégico normal. Sin embargo, si la inmunidad antitumoral es incapaz de eliminar por completo las
células transformadas, las variantes tumorales supervivientes pueden entrar en la fase de equilibrio, en la
que las células y moléculas de la inmunidad adaptativa impiden el crecimiento del tumor. Estas variantes
pueden adquirir nuevas mutaciones que les permitan eludir el reconocimiento, la destruccion o el control
de las células tumorales por parte de las células inmunitarias y progresar a neoplasias malignas clinicamente
detectables en la fase de escape. Vesely, M. D., Kershaw, M. H., Schreiber, R. D., & Smyth, M. J. (2011).
Natural Innate and Adaptive Immunity to Cancer. https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-031210-
101324
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Numerosos estudios han demostrado que tanto la inmunidad innata como la adquirida son
capaces de reconocer muchos antigenos del tumor y desencadenar una respuesta
antitumoral frente a tumores en desarrollo. Estas respuestas antitumorales son mediadas
sobre todo por linfocitos T, con la contribucion minima de una respuesta mediada por
anticuerpos 1.

Sin embargo, las células tumorales, pobremente inmunogénicas, escapan de Ila
inmunovigilancia haciendo al hospedador incapaz de producir una respuesta inmune
adecuada, dirigida hacia la metastasis del tumor. Debido a esto se requiere de terapias
externas. Estas terapias son las denominadas inmunoterapias 4.

1.3 Tipos de inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento que ayuda al sistema inmunitario a combatir
el cancer. Se usan varios tipos de inmunoterapia para tratar el cancer [!:

e Inhibidores de puntos de control inmunitario, son farmacos que bloquean los
puntos de control inmunitarios. Estos puntos de control son un componente
normal del sistema inmunitario y hacen que las respuestas inmunitarias no sean
muy fuertes. Al bloquearlas, estos firmacos permiten que las células inmunitarias
respondan con mas fuerza al cancer.

e Terapia de transferencia de células T, es un tratamiento que fortalece la
capacidad natural de las células T para combatir el cancer. En este tratamiento, las
células inmunitarias se extraen del tumor del paciente. Las células que son mas
activas contra el cancer se seleccionan o manipulan en el laboratorio para que sean
mas eficientes contra las células cancerosas, se multiplican en grupos mas grandes
y se regresan al cuerpo por medio de una infusion.

e Anticuerpos monoclonales, son proteinas del sistema inmunitario creadas en el
laboratorio con el propodsito de unirse a blancos especificos en las células
cancerosas. Algunos anticuerpos monoclonales marcan las células cancerosas
para que puedan ser vistas mejor y destruidas por el sistema inmunitario.

e Vacunas de tratamiento contra el cancer, funcionan al fortalecer la respuesta del
sistema inmunitario contra las células cancerosas.

e Inmunomoduladores, son sustancias que intensifican la respuesta inmunitaria
del cuerpo contra el cancer. Unas de estas sustancias afectan partes especificas del
sistema inmunitario, mientras que otras afectan al sistema inmunitario en una
forma mas general.


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046356&version=Patient&language=Spanish
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1.4 Inhibidores de punto de control inmunitario

Los puntos de control inmunitarios (immune checkpoints) son una parte normal del
sistema inmunitario. Su papel es impedir que la respuesta inmunitaria sea tan fuerte que
destruya las células sanas en el cuerpo .

Los puntos de control inmunitario, son una serie de proteinas presentes en la superficie
de las células sanas y en la superficie de las células inmunitarias, llamadas células T.
Cuando las proteinas de puntos de control se unen, envian una sefial de inactivacion a las
células T, impidiendo el dafio a estas células sanas. Las células cancerosas pueden
aprovechar estos puntos para impedir que el sistema inmunitario destruya el cancer 1/,

Los medicamentos llamados inhibidores de puntos de control, funcionan al bloquear las
proteinas de puntos de control para que no se unan a las células cancerosas. Esto impide
que se envie la sefial de inactivacion, para permitir que las células T destruyan las células
cancerosas [°/,

1.5 Inmunoterapia contra el cancer

En los ultimos afios, la inmunoterapia contra el cancer ha resultado ser una herramienta
basica en los tratamientos oncoldgicos. La inmunoterapia es un tipo de tratamiento que
estimula las defensas naturales del cuerpo para combatir la enfermedad, bien ralentizando
o deteniendo el crecimiento de las células cancerosas, o bien ayudando al sistema
inmunologico a destruirlas. La mayoria de estos avances se han producido debido al
descubrimiento y bloqueo de los puntos de control inmunitarios (immune checkpoints) (¢!,
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Figura 3: Representacion esquematica de como funciona la inmunoterapia en células cancerigenas al
inhibir el punto de control CTLA-4. Inhibidores de puntos de control inmunitario - NCI. Retrieved July 12,
2023, from  https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/tipos/inmunoterapia/inhibidores-de-

puntos-de-control
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Los primeros puntos de control bloqueados por anticuerpos monoclonales fueron las
moléculas de CTLA-4 y PD-1/PD-L1 para tratar inicialmente el melanoma metastasico
y, posteriormente otros entornos tumorales como pulmon, rifdn, vejiga, cabeza y cuello
(Figura 3). A pesar de los éxitos obtenidos, hay pacientes que no presentan una respuesta
satisfactoria ya que no abordan adecuadamente las alteraciones que se producen en los
tumores o producen efectos secundarios molestos y, se necesita explorar nuevos puntos
de control "],

