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RESUMEN

Esta investigacion se centra en el analisis de la informacion reportada por el Banco de Datos de Proteinas
RCSB (RCSB PDB) para la diana molecular del Factor Xa (FXa), una enzima clave en la cascada de la coag-
ulacion humana. Este proceso biocatalisis llamado cascada comprende trece factores, proteinas y cofactores
activados consecutivamente en reacciones de tipo domino. El modelo de cascada se propone sobre la base de
dos vias de activacién: la via intrinseca iniciada por estimulos procedentes de la superficie dafiada del epitelio
del vaso sanguineo y la via extrinseca iniciada por un traumatismo del tejido del vaso sanguineo. Estas dos
vias convergen en un punto estandar Factor X (FX), cuya finalidad es convertir los mondémeros de fibrinégeno
en una red de fibrina insoluble, aglutinando el material sanguineo, los hematies y las plaquetas para formar un
coagulo estable que detenga la hemorragia provocada.
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ABSTRACT

This research focuses on analyzing the information reported by the RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB)
for the molecular target of Factor Xa (FXa), a key enzyme in the human coagulation cascade. This biocatalytic
process called cascade comprises thirteen factors, proteins, and cofactors activated consecutively in domino-
type reactions. The cascade model is proposed based on two activation pathways: the intrinsic pathway initi-
ated by stimuli from the damaged surface of the blood vessel epithelium and the extrinsic pathway initiated
by trauma to the blood vessel tissue. These two pathways converge at a standard point Factor X (FX), whose
purpose is to convert fibrinogen monomers into an insoluble fibrin network, agglutinating blood material, red
blood cells, and platelets to form a stable clot that stops the caused bleeding.

Keywords: PDB; FXa; enzyme; ligand; reports; crystals; statistics.

INTRODUCCION

La hemostasia puede ser definida como el conjunto de procesos biologicos, precisamente integrados, cuya
finalidad es mantener la estabilizacion del coagulo, proteger la integridad del sistema vascular después de una
lesion tisular, siendo denominada hemostasia natural estética, y obturando la pérdida del flujo sanguineo que
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se produzca en los vasos denominada hemostasia natural correctora. La hemostasia natural tiende a provocar
la formacion de un codgulo resistente que evite la pérdida de la sangre. Ademas, la hemostasia efectiva de-
pende de unas complejas interacciones entre: pared vascular, plaquetas, proteinas o factores plasmaticos, in-
cluyendo sus respectivos cofactores. '

Cuando se inicia la produccion de un coagulo, la formacion continua solo tiene lugar si la sangre no circula,
ya que el fluido en movimiento arrastra la trombina y otros agentes procoagulantes liberados durante el pro-
ceso de coagulacion; alejandolos tan rapidamente que su concentracion no logra aumentar efectivamente y
promover una mayor coagulacion. Por este motivo, la extension del coagulo casi siempre se interrumpe cuando
entra en contacto con la sangre que estd fluyendo a una mayor velocidad.>*

En la década de 1960 se propuso el modelo de cascada de coagulacion, este modelo de coagulacion introdujo
el concepto de que los factores de coagulacion existen de una forma "inactiva" denominados zimdgenos, o
procoagulante, y de una forma "activa". En este ultimo estado, un factor activa al siguiente de forma secuencial
con efecto tandem/domind. El proceso de activacion, para la mayoria de los factores, se lleva a cabo por la
escision de una pequeiia parte de la forma inactiva, en procesos catalizados por enzimas tal como se muestra
en la Tabla 1.

Factor Identificacion

I Fibrindgeno, proteina soluble del plasma
I Protrombina, estd adherida a la membrana plaquetaria
111 Factor tisular, se libera del endotelio vascular a causa de una lesion
v Calcio
\% Proacelerina, (factor l1abil) adherida a la membrana plaquetaria
VI * Actualmente no se emplea

VII  Proconvertina (factor estable) adherida a la membrana plaquetaria

VIII  Factor antihemofilico A, est4 adherida a la membrana plaquetaria
IX  Factor Christmas (antithemofilico B) adherida a la membrana plaquetaria
X Factor Stuart-Prower, adherida a la membrana plaquetaria
XI Antecedente tromboplastinico del plasma

XII  Factor de Hageman o de contacto

XIII  Factor estabilizante de la fibrina

XIV  Proteina C o autotrombina II-A

XV  Fibrindgeno, proteina soluble del plasma

Informacion tomada y reportada a partir de revisiones del estado del arte.’

Tabla 1. Descripcion de los factores involucrados en el modelo tipo cascada para la coagulacion.

Ademés, se determin6 que el factor X (FX) es el punto de convergencia de las vias extrinseca e intrinseca, la
primera es activada por estimulos exogenos a la sangre como el factor tisular (FT), mientras que la intrinseca
es mas bien un sistema consecutivo de activacion de proenzimas/zimogenos, postulando que es una proteina
determinante como diana terapéutica para el desarrollo de potenciales farmacos que inhiban con efectividad y
seguridad el proceso de la coagulacion. Es importante mencionar que la denominada cascada de coagulacion
involucra una serie de cambios bioquimicos y enzimaticos para la formacion de trombina y subsecuentemente
la formacion de un codgulo estable de fibrina.®

El FX es una glicoproteina vitamino K dependiente producida por el higado. Esta circula en el plasma como
dimero con una serina activa en el centro de la cadena pesada de 43000 Daltons y 16000 de la cadena liviana,
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ambos retenidos por un puente disulfuro. La activacion del FX ocurre por la via extrinseca (tromboplastina) y
por la via intrinseca (IXa, VIla, Ca*" y fosfolipidos), obteniendo como resultado el FXa.’

