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necesario citar a cada una de ellas ya que si leyeron mi dedicatoria es signo de que fue

una nota esencial en la sinfonia de mi vida.
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Glosario

1. Alérgeno: Es una sustancia que puede inducir una reaccién de hipersensibilidad
(alérgica) en personas y animales susceptibles que han estado en contacto previa-

mente con él.

2. Alergia: Es una reaccion de hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunoldgicos

especificos, puede ser mediada por anticuerpos o mediada por células.

3. CDR (“Complementary Determining Region”): Superficie de la regién variable de

un anticuerpo o receptor de célula T, que se une al antigeno.

4. Epitopo: estructura de un antigeno (fragmento de un antigeno) que es reconocido

por un receptor antigénico (anticuerpo o receptor sobre la superficie de la célula T).

5. Inmunoglobulina E (IgE): Es un tipo de anticuerpo (o isotipo de inmunoglobulina)
presente unicamente en mamiferos. Esta implicada en la alergia (reacciones del tipo
I de hipersensibilidad).
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Resumen

La proteina Phl p 7 es una de las polcalcinas mejor caracterizadas con respecto a la
reactividad cruzada entre la IgE y su estructura tridimensional, ya que posee la mayor
cantidad de epitopos. En el presente trabajo se ha hecho un estudio in silico investigando
las diferentes interacciones de unién entre la Phl p 7 de Zea Mays sometida a diferentes
temperaturas (17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3 °C y 97.3 °C) y un fragmento de unién a anti-
geno (Fab) adoptando dindmica molecular (DM). Con el objetivo de dilucidar los detalles
moleculares de esta polcalcina se realizaron diferentes DM a 500 ns unicamente de la Phl p
7 a las diferentes temperaturas mencionadas anteriormente. Después se procedié a hacer
una acoplamiento molecular entre las estructuras resultantes de la Phl p 7 después de las
DM vy la regién Fab. Obteniendo como resultado 10 diferentes estructuras cuaternarias,
basados en datos como la energia global, drea de interfaz y penetracion de la Phl p 7
dentro del sitio de complementariedad (CDR). A continuacién, se realizaron diferentes
DM de 100 ns para estas 10 diferentes estructuras cuaternarias a condiciones fisioldgicas
(37 °C y 1 bar). La energfa libre de enlace se evalué con la mecanica molecular de area
superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA). Se utilizé este método para evaluar la
variacion de la afinidad de la Phl p 7 después de haber sido sometida a diferentes tem-
peraturas. Nuestros resultados muestran que a pesar de haber sometido a la polcalcina a
altas temperatura como a 77.3 °C presentd varias caracteristicas éptimas para que se de
una reaccion espontanea de unién entre la Phl p 7 y el CDR. También sucedié esto con
la estructura de la Phl p 7 después de someterla a 17 °C. Los resultados muestran que la
Phl p 7 presenta una alta termoestabilidad y una estructura con varios epitopos, lo que
conlleva a que se de una gran probabilidad de desencadenar una alergia mediada por IgE.

Palabras claves

Polcalcina, Inmunoglobulina E, temperatura, dinamica molecular.
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Abstract

The protein Phl p 7 is one of the best characterized polcalcins with respect to the cross-
reactivity between IgE and its three-dimensional structure, since it has the highest number
of epitopes. In the present work an in silico study has been carried out investigating the
different binding interactions between the Phl p 7 of Zea Mays subjected to different
temperatures (17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3 °C and 97.3 °C) and an antigen-binding fragment
(Fab) adopting molecular dynamics (DM). In order to elucidate the molecular details of
this polcalcine, different DM were made at 500 ns only of the Phl p 7 at the different
temperatures mentioned above. Afterwards, a molecular coupling was made between the
resulting structures of the Phl p 7 after the DM and the Fab region. Obtaining as a result
10 different quaternary structures, based on data such as global energy, interface area and
penetration of Phl p 7 within the complementarity site (CDR). Next, different DMs of
100 ns were made for these 10 different quaternary structures at physiological conditions
(37 °C and 1 bar). The free energy of binding was evaluated with the molecular mechanics
of surface area of Poisson-Boltzmann (MM/PBSA). This method was used to evaluate
the variation in the affinity of Phl p 7 after being subjected to different temperatures.
Our results show that despite having subjected the polcalcin to high temperatures such
as 77.3 °C, it presented several optimal characteristics for a spontaneous union reaction
between the Phl p 7 and the CDR. This also happened with the structure of Phl p 7 after
subjecting it to 17 °C. The results show that Phl p 7 presents a high thermostability and
presents a structure with several epitopes, which leads to a high probability of triggering
an IgE-mediated allergy.
Keywords

Polcalcin, Immunoglobulin E, temperature, molecular dynamics.
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Introduccion

Actualmente casi el 20 % de la poblacién de los paises industrializados sufre de alergia
tipo 12, Este mecanismo es el que se observa comtinmente en las enfermedades alérgicas
como rinitis o asma, donde los antigenos se denominan alérgenos. De acuerdo a la clasi-
ficacién de Gell y Coombs, esta respuesta corresponde a un mecanismo de dano mediado
por linfocitos TH2 e inmunoglobulina E (IgE), también conocida como respuesta de hiper-
sensibilidad inmediata®. Un conocimiento detallado sobre la naturaleza molecular de los
antigenos es relevante para el diagndstico de las enfermedades, prevenciéon y tratamiento
de este tipo de alergia.

La reactividad cruzada es un tipo de reacciéon alérgica muy comtn dentro del reino vege-
tal y es causada mayormente por tres familias de panalérgenos ampliamente distribuidos:
las profilinas, las proteinas de unién al calcio (CBP) y las proteinas de transferencia de
lipidos no especificos. Las CBP muestran una gran diversidad de propiedades, composi-
cién, estructura, unién al calcio e interaccion. Al menos tres tipos de CBP alergénicos
EF-hand se expresan en el tejido polinico: las que contienen dominios de unién al calcio
2EF-hand, las SEF-hand y las JEF-hand*.

Los alérgenos de unién al calcio con dominio 2EF-hand, mencionados anteriormente,
son de bajo peso molecular (8 a 25 kD). En su mayoria son proteinas dcidas que se liberan
rapidamente después de la hidratacion del polen. Un ejemplo de estas proteinas son las
Bet v 4, Alg n 4 de los arboles, Cyn d 7 y Phl p 7 de los pastos, y los CBPs de malezas:
Bran 1, Bran 2, Brar 1y Brar 2*.

La proteina Phl p 7 es una de las polcalcinas mejor caracterizadas con respecto a la
reactividad cruzada entre la IgE y su estructura tridimensional®”. A pesar de presen-
tar una baja prevalencia de reconocimiento de IgE (10%), ésta mostré una actividad
alergénica elevada’®.

Se ha estudiado la Phl p 7 de la variedad de pasto Phleum pratense pero no la variedad
contenida en el Zea Mays. Al ser la polcalcina con mayor numero de epitopos y alta
reactividad cruzada, es fundamental dilucidar los detalles moleculares de esta polcalcina

presente en el maiz, ya que actualmente se encuentra entre uno de los productos de mayor
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importancia en el mundo puesto que es un cultivo dinamizador de la economia local,
regional y nacional. Dado que la produccién de maiz se incrementa directamente con el
transcurso de los anos, una de las consecuencias seria el incremento de la concentraciéon
de este tipo de polcalcina en el ambiente lo que derivaria en un aumento de casos de
hipersensibilidad tipo 1.

La alta alergenicidad en el primer contacto con los granos de polen es debida a la
eluciéon rapida de éstos después de la hidratacion en la zona de contacto hiimeda en el
cuerpo humano, asi como la alta estabilidad y capacidad de replegamiento de las proteinas,
entre las que se encuentra la Phl p 7%°. Esta parece contener la mayorfa de los epitopos
relevantes reconocidos por la Igk presentes en otras familias de alérgenos que se unen al
calcio (reactividad cruzada)'?. Existe un estudio que menciona que la IgE de los pacientes
sensibles a las polcalcinas reconocen mas a aquellas que presentan el calcio en su estructura
que a las polcalcinas en su forma agotada de calcio!'. Debido a estos hechos, Raith et al.
consideraron a la Phl p 7 como un candidato para generar una variante hipoalergénica que
podria usarse para inmunoterapia de individuos sensibilizados a polcalcina 2. Otro hecho
importante es que se conoce que la Phl p 7 unida al calcio presenta una gran estabilidad
térmica como muchas otras proteinas de su tipo!?.

En este trabajo de tesis se presentan los resultados obtenidos de nuestros estudios in
silico sobre los detalles moleculares de la estructura de la polcalcina Phl p 7 especifica de
la especie Zea Mays. Este estudio se realiz6 tomando en cuenta diferentes temperaturas,
ademas de que analizamos el papel que cumple el calcio en su estructura y estabilidad
térmica. Como trabajo adicional hemos realizado calculos de energia libre para dilucidar

su afinidad energética con la inmunoglobulina E.
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Hipotesis

Mediante el uso de la bioinformatica, es posible determinar el grado de influencia de la
temperatura en la polcalcina Phl p 7 del Zea Mays en su forma aislada e interactuante

con la IgEk.
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Objetivos

Objetivo General

e Determinar mediante simulaciones de dinamica molecular la influencia de la tem-
peratura en la estabilidad estructural de la polcalcina Phl p 7 presente en el maiz
(Zea Mays), para finalmente hacer un estudio de su forma aislada e interactuante

con la IgE.

Objetivos Especificos

e Obtener la estructura terciaria de la Phl p 7 especifica del Zea mays.

e Optimizar la geometria de nuestra estructura mediante el método de Steepest Des-

cent y hacer un posterior analisis.

e Ffectuar la dindmica molecular de nuestras estructuras terciarias a las diferentes

temperaturas a evaluar.

e Realizar un analisis de los datos obtenidos después de la dinAmica molecular usando
como indicadores a los diagramas de RMSF, RMSD, Rg, enlaces de hidrégeno y

epitopos.

e Llevar a cabo un acoplamiento molecular de las estructuras terciarias, para estudiar

la interaccion de la Igk con la Phl p 7.
e Bfectuar la dindmica molecular de estructuras cuaternarias.

e Usar la metodologia MM/PBSA para la obtencién y anélisis de energias libres de

interacciéon entre la Phl p 7 obtenida a las diferentes temperaturas y la IgE.
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Capitulo 1

Marco Teoérico

1.1. Alergia

1.1.1. Definicion

Para dilucidar los objetivo planteados en este trabajo de tesis es necesario compren-
der la terminologia utilizada y los mecanismos que implican éstos. Se ha observado que
existe una confusiéon en la terminologia usada al referirse a los términos de alergia, atopia
e hipersensibilidad para caracterizar las reacciones alérgicas. Si no hay un entendimien-
to comun y un uso estricto de los términos para definir las enfermedades alérgicas en
el ambito clinico y cientifico, puede haber confusiones al momento de reportar nuevas
investigaciones, lo que derivaria en una inadecuada atencion a los pacientes.

Para solventar este problema, se realizé una revision de informacién basada en el meca-
nismo con el cual inician las reacciones alérgicas, las cuales generalmente son de caracter
inflamatorio y causan los sintomas y signos de la alergia. Estos sintomas son también
comunes de otros cuadros clinicos por lo que es de gran importancia que el paciente, el
médico o el investigador comprendan el mecanismo de inicio de un cuadro alérgico. No
hacerlo puede llevar a diagnosticos incorrectos, tratamientos inapropiados que pueden ser
ineficaces o hasta peligrosos para el paciente.

