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CHIKYV: Virus de la Chikungunya

Kb: Kilo bases

1g: Inmunoglobulina

KDa: Kilo Daltons

aa: Aminoécidos

CH: Constante Pesada

CL.: Constante Ligera

VH: Variable Pesada

VL: Variable Ligera

HCADb: Anticuerpo de cadena pesada

VHH: Nanoanticuerpo o Variable Pesada de unién al antigeno de los HCAb
Anticuerpos convencionales: Anticuerpos de estructura referente a la humana
CDR: Region Determinante de Complementariedad

FR: Region de marco de trabajo

PDB: Protein Data Bank

MM: Mecénica Molecular

DM: Dinamica Molecular

RMSD: Root Mean Square Deviation
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RESUMEN

La medicina moderna actual no encuentra soluciones ni medios para atacar o
contrarrestar al virus Chikungunya causante de la fiebre Chikungunya, el cual ha
causado y sigue causando estragos entre sus victimas a nivel mundial. Por medio de
métodos bioinformaticos, se humanizé a los nanoanticuerpos de llama, sustituyendo
aminoacidos de la secuencia del nanoanticuerpo por las secuencias completas de los
CDR humanos obtenidos de la porcion VH de la 1gG humana. Esta biomolécula fue
estabilizada por medio de la dindmica molecular a 50ns, la cual, luego fue acoplada
“docking” con el antigeno E2 del virus Chikungunya. Luego, se evalud su capacidad de
reconocimiento y estabilidad del nanoanticuerpo humanizado frente al antigeno E2, asi
como la energia de interaccion. Se obtuvo un acoplamiento favorecido del
nanoanticuerpo frente al antigeno E2, el cual se acopld entre el dominio A y B del
antigeno E2. Su energia de interaccion obtenida fue de -13.58Kcal/mol, la cual nos haria
pensar que los nanoanticuerpos humanizados podrian contrarrestar al virus
Chikungunya, al bloguear la unién del antigeno E2 frente a los receptores de membrana

de las células huésped.

Palabras clave: Camélido sudamericano, nanoanticuerpos, virus Chikungunya, 1gG

humana, antigeno E2, bioinformatica, dindmica molecular.
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ABSTRACT

Today's modern medicine does not find solutions or means to attack or counteract the
Chikungunya virus that causes Chikungunya fever, which has caused and continues to
cause havoc among its victims worldwide. By means of bioinformatic methods, the
flame nanobodies were humanized, substituting amino acids of the nanobody sequence
with the complete sequences of the human CDRs obtained from the VH portion of
human IgG. This biomolecule was stabilized by means of the molecular dynamics at
50ns, which was then coupled "docking” with the E2 antigen of the Chikungunya virus.
Then, its ability to recognize and stabilize the humanized nanobodies against the E2
antigen, as well as the interaction energy, was evaluated. A favored coupling of the
nanobody was obtained against the E2 antigen, which was coupled between domain A
and B of the E2 antigen. Its interaction energy obtained was -13.58Kcal/mol, which
would make us think that humanized nanobodies could counteract the Chikungunya
virus, by blocking the binding of the E2 antigen to the membrane receptors of the host

cells.

Keywords: South American camelid, nanobodies, Chikungunya virus, human IgG, E2

antigen, bioinformatics, molecular dynamics.
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INTRODUCCION

La fiebre Chikungunya es una enfermedad causada por el virus Chikungunya que ha
afectado y sigue afectando a miles de personas en el mundo, la cual se caracteriza por
mantener a la persona infectada indispuesta y con malestar general, como fiebre
acompariada de dolores articulares, los cuales pueden convertirse en cronicos y
mantenerse por el resto de la vida e incluso en algunos casos se ha visto que puede
causar la muerte. La medicina actual no cuenta con una alternativa o solucion para
contrarrestar al causante de la enfermedad, asi como vias para imposibilitar la accion del
virus dentro del cuerpo, sélo se cuenta con medios que permiten atenuar los malestares
causados en sus victimas.

La necesidad por encontrar tratamientos o curas que nos permitan luchar contra los
diferentes patdgenos, como los virus, nos ha empujado a desarrollar nuevas tecnologias
o mirar hacia diferentes medios para desarrollar nuevas herramientas y adaptarlas para
luego utilizarlas en los seres humanos como instrumentos efectivos contra los causantes
de tales enfermedades. El sistema inmune, es el encargado de protegernos de las
amenazas externas que invaden nuestro cuerpo. Las inmunoglobulinas son
glucoproteinas cuya funcién es la de neutralizar al invasor y prepararlo para ser
eliminado por células especializadas en defensa. La inmunoglobulina G, es una de las
mas abundantes en el plasma sanguineo de los mamiferos, como los seres humanos, y es

una de las inmunoglobulinas especificas para contrarrestar virus.
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Los camélidos sudamericanos, como la llama, al igual que los humanos, cuentan con un
sistema de defensa muy sofisticado y desarrollado. Estos, poseen un homologo a la
inmunoglobulina G humana, pero con una caracteristica muy particular. Esta
inmunoglobulina G carece de las cadenas ligeras, asi como del dominio constante CH1
que forma parte de la cadena pesada, presentando s6lo al dominio variable denominado
“VHH”, el cual representa a toda la region Fab en contraste con su homologo humano.
Diversos trabajos relacionados al fragmento VHH de la Ilama muestran ser efectivos
para interactuar contra diversos patdgenos, estos fragmentos VHH por si solos son
llamados “nanoanticuerpos” debido a su tamafio en nanémetros. Los nanoanticuerpos,
resultan ser muy similares con los VH humanos, pero debido a sus caracteristicas
propias los hacen especiales y candidatos como herramientas ingenierizadas a utilizar en
la medicina humana.

La bioinformatica, como una herramienta de la tecnologia computacional, trabaja como
un soporte para los diferentes campos de la investigacion como la biologia, la quimica e
incluso en la biotecnologia moderna, permitiendo entender mas a profundidad como las
biomoléculas interactian o se desenvuelven en situaciones diferentes o diversas hacia un
estimulo dado, lo cual no siempre se logra alcanzar en primera instancia en la
investigacion experimental. A través de este medio, se busca simular la interaccion del
nanoanticuerpo contra el antigeno E2 del virus Chikungunya, el cual forma parte de la
superficie del virus junto a otras proteinas. También, como el de la inmunoglobulina G
humana contra el mismo antigeno. Luego, realizar la simulacion de ingenierizacion del
nanoanticuerpo de llama a partir de la inmunoglobulina G humana utilizando
herramientas bioinformaticas. Finalmente, evaluar la capacidad de interaccion del
nanoanticuerpo humanizado contra el antigeno E2 del virus Chikungunya. De este
modo, se podria evaluar si una humanizacion real del nanoanticuerpo resultaria ser una
via util o no para contrarrestar al virus Chikungunya que viene afectando a miles de
personas alrededor del mundo, incluido el Peru.
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OBJETIVOS

1.1. General

e Humanizar nanoanticuerpos (IgG) de camélidos sudamericanos Lama glama y
evaluar su capacidad de reconocimiento del antigeno E2 relacionado al virus

Chikungunya.
1.2. Especificos

e Encontrar la estructura completa del nanoanticuerpo (IgG) de llama, fragmento
VH-CHI1 de la IgG humana y antigeno E2 del virus Chikungunya utilizando la
base de datos Protein Data Bank.

e Estabilizar la estructura a nivel de dinamica molecular, en condiciones
fisiologicas como es temperatura, pH y presion. Para el nanoanticuerpo (IgG) de
llama, fragmento VH-CHI1 de la IgG humana, nanoanticuerpo humanizado y
antigeno E2 del virus Chikungunya.

e Acoplar “Docking” al nanoanticuerpo (IgG) de llama, fragmento VH-CHI1 de la
IgG humana y nanoanticuerpo humanizado mediante una aproximacion rigido —
rigido frente al antigeno E2 respectivamente.

e Calcular la energia libre de interaccion para este tipo de sistemas, mediante la
aproximacion perturbativa.

e Calcular los porcentajes de Ramachandran para los sistemas de acoplamiento,

también como el de las estructuras independientes.
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HIPOTESIS

Dado que la inmunoglobulina G de la Lama glama, especificamente los dominios VHH,
presentan una actividad de unidon antigeno — anticuerpo, frente a antigenos microbianos,
es posible que mediante el uso de herramientas computacionales y métodos
bioinformaticos sea factible los procesos de humanizacién de nanoanticuerpos (IgG) de

cam¢élidos sudamericanos Lama glama y se evalte la energética de interaccion con el

antigeno E2 del virus Chikungunya.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2.1. La fiebre Chikungunya

Muchos de los virus que infectan a los humanos son transmitidos por artropodos, los
cuéles son conocidos como Arbovirus, formando parte de los agentes etioldgicos
comunes, responsables de causar la enfermedad febril humana en el mundo. De forma
reciente, las infecciones causadas por estos agentes se han vuelto un gran problema para
la salud en Sudamérica, con mayor incidencia en las regiones tropicales, donde la
proliferacion de mosquitos se ve favorecida por las altas temperaturas y la humedad, por
ende, la transmision de estos virus. @

La fiebre Chikungunya es una enfermedad tropical causada por el virus Chikungunya
(CHIKV), que por primera vez se presenté como epidemia al Este de Africa entre 1952
y 1953, el cual es transmitido a los humanos por la picadura de dos especies de
mosquitos, el Aedes aegypti 0 el Aedes albopictus infectados. Una vez inoculado el
virus por el vector, éste comienza su replicacion en la piel como en las células
endoteliales de la dermis, macrdfagos y fibroblastos, finalmente se diseminan al higado,
articulaciones y cerebro, se cree que por via sanguinea. ®  La fiebre Chikungunya
presenta una distribucion uniforme entre los grupos de edades diferentes, con 90% a
95% de los casos como resultado de fiebre, mialgia y poliartralgia y alrededor de la
mitad de ellos con resultado de erupcion cutanea.

El término Chikungunya es una palabra del lenguaje Makonde o Kimakonde en
Tanzania, el cudl hace referencia a la postura encorvada o contorsionada del individuo
afectado. Los pacientes infectados con el virus padecen diferentes sintomas como dolor
de cabeza, fiebre alta, erupcion macopapular y dolor severo en las articulaciones. El
CHIKYV se encuentra situado en varias regiones del continente Africano y Asiatico, pero
no recibid la atencion adecuada hasta que en el ano 2005 se registré un importante brote
epidémico en las islas del Océano Indico. Para el afio 2013, en el hemisferio occidental
se present6 una transmision del CHIKV causando un promedio de 1,4 millones de casos

en todo el continente Americano en un periodo de 18 meses. 39
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La transmision del CHIKYV se ve visto favorecida en ambientes tropicales de los paises
en vias de desarrollo, en los cuales los recursos para la prevencioén son limitados. El
Pertl, geograficamente, se encuentra rodeado por paises que han reportado la presencia
de la enfermedad, esta presencia, se ha visto reforzada por la migracion constante en las
fronteras del pais, en el ano 2015 se reporto el primer caso de fiebre Chikungunya. No
obstante, aun es considerada como unas de las enfermedades olvidadas o desentendidas

por los gobiernos del pais. 7

2.2. El virus Chikungunya (CHIKV)

El CHIKV pertenece al género Alfavirus y a la familia 7ogaviridae los cuales se
caracterizan por ser esféricos recubiertos con un didmetro promedio de 70nm y una
simetria cuasicosaédrica, ® y tienen una bicapa lipidica que deriva de la membrana
plasmatica de su hospedador. ® Estos virus presentan un genoma de ARN
monocatenario de aproximadamente 12Kb de sentido positivo, este ARN es el encargado
de codificar a cuatro proteinas consideradas no estructurales, pero que son importantes
para la replicacion del virus, y cinco proteinas estructurales (E1, E2, E3, 6K y la proteina
C) que conforma la capside. (1% 1D

Las proteinas heterodiméricas E2-E1 conforman 80 picos triméricos en la superficie del
virus, 60 de ellos con simetria cuasi-triple (“q3”) y los 20 restantes son coincidentes con
los ejes icosaédricos triples (“i3”) dispuestos en una cuasi-simetria T = 4. La proteina E1
presenta un bucle de fusién hidrofobico en uno de sus extremos y es responsable de la
fusion a la membrana del huésped. Mientras que la proteina E2 es responsable de la
union al receptor del huésped y cubre al bucle de fusion a un pH neutro. *? A su vez, se
ha observado que E3 y 6K actlian como proteinas auxiliares en el proceso de gemacion y
maduracion de la envoltura del virion. @ En la Figura 2.1, se detalla la estructura del
CHIKV.

La proteina E1, la cudl se encuentra en la base de la punta trimérica por debajo de E2, es
una proteina de fusion de membrana tipo Il que contiene tres dominios B-cilindricos. El
ectodominio de E1 esta conformado por tres dominios, el dominio | se encuentra

localizado entre los dominios Il y 11, conectando al dominio distal 1l con el dominio
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proximal 111 de la membrana. El bucle de fusion a la membrana del huésped se encuentra
localizado en el extremo distal del dominio 11 de la proteina E1 y se encuentra protegido

por el dominio B de la proteina E2. ¢ 13)

Figura 2.1. El virus Chikungunya, conformacién y estructura. & 8 11
(A) Muestra a las proteinas E2-E1 organizadas en 80 picos triméricos en la
superficie del CHIKV, (B) El triangulo dibujado representa la cuasi-simetria
generada por sus proteinas de superficie, (C) Muestra la estructura del virus desde
el exterior al interior, (D) Representa a la ubicacién de las proteinas E2-E1

respecto a la superficie del virus.
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La proteina E2 esta conformada por tres dominios; el dominio A - amino terminal (del
residuo 1 al 132), el dominio medio B y el dominio C - carboxi terminal (del residuo 264
al 343). Los 88 residuos estimados del dominio B en su mayoria se encuentran
desordenados, conectandose a los dominios A y C mediante péptidos enlazadores de
larga conexion. El péptido de conexion del dominio A al dominio B empieza en el
residuo 133 pudiendo rastrearse hasta el residuo 166. El péptido de conexion del
dominio B al dominio C se inicia en el residuo 255 y sigue hasta el residuo 263 donde
entra en el dominio C. Los tres dominios de la proteina E2 se localizan a lo largo de la
proteina E1, dispuestos en el orden de C, A y B, donde C es el mas cercano a la
membrana del virus y casi siempre esta oculto del exterior viral. La interaccion entre las
tres moléculas E1 que conforman una espiga esta constituida por el dominio C de la
proteina E2, la cual se une al dominio Il de las moléculas E1 adyacentes dentro de la
espicula trimérica. Los residuos involucrados en el area de contacto son principalmente
hidréfilos conformando una serie de potenciales enlaces de hidrogeno. ‘2. En la Figura

2.2, se muestra la posicidn espacial de las proteinas E1, E2 y E3.

Top view Side view

Figura 2.2. Representacion espacial de las proteinas E1, E2 'y E3. ® (A)
Muestra al conjunto de proteinas E1, E2 y E3 vistas de arriba hacia abajo, la
proteina E2 se encuentra mucho mas expuesta en la superficie del CHIKV,

(B) Vista del conjunto de proteinas tras un giro de 90°.

El CHIKYV realiza su ciclo de infeccion al unirse de forma especifica a los receptores

celulares y luego fusionarse con la membrana. ¥ Por otro lado, se ha visto que la gran
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parte de los anticuerpos se unen a la proteina E2, debido a que esta glicoproteina se
encuentra mas expuesta a la superficie del virus que la proteina E1. Los anticuerpos
interaccionan de forma diferente con los antigenos al momento de neutralizar, algunos
bloqueando la unién a las células y otros inhibiendo los cambios conformacionales
importantes para la fusion con la membrana del huésped. ' Estos anticuerpos
neutralizantes inhiben varias de las etapas del ciclo viral, como la entrada o salida del
virus. Varios reportes han dado a conocer que todos los isotipos de la IgG neutralizan de
forma especifica al CHIKYV, siendo que, reconocen epitopos que se encuentran expuestos
en la superficie de la proteina E2, en especial en el dominio A y en la porcion distal del
dominio B. Gran parte de las secuencias antigénicas del CHIKV encontradas para la IgG
corresponden a la proteina E2, por lo que queda evidente que los epitopos
correspondientes al ectodominio de la proteina E2 son antigénicamente importantes para
la unién y la neutralizacion de los anticuerpos. & 1)

La implementacién de programas en el control de los mosquitos es un punto clave para
contener brotes del CHIKYV, pero en la actualidad, aun no se ha desarrollado una vacuna
o un agente antiviral efectivo para tratar o contrarrestar el mal causado por el CHIKV. Se
sabe que no existe un tratamiento especifico que haya sido aprobado para tratar a la

enfermedad, y que la tnica via terapéutica es el alivio sintomatico. 1*-!7

2.2.1. Ciclo del virus Chikungunya en los humanos

El ciclo viral del virus Chikungunya en los seres humanos empieza cuando el genoma
viral de estos es liberado en el citoplasma de las células huésped. El CHIKYV, se ingresa a
la célula huésped mediante endocitosis, la proteina de superficie E2 del virus, reconoce
receptores de la superficie celular del huésped y permite el ingreso del virus hacia el
interior. Luego, en el interior se desarrolla la reorganizacion de la entre la proteina E1 y
E2, donde la proteina E1 inicia la fusion de esta proteina de superficie con la membrana
de la célula huésped, ésta accion permite liberar el material genomico del virus en el
citoplasma del huésped. El ARN de sentido positivo, permite iniciar la elaboracion de
material biolégico del virus mediante la traduccién, donde se da origen a dos proteinas

precursoras no estructurales como la nsP123 y la nsP4, las cuales forman un complejo
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llamado “complejo inicial de replicacion”, la cual sintetiza ARN de sentido negativo,
necesario para la replicacion del virus . El aumento de la proteina nsP123, permitiria la
division de esta en diferentes proteinas como la nsP1, nsP2 y la nsP3 que junto con la
nsP4, vienen a actuar como replicasas de ARN, generando de esta forma el ARN de
sentido positivo sub genémico y los ARN genémicos. En la Figura 2.3, se muestra como

se inicia el ciclo viral del CHIKV. (®
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Figura 2.3. Ciclo del virus Chikungunya en los humanos.