El FXa esté situado al inicio de la via comtn de coagulaciéon, y dado que la cantidad de serina proteasa se
amplifica en cada paso de la cadena con efecto domino, la hipdtesis de la inhibicion selectiva de factores de
la coagulacion, por encima de la trombina, se considera una propuesta antitrombotica de uso prometedor.

El sitio activo del FX esta formado por cuatro subsitios denominados S1, S2, S3 y S4. La selectividad del FXa
para sus ligandos esta dada por el subsitio S1 junto al subsitio S4. El subsitio S1 posee un bolsillo aniénico
formado por los residuos Aspiso, Serios y Tyrzzs.®

El subsitio S4 reporta tres dominios/sitios de union: 1) Una caja hidrofébica formada por los residuos Tyroo,
Phei74 y Trp2is. 2) Un agujero cationico formado por los residuos Glug7 y Lysoe, y 3) Una caja de agua, situada
bajo los residuos Thros, Ilei7s y Thri75.® Por otro lado, el subsitio S2 es pequefio, poco profundo y definido, y
esta fusionado con el subsitio S4, mientras que, el subsitio S3 estd expuesto al disolvente y situado en la
periferia del subsitio S1.

De esta forma se plantea describir de forma actualizada, mediante un cribado virtual automatizado con enfoque
al FXa para su estudio, con esto se mejorarad su entendimiento a través de un mejor analisis de sus variables
complementarias abordando sus complejos cristalinos enzima-ligando. Con la ayuda de los procesos de cri-
bado asistidos por asistencia artificial predictiva se pueden obtener resultados mas personalizados enfocados
al FXa como objetivo molecular en el modelo de coagulacion tipo cascada.

MATERIALES AND METODOS

Mediante la utilizacion de la plataforma del RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB), que permite avances
en la ciencia y la educacion al proporcionar acceso a herramientas para la exploracion, visualizacion y analisis
de estructuras 3D, permite determinar experimentalmente de archivos individuales y librerias. Teniendo tam-
bién Modelos de Estructura computarizada (CSM), de AlphaFold DB, y ModelArchive. Se realizé una bus-
queda especifica para el objetivo molecular, a través de un cribado virtual con la identificacion “FXa”.

En primera instancia se report6 los complejos estructura-ligando para el FXa de forma integral, generando asi
tablas individuales para su reporte consolidado. Posteriormente, se tomaron en cuenta los siguientes parame-
tros:

1) Nombre cientifico del organismo fuente
2) Taxonomia

3) Mc¢étodo experimental

4) Tipo de entidad polimérica

5) Fecha de lanzamiento

6) Resolucion de refinamiento

7) Clasificacion enzimatica

8) Tipo de simetria

9) Clasificacion estructural de proteinas.

RESULTADOS

Una vez ingresado a la plataforma de RCSB PDB, y habiendo realizado previamente una profunda revision
del estado del arte se eligio al FXa como el objetivo molecular, y se procedio a ejecutar el cribado virtual, con
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las palabras clave FXa en el menu busqueda avanzada, tomando como referencia que la fecha del reporte es
15 de diciembre de 2022, por lo que es la linea base a considerarse en la presente investigacion. Se obtuvieron
115 complejos enzima-ligando reportados como complejos cristalizados, los que en una lista global se descar-
garon a forma de libreria, una vez identificados se procedi6 a tabular la informacion, asociando el PDB ID de
cada complejo a su literatura reportada, como se aprecia de forma organizada en la Tabla 2.

No. PDBID No. PDBID No. PDBID No. PDBID No. PDBID

1 4AN6° 24 2W26'° 47 11QE* 70 2P16! 93  1ZMJ"?
2 4AN7° 25 3CS7P 48 11QF* 71 2PHB'* 94  2VHOY
3 2P3F!'® 26 5VOEY 49 11QJ* 72 4Y76'8 95  3CEN"
4 3H5C* 27 5VOE" 50 1ION* 73 4Y79'" 96  4ZAE”
5 1FOU* 28 3F1S* 51 3K9X* 74 4DTG' 97 5EGM?®
6 1FOT2 29 2EI6% 52 1KSNY 75 2P3T% 98  5TNOY
7 5KOH 30 7KVE?! 53 2FZZ® 76 3SW23 99  1ZOM™
8 1TCP* 31 7KVE?! 54 31T 77 3177% 100 2PR3%
9 7TPQ* 32 7KXY?! 55 3Q3K* 78 317837 101 2RA0*
10 1P0S* 33 201J% 56 1LPG* 79 4ZQY*® 102 4BTI*
11 1EZQ?* 34 1V3XY 57 1LPK* 80 6NAN* 103 4BTT*
12 1FOR?? 35 1WU1¥ 58 1LPZ* 81 2GD4° 104 4BTU*
13 1F0S?? 36 2D1J¥ 59 1LQD* 82 1LQE* 105 S5TNT?
14 INFUS! 37 3KL6? 60 2BMG> 83 3HPT** 106 3ENS
15 INFW>! 38 4BQD> 61 2CJI%7 84 6E083® 107 2H9E®
16 INFX°! 39 7TPp%¥ 62 2J41% 85 6E093® 108 4BXS®!
17 INFY>! 40 11QG* 63 2UWL® 86 1PFX% 109 6MV4%
18 3G8H® 41 11QH* 64 2UWO% 87 1ZML'? 110 7AHU®®
19 3G8G® 42 11QI* 65 2UWP%? 88 1ZMN'? 111 S5YHNY
20 2P93°8 43 11QK* 66 2W31% 89 2G00" 112 3KCG™
21 1FAX"? 44 11QL* 67 2W3K® 90 2VH6" 113 5NMV7
22 2P948 45 11QM* 68 2J94!3 91 3LC3% 114 1ZLR'"
23 2P95%8 46 110E* 69 2J95'8 92 3LC57 115 4BXWS!