Se establece que el término hipersensibilidad se debe usar para describir sintomas o
signos objetivos y reproducibles iniciados por la exposicién a estimulos definidos a una
dosis tolerada por personas normales. Se define como alergia aquella reacciéon de hiper-
sensibilidad iniciada por mecanismos inmunolégicos especificos, que puede ser mediada
por anticuerpos o por células. Cuando el anticuerpo pertenece al isotipo inmunoglobulina
E (IgE), se habla de alergia mediada por IgE. En la mayoria de pacientes, el anticuerpo

tipicamente responsable de una reaccién alérgica pertenece al isotipo Igk y se puede decir
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que estos pacientes sufren este tipo de alergia'®. En el contexto de una reaccién inmu-
nolégica, el desencadenante se denomina antigeno. Por otro lado, segin la EAACI®, el
término atopia es una tendencia personal y / o familiar que se adquiere generalmente en
la infancia o la adolescencia, a sensibilizarse y producir anticuerpos IgE en respuesta a
exposiciones ordinarias a los alérgenos, generalmente proteinas. Como consecuencia, estas
personas pueden desarrollar sintomas tipicos de asma, rinoconjuntivitis o eccema. Por lo
tanto, Johansson et al. sugieren que el término de atopia deberia reservarse para descri-
bir la predisposicién genética a volverse sensibles a Igkl en respuesta a la exposicion a
sustancias que generalmente son toleradas por la mayoria de la poblacién expuesta a los
alérgenos.

Generalmente lo que se da en nuestros cuerpos son las respuestas inmunes normales,
tanto celulares como humorales. Estas respuestas permiten que se de el reconocimiento
entre las células endogenas y la eliminaciéon de patégenos. Cuando estas respuestas son
exageradas o se producen frente a sustancias normalmente inocuas, gatillan enfermedades,

y se les denominan mecanismos de dafio o mecanismos de hipersensibilidad?.

1.1.2. Mecanismo de dano tipo I

De acuerdo con la clasificacién de Gell y Coombs !9, las alergias que son un mecanismo
mediado por células T auxiliares de tipo 2 (Th2) e inmunoglobulina E (IgE), serian
clasificadas como respuesta de hipersensibilidad inmediata. Generalmente este mecanismo
es el que se observa en enfermedades alérgicas como rinitis o asma, en donde los alérgenos

serian los antigenos responsables de inducir la sintesis de IgE?®.

Activaciéon de linfocitos Th2

Los alérgenos que ingresan a nuestro organismo son captados por células dendriticas
(ubicadas en los epitelios nasal y bronquial, en el tejido linfoide de mucosas digestivas,
etc.). Estas células procesan los antigenos en su interior y migran hacia los linfonodos
regionales en donde presentan los péptidos derivados del alérgeno, en una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad clase II, a un linfocito T naive. La presencia de
interleuquina 4 (IL4), y la ausencia de estimulos inflamatorios de la inmunidad innata
(como ocurre en los procesos infecciosos), permiten la activacion de los factores de trans-
cripcién como el transductor de sefial y activador de la transcripcion 6 (STAT6) y la
proteina nuclear que reconoce las secuencias de nucleétidos G-A-T-A (GATA-3). Este
ultimo es el principal regulador de la diferenciacion de este linfocito hacia un fenotipo

Th2, y potencia la expresion de los genes de las interleuquinas 4, 5 y 13 (IL4, IL5 e IL13).
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Estas citoquinas son las responsables de que las células plasmaticas (linfocitos B) que
reconocen el mismo alérgeno, hagan un cambio en el isotipo de cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas que secretan y comiencen a producir IgE. Ademas, la IL5 juega un rol
importante en la activacién y quimiotaxis de eosinofilos, y la IL13 es capaz de estimular

la hipersecrecién mucosa bronquial?.

IgE/ Receptores

De la familia de las inmunoglobulinas, la IgE es sintetizada como respuesta inmuno-
logica para los alérgenos. Un individuo puede producir IgE especifica para uno o varios
alérgenos simultaneamente. Esta IgE sale al torrente sanguineo y rapidamente se une a
receptores especificos de alta afinidad, los FceR1, que estan ubicados en la superficie de
mastocitos tisulares y basoéfilos. Una vez unida a su receptor, la IgE esta preparada para
cumplir con su funcién de receptor especifico para el alérgeno, de este modo las células
quedan sensibilizadas y preparadas para reaccionar frente a un préximo encuentro con el
antigeno. Cuando esto ocurre, el entrecruzamiento de receptores FceR1 que se unen a un
alérgeno polivalente, permite que sus porciones intracelulares, acopladas a tirosin kinasas,
activen una cascada de senales intracelulares que culminan en la desgranulacion de las

células efectoras!”. Este proceso de alergia mediada por IgE se muestra en la Figura 1.1.
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Figura 1.1: Hipersensibilidad Tipo I'8.
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1.1.3. Inmunoglobulina E

Las inmunoglobulinas se componen de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(L). Cada cadena estd compuesta por un dominio variable (V) NH2 — terminal y uno
o mas dominios constantes (C') COOH - terminal, cada una de las cuales consta de dos
laminas plisadas [ intercaladas, unidas por un puente disulfuro entre dos residuos de
cisteina conservados (Figura 1.3)'. Cada dominio V o C consta de aproximadamente
entre 100 a 130 aminoacidos, con un promedio de 12 a 13 kDa. Una cadena L tendréa
una masa aproximada de 25 kDa, una cadena H con sus tres dominios C' y su bisagra de
aproximadamente 55 kDa. Ambas cadenas L contienen un solo dominio C, mientras que
las cadenas H contienen 3 o 4 de estos dominios. Generalmente en las inmunoglobulinas
las cadenas H con 3 dominios C' tienden a incluir una regiéon bisagra espaciadora entre
los dominios CHI que es el primero y el segundo CH2. El caso de la inmunoglobulina E
(IgE) es unico porque carece de esta regién de bisagra y es reemplazada por un dominio
C-épsilon2, mostrado en la Figural.2. Esta falta de bisagra permite que la IgE adopte
una conformacién mas flexible mientras interacttia con los receptores?’.

Al igual que las otras inmunogobulinas, la IgE es un monémero compuesto por dos
cadenas L y dos cadenas H capaces de unirse a un total de dos antigenos, esto ocurre a
través de las regiones V de las cadenas L y H, donde se crean sitios de unién tinicos espe-
cificos de antigenos. Las regiones C-terminales de las cadenas pesadas estdn compuestas
por cuatro dimeros Ce (1-4)?!. La estructura quimica de estos dimeros es esencial para
que las IgE se unan a receptores celulares especificos como el FceR1 y CD23. La IgE es la
inmunoglobulina mas glicosilada, ya que contiene 7 glicosilaciones unidas a asparaginas
contenidas en las cadenas pesadas, las cuales son necesarias para unirse a la proteina

receptor FceR12%.
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Figura 1.2: Diagrama esquematico de la unidad bésica de inmunoglobulina (anticuerpo) (1)
Fragmento de unién a antigeno (Fab). (2) Fragmento cristalizable (Fc). (3) Cadena pesada
(consta de regiones VH, bisagra, CHI1, CH2 y CH3: del N-termial). (4) Cadena ligera consta

de regiones VL y CL: del N-terminal| . (5) Sitio de unién al antigeno. (6) Regiones bisagra??.
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Figura 1.3: Estructura tridimensional de la regién Fab de una inmunoglobulina E, en
anaranjado se observa la cadena H y en morado la cadena L.

1.1.4. Alérgeno

Para comprender la fenomenologia de las alergias es necesario estudiar las propiedades
y estructuras moleculares de los alérgenos. Su estudio puede permitir, mediante modifica-
ciones o sustituciones en las secuencias aminoacidicas (mutagénesis), desarollar alérgenos
alternativos inocuos o de menor actividad alérgica que pueda ayudar a los pacientes que
sufren de este tipo de hipersensibilidad. Este procedimiento es ampliamente usado como
tratamiento en este tipo de enfermedades.

En las intecciones alérgeno-IgE, se puede describir la estructura proteica del alérgeno
en diferentes niveles: estructura primaria, pliegue de proteina, estructura de dominio y
estructura de superficie. En este caso, la estructura de la superficie es la mas relevante
para la unién con el anticuerpo, principalmente el epitopo, que es el sitio union al anti-
cuerpo. Los epitopos se encuentran sobre la superficie e interactian a nivel atémico con

el anticuerpo (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Estructura cuaternaria de la IgE-Phl p 7, el pardtopo de la IgE esta resaltado
con el método de dibujo de superficie igualmente el epitopo de la Phi p 7.

El termino alérgeno se utiliza para describir dos o tres propiedades moleculares dis-
tintas. Primero, la propiedad de sensibilizar, es decir, inducir al sistema inmunolégico
a producir anticuerpos de alta afinidad, particularmente de la clase Igk. Como segun-
da propiedad, estd la de provocar una reaccién alérgica, es decir, desencadena sintomas
alergénicos en un sujeto sensibilizado. Por ultimo, también se utiliza para indicar la pro-
piedad de unirse a anticuerpos IgE. A los alérgenos que tienen todas estas propiedades se

les denominan alérgenos completos?3.

1.1.5. Alergenicidad

El concepto de alergenicidad tiene dos definiciones distintas. Para un alergélogo cli-
nico, la alergenicidad refleja la capacidad de un antigeno para inducir sintomas o una
reaccion cutanea. Por otro lado para un inmundlogo, refleja un tipo en especifico de in-
munogenicidad (capacidad de una proteina para inducir anticuerpos IgE), o simplemente
su capacidad para unirse a anticuerpos Igk.

Existen caracteristicas determinantes de la alergenicidad. Estructuralmente es posible
que sean relevantes la solubilidad, la estabilidad, el tamafio y la capacidad de plegamiento
de la proteina. Al momento de entrar un alérgeno al cuerpo a través de la barrera de la
mucosa y estar susceptible a las proteasas, es evidente la importancia de estas caracte-

risticas en la alergenicidad de la proteina. Un ejemplo de lo determinante que pueden ser
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estas caracteristicas es el tamafio y la solubilidad de los alérgenos que se encuentran en
el aire, ya que estos factores son mucho mas relevantes para éstos que para los alérgenos
alimentarios 3.

Otro factor importante digno de mencionar es la ruta y la dosis de exposicion del
alérgeno, asi como la predisposicién genética del individuo. En condiciones naturales, la
exposicion repetida a dosis bajas de alérgenos (1-10 pug/ano) es suficiente para producir
sensibilizacién en individuos genéticamente predispuestos?. La capacidad alergénica que
posee el polen se debe a que éstos se depositan en las mucosas. Los estudios aerodinamicos
realizados, sugieren que las particulas de dimensiones por encima de los 10 pgm quedan
retenidas en las vias respiratorias superiores. Solo el 1-2 % de los granos inhalados pueden

alcanzar los bronquios, y la penetracién en la via bronquial aumenta si la respiracion se

realiza por la boca y de un modo particular durante el ejercicio fisico?®.

1.2. Polinosis

1.2.1. Definicion

Actualmente se define por polinosis a la inflamacién de la mucosa nasal y/o conjuntival
y/o bronquial, causada por alérgenos presentes en los granos de polen a través de un
mecanismo inmunolégico mediado por IgE?. En 1819, el Dr. Bostock describié su propia
enfermedad que, a diferencia de la coriza comiin, solamente se producia durante la estacion
del heno en Inglaterra (junio — julio). Afios después, el Dr. Blackley fue el primer autor que
describi6 a la polinosis (también llamada fiebre del heno), y que ésta era desencadenada
por la exposicién ambiental a granos de polen de gramineas?°.

La polinosis se ha asociado histéricamente a manifestaciones clinicas nasales y conjun-
tivales, pero en porcentajes variables y dependiendo de las caracteristicas que posea cada
tipo de polen. Esta produce procesos respiratorios como la rinitis alérgica (RA) y el asma,
con diferentes grados de gravedad. La RA es una reaccién de hipersensibilidad de tipo
I, que se caracteriza por la presencia de rinorrea, estornudos, obstruccién nasal y pruri-
to conjuntival. Se producen por la interaccién de una IgE presente en la membrana del
mastocito de la mucosa nasal y el alérgeno correspondiente. La RA es una de las causas
mas frecuentes de sinusitis créonica, ademas el 50-90 % de los pacientes con Otitis Media
Aguda (OMA) también sufren de RA?". Ademds, asma y RA frecuentemente van juntos,
se demostré que el 75 % de los pacientes con asma también sufrian de RA estacional®®. La
RA desencadenada por la polinosis es una enfermedad relevante ya que causa problemas

de salud tan graves que inhabilitan a los individuos que la padecen, por lo tanto, se debe
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considerar un buen diagnoéstico y tratamiento para asi evitar las numerosas complicaciones

que trae consigo?’.