Una de las busquedas de nuevos puntos de control se centra en la via adenosinérgica vy,
concretamente, en su metabolito adenosina, ya que limita la funcionalidad de las células
T que forman parte del sistema inmunitario ¥,

Recientemente, se ha descubierto una nueva ruta de obtencion de adenosina en el
microentorno tumoral que se produce a partir de NAD" en una reaccion catalitica entre
otras proteinas, por la transmembrana multifuncional CD38 [,

1.6 La enzima CD38

La CD38 humana es una glicoproteina transmembrana de tipo II identificada por primera
vez como antigeno de superficie de los linfocitos. Desde entonces se ha observado que
posee muchas funciones celulares [,

En particular, la enzima CD38 parece desempenar un papel importante en la regulacion
del metabolismo y la inmunomodulacién del microambiente tumoral [ El
microambiente tumoral es vital para el desarrollo, la progresion y la persistencia del
cancer ya que desencadena procesos bioldgicos como la hipoxia, la angiogénesis, la
resistencia a la apoptosis y la reprogramacion metabolica 2], Ademas, la CD38 es el
mayor consumidor de NAD" en los mamiferos y se considera un objetivo prometedor
para los inhibidores de moléculas pequeiias, ya que las células altamente proliferantes,
como son las células T y muchas células tumorales, dependen energéticamente en gran
medida del NAD" 13,

La CD38 es una proteina bien caracterizada con multiples funciones, tanto como proteina
enzimatica como receptor expresado en la superficie celular '#. Como enzima, posee
actividad glucohidrolasa sobre el NAD" siendo capaz de catalizar diferentes reacciones.

En la primera reaccion, la CD38 funciona como ciclasa catalizando la sintesis de la
adenosina difosfato ribosa ciclica (cADPR). Pero también es capaz de catalizar como
hidrolasa la reaccion para obtener adenosina difofasto ribosa (ADPR) a partir tanto de
NAD" como de cADPR 31, disminuyendo la cantidad de NAD" extracelular y, por tanto,
limitando la capacidad energética de la célula (Figura 4). Ademas, el ADPR puede
alimentar la ruta de produccion de adenosina, proporcionando una via secundaria para
obtener adenosina extracelular.
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Figura 4: Reacciones catalizadas por la enzima CD38.
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Cataliticamente, la CD38 es bastante diferente de otras ciclasas, ya que, aunque ambas
utilizan NAD" como sustrato, la CD38 produce solo una pequefia cantidad de ¢cDPR,
mientras que el producto principal es el ADPR ['®] Ademds, es una enzima
multifuncional, ya que también puede utilizar NADP* como sustrato, y en presencia de
acido nicotinico, puede producir 4cido nicotinico adenina dinucledtido fosfato (NAADP™)
(171" A pH 4cido, esta enzima es capaz de catalizar la hidrolisis de NAADP" a ADPRP [!8],

Esta proteina esta expresada, casi de manera ubicua, en multiples poblaciones
inmunitarias, incluidas las células T, NK y dendriticas. Por todo ello, la inhibicion de la
actividad enzimatica de CD38 se ha postulado como un buen sistema para tratar diferentes
enfermedades humanas como son el cancer y otras enfermedades metabolicas. Ademas,
el metabolismo del NAD" est4 implicado en el proceso de envejecimiento y la inhibicion
de esta enzima podria aumentar la longevidad.

1.7 Estructura y mecanismo de la CD38

La glucoproteina transmembrana CD38 contiene una pequeiia cola N-terminal situada en
el citosol, un dominio transmembrana de un solo paso y un dominio grande C-terminal
extracelular (Figura 5).

!

N

Figura 5: Estructura de la CD38. Representacion del dominio intracelular y extracelular. LEE, H. C.,
DENG, Q. W., & ZHAO, Y. J. (2022). The calcium signaling enzyme CD38 - a paradigm for membrane
topology defining distinct protein functions. Cell Calcium, 101, 102514.
https://doi.org/10.1016/J.CECA.2021.102514
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Este ultimo dominio fuera de la célula es el encargado de catalizar la formacion de
cADPR y ADPR a partir del NAD". El mecanismo propuesto para este tipo de enzimas,
las ciclasas '), tendria lugar a través de un intermedio estabilizado en el centro activo
por el residuo Glu226, siendo esta la etapa limitante.

A continuacidn, podrian tener lugar dos posibles reacciones nucleofilicas:

a) Una via intermolecular donde atacaria una molécula de agua (actividad
glucohidrolasa).
b) Una reaccién intramolecular para formar el ADPR ciclado (actividad ciclasa).