*En proceso de publicacion -to be published-. Informacion recopilada y tabulada.”

Tabla 2. Complejos cristalizados obtenidos a partir del cribado virtual del objetivo molecular del FXa.

Al consolidar la informacién de todos los cristales reportados para el FXa, se determind mediante la literatura
que las investigaciones tuvieron un alto impacto, ya que generaron cristales obtenidos por el método de di-
fraccion de rayos X, siendo asi que dentro de una misma publicacidn se reportan dos o mas complejos crista-
linos con la enzima del FXa.

Se destaca también que los cristales 4BTI, 4BTT y 4BTU se reportaron como estructuras con fragmentos
derivados de aril-piperidina, compuestos disefiados a partir de patrones con su fragmento farmacoforico com-
probado a nivel del sitio catalitico (fragmento en color azul). Por otra parte, dentro de la misma investigacion
se reportaron los cristales 4LOY y 4LXB, con otros blancos farmacologicos diferentes del FXa, se muestra en
la Figura 2, los objetivos moleculares en el complejo de cada cristal reportado.*®
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A) Objetivo molecular: FXa

W—

Figura 1. Cristales ensayados con diferentes objetivos moleculares.

Cristales como 2P16 que corresponde al anticoagulante comercial Apixaban, fairmaco: Eliquis® de la casa
comercial Pfizer'!; y 2W26 que corresponde al compuesto anticoagulante Rivaroxaban, farmaco: Xarelto® de
la casa comercial Bayer!'’. Ambos compuestos se consideran gold standard en el desarrollo de nuevos poten-
ciales anticoagulantes orales, ver Figura 3.

o o

oy, OO

Apixaban — Rivaroxaban
Eliquis® Xarelto®

Figura 2. Anticoagulantes gold standard.

Se ha reportado complicaciones posteriores a su suministro en pacientes derivados de cirugias de cadera, por
lo que en los tltimos 10 afios se ha abierto varios expedientes en su uso y seguimiento pre y post cirugia,
siendo un hito su prohibicién en paises europeos como Alemania.”®

Adicionalmente, los cristales JAHU y 7AHV se referencian en la misma literatura, se muestran en la Figura
4, explican que el cristal 7JAHU se lo evalta sobre la enzima del FXa mientras que el cristal 7AHV se contrasta
con un anticuerpo biespecifico y mimético del factor VIla como un estudio complementario a la hemofilia
tipo A.%
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7AHU - Objetivo molecular: FXa
7AHV - Objetivo molecular: Mim8 -FVlla

Figura 3. Estructuras ensayadas con multiproposito en variables de coagulacién

Investigaciones complementarias con enfoque quimico tedrico y computacional han explicado como los gold
standard se disponen espacialmente de forma eficiente para lograr la mayor afinidad con el sitio catalitico de
la enzima del FXa.”

Estudios de disefio y sintesis basado en procesos cribados automatizados, han permitido crear a través del
disefio inteligente nuevos compuestos anticoagulantes con porcentajes de inhibicidon menor, pero que a su vez

proporcionan dosis més seguras y con potencial minimizacion de efectos adversos.5%8!

Nombre cientifico del organismo fuente

El organismo del que se deriva originalmente la proteina o el nucle6tido, se denomina organismo fuente. En
algunos casos, estas proteinas y acidos nucleicos se purifican directamente de las células/tejidos de los orga-
nismos de origen. La proteina sigue siendo una proteina humana que se expresa en un huésped bacteriano o
en un sistema de expresion. Ver Tabla 3.

Clasificacion PDB ID

2P3F, 3H5C, 5KOH, 7TPQ, 1P0OS, INFU, INFW, INFX, INFY, 1EZQ,
1FOR, 1FO0S, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, 5VOE, 5VOF, 3F18S,
7KVF, 7KVE, 2El6, 7KXY, 2Q1J, 1V3X, 1WUI1, 2D1J, 3KL6, 4BQD,
7TPP, 11QG, 1IQH, 11QI, 1IQK, 11QL, 1IQM, 1IQE, 11IQF, 11QJ, 1I1QN,
1IOE, 3K9X, 2FZZ, 3Q3K, 3IIT, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I,
2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 2CJI, 2BMG, 2J41, 2PHB, 2J94,
2J95,4Y79,4Y76, 2P16, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 2GD4, 3HPT, 6EOS8, 6EO9,
1ZMN, 1ZML, 3LC5, 3LC3, 2VH6, 2G00, 1ZMJ, 5STNO, SEGM, 2VHO,
47ZAE, 3CEN, 5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT, 2RA0, 1ZOM, 2PR3, 3ENS,
2H9E, 6MV4, 7AHU, SYHN, 3KCG, SNMV, 1ZLR

Homo sapiens (100)

Bos taurus (3) 1FOU, 1FOT, 1LQE
Construccion sintética (3) 5VOE, 5VOF, 4BQD
Ancylostoma caninum (2) 2P3F, 2H9E
Escherichia coli (2) 1P0OS, 4BXW
Hirudo medicinalis (2) 6EO8, 6EO9
Pseudonaja textilis (2) 4BXS, 4BXW
Streptomyces griseus (2) 3178, 3177
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Sus scrofa (2) 4AN7, 1PFX
Tamarindus indica (2) 4AN6, 4AN7
Vipera ammodytes (2) 3G8H, 3G8G
Hemachatus haemachatus (1) 4ZQY
Ixodes scapularis (1) 6NAN
Mus musculus (1) SNMV

Ornithodoros moubata (1) ITCP
Data recopilada y tabulada.””

Tabla 3. Organismo en la expresion genéomica del FXa.