1.2.2. Rinitis alérgica y asma en el Pert

En muchos estudios se describe muy frecuente la coexistencia de RA y asma, ya que la
literatura senala que la prevalencia de RA en pacientes con asma va desde un 78 % hasta
95 %3032 Pero en el estudio de Perez Lu et al. se reporta que en los servicios pediatricos
del HNCH en Lima, el 10.7% de ninos que fueron evaluados tuvieron diagndstico previo
de RA, constituyendo un valor muy bajo a la cifra esperada. Esto revela que hay una falta
de conocimiento e informacién de los padres sobre este tipo de alergia y su importante
relacién con el asma??.

En la poblacién pedidtrica peruana con diagnésticos de asma y/o RA. Se evidencid
que el 82,7 % de los pacientes estuvo sensibilizado a algtin aeroalérgeno (76,2 % a més de
uno) y se asoci6 con la edad, grupos etarios y niveles de IgE total. Los dcaros fueron los
agentes sensibilizan tes mas frecuentes siendo el Dermatophagoides farinae el mas comin
(65,2 %)33.

En el Hospital III Yanahura-EsSalud en Arequipa se observé que de un total de 812
pacientes pedidtricos asmaticos un 84.77 % presentaba con frecuencia RA con una pre-
valencia de 45.93 %34. EsSalud reporta que 1 de cada 3 peruanos va desarrollando una
enfermedad alérgica y se estima que para el 2050 casi el 50 % de peruanos desarrollard

algtin tipo de alergia®’.

1.2.3. Polen
Definicién

Los granos de polen son las células sexuales masculinas de las plantas que poseen
flores. Se forman en el interior de los estambres y, un vez maduros, son liberados. Su
funcién biolégica es alcanzar la parte femenina de una flor de su misma especie y de esta
forma poder hacer posible la fecundacién de la ovocélula. El polen se traslada desde el
6rgano donde se ha formado hasta la parte femenina de la flor, este proceso se conoce
con el nombre de polinizacién. Generalmente, los casos mas frecuentes de polinizacién son
por anemofilia, es decir cuando el viento es el medio de arrastre y la entomofilia que es
la diseminacién de los granos de polen por los insectos (abejas, mariposas, escarabajos,
etc.).

El proceso de polinizacién requiere que los granos de polen sean células especialmen-
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te resistentes, ya que éstas estan sometidas a condiciones ambientales adversas. Sin esta
resistencia, se podria provocar el colapso y desecacion de los componentes celulares, al-
terdandolos y volviéndolos un polen inviable. Como una adaptacion a estas condiciones
adversas, los granos de polen estan recubiertos por una pared de notable resistencia lla-
mada exina. Esta pared esta constituida por uno de los materiales mas inalterables de la
naturaleza, la esporopolenina, la cual es muy resistente a acidos y bases, ademéas de que
las variaciones térmicas de la naturaleza no la afectan. Otras caracteristicas que puede
presentar la estructura de la exina son las aperturas en su superficie en donde podemos
observar los poros?.

Los granos de polen maduros estan recubiertos de gotas de pollenkitt el cual esta
formado por ceras, lipidos, pequenas moléculas arométicas y proteinas, este es muy denso
y abundante en un grano de polen de tipo entomofilo, pero no es asi en un grano de polen
anemofilo?S.

La pared polinica tiene que cumplir diferentes funciones, por eso es que la diversidad
y complejidad de ésta es directamente proporcional con las funciones que tiene que llevar
a cabo como: brindar proteccion fisica al contenido citoplasmatico, determinar las rutas
de transferencia del agua y participar en el transporte de proteinas, la interaccién de
enzimas involucradas entre el polen y la superficie del estigma, entre otros. Encontramos
por debajo de la exina y cubriendo el citoplasma a la intina. Esta capa es de naturaleza
polisacarida, formada por pectinas, celulosas y diversos azucares, asi como proteinas y
enzimas caracteristicas. La intina tiene un papel fundamental en la proteccion del cito-
plasma, regulando los cambios de presion osmética. Finalmente, tenemos al citoplasma del
grano de polen que contiene los organulos subcelulares, incluyendo un nicleo vegetativo y
otro germinativo, asi como los granulos de almidén y particulas p (polisacdridos)®® como

se muestra en la Figura 1.5.
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Figura 1.5: Polen. (a) A la izquierda se presenta un esquema de un grano de polen con
una particula adherida a él. (b) Diagrama de flujo en el que se muestran los diversos pasos
en la generacion de aerosoles alergénicos.

Polen como transportador de alérgenos

El grano de polen es el vehiculo de aeroalérgenos de exterior mas importante. Durante
el proceso de dehiscencia de las anteras, los granos de polen sufren una deshidratacion
rapida que reduce su volumen en un 35% y cuando llegan a un estigma receptor o a
un medio huiimedo, como puede ser las mucosas de las personas expuestas, experimentan
una hidratacion considerable. Con la hidrataciéon se produce una serie de cambios, tanto
metabdlicos como estructurales, que culminan en la liberaciéon de un exudado que contiene
lipidos, enzimas y proteinas (como la Phl p 7), que participan en la formacién del tubo
polinico en las plantas. Estas proteina presentes en los granos de polen que intervienen en
el proceso germinativo, son también responsables de la respuesta alérgica en las personas
atopicas?S.

Los alérgenos estan localizados dentro del grano de polen en patrones de distribucion

especificos. En un estudio se encontrd que en el polen seco y no humedecido, los alérgenos
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investigados mostraban poca actividad dentro de la matriz citoplasmaética, pero una fuerte
actividad dentro de orgdnulos como mitocondrias, particulas p y granulos de almidén®”.
Un ejemplo de esto se encuentra en el estudio de los alérgenos del polen de gramineas el
cual revela que la Phl p 5 estd presente en la matriz citoplasmatica y en la exina, pero no
en los granulos de almidén. La Phl p 1 se localiza en el citoplasma y en la intina, pero no
en la exina. La Phl p 4 estd en la matriz y los granulos de almidén y finalmente, la Phl
p 6 se encuentran en los sitios de la matriz y en los granulos de almidén, y dentro de las
particulas p del citoplasma, respectivamente.

Existen variables bien definidas en las cuales se da la liberacién de alérgenos entre las
que se encuentran el pH y la temperatura. Ejemplos de estos son los valores maximos
reportados para la liberacién de las proteinas del polen del abedul, pasto y pino (37 ° C
y pH 9.0), mientras que para la liberacion de los principales alérgenos Bet v 1y Phlp 5
se han reportado un pH de 7.438.

Propiedades de los alérgenos polinicos

Los alérgenos polinicos comparten ciertas caracteristicas que les permiten persistir en
el ambiente, superar las barreras epiteliales del cuero y desencadenar reacciones alergé-
nicas. En general, estas proteinas tienen un peso de 5 a 70 kDa, son solubles, estables
y abundantes en el ambiente3?. Al parecer las propiedades alergénicas de las proteinas
polinicas estdan vinculadas con la cantidad y velocidad de solubilidad de las particulas
acrotransportadores .

Un prerrequisito importante para que una proteina de un grano de polen sea alergénica,
es que su difusion tras el contacto con la mucosa sea rapida. Estas proteinas no solo
pueden provocar una respuesta de IgE, sino que también desencadenan la liberacion de
mediadores de los mastocitos o células baséfilas mediante la uniéon de dos moléculas de

IgE citotrépicas a través de los receptores FceR137.

Reactividad cruzada

La reactividad cruzada (Rc), es un fenémeno inmunomediado por IgE que reconoce,
se une y finalmente induce una respuesta inmunitaria a moléculas alergénicas similares
(homodlogas). La Rc a menudo ocurre entre moléculas alergénicas de especies estrechamen-
te relacionadas o entre moléculas con funciones similares que estan presentes en especies
muy diferentes pero que pertenecen a la misma familia de proteinas?!.

En general, el término reactividad cruzada debe usarse para describir caracteristicas

clinicas bien definidas que revelen la reactividad a una fuente sin exposicién previa??43.
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El término de co-reconocimiento, que incluye por definicién a la Re, podria ser adop-
tado de manera util para definir a gran parte de las alergias mediadas con IgE. Este
co-reconocimiento es importante cuando se da la co-exposicién a varias fuentes que por-
tan moléculas homdlogas no permite la identificacion del sensibilizador*!.

El fundamento molecular de la Rc en la alergia es la presencia de alérgenos homélogos
que poseen distintos grados de identidad entre sus secuencias aminoacidicas. Aunado a
esto, debe de contar con estructuras tridimensionales similares que determinen la presencia
de epitopos comunes reconocidos por un mismo tipo de anticuerpo IgE. Para que ocurra
una Re se requiere, en general, que las proteinas tengan més de un 70 % de homologia
en sus secuencias ya que se sabe que cuando la identidad es inferior al 50 %, la Rc es
poco frecuente?®#. Sin embargo la reaccén alérgica clinicamente puede ser variable atin
teniendo una alta homologia y, a menudo, dependera de las fuentes de alérgenos especificos
involucradost.

A las proteinas que presentan alta Rc se les denomina panalergenos. Estas son recono-
cidas como ubicuas y pueden provenir de diferentes fuentes relacionadas y no relacionadas.
La Rc de IgE generalmente se aborda desde una perspectiva de alérgenos, lo que significa
que la Rc es una consecuencia de la similitud estructural entre proteinas homologas que
se traduce en regiones de secuencias conservadas, plegamiento tridimensional y funcién?.
Los panalergenos conocidos, comprenden actualmente solo unas pocas familias de protei-
nas, las cuales incluyen a las profilinas, las polcalcinas y las proteinas de transferencia de

lipidos no especificas (nsLTP)46.

1.3. Proteinas de union al calcio como alérgenos

Hace mas de 30 afnos, la parvalbumina, un importante alérgeno de los peces, fue la
primer proteina descrita y caracterizada como alérgeno de unién al calcio?™*8. Desde
entonces, se han reportado un gran nimero de alérgenos alimentarios y polinicos, y el
andlisis de sus secuencias de ADNc (el cual codifica alérgenos), revel6 la presencia de los
tipicos motivos de la EF-hand que se unen al calcio dentro de muchos de los alérgenos.
Por tanto, los alérgenos que se unen al calcio también pueden agruparse de acuerdo con
la Rc inmunolégica y no solo por el nimero de dominios de EF-hand. Las dos principales
familias de alérgenos dentro de las proteinas de unién al calcio incluyen a las polcalcinas
(presentes en arboles, pastos y malezas), y a las parvalbiminas de varias especies de peces

(carpa, bacalao, caballa y salmén)?.
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1.3.1. Polcalcinas

Las polcalcinas son un grupo de alérgenos que pertenecen a la familia de proteinas de
unién al calcio (CBP). Estas comparten dominios comunes denominados EF-hand (moti-
vos de hélice-bucle-hélice), en donde estan situados los iones calcios mediante interacciones
electrostaticas con los aminodcidos del bucle (Figura 1.6). Segtin el ntimero de dominios
EF-hand que se unen al calcio, se han descrito al menos tres tipos de polcalcinas en el
polen, los que presentan 2 EF-hand (Aln g 4, Amb a 9, Art v 5, Bet v 4, Che a 8, Cyn d
7, Fra e 3, Ole e 3, Phlp 7y Syr v 3), 3 EF-hand (Amb a 10 y Bet v 3) y finalmente las
que presentan 4 EF-hand (Jun o 4 y Ole e 8)*.

Bucle de unioén al calcio

Figura 1.6: EF-hand. El calcio estd unido por una estructura de hélice-bucle-hélice que
estd formada por las hélices E y F (letras asignadas a las hélices en el orden en que estén
posicionadas, comenzando en el dominio N-terminal)

La funcién bioldgica de las polcalcinas ain no es clara. Sin embargo, debido a su lo-
calizacion especifica en el polen y a su capacidad para unirse al calcio, se ha propuesto
que las polcalcinas funcionan en el control de los niveles de calcio intracelular durante
la germinacién del polen®*. Curiosamente, la propiedad de unién al calcio de las polcal-
cinas afecta tanto a la unién con la IgE como a la termoestabilidad de la molécula. La
asociacion con el calcio induce cambios conformacionales en la estructura tridimensional
de la proteina, pudiéndose distinguir dos estados conformacionales de las CBP, la forma
cerrada llamada “apo”, que es una estructura libre de calcio y las formas abiertas “holo”,
estructuras asociadas con calcio.