La naturaleza quimica del intermedio propuesto estd en controversia. Por un lado, se ha
propuesto un intermedio covalente donde el residuo catalitico Glu226 formaria un enlace
éster con el C1D del NAD™ 291 y por otro, un intermedio no covalente estabilizado por
interacciones polares con el residuo Glu226 2!,

Recientemente, se ha propuesto la existencia de los dos intermedios dependiendo de los
sustratos (Figura 6), concretamente dependeria del sustituyente de la posicion 2’ del anillo
de pentosa del sustrato. En concreto, el intermedio no covalente se formaria cuando se
utilizaran sustratos naturales como el NAD" o NMN vy seria mas efectivo que el
intermedio covalente que se formaria con posibles inhibidores. En contrapartida, el
intermedio covalente es dindmico y se puede someter a un movimiento rotacional grande
inducido por un nucleodfilo (en concreto, la nicotinamida) necesario para poder ciclarse
[22]

HO, S
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Figura 6: Representacion esquematica de los posibles mecanismos de accion catalizados por la CD38.
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La forma activa de la enzima es un homodimero y todas las reacciones que cataliza las
hace en el mismo centro activo situado cerca de la mitad de cada mondmero (Figura 7).
El centro activo esta cargado negativamente con residuos acidos. En concreto, el residuo
Glu226 estaria implicado directamente en la formacion del intermedio catalitico
propuesto y su mutacion elimina la actividad catalitica (2], Los residuos Trp125, Asp155,
Trp189 y Serl93 parecen estar implicados en el reconocimiento del sustrato con
interacciones hidrofobicas >4, el residuo Glu226 tendria una funcién importante
regulando las actividades glucohidrolasa y ciclasa 23! y la Lys129 parece ser esencial en
la hidrélisis del cADPR.

Lys129 Asp155

rpl189

GIuZZ?‘ § Ser193

(a) (b)

Figura 7: Estructura de la enzima CD38 humana (PDB: 2165) coordinado con NAD+ (a) y su centro activo
(b). A. Tohgo, H. Munakata, S. Takasawa, K. Nata et al. Lysine 129 of CD38 (ADP-ribosyl cyclase/cyclic
ADP-ribose hydrolase) participates in the binding of ATP to inhibit the cyclic ADP-ribose hydrolase. J.
Biol. Chem. 1997, 272, 3879-3882.



m UNIVERSITAT )
JAUME | Agata del Carmen Llobet Mut

Trabajo Final de Master

2. METODOLOGIA
2.1 O0btencion del PDB

La secuencia nucleotidica de la CD38 de Homo Sapiens se ha obtenido de la base de datos
Protein Data Bank (fecha de obtencion de la estructura 27 de enero de 2023).

Esta proteina posee dos cadenas, formadas por 262 amino acidos cada cadena y 2
moléculas de NAD".

La estructura presenta regiones no resueltas. De los 524 residuos depositados en el
modelo solamente estan presentes 501. Estos 23 residuos restantes pertenecen a residuos
tipo coil de los extremos de la proteina. Los residuos faltantes en la cadena A son los
aminodcidos del 39 al 47 y del 297 al 300. Mientras que los aminoacidos de la cadena B
comprenden desde el aminoécido 39 al 44 y del 297 al 300.

2.2 Preparacion del sistema

Antes de iniciar con las simulaciones de dindmica moléculas se debe hacer unas
modificaciones en la estructura de la proteina. En primer lugar, en el PDB original alguno
de los residuos aminoacidicos posee mutaciones que originalmente no deberian estar en
esta proteina, estas mutaciones estan presentes en ambas cadenas de la proteina. Los
cambios realizados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Mutaciones realizadas en el archivo PDB original para la preparacion del sistema.

D D
(D Orig d 0 (10

GLN49 THR49
ASNI100 ASP100
ASN164 ASP164
ASN209 ASP209
ASN219 ASP219
GLU226 GLN226

Seguidamente se afiaden 6 enlaces disulfuro (S-S) en cada cadena, tanto en A como en B.
Los cambios realizados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Puentes disulfuro afiadidos al PDB original para la preparacion del sistema.

Cadena A Cadena B

67 —82 272 - 287
99 — 180 304 — 406
119 — 201 324 - 406
160 —173 365378
254 -275 459 —480
287 —296 492 - 501

Finalmente queda mirar el estado de protonacion de las histidinas para definirlas en el
PDB. El estado de protonacion de las histidinas se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Estado de protonacion de las histidinas del PDB 2165.

>
A »

HIS74 NE NE

HIS79 NE NE

HIS97 NE NE
HIS133 Protonada
HIS205 NE NE
HIS228 ND ND
HIS244 Protonada

Una vez obtenidos los modelos de la proteina CD38 se procede a la preparacion del
sistema para la realizacion de simulaciones de dindmica molecular. Los sistemas se han
simulado utilizando NAMD 2 con el campo de fuerzas AMBER [27) para la proteina y
el campo de fuerzas AmberTools 27! para el NAD". Las simulaciones se han realizado en
las GPUs del grupo de investigacion de Bioquimica Computacional de la Universitat
Jaume 1. Se ha escogido el campo de fuerzas AMBER 1?7 ya que permite describir
correctamente la estructura secundaria y presenta alta transferibilidad entre sistemas con
diferentes caracteristicas estructurales (hélice ala, lamina beta y loop).