Para efecto de los estudios especificos de los modelos de coagulacion, es conveniente trabajar con la expresion
génica de Homo sapines, por esa razon se evidencia la cantidad de 100 complejos enzima-ligando reportados
en comparacion con la expresion en bovinos Bos faurus y construcciones via sintesis de péptidos.

Taxonomia

El nombre cientifico jerarquizado de forma taxonémica por el National Center for Biotechnology Information
(NCBI) para el organismo de origen asignado por el depositante del RCSB PDB. Para los organismos celulares
esto corresponde a un reino (por ejemplo, Archaea, Bacteria, Eukaryota). Para los virus esto corresponde a un
clado (por ejemplo, Adnaviria, Bicaudaviridae, Clavaviridae). Para otras entradas y no clasificadas, esto co-
rresponde al primer nivel de cualquier rango taxonémico por debajo del nivel raiz. Ver Tabla 4.

Clasificacion PDB ID

4ANG6, 4AN7, 2P3F, 3H5C, 1FOU, 1FOT, SKOH, 1TCP, 7TPQ, 1P0S, INFU, INFW,
INFX, INFY, 1EZQ, 1FOR, 1F0S, 3G8H, 3G8G, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7,
2W26, SVOE, 5VOF, 3F18S, 7KVF, 7KVE, 2EI6, 7KXY, 2Q1J, 1V3X, IWUI, 2D1]J,
3KL6, 4BQD, 7TPP, 11QG, 1I1QH, 11QI, 1IQK, 1IQL, 11QM, 1IQE, 1IQF, 11QJ,
1IQN, 110E, 3K9X, 2FZZ, 3Q3K, 3IIT, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I, 2UWL,
1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 2CJI, 2BMG, 2J41, 2PHB, 2194, 2J95, 4Y79, 4Y76,
2P16, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 4ZQY, 6NAN, 2GD4, 1LQE, 3HPT, 6EO8, 6EQ9, 1PFX,
1ZMN, 1ZML, 3LCS, 3LC3, 2VH6, 2G00, 1ZMJ, STNO, SEGM, 2VHO, 4ZAE,
3CEN, STNT, 4BTL 4BTU, 4BTT, 2RA0, 1ZOM, 2PR3, 3ENS, 2HOE, 6MV4,
7AHU, 4BXS, SYHN, 3KCG, SNMV, 1ZLR, 4BXW

Bacteria (4) 1POS, 3178, 3177, 4ABXW
Otras secuencias (3) 5VOE, 5VOF, 4BQD

Data recopilada y tabulada.””

Eucariota (113)

Tabla 4. Taxonomia de los organismos reportados del FXa.

Método experimental

La plataforma del RCSB PDB almacena las estructuras en su configuracion tridimensional a través de sus
coordenadas atdmicas (x,y,z). Una estructura resuelta es aquella que ha sido elucidada y reportada mediante
una publicacion con la caracterizacion completa de sus heteroatomos.

Existen tres métodos experimentales que permiten determinar la estructura tridimensional de una molécula:
1) a partir de un cristal por difraccion de rayos X en disolucion, 2) por Resonancia Magnética Nuclear RMN,
y 3) a partir de microscopia electronica por reconstruccion de imagenes. Ver Tabla 5.
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Clasificacion PDB ID
4ANG6,4AN7, 2P3F, 3H5C, 1FOU, 1FOT, SKOH, 1POS, INFU, INFW, INFX,
INFY, 1EZQ, 1FOR, 1F0S, 3G8H, 3G8G, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7,
2W26, SVOE, 5VOF, 3F18S, 2EI6, 2Q1J, 1V3X, 1WU1, 2D1J, 3KL6, 4BQD,
11QG, 1IQH, 11QI, 1IQK, 1IQL, 1IQM, 1IQE, 1IQF, 11QJ, 1IQN, 1IOE,
3K9X, 2FZZ, 3Q3K, 3IIT, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I, 2UWL,
Difraccion de rayos X (107)  1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 2CJI, 2BMG, 2J41, 2PHB, 2]94, 2]95, 4Y79,
4Y76, 2P16, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 3178, 3177, 4ZQY, 2GD4, 1LQE, 3HPT,
6EOS8, 6EOQ9, 1PFX, 1ZMN, 1ZML, 3LC5, 3LC3, 2VH6, 2G00, 1ZMJ,
5TNO, 5EGM, 2VHO0, 4ZAE, 3CEN, 5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT, 2RAO,
1ZOM, 2PR3, 3ENS, 2H9E, 6MV4, 7AHU, 4BXS, 3KCG, 5SNMV, 1ZLR,

4BXW
Microscopia electronica (5)  7TPQ, 7KXY, 7KVF, 7KVE, 7TPP
Solucién RMN (3) ITCP, 6NAN, SYHN

Data recopilada y tabulada.”

Tabla 5. Métodos para elucidar complejos enzima-ligando.

Dentro de la difraccion de rayos X, la metodologia estandar es el reemplazamiento molecular, que consiste en
el empleo de una molécula de estructura conocida para calcular las fases iniciales de una segunda molécula
con elementos estructurales comunes con la primera.®?

Este es el método cominmente utilizado para determinar la estructura de macromoléculas como las proteinas,
por lo que mediante un estudio preliminar se obtienen y contrastan las coordenadas de los heteroatomos de los
aminoacidos constituyentes de las enzimas y se lo corrobora con lo que se obtiene en la determinacion expe-
rimental de difraccion de rayos X; pudiendo establecer una medida de desviacion estandar entre lo calculado
y reportado. Para el objetivo molecular del FXa, se tienen 107/115 cristales obtenidos mediante la metodologia
experimental de cristalografia de rayos X.