Mediante el ARN sub gendmico se da inicio a la sintesis de las proteinas estructurales
del virus, pero como la precursora general a la C-pE2-6K-El, que luego de ser
sintetizada, se fragmenta en pE2-6K-E1 liberando a la proteina C. El fragmento pE2-6K-
E1 es transportado al reticulo endoplasmatico y ahi se divide en pE2, 6K y E1. Donde, la
proteina precursora pE2 se vuelve a asociar de manera directa con la E1 conformando un
heterodimero. Finalmente, estas proteinas seran liberadas al citoplasma para unirse a los

viriones ya ensamblados al final de la salida de estos viriones hacia la el exterior, donde
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la pE2 se disocia en E2 y E3 que junto con la E1 formaran las proteinas de superficie del

CHIKYV, el cual estara listo para iniciar un nuevo ciclo en otro huésped. ®
2.3. La inmunidad

El sistema inmune de los vertebrados tiene varias células y moléculas especializadas que
interactuan de formas particulares. Esta inmunidad en los vertebrados trabaja bajo dos
formas que son la inmunidad no especifica y la inmunidad especifica. La inmunidad no
especifica, reconoce a los intrusos por sefiales genéricas que indican que el intruso es un
invasor que no pertenece a la estructura del hospedador, a su vez, las células
hospedadoras tienen moléculas en su superficie que evitan el ataque de las células del
sistema inmune tales como los neutrofilos y los macrofagos, que responden a senales de
tejidos dafiados y a la inflamacioén, la inmunidad no especifica no podria en su totalidad
contrarrestar una infeccion, pues en muchos casos los invasores evitan a este tipo de
defensa. La inmunidad especifica, puede reconocer pequenas regiones de moléculas
particulares de un intruso, en este reconocimiento especifico se puede involucrar a tan
solo cinco o diez aminoacidos de una proteina del invasor. Por especificidad, debe
entenderse que diferentes tipos de invasores casi siempre varian en los sitios de

reconocimiento por parte del sistema inmune. *)
2.3.1. El antigeno, el epitopo y el paratopo

Toda molécula que estimula el reconocimiento especifico es denominada “antigeno”.
Estos antigenos, estimulan una respuesta inmune especifica y lo hacen porque contienen
regiones especificas llamadas “epitopos” que suelen ser de uno a mas. Los epitopos
estan conformados aproximadamente por 15aa. Por otro lado, los sitios de union del
anticuerpo hacia un antigeno son denominados “paritopos” que son un conjunto de
aminoacidos especificos. Se sabe que aproximadamente 50aa variables forman el area de
union potencial de un anticuerpo, donde por lo general, solamente 15 de estos
aminodacidos hacen contacto fisico con un epitopo particular, y determinan la estructura
del paratopo. Ademads, cinco o mas de estos residuos son los que intervienen

directamente con la energia enlace con el epitopo del antigeno. ') Generalmente, en los
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anticuerpos convencionales, los paratopos tienden a formar surcos, cavidades o

superficies planas. ??

2.3.2. Los anticuerpos

Las células B maduras, que son un tipo de globulo blanco, son las encargadas de
producir a los anticuerpos que son de cinco clases, la IgA, IgD, IgE, IgM y la IgG. Las
inmunoglobulinas o anticuerpos, son glucoproteinas heterotetraméricas, de 150KDa
aproximadamente, constituidas por dos cadenas pesadas (H) y por dos cadenas ligeras
(L), constituyendo el componente principal de la inmunidad humoral. Cada una de estas
cadenas contiene un grupo amino-terminal que conforma el dominio variable o dominio
V y uno grupo carboxi-terminal que conforma el dominio constante o dominio C, que
pueden ser uno o mas dominios, donde cada una esta constituido por dos hojas P
plegadas intercaladas e inmovilizadas y unidas por un puente disulfuro a través de dos
residuos de cisteinas conservadas. Cada uno de los dominios V o C estan conformados
por entre 110 — 130 aminoécidos. Las cadenas L poseen un solo dominio C, mientras que
las cadenas H se constituyen por tres o cuatro dominios. ?!-2>)

La region de union del antigeno — anticuerpo esta conformada por los dominios V amino
— terminal de las cadenas L y H, conocidos como VL y VH. ®¥. Donde la cadena H se
constituye por tres regiones que se asocian con el reconocimiento, la region variable (V),
la region diversa (D) y la region de union (J). La cadena ligera por el contrario posee
solamente dos regiones, la regién V y la region J. ?

La region amino — terminal, relacionada con el dominio V de cada cadena, esta asociada
con la especificidad de reconocimiento al antigeno, ésta se divide en tres regiones de
secuencias variables nombradas como la Regiéon Determinante de Complementariedad
(CDR), como el CDR1, CDR2 y CDR3, y por cuatro regiones de secuencias constantes
llamadas Regién de Marco de Trabajo (FR), como el FR1, FR2, FR3 y FR4. ?1-22) En la

Figura 2.4, se detalla la conformacion de la inmunoglobulina convencional humana.
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Figura 2.4. Representacion de una inmunoglobulina convencional humana.
220 Se muestra la conformacion de una inmunoglobulina de dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras, las cadenas pesadas unidas a su contraparte
mediante puentes disulfuro a la altura de sus bisagras o “hinge” que a su vez une
a la region Fc con la region Fab, las cadenas ligeras se unen a las pesadas

mediante puentes disulfuro a la altura de los dominios CL y CH1.

La cadena H de los anticuerpos presenta una estructura y funcion caracteristicas. Donde
el dominio C de la cadena H cumple con la funcion efectora y el par de dominios V
proveen la especificidad antigénica. Por ejemplo, el dominio C de la cadena H para los
anticuerpos IgG, IgA e IgD en general, esta determinado por CH1-CH2-CH3, mientras
para la IgM y la IgE poseen un dominio adicional CH4. Estos se encuentran ubicados en
diferentes regiones que forman parte de la estructura de un anticuerpo, la regién “Fab”
que contiene al dominio CH1, dominio VH y a toda la cadena L (el dominio VL y CL),
la region “Fc” conformada por los dominios CH2-CH3 o CH2-CH3-CH4. 2%-22

La IgG es el isotipo de inmunoglobulina mas abundante identificada en el cuerpo, a su
vez, poseen un tiempo de vida media mas largo, el cual es aproximadamente de tres
semanas en comparaciéon con los otros tipos de inmunoglobulinas. La IgG contribuye
directamente en la respuesta inmune como la neutralizacién contra virus y toxinas. La

IgG a su vez, se puede dividir en cuatro subclases, la IgG1, 1gG2, 1gG3 y la [gG4, y cada
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una de ellas con sus propias propiedades biologicas. **2. En la Figura 2.5, se detalla la

conformacion de la IgG humana.

Figura 2.5. Estructura de la IgG humana. 2% Se representa detalladamente a

los diferentes dominios que conforman la cadena H y cadena L.

Las diferencias entre cada una de las subclases de la IgG estdn asociada a ligeras
diferencias en la region Fc conllevando a que posean funciones diferentes. Asi por
ejemplo, las subclases de IgG1 e IgG3 normalmente, generan una respuesta a antigenos
de caracteristicas proteicas. Adicionalmente, la IgG3 ha demostrado ser mas eficiente en
neutralizar a los virus que las otras subclases, ya que se ha observado que algunos virus
pueden ser capaces de mitigar o eludir la respuesta inmune mediada por las otras

subclases, para lo cual, no se ha visto evidenciado con la IgG3. 2 25-26)

2.4. Los Camélidos

Los camélidos pertenecen a la familia de los Camelidae la cual se conforma por los
camellos (de una joroba Camelus dromedarius y de dos jorobas Camelus bactrianus), la
Ilama (Lama glama y Lama guanicoe) y la vicuiia (Vicugna y Vicugna pacos). Los
Camelidae son la unica familia que existe en el sub-orden Tylopoda que a su vez la
conforman los Ruminantia (bovino, caprino, oveja, antilope Yy otros) y los Suiformes
(cerdo e hipopGtamo) del orden de los Artiodactyla. ?%
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2.4.1. Los anticuerpos de cadena pesada (HCAD)

Como parte de la resefia historica, el conocimiento sobre los anticuerpos conocidos hasta
ese entonces, es que eran solamente moléculas compuestas por cadenas H y cadenas L.
Este concepto, en 1989, dio un giro tras un analisis del suero de un dromedario,
realizado por el profesor Raymond Hamers, quien observd que ciertos anticuerpos
dentro de su estructura carecian de la cadena L. ¢"

Los camélidos, al igual que otros mamiferos, poseen un sistema inmunologico activo,
pues cuentan con una amplia gama de inmunoglobulinas, pero éstas difieren de los
anticuerpos convencionales. Su diferencia radica en que estos anticuerpos solo poseen la
cadena H y carecen de la cadena L, razdn por la cual se les ha denominado como HCADb.
(28, 29)

Los HCAb son glucoproteinas homodiméricas constituidas unicamente por cadenas H.
Presentan un solo dominio variable pesado denominado VHH, una region bisagra y en la
region constante los dominios CH2 — CH3, estos dos ultimos dominios constantes
resultan ser bastantes homoélogos a los dominios CH2 y CH3 de los anticuerpos
humanos. Los HCAb carecen del dominio CHI1, la ausencia de éste explicaria la
ausencia de la cadena L en estos anticuerpos, ya que el dominio CHI1 resulta ser el punto
de anclaje para el dominio CL de la cadena L. En consecuencia, los HCAb resultan
tener una alta especificidad de unién antigeno — anticuerpo y una alta afinidad con los

(30, 31)

CDR de los anticuerpos convencionales. En la Figura 2.6, se detalla la

conformacion del HCADb de llama.

CH3 | CH2
CH3 oy CH2

"

Figura 2.6. Estructura de un anticuerpo de cadena pesada de camélido. (20
Los HCADb no presentan cadenas ligeras como los anticuerpo convencionales, a
su vez son carentes del dominio CH1.
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Al igual que en el resto de los mamiferos, en los camélidos, la IgG es el isotipo
predominante, la concentracion de IgG en el suero de los dromedarios y las llamas es de
aproximadamente de 5 — 10mg/mL. ?® 2 La IgG de los camélidos presenta varios sub-
isotipos como la IgG1, IgG2 e IgG3, donde la IgG2 y la IgG3 son inmunoglobulinas
carentes de la cadena L y conformados sélo por las cadenas H, las que son denominadas
de forma exclusiva como HCAb, que demuestran tener una alta actividad de unién en
sus fracciones de su cadena H, por el contrario, la IgG1 presenta la estructura de los
anticuerpos convencionales. ®? La proporcion de HCAb en el suero de los camélidos
puede ser variable, en los dromedarios promedia entre el 50 — 80%, mientras que en los
camélidos de Sudamérica promedia por el 10 —25%. Asimismo, ha sido reportado que la
IgG de la llama neutraliz6 al virus West Nile, que es un virus que provoca la fiebre del

Nilo Occidental. ?%27) En la Figura 2.7, se muestra a ambos anticuerpos.

classical antibody HCAb

Figura 2.7. Representaciéon de un anticuerpo clasico y un HCAb de
camélido. ®® Se representa a los anticuerpos tanto humano como de camélido,

donde el anticuerpo clasico es mas robustecido que el HCAb, en peso y tamafio.

2.4.2. Los nanoanticuerpos

Se denomina nanoanticuerpo al pequefio fragmento correspondiente al dominio VHH de

los HCAb. @Y Los VHH recibieron este nombre en el afio 1994 por un equipo de
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investigacion para poder referenciar que se trataba del dominio VH derivado de los
HCADb de los camélidos. *7)

Los HCAb poseen dominios variables denominados VHH que son los encargados de
reconocer a los antigenos, estos dominios resultan ser mas hidrofilicos que los dominios
VH de las IgG convencionales que se hallan unidos a una cadena L complementaria. Por
lo tanto, los nanoanticuerpos vienen a ser los fragmentos VHH que resultan ser las partes
mas pequefias y funcionales de unién al antigeno, con un peso promedio de ~ 13 —
15KDa, con 2,5nm de diametro y ~ 4nm de altura, y con caracteristicas bioquimicas
propias. ¢ 3 Ademas, los nanoanticuerpos presentan mayor estabilidad debido a su
pequefio tamafio, por lo cual, pueden unirse sin mayor problema a epitopos que son
dificiles de alcanzar para anticuerpos mas grandes. ®> En la Figura 2.8, se diferencia al

dominio VHH del HCADb de llama.
HCAb

W

Figura 2.8. Representacion del nanoanticuerpo de camélido. ¢4 Se

VHH / Nanobody

muestra al fragmento VHH que forma parte del HCAb llamado nanoanticuerpo,

que es la parte funcional que interactia con los antigenos

Sin la presencia de la cadena L, 1a union a los antigenos esta determinado por tres CDRs,
como son el CDR1, CDR2 y el CDR3, que se encuentran en el extremo N-terminal de
una de las porciones beta de los correspondientes dominios VHH. Similarmente, los VH
humanos, también poseen cuatro marcos de trabajo (FR), como son el FR1, FR2, FR3 y
el FR4, y se encuentran flanqueando a los CDRs, los cuales forman, a su vez, parte de la

estructura central del VHH. @9 Los dominios VHH cuentan con una secuencia Unica en
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su FR2, ubicado entre los bucles de union al antigeno CDR1 y CDR2, por lo que los
aminoacidos del FR2 son aminoacidos mas hidrofilicos, haciendo al dominio mas
soluble y menos pegajoso; pero los HCAb al no contar con las cadenas L, se ven
privadas del mecanismo de diversificacion combinatoria VH-VL, el cual les permitiria
amplificar su repertorio de posibilidades de unién antigeno — anticuerpo. No obstante,
diferentes procesos de maduracion y diversificacion, como la modificacion de receptores
de las células B por medio de una conversion génica o hipermutacion somatica, parece
ser el mecanismo o via utilizada por los camélidos para incrementar su repertorio de
union al antigeno — anticuerpo. ?4

Los nanoanticuerpos cuentan con un repertorio estructural mas grande que el presente en
los VH humanos. La region CDR3 de los nanoanticuerpos, tienden a ser mas largas que
los VH humanos, de 16 a 18aa comparado con el de ratéon y el de humano que vande 9 a
12aa respectivamente. Ademads, las secuencias de los nanoanticuerpos presentan
sustituciones de aminoacidos en los FRs no reportados en los dominios VH que se unen
con los dominios VL, permitiendo que estos puedan acomodar a sus bucles de manera
mas flexible comparado con el de un VH. Ademds, se ha observado que los
nanoanticuerpos presentan una homologia de aproximadamente un 90% con las
estructuras de los VH humanos. Asimismo, se sabe que el CDR1 en los VH involucra
residuos desde el 31 al 35, el cual, se ve incrementado en el VHH de las llamas y los
dromedarios que va desde los residuos 27 al 35. @& 3D

De hecho, el CDR3, es el que frecuentemente media la interaccion con el epitopo, )
donde su bucle de gran longitud provee del suficiente espacio para el plegamiento del
complejo ayudando a formar surcos para poder interactuar con el antigeno. Ademas, los
HCAD al no presentar las cadenas L, facilitan a los bolsillos de unioén especifica del
bucle CDR3 una mejor interaccion con el antigeno !

Los genes para los CDR1 y el CDR 3 en los VHH de los camélidos tienen una mayor
extension que los genes de los VH humanos, y frecuentemente se encuentran conectados
por enlaces disulfuro. ¢V

Los nanoanticuerpos o VHH poseen un nimero remarcado de aminoécidos sustituidos

de manera muy resaltante en el FR2, ésta region normalmente sirve de interaccion entre
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el VH y VL humanos. Se sabe que existen cuatro aminoacidos sustituidos en la region
FR2 del VHH comparado con el VH humano, como la sustituciéon de valina (V) por
fenilalanina (F) o tirosina (Y) en el residuo 37, glicina (G) por 4cido glutamico (E) en el
residuo 44, leucina (L) por arginina (R) en el residuo 45 y triptéfano (W) por glicina (G)
en el residuo 47, detallando del VH al VHH, convirtiendo a esta zona mas hidrofilica.
Paralelamente, se ha reportado sustituciones en los FRs de los VHH de los camélidos
como la sustitucion de prolina (P) por alanina (A) y alanina (A) por prolina (P). ®?® En la

Figura 2.9, se representa a los CDR tanto de humanos como de los camélidos.

W 3§33
l MAA MAA A I
CDR1 CDR2 CDR3
VHH
CDR CDR2 CDR3

Figura 2.9. Representacion de las diferencias entre el VH convencional y
VHH de camélido. ?® Se muestra las diferencias de los CDRs en ambos
dominios VH/VHH, el CDR1 y el CDR3 del VHH son mas grandes que en los
genes del VH, a su vez, se muestra como el FR2 del nanoanticuerpo difiere del

VH humano, lo cual lo hace mas hidrofilico.