Por otro lado, un estudio comparativo entre alérgenos con dos, tres y cuatro dominios

de EF-hand, revel6 que la Phlp 7 del Timothy grass es la polcalcina con mayor reactividad
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cruzada. Por tanto, se ha sugerido que Phl p 7 podria servir como molécula marcadora

para la identificaciéon de multiples sensibilizaciones al polen!°.

1.4. Phlp 7

La estructura primaria de una polcalcina suele ser muy conservada, sin embargo ésta
puede variar en la regiéon N-terminal y en su longitud aminoacidica. Generalmente las
polcalcinas monoméricas, como es el caso de la Phl p 7, presentan un peso molecular de 8
a 9 kDa y muestran el motivo estructural tipico de polcalcina. El nimero de aminoacidos
en este tipo de proteinas oscilan entre los 77 a los 84 aminoacidos y poseen dos dominios
EF-hand.

Las propiedades de unién a calcio de la Phl p 7 no se consideran notables; ya que al
comparar su energia libre para la unién proteina-calcio (-17.8 £ 0.1 kcal /mol), ésta es mas
favorable si la comparamos con la Bra n 2 (-17.3 £ 0.1 keal/mol), pero desfavorable en
comparacién con las Bet v 4 (-17.9 & 0.1 kcal/mol) y Bra n 1 (-218,2 + 0.1 keal/mol)?.
La unién del primer calcio provoca un cambio conformacional importante en la estructura
de la polcalcina que facilita la unién del segundo calcio y genera una area de superficie
apolar sustancial®!.

Anteriormente se report6 que la Phl p 7 unida a calcio generaba una disposicién dimé-
rica intercambiada por dominios®. Sin embargo, existe un estudio en el que analizaron la
velocidad de sedimentacion y equilibrio de esta proteina a pH neutro, los datos indicaron
que a este pH la estructura se componia exclusivamente de monémeros®!. En este andlisis
concluyeron que la proteina era monomérica al menos en solucién salina neutra, disipando
la duda persistente sobre la estructura terciaria de la Phl p 7 en pH fisiologico.

La caracterizacion entre la Bet v 4, la Bra n 1, la Bra n 2 y la Phl p 7 incluy6
una comparacion de sus estabilidades estructurales observandose que la Phl p 7 exhibia
estabilidad atipica a los cambios de temperatura®. Mientras que las temperaturas de
fusion de las formas apo de la Bet v 4, la Bra n 1 y la Bra n 2 se agrupan cerca de los
55 °C, la de Phl p 7 fue de 78 °C. Aunque presenten similitud de secuencia global, la Phl
p 7 fue sustancialmente més estable. La mayor estabilidad se correlacioné con un ACp
anormalmente bajo para el desplegamiento, lo que indica que la Phl p 7 puede adoptar
un estado desnaturalizado relativamente compacto.

La secuencia de la Phl p 7 presenta més residuos apolares que en las otras isoformas®?.
Hay una correlacién directa entre el contenido hidrofébico y la estructura residual en
el estado desnaturalizado, que la Phl p 7 presente mas residuos apolares ofreceria una

explicaciéon potencial de su elevada estabilidad®!.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —~&  DE SANTA MARIA

1.4.1. Importancia de la Phl p 7

La relevancia que tiene la Phl p 7 para su estudio, radica en el papel que cumple en la
germinacion y el efecto que tiene en las personas como desencadenante de la hipersensi-

bilidad tipo I. De manera general podemos hablar de dos caracteristicas importantes:

e Primero, porque esta bien establecido que la germinacién del polen y el crecimiento
del tubo polinico son procesos dependientes de calcio. Con respecto al crecimiento
del tubo polinico, se ha puesto de manifiesto que el gradiente de calcio citoplas-
matico estd fuertemente correlacionado con el crecimiento del tubo® y que hay un
gradiente de calcio dirigido hacia la punta’. Se ha demostrado mediante imigenes
que los pulsos de calcio coinciden con las tasas de crecimiento maximas de los tubos
polinicos®*%. Por lo tanto, la importancia de los niveles de calcio para la germi-
naciéon del polen y el crecimiento del tubo polinico debe requerir la presencia de
proteinas polinicas que controlen y regulen el metabolismo de éste. La Phl p 7 y
otras proteinas de unién a calcio, por ejemplo, la Bet v 3, que se expresan abun-
dantemente en pélenes de plantas pero no en otros tejidos, pueden representar tales
proteinas reguladoras. A los pocos minutos de la hidrataciéon del polen, la Phl p 7
se eluye completamente del grano de polen, un proceso que probablemente influird
en el equilibrio entre las concentraciones de calcio intracelular y extracelular y, por

lo tanto, afectara la germinacién del polen y el crecimiento del tubo.

e En segundo lugar, la expresion especifica de polen de los alérgenos relacionados con
Phl p 7 es de interés en cuanto a su papel como alérgeno polinico altamente reac-
tivo. La Phl p 7 y los alérgenos que presentan los dominios EF-hand relacionados,
son alérgenos altamente reactivos presentes en polen de arboles, pastos y malezas.
Aproximadamente el 10% de los individuos alérgicos al polen reaccionan con los
alérgenos de éstos con dominio EF-hand vy, por lo tanto, sufren sintomas alérgicos
después del contacto con podlenes de muchas especies de plantas no relacionadas
(Rc). Aunque se reconoce en una prevalencia bastante baja (10 % de los pacientes
alérgicos al polen), se conoce que la Phl p 7 recombinante (rPhl p 7) exhibi una
actividad alergénica extremadamente potente®’. Esta proteina indujo la liberacién
de histamina basoéfila y las reacciones cutaneas de tipo inmediato en concentracio-
nes extremadamente bajas representando un alérgeno biolégicamente muy activo.
La actividad alergénica de la rPhl p 7 puede estar relacionada con su correcto ple-
gamiento. De acuerdo con el anélisis de dicroismo circular, esta proteina se plego y
se observo que contenia en su mayoria elementos de estructura secundaria helicoi-

dal. El plegamiento adecuado representa un requisito previo para que un alérgeno
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interactie con la IgkE unida a la célula efectora y la reticule en la solucién, y asi

induzca la liberaciéon de mediadores biolégicos.

1.5. Maiz en el Peru

El Pert, con una poblacién de 30.1 millones de habitantes, es el tercer pais mas extenso
de Sudamérica y uno de los 17 paises con mayor biodiversidad en el mundo al contar
con 84 de las 104 zonas de vida del planeta. Su territorio cuenta con una extensién de
128.5 millones de hectareas distribuidas en tres regiones naturales marcadamente distintas:
la Costa (12%), la Sierra (28 %) y la Selva (60 %). Del conjunto de recursos naturales
renovables, el suelo con fines agricolas es el recurso mas escaso, puesto que sélo el 5.9%
del territorio nacional tiene capacidad para producir productos agricolas, y el resto del
area se distribuye en tierras de proteccién (43 %), tierras con aptitud forestal (37.9%) y
para pastos (13.2 %). Asimismo, de acuerdo a estadisticas del IV CENAGRO (2012), el
28 % de la superficie agricola corresponde a tierras con cultivos permanentes, 3 % a cultivos
asociados, y el resto (69%) a tierras de labranza destinadas a los cultivos transitorios,
barbecho, tierras de descanso y no trabajadas®®. La produccién de maiz sigue un ritmo
positivo, presentando en las tltimas dos décadas una tasa de crecimiento promedio anual
de 3%. Asi, de producir 793,798 toneladas en 1990, se produjeron 1,883,768 toneladas en
el 2011, creciendo en un 137 % durante ese periodo. A noviembre del 2012, la produccién

alcanzada fue de aproximadamemente 1,523,075 toneladas®.

1.5.1. Condiciones medio ambientales y espaciales

El cultivo de maiz esta condicionado por las caracteristicas del entorno natural donde se
desarrolla el cultivo. En la Costa, la presencia de terrenos planos facilita la mecanizacion
de las labores agricolas, mientras que la topografia accidentada que predomina en la
Sierra, hace més dificil el uso de maquinaria, sobre todo en el caso del maiz que se
cultiva principalmente en suelos marginales de laderas. En el caso de la Selva, aunque
una parte importante del cultivo se desarrolla en suelos planos inundables, se trata de
una region donde la poca rentabilidad de la agricultura no ha hecho posible el desarrollo
de un mercado de servicios. En lo que respecta al clima, la agricultura de la Sierra estéd
expuesta a la presencia de sequias, granizadas y heladas. De acuerdo a la Secretaria
Técnica del Grupo Consultivo para la Investigacién Agraria Internacional (CGIAR), el
85 % de la produccién de maiz amildceo en el Perti se cosecha y el resto se pierde por

heladas o sequias. Por su parte, la Costa se caracteriza por tener un clima desértico y de
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temperatura moderada alrededor de los 18°C, con escasas precipitaciones y es mas estable

al no estar sujeto a grandes fluctuaciones de temperatura®.

1.6. Biologia computacional: Simulacién molecular de

proteinas

1.6.1. Biologia computacional

La biologia computacional es la rama de las ciencias naturales que utiliza herramien-
tas informaticas para entender mejor los sistemas biologicos de alta complejidad. Uno
de sus objetivos es la de estudiar sistemas macromoleculares de naturaleza biologica, co-
mo proteinas o moléculas de ADN, para procesar y almacenar informacién. La biologia
computacional, ante todo, es una ciencia interdisciplinar, se ocupa de desarrollar algorit-
mos y modelos matematicos que puedan ayudar a entender mejor los sistemas biolégicos
y la relacién que existe entre ellos.

La bioinformatica es una herramienta muy valiosa que puede ayudarnos a entender me-
jor la complejidad de todas estas areas de estudio, pero para poder utilizarla es necesario
poseer conocimientos de biologia, programacion, estadistica, fisica, quimica, matematicas,

bioquimica, genética o la biologia molecular, entre otras disciplinas cientificas.

1.6.2. Modelado de proteinas
Introduccion

Gran parte de la bioquimica que subyace a la salud, la medicina y numerosas aplica-
ciones biotecnoldgicas, esta regulada por proteinas, por lo que la capacidad de éstas para
efectuar tales procesos esta dictada por el ensamblaje estructural tridimensional de dichas
proteinas. Por lo tanto, una comprension detallada de la bioquimica requiere no solo el
conocimiento de la secuencia constituyente de las proteinas, sino también una compren-
sion detallada de como esa secuencia se pliega espacialmente. El gran niimero de proteinas
distintas impide una caracterizacion de laboratorio rigurosa del proteoma estructural com-
pleto, pero afortunadamente es posible una prediccion eficiente de la estructura in silico
para muchas proteinas que no se han caracterizado experimentalmente.

Una técnica que continda proporcionando predicciones precisas y eficientes de la estruc-
tura de las proteinas, llamada modelado comparativo (homologia), se ha convertido en

una herramienta fundamental en muchas disciplinas biologicas. En esta seccion se enfocard
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en los aspectos basicos de la seleccion de plantillas, alineaciéon de secuencias, conforma-
cién espacial, modelado de bucles y huecos, modelado de cadenas laterales, refinamiento
y validacion estructural, ademas de proporcionar una nueva e importante discusion so-
bre herramientas computacionales automatizadas para la prediccion de estructuras de

proteinas®,

Método

En la practica, debe considerarse al modelado comparativo como una estrategia y
no como una técnica, ya que retne informaciéon de varios métodos que engloban varias
técnicas, incluidas las de ensamblaje y asociativas, para hacer una prediccién de estructura
tridimensional unificada. En general, estos algoritmos de prediccion se pueden resumir de

la siguiente manera:

1. Identificar proteinas molde (plantillas) con similitud estructural con la diana a partir

de la homologia basada en la secuencia o de la similitud fisicoquimica.