Tipo de entidad polimérica
En la Tabla 6 se encuentran los cristales reportados en la plataforma del RCSB PDB, que pueden contener
multiples entidades/tipos macromoleculares como:
1) Proteina, cuando una macromolécula muestra claramente su estructura cuaternaria, reflejando asi su
super enrollamiento molecular,
2) ADN, con su doble hélice de aminoacidos concatenados muestra su estructura terciaria,
3) ARN, con una tnica hebra/cadena de aminoacidos se usa con fines de expresion de genes,
4) Hibrido, son aquellas posibles combinaciones entre los anteriores,
5) Otro, producto del disefio y sintesis de polimeros entre aminoacidos, mondmeros estructurales e inclu-
sive algunos elementos inorganicos.
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Clasificacion PDB ID

4ANG6,4AN7,2P3F, 3H5C, 1FOU, 1F0T, 5SKOH, 1TCP, 7TPQ, 1POS, INFU, INFW, INFX,
INFY, 1EZQ, 1FOR, 1FO0S, 3G8H, 3G8G, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, SVOE,
SVOF, 3F18S, 7KVF, 7KVE, 2EI6, 7KXY, 2Q1J, 1V3X, 1WUI1, 2D11J, 3KL6,4BQD, 7TPP,
11QG, 1IQH, 1IQI, 1IQK, 11QL, 11IQM, 1IQE, 11QF, 11QJ, 1IQN, 1I0E, 3K9X, 2FZZ,
3Q3K, 3IIT, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I, 2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK,
2CJI, 2BMG, 2J41, 2PHB, 2194, 2)95,4Y79,4Y76, 2P16, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 3178, 3177,
47QY, 6NAN, 2GD4, 1LQE, 3HPT, 6EO8, 6EQ9, 1PFX, 1ZMN, 1ZML, 3LCS, 3LC3,
2VH6, 2G00, 1ZMJ, 5TNO, 5EGM, 2VHO0, 4ZAE, 3CEN, 5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT,
2RA0, 1ZOM, 2PR3, 3ENS, 2H9E, 6MV4, 7AHU, 4BXS, 5YHN, 3KCG, 5SNMV, 1ZLR,
4BXW

ARN (2) 5VOE, 5VOF

Data recopilada y tabulada.”

Proteina (115)

Tabla 6. Tipo de polimeros organicos.

Al realizar el cribado especifico para el FXa se pudo obtener los 115 complejos cristalinos reportados en las
tablas 2 y 6 respectivamente, todas ellas con relacién a los complejos enzima-ligando, diferenciando si la
enzima del FXa contiene todas sus cadenas (liviana y pesada) o unicamente la cadena pesada donde se en-
cuentra su sitio catalitico.

Para los cristales SVOE y SVOF se utilizan aptdmeros de ARN para mejorar la actividad de un anticoagulante
alternativo, se demostr6 que las combinaciones de 11F7t y heparina no fraccionada (HNF) mejoro la actividad
anticoagulante.!”

Fecha de lanzamiento

El afio en que se public6 una entrada de complejo cristalino en la plataforma del RCSB PDB. Sencillamente
hace referencia a la literatura reportada en el articulo cientifico en el que se proponen los diversos ligandos y
se los ensaya frente al objetivo molécula en cuestion. La Tabla 8 evidencia el rango de publicacion para los
complejos enzima-ligando de FXa y que se reportan desde 1995 a 2022.

Para el FXa la primera estructura reportada como complejo enzima-ligando fue el cristal ITCP, el mismo que
tiene dos fechas importantes a diferenciar: 1) fecha de cristalizacion y reporte de coordenadas el 31 de octubre
de 1994, y 2) fecha de publicacion del articulo cientifico (21 de noviembre de 1994) estando disponible para
su difusion en 1995.

Los afios de mayor apogeo y produccion cientifica en el estudio del FXa se reporta en el intervalo entre 2005
y 2009, teniendo asi 44 publicaciones de cristales asociados a este objetivo molecular. Asimismo, los cristales
publicados de manera mas reciente son 7TPP y 7TPQ, aceptados el 30 de marzo de 2022.%°

Clasificacion PDB ID
1995-1999 (3) 1TCP, 1FAX, 1PFX
1FOU, 1FOT, 1POS, INFU, INFW, INFX, INFY, 1FOR, 1F0S, 1EZQ, 1V3X, 11QG,
2000 - 2004 (28) 1IQH, 1IQI, 1IQK, 1IQL, 11QM, 1IQE, 1IQF, 1IOE, 11QJ, 1IQN, 1KSN, 1LQD, 1LPZ,
1LPG, 1LPK, 1LQE
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2P3F, 3G8H, 3G8G, 2P93, 2P9%4, 2P95, 2W26, 3CS7, 3F1S, 2EI6, 2Q1J, 2D1J, 1WUI,
3KL6, 3K9X, 2FZZ, 2CJI, 2W3K, 2W3I, 2BMG, 2J41, 2UWL, 2UWP, 2UWO, 2P16,
2PHB, 2J94, 2J95, 2P3T, 2GD4, 3HPT, 2VH6, 2G00, 1ZMN, 1ZML, 2VHO, 3CEN,
1ZM]J, 2RA0, 1ZOM, 2PR3, 3ENS, 2HIE, 1ZLR

4ANG6, 4AN7, 3H5C, 4BQD, 31IT, 3Q3K, 4DTG, 3SW2, 3178, 3177, 3LC5, 3LC3, 4BTI,
4BTU, 4BTT, 4BXS, 3KCG, 4BXW

5SKOH, 5VOE, 5VOF, 4Y79, 4Y76, 42QY, 6NAN, 6EOS, 6EO9, 4ZAE, SEGM, 5TNO,
STNT, 6MV4, SYHN, SNMV

2020-2024 (6) 7TPQ, 7KXY, 7KVF, 7TKVE, 7TPP, 7TAHU

Data recopilada y tabulada.””