Con tal de preparar el sistema se ha utilizado TLEAP 7} (un médulo software de
AmberTools*”) que, partiendo de los ficheros en formato PDB obtenidos en el apartado
anterior, utiliza la informacién contenida en el campo de fuerzas AMBER [*7 y
AmberTools 2" para generar dos ficheros necesarios en el inicio de la simulacion con el
programa NAMD 261, El fichero (prmtop) contiene la topologia, es decir, los tipos de
atomos y los parametros que se utilizan para calcular la energia del sistema. El otro
(inpcrd) contiene las coordenadas del sistema. Ademas, el TLEAP 1?7 adiciona iones de
sodio (Na+) con los parametros estandar d¢ AMBER [2”) hasta la neutralizacion y solvata
el sistema en una caja ortorrombica de agua de 15 A a partir de la proteina (Figura 8), con
el campo de fuerzas TIP3P %], con tal de simular el entorno caracteristico de la proteina.

El ntimero total de iones y aguas adicionadas a los sistemas se muestra en la Tabla 4.

Figura 8: Proteina CD38 rodeada de una caja de aguas de 15 A y 4 iones Na*

11
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2.3 Protocolo de simulacion

Para empezar propiamente la simulaciéon de dinamica molecular (MD), hace falta
equilibrar previamente el sistema a las condiciones de simulacion. El proceso de
equilibrado consta de tres fases:

e Minimizacién - Proceso que se lleva a cabo en dos pasos: i) en el primero se
optimiza la posicion del solvente (agua) y de los iones con la estructura proteica
fija, i1) en el segundo, se optimiza la posicion de los atomos del sistema completo
con tal de obtener una conformacion inicial més estable.

e “Heating” > Proceso que consiste en aumentar progresivamente la temperatura
de OK a 300K, dando energia cinética al sistema minimizado con tal de iniciar el
movimiento de los atomos que componen el sistema dindmico. Este proceso se
realiza en condiciones de volumen constante.

e Equilibrado - Proceso que se realiza a presion constante permitiendo que el
volumen cambie de forma que la densidad del solvente (agua) se relaje y se adapte
a las condiciones del sistema (temperatura 300K).

2.4 Dinamica molecular

Una vez el sistema esta equilibrado, se procede a realizar propiamente la simulacion de
dinamica molecular. Esta fase es equivalente al equilibrado realizado anteriormente, pero
se realiza a volumen constante y por un periodo de tiempo de simulacion mayor. En este
paso, se pretende relajar la estructura obtenida a partir del modelo inicial hasta llegar a
una conformacion mas estable para la proteina.

Se envian diversas simulaciones de dinamica molecular de 100ns. En base al elevado
nimero de residuos del sistema y el coste computacional asociado, 200ns resultaria
suficientes para obtener estructuras relajadas de la proteina, pero con el fin de intentar
buscar de forma natural el intermedio de la reaccion, se extendio la dinamica a 300ns.

Tabla 4: Parametros de la proteina CD38. Numero de residuos, nimero de moléculas de agua e iones
adicionados para la preparacion del sistema y tiempo de simulacion de dinamica molecular para el sistema.

Sistema N° residuos N° aguas N° iones (Na*) MD (ns)
CD38 501 35922 4 300

2.5 Obtencion de perfiles de energia

Para la obtencion de los perfiles de energia de ambos intermedios se utiliz6 el programa
QM3 %1 OMCube (QM3) es una suite escrita en el lenguaje de programacion Python,
inicialmente centrado en simulaciones QM/MM % multiescala de sistemas bioldgicos.
Permite al usuario combinar programas QM y MM, proporcionando un acceso unificado
a una amplia gama de métodos computacionales %1,

Para la obtencion de estos perfiles de energia son necesarias dos estructuras iniciales, los
reactivos de los que se parte (PDB:2165) y los productos (intermedios). Se inicia con una
optimizacion de los reactivos. En este tipo de calculos, el modelo se divide, en una region
QM que comprende los 4tomos implicados en el paso quimico (NAD" de la cadena A 'y
la cadena lateral del GLU226) y una regién MM donde el resto de los a&tomos a partir de
los 18A estaran fijos.
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La parte QM se ha realizado con el campo de fuerzas AM1 B!y el programa MOPAC
(321 mientras que la parte MM se ha hecho con el campo de fuerzas AMBER 7 y el
programa OpenMM 3. Comprendiendo asi 79 atomos en la parte QM y en la MM 15161
atomos.

Una vez se han optimizado los reactivos, se debe obtener la estructura de los intermedios,
estos se obtienen manualmente mediante la manipulacion de las distancias entre los
atomos del NAD" y el aminoacido GLU226 (GLU179 en el archivo debido a la falta de
residuos) del CD38 (distancia de 3,5A - 4A) (Figura 9).