2.4.3. Expectativas para con los nanoanticuerpos

Los anticuerpos a pesar de ser poderosas macromoléculas biol6gicas que se han venido
utilizando extensivamente en un amplio rango de aplicaciones en investigacion e incluso
para algunas terapias médicas, han evidenciado tener una limitacion central, la cual es
que ellos, no son capaces de penetrar en las células vivas comparado con los
nanoanticuerpos. ©®® Los nanoanticuerpos poseen una alta similaridad con los VH
humanos, poseen una baja o nula inmunogenicidad, un bajo peso molecular de 15 veces

menor al del humano, un tamafio particularmente pequefio y se les encuentra a
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concentraciones de rango nanomolar. Esto los convierte en herramientas (tiles y
candidatas para usos terapéuticos e inmunoensayos, adicionando que por su tamafio,
tienen una rapida extravasacion y una buena penetracion en tejidos como tumores. G738
Por ejemplo, las 1gG2 e IgG3 de los camélidos, que sélo consisten en cadenas pesadas,
tienen un bajo peso molecular que mejora su biodistribucién y permite una mejor
penetracion del tejido. ?® Ademas, estudios han demostrado que pueden ser (tiles como
sondas prometedoras para la obtencion rapida de imagenes a nivel molecular. También,
presentan una alta estabilidad quimica y térmica comparada con otros anticuerpos como
los monoclonales y sus fragmentos, ya que son mas hidrosolubles y con una menor
tendencia a formar agregados. ¢7:%9)

Los nanoanticuerpos, comparados con los anticuerpos convencionales, presentan la
caracteristica prolata, que consiste en poseer una larga extension de polaridad donde sus
paratopos tienen una forma convexa. Esta caracteristica, los hace adecuados para
interactuar con cavidades o epitopos dificiles de acceder que tal vez no se encuentren en
los paratopos de la IgG convencional, que con frecuencia forman cavidades, surcos o
superficies planas para unirse a grupos quimicos, péptidos o epitopos de proteinas
largamente plegadas. G¥

La humanizacion de los nanoanticuerpos por pequefias substituciones en regiones
especificas, podria alcanzar una homologia desde un 95 a un 99% con las estructuras de
los VH humanos pudiendo ser empleados como agentes terapéuticos valiosos. !

Los nanoanticuerpos poseen una naturaleza soluble en medios acuosos evitando la
agregacion entre ellos, esto tal vez sea por el remplazo de residuos hidrofobos por
hidrofilicos en el CDR2 comparado con su andlogo VH humano, que tiene residuos
hidrofobos que interaccionan con los dominios CHI y VL. De esta forma, una expresion
del VH de forma independiente provocaria la formacién de cuerpos de inclusion o el
plegamiento de sus dominios que expondrian regiones hidrofobas, haciéndolos
pegajosos unos con otros. ¢V

Los nanoanticuerpos, fuera de la alternativa que ofrecen ser, cuentan con propiedades
que los hacen tUnicos. Los nanoanticuerpos muestran una alta estabilidad al calor,

conservando una actividad de unioén al antigeno mayor al 80% tras largo tiempo de
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incubacion a temperaturas de 37°C, presentando asi un buen tiempo de vida util. Su
punto de fusion se encuentra entre 67 — 78 °C, mostrando tener una buena resistencia
térmica y también son estables a la desnaturalizacion frente a la exposicion de agentes

caotropicos y pH extremo. ¢V

2.5. Bioinformatica

La bioinformética es una disciplina y una tecnologia de plataforma que soporta a la
biotecnologia y otras éareas dedicadas a la investigacion, y también puede ser
denominada como Biologia Computacional. Dada la relacion que guarda la parte
computacional con las ciencias experimentales de la vida, éstas generan hipdtesis
fundadas en analisis y criterios tedricos que después se expresaran en el disefio
experimental. No obstante, la bioinformatica ha desarrollado una relacién con las
matematicas, las estadisticas, la fisica, la quimica, la medicina y la farmacologia,
utilizando informacion principalmente de origen biolégico como de otras fuentes,
buscandose resolver problemas generados en el campo de la biologia mediante el uso de
metodologias propias de la ciencia de la computacion.

Asi, el objetivo final de la bioinformatica es la de generar una representacion completa y
entendible de las moléculas, proteinas, células y organismos entendiendo como es su
funcionamiento y de que forma lo hacen. Por lo tanto, la bioinformatica, permite
resolver problemas originados en la biologia utilizando como herramienta a la
metodologia de la informética sin buscar remplazar las metodologias de la biologia, si
no revisar y adaptar algoritmos utilizados en la informatica para proporcionar propuestas

de solucion a los problemas emergentes. %40
2.5.1. Mecéanica Molecular

La mecanica molecular (MM) forma parte del modelado molecular, se fundamenta en un
modelo matematico, en la cual una molécula esta conformada por un conjunto de esferas
(que hace referencia a los 4&tomos) y a la vez éstas se encuentran unidas unas con otras
por medio de resortes (que hace referencia a los enlaces). Estas particulas, se encuentran

dentro de un sistema, donde la energia que posee la molécula en un estado inicial tiende
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a cambiar porque la geometria de esta molécula se ve afectada, entre otras causas,
porque los resortes se oponen a ser estirados o doblados fuera de sus longitudes o
angulaciones naturales y a su vez las esferas tienden a rechazar juntarse unas con otras.
@D Lo que la MM busca es representar la energia de una molécula en funcién de la
resistencia de sus atomos al estiramiento o curvamiento de sus angulos, asi como del
aglomeramiento de sus atomos. Para aplicar esta ecuacion de energia, la molécula debe
de llegar a un estado geométrico de minima energia sobre la superficie de energia
potencial. *?) Finalmente, la MM es un método general para simular el desenvolvimiento
de una molécula en un ambiente dado por medio de la generacidon de una ecuacion que
permitira calcular la energia de dicha molécula. > En otras palabras, permite obtener

informacién de estructuras moleculares como informacion energética y estructural. 4%

2.5.2. Minimizacidon de energia y optimizacion geométrica

La minimizacién de energia de una molécula busca generar cambios en la posicion de
sus atomos y obtener una geometria Optima, esto lleva a tener una configuracion mas
estable. 2 Ademas, la minimizacion de energia responde a un campo de fuerza que esta
definido por un conjunto de pardmetros que generan la ecuacion de la energia para una
molécula, la cual esta definida como la energia total del sistema (E;,¢q;), que resulta de
la sumatoria de los términos asociados al estiramiento del enlace (Eg¢yercn), €l dngulo de
flexion (Epenqg), los angulos de torsion (Eyyrsion ), 1as interacciones no enlazantes como
las fuerzas de Van der Waals y las fuerzas de atraccion y repulsion Coulombicas

(Enonbona) Y puentes de hidrogeno (Ehydrogen) Rt

La ecuacion de los campos de fuerza generalmente es representada de la siguiente

forma:

Etotal = 2 Estretch+ Z Ebend+ Z Etorsion+ Z Enonbond + Z Ehydrogen

bonds angles dihedrals pairs bonds

Como herramientas de la MM, se ha disefiado diferentes campos de fuerza. En la

actualidad se vienen usando campos de fuerza para la simulacién de macromoléculas
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bioldgicas como AMBER, CHARMM, GROMOS y OPLS. Donde el campo de fuerza
“Optimized Potentials for Liquid Simulation™ de siglas OPLS, referencia a potenciales
optimizados para simulacion en liquidos, se disefid para modelar la dinamica molecular

de biomoléculas. 4349

2.5.3. Dinamica Molecular

Las moléculas son estructuras que poseen movimiento, tales como vibraciones y
rotaciones de manera constante, por lo que una estructura estatica no es del tanto
realista, ya que el movimiento y la flexibilidad de la misma estan presentes en el
funcionamiento bioldgico. La dinamica molecular (DM) es un método dependiente del
tiempo que es utilizado para simular el movimiento complejo molecular y entender el
comportamiento de sus atomos en una solucién o estado cristalino, esto guiando a las
fuerzas netas que gobiernan a los atomos de la molécula hacia un minimo local. La
simulacion consiste en calcular el movimiento de cada atomo utilizando la segunda ley

de Newton. “2

ale’
dat?

Fi= m;

Donde la ecuacion describe el movimiento de una particula i de masa m;a lo largo de la
coordenada x; siendo F;j la fuerza aplicada y donde t es el tiempo. La integracion de esta
ecuacion nos proporciona la posicion de cada uno de los atomos en el tiempo asi como
la trayectoria del sistema en el transcurso del tiempo.

La DM nos provee informacion sobre las posibles conformaciones, comportamiento
dinamico y propiedades termodinamicas de las moléculas establecidas en la mecéanica
newtoniana donde la energia potencial que se pierde en el proceso es transformada en
energia cinética. “? La simulacion de la dinamica molecular aplicada para sistemas
biomoleculares es aplicada con pasos de tiempo discretos de hasta unos pocos
femtosegundos conllevada con tipicas simulaciones que se asocian de muchos pasos. ¢
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

3.1. Hardware y Software

Para poder desarrollar el trabajo a nivel computacional se requerird de los siguientes

equipos y software:

Hardware:
“WorkStation”: Procedor E7 3.0GHz, 03 Discos duros de 01, 04 y 06 TB, Memoria
RAM 64GB
Software:
1. Software Gromacs — 16.3 “47
Se encuentra disponible en el link http://www.gromacs.org/, “GROMACS es un
paquete versatil para realizar dinamicas moleculares, es decir, simular las
ecuaciones de movimiento newtonianas para sistemas con cientos o millones de
particulas. Estd disefiado principalmente para moléculas bioquimicas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que tienen muchas interacciones ligadas y
complicadas, pero dado que GROMACS es extremadamente rapido en el calculo
de las interacciones no ligadas (que generalmente dominan las simulaciones),
muchos grupos también lo utilizan para investigar -sistemas bioldgicos”.
2. Software UCSF Chimera 64-1.12 “®
Se encuentra disponible en el link http:/www.rbvi.ucsf.edu/chimera, “UCSF
Chimera es un programa altamente extensible para visualizacion interactiva y
analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, incluyendo mapas de
densidad, ensamblajes supramoleculares, alineamiento de secuencias, resultados
de acoplamiento “docking”, trayectorias y ensamblajes conformacionales. Se
pueden generar imagenes y animaciones de alta calidad”.
3. Servidor RAMPAGE: Ramachandran Plot Assessment 4%
Se encuentra disponible en el link

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php, “El servidor RAMPAGE:
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Ramachandran Plot Assessment, permite generar un diagrama de
Ramachandran, el cual traza angulos phi (¢) versus psi (y) diedros para cada
residuo en el archivo pdb de entrada. El diagrama estd dividido en regiones
favorecidas, permitidas y no permitidas”.

4. Servidor PatchDock, version beta 1.3 ©¢%31D
Se encuentra disponible en el link https:/bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/, “El
PatchDock, es un algoritmo basado en el reconocimiento de objetos y técnicas de
segmentacion de imagenes utilizadas en el Computer Vision. El acoplamiento
puede ser comparado con el montaje de un rompecabezas, intentando unir dos
piezas, eligiendo una y buscando la complementaria. PatchDock emplea una
técnica similar. Dadas dos moléculas, sus superficies se dividen en parches de
acuerdo con la forma de la superficie. Estos parches corresponden a patrones que
distinguen visualmente entre piezas del rompecabezas. Una vez que se
identifican los parches, se pueden superponer utilizando algoritmos de
coincidencia de formas”.

5. Servidor FireDock ©% 3%
Se encuentra disponible en el link http:/bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/, “El
FireDock, aborda el problema de refinamiento de las soluciones de acoplamiento
de proteina a proteina. El método se enfoca simultaneamente en el problema de
flexibilidad y puntuacién de soluciones producidas por algoritmos répidos de
acoplamiento de cuerpo rigido. Posteriormente, cada candidato se refina
mediante una reorganizacion de la cadena lateral de la interfaz restringida y
mediante una optimizacion de cuerpo rigido blando. Después de la
reorganizacion de las cadenas laterales, la posicion relativa de los socios de
acoplamiento se refina mediante la minimizacion de Monte Carlo de la funcion
de puntuacion de enlace”.

6. Servidor PDBsum ¥
Se encuentra disponible en el link www.ebi.ac.uk/pdbsum/, “El PDBsum es una
base de datos pictdrica que proporciona una vision general rdpida de los

contenidos de cada estructura 3D depositada en Protein Data Bank (PDB).
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Muestra las moléculas que componen la estructura (es decir, cadenas de
proteinas, ADN, ligandos e iones metalicos) y diagramas esquematicos de sus
interacciones”.
7. Base de Datos PDB
Se encuentra disponible en el link https://www.rcsb.org/, PDB (Protein Data
Bank), fue creado como ‘“el Gnico almacén mundial de informacion sobre las
estructuras tridimensionales de moléculas bioldgicas grandes, incluidas proteinas
y acidos nucleicos. Estas son las moléculas de la vida que se encuentran en todos
los organismos, incluidas las bacterias, levaduras, plantas, moscas, otros
animales y humanos. Comprender la forma de una molécula para deducir el
papel de su estructura en la salud y la enfermedad en los humanos y en el
desarrollo de farmacos. Las estructuras en esta base van desde pequefias
proteinas y fragmentos de ADN hasta complejas maquinas moleculares”.
8. Base de Datos NCBI

Se encuentra disponible en el link https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, NCBI
(National Center for Biotechnology Information), el cual fue creado para
“desarrollar nuevas tecnologias de la informacion para ayudar en la comprension
de los procesos moleculares y genéticos fundamentales que controlan la salud y
la enfermedad. Mas especificamente, el NCBI se ha encargado de crear sistemas
automatizados para almacenar y analizar los conocimientos sobre biologia
molecular, bioquimica y genética; facilitar el uso de tales bases de datos y
software por parte de la comunidad médica y de investigacion; coordinar los
esfuerzos para recopilar informacién sobre biotecnologia tanto a nivel nacional
como internacional; y realizar investigaciones sobre métodos avanzados de
procesamiento de informacion basado en computadora para analizar la estructura

y funcion de moléculas biologicamente importantes”.

3.2. Busqueda de la estructura del nanoanticuerpo de llama, fragmento VH-CH1 de
la 1gG humana y del antigeno E2 del virus Chikungunya
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Para realizar la biisqueda de las estructuras del nanoanticuerpo, del fragmento VH-CH1
y del antigeno E2, se utilizo la base de datos PDB (Protein Data Bank) online, el cual
almacena informacion sobre estructuras tridimensionales de moléculas biologicas y se
puede buscar la informacién deseada colocando en su buscador palabras claves, titulos
generales, nombre de la molécula o ligandos, autores o codigos especificos que cada
autor y/o investigador genera sobre su estructura de estudio al almacenarlo en esta base

de datos.
3.2.1. Estructura del fragmento VH-CH1 de la IgG humana

Se trabajo especificamente con el fragmento VH-CH1 de la IgG humana como
homologo al fragmento VHH de la inmunoglobulina de llama. Mediante la base de datos
PDB, se obtuvo el archivo 3DGG.pdb correspondiente al fragmento Fab de la IgG
humana, el cual contenia cuatro cadenas (A, B, C y D), donde las cadenas A y C eran
cadenas L y las cadenas B y D eran cadenas H como esta reportado en el archivo .pdb
online.

El archivo 3DGG.pdb fue tratado antes de ser utilizado en los pasos de minimizacion y
dindmica molecular, porque este archivo no sélo contenia informacién sobre los residuos
del fragmento VH-CHI, sino también del fragmento VL-CL, solvente y residuos no
estandar. Para obtener la informacion del fragmento VH-CHI1 como el homologo del
fragmento VHH, se utilizé en comando “grep” en Gromacs, escribiéndose la orden en la
terminal de trabajo como “grep ATOM 3DGG.pdb > salida.txt”, este comando nos
permitié aislar la informacion so6lo del fragmento Fab (residuos del VH-CH1 + residuos
VL-CL) en un archivo de texto de extension .txt. Luego, para poder abrir el archivo
3DGG.pdb como texto, se utilizd el editor de texto “medit”, el cual se encontraba por
defecto en los accesorios de Ubuntu. Dentro del archivo 3DGG.pdb, se quitd gran parte
de la informacién con el fin de contar solamente con la informaciéon del encabezado e
informacion de término final del archivo 3DGG.pdb, elimindndose informacion desde
los puntos referentes a ORIGX y SCALE hacia abajo, hasta antes d¢ MASTER y END,

como se muestra en la Figura 3.1.
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ORIGX1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000

ORIGX2 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000

ORIGX3 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000

SCALE1l 0.012767 0.000000 0.001317 0.00000

SCALE2 0.000000 0.015191 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 0.020808 0.00000

MASTER 290 0 0 7 28 0 0 6 2153 2 4 22
END

Figura 3.1. Fragmento de informacién del archivo 3DGG.pdb. Se muestra
parte de la informacién del archivo 3DGG.pdb donde los puntos verticales

representan la informacion suprimida.

Después de quitar la informacion elegida del archivo 3DGG.pdb, se copid del archivo de
texto .txt, solamente los datos de los residuos correspondientes al fragmento VH-CH1 de
la cadena D, desde el residuo 1 al 220. Se trabajo con la cadena D, porque ésta
presentaba menor cantidad de residuos perdidos. Luego, la informacioén fue pegada
dentro del archivo 3DGG.pdb entre SCALE3 y MASTER vy se guard6 el nuevo archivo

.pdb en una carpeta de trabajo.