2. Alinear la secuencia diana con todas las secuencias de plantilla relevantes, de acuerdo
con los mismos argumentos de homologia o similitud fisicoquimica empleados en el

paso 1.

3. Alinear espacialmente todas las estructuras de la plantilla en un solo marco y usar
la alineacién de secuencia para proyectar la estructura de la proteina diana en este

marco.

4. Estimar las estructuras para los fragmentos de proteinas diana que estan mal repre-

sentados por la variedad molde, o bien omitirlos de la estructura predicha.

5. Alinear las cadenas laterales objetivo con cadenas laterales analogas de las estruc-
turas de la plantilla, o sleccionar entre varios modelos su disposicion de acuerdo con

las preferencias espaciales y torsionales conocidas.

6. Refinar los posiciones atémicas para impedir los contactos fisicos y las tensiones

mediante biisquedas conformacionales (evitar los choques estéricos).

7. Evaluar el modelo relajado final para determinar que su energia estructural sea mini-
ma. Cada paso anterior implica varias consideraciones metodologicas y estratégicas,
algunas de las cuales brindan oportunidades para la retroalimentacién interactiva de

los pasos anteriores

1.7).

, como se muestra graficamente en el diagrama de flujo (Figura
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Figura 1.7: Diagrama de flujo del modelado comparativo de proteinas que muestra un
proceso estandar (flechas sdlidas) y los mecanismos de retroalimentacién / refinamiento
(flechas discontinuas).

1.6.3. Herramientas bioinformaticas
Protein Data Bank

La base de datos “Protein Data Bank” (PDB),%! es uno de los primeros y el banco méas
completo de metadatos que existen acerca de estructuras macromoleculares. En su péagi-
na es posible descargar los archivos de las coordenadas atémicas e informacion relevante
adicional que describe a las proteinas cuyas estructuras tridimensionales se han determi-
nado por cristalografia de rayos X, espectroscopia NMR o crio-microscopia electronica de
transmision en el espacio. Existen varios formatos de descarga, entre los que se encuen-
tran los archivos tipo pdb, los cuales presentan una resumida descripcién de la proteina
y los detalles experimentales de como fue obtenida su estructura, la resolucién empleada,
seguido por la secuencia de aminoacidos y una lista de los atomos que la componen. Este
archivo puede contener también informacién adicional sobre las caracteristicas fisicas de

los atomos (factores-b, probabilidad espacial ocupacional, carga, etc.)%2.
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Visualizacién de estructuras tridimensionales

Las estructuras tridimensionales de biomoléculas pueden ser visualizadas con diferentes
programas informaticos disponibles, tanto libres como de licencia comercial. Entre ellos
podemos destacar PyMOL,% Visual Molecular Dynamics (VMD),® UCSF Chimera,%
DeepView (Swiss-Pdb Viewer),% Jmol, %" RasMol,® Protein Explorer entre otros. Lo que
nos permiten estos programas es visualizar una estructura molecular si conocemos sus
coordenadas atémicas (generalmente en un archivo de formato texto). Estos visualizadores
por ordenador pueden funcionar independientemente de las paginas web o funcionar como

plugins en estas paginas®?.

1.6.4. Dinamica molecular
Introduccion

En este trabajo de tesis los resultados de las simulaciones computacionales estdan basa-
das en la teorfa de la dindmica molecular (MD). Esta es una poderosa herramienta para
estudiar sistemas complejos de la materia, la cual permite calcular las diferentes trayecto-
rias (posiciones en funcién del tiempo) de los d4tomos o particulas que forman la materia
y que nos permite visualizar y analizar el comportamiento microscopico de los sistemas
que se estén estudiando. A partir de esta informacion se pueden obtener los valores de las
diferentes propiedades macroscopicas (tanto estdticas como dindmicas).

Mediante un buen modelo computacional es posible reproducir experimentos de labo-
ratorio. Ademas, permite probar modelos tedricos existentes en rangos de presién y tem-
peraturas imposibles de alcanzar experimentalmente. De esta manera, las observaciones
experimentales pueden tener una explicacion teodrica e incluso molecular de los sistemas.
Un papel fundamental también lo juega la visualizacién de los resultados obtenidos con

los diferentes programas que existen.

Mecanica molecular

La Mecéanica Molecular clasica (MM), ignora los movimientos electrénicos y calcula la
energia de una molécula o conjunto de moléculas tnicamente en funcién de la disposi-
cion de los atomos, por lo que es el nivel de teoria generalmente escogido para estudiar
macromoléculas bioldgicas como el DNA o las proteinas®.

Los calculos de MM se basan en la aproximacién de Born-Oppenheimer que permite
separar los movimientos del ntcleo y de los electrones. Se considera que, debido a que la

masa del niicleo es muy superior a la de los electrones, éstos pueden adaptarse rapidamente
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a cualquier cambio en las posiciones de los nticleos. Por lo tanto, la energia de una molécula
en su estado basal, puede considerarse como una funcién de las coordenadas de los nicleos
atomicos. Esta funciéon se la denomina Campo de Fuerzas o Force Field. Los cambios que se
producen en la energia potencial de un sistema pueden representarse como una superficie,

denominada superficie de energia potencial .

Campo de fuerza

Un campo de fuerzas estd formado por dos elementos claramente distinguibles, el con-
junto de ecuaciones que son las funciones potenciales (utilizadas para generar las energias,
sus derivadas y las fuerzas) y los parametros empiricos usados por cada uno de los tér-
minos. Una caracteristica importante de un campo de fuerzas es su capacidad de poder
ser transferido, es decir, una misma serie de parametros puede ser empleada para el es-
tudio de distintas moléculas relacionadas entre si™'. La mayoria de los campos de fuerzas
empleados para sistemas moleculares se pueden definir mediante una ecuacién con dos
componentes principales que describen las interacciones enlazantes y no enlazantes del

sistema:

Enlazantes No enlazantes

A

Etotal ol Eenlace g Eéngulo ar Etorsional uq Evdw = Eelec (11)

Los términos enlazantes incluyen las contribuciones debidas a los enlaces covalentes,
angulos de valencia y angulos torsionales propios e impropios. Los términos no enlazantes
se definen por un término de atraccion - repulsion de tipo Lennard-Jones para las fuerzas
de van der Waals y un término coulémbico para las interacciones electrostaticas. En la

Figura 1.8 se esquematizan ambos tipos de interacciones.
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Torsion

Distancia de enlace

Interacciones no
enlazantes

Figura 1.8: Esquema de las interacciones enlazantes y no enlazantes que se presentan en
un campo de fuerzas de MM.

Simulacién de Dindmica molecular

Cuando se quiere estudiar las propiedades estructurales y termodinamicas de sistemas
macromoleculares que contienen puntos minimos de energia, los métodos de simulacion
computacional nos permiten obtener una muestra representativa de las configuraciones
de estos sistemas dadas ciertas condiciones. Existen dos grandes técnicas de simulacion
computacional: el método de Monte Carlo y las simulaciones de DM. Mientras que el
primero se basa en analizar la energia de distintas coordenadas generadas de manera
aleatoria, la DM permite generar una trayectoria de puntos que evoluciona con el tiempo
siguiendo la leyes de movimiento de Newton. Se trata por tanto, de un método deter-
minista, es decir, el estado de un punto de la trayectoria permite predecir el estado del
siguiente punto®.

Dada la fuerza en todos los atomos, las coordenadas se actualizan para el siguiente
paso. Para minimizar la energia, el algoritmo de descenso mas pronunciado simplemente
mueve cada d&tomo una corta distancia en direccién de la energia decreciente (la fuerza es
el gradiente negativo de energia), mientras que la dindmica molecular se realiza al integrar

las ecuaciones de movimiento de Newton 7%73:

- 0V(7‘Z~,...,7“N)
F = on (1.2)
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mi—5 = 1'%
ot?

donde F; es la fuerza del atomo 7; V, representa la energia potencial del sistema debida a

(1.3)

las posiciones de todas las particulas; R;, son los vectores de posicion; m;, es la masa de

los atomos y t representa al tiempo. Las coordenadas actualizadas se utilizan para evaluar

nuevamente la energia potencial, como se muestra en el diagrama de flujo de la Figura

1.9.

interaccion V(r) -

Datos de entrada iniciales. potencial de

"campo de fuerza", velocidades v

coordenadas r del

Calcular el potencial Viz)y las
tuerzas F; = V; V{r)en los atomos

Actualizar coordenadasy velocidades de
acuerdo con ecuaciones de movimiento.

Recopilar estadisticasy escribir energias /
coordenadas en archivos de trayectoria

= = o

b = =

r

lg)Mé,s pasos? Si

=‘I’No

Hecho!

Repetir tantos pasos como sean necesarios

Figura 1.9: Diagrama de flujo simplificado de una simulacién de DM tipica. La idea bésica
es generar estructuras a partir de un conjunto natural calculando funciones potenciales e
integrando las ecuaciones de movimiento de Newton, estructuras que luego se usan para
evaluar las propiedades de equilibrio del sistema. Un paso de tiempo tipico es del orden de
1 o 2 femtosegundos, a menos que se usen técnicas especiales.

Preparacion y ejecucion de una D

M

Las simulaciones de DM se componen de dos etapas: una fase de equilibrado y una fase

de produccion. El objetivo del equilibrado es llevar al sistema a un estado de equilibrio a

partir de la configuracién inicial que puede provenir de datos experimentales (cristalografia

de rayos X, NMR, etc.), de modelos tedricos o de una combinaciéon de ambos. Es necesario

primero hacer una optimizacién de la estructura para proceder a asignar las velocidades
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iniciales a cada uno de los atomos. Esto se realiza de manera aleatoria a partir de una
distribucion Maxwell — Boltzmann a una determinada temperatura. Durante esta fase se
monitorizan varios parametros como la energia potencial, la temperatura y la densidad,
hasta que se estabilizan.

Para conseguir un equilibrado éptimo, en ocasiones se aplican restricciones al siste-
ma, liberandolas a continuacién lentamente para permitir su adaptacion a las condiciones
deseadas. Para esto es preciso mantener fijas algunas de las condiciones de simulacion;
niumero de particulas (N), volumen (V), temperatura (T), presién (P) o energia total del
sistema (E). Al combinarlas, se obtienen los diferentes ensambles estadisticos: microcané-
nico (NVE), isotérmico — isobarico (NPT) y canénico (NVT), siendo los ensambles NPT
y NVT los méas empleados en DM de proteinas y acidos nucleicos. Este proceso suele
durar entre 200 y 500 picosegundos aunque en ciertos casos conviene equilibrar el sistema
durante varios nanosegundos.

Después de un correcto equilibrado, comienza la simulacién conocida como de “produc-
cion” en la cual permitimos la evolucion del sistema obteniendo una trayectoria que seréa
analizada una vez terminada. Cuanto mayor sea el tiempo de simulacion, se explorara mas
espacio conformacional y por lo tanto los resultados serian més precisos. En general se
estima que el tiempo de simulacién deberia ser al menos diez veces mas largo que la escala
temporal del proceso a estudiar®’. Algunos de los indicadores de equilibrio estructural son

los siguientes:

1. Raiz de la Desviacién Cuadratica Media (RMSD)

Una de las propiedades fundamentales mas importantes a analizar es si la proteina
es estable y cercana a la estructura experimental. La forma estandar de medir esto
es haciendo uso del desplazamiento cuadratico medio de todos los atomos (pesados
o incluyendo a los hidrégenos), con respecto a la estructura experimental. También
es posible calcular este RMSD de una molécula con respecto a una estructura de
referencia. Para esto, se realiza primero un ajuste por minimos cuadrados de la
estructura dada a la configuracion de referencia y luego, mediante el cdlculo del
RMSD, se estudia la desviacién de la estructura respecto de esta primera. Este
ajuste inicial se hace para evitar considerar en el analisis el movimiento de traslacion
y rotacién de la molécula estudiada como un todo, y asi poder considerar solo los
cambios conformacionales que en ella se producen. Puede calcularse el RMSD de
toda la molécula de interés o de parte de ella, por ejemplo, es muy comin el estudio

del RMSD de los carbonos « al estudiar la estabilidad de proteinas.
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2. Comparacién de fluctuaciones (RMSF) con factores de temperatura (b-

factor)

Las vibraciones alrededor del equilibrio no son aleatorias, sino que dependen de la
flexibilidad de la estructura local. La fluctuacién de la raiz cuadrada media (RMSF')
de cada residuo es facil de calcular a lo largo de la trayectoria, pero lo més importante
es que se pueden convertir en factores de temperatura que también estan presentes

para cada atomo en un archivo PDB.