ﬁN NﬁN NH

N N
Ho S AN HO, SN
HO 2 HO '/’/
o/ ?
-o—||>=o O—P=0 H
| " | |
(0] (0]
o | L EN
O—FI’=O ® O\ O*T-O o H
[oF o o
— N\
o % o % |
J' rlq J| +|| Gluyog
Intermedio no covalente Intermedio covalente

Figura 9: Estructura del intermedio covalente y no covalente para la obtencion de los perfiles de energia.

Una vez se tienen los reactivos y los productos se procede al lanzamiento de algoritmo
NEB B4 (Nudged Elastic Band) para encontrar el camino de minima energia entre estas
dos estructuras.

El método funciona optimizando una serie de imagenes intermedias a lo largo de la ruta
de reaccion. Cada imagen encuentra la energia mas baja posible manteniendo el mismo
espaciado con las imagenes vecinas. Esta optimizacion restringida se realiza afadiendo
fuerzas de resorte a lo largo de la banda entre imagenes y proyectando el componente de
la fuerza debido al potencial perpendicular a la banda B34,

Este algoritmo devuelve 41 puntos de valor energético, entre ellos el valor numérico de
TS (punto de mayor energia) del perfil energético y el valor energético del punto inicial.
Con el valor del TS y el valor inicial de energia del sistema se puede calcular
manualmente la energia de activacion del sistema.
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2.6 Analisis de resultados

Se han utilizado diversos métodos para el andlisis de los resultados. Primero se ha
realizado un analisis visual, en el que se ha visualizado las trayectorias con el programa
PyMol 331 disefiado para modelar, visualizar y analizar sistemas biologicos.

Para la modificacion manual de la proteina con el objetivo de la obtencion de los

productos necesarios para el calculo del perfil de energia, se ha utilizado el programa
PyMol %],

Finalmente, con tal de graficar los resultados de las dindmicas y los perfiles de energia,
se ha usado el programa Microsoft Excel [*¢!,

14
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3. RESULTADOS

Como la capacidad catalitica de una enzima depende de la estructura del intermedio de
la reaccion, es importante caracterizar la naturaleza quimica de este intermedio.

3.1 Analisis del PDB

Para estudiar la estructura de la enzima CD38 se ha utilizado el PDB 2165 (Protein Data
Bank, fecha de obtencion de la estructura 27 de enero de 2023) (Figura 10), este ha sido
visualizado con el programa PyMol 31,

Figura 10: Estructura 3D de la proteina CD38 junto con NAD*

3.2Simulacion de dinamica molecular

Para describir el mecanismo de reaccion, se empled la dindmica molecular sobre el
sistema esperando que de forma autonoma este adquiriera en alguno de los pasos de la
simulacidn la estructura del intermedio de menor coste energético.

Se empezo6 con una simulacion inicial de 100ns para equilibrar el sistema y seguidamente
a partir de este paso se hicieron unos 100ns mas, para finalmente calcular otros 100ns. En
total se simularon 300ns. Para saber si el sistema adoptaba de forma autéonoma la
conformacion de intermedio covalente o no covalente se analizaron los resultados de estas
simulaciones.
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A continuacion, se analizaron a través de graficos de Excel, las distancias entre diversos
atomos para ver si en algin momento de la dindmica se habia logrado alcanzar la
conformacion de alguno de los dos intermedios propuestos.

/—._.—N
N\ / NH
N N
HO S
po
HO %
/ o
(o}
|
O—T=o
?
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| o=
0/\0,
H66 H |-||
AN
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(
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|
|
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Segun la informacién que se posee de los
intermedios (Figura 11), las distancias relevantes a
analizar serian la distancia entre el C1D y el N de la
nicotinamida ya que, si se forma el intermedio, estos
dos atomos se separarian rompiendo el enlace. Otra
distancia relevante, es la existente entre el H del
NAD" y el O del residuo GLU226. En este caso
tenemos varias opciones, se analizaron las distancias
del H66 con el OE1 y OE2 al igual que se analizaron
también las del H68 con el OEl y OE2. Esto es
debido a que no se sabe cudl de los dos H es el
preferido por el sistema para formar el intermedio ya
que cuando el carbonilo estd unido a dos oxigenos,
el H puede interaccionar con cualquiera de los dos.
Finalmente se analizaron también las distancias
entre el C1D y el OE1 y OE2, ya que si se llegase a
formar el intermedio covalente se veria que la
distancia entre alguno de estos dos 4&tomos se acorta.

Figura 11: Resumen de todas las distancias calculadas con el fin de ver si se formaba alguno de los dos

intermedios propuestos.

A continuacion, se adjuntan las graficas Excel con las distancias analizadas.