Los residuos perdidos fueron completados mediante el software UCSF Chimera,
utilizando la linea de comando “addaa”, la cual se encuentra detallada en el “Chimera
User's Guide” dentro del “Basic Funtions”, via online.

3.2.2. Estructura del nanoanticuerpo

En la base de datos PDB, se obtuvieron cuatro resultados para nanocuerpos de llama,
con los siguientes codigos y nombres, descritos como 5LZ0 (Llama nanobody
PorM _01), SLMW (Llama nanobody PorM 02), SLMJ (Llama nanobody PorM 19) y
SFWO (Llama nanobody PorM 130). Luego, se ingres6 a cada una de los archivos de

los nanoanticuerpos. Seguidamente, se analizd cada uno de los cuatro archivos .pdb
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online. La accion fue realizada mediante la opcion “Display Files” y luego en “PDB

Format” dentro de la ventana de la base de datos PDB.

RCSB PDB - 5FW0: Llam: X/ [ https:ffiles.rcsb.orgivier X

C (Y | & Esseguro | httpsy/files.resb.org/view/SFW0.pdb

HEADER IMMUNE SYSTEM 18-FEB-16 SFLWO
TITLE LLAMA MANOBODY PORM_13@
COMPND MOL_ID: 1;

COMPND 2 MOLECULE: NANOBODY;
COMPND 3 CHAIN: A

COMPND 4 ENGIMEERED: YES
SOURCE MOL_ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM SCIENTIFIC: LAMA GLAMA;

SOURCE 3 ORGANISM COMMOM: LLAMA;

SOURCE 4 ORGANISM_TAXID: 9344;

SOURCE 5 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI BL21({DE3);
SOURCE 6 EXPRESSION SYSTEM _TAXID: 469868 ;

SOURCE 7 EXPRESSION SYSTEM_WARIANT: ROSETTA PLYSS;
SOURCE & EXPREZZION SYSTEM_PLASMID: PHEMG

KEYWDS IMMUNE SYSTEM, TYPE-9 SECRETIOM SYSTEM (T955), NANOBODY
EXPOTA X-RAY DIFFRACTION

Figura 3.2. Archivo 5FWO.pdb que se evalué online haciendo uso de la
base de datos PDB (Protein Data Bank).

Tras evaluar cada estructura, se procedid bajar el archivo .pdb de interés desde la base de
datos PDB, por medio de sus opciones como ‘“Download Files” y “PDB Format”, el
archivo fue descargado al ordenador de forma automatica con extension .pdb. La
estructura escogida fue el archivo de codigo SLMW (Llama nanobody PorM_02). La
eleccion del archivo, estuvo basada en los “residuos perdidos” (aminoacido o
aminodcidos que no estdn presentes en la estructura cristalizada, por motivos
intencionados o no intencionados), y la “resolucion de la proteina”, fueron los puntos
determinantes en la seleccion del archivo SLMW.pdb como la estructura del nanocuerpo
para el desarrollo del trabajo, como se detalla en la Tabla 3.1.

El archivo SLMW.pdb fue tratado antes de ser utilizado en los pasos de minimizacién y
dindmica molecular, al igual que el archivo 3DGG.pdb del fragmento VH-CH1 de la IgG

humana.
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Tabla 3.1. Evaluacion comparativa de los cuatro nanoanticuerpos.

LLAMA LLAMA LLAMA LLAMA
NANOBODY NANOBODY NANOBODY NANOBODY
PORM_01 PORM_02 PORM_19 PORM_130
CODIGO 5LZ0 5LMW 5LMJ 5FWO
CADENA AB A A,B,C,D A
RESIDUOS M RES C SSSEQI M RES C SS55EQI M RES € SSSEQL M RES C SSSEQI
PERDIDOS MET A 1 MET A -1 :a : _; MET A ]
ALA A 0 ALA A 0] HIS A 114 SER A 113
ASP A 1 GLN A 1 HIS A 115 HIS A 114
VAL A 2 HIS &4 114 HIS A 116 HIS A 115
SER A 113 HIS A 115 HIS A 117 HIS A 116
HIS A 114 HIS A 116 :ig : i:g HIS A 117
HIS A 115 WIS A 117 HIS A 118
HIS A 116 MET B -1
HIS A 117 HIS A 118 ALA B 0 HIS A 119
HIS B 114
HIS A 118 HIS A 119 HIS B 115
MET B -1 HIS B 117
ALA B [¢] HIS B 118
ASP B 1 HIS B 119
VAL B 2 MET C -1
HIS B 114 ALA C -]
mss s mIeon
HIS B 116
ws s 17 R
HIS B 118 HIS C 118
HIS B 119 HIS € 119
MET D -1
ALA D ]
HIS D 114
HIS D 115
HIS D 116
HIS D 117
HIS D 118
HIS D 119
RESOLUSION 1.6A 1.5A 2.1A 1.7A
SISTEMA DE Escherichia coli | Escherichiacoli | Escherichiacoli | Escherichia coli
EXPRESION BL21(DE3)

3.2.3. Estructura del antigeno E2

En la base de datos PDB, se buscoé los datos estructurales para la proteina E2 de codigo

3N44. Luego, se bajo el archivo 3N44.pdb que contenia informacion de las proteinas E1,

E2 y E3, que para obtener sélo la informacion relevante en relacion al conjunto de
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proteinas, se utilizd6 comando “grep” de Gromacs escribiéndose la orden “grep ATOM
3N44.pdb > salida.txt” como fue descrito anteriormente. Después, se abri6 el archivo
3N44.pdb utilizando el editor de texto “medit”’, donde, de la misma forma detallada en la
estructura del nanoanticuerpo y fragmento VH-CH1, se quité toda la informacion desde
los puntos referentes a ORIGX y SCALE hacia abajo, hasta antes de MASTER y END.
Luego, del archivo de texto creado bajo el nombre salida.txt, se selecciond y copid sélo
la informacion referente a la proteina E2 al archivo 3N44.pdb. Luego, el nuevo archivo
3N44 fue guardo en una carpeta de trabajo.

El archivo 3N44.pdb declaraba residuos perdidos, por lo que la proteina E2 tenia 22
residuos perdidos. Los residuos perdidos fueron completados mediante el programa
UCSF Chimera, utilizando la linea de comando “addaa” el cual se encuentra detallado
online en “Chimera User's Guide” dentro del “Basic Funtions”. Luego, el archivo fue
guardado con las modificaciones, dejandolo listo para realizar la minimizacién y la

dinamica de forma aislada.

3.3. Simulacién de la dinamica molecular de sistemas aislados

Para realizar la dinamica molecular, se realizaron una serie de pasos previos. Los pasos
que seran descritos, fueron realizados de forma independiente para las cuatro proteinas
involucradas en el estudio (nanoanticuerpo del camélido Lama Glama de archivo
SLMW.pdb, el fragmento VH-CHI1 de la IgG humana de archivo 3DGG.pdb, el antigeno
E2 del CHIKV de archivo 3N44.pdb y el nanocuerpo humanizado), asi como los
sistemas de acoplamiento “docking” (nanoanticuerpo — antigeno E2, fragmento VH-CHI1
— antigeno E2 y nanoanticuerpo humanizado — antigeno E2).

El programa GROMACS para trabajar requiere una serie de archivos, como archivos de
inicio o de ingreso conocidos como los “input” y archivos generados o de salida

conocidos como los “output”.

3.3.1. Convirtiendo el archivo .pdb a .gro y colocando a la estructura dentro de una
caja.
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La linea de comando “gmx editconf” de GROMACS convierte estructuras genéricas a
formato .pdb o .gro, a su vez coloca al sistema de trabajo dentro de una caja. Mediante
este comando generamos un archivo .gro.
Por ejemplo, para el archivo SLMW.pdb, se abri6 una ventana terminal en Ubuntu, y
ubicados en una carpeta de trabajo se escribi6 la siguiente linea de comando:

gmx editconf -f 5LMW.pdb -0 nanoanticuerpo.gro -d 1 -resnr 1
Donde el input fue el archivo .pdb y el output el archivo .gro, asi como otras opciones de
trabajo alternativos, como “d” que determina la distancia del soluto hacia las paredes de
la caja y “resnr” que renumera a los residuos de la molécula. El archivo .gro gerenerado,
sera usado en el siguiente paso.
Finalmente, obtuvimos los siguientes archivos .gro como el archivo nanoanticuerpo.gro,

anticuerpo-VH.gro y antigeno-E2.gro.
3.3.2. Generando la topologia y definicién del campo de fuerza

La linea de comando “gmx pdb2gmx” lee archivos .gro, y agrega hidrégenos a las
moléculas que pertenecen a la estructura de trabajo y genera coordenadas en el formato
GROMACS, asi también como una topologia en formato GROMACS. Ademas,
proporciona el campo de fuerza en cual se desenvolvera el sistema. Mediante este
comando generaremos un archivo .top, un archivo .itp y un nuevo archivo .gro.
Por ejemplo, en una terminal de Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo
anticuerpo-VH.gro generado en el paso anterior y se escribié la siguiente linea de
comando:

gmx pdb2gmx -f anticuerpo-VH.gro -0 VH.gro -p VH.top -i VH.itp
Luego, elegimos la opcion “OPLS-AA/L all-atom force field (2001 aminoacid
dihedrals)” como campo de fuerza y en la opcion modelo de agua se escogié “None”
(Ninguno).
Finalmente, generamos archivos .top, .itp y .gro para cada una de las cuatro

correspondientes al trabajo.
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3.3.3. Solvatacion del sistema

La linea de comando “gmx solvate” genera una caja de solvente que solvata a la
estructura de trabajo, el solvente predeterminado es el modelo de agua conocido como
SPC (Simple Point Charge). Mediante este comando generaremos un nuevo archivo .gro
solvatado.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH.gro
generado en el paso anterior y se escribi6 la siguiente linea de comando:

gmx solvate -cp VH.gro -cs spc216.gro —o VH-sol.gro
Donde “spc216” es el modelo de solvente de agua por defecto que GROMACS nos
proporciona.
Finalmente, generamos un archivo .gro solvatado para cada una de las cuatro
correspondientes al trabajo.

3.3.4. Generando una nueva topologia y redefinicion del campo de fuerza

Tras haber agregado un solvente al sistema la topologia y el campo de fuerza deben de
ser redefinidos.
Nuevamente con la linea de comando “gmx pdb2gmx” generamos las nuevas
coordenadas en el formato GROMACS, asi también como una topologia. Mediante este
comando generaremos un nuevo archivo .top, un nuevo archivo .itp y un nuevo archivo
.gro.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH-sol.gro
generado en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:

gmx pdb2gmx -f VH-sol.gro -0 VH.gro -p VH.top -i VH.itp
Luego, elegimos la opcion “OPLS-AA/L all-atom force field (2001 aminoacid
dihedrals)” como campo de fuerza y en la opcion modelo de agua, se escogié “SPC
simple point charge ”.
Finalmente, generamos archivos .top, .itp y .gro para cada una de las cuatro proteinas
correspondientes al trabajo.
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3.3.5. Minimizacion de las fuerzas y optimizacién geométrica

Normalmente las estructuras iniciales que se crean en los simuladores poseen energias
bastante mayores a las que tendria un objeto real, por esta razon, se utilizan algoritmos
para calcular las posiciones y fuerzas originales, con el objetivo de minimizarlas y que
sean mas realistas.
La linea de comando “gmx grompp” lee un archivo de topologia molecular, comprueba
la validez del mismo y expande la topologia de una descripcién molecular a una
descripcion atomica. A su vez, el archivo de la topologia contiene la informacion sobre
el tipo de las moléculas y el nimero de moléculas.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta de los archivos VH.gro
y VH.top generados en el paso anterior y se escribio la siguiente linea de comando:

gmx grompp -f minima.mdp -¢ VH.gro -p VVH.top -po VH.mdp -0 VH.tpr
Donde “minima.mdp” es el archivo que contiene los parametros para la dinamica
molecular.
Finalmente, generamos los archivos .mdp y .tpr para cada una de las cuatro

correspondientes al trabajo.

3.3.6. Neutralizacion de cargas

La linea de comando “gmx genion” reemplaza aleatoriamente las moléculas de solvente
por iones monoatémicos. El grupo de moléculas de disolvente debe ser continuo y todas
las moléculas deben tener el mismo nimero de 4&tomos.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH.tpr
generado en el paso anterior y se escribio la siguiente linea de comando:

gmx genion -s VH.tpr -0 VH-neutro.gro -neutral
Donde la opcion “neutral” permitira agregar suficientes iones para neutralizar el sistema.
Luego, elegimos la opcion 13 para el punto “Select a continuous group of solvent
molecules”.
Finalmente, generamos el archivo .gro correspondiente a la neutralizacion de carga para
cada una de las cuatro correspondientes al trabajo.
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3.3.7. Generando una nueva topologia y redefinicion del campo de fuerza

Tras haber neutralizado la carga total del sistema agregando iones, la topologia y el
campo de fuerza deben de ser redefinidos.
Nuevamente con la linea de comando “gmx pdb2gmx” generamos las nuevas
coordenadas en el formato GROMACS, asi también como una topologia en formato
GROMACS. Mediante este comando generaremos un nuevo archivo .top, un nuevo
archivo .itp y un nuevo archivo .gro.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH-
neutro.gro generado en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:

gmx pdb2gmx -f VVH-neutro.gro -0 VH.gro -p VH.top -i VH.itp
Luego, elegimos la opcion “OPLS-AA/L all-atom force field (2001 aminoacid
dihedrals)” como campo de fuerza y en la opcion modelo de agua se escogié “SPC
simple point charge .
Finalmente, generamos nuevos archivos .top, .itp y .gro para cada una de las cuatro

proteinas correspondientes al trabajo.

3.3.8. Minimizacion de las fuerzas y optimizacion geométrica

Luego de redefinir el campo de fuerza y la topologia, se volvié a minimizar las fuerzas
de todo el sistema.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta de los archivos VH.gro
y VH.top generados en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:

gmx grompp -f minima.mdp -¢ VVH.gro -p VH.top -po VH.mdp -0 VH.tpr
Donde “minima.mdp” es el archivo que contiene los parametros para la dinamica
molecular.
Finalmente, generamos los archivos .mdp y .tpr para cada una de las cuatro proteinas
correspondientes al trabajo.

3.3.9. Simulacién de la Minimizacién de la Energia en la solucion
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La simulacién de la Minimizacion de la Energia nos permitira acomodar a los &tomos de
las moléculas que se encuentran en la solucion hasta que sus enlaces y angulos tengan
una configuracion de energia potencial minima.
La linea de comando “gmx mdrun” es la principal herramienta de la quimica
computacional dentro de GROMACS.
Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH.tpr
generado en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:

gmx mdrun -v -s VH.tpr -deffnm VH
Donde “v” “s” y “deffnm” permite establecer en nombre de los archivos
predeterminados para los archivos output.
Finalmente, generamos los archivos .gro, .log, .edr y .trr para cada una de las cuatro

proteinas correspondientes al trabajo.

3.3.10. Generando una nueva topologia y redefinicion del campo de fuerza

Luego de la simulacion de la minimizacion de la energia por medio de la linea de
comando gmx mdrun, la topologia y el campo de fuerza deben de ser redefinidos.

Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del ultimo archivo
VH.gro generado en el paso anterior y se escribio la siguiente linea de comando:

gmx pdb2gmx -f VH.gro -0 VH.gro -p VH.top -i VH.itp

Luego, elegimos la opcion “OPLS-AA/L all-atom force field (2001 aminoacid
dihedrals)” como campo de fuerza y en la opcion modelo de agua se escogi6 “SPC
simple point charge ”.

Finalmente, generamos nuevos archivos .top, .itp y .gro para cada una de las cuatro

proteinas correspondientes al trabajo.

3.3.11. Minimizacién de las fuerzas y optimizacion geométrica

Luego de redefinir el campo de fuerza y la topologia, se volvié a minimizar las fuerzas
de todo el sistema.

Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta de los archivos VH.gro
y VH.top generados en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:
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gmx grompp -f nvt.mdp -¢ VH.gro -p VH.top -po VH.mdp -0 VH.tpr
Donde “nvt.mdp” es el archivo que contiene informacion sobre el solvente implicito y el
ensamble candnico.
Finalmente, generamos los archivos .mdp y .tpr para cada una de las cuatro

correspondientes al trabajo.

3.3.12. Simulacion de la Dinamica Molecular

Las simulaciones moleculares proporcionan en principio detalles atémicos de las
estructuras y sus movimientos.

La linea de comando “gmx mdrun” es la principal herramienta de la quimica
computacional dentro de GROMACS, mediante este comando los atomos del sistema
realizaran desplazamientos necesarios para alcanzar su estabilidad molecular y atomica
sujetos a las leyes de la fisica.

Por ejemplo, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta del archivo VH.tpr
generado en el paso anterior y se escribid la siguiente linea de comando:

gmx mdrun -v -s VH.tpr -deffnrm VH
Finalmente, generamos los archivos .gro, .log, .edr y .trr para cada una de las cuatro

proteinas correspondientes al trabajo.