2005 - 2009 (44)

2010 - 2014 (18)

2015 - 2019 (16)

Tabla 7. Fecha de lanzamiento para los cristales del FXa.

Resolucién de refinamiento (A)

Los datos mostrados a través de la resolucion incluyen estructuras elucidadas por cristalografia de rayos X o
microscopia electronica. Esta estadistica se muestra como la desviacion cuadratica media raiz (Root Mean
Square Deviation) (RMSD) medida en Angstroms (A), y que indica de forma sencilla que tan fidedigna es
una estructura y su reporte de coordenadas con respecto a un patron tedrico. Los rangos reportados para el
FXa se muestran en la Tabla 7.

Clasificacion PDB ID
1,0-1,54) 3G8H, 3KL6, 5STNT, 6MV4
4ANG6, 1FOU, 1F0T, 3G8G, 2P93, 2P94, 2Q1J, 3K9X, 31T, 2W31, 2J41, 2UWL, 2UWP,

1,5-2,0(28) 2UWO, 4DTG, 2P3T, 6EO8, 6EO9, 3LC3, 2VH6, 2VHO0, 4ZAE, SEGM, 3CEN, 5TNO,
2PR3, 3KCG, SNMV
4AN7, SKOH, INFU, INFW, INFX, INFY, 1FOR, 1F0S, 1EZQ, 2P95, SVOE, 5VOF,
2W26, 3CS7, 3F1S, 2El6, 1V3X, 2D1J, 1IWUI, 4BQD, 2FZZ, 1KSN, 3Q3K, 2CJI, 1LPZ,
2W3K, 1LPG, 1LPK, 4Y79, 4Y76, 2P16, 2PHB, 2]94, 2J95, 3SW2, 3177, 1LQE, 3HPT,
2G00, 1ZMN, 1ZML, 1ZMJ, 4BTI, 4BTU, 2RAO0, 1ZOM, 3ENS, 2H9E

1POS, 11QG, 11QI, 1IQL, 1IQM, 11IQE, 11I0E, 1IQN, 2BMG, 1LQD, 42QY, 3LCS5, 4BTT,
7AHU, 1ZLR, 4BXW

3,0-3,5(12) 2P3F, 3H5C, 1FAX, 7KVE, 11QH, 11QK, 1IQF, 11QJ, 3178, 2GD4, 1PFX, 4BXS
3,5-4,0(1) TKVF

40-452) TKXY, 7TPP

>45 (1) 7TPQ
Data recopilada y tabulada.”

2,0 - 2,5 (48)

2,5-3,0 (16)

Tabla 8. Resolucion de proteinas para el FXa.

Tomando en cuenta al objetivo molecular del FXa, la menor resolucion reportada fue en 2009 para el cristal
3G8H, con un RMSD de 1,35 A%. Mientras que, la mayor resolucion reportada tiene un RMSD de 5,30 A, en
el cristal 7TPQ, lo que da a entender una gran diferencia entre las coordenadas tedricas-calculadas y las repor-
tadas en el cristal.*’

Para efecto del estudio de los anticoagulantes con mayor relevancia farmacéutica y cientifica, tenemos al
cristal correspondiente a Apixaban, 2P16, con un RMSD de 2,30 A; y Rivaroxaban, 2W26, con un RMSD de
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2,08 A, lo que indica mayor confiabilidad para su estudio via acoplamientos moleculares en quimica tedrica
computacional.

Clasificacion enzimatica

La clasificacion de enzimas se basa en las recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Union Inter-
nacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB). Los numeros EC (Comision de Enzimas) se asignan
a las estructuras RCSB PDB mediante el mapeo especificado por el autor, UniProtKB GenBank, KEGG. La
clasificacion para las enzimas del FXa se puede observar en la Tabla 9.

Clasificacion PDB ID

4AN7, 2P3F, 1FOU, 1FO0T, 5SKOH, 7TPQ, 1P0OS, INFU, INFW, INFX, INFY, 1EZQ,
1FOR, 1FO0S, 3G8H, 3G8G, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, 5SVOE, 5VOF, 2EI6,
2Q1J, 1V3X, 1WUI, 2D1J, 3KL6, 7TPP, 11QG, 11QH, 11QI, 1IQK, 1IQL, 11QM, 11QE,
1IQF, 11QJ, 1IQN, 1I0E, 3K9X, 2FZZ, 3Q3K, 3IIT, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I,

Hidrolasas (102) 2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 2CJI, 2BMG, 2J41, 2PHB, 2J94, 2J95, 4Y79,
4Y76,2P16, 2P3T, 3SW2, 3178, 3177, 2GD4, 1LQE, 3HPT, 6EOS, 6EOQ9, 1PFX, 1ZMN,
1ZML, 3LC5, 3LC3, 2VH6, 2G00, 1ZMJ, 5TNO, SEGM, 2VHO, 4ZAE, 3CEN, 5TNT,
4BTI, 4BTU, 4BTT, 2RA0, 1Z0M, 2PR3, 3ENS, 2HI9E, 6MV4, TAHU, 4BXS, 3KCQG,
1ZLR, 4BXW

Data recopilada y tabulada.””

Tabla 9. Clasificacion enzimatica para el FXa.