3. Estructura secundaria

Otra medida de estabilidad, es la estructura secundaria de la proteina. Esto se
puede calcular para cada configuracién de una simulacién con un programa como
DSSP. Si este programa esta instalado y la variable de entorno DSSP leé archivos
de trayectoria de salida, existen programas que pueden crear graficos de estructura

secundaria a través de toda la trayectoria de simulacién.

4. Radio de giro (Rg) y enlaces de hidrégeno (H-bond)

También podemos tener una medida aproximada de cuan compacta es la estructura a
estudiar y como cambia esa distribuciéon de masa en funcion del tiempo analizando el
radio de giro (Rg) de la molécula. Ademas se consideran que los enlaces de hidrégeno
juegan un papel vital en el reconocimiento molecular y la estabilidad general de la

estructura de la proteina™.

1.6.5. Ensamble molecular

Podemos decir, en forma general, que los sistemas biologicos comparten un lenguaje
comun de comunicaciéon basado en las interacciones que se establecen entre distintos tipos
de moléculas como proteinas, acidos nucleicos y entidades quimicas de menor tamano
denominadas genéricamente ligandos. Generalmente las enfermedades estan asociadas a
un mal funcionamiento de estas interacciones, por lo que conocer cémo se producen nos
permitiria interferir en ellas a través del uso de ligandos que disminuyan, o incluso anulen,
los efectos de dichas enfermedades.

Los métodos tedricos, cuando estan bien fundamentados e implementados, permiten
seleccionar a partir de colecciones de millones de moléculas (quimiotecas), a aquellos

candidatos que tienen una mayor probabilidad de interaccionar con una diana terapéutica
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dada. Este reducido conjunto puede analizarse experimentalmente y aquellos compuesto
que den senal de interaccién con la diana son denominados hits. En el caso de los farmacos,
éstos pueden optimizarse hasta alcanzar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos
adecuados y convertirse asi en leads.

Desde una perspectiva tedrica, y dependiendo de la informacion estructural que tenga-
mos a nuestra disposicién, se pueden presentar cuatro escenarios distintos. El mas favo-
rable de todos es cuando tenemos informacién estructural de la diana y de alguno de sus
ligandos, entonces se emplean técnicas de docking (ensamble molecular) y cribado virtual.
Dos casos intermedios, que es cuando conocemos o la estructura general de algunos de los
ligandos o de la diana, empleandose las técnicas de mapeo de farmacoforos. Por tltimo,
el caso mas desfavorable que esté caracterizado por la ausencia de cualquier informacion
estructural, donde es necesario llevar a cabo estudios experimentales que nos den idea
sobre el tipo de estructuras involucradas en la interaccién, a fin de poder aplicar algin

método tedrico®.

Docking molecular

En el estudio de las interacciones moleculares, muchas veces es necesario realizar téc-
nicas de acoplamientos mejor conocidos como docking molecular. Para desarrollar estas

técnicas son necesarios dos componentes principales:

1. Encontrar la estructura tridimensional de una diana de interés, por ejemplo una

proteina, epitopo o bolsillo.

2. Encontrar la estructura tridimensional de un ligando, el cual serda acoplado a la

diana para obtener diferentes estructuras del complejo proteina-ligando.

Dado que el ligando puede adoptar diversas posiciones dentro del sitio de unién de
la proteina, la herramienta de docking consta, en primer lugar, de un método de mues-
treo (componente estructural), que ennumera todas las configuraciones posibles ligando-
receptor (poses). En segundo lugar, de una funcién matemadtica, llamada funcién de pun-
tuacion o scoring, que evalia qué tan buenas son las interacciones existentes entre la

proteina y el ligando en cada una de las poses (componente energética) ™.

Componente estructural

Es necesario un conocimiento previo de la estructura tridimensional tanto de la diana
como del ligando. Por un lado, la estructura de la diana puede obtenerse por medio de dife-

rentes métodos experimentales, principalmente cristalografia de rayos-X y espectroscopia
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REPOSITORIO DE

de Resonancia Magnética Nuclear (RMN); por métodos tedricos (modelado por homo-
logia), ambas metodologias disponibles en bancos de datos como el Protein Data Bank
(PDB)®!. Ademas, existen multitud de estructuras 3D de complejos receptor-ligando en el
PDB, siendo éste una fuente importante de complejos de estructuras de interacciéon para
probar los algoritmos del docking, ya que conocemos a priori cuél es el resultado final. La
parte mas importante de la estructura de la diana es la zona de unién del ligando, la cual
puede ser un bolsillo, un sitio o centro activo, o cavidad de unién como se muestra en la
Figura 1.10. La unién del ligando al centro activo produce una modificacion, activacién o
inhibicién de la respuesta fisiologica de la diana. Si conocemos donde esta situado el centro
activo (por ejemplo a través de la estructura tridimensional de complejos diana-ligando
determinada experimentalmente) podremos guiar al algoritmo de docking a una regién en

particular de la diana, en lugar de buscar en toda su superficie (docking ciego) ™.

Figura 1.10: Complejo receptor-ligando, el centro activo o bolsillo del receptor diana esta
representado con una superficie y el ligando esta representadoo con el metodo de dibujo
NewCartoon.

Componente energética

Cuando se produce la unién entre el ligando y el centro activo de su diana, se establecen
una serie de interacciones especificas que son las responsables de la estabilidad total del

complejo. El éxito de un método de docking radica principalmente, en un conocimiento
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profundo y una implementacién apropiada de las fuerzas directrices que rigen la uniéon
entre la diana y el ligando.

Los principales tipos de interacciones moleculares que se consideran fundamentales
para entender y racionalizar la unién ligando-diana son las siguientes: interacciones de
van der Waals (vdW), interacciones electrostaticas, interacciones por enlace de hidrogeno,

interacciones del tipo puente salino, interacciones hidrofébicas™.

1. Interacciones de tipo van der Waals (vdW)

Cuando dos moléculas se aproximan y van entrando en contacto, las interacciones

de vdW se manifiestan y se presentan dos tipos de fuerzas diferentes:

a) Repulsion, la cual actiia a corta distancia debido al solapamiento o superposi-

cion de las nubes electrénicas de los atomos que se acercan.

b) Atraccién, que se da a larga distancia y es debida a la correlacion entre los
electrones de los diferentes atomos (fuerzas de dispersién de London), y se debe

m4s a la forma (o volumen) que propiamente al contenido electrostatico ™.

2. Interacciones electrostaticas

Las interacciones electrostaticas estan presentes en la mayor parte de los proce-
sos de unién ya sea interacciones carga-carga, enlaces de hidrégeno, interacciones

hidrofébicas, de solvatacion, etc™.

Aproximacién de Poisson-Boltzmann en el cilculo de energias libres (MM /PBSA)

Las energias libres de solvatacién de un soluto, estan asociadas al volumen desplazado
de las moléculas de un solvente determinado. Estas energias pueden ser calculadas por
varios métodos que incluyen el area superficial del soluto en contacto con el solvente. Una
de las metodologias méas usadas es la conocida como MM /PBSA la cual combina calculos
de mecanica molecular con métodos de solvatacion de acceso del area superficial Poisson-
Boltzmann """, Esta metodologia estima la energfa libre de unién de pequeiios ligandos
a macromoléculas biologicas y por lo general, se basan en simulaciones de dindmica mo-
lecular del complejo receptor-ligando. Este método estima la energia libre utilizando un
conjunto de estructuras en los estados inicial y final. En términos generales, la energia

libre de unién de la proteina con el ligando en el solvente se puede expresar como:

AGunién = Gcomplejo - (Gproteina + Gligando) (14)
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donde G compiejo €s la energia libre total del complejo proteina-ligando y Gproteina ¥ Gligando
son las energias libres totales de la proteina aislada y el ligando en disolvente, respectiva-
mente .

Ademas, la energia libre para cada entidad individual puede estar dada por
Gx = <EMM> -TS + <Gsolvtacién> (15)

donde z es la proteina o ligando o el complejo proteina-ligando. (EMM) es la energia
potencial promedio de la mecanica molecular en el vacio. TS se refiere a la contribuciéon
entrépica a la energia libre en el vacio, donde T y S denotan la temperatura y la entropia,
respectivamente. El tltimo término (Gptacisn) €5 la energia libre de solvataciéon™. Los

términos Eyar v Gsoivtacion S€ detallan a continuacion.

1. Energia potencial de la mecanica molecular, F,,

Este término incluye las energias debidas a las interacciones tanto enlazantes como
no enlazantes, y se calcula con base en los parametros del campo de fuerza de la

mecanica molecular (MM). La ecuacién para su célculo es la siguiente:

EMM == Eenlazantes St Enoenlazantes — Lienlazantes + (EvdW ah Eelec) (16)

donde E.piqzantes SON las energias obtenidas por las interacciones de los atomos de-
bidas a sus enlaces, angulos, diedros y diedros impropios. El término FE, eniazantes
incluye todas aquellas interacciones electrostaticas Fg.. v de van der Waals E,qw
que se modelan utilizando las funciones de los potenciales de Coulomb y Lennard

Jones (LJ), respectivamente ™.

2. Energia libre de solvatacion.

Este término es la energia necesaria para transferir un soluto del vacio al disolvente.
En el enfoque MM /PBSA, se calcula utilizando un modelo de solvente implicito. La

energia libre de solvatacion se expresa como los siguientes dos términos

Gsolvatacién = Upolar + Gnopolar (17)

donde Gpolar ¥ Gropotar SON las contribuciones electrostaticas y no electrostéticas a

la energia libre de solvatacién, respectivamente ™.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Detalles Computacionales

2.1.1. Hardware

Para la realizacién de este trabajo, se utilizo una estaciéon de servicio del Centro de
Investigacion en Ingenieria Molecular (CIIM). Este equipo trabaja sobre el sistema opera-
tivo UBUNTU de tipo 64 bits, que es un sistema operativo de codigo abierto y libre para
computadores. UBUNTU es una distribucién de Linux basada en Debian. El equipo cuen-
ta con 62,7 GiB de memoria RAM y un procesador Intel® Xeon(R) CPU E5-2640 v3 @
2.60GHz x 16, dos unidades de procesamiento grafico GeForce GTX 1080 Ti/PCle/SSE2,
GNOME 3.32.1 ademés de un disco de 13,0 TB.

2.1.2. Base de datos
NCBI

El Centro Nacional de Informacién Biotecnologica promueve la ciencia y la salud al
proporcionar acceso a informacién biomédica y genémica™. Para la busqueda de infor-
macion, se utilizo esta base de datos ya que el NCBI esta disponible en linea de manera
gratuita y es accesibles usando su propio buscador Entrez. Asi, de esta forma se pudo
obtener la secuencia de aminoacidos en formato FASTA de la Phl p 7 presente en el maiz
registrado con el codigo LOCUS PWZ25322.

PDB

El Protein Data Bank (PDB) (Banco de Datos de Proteinas),%! es una base de datos

que nos brinda informacion sobre las estructuras 3D de proteinas, acidos nucleicos y
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acoplamientos moleculares complejos. Mediante esta base de datos se hizo la btisqueda de
la proteina 2LVK, obtenida por espectroscopia de RMN. Su relevancia se debe a que es
una estructura de Phl p 7 de unién a calcio, lo que nos permitié obtener su estructura

tridimensional y realizar un modelamiento por homologia.