3.4. Validacion de estructuras
3.4.1. Analisis del RMSD y RMSF

La trayectoria guarda y detalla la informacién de una molécula relacionada a sus
fluctuaciones en relacion al tiempo, tal informacion se puede procesar para poder
entender mediante dos rutas diferentes. Los andlisis de RMSD (root mean square
deviation) o andlisis de la desviacion cuadratica media y de RMSF (root mean square
fluctuation) o andlisis de la fluctuacion cuadratica media, permitiran evaluar a cada una
de las cuatro proteinas y sistemas de acoplamiento ‘“docking” correspondientes al

trabajo.
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Se utiliz6 las lineas de comando “gmx rms” para el cadlculo RMSD y “gmx rmsf” para el
calculo RMSF de GROMACS para dichos anélisis.
Por ejemplo, para el RMSD, en una terminal Ubuntu, nos ubicamos en la carpeta de los
archivos VH.tpr y VH.xtc generados en el paso anterior y se escribio:
gmx rms -s VH.tpr -f VH.xtc -o rmsd.xvg

Luego, para “Select group for least squares fit” elegimos la opcion “Group 17, después
para “Select group for RMSD calculation” elegimos la opcion “Group 1”.
De forma similar se procedi6 para el RMSF, se escribio:

gmx rmsf -f VH.xtc -s VH.tpr -res -o rmsf.xvg
Luego, escogimos la opcion “Group 17, donde “-res” es evaluacion por residuos.
Finalmente, generamos los archivos rmsd.xvg y rmsf.xvg para cada una de las de las
cuatro proteinas y sistemas de acoplamiento “docking”, las graficas obtenidas fueron

analizadas por medio del visualizador “xmgrace”

3.4.2. Calculo del diagrama de Ramachandran

Mediante el servidor online RAMPAGE: Ramachandran Plot Assessment, se realizé el
calculo Ramachandran.

El ultimo archivo .gro generado en el paso de la simulacion de la dindmica molecular
fue utilizado para generar un archivo .pdb por medio del comando “gmx editconf”. Este
archivo .pdb generado fue tratado antes de ser utilizado en el servidor, al archivo .pdb
generado se le quit6 toda la informacion, correspondiente al solvente (se trabajo el
archivo .pdb mediante el editor de texto “medit”).

Luego, el archivo .pdb que contenia sélo la informacion de la proteina fue subido al
servidor RAMPAGE para la obtencion del diagrama de Ramachandran.

En la Figura 3.3, se muestra al servidor online RAMPAGE: Ramachandran Plot
Assessment.

Finalmente, se generd las graficas de Ramachandran de las de las cuatro proteinas y

sistemas de acoplamiento “docking” respectivamente para su analisis.
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€ > C | ® mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php

RAMPAGE | Information

Ramachandran Plot Analysi

PDB file: | Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionado  (max. 20 MB)

SUBMIT TO RAMPAGE

Figura 3.3. Servidor online RAMPAGE: Ramachandran Plot Assessment.

3.5. Ensamblaje de los sistemas interactuantes

Mediante el servidor “Patchdock server” se realizd el acoplamiento “docking” del
nanoanticuerpo de llama con el antigeno E2, del fragmento VH-CH1 de la IgG humana
con el antigeno E2 y del nanoanticuerpo humanizado con el antigeno E2, utilizando los
archivos .pdb usados en el paso anterior, los archivos se subieron segun las indicaciones

establecidas en el servidor.

PATCHDOCE * - §§ -

Molecular Docking Algorithm Based on Shape C ity Principles
[About PatchDock] [Web Server] [Help] [FAQ] [References]

Type PDB codes of receptor and ligand molecules or upload files in PDB format

Receptor Molecule: C—— (PDB:chainid e.g. 2kai:AB) or upload file: [seteccionar archivo | Ningun archivo |
Ligand Molecule: | (PDB:chainld e.g. 2kai:l) or upload file: [ seleccionar archivo | Ningan archivo seleccionad
e-mail address: 1 (the results are sent to this address)

Clustering RMSD: o

Complex Type: Default v Be sure to give receptor and ligand in the corresponding order!

Advanced Options:

[show](Hide]

Figura 3.4. Servidor online PatchDock Server: An Automatic Server for

Molecular Docking.

El archivo .pdb con el acoplamiento “docking” mas 6ptimo en el desarrollo del trabajo
fue bajado del servidor.
Finalmente, se obtuvieron tres archivos .pdb, correspondientes al acoplamiento con las

moléculas ya mencionadas.
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3.6. Determinacion de la energia de interaccion o de acoplamiento

Por medio del servidor “FireDock” se determind la energia de interaccion o de
acoplamiento. Se realiz6 el refinamiento de las 100 mejores soluciones obtenidas
mediante el servidor PatchDock. Luego de obtener los resultados del refinamiento, se
analiz6 cada estructura mediante el software UCSF Chimera y reportd el valor de la
energia de interaccion de cada sistema. La estructura oOptima de cada sistema de
acoplamiento “docking” en forma de su respectivo archivo .pdb, fue utilizado para
realizar una nueva dinamica molecular bajo los mismos pasos, como se realiz6 con cada
una de las cuatro proteinas del presente trabajo. En la Figura 3.5, se muestra la imagen

del servidor FireDock.

FireDoc

ast Interaction REfinement in molecular DOCKing
[Web Server] [About] [Download] [FAO] [Help] [References) Contact: ppdock@tau.acil

FireDock is an efficient method for refinement and re-scoring of rigid-body protein-protein docking solutions.
Please choose one of the options below

* Option 1 (use transformation file, a faster option)
Receptor Molecule: [ ](PoBichainid e.g. 2kai:AB) or  upload file: [ Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionadd]
Ligand Molecule: [ ](ppeichainid e.g. 2kai:h or  upload file: [ Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionadd]

Transformations File: [[seteccionar archivo | Ningun arciwo seleccionadd] (up to 1000 transformations)

(Example: Receptor Molecule: 2kai-AB. Ligand Molecule: 2kail, Transformations File:2kal_trans txt)

Figura 3.5. Servidor online FireDock Server: Fast Interaction Refinement

in molecular Docking.

3.7. Determinacion de los residuos involucrados en la interaccion o acoplamiento de

los sistemas.

Mediante el servidor “PDBsum’” se realizo la determinacion de los residuos involucrados
en la interaccioén de cada proteina con la otra (nanoanticuerpo de llama con el antigeno
E2, del fragmento VH-CHI1 de la IgG humana con el antigeno E2 y del nanoanticuerpo
humanizado con el antigeno E2). Los archivos .pdb obtenidos en el paso de refinamiento
por FireDock respectivamente, fueron utilizados en este servidor. Los resultados

obtenidos fueron analizados y reportados.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion de las estructuras del nanoanticuerpo, del fragmento VH-CHL1 de la
1gG humana y del antigeno E2 del CHIKV

Tras realizar la busqueda de cada una de las estructuras en la base de datos PDB, se
obtuvieron las estructuras del nanoanticuerpo de llama de codigo SLMW, el fragmento
VH-CHI1 de la IgG humana de cédigo 3DGG y el antigeno E2 del CHIKV de cédigo
3N44.

4.1.1 Nanoanticuerpo

La informacioén del archivo .pdb del nanoanticuerpo fue evaluada previamente antes de
ser utilizada dentro del trabajo, quitindose componentes que no eran relevantes para el
desarrollo del mismo como solvente y residuos no estandar contenidos dentro del
archivo .pdb inicial bajado del servidor PDB. La biomolécula esta constituida de 129
aminodacidos, presentaba nueve residuos perdidos en las posiciones MET -1, ALA 0,
GLN 1, HIS 114, HIS 115, HIS 116, HIS 117, HIS 118 y HIS 119, los cuales fueron

completados. El codigo de los aminoacidos se detalla en la Figura A.1 en anexos.

Figura 4.1. Nanoanticuerpo inicial bajado de la base de datos PDB.

La Figura 4.1 nos presenta la estructura inicial del nanoanticuerpo de llama y la Figura

4.2, nos muestra la secuencia de aminoacidos completa del nanoanticuerpo.
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>5LMW:A | PDBID|CHAIN| SEQUENCE

MAQVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGLTEFNRYNMGWEFRQAPGREREFVASISWSGDR
TYGTDSVKGRFAISRDNAKNTMYLOMNSLKPEDTAVYYCAADRELTRSVKYDYWGQGTQ
VIVSSHHHHHH

Figura 4.2. Secuencia de aminoacidos completa en formato FASTA
correspondiente al nanoanticuerpo de llama con 129aa, bajado de la base de
datos PDB.

La secuencia de aminoacidos en formato FASTA nos permitié visualizar y conocer la
secuencia completa de aminoicidos que conforman al nanoanticuerpo, a su vez

visualizar la posicion exacta de cada aminoacido dentro de la secuencia.

Figura 4.3. Nanoanticuerpo con residuos completos.

La Figura 4.3, nos muestra a los residuos agregados correspondientes a los extremos de
la proteina. La completacion de los residuos es un paso que no necesariamente se puede
dar, ya que frecuentemente se tiende a quitar los residuos de los extremos los cuales
conforman las colas de la proteina, que al momento de realizar la cristalizacion, se
suelen quitar para que la proteina de interés logre estar estable. Para el presente estudio,
los residuos perdidos fueron agregados porque se buscaba tener la estructura proteica
completa como esta establecido en la secuencia de aminoacidos en formato FASTA y
obtener resultados Optimos asociado a la participacion de todos los residuos o grupo de
residuos que pueden estar ligados a la estabilidad de la estructura asi como su

participacion en la interaccion con el antigeno.
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Figura 4.4. Estructura del nanoanticuerpo después de la dinamica

molecular a 10ns.

La Figura 4.4, representa al nanoanticuerpo estable y como termin6 su acomodacion
estructural tras la dindmica molecular. Se observa que las colas, representadas en la
Figura 4.3, se acomodaron convenientemente con tendencia proxima al cuerpo de la

proteina. Ademas, se conserva la permanencia de sus hojas B y laminas a.

Nanoanticuerpo

0.5 : | . I . T - T '

X,Y (0,430)

04— N o .I-||_-|

RMSD (nm)
T

X,Y (0,290)

0 2000 4000 6000 8000 10000
Time (ps)

Figura 4.5. RMSD correspondiente al nanoanticuerpo a 10ns.
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La Figura 4.5, muestra la estabilidad alcanzada por el nanoanticuerpo representada en su
respectivo RMSD. La estructura del nanoanticuerpo present6 una estabilidad a partir de
los 1000ps hacia adelante, en otras palabras, las fluctuaciones no fueron pronunciadas o
sobre saltantes, esto quiere decir que la acomodacion estructural general de la proteina
fue alcanzada. Para evaluar la convergencia estructural del nanoanticuerpo, se procedi6 a
tomar el punto mas bajo y el punto mas alto de la grafica para valores del eje Y. La
diferencia de estos puntos fue de 0.14nm o 1.4A. Los valores de RMSD para estructuras
proteinicas simples se suelen manejar como valores < 3A, lo que nos permite asumir la
distension estructural de una proteina 3.

El RMSD obtenido para el nanoanticuerpo se realiz6 a 10ns porque previamente se
lanzé una corrida de prueba a Ins donde se evaluo el RMSD correspondiente y se
observo que ya presentaba estabilidad dentro de ese periodo de tiempo. Los siguientes
calculos como el RMSF y grafica de la energia total de simulacion del sistema, fueron

calculados a partir de los 1000ps como primer marco de lectura para dichos célculos.

Nanoanticuerpo

RMS fluctuation
0.6 T T T T T I T
HIS-129

Figura 4.6. RMSF del nanoanticuerpo, analisis por residuos de

aminoacidos.
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La Figura 4.6, representa las fluctuaciones de cada aminodcido que conforma la
estructura del nanoanticuerpo. Se observo que las mayores fluctuaciones se presentaron
en los aminoacidos de los extremos que conforman a la proteina, esto puede ser
considerado como un evento comun entre las proteinas porque los residuos que
conforman las colas tienden a vibrar mas que los residuos que se encuentran en otros
puntos de la proteina. Los residuos MET 1 y HIS 129 como se observa en el resultado,
fluctuaron mas por encontrarse en los extremos de las colas. El residuo ARG 33
presentd una mayor fluctuacion comparado con sus contrapartes, esto se explicaria
porque este residuo se encuentra conformando uno de los bordes de la proteina como
parte de una hoja beta encontrandose en un trayecto de curva, lo cual permitiria que este
residuo posea mayor fluctuacion por un mayor grado de relativa libertad.

Finalmente, los residuos de la proteina presentaron una estabilidad general por lo que
decimos que sus residuos no guardan un movimiento acelerado. La evaluacion de la
estabilidad de los residuos fue determinada de acuerdo al valor de aceptacion de 6A, el
cual que es un valor de promedio de estabilidad para decir que una proteina se encuentra

estable en relacion a sus residuos.

Nanoanticuerpo
Total Energy
| : | : :

-2.76e+05 T T

-2.77e+05—

-2.78e+05 —

-2.79e+05 —

(kJ/mol)

-2.8e+05 —

-2.8le+05—

-2.82e+05—

_2_8 3 B+05 1 J 1 J 1 J 1 J 1
0 2000 4000 6000 8000 10000

Time (ps)

Figura 4.7. Energia Total de simulacién del sistema

correspondiente al nanoanticuerpo a 10ns.
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La Figura 4.7, representa la energia total de simulacion del sistema correspondiente al
nanoanticuerpo. Se observa que la energia total del sistema fue constante durante toda la
simulacion, esto nos indica que la simulacion fue realizada de una forma correcta ya que
el ensamble candénico NVT establece que la energia debe permanecer constante para
alcanzar una simulacioén exitosa. Cabe resaltar que la grafica de la energia total inicia

desde los 1000ps, esto se establecio tras evaluar el RMSD.

" A General/Pre-Pro/Proline Favoured " oA General/Pre-Pro/Proline Allowed
] Glycine Favoured x Glycine Allowed

Figura 4.8. Diagrama de Ramachandran correspondiente al nanoanticuerpo

al término de su dinamica molecular.

La Figura 4.8 nos muestra el diagrama de Ramachandran de la disposicion de la
estructura final del nanoanticuerpo, con un porcentaje de aceptacion total de 98.4%. Se
representa con marcas en color negro de “a”, “A”y “x”, a todos los residuos en la region
favorecida que representa un 88.9% del total de los residuos y representado con marcas
en color naranja de “a”, a un 9.5% del total de los residuos dentro de la regioén permitida.
Ademas, se resalta que nuestra proteina, como se representa en la Figura 4.4, del

nanoanticuerpo, presentan varias conformaciones de hojas P, lo cual, se ve representado
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en la parte superior izquierda del diagrama, con angulos y (psi) positivos y angulos ¢
(phi) negativos caracteristico de las hojas B. A su vez, también se observa
conformaciones de hélices a en menor cantidad, que se encuentra representado entre los
cuadrantes superior e inferior izquierdos correspondientes a sus porciones inferior y
superior media respectivamente. Por otro lado, se observa que dos residuos,
representados con marcas en color rojo de “a”, el residuo SER 123 y ASP 64 se
encuentran dentro de la region atipica o no permitida, que representan el 1.6% de los
residuos, lo cual esta asociado con el impedimento estérico, donde el diagrama nos
indica que la disposicion de sus angulos v y ¢ que toman estos dos aminoacidos no es
posible de darse dentro de la estructura general del nanoanticuerpo.

Finalmente, el valor obtenido de 98.4%, resultado de la suma del porcentaje de la region
permitida mas el porcentaje de la region favorecida, nos indica que la disposicion de los
residuos que conforman la estructura del nanoanticuerpo tras su dinamica molecular, es
una estructura que con cuya disposicion adquirida con respecto a sus residuos, existe en

la naturaleza como tal y la proteina es estable en dicha configuracion.

4.1.2 Dominio VH

La informacién del archivo .pdb para el fragmento VH-CHI de la IgG humana fue
evaluada previamente antes de ser utilizada dentro del trabajo, al igual que el archivo
.pdb del nanoanticuerpo, se quietaron componentes que no eran relevantes. La proteina
esta constituida de 229aa, presentaba 14 residuos perdidos en las posiciones ALA 135,
ALA 136, GLN 137, THR 138, ASN 139, CYS 221, GLY 222, LYS 223, HIS 224, HIS
225, HIS 226, HIS 227, HIS 228 y HIS 229, los cuales fueron completados. El codigo de
cada uno de los aminoacidos nombrados, se detalla en la Figura A.1 en anexos.

La Figura 4.9, representa al anticuerpo humano correspondiente al fragmento VH-CH1
de la cadena pesada de la IgG. El fragmento VH-CHI1 inicial bajado de la base de datos
PDB, donde se diferencia a la porcion VH de la porcion CHI1 sefialados con flechas
rojas, a su vez, indicado con una flecha negra se muestra la discontinuidad de la cadena,

los cuales corresponden a una parte de los residuos perdidos en las posiciones 135, 136,
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137, 138 y 139. También, se muestran definidas las posiciones amino terminal (N) y

carboxi terminal (C) de la proteina.

Figura 4.9. Fraccion de la cadena H de la IgG humana correspondiente al
fragmento VH-CH1 inicial bajado de la base de datos PDB.

>3DGG:D|PDBID|CHAIN| SEQUENCE

EVKLOOSGPELVKPGASVKMSCKASGYTETSYVMHWVKQKPGOGLEWIGYINPYNDDTN
YNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAREDYYGSRWGYWGQGTTLTVS
SAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVIVTWNSGSLSSGVHTEFPAVLQ
SDLYTLSSSVITVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGKHHHHHH

Figura 4.10. Secuencia de aminoacidos completa en formato FASTA
correspondiente al fragmento VH-CH1 de la cadena pesada de la IgG con 229aa,
bajado de la base de datos PDB.

La Figura 4.10, nos muestra a la secuencia de aminodcidos en formato FASTA que nos
permitié visualizar y conocer la secuencia completa de aminoacidos que conforman al
fragmento VH-CH1, a su vez, conocer la posicion exacta de cada aminoacido dentro de

la secuencia.
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Figura 4.11. Fragmento VH-CH1 de la IgG completada con todos sus residuos.