9,0000
8,0000
7,0000

6,0000

A
o o
S S
S S
S oS

Distancia (A)

3,0000
2,0000
1,0000

0,0000

50

Distancia H68-OE1 & H68-0OE2

100

= H68-0E2
——— H68-0E1

150 200
Tiempo (ns)

250 300

Figura 12: Distancias a lo largo de 300ns entre el H68 del NAD" y el OE1 y OE2 del residuo GLU226. En
el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de

simulacion en ns.
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Segun lo que se puede observar durante los primero 100ns (Figura 12), el H68 parece
estar inicialmente suficientemente cerca tanto de OE1 como de OE2 con tal de forma un
enlace de tipo hidrégeno, pero acto seguido ambos atomos se distancian. En los siguientes
100ns sucede algo similar, al inicio de los 100ns parece que se vuelven a acercar para
luego alejarse de nuevo. Finalmente, a partir de los 200ns parece ser que el acercamiento
entre estos atomos es estable. Pudiendo indicar asi que el enlace por puente de hidrégeno
entre alguno de estos dos atomos de oxigeno se ha dado.

Distancia H66-OE1 & H66-0OE2

5,0000
4,5000
4,0000
3,5000
3,0000
2,5000

= H66-0E2
2,0000

Distancia (A)

——— H66-0E1

1,5000
1,0000
0,5000

0,0000
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (ns)

Figura 13: Distancias a lo largo de 300ns entre el H66 del NAD" y el OE1 y OE2 del residuo GLU226. En
el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

Segun lo que se puede observar durante los 300ns de dinamica (Figura 13), la distancia
entre H66 del con OE1 y OE2 se mantiene bastante estable a lo largo del tiempo. Siendo
el H66 del NAD" mas cercano con el OE1 del residuo aminoacidico. Esta distancia entre
H66 y OE1 tan estable puede sugerir que se ha formado un enlace de puente de hidrogeno
entre estos dos 4tomos del sistema.
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Figura 14: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D y el N de la nicotinamida de NAD™. En el eje de las

ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de simulacién
en ns.

Durante los 300ns de dinamica (Figura 14), la distancia entre el CID y el N de la
nicotinamida se mantiene estable. En ninglin momento se ve un alejamiento de mas de
1,6A. Por lo que se puede afirmar que durante la dindmica no se han separado estos dos
atomos y, por tanto, no se ha llegado a obtener ninguna de las dos estructuras de los
intermedios propuestos.
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Figura 15: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D del NAD" y el OE1 del residuo GLU226. En el eje

de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.
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Segun lo que se puede observar durante los 300ns de dinamica (Figura 15), la distancia
entre el C1D y el OEI del residuo GLU226 se mantiene a una distancia estable de entre
4A — 6A, con pequefios acercamientos/alejamientos puntuales. En ningin momento se ve
un acercamiento que pueda suponer una nueva formacidon de enlace por puente de
hidrégeno. Por lo que se puede afirmar que, durante la dindmica, el C no interacciona con
el OE1 del residuo aminoacidico para formar el intermedio covalente.

Distancia C-OE2

8,0000
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P 0
o o
S o
S o
S oS

Distancia (A)

3,0000
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0,0000
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Figura 16: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D del NAD" y el OE2 del residuo GLU226. En el ¢je
de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

Segun lo que se puede observar durante los 300ns de dinamica (Figura 16), la distancia
entre el C1D y el OE2 del residuo GLU226 se mantiene a una distancia estable de entre
5A — 7A, con pequefios acercamientos/alejamientos puntuales. Hasta llegar a los 200ns
de dindmica donde la distancia entre estos dos 4tomos se estabiliza (3A - 4A). Esto puede
suponer que el C del NAD" se une con el OE2 del residuo aminoacidico para formar el
intermedio covalente.
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Debido a la gran libertad conformacional del sistema se volvieron a repetir las
simulaciones, pero esta vez durante los primeros 200ns se mantiene el H68 fijo a una
distancia de 2,4A del OE2 y durante los 100ns finales se prescinde de la restriccion a la
espera de que se haya podido formar el intermedio.

A continuacion, se adjuntan las graficas Excel con las distancias analizadas.

Distancia H68-OE1 & H68-0OE2
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Figura 17: Distancias a lo largo de 300ns entre el H68 del NAD" y el OE1 y OE2 del residuo GLU226. En
el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

Segun lo que se puede observar durante los primero 200ns (Figura 17), la grafica del H68
y OE2 se mantiene estable a la distancia fijada (2,4A) mientras que la distancia entre H68
y OE1 también se mantiene bastante estable a lo largo de la dinamica. A partir de los
140ns la distancia con OE1 aumenta y vuelve a disminuir a los 200ns. En cuanto a H68
y OE2, a partir de los 200ns (eliminacién de la restriccidn) parece que también se
mantiene a una distancia estable de entre 2A - 3A. Esto podria significar que se ha dado
la interaccion por puente de hidrogeno entre estos dos atomos.