UniProt

t80 es proporcionar a la comunidad cientifica un recurso integral, de

La misién de UniPro
alta calidad y de libre acceso de secuencias de proteinas e informacion funcional. Al hacer
una busqueda de la Phl p 7 de Zea mays en UniProt, ésta nos brind6 una gran cantidad de
datos con informacién simplificada, ademas de proporcionar los datos generales principales
como la secuencia de aminoacidos, el nombre o la descripcion de la proteina, los datos
taxondémicos, investigaciones que se han realizado sobre esta proteina y agrega la mayor

cantidad de informacién de anotaciones posibles.

2.1.3. Software
GROMACS 2020.3

GROMACS33 es un paquete versatil para realizar simulaciones de alto rendimiento
entre ellas, dinamicas moleculares. Para esto tltimo, resuelve las ecuaciones de movimiento
newtonianas para sistemas que van desde pocas particulas a millones de ellas. GROMACS
esta disenado principalmente para el estudio de moléculas bioquimicas como proteinas,
lipidos y acidos nucleicos que tienen muchas interacciones de enlazamientos complicadas,

por lo cual en esta investigacion se utilizo este software.

UCSF Chimera

UCSF Chimera es un programa altamente utilizado para la visualizacion interactiva
y el analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, los que incluyen mapas de
densidad, acoplamientos supramoleculares, alineaciones de secuencias, resultados de aco-
plamiento proteina-ligando, trayectorias y conjuntos conformacionales. Se pueden generar

imagenes y animaciones de alta calidad®®.

Molden

Molden®* es un programa general de procesamiento de estructuras moleculares y elec-

tronicas. Este programa nos brinda varias herramientas, entre ellas, su capacidad para
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editar la estructura de las proteinas y optimizar los modelos de éstas con la ayuda del

paquete Tinker, lo que nos permitié poder obtener la estructura 3D de la Phl p 7.

VMD

VMD es un programa de visualizaciéon molecular para mostrar, animar y analizar gran-
des sistemas biomoleculares utilizando graficos en 3D y secuencias de comandos integra-

das. %4

LigPlot

Es un programa que genera autométicamente diagramas de interaccion ligando-proteina
en 2D. Se ejecuta desde una interfaz Java que permite la edicion en pantalla de los graficos
mediante operaciones de clic y arrastre de mouse®. Este programa nos permitié observar
las interacciones de la Phl p 7 con la Inmunoglobulina E y las interacciones del calcio con

el bucle.

PuTTY

PuTTY?® es un programa con licencia libre, de cliente SSH, Telnet, rlogin, y TCP
raw, que permite acceder a una computadora de manera remota, este programa permitié

continuar con los diferentes calculos que se debian hacer en las maquinas del CIIM.

WinSCP

WinSCP®es un programa de cédigo libre, su funcién es facilitar la transferencia segura
de archivos entre dos sistemas informaticos, el local y uno remoto que en este caso esa
nuestra computadora y los servidores del CIIM. Este programa fue utilizado en comple-

mentariedad con PuTTY para poder continuar con el estudio de la Phl p 7.

ConTEXT

ConTEXT?®® es un editor de texto gratuito pequeiio, rapido y poderoso, que nos sirvié
como herramienta para poder editar los archivos obtenidos, ademéas de que nos brindo

herramientas que no todos los editores de texto poseen.

APBS

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) es un software que resuelve las ecuaciones

de electrostatica continua para grandes ensamblajes biomoleculares. Tiene la capacidad
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para interactuar con otros paquetes computacionales y evolucionar a medida que los mé-
todos y las aplicaciones cambian con el tiempo. El c6digo APBS viene acompanado de una
extensa documentacion tanto para usuarios como para programadores y esta respaldado
por una variedad de utilidades para preparar calculos y analizar resultados. Por tltimo, la
licencia APBS gratuita y de c6digo abierto garantiza su accesibilidad a toda la comunidad

cientifica®?.

2.1.4. Servidores
I-TASSER

El servidor I-TASSER es una plataforma en linea que implementa los algoritmos basa-
dos en threading iterativo para la prediccion de estructuras de proteinas y sus funciones.
Permite a los usuarios generar automaticamente estructuras tridimensionales de alta cali-
dad, de moléculas que atin no se encuentran experimentalmente, a partir de sus secuencias

de aminoacidos?.

PDBsum

PDBsum? es una base de datos que nos proporciona una descripcién general del con-
tenido de una estructura 3D depositada en el Protein Data Bank (PDB), ademds de que
brinda al usuario la posibilidad de subir sus propias estructuras para su analisis. Esta he-
rramienta es conocida como PDBsum Generate la cual nos permite generar un conjunto

completo de analisis estructurales.

ProSA-web

ProSA-web es un servidor que permite reconocer errores en modelos experimentales y

92 empleado en la validacién de éstas. Este servidor

tedricos de estructuras de proteinas
calcula un puntaje de calidad general para una estructura de entrada especifica. Si la
puntuacion esta fuera de un rango, caracteristico de las proteinas nativas, es probable que
la estructura contenga errores. Este servidor nos permitio validar la estructura obtenida

y continuar con los siguientes analisis.

ElliPro

El servidor ElliPro permitié predecir los epitopos de la Phl p 7 tanto lineales como dis-
continuos basados en la estructura 3D del antigeno proteico®. Esta informacién brindada,

permitio poder dilucidar los posibles epitopos de la Phl p 7.
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PatchDock

PatchDock es un algoritmo de acoplamiento molecular inspirado en las técnicas de re-
conocimiento de objetos y segmentacion de imagenes. El acoplamiento se puede comparar
como armar un rompecabezas es decir, intenta unir dos piezas eligiendo una y buscando
la pieza complementaria® . Este servidor nos permitié obtener los posibles candidatos

de interaccion polcalcina-IgE que sirvieron para realizar las dinamicas moleculares.

FireDock

El servidor FireDock refina y califica segiin una funciéon de energia a los diversos com-
plejos moleculares. Esto permite hacer un refinamiento flexible a gran escala utilizando las
estructuras de salida generadas con el servidor PatchDock. Para realizar este refinamiento
FireDock toma las transformaciones generadas por PatchDock de los complejos proteina-

ligando y les da un puntaje y los clasifica de acuerdo con la funcién de energia?™%.

2.2. Descriptores de estructura

2.2.1. Diagrama de Ramachandran

El diagrama de Ramachandran muestra los angulos de torsiéon phi-psi para todos los
residuos en la estructura (excepto aquellos en los extremos de la cadena). El diagrama
presenta varias regiones que simbolizan diferentes estructuras secundarias, la hélice alfa
con giro a la derecha estan simbolizadas por la letra A, la hoja beta esta simbolizada por
la letra B, la hélice alfa con giro a la izquierda esta simbolizado por una L. Cada una de
estas regiones contienen subregiones y dependiendo de los datos que arroja cada residuo,
se le posiciona en la region correspondiente. El diagrama de Ramachandran del PDBsum
estd basado en 118 estructuras de resoluciéon de al menos 2.0 dngstrom y un factor R
no mayor a 20.0. Segiin estos parametros, una proteina es considerada una estructura de

buena calidad si el porcentaje de las regiones més favorecidas (A, B y L) supera el 90 %°1.

2.2.2. Puntuacion Z

Este tipo de graficos muestra las puntuaciones de todas las cadenas experimentales del
servidor PDB. Existen dos zonas de diferentes tonalidades de azul, la mas clara muestra
las estructuras obtenidas por difracciones de rayos-X y la oscura muestra las estructuras

obtenidas por espectroscopia de RMN %2,
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2.2.3. Grafico de puntuaciones de residuo

Esta grafica de puntuaciones, muestra la calidad de la estructura representando las
energias en funcién de la posicion 7 de la secuencia de aminoacidos. Para la construccion
de esta grafica se calculan las energias promedio sobre cada fragmento de 40 residuos
segin la férmula s(i, i + 39), que luego se asignan al residuo “central” del fragmento
en la posicién ¢ + 19 (linea gruesa de color verde). Una segunda linea de color verde
claro, con un tamano de ventana mas pequeno de 10 residuos se muestra en el fondo del

grafico??.

2.3. Metodologia

2.3.1. Modelado de la estructura terciaria de la proteina

El primer paso para este estudio, fue hacer una bisqueda en las bases de datos NCBI
y PDB con el fin de encontrar informacion sobre la polcalcina Phl p 7 presente en el maiz
(Zea Mays). Después de una recopilacién de informacién, se constatéd que la estructura
cristalizada de la Phl p 7 especifica de maiz no se encontraba en la base de datos PDB.
Sin embargo, al hacer la bisqueda en la NCBI, se encontré solo la secuencia en formato
FASTA registrado con el codigo LOCUS PWZ25322. A partir del formato FASTA de una
proteina se puede obtener su estructura terciaria utilizando diferentes herramientas, como
es el modelamiento por homologia.

Se introdujo la secuencia FASTA al programa BLAST, el cual arrojé que existia una
polcalcina, conocida por el cédigo 2LVK®!, en la base de datos PDB la cual contaba con
un 94.67 % de identidad con nuestra Phl p 7 de maiz. Mediante el programa MOLDEN
que nos brinda la herramienta de editar y modelar estructuras proteicas, se pudo agregar y
modificar los aminoacidos de la 2LVK y asi obtener una estructura con la misma secuencia
de aminoécidos que de la Phl p 7 del maiz. A esta estructura la llamamos 1ZMP7 para este
estudio, el nimero 1 identifica al primer modelo obtenido con estas técnicas de modelado,
ZM seria la abreviatura de Zea Mays y P7 como identificar de la polcalcina estudiada Phl
p 7

2.3.2. Analisis de la estructura obtenida de la homologia

La 1ZMP7 fue sometida a una analisis de su estructura, para esto se utilizaron dos ser-
vidores que fueron el PDBsum y el ProSA-web ademas del programa LigPlot. PDBsum

nos brinda diferentes andlisis detallados sobre la estructura secundaria de las macromo-
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léculas a estudiar. Fue necesario analizar cada aspecto de la estructura secundaria para
ver como ésta iba variando con respecto a las diferentes temperaturas evaluadas. Ademas,
este servidor permitié obtener los diagramas de Ramachandran que brindé luces de si la
estructura de la polcalcina era 6ptima y poseia valores acercados a la realidad.

El servidor ProSA-web, mediante la puntuacién Z y un grafico de puntuaciones de
residuos, permitié corroborar los datos obtenidos en el diagrama de Ramachandran y
saber si esta estructura es optima.

Finalmente, se utiliz6 el programa LigPlot para analizar el dominio FF-hand, en espe-
cial el bucle que son los aminoacidos que estan relacionados con el calcio. Para utilizar
este programa, es necesario introducir la estructura en formato pdb y asi evaluar las in-
teracciones y distancias de los iones calcio, tanto para el primer bucle comprendido entre

los aminoacidos 15 al 26 y para el segundo bucle formado por los aminoécidos 50 al 61.

2.3.3. Simulacion de dindmica molecular

Para las diferentes simulaciones de dindmica molecular se utiliz6 la estructura 1ZMP7
obtenida del modelamiento por homologia, la cual sirvié como estructura de partida para
las simulaciones. Lo calculos se realizaron con el paquete GROMACS 2020.3 utilizando el
campo de fuerza en su version todos los dtomos OPLS-AA /L. Para evitar problemas con
las condiciones periddicas, se construyeron cajas de simulacién en las que se aseguraban
que todos los atomos estuvieran a por lo menos 1.0 nm del borde de la caja y éstas
fueron solvatadas por moléculas de agua de modelo rigido TIP4P de cuatro puntos. Se
anadieron iones necesarios para neutralizar la carga neta en la proteina. Antes de comenzar
la dindmica molecular, se asegur6 que los sistemas no presentaran choques estéricos o
geometrias inapropiadas. Para esto, las diferentes estructuras se relajaron utilizando un
proceso de minimizacién de energia. Esta minimizacion se llevo a cabo utilizando el método
de steepest descent el cual evalta las fuerzas debidas a las posiciones atémicas modificando
estas posiciones, hasta alcanzar un minimo de energia. Con las estructuras obtenidas
se hizo una andlisis utilizando nuevamente los servidores PDBsum y ProSA-web y el
programa LigPlot.