La Figura 4.11, muestra al fragmento VH-CH1 completo con todos sus residuos, se
sefala con una flecha negra la zona que presentaba residuos perdidos de posiciones 135,
136, 137, 138 y 139 mostrados en la figura 4.10, que ahora estdn completos al igual que
los residuos pertenecientes a las posiciones 224, 225, 226, 227, 228 y 229 del extremo

C-terminal.

Figura 4.12. Estructura del Fragmento VH-CH1 de la IgG después

de la dinamica molecular a 50ns.

La Figura 4.12, representa al fragmento VH-CH1 de la IgG humana estable al final de la
dinamica molecular a 50ns. Ademas, se observa como termind su acomodacion
estructural tras la dinamica, también se ve que la proteina en general conserva a sus
hojas B y hélices a, como se observa en la proteina inicial de la Figura 4.9, tanto en el

VH como en el CHI.
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Figura 4.13. RMSD correspondiente al fragmento VH-CH1 de la IgG a
50ns.

La Figura 4.13, representa la estabilidad alcanzada por el fragmento VH-CHI en su
respectiva grafica RMSD. Se observo la estabilidad de la estructura a partir de los
43890ps hacia adelante, a su vez se trazaron lineas horizontales a la grafica tomando el
punto mas alto en el eje Y (0.679nm) y el punto mas bajo (0.500nm) considerando a
estos puntos desde los 43890ps hacia adelante, cuya diferencia fue de 0.179nm o 1.79A,
como se detallo anteriormente, este valor se encuentra dentro de los valores
contemplados para pruebas de RMSD (< 3A) 9, por lo cual establecemos que la
estructura del fragmento VH-CH1 alcanz6 su estabilidad.

El analisis del RMSF y la grafica de la energia total de simulacion del sistema fueron
calculados a partir de los 43890ps como primer marco de lectura para dichas pruebas, las

cuales se detallan.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Fragmento VH-CHI1 de la IgG
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Figura 4.14. RMSF del fragmento VH-CH1 de la IgG, analisis por

residuos de aminoacidos.

La Figura 4.14, representa la fluctuacion de los 229aa que conforman la estructura del
fragmento VH-CHI1. En la imagen se remarca a tres de las fluctuaciones de residuos mas
pronunciados comparados con sus contrapartes. El residuo GLU 1, el cual pertenece a la
porcion VH, es un residuo que esta ubicado en un extremo, que por dicha posicion,
tienden a presentar mayor fluctuacion por su grado de relativa libertad. Al igual que la
GLU 1, el residuo HIS 225 que forma parte de los aminoécidos de la cola de la porcion
CHI1, present6 una fluctuacion de 0,326nm que por su posicion casi terminal y formando
parte de una pequeiia horquilla, tendi6 a fluctuar mas que sus vecinos proximos. El GLN
137, residuo que pertenece a la porcion CH1, presenta el mismo valor de fluctuacion, de
0.326nm, que el residuo HIS 225, esto seria debido a su posicion del residuo en el
extremo distal de la porciéon CHI, el aminoacido en detalle se encuentra formando parte
también de una horquilla, por lo cual, debido a su lejania, cuenta con mayor libertad para

fluctuar.
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Finalmente, se observa que la fluctuacion del fragmento VH-CHI1 de la IgG presentd una

estabilidad para todos sus residuos, encontrandose dentro del valor de 6A.

Fragmento VH-CH1 de la IgG
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Figura 4.15. Energia Total de simulaciéon del sistema

correspondiente al fragmento VH-CH1 de la IgG.

La Figura 4.15, representa la energia total de simulacion del sistema correspondiente al
fragmento VH-CH1 de la IgG humana. Se observa que la energia total de simulacion del
sistema fue constante durante toda la simulacion. Se indica que la grafica de la energia
total inicia desde los 43890ps, esto se establecid tras analizar la prueba de RMSD
correspondiente.

La Figura 4.16, nos muestra el diagrama de Ramachandran de la disposicion para la
estructura final del fragmento VH-CH1, con un porcentaje de aceptacion total de 98.7%.
Se representa, con marcas en color negro de “a”, “a” y “x”, a todos los residuos en la
region favorecida que representa un 90.3% del total de los residuos y representado con
marcas en color naranja de “a”, “a”y “x”, a un 8.4% del total de los residuos dentro de
la region permitida. Como se ha visto en la Figura 4.12, se ven representadas las hojas 3,
en la parte superior izquierda, en mayor cantidad asi como un pequefio grupo de laminas

a representados en el diagrama. Por otro lado, se observa que tres residuos,
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representados con marcas en color rojo de “a”, el residuo ASP 56, ALA 135 y SER 140,
se encuentran dentro de la regién no permitida, que representan el 1.3% de los residuos,

lo cual esta asociado con el impedimento estérico.
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Figura 4.16. Diagrama de Ramachandran correspondiente al fragmento VH-

CH1 de la IgG al término de su dinamica molecular.

Para resumir, el valor obtenido de 98.7%, resultado de la suma del porcentaje de la
region permitida mas el porcentaje de la region favorecida, nos indica que la disposicion
de los residuos que conforman la estructura del fragmento VH-CHI1 de la IgG tras su
dindmica molecular, es una estructura que con cuya disposicién adquirida con respecto a
sus residuos, existe en la naturaleza como tal y la proteina es estable en dicha

configuracion.

4.1.3. Antigeno E2

La informacion del archivo .pdb para el anticuerpo E2 del CHIKV fue evaluada

previamente antes de ser utilizada dentro del trabajo, se quitaron componentes que no
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eran relevantes. La proteina esta constituida de 360aa, presentaba 21 residuos perdidos
en las posiciones SER 1, THR 2, LYS 3, LEU 342, SER 343, THR 344, ASN 345, GLY
346, THR 347, ALA 348, HIS 349, GLY 350, HIS 351, PRO 352, HIS 353, GLU 354,
ILE 355, ILE 356, LEU 357, TYR 358, TYR 359, TYR 360, los cuales fueron
completados.

La Figura 4.17, representa al antigeno E2 del CHIKYV inicial bajado de la base de datos
PDB, donde se sefiala los tres dominios en los que se divide el antigeno E2, yendo de
izquierda a derecha, dominio B, dominio A y el dominio C, donde, el dominio C se
encuentra contactando con la membrana del virus y el dominio B esta mas expuesto
hacia la superficie del virus. También, se muestran definidas las posiciones amino

terminal (N) y carboxi terminal (C) del antigeno E2.

Dominio B

. )
3 ol y -
St IS ) \ Dominio C

~o -

Figura 4.17. Antigeno E2 del CHIKV inicial bajado de la base de datos PDB.

La Figura 4.18, nos muestra la secuencia de aminoacidos en formato FASTA, la
secuencia de aminoacidos fue bajada de la base de datos PDB, la cual nos permitio
visualizar y conocer el total de los residuos que conforman al antigeno E2, a su vez
conocer la posicion exacta de cada aminoacido dentro de lo que conforma la estructura

de la proteina E2.
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>3N44:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIKTD
DSHDWTKLRYMDNHMPADAERAGLEVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGETDS
RKISHSCTHPFHHDPPVIGREKFHSRPOQHGKELPCSTYVQSTAATTEEIEVHMPPDTPD
RTLMSQQSGNVKITVNGQTVRYKCNCGGSNEGLTTTDKVINNCKVDQCHAAVTNHKKWQ
YNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCRVPKARNPTVTYGKNQVIMLLYPDHPTLL
SYRNMGEEPNYQEEWVMHKKEVVLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPQLSTNGTAHGHPHE
ITLYYY

Figura 4.18. Secuencia de aminoacidos completa en formato FASTA
correspondiente al antigeno E2 del CHIKV con 360aa, bajado de la base de
datos PDB.

La Figura 4.19, representa al antigeno E2 completado con los residuos perdidos
especificados en el archivo .pdb que eran 21, todos correspondientes a los
extremos de la proteina. La agregacion de los residuos se realizd por medio del

programa Chimera

Figura 4.19. Antigeno E2 del CHIKV con residuos completos, se muestra a

la proteina completada que se agregaron por los extremos.

La Figura 4.20, representa al antigeno E2 del CHIKV estable y su acomodacion
estructural tras la dindmica molecular. También, se observa que sus hojas f y laminas o

se conservaron durante la dindmica, como se aprecia en los dominios A, By C.
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Figura 4.20. Antigeno E2 tras la dinamica molecular a 50ns.
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Figura 4.21. RMSD correspondiente al antigeno E2 a 50ns.

La Figura 4.21, muestra la estabilidad general alcanzada por el antigeno E2 representada
en su respectivo RMSD. La estructura del anticuerpo E2 present6 una estabilidad a partir
de los 15000ps hacia adelante, pero, aproximadamente a los 45000ps se observa una
fluctuacioén relativamente alta, esta fluctuacion puede ser asociada a una respuesta
fluctuacion abrupta para una region determinada durante la dindmica, lo cual es
considerado como una anomalia. La verificacion de la estabilidad fue evaluada al tomar

el punto mas bajo y el punto mas alto de la grafica para valores del eje Y, luego al
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restarlos, se obtuvo una diferencia de 0.182nm o 1.82A, la cual se encuentra dentro de
los valores de aceptacion ¥,

El RMSD obtenido para el antigeno E2 se realiz6 a 50ns, y para el analisis del RMSF y
grafica de la energia total de simulacion del sistema, fueron calculados a partir de los

15000ps como primer marco de lectura para dichos célculos.

Antigeno E2
RMS fluctuation
0.8 T T T T T T T
SER 1 TYR 358

P .
5 N —
E 0.4 —
0,2 —

0 1 | 1 | 1 | 1

0 100 200 300 400
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Figura 4.22. RMSF del antigeno E2, analisis por residuos de

aminoacidos.

La Figura 4.22, representa las fluctuaciones de cada aminoacido que conforma la
estructura del antigeno E2. Se observa que en general los aminoacidos que constituyen a
la proteina E2 encontraron una estabilidad, ya que no mostraron fluctuaciones
pronunciadas. Ademas, como ha sido descrito en los resultados anteriores para RMSF, se
observan fluctuaciones altas para los residuos que se encuentran en las colas de la
proteina. Como era de esperarse, en la posicion SER 1 y TYR 358, generaron
fluctuaciones mayores a 6A, cabe resaltar que el valor de la fluctuacion de los residuos

esta sujeto al grado de libertad que estos posean en relacion a la interaccion o no con
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residuos vecinos u otras partes de la proteina. Por ejemplo, para este caso al comparar el
valor de fluctuacion del SER 1 contra el de la TYR 358 se observa que el valor de
fluctuacion de la serina es menor que el de la tirosina, esto se explica porque la SER 1y
sus vecinos cercanos se encuentran proximos al cuerpo del dominio A, esta proximidad
estaria generando interacciones directas o indirectas que impedirian que la SER 1 y
vecinos fluctuen con mayor libertad, por el contrario, la TYR 358 presento el valor de
fluctuacion mas alto, y no se encuentra en la ultima posicion de los 360aa, esto se
explicaria tras analizar al grupo de aminoécidos desde la posicion 355 hasta el 359 que
conforman una horquilla, donde la TYR 358 es el residuo central de la horquilla y se
encuentra mas distante del resto de todos los aminoacidos de la region que conforman el
dominio A, mientras la TYR 360 se encuentra muy proximo a los residuos GLY 350 y
HIS 351, por lo que su fluctuacion fue menor comparado con el de la TYR 358 a pesar
de ser el ultimo. Para los residuos GLU 302 y GLY 205, tras analizar la estructura del
antigeno E2, la GLU 302 se encuentra en uno de los extremos del dominio C formando
parte de una horquilla y GLY 205 también se encuentra en uno de los extremos del

dominio B formando parte de otra horquilla.

Antigeno E2
Total Energy
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Figura 4.23. Energia Total de simulacién del sistema

correspondiente al antigeno E2 a 50ns.
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La Figura 4.23, representa la energia total del sistema correspondiente al antigeno E2. Se
observa que la energia total del sistema fue constante durante toda la simulacion de la
dindmica molecular, como se detall6 en la discusion de la Figura 4.7, sobre el ensamble
canonico NVT. Se remarca que la grafica de la energia total inicia desde lo 15000ps,

esto se establecio tras analizar la prueba de RMSD respectivo.
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Figura 4.24. Diagrama de Ramachandran correspondiente al antigeno E2 del

CHIKYV al término de su dinamica molecular.

La Figura 4.24, nos muestra el diagrama de Ramachandran para disposicion estructural
final del antigeno E2 del CHIKYV, con un porcentaje de aceptacion total de 97.5%. Se
representa, con marcas en color negro de “a”, “a”y “x”, a todos los residuos en la region
favorecida que representa un 92.2% del total de los residuos, después, representado con
marcas en color naranja de “a”, “a”y “x”, con un 5.3% del total de los residuos dentro
de la region permitida. Como se ha visto en la Figura 4.20, la proteina resalta sus hojas 8
para sus tres dominios, A, B y C, estas hojas B se ven representadas en la parte superior
izquierda del diagrama, debemos resaltar que también el antigeno E2 posee gran

cantidad de hojas B asi como un pequeio grupo de ldminas o representados en el

diagrama. Por otro lado, se observa que nueve residuos, representados con marcas en
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color rojo de “a”, como la HIS 29, ASP 60, THR 87, THR 163, GLU 208, PHE 259,
LYS 280, ASN 305 y ILE 355, se encuentran dentro de la regidon no permitida, que
representan el 2.5% de los residuos, lo cual esta asociado con el impedimento estérico.

Donde, el valor obtenido de 97.5%, resultado de la suma del porcentaje de la region
permitida mas el porcentaje de la region favorecida, nos indica que la disposicion de los
residuos que conforman la estructura del antigeno E2, tras su dindmica molecular, es una
estructura que con cuya disposicion adquirida con respecto a sus residuos, existe en la

naturaleza como tal y la proteina es estable en dicha configuracion.

4.2. Ensamblaje “Docking” de los sistemas interactuantes mediante una

aproximacion rigido-rigido

El ensamblaje “docking” fue realizado utilizando el servidor “Patchdock server’ online,
el cual fue descrito en la metodologia, recordando que el acoplamiento fue realizado
para el nanoanticuerpo — antigeno E2, fragmento VH — antigeno E2 y para el

nanoanticuerpo humanizado — antigeno E2.

4.2.1. Acoplamiento “Docking” entre el nanoanticuerpo y el antigeno E2

La Figura 4.25, muestra a los CDRs del nanoanticuerpo de llama. Ademas, se presenta al
nanoanticuerpo desde diferentes posiciones. Donde el fragmento resaltado en color
naranja, corresponde al CDR1, el fragmento resaltado en color amarillo, corresponde al
CDR2 y el fragmento resaltado en color verde corresponde al CDR3. Los CDRs del
nanoanticuerpo, fueron determinados segiin  Duhoo et al. ®¥, donde el CDR1 esta
comprendido desde el residuo 29 hasta el residuo 37, representado por la secuencia
“LTFNRYNMG”, el CDR2 esta comprendido desde el residuo 52 hasta el residuo 58,
representado por la secuencia “SISWSGD”, y el CDR3 esta comprendido desde
el residuo 101 hasta el residuo 112, representado por la secuencia

“DRFLTRSVKYDY™.
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Figura 4.25. Las Regiones Determinantes Complementariedad (CDR)

del nanoanticuerpo de llama.

La Figura 4.26, muestra el acoplamiento “docking” entre el nanoanticuerpo y el antigeno
E2 utilizando el servidor “Patchdock” como mediador del docking y al servidor
“Firedock” como el refinador de interaccion rapida del acoplamiento molecular. Se
refinaron las 100 mejores soluciones de interaccion generadas por el servidor Patchdock.
Luego, mediante el servidor Firedock, se solicitdo que los ordene por ranking del 1 al
100 basado en energias de interaccion como las fuerzas de Van der Waals, energia de
contacto atdmica, fuerzas electrostaticas parciales y estimaciones adicionales de la
energia libre de unién.

En color azul, se muestra al nanoanticuerpo acoplado al antigeno E2 del CHIKYV, el cual
se encuentra en color rojo, por medio de las regiones CDR como se detalla en la Figura
4.26. La interaccion del nanoanticuerpo contra el antigeno E2, se desarrollo entre el
dominio A y el dominio B, como fue previsto, ya que los dominios A y B del antigeno
E2 se encuentran ubicados hacia la superficie del virus, donde el dominio A es el mas
expuesto y el dominio B, parcialmente, lo cual se ha descrito en el marco tedrico.

La estructura 6ptima tomada del servidor Firedock fue la opcion nlimero 1 del ranking,

correspondiente a la solucion 79, la cual presentd una energia global de -39.15Kcal/mol
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y una energia de puentes de hidrogeno de -4.20Kcal/mol. Ademas, esta estructura
presentd el acoplamiento mas 6ptimo en relacion a la interaccion de los CDRs con el

antigeno E2.