Una hidrolasa es una enzima capaz de catalizar la hidrolisis de un enlace quimico, en el caso del FXa sabemos
que en su sitio catalitico ingresara un fragmento de otra proteina, provocando un corte, escindiendo el enlace
peptidico en presencia de moléculas de agua como nucleoéfilos, para generar intermediarios o aductos previos
a la separacion. Se puede observar que el 100% de los cristales son del tipo hidrolasas, ya que la enzima del
FXa, forma parte del grupo de serino proteasas que degradan péptidos y proteinas, y que poseen en fondo de
su cavidad catalitica un aminoécido serina esencial para la catilisis enzimética.®®

Tipo de simetria

Los ensamblajes oligoméricos se estabilizan mediante interacciones especificas. En algunos casos, los cam-
bios en el entorno o la inclusion de una pequefia molécula o proteina reguladora pueden cambiar las simetrias
de ensamblaje. Los ensamblajes de proteinas tienen arreglos simétricos similares y exploran interacciones que
conducen a funciones bioldgicas, cooperatividad y/o regulacion. Ver Tabla 10.

Clasificacion PDB ID

4AN6, 4AN7, 2P3F, 3H5C, 1FOU, 1FOT, SKOH, 1TCP, 7TPQ, INFU, INFW, INFX,
INFY, 1EZQ, 1FOR, 1F0S, 2P93, IFAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, SVOE, 5VOF, 3F1S,
7KVF, 7KVE, 2EI6, 7KXY, 2Q1J, 1V3X, IWU1, 2D1J, 3KL6, 4BQD, 7TPP, 11QG,
Asimétrica (111)  1IQH, 11QI, 1IQK, 1IQL, 1IQM, 1IQE, 1IQF, 11QJ, 11QN, 1IOE, 3K9X, 2FZZ, 3Q3K,
31T, 1KSN, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I, 2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 2CJI,
2BMG, 2J41, 2PHB, 2J94, 2J95, 4Y79, 4Y76, 2P16, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 3178, 3177,
47QY, 6NAN, 2GD4, 1LQE, 3HPT, 6EOS8, 6E09, 1PFX, 1ZMN, 1ZML, 3LCS, 3LC3,
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2VH6, 2G00, 1ZMJ, 5TNO, SEGM, 2VHO0, 4ZAE, 3CEN, 5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT,
2RA0, 1ZOM, 2PR3, 3ENS, 2H9E, 7AHU, 4BXS, 5YHN, 3KCG, SNMV, 1ZLR, 4BXW
Ciclica (3) 1POS, 3G8H, 3G8G
Dihédrica (1) 6MV4
Data recopilada y tabulada.”

Tabla 10. Simetria en enzimas para el FXa

La enzima del FXa es una alfa globulina de masa molecular de 58,800 Daltons, compuesta por una cadena
liviana de 49 residuos aminoacidicos, ademas de una cadena pesada con 242 residuos aminoacidicos, las que
se unen mediante un puente disulfuro, se destaca que el sitio activo se encuentra como una cavidad periférica
en la superficie de esta proteina globular.

De acuerdo con su forma de obtencion, purificacion y cristalizacion se las puede encontrar como proteina
globular unitaria, dimero, tetramero. Siendo asi las simetrias rotatorias las mas comunes, donde se toma muy
en cuenta el eje de proyeccion y giro.®* Teniendo que diferenciar en que subunidad se encuentra el ligando
cristalizado, dando el enfoque a esa subunidad para el estudio de las interacciones intermoleculares.®’

Clasificacion estructural de proteinas

La base de datos Structural Classification of Proteins (SCOP) tiene como objetivo proporcionar una descrip-
cion detallada y completa de las relaciones estructurales y evolutivas entre todas las proteinas cuya estructura
se conoce. Proporciona un estudio de los pliegues de proteinas, e informacion sobre la similitud entre protei-
nas. Como se reporta organizadamente en la Tabla 11.

Clasificacion PDBID

4AN7, 2P3F, 1FOU, 1F0T, 5SKOH, 1P0S, INFU, INFW, INFX, INFY, 1FOR,
1FO0S, 1EZQ, 2P93, 1FAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, 2EI6, 2Q1J, IWUI, 1V3X,
2D1J, 3KL6, 11QG, 1IQH, 1IQI, 1IQK, 1IQL, 11QM, 1IQE, 11QF, 11QJ, 1I1QN,
1IOE, 3K9X, 3IIT, 2FZZ, 1KSN, 3Q3K, 2CJI, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I,

Beta proteinas (93) 2BMG, 2J41, 2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 4Y79, 4Y76, 2PHB, 2P16,
2194, 2J95, 4DTG, 2P3T, 3SW2, 3178, 3177, 2GD4, 1LQE, 3HPT, 1PFX, 2VH6,
1ZMN, 1ZML, 3LCS5, 3LC3, 2G00, 2VHO0, 4ZAE, 1ZMJ, 5STNO, SEGM, 3CEN,
5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT, 2RA0, 1Z0M, 2PR3, 3ENS, 2H9E, 6MV4, 7AHU,
3KCG, 1ZLR

2P3F, SKOH, 1TCP, 1P0S, INFU, INFW, INFX, INFY, 1FOR, 1F0S, 1EZQ,
2P93, IFAX, 2P94, 2P95, 3CS7, 2W26, 2EI6, 2Q1J, IWU1, 1V3X, 2D1J, 3KLS6,
11QG, 11QH, 11QIL, 11QK, 1IQL, 11QM, 1IQE, 1IQF, 11QJ, 1IQN, 1IOE, 3K9X,
31T, 2FZZ, 1KSN, 3Q3K, 2CJI, 1LQD, 1LPZ, 2W3K, 2W3I, 2BMG, 274,
2UWL, 1LPG, 2UWP, 2UWO, 1LPK, 4Y79, 4Y76, 2PHB, 2P16, 2J94, 2J95,
4ADTG, 2P3T, 3SW2, 4ZQY, 2GD4, 3HPT, 1PFX, 2VH6, 3LCS, 3LC3, 2G00,
2VHO, 4ZAE, 5TNO, SEGM, 3CEN, 5TNT, 4BTI, 4BTU, 4BTT, 2RA0, 2PR3,
3ENS, 2H9E, 6MV4, 7AHU, 3KCG, SNMV

Artefactos (4) 2W26, 4DTG, 3LC3, 6MV4

Proteinas pequenias (85)
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Proteinas multidominio

(alfay beta) (3)

Alfa proteinas (2) 3G8H, 3G8G
Data recopilada y tabulada.”’
Tabla 11. Clasificaciéon SCOP para el FXa.