20



UNIVERSITAT ,
= B JAUMEI Agata del Carmen Llobet Mut
Trabajo Final de Master

Distacia H66-OE1 & H66-0OE2

8,0000
7,0000

6,0000

o

= H68-0E2

Distancia (A)

w

‘.h
o o o
o o o
o o o
o o o

——— H68-0E1
2,0000

1,0000

0,0000
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (ns)

Figura 18: Distancias a lo largo de 300ns entre el H66 del NAD" y el OE1 y OE2 del residuo GLU226. En

el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

En la imagen se puede observar un alejamiento y acercamiento variable entre ambos pares
de atomos (Figura 18), estos alejamientos/acercamientos suceden de forma simétrica en
intervalos de 100ns. Para poder anadir alguna afirmacion se necesitaria calcular otros
100ns y asi ver si el patron se repite o se ha llegado a un punto de equilibrio dindmico.
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Figura 19: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D y el N de la nicotinamida de NAD". En el eje de las

ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de simulacion
en ns.

21



I - l 9Ahld¥4EEFQISITAT Agata del Carmen Llobet Mut

Trabajo Final de Master

Durante los 300ns de dindmica la distancia entre el C1D y el N de la nicotinamida se
mantiene estable (Figura 19). En ningiin momento se ve un alejamiento de mas de 1,6A.
Por lo que se puede afirmar que durante la dindmica no se han separado estos dos dtomos
y, por tanto, no se ha llegado a obtener ninguna de las dos estructuras de los intermedios
propuestos.
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Figura 20: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D del NAD" y el OE1 del residuo GLU226. En el eje
de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

Durante la dinamica (Figura 20), la distancia entre el C1D y el OE1 del residuo GLU226
se mantiene estable durante los 160ns de entre 4A — 4,5A, con un alejamiento de 7A
puntual en los 140ns. Durante los 160 — 200ns esta distancia aumenta y disminuye entre
los  3,5A - 7A 'y finalmente parece estabilizarse a partir de los 200ns a una distancia de
4,5A. Esta tltima distancia de 4,5A es muy grande para la formacién de un nuevo enlace
por puente de hidrogeno.
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Figura 21: Distancias a lo largo de 300ns entre el C1D del NAD y el OE2 del residuo GLU226. En el eje

de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la distancia en A y en el de las abscisas (x) el tiempo de
simulacion en ns.

Durante la dinamica (Figura 21), la distancia entre el C y el OE1 del residuo GLU226 se
mantiene estable de 3,5A durante los 100ns. Durante los 100 — 140ns esta distancia
aumenta y disminuye entre los 3,5A — 4,5A, lo mismo sucede a los 160 — 200ns donde
las distancias varian entre 3A — 5,5A y finalmente parece estabilizarse a partir de los
200ns a una distancia de 3,5A. Esta tltima distancia de 3,5A podria indicar la formacion
de un enlace por puente de hidrégeno entre el C1D y el OE2, sugiriendo asi la preferencia
por la formacion del intermedio covalente.
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3.3 Perfiles de energia

Antes de proceder con el célculo de la energia se ha realizado un célculo del RMSD
(desviacion media cuadratica). Este valor es la distancia media entre los atomos de
proteinas superpuestas [*7). Es decir, es un valor que sirven para determinar si la molécula
tiene poco movimiento entre un paso de simulacion y otro, y asi determinar si el sistema
esté estabilizado. Se ha realizado este calculo para los tltimos 100ns de la simulacion.
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Figura 22: Valores de RMSD de la proteina durante los 100ns de simulacion final de 300ns.
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Figura 23: Valores de RMSD del NAD" durante los 100ns de simulacion final de 300ns.
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Como se puede observar (Figura 22 y 23), los valores de RMSD de la proteina se
mantienen estables entre 2 y 3. Estos valores indican que la proteina sigue oscilando, pero
dicho movimiento no es suficientemente grande para ser significativo. Lo mismo sucede
con NAD" donde se estabiliza a valores aun menores de entre 0 y 2. En base a estos
valores, se puede concluir que el sistema es estable.

Para describir el mecanismo de reaccion, se emple6 el programa QM3 21, el archivo PDB
del sistema inicial (reactivos) (Figura 24 y 26) y los archivos PDB de los dos posibles
intermedios (productos) (Figura 25 y 28), para asi calcular el perfil de energia que sigue
este sistema con el fin de alcanzar la conformacion de menor energia.

Para el perfil de energia del intermedio covalente se usaron estas dos estructuras.

Nicotinamida

Figura 24: Estructura inicial (reactivo) para el calculo del perfil de energia del intermedio covalente. Se
observa que la nicotinamida esta unida al residuo de NAD" y el residuo GLU226 no esta unido al C del
NAD*.

Nicotinamida

Figura 25: Estructura final (producto) para el calculo del perfil de energia del intermedio covalente. Se
observa que el residuo de nicotinamida se ha separado de la estructura del NAD* y que el residuo
aminoacidico GLU226 esta formando un enlace con el C del este NAD*
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El perfil de energia de este sistema se puede ver en la siguiente imagen (Figura 26).

Perfil de energia (int. covalente)
160
140
120
100
80
60
40

Energia (kJ/mol)

20

20 45

-40

-60

Pasos

Figura 26: Perfil de energia calculado para la formacion del intermedio covalente. En el eje de las
ordenadas (y) se encuentra el valor de la energia en kJ/mol y en el de las abscisas (x) la cantidad de pasos
calculados hasta hallar el intermedio de interés.