Dom;nio B ,
DomilflioA
c
Figura 4.26. Acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo con el antigeno
E2.
Acoplamiento del nanoanticuerpo con antigeno E2
"I‘ T I T I T I T I T I T I T

RMSD (nm)
o

X,Y (0,704)

Figura 4.27. RMSD correspondiente al acoplamiento “docking” del

nanoanticuerpo con el antigeno E2 a mas de 50ns.
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La Figura 4.27, muestra la fluctuacion del complejo de acoplamiento del
nanoanticuerpo y el antigeno E2. El resultado del RMSD, nos muestra a un complejo
proteinico no convergente, el cual no alcanz6 una estabilidad o distension estructural,
esto pudo ser debido a una accién de repulsion entre ambas proteinas en la zona de
contacto generando de esta forma que ambas tiendan a fluctuar fuertemente como queda
evidenciado en los picos generados a los 52000, 55000 y 58000ps aproximadamente.
Ademas, sefialado con flechas rojas, se muestra el punto mas alto en el eje Y en relacion
a la linea horizontal azul superior que fue de 0.704nm y el punto mas bajo que fue de
0.214nm cuya diferencia devolvié un valor de 0.490nm o 4.9A, este valor se encuentra
por encima de los 3A. Finalmente, el resultado del RMSD nos estaria indicando que el
nanoanticuerpo no encontrd convergencia frente al antigeno E2.E1 RMSD obtenido para
el complejo de acoplamiento del nanoanticuerpo con el antigeno E2, se realizé a mas de
50ns, y para el anélisis del RMSF y energia total de simulacion del sistema, se considero

desde los Ops.

La Figura 4.28, representa la fluctuacion del complejo de acoplamiento del
nanoanticuerpo y el antigeno E2 referente a la fluctuacién de los 489aa, donde del
residuo 1 al 129 corresponden al nanoanticuerpo y del residuo 130 al 489 al antigeno E2.
Se sefiala con flechas rojas a los residuos implicados en las interacciones entre el
nanoanticuerpo y el antigeno E2. Ademés, 11 residuos del nanoanticuerpo fueron
encontrados implicados en la interaccion con 12 residuos del antigeno E2. Donde en la
interaccion por contacto no enlazante, los residuos asociados fueron la MET 1 con el
residuo ASP 343, la ALA 2 con THR 342, la SER 27 con GLY 323, la ASP 75 con
ARG 248, la ALA 77 con los residuos ALA 205, SER 247 y ARG 248, el ASN 79 con
PRO 204. En la interaccion por enlaces de hidrogeno, los residuos asociados fueron la
GLN 3 con THR 341, la ALA 26 con ASN 322, el ASN 32 con ASP 188 y ARG 33 con
ASP 188. En la interaccion puentes salinos la ARG 33 con ASP 188 y LYS 78 con ASP
200.

En anexos se detalla con la Figura A.2 el resultado de las interacciones residuales a

través de la interfaz.
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Figura 4.28. RMSF del acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo con el
antigeno E2.

Los resultados de fluctuacion de residuos correspondiente a las interacciones obtenidas
muestran valores de fluctuacion altos, estos valores superan a los 6A, con valores
mayores a los 10A, por lo cual el analisis nos indica que pese a las interacciones
desarrolladas entre al nanoanticuerpo y el antigeno E2, estos no tienden a distenderse
estructuralmente, lo cual esta asociado al resultado de RMSD obtenido. Por otro lado,
los picos de fluctuacién mas altos obtenidos en el analisis, como los residuos GLN 3 y
LEU 486 forman parte de las colas de nanoanticuerpo y antigeno E2 respectivamente, el
residuo LYS 249 al ser vecino del residuo ARG 248 y estar proximo a la SER 247, al
parecer su fluctuacion es alta por resultados de atraccidon o repulsion para con algin
residuo o grupo de residuos del nanoanticuerpo, la SER 314 se encuentra en un extremo
distal del dominio B, el cual presenta un relativo grado de libertad.

La Figura 4.29 representa la energia total de simulacion del sistema. Se observa que la

energia total de simulacion fue constante, lo cual nos indica que la simulacion del
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complejo fue correcta. La grafica de la energia total fue desarrollada a partir de los Ops

hasta su término.
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Figura 4.29. Energia Total de simulacion del sistema
correspondiente al acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo con

el antigeno E2.

La Figura 4.30, nos muestra el diagrama de Ramachandran para la disposicion
estructural del acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo con el antigeno E2, con un
porcentaje de aceptacion total de 99.0%. Se representa, con marcas en color negro de

€9 e, oy,
[ ]

A7y “x”,a todos los residuos en la region favorecida que representa un 8§9.9% del

e 9 e 2 €6y,

total de los residuos y representado con marcas en color naranja de “u”, “a”y “x”, a un
9.1% del total de los residuos, los cuales estan dentro de la region permitida. Al igual
que lo descrito para los resultados de Ramachandran anteriores, se observa en el
diagrama, en la parte superior izquierda la conformacion de las hojas B, correspondiente
para ambas estructuras acopladas, asi como la conformacion de hélices o, observado
entre los cuadrantes superior e inferior izquierdos correspondientes a sus porciones
inferior y superior media respectivamente.

En contraste, se observa que cinco residuos representados con marcas en color rojo de
“ »

»” y “a”’se encuentran dentro de la regién no permitida, los cuales representan el 1.0%

de los residuos. Se remarca que estos cinco residuos corresponden tanto al
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nanoanticuerpo como al antigeno E2, los cuales estan diferenciados por la especificacion
de cadena, donde el nanoanticuerpo esta presentado como cadena A y el antigeno E2

como cadena B.

" A General/Pre-Pro/Proline Favoured LI General/Pre-Pro/Proline Allowed
x Glycine Favoured x Glycine Allowed

Figura 4.30. Diagrama de Ramachandran correspondiente al acoplamiento
“docking” del nanoanticuerpo con el antigeno E2 al término de su dinamica

molecular.

Entonces, los residuos ASN 79, ASP 64 y PRO 60 corresponden al nanoanticuerpo, los
residuos HIS 158 y PHE 388, corresponden al antigeno E2. La presencia de estos
residuos en la region, esta ligado con el impedimento estérico, lo cual viene asociado a
la disposicion de sus dngulos v y ¢ que toman estos cinco aminoacidos, no es posible de
darse dentro de la estructura general. También, se resalta que el residuo ASN 79
correspondiente al nanoanticuerpo, el cual establece una interaccion por contacto no
enlazante con el residuo PRO 204 del antigeno E2 explicado en el resultado del RMSF
correspondiente y detallado en la Figura A.2 de anexos, nos estaria sugiriendo que a

pesar de establecer una interaccion por contacto no enlazante, la disposicion general de
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este residuo, no permitiria mantener dicha interaccion, como se muestra en la grafica
RMSF, donde el residuo ASN 79 alcanza un valor de fluctuacion muy alto, por encima
de los 12.5A, donde los resultados de la grafica de Ramachandran nos corrobora el
porqué de este valor de fluctuacion para dicho residuo y asociados.

Por ultimo, el valor obtenido de 99.0%, resultado de la suma del porcentaje de la region
permitida mas el porcentaje de la region favorecida, nos indica que la disposicion de los
residuos que conforman el complejo de acoplamiento del nanoanticuerpo con el antigeno
E2, tras su dindmica molecular, es permitida para la disposicion de sus residuos dentro

de la estructura molecular.

4.2.2. Acoplamiento “docking” entre el fragmento VH-CHL1 de la IgG y el antigeno
E2

La Figura 4.31, muestra a los CDRs del fragmento VH-CH1 de la IgG humana
correspondientes a la porcion VH, se presenta al fragmento VH-CHI1 desde diferentes
posiciones. Donde el fragmento resaltado en color naranja, corresponde al CDRI, el
fragmento resaltado en color amarillo, corresponde al CDR2 y el fragmento resaltado en
color verde corresponde al CDR3. Los CDRs fueron determinados segun Kabat et al.
(56 donde el CDRI1 esta comprendido desde el residuo 31 hasta el residuo 35,
representado por la secuencia “SYVMH?”, el CDR2 esta comprendido desde el residuo
50 hasta el residuo 67, representado por la secuencia “YINPYNDDTNYNEKFKGK”, y
el CDR3 esta comprendido desde el residuo 99 hasta el residuo 105, representado por la

secuencia “EDYYGSR”.

La Figura 4.32, muestra el acoplamiento “docking” entre el fragmento VH-CHI de la
IgG humana y el antigeno E2 utilizando el servidor “Patchdock” como mediador del
docking y al servidor “Firedock” como el refinador de interaccion rapida del
acoplamiento molecular. Se refinaron las 100 mejores soluciones de interaccion
generadas por el servidor Patchdock. Luego, mediante el servidor Firedock, se solicitd

que los ordene por ranking del 1 al 100 basado en las energias de interaccién como las
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fuerzas de Van der Waals, energia de contacto atdmica, fuerzas electrostaticas parciales y

estimaciones adicionales de la energia libre de union.

Figura 4.31. Las Regiones Determinantes Complementariedad (CDR)

del fragmento VH-CH1 de la IgG humana.

A su vez, en la Figura 4.32, en color azul, se muestra al fragmento VH-CH1 acoplado al
antigeno E2 del CHIKYV, el cual se encuentra en color rojo, por medio de las regiones
CDR como se detalla en la Figura 4.31. La interaccion del fragmento VH-CH1 contra el
antigeno E2, se desarrollo al igual que el caso del nanoanticuerpo, entre el dominio A 'y
el dominio B del antigeno, por la razén ya discutida en el caso del acoplamiento
nanoanticuerpo-antigeno E2, volviendo a resaltar que los dominios A y B del antigeno
E2 se encuentran ubicados hacia la superficie del virus, donde el dominio A es el mas
expuesto y el dominio B, parcialmente. Ademas, se contrasta que la zona del fragmento
VH-CHI1 que interacciona en el acoplamiento con el antigeno E2 corresponde a la

porcién VH, exclusivamente a las regiones CDR.
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Figura 4.32. Acoplamiento “docking” del fragmento VH-CH1 con el antigeno
E2.

La estructura optima tomada del servidor Firedock fue la opciéon nimero 22 del ranking,
correspondiente a la solucion 79, la cual present6 una energia global de -16.65Kcal/mol
y una energia de puentes de hidrogeno de -3.23Kcal/mol. Ademas, esta estructura
presentd el acoplamiento mas Optimo en relacion a la interaccion de los CDRs con el
antigeno E2.

La Figura 4.33, muestra la estabilidad alcanzada por el complejo del fragmento VH-CH1
con el antigeno E2, resultado del acoplamiento. El complejo anteriormente detallado
presento una estabilidad a partir de los 45000ps hasta su punto de término a los 58000ps.
Se observa que el complejo de acoplamiento no presentd una convergencia temprana
como se pudo haber esperado, esto puede estar relacionado por la acomodacion
estructural de ambas proteinas después del acoplamiento “docking” donde ambas
estructuras buscaron la estabilidad lograndolo a partir de los 45000ps. Se senala con
flechas de color azul tanto el punto mas alto como el punto mas bajo para el eje Y en el
tramo delimitado con flechas rojas, valores de 0.803 y 0.599nm respectivamente, cuya
diferencia fue de 0.204nm o 2.04A. Los picos obtenidos a los 14602 y 20632ps, podrian
ser asociados con fluctuaciones a regiones especificas de las proteinas, como el dominio

CH1 del anticuerpo y al dominio C del antigeno, ya que estas dos regiones se
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corresponden a las zonas lejanas de ambas proteinas las colas respectivamente forman

parte de estos dominios.

Acoplamiento "docking" del VH-CHI1 con el antigeno E2
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Figura 4.33. RMSD correspondiente al acoplamiento “docking” del

fragmento VH-CH1 con el antigeno E2 a mas de 50ns.

La Figura 4.34, representa la fluctuacion de cada uno de los residuos que forman parte
del complejo de acoplamiento del fragmento VH-CH1 y el antigeno E2, el cual hace un
total de 589aa, donde del residuo 1 al 229 corresponden al fragmento VH-CH1 y del
residuo 230 al 589 al antigeno E2. Se sefala con flechas rojas a los residuos implicados
en las interacciones entre el fragmento VH-CHI1 y el antigeno E2. Ademas, 12 residuos
del fragmento VH-CHI1 fueron encontrados implicados con la interaccion de 11 residuos
del antigeno E2. Donde en la interaccion por contacto no enlazante, los residuos
asociados fueron la TYR 54 con los residuos HIS 302, MET 303 y PRO 304, la ASN 55
con los residuos HIS 302 y ASN 422, la ASP 56 con THR 420, la TYR 60 con los
residuos GLN 412, GLN 413 y SER 414, la GLU 62 con los residuos GLN 412, GLN
413 y GLY 415, 1a LYS 67 con SER 414. En la interaccion por enlaces de hidrogeno, los
residuos asociados fueron la THR 30 con MET 303, la ASN 52 con ASN 301, la ASP 57
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con HIS 302, la THR 58 con SER 411, la ASN 59 con GLN 412 y la ALA 68 con SER
414.

Fragmento VH-CHI1-Antigeno E2
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Figura 4.34. RMSF del acoplamiento “docking” del fragmento VH-CH1 de la

IgG con el antigeno E2, analisis por residuo de aminoacidos.

En la interaccion puentes salinos, los residuos asociados fueron la ASP 57 con HIS 302.
En anexos se detalla en la Figura A.3 las interacciones residuales a través de la interfaz.
Los resultados de fluctuacion de los residuos, correspondiente a las interacciones entre
ambas proteinas, muestran valores de fluctuacion muy inferiores a los 2.5A, lo cual nos
orienta a que el complejo de acoplamiento del fragmento VH-CHI1 y el antigeno E2,
tienden a presentar una distension estructural, lo cual a su vez nos sugiere que los
residuos involucrados en la interaccion muestran una estabilidad residual. Por otro lado,
los picos de fluctuacion mas altos obtenidos en el analisis, como la ALA 136, forma
parte de un pequefio grupo de residuos que se encuentran formando parte del extremo

distal de la porcion CH1 del fragmento VH-CHI1, el residuo SER 230 forma parte de la
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cola amino terminal del antigeno E2, la GLY 575 forma parte de la cola proxima al

carboxi terminal del antigeno por lo cual presentan fluctuaciones altas.

Finalmente, los residuos de la proteina presentaron una estabilidad general por lo que

decimos que sus residuos no guardan un movimiento acelerado. La evaluacion de la

estabilidad de los residuos fue determinada de acuerdo al valor de aceptacion de 6A.
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Figura 4.35. Energia Total de simulacién del sistema correspondiente al
acoplamiento “docking” del fragmento VH-CH1 con el antigeno E2.

La Figura 4.35, representa la energia total de simulacion del sistema. Se observa que la
energia total de simulacion fue constante, lo cual nos indica que la simulacién del
complejo fue correcta. La grafica de la energia total fue desarrollada a partir de los Ops
hasta su término.

La Figura 4.36, nos muestra el diagrama de Ramachandran de la disposicion estructural
del acoplamiento “docking” del fragmento VH-CHI1 con el antigeno E2, con un
porcentaje de aceptacion total de 99.3%. Se representa, con marcas en color negro de

(1R 1Y 2 €6y,
[ |

A7y “x”, a todos los residuos en la region favorecida que representa un 91.4% del
total de los residuos y representado con marcas en color naranja de “a”, “A”y “x”, a un
7.9% del total de los residuos, los cuales estdn dentro de la region permitida. Se observa

la conformacién de hojas B, en la parte superior izquierda del diagrama, asi como la
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conformacion de las hélices o entre los cuadrantes superior e inferior izquierdos

correspondientes a sus porciones inferior y superior media respectivamente.
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Figura 4.36. Diagrama de Ramachandran correspondiente al acoplamiento
“docking” del fragmento VH-CH1 con el antigeno E2 al término de su

dindmica molecular.

Por otro lado, se observa que cuatro residuos representados con marcas en color rojo de
“a” se encuentran dentro de la region no permitida, los cuales representan el 0.7% de los
residuos. Se resalta que estos cuatro residuos corresponden tanto al fragmento VH-CH1
como al antigeno E2, los cuales estan diferenciados por la especificacion de cadena,
donde el fragmento VH-CHI, esta presentado como cadena A y el antigeno E2 como
cadena B. Luego, los residuos TYR 32, TYR 101 y GLY 103 corresponden al fragmento
VH-CHI, el residuo PHE 488, corresponde al antigeno E2. Como se ha descrito, la
presencia de estos residuos en esta region, esta asociado con el impedimento estérico.

Finalmente, se establece que el valor obtenido de 99.3%, resultado de la suma del

porcentaje de la region permitida mas el porcentaje de la region favorecida, nos indica
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que la disposicion de los residuos que conforman el complejo de acoplamiento del
fragmento VH-CHI con el antigeno E2, tras su dindmica molecular, es permitida para la

disposicion de sus residuos dentro de la estructura molecular.

4.3. Humanizacién del nanoanticuerpo y acoplamiento con el antigeno E2
4.3.1. Nanoanticuerpo humanizado

El nanoanticuerpo humanizado fue obtenido a partir de la sustitucion de aminoacidos en
diferentes regiones del nanoanticuerpo por los CDRs del fragmento VH-CH1 de la IgG
humana. El nanoanticuerpo humanizado esta constituido de 129aa, el cual mantiene el
mismo nimero total de aminoécidos que el nanoanticuerpo de llama. Las secuencias de
los CDRs insertados se detallan como el CDRI conformado por los residuos
“SYVMH?”, el CDR 2 por los residuos “YINPYNDDTNYNEKFKGK” y el CDR3 por
los residuos “EDYYGSR”.

C

Figura 4.37. Estructura del nanoanticuerpo humanizado después de la

dinamica molecular a 50ns.