3F1S, 2GD4, 3KCG

Las proteinas pequefias son una clase diversa de proteinas (generalmente <100 aminoacidos de longitud). Su
estructura terciaria se mantiene normalmente por puentes disulfuro, ligandos metalicos, y/o interacciones con
sus cofactores respectivos.’¢

La hélice alfa (a-hélice) es comun en la estructura secundaria de proteinas donde cada cadena N-H de grupo
de enlaces de hidrogeno se enlaza a los grupos C=0 del aminoacido situado cuatro residuos antes a lo largo
de la secuencia de proteinas.®’” La 1amina beta (B-hoja) es comiin en la estructura secundaria de las proteinas.
Las laminas beta son hebras conectadas lateralmente, por al menos dos o tres enlaces de hidrégeno de la cadena
polimérica, formando una hoja plisada retorcida.®

De esta forma se pudo determinar que la enzima del FXa se reporta mayormente como una beta proteina, por
sus interacciones intermoleculares de puente de hidrogeno entre sus residuos aminoacidicos, evidenciandose
asi las laminas beta. Se reporta también, gran cantidad de proteinas pequefias, las que no son enzimas comple-
tas, pero incluyen en detalle el sitio catalitico para su estudio. Finalmente, se puso en evidencia otros compo-
nentes hibridos, los que al ser cristalizados incluyen complementos como cadenas liviana y pesada, ademas
de ligandos alternos y cofactores.

DISCUSION

Los datos presentados fueron interpretados tomando en cuenta el punto de vista quimico, adaptando los cono-
cimientos a las aplicaciones biotecnoldgicas para darle un enfoque médico, utilizando herramientas inter y
multidisciplinares, las que, a través de filtros automatizados, como el cribado virtual asistido por computador,
nos permitié tener un punto de referencia a diciembre de 2022 con la descripcion integra del FXa en la plata-
forma bioinformatica del RCSB PDB.

Se establece una linea base, es decir, un antes y un después en las estructuras cristalinas del FXa reportadas
en el RSCB PDB, tomando estos datos referenciales para el desarrollo de futuros proyectos de investigacion,
se enfatiza la obtencion de los cristales reportados por difraccion de rayos X, contrastando sus resoluciones
podemos tener una idea preliminar de calidad y que tan fieles son a sus coordenadas reales.

El fragmento farmacoférico (derivados de aril-piperidina) se obtuvo por estudios preliminares de relacion
estructura-actividad, los que demostraron que se puede ubicar de forma muy afin en el sitio catalitico, gene-
rando las interacciones intermoleculares necesarias para tener actividad frente al FXa, por lo que se puede
enunciar que derivados de los mismos (quimica combinatoria) presentaran bioactividad en esta enzima.

De la totalidad de cristales obtenidos en la plataforma del RCSB PDB con identificacion de metadatos referi-
dos al FXa, se encontr6 que los complejos: 4BTI, 4BTT, 4BTU, 4LOY, y 4LXB se reportaron como estruc-
turas con fragmentos derivados de aril-piperidina, compuestos disefiados a partir de los gold standard com-
probando que el disefio racional de fArmacos direcciona de forma adecuada a la obtencidén de nuevos com-
puestos bioactivos.

Farmacos de referencia como Apixaban (PDB ID: 2P16), con un RMSD de 2,30 A; y Rivaroxaban (PDB ID:
2W26), con un RMSD de 2,08 A; son los patrones comerciales a comparar, por su eficiencia como anticoagu-
lantes orales, ademas, sus complejos cristalinos reportados son los maximos exponentes al momento de reali-
zar estudios de acoplamiento molecular, comparando multiples propuestas tedricas, con todas las posibilidades
en cuanto a disposicion espacial como conformeros estructurales. Una vez probados a través de herramientas
de quimica teérica y computacional se procede a su sintesis y evaluacion enzimatica, a través de pruebas in
vitro, de ser muy favorable se procedera a la etapa in vivo, para finalmente, evaluarlo estadisticamente me-
diante ensayos clinicos.
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CONCLUSIONS

Considerando toda la informacion vertida en este cribado virtual automatizado, se logrd generar un analisis a
profundidad del objetivo molecular del FXa dentro de la cascada de coagulacion humana, describiendo sus
variables reportadas, siendo asi algunas de ellas cualitativas y las mas numerosas cuantitativas. La descripcion
del FXa permite que a través de este estudio se tenga una linea base actualizada para los reportes de nuevas
estructuras cristalinas, su interpretacion y utilizacion en estudios de quimica tedrica y computacional. Asi
mismo, se plantea la posibilidad de tomar el fragmento farmacoférico descrito para el desarrollo de compues-
tos bioactivos frente a serino proteasas de caracteristicas similares al FXa.

Dentro de los datos mds representativos se encontrd que el cristal 3G8H, con un RMSD de 1,35 A (menor
resolucion), en contraste con la mayor resolucion reportada tiene un RMSD de 5,30 A, en el cristal 7TPQ;
comparando asi la confiabilidad del complejo cristalino en sus coordenadas espaciales reportadas. Estos datos
son de vital importancia para la utilizacion de herramientas quimico-computacionales, con fines de investiga-
cion y desarrollo en el campo de los compuestos bioactivos.
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