La energia de activacion para esta reaccion es de 133,645 (kJ mol-1).

Energia de activaciéon = Energia maxima (TS) — Energia inicial

k
Energia de activacion = 133,645 — (0) = 133,645 m_il

Dividiendo este valor entre 4,184 se consigue pasar de kJ/mol a kcal/mol.

k] 1000] 1cal 1 kcal kcal
= 31,927

E ] vacién = 1 4
nergia de activacion 33,645 ol 1 *4,186]* 1000 cal ol
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Para el perfil de energia del intermedio no covalente se usaron estas dos estructuras
(Figura 27 y 28).

Nicotinamida

Figura 27: Estructura inicial (reactivo) para el calculo del perfil de energia del intermedio no covalente. Se
observa que la nicotinamida esta unida al residuo de NAD" y el residuo GLU226 no esta unido al C del
NAD*.

H66

OEl

GLU226

Nicotinamida

Figura 28: Estructura final (producto) para el calculo del perfil de energia del intermedio no covalente. Se
observa que el residuo de nicotinamida se ha separado de la estructura del NAD* y que el residuo
aminoacidico GLU226 no esta formando un enlace con el C del este NAD*
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El perfil de energia de este sistema se puede ver en la siguiente imagen (Figura 29).

Perfil de energia (int. no covalente)

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Energia (kJ/mol)

Pasos

Figura 29: Perfil de energia calculado para la formacion del intermedio no covalente. En el eje de las
ordenadas (y) se encuentra el valor de la energia en kJ/mol y en el de las abscisas (x) la cantidad de pasos
calculados hasta hallar el intermedio de interés.

La energia de activacion para esta reaccion es de 93,649 (kJ mol-1).

Energia de activacion = Energia maxima (TS) — Energia inicial

k
Energia de activacion = 93,649 — (0) = 93,649 m_il

Dividiendo este valor entre 4,184 se consigue pasar de kJ/mol a kcal/mol.

k] 1000] 1cal 1 kcal kcal

Energia de activacién = 93,649 = 22,372
nergia ae activacion mol 1kj 4186 1000 cal mol

28



J ' UNIVERSITAT ,
- JAUME | Agata del Carmen Llobet Mut

Trabajo Final de Master

Finalmente se anade un grafico comparativo de ambas energias de activacion juntas
(Figura 30).
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Figura 30: Perfil de energia calculado para la formacion del intermedio covalente y el intermedio no
covalente. En el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la energia en kJ/mol y en el de las abscisas
(x) la cantidad de pasos calculados hasta hallar el intermedio de interés.

En este grafico se puede observar que la energia de activacion para la formacion del
intermedio no covalente es menor que para la del covalente.

El intermedio no covalente seria el producto cinéticamente controlado ya que se forma
mas rapidamente que el intermedio covalente, debido a que la energia de activacion de
este es menor. En este caso el intermedio covalente seria el producto termodinamicamente
controlado, ya que es mas estable que el intermedio no covalente.
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4. CONCLUSIONES

4.1 Dinamica molecular

En base a lo observado en los resultados de la dinamica molecular (Figura 31), tanto en
el sistema sin restriccion conformacional como con el restringido, se puede concluir que
tanto H68 como H66 del residuo aminoacidico GLU226, debido a su cercania, podrian
formar un enlace por puente de hidrogeno con el residuo OE1 del NAD".

En ninguno de los dos casos se ha roto el enlace entre el C1D y el N de la nicotinamida.
Por lo que no se ha llegado a formar el intermedio.

Finalmente, se observa el acercamiento, en ambas dindmicas, entre el C1D del NAD" y
el OE2 del residuo aminoacidico GLU226, significando la posible futura formaciéon de
un enlace, favoreciendo asi la formacion del intermedio no covalente.

Nicotinamida

GLU226

Figura 31: Posicion de los atomos al final de la dindmica de 300ns.

Como conclusion se puede afirmar que 300ns de dindmica no son suficientes para lograr
la formacion natural del intermedio de reaccion.

Un posible objetivo para la continuacion de este estudio seria el lanzamiento de nuevas
dindmicas para ampliar el tiempo de simulacion y asi poder hallar el punto en el que se
da la formacion del intermedio.
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4.2 Perfiles de energia

Tal y como se observa en el grafico (Figura 32), la formacion del intermedio no covalente
estd mas favorecido energéticamente. Haciendo que este sea el producto cinéticamente
controlado y el intermedio covalente, el producto termodinamicamente controlado.

Perfil de energia
160
140
120
100
80
60
40

Energia (kJ/mol)

20

20 45

-40

-60
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Figura 32: Perfil de energia calculado para la formacion del intermedio covalente y el intermedio no
covalente. En el eje de las ordenadas (y) se encuentra el valor de la energia en kJ/mol y en el de las abscisas
(x) la cantidad de pasos calculados hasta hallar el intermedio de interés.

Como conclusion final, se puede decir que el intermedio no covalente parece formarse
cuando se utilizaran sustratos naturales como el NAD".
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