La Figura 4.37, representa al nanoanticuerpo humanizado y estable al término de su
dinamica molecular. En general, se observa que el nanoanticuerpo humanizado conserva
la disposicion estructural en general, como las hojas B y disposicion de las hélices a, sin
ninguna desorganizacion alguna tras la sustitucion de residuos del nanoanticuerpo por

las secuencias de los CDRs humanos.
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En la Figura 4.38, se muestra la secuencia de aminoacidos del nanoanticuerpo de llama
resaltados en color negro y por debajo a la secuencia del nanoanticuerpo humanizado en
color azul y rojo, donde las secuencias pintadas de color rojo, corresponden a las
secuencias de los CDRs humanos. El nanoanticuerpo humanizado, mantiene el mismo

numero de residuos que el nanoanticuerpo de llama, con un total de 129aa.

1 MAQVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGLTENRYNMGWFRQAPGREREFVASISW

1 MAQVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGLTSYVMHMGWFRQAPGREREFY INPYN

56 SGDRTYGTDSVKGRFAISRDNAKNTMYLOMNSLKPEDTAVYYCAADRFLTRSVKY

56 DDTNYNEKFKGKGRFAISRDNAKNTMYLOMNSLKPEDTAVYYCEDYYGSRRSVKY

111 DYWGQGTQVITVSSHHHHHH
111 DYWGQGTQVTVSSHHHHHH

Figura 4.38. Secuencia de aminoacidos del nanoanticuerpo humanizado y

del nanoanticuerpo de llama.

La Figura 4.39, muestra a los CDRs del nanoanticuerpo humanizado, los cuales son
presentados desde diferentes posiciones. Donde el fragmento resaltado en color naranja,
corresponde al CDR1, el fragmento resaltado en color amarillo, corresponde al CDR2 y

el fragmento resaltado en color verde corresponde al CDR3.

CDR2

Figura 4.39. Las Regiones Determinantes Complementariedad (CDR) del nanoanticuerpo
humanizado.
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Figura 4.40. RMSD correspondiente al nanoanticuerpo humanizado a
50ns.

La Figura 4.40, muestra la estabilidad alcanzada por el nanoanticuerpo humanizado
representada en su respectivo RMSD. La estructura del nanoanticuerpo humanizado
presentd una estabilidad temprana, a partir de los 15000ps hacia adelante. Ademas, se
observa que las fluctuaciones no fueron pronunciadas o sobre saltantes, queriendo decir
que la acomodacion estructural general de la proteina fue alcanzada. Se procedié a
tomar el punto mas bajo y el punto mas alto de la grafica para valores del eje Y. La
diferencia de estos puntos fue de 0.113nm o 1.13A, la cual esta por debajo de los 3A,
para los de resultados de RMSD.

El RMSD obtenido para el nanoanticuerpo humanizado fue realizado a 50ns. Los
siguientes célculos como el RMSF y grafica de la energia total de simulacion, fueron
calculados a partir de los 15000ps como primer marco de lectura.

La Figura 4.41, representa las fluctuaciones de cada aminoacido que conforma la
estructura del nanoanticuerpo humanizado. Se observo que las mayores fluctuaciones se
presentaron en los aminoacidos de los extremos que conforman a la proteina, esto puede

ser considerado como un evento comun entre las proteinas porque las colas tienden a
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vibrar mas que los aminoécidos que se encuentran en otros puntos de la proteina. Los
residuos MET 1 y HIS 129 como se observa en el resultado, fluctuaron méas por
encontrarse en los extremos de las colas. El residuo LEU 29 present6 una fluctuacion
alta, esto puede ser debido a que este residuo se encuentra en uno de los extremos de la
proteina formando parte de una horquilla. El residuo ASP 57 presento también una
fluctuacién relativamente alta comprado con sus contrapartes debido a que también se
encuentra ubicado en uno de los extremos del nanoanticuerpo formando parte de una

horquilla.

Nanoanticuerpo humanizado

RMS fluctuation
0.8 : T I T I T

HIS-129

0 50 100 150 200
Residue

Figura 4.41. RMSF del nanoanticuerpo humanizado, analisis por
residuo de aminoacidos.

Finalmente, los residuos de la proteina presentaron una estabilidad general por lo que
decimos que sus residuos no guardan un movimiento acelerado. La evaluacion de la
estabilidad de los residuos fue determinada de acuerdo al valor de aceptacion de 6A, el
cual que es un valor de promedio de estabilidad para decir que una proteina se encuentra
estable en relacion a sus residuos.

La Figura 4.42, representa la energia total de simulacion del sistema correspondiente al

nanoanticuerpo humanizado. Se observa que la energia total del sistema fue constante
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durante toda la simulacion, esto nos indica que la simulacion fue realizada de una forma

correcta.
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Figura 4.42. Energia Total de simulacion del sistema correspondiente al

nanoanticuerpo humanizado.

La Figura 4.43, nos muestra el diagrama de Ramachandran de la disposicion para la
estructura final del nanoanticuerpo humanizado, con un porcentaje de aceptacion total de
99.2%. Se representa, con marcas en color negro de “a”, “A”y “x”, a todos los residuos
en la region favorecida que representa un 88.1% del total de los residuos y representado
con marcas en color naranja de “a” y “a”, a un 11.1% del total de los residuos dentro de
la regién permitida. Se ven representadas las hojas 3, en la parte superior izquierda, en
mayor cantidad asi como un pequefio grupo de ldminas a representados en el diagrama.
Por otro lado, se observa a un residuo, representado con marca en color rojo de “a”, el
residuo ASP 56, se encuentran dentro de la region no permitida, que representan el 0.8%
de los residuos, lo cual esta asociado con el impedimento estérico. Se resume, que el
valor obtenido de 99.2%, resultado de la suma del porcentaje de la region permitida mas
el porcentaje de la region favorecida, nos indica que la disposicion de los residuos que
conforman la estructura del nanoanticuerpo humanizado tras su dinamica molecular, es
una estructura que con cuya disposicion adquirida con respecto a sus residuos, puede

existir en la naturaleza como tal y la proteina es estable en dicha configuracion.
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Figura 4.43. Diagrama de Ramachandran correspondiente al

nanoanticuerpo humanizado al término de su dinamica molecular.

4.3.2. Acoplamiento “docking” entre el nanoanticuerpo humanizado y el antigeno
E2

La Figura 4.44, muestra el acoplamiento “docking” entre el nanoanticuerpo humanizado
y el antigeno E2, utilizando el servidor “Patchdock” como mediador del docking y al
servidor “Firedock” como el refinador de interaccion rapida del acoplamiento molecular.
Se refinaron las 100 mejores soluciones de interaccion generadas por el servidor
Patchdock. Luego, mediante el servidor Firedock, se solicitd que los ordene por ranking
del 1 al 100 basado en las energias de interaccién como las fuerzas de Van der Waals,
energia de contacto atdmica, fuerzas electrostaticas parciales y estimaciones adicionales

de la energia libre de unién.
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Figura 4.44. Acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo humanizado con

el antigeno E2.

En color rojo, se muestra al nanoanticuerpo humanizado acoplado al antigeno E2 del
CHIKY, el cual es presentado en color azul, por medio de las regiones CDR injertadas
del fragmento VH-CHI de la IgG humana, como se muestra en la figura 4.39. Se
observd que la interaccion del nanoanticuerpo humanizado contra el antigeno E2, se
desarroll6 entre el dominio A y el dominio B del antigeno, pero a una posicion y
distancia relativamente proxima a la regién amino terminal del antigeno referente a lo
observado con el nanoanticuerpo de llama y el fragmento VH-CHI1 de la IgG humana.
La estructura 6ptima tomada del servidor Firedock fue la opcion numero 12 del ranking,
correspondiente a la solucion 77, la cual present6 una energia global de -13.58Kcal/mol
y una energia de puentes de hidrégeno de -4.62Kcal/mol.

La Figura 4.45, muestra la fluctuacion del complejo de acoplamiento del
nanoanticuerpo humanizado y el antigeno E2. El resultado del RMSD, nos muestra a un
complejo proteinico con caracteristica convergente, la grafica nos representa a un

complejo de acoplamiento con el alcance de una distension estructural.
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Figura 4.45. RMSD correspondiente al acoplamiento “docking” del

nanoanticuerpo humanizado con el antigeno E2 a mas de 50ns.

Si bien, anteriormente definimos que las convergencias con valores de aceptacion en
pruebas de RMSD deben ser < 3A ©%, en el resultado del analisis RMSD obtenido para
el acoplamiento del nanoanticuerpo humanizado con el antigeno E2 fue de 3.54A. Se
tomd, como se sefala en la grafica, el punto mas alto en el eje Y en relacion a la linea
horizontal azul superior, que fue de 0.582nm y el punto mas bajo que fue de 0.228nm.
Se hace una observacion, que hasta los 50ns de evaluacion, el complejo alcanzé una
convergencia por debajo de los 3A. Pero, hasta antes de los 55ns, se reportd una
fluctuacion alta que generd un valor de fluctuacion méaxima de 0.582nm, que luego,
tendio a reducir. Estas fluctuaciones, vendrian estar asociadas a fluctuaciones aceleradas
de los extremos estructurales de las proteinas, como por ejemplo, las regiones proximas
a las colas. Este comportamiento puede ser evidenciado en el anélisis de RMSF.

La Figura 4.46, representa la fluctuacion del complejo de acoplamiento del
nanoanticuerpo humanizado y el antigeno E2 referente a la fluctuacion de los 489aa.
Donde, del residuo 1 al 360 corresponden al antigeno E2 y del residuo 361 al 489 al

nanoanticuerpo humanizado. Se sefala con flechas rojas a los residuos implicados en las
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interacciones entre el nanoanticuerpo humanizado y el antigeno E2. Ademas,

10
residuos del nanoanticuerpo humanizado, fueron encontrados implicados en la

interaccion con 15 residuos del antigeno E2. Donde en la interaccién por contacto no
enlazante, evaluando del nanoanticuerpo humanizado hacia el antigeno E2, los residuos
asociados fueron la GLY 388 con el residuo LYS 234, la LEU 389 con LYS 10, ARG 13
y LYS 234, la SER 391 con ARG 13 y GLY 194, 1a TYR 392 con ASN 193 y THR 213,
la ASP 435 con LEU 210, la ASN 436 con THR 196, LEU 210, THR 211 y THR 212, la
LYS 438 con LYS 233. En la interaccion por enlaces de hidrogeno, los residuos
asociados fueron la THR 390 con ARG 13, 1a ASN 415 con LYS 215, ALA 437 con HIS

232. En anexos, de forma mas detallada, se presenta la Figura A.4 sobre el resultado de
las interacciones residuales a través de la interfaz.
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RMS fluctuation
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Figura 4.46. RMSF del acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo
humanizado con el antigeno E2.

El resultado de fluctuacion por residuos, muestra para los residuos del nanoanticuerpo

humanizado que interactuaron con los residuos del antigeno E2, valores muy por debajo
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a los 6A, lo cual nos indicaria que estas regiones involucradas en las interacciones,
presentan una distencion estructural favorable al acoplamiento, muy independiente del
resto de los otros aminoacidos que conforman a ambas moléculas. Por otro parte, se
detalla a las fluctuaciones altas presentes en la grafica, la SER 1 forma parte de la cola
del antigeno E2 perteneciente a la porcion amino terminal, la ILE 355 y la TYR 358,
forman parte de la cola del antigeno E2 pertenecientes a la porcidon carboxi terminal y la
HIS 489 forma parte de una de las colas del nanoanticuerpo humanizado.

La Figura 4.47, representa la energia total de simulacion del sistema. Se observa que la
energia total de simulacion fue constante, lo cual nos indica que la simulacion del
complejo fue correcta. La grafica de la energia total fue desarrollada a partir de los Ops

hasta su término.
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Figura 4.47. Energia Total de simulacién del sistema correspondiente al

acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo humanizado con el antigeno E2.

La Figura 4.48, nos muestra el diagrama de Ramachandran de la disposicion estructural
del acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo humanizado con el antigeno E2, con un

(X34

porcentaje de aceptacion total de 99.0%. Se presenta, con marcas en color negro de “a”,
“a”y “x”,atodos los residuos en la region favorecida que representa un 90.9% del total
de los residuos y representado con marcas en color naranja de “a”, “a”y “x”, a un 8.1%
del total de los residuos, los cuales estan dentro de la region permitida. Se observa la
conformacion de hojas B, en la parte superior izquierda del diagrama, asi como la

conformaciéon de las hélices o entre los cuadrantes superior e inferior izquierdos
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correspondientes a sus porciones inferior y superior media respectivamente. Por otro
lado, se observa que cinco residuos representados con marcas en color rojo en “a” se
encuentran dentro de la region no permitida, los cuales representan el 1.0% de los
residuos. Se enfatiza que estos cinco residuos corresponden solamente al antigeno E2, a
su vez, se especifica que el antigeno E2 es presentado como la cadena A y el
nanoanticuerpo humanizado como la cadena B. Entonces, los residuos ASN 72, THR
164, VAL 222, ASN 219 y PHE 259 al antigeno E2. De igual manera, la presencia de

estos residuos en esta region, esta asociado con el impedimento estérico.

180

© o

* 4 General/Pre-Pro/Proline Favoured = & General/Pre-Pro/Proline Allowed
x Glycine Favoured x Glycine Allowed

Figura 4.48. Diagrama de Ramachandran correspondiente al
acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo humanizado con el

antigeno E2 al término de su dindmica molecular.
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CONCLUSIONES

e En esta tesis se humanizé nanoanticuerpos (IgG) de camélidos sudamericanos
Lama glama y se evalud su capacidad de reconocimiento del antigeno E2
relacionado al virus Chikungunya.

e Se encontr6 la estructura completa del nanoanticuerpo (IgG) de llama utilizando
la base de datos PDB, asi como las estructuras del fragmento VH-CH1 de la IgG
humana y del antigeno E2 del virus Chikungunya.

e Sec estabilizaron las estructuras a nivel molecular en condiciones fisiologicas
como temperatura. pH y presion, para el nanoanticuerpo (IgG) de llama, el
fragmento VH-CH1 de la IgG humana, el antigeno E2 y el nanoanticuerpo
humanizado por medio de la dindmica molecular.

e Se realizd el acoplamiento “docking” del nanoanticuerpo (IgG) de llama,
fragmento VH-CH1 y nanoanticuerpo humanizado frente al antigeno E2
mediante una aproximacion rigido — rigido de manera respectiva.

e Se calculdo la energia de interaccion para los tres sistemas, mediante la
aproximacion perturbativa, siendo -39.15Kcal/mol para el sistema
nanoanticuerpo — antigeno E2, -16.65Kcal/mol para el sistema fragmento VH-
CH1- antigeno E2 y -13.58Kcal/mol para el sistema nanoanticuerpo humanizado
— antigeno E2.

e Se calcul6 los porcentajes de Ramachandran para los sistemas de acoplamiento
como el de las estructuras independientes, con 99.0% para el sistema
nanoanticuerpo — antigeno E2, 99.3% para el fragmento VH-CH1— antigeno E2,
99.0% para el nanoanticuerpo humanizado — antigeno E2, 98.4% para el
nanoanticuerpo, 98.7% para el fragmento VH-CH1, 97.5% para el antigeno E2 y

99.2% para el nanoanticuerpo humanizado.
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SUGERENCIAS

e [Evaluar las interacciones de acoplamiento restantes generadas en el servidor
PatchDock tras su refinamiento en el servidor FireDock como soluciones
adicionales a la evaluacion de los CDR para la humanizacion del nanoanticuerpo
siempre y cuando dichas soluciones cumplan con la relacion de interaccion
directa o relativa de los CDR, asi como con las energias de acople minimas
obtenidas.

e Evaluar el potencial antigénico del nanoanticuerpo (IgG) de llama, tanto normal
como humanizado con el antigeno E1 del CHIKYV, ya que este antigeno también
se encuentra expuesto en la superficie del virus de forma relativamente parcial,
porque esta proteina, permite al virus fusionarse a la membrana de su
hospedador.

e Utilizar super computadores que permitan desarrollar las simulaciones
computacionales en tiempos relativamente cortos, ya que las simulaciones
realizadas en computadores de mayor envergadura de soporte computacional que
se cuenta en la actualidad tienden a requerir tiempos largos, desde muchos dias

hasta mas de una quincena, asi poder ampliar el alcance de los estudios.
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ANEXOS

Codigos de los aminoacidos

Codigo (1 letra) Codigo (3 letras) Aminoacido
Ala Alanina
Arg Arginina
Asn Asparagina
Asp Aspartato
Cys Cisteina
Gin Glutamina
Glu Acido glutamico
Gly Glicina
His Histidina
lle Isoleucina
Leu Leucina
Lys Lisina
Met Metionina
Phe Fenilalanina
Pro Prolina
Ser Serina
Thr Treonina
Trp Triptofano
Tyr Tirosina
Val Valina

S S U IUTNMEXr—IOMOOODZAND

Figura A.1. Lista del cédigo de aminoacidos.
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Interface statistics

No. of No. of No. of No. of No. of
interface Interface  salt  disulphide hydrogen non-bonded
Chain idues area (Az} bridges bonds bonds contacts

11 567
g 12 585 2 .
Chain A Chain B

LEEEETET
\
w
W
W

- Salt Disulphide ___ Hydrogen Non-bonded

Key: bridges bonds bonds contacts

Figura A.2. Residuos implicados en la inteteraccion entre el
nanoanticuerpo de llamay el antigeno E2.
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Interface statistics

No. of No. of No. of No. of No. of
interface Interface  sajt  disulphide hydrogen non-bonded
Chain residues area (Az} bridges bonds bonds contacts
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Figura A.3. Residuos implicados en la inteteraccion entre el fragmento
VH-CH1 de la lgG y el antigeno E2.
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Interface statistics
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Figura A.4. Residuos implicados en Ila inteteracciéon entre el

nanoanticuerpo humanizado y el antigeno E2.
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