Para las dinamicas moleculares en general, se utilizé el acoplamiento de temperatura
V-rescale y el acoplamiento de presion Parrinello-Rahman a fin de mantener a los sistemas
en un entorno estable a las temperaturas deseadas (290.15 K, 310.15 K, 331.05 K, 350.45
K, 370.45 K) y a presién de 1 bar. Las constantes de acoplamiento se establecieron en
0.1 y 2.0 ps para la temperatura y la presion, respectivamente. Se emple6 el algoritmo de

Particle Mesh Ewald (PME) para evaluar las interacciones electrostaticas de largo alcance
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y de Van der Waals. El radio de corte para las interacciones de VAW de corto alcance
(rvdw) y las coulémbicas (rcoulomb), se estableci6 en 1.0 nm.

Todas las longitudes de enlace se restringieron mediante el algoritmo LINCS y el in-
tervalo de tiempo se establecié en 0.001 ps. La estructura se equilibré durante 100ps en
los ensambles NPT y NVT. Finalmente, se realizé una simulacion de dinamica molecular
conocida como “de produccién” de 500 ns para las diferentes temperaturas evaluadas.
Las trayectorias se almacenaron cada 10 ps y se calcularon diferentes descriptores de es-
tructura como el RMSD (desviacién cuadratica media), RMSF (fluctuaciones cuadraticas
medias), radio de giro, enlaces de hidrégeno de los sistemas, al finalizar las simulaciones.

Todos los atomos de la 17ZMP7 se incluyeron en estos calculos.

2.3.4. Acoplamiento molecular

Todos los acoplamientos moleculares realizados en este trabajo se hicieron utilizando
como receptor diana a la inmunoglobulina E (IgE) y como ligando a la Phl p 7. El primer
paso fue obtener la estructura de la Igk, la cual fue obtenida del Protein Data Bank
registrada con el cédigo 50TJ?. De esta estructura solo deseabamos conservar la regién
Fab, la cual posee el sitio de uniéon a un antigeno, también llamada regién determinante
de complementariedad (CDR). Se utiliz6 el programa UCSF Chimera para limpiar y com-
pletar la estructura y para obtener el formato pdb con la regiéon Fab. Una vez completada,
se procedié a hacer una minimizacion energética para evitar choques estéricos debidos a
la adicién de los nuevos residuos. Con esta estructura de la IgE se procedié a realizar
los acoplamientos moleculares entre ésta y las diferentes estructuras obtenidas después de
someter a la 1ZMP7 a las distintas temperaturas (290.15 K, 310.15 K, 331.05 K, 350.45
K, 370.45 K). Para este estudio se utiliz6 el algoritmo PatchDock que generé una lista
de transformaciones para las distintas soluciones de acoplamiento candidatas las cuales
fueron enviadas al servidor FireDock.

Para discernir aquellos complejos que se estudiarian para analizar la interacciéon Phl p
7-IgE, se escogieron dos estructuras cuaternarias por cada acoplamiento a las tempera-
turas analizadas, dando un total de 10 complejos moleculares. Estos fueron seleccionados
basados principalmente en la energia global, datos que brinda FireDock, asi como en el
score, la penetraciéon y el area de contacto, datos que brinda PatchDock. Adicionalmente
se analizaron las estructuras con el servidor PDBsum para contabilizar los contactos que
se presentaban en estos complejos. Entre los datos contabilizados se encuentran el niime-
ros de enlaces de hidrégeno, los puentes salinos y los contactos no enlazantes. Estos datos

se compararon con las estructuras resultantes posteriores a la dindmica molecular.
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2.3.5. Simulacion de dinamica molecular de las estructuras cua-

ternarias

Las 10 estructuras cuaternarias obtenidas del acoplamiento molecular, las cuales serdn
referidas como “soluciones”, fueron sometidas a un proceso de estabilizacién utilizando
simulaciones de DM. Los calculos se realizaron con el paquete GROMACS 2020.3 utili-
zando el campo de fuerza en su version todos los dtomos OPLS-AA /L. Para obtener las
dimensiones de la caja de simulacién se construy6 un programa basado en fortran, el cual
busca las coordenadas de los atomos mas alejados en z, y y z y partir de estas coordena-
das generar una distancia de 1.5 nm con el borde la caja (Figura A.1. Este tamano de las
cajas de simulacion se usé para reducir el nimero de moléculas de agua en la solvatacion
y de esta forma reducir el costo computacional de cada simulacién. El modelo de agua
utilizada para la solvatacion fue el modelo rigido de cuatro puntos TIP4P, haciendo uso de
las condiciones periddicas de contorno. Se anadieron los iones necesarios para neutralizar
la carga neta en la proteina. Los parametros de simulacion utilizados en estas nuevas DM
fueron los mismos mencionados previamente a excepcién de la temperatura y el tiempo
de simulacion, los cuales fueron de 310.15 K y 100 ns respectivamente, en todos los casos.

Se calcularon los diferentes RMSD de las estructuras para evaluar la estabilidad de los
complejos, ademas de realizar diferentes analisis de las interacciones inter-residuales. Adi-
cionalmente, se hizo un estudio de los componentes de la energia libre de unién mediante
el método MM /PBSA con la respectiva contribucién energética de cada residuo, esto con

el fin de evaluar la fuerza de interacciéon entre la IgE y la Phl p 7 de Zea Mays.

2.3.6. Anélisis de energias por la metodologia de MM /PBSA

La energia libre de unién (AGy;ng) se estimé promediando las energias de enlace para
las estructuras de cada frame obtenidas en un intervalo de 0.5 ns de las simulaciones de
DM en la region estable para cada uno de los sistemas. Estas regiones fueron determinadas
haciendo uso de los graficos de RMSD, lo que permitié asegurar que los calculos de las
energias fueran obtenidos con mayor precision. Se obtuvieron tres componentes energé-
ticos, (a) energia potencial en el vacio, (b) energia de solvatacién polar y (c) energia de
solvatacién no polar para cada una de las interacciones Phl p 7-Igk .

Para calcular la energia de enlace promedio, la metodologia g mmpbsa proporcio-
na un script escrito en lenguaje Python (MmPbSaStat.py) que debe ser ejecutado sobre
una terminal en LINUX, obtuviéndose dos archivos de salida “full energy.dat” y “sum-

mary energy.dat” (Figura A.2). Estos dos archivos contienen las desviaciones promedio
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y estandar de todos los componentes energéticos, incluida la energia de enlazamiento.

También es posible calcular la contribucién promedio de cada uno de los residuos en
las energias de enlazamiento. Para este paso, se hace uso del script en Python MmPbSaDe-
comp.py, con el cual se obtienen dos archivos identificados como “final contrib_energy.dat”
y “energyMapln.dat”, donde el primero contiene la energia de contribucién de los tres
términos energéticos y sus valores promedio incluyendo su error estdndar (sin desviacion
estandar), ademds incluida la energia de enlace para cada residuo. El segundo archivo
permite graficar estas energias en formato xy haciendo uso de programas como XmGrace.

Para visualizar de forma tridimensional la contribuciéon de cada residuo en la interac-
cion proteina-ligando, el programa g mmpbsa utiliza los archivos pdb reemplazando la
columna del factor-B por las energias obtenidas en los calculos. Para generar los archivos
de visualizacién (complex.pdb, subunit_ 1.pdb y subunit_2.pdb) es necesario utilizar la
herramienta energy2bfac. Donde subunit_ 1.pdb y subunit_ 2.pdb son los archivos de es-
tructura pdb para la Phl p 7 y el segundo para la IgE. Finalmente se visualizaron estos
archivos utilizando VMD.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1. Estructura de la Phl p 7 especifica de Zea mays

3.1.1. Estructura de la proteina
Estructura primaria

La secuencia de aminoacidos de la Phl p 7 especifica de Zea Mays cuenta con 80
aminoacidos, comienza en la metionina y finaliza con una fenilalanina como se visualiza
en la Figura 3.1. Para todos los analisis realizados se considero6 la secuencia completa de
la polcalcina sin ninguna modificacion.

Un aspecto importante a resaltar es que las cadenas laterales de los aminoacidos en la
secuencia primaria son quimicamente diferentes, lo que hace que cada proteina sea distinta
y posea una diferente funcién biolégical®. En este estudio se obtuvo una estructura de
la Phl p 7 a partir de una plantilla de la Phleum pratense (2LVK). Aunque presenta
una secuencia de aminoacidos muy parecida no son las misma proteina, como se ve en
la Figura 3.2, la mayor diferencia entre las dos estructuras se encuentra en el extremo
portador del grupo amino libre (NH3+). Por lo que aunque las dos sean del tipo Phl p 7,
ambas proteinas tienen funciones biolégicas distintas con propiedades quimicas diferentes.
Fhl g 7

1 MAATANMERT FERFDTHEDE EIJLIELTER LRTLEZITIAD EVQRMMAEID TDEDECIDEH
£l EFITESHANEP GLMEDVAEVE

Figura 3.1: Phl p 7 fasta
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Phlp7-[Zea_mays] MAATADMERIFKRFDTNGDGKISLSELTEALRTLGSTSADEVQRMMAEIDTDGDGCIDFN 60

2LVK - - - ADDMERIFKRFDTNGDGKISLSELTDALRTLGSTSADEVQRMMAEIDTDGDGFIDFN 57
B **********ﬁ***********ﬁ:**********ﬁ***3*******&*** EE XS

Phlp7-[Zea_mays] EFITFSNANPGLMKDVAKVF 80

2LVK EF ISFCNANPGLMKDVAKVF 77

LR MR AR R R

Figura 3.2: Alineamiento de las secuencia de aminodcidos de la Phl p 7 (Zea Mays) y
2LVK, obtenidas usando el servidor Clustal Omega. Un (*) indica posiciones que tienen un
solo residuo completamente conservado, (:) indica conservacién entre grupos de propiedades
muy similares y (.) indica conservacién entre grupos de propiedades débilmente similares.

Estructura secundaria

Las estructuras secundarias que contiene la Phl p 7, son el resultado del plegamiento de
la cadena aminoacidica y la estabilizacién debida a los enlaces de hidrégeno que permiten
la formacién de hélices a y hojas . En el caso de esta proteina, presenta 5 hélices a, 8
interacciones de hélice — hélice, 4 giros g y 1 giro v.

Como se observa en la Figura 3.3, las hélices estan representadas con una letra H
mayuscula, los giros 5 y v con las letras griegas respectivas. Un dominio proteico repre-
sentativo serian las FF-hand que presenta la proteina, en este caso como es un monémero

presenta dos EF-hand, este dominio es el que contiene al calcio.

ap I /B H2

MAATADMER I FKRFDTNGDGK I SLSELTEA

1 5 10 15 20 25 30
H3 3 H4
LRTLGSTSADEVQRMMAE I DTDGDGC I DFN

31 35 40 45 50 55 60
H5

JIS—E ISy

EF I TFSNANPGLMKDVAKVF

6l 65 70 75 30

Figura 3.3: Estructura secundaria de la Phl p 7 (Zea mays), H representa las « hélices, ~y
y [ los giros respectivos. Esta figura fue obtenida del servidor PDBsum.

1. Hélice o
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Las hélices a mantienen su forma gracias a las interacciones del tipo enlace de
hidrégeno entre los dtomos de oxigeno del grupo carbonilo de un aminoacido y el
atomo de hidrogeno del grupo amino de otro aminoécido situado a cuatro enlaces
peptidicos de distancia en la cadena. Esta conformacion se repite cinco veces en
nuestra proteina. En la Tabla 3.1 se muestra los aminoacidos inicial y final de cada

hélice o asi como el nimero de aminoacidos que las constituyen y su secuencia

aminoacidica.
Hélices o
. . . No. de .
No. Comienzo Final Tipo . Secuencia
residuo

1 Met7 Phel4 H 8 MERIFKRF
2. Leu24 Leu34 H 11 LSELTEALRTL
3. Ala39 le49 H 11 ADEVQRMMAEI
4 Pheb9 Ser66 H 8 FNEFITFS
D Pro70 Val79 H 10 PGLMKDVAKYV

Tabla 3.1: Hélices « presentes en la Phl p 7 de Zea mays

2. Giro 3

Los giros 3 se forman por la interacciéon de enlace de hidrégeno entre los residuos
7 e i+ 3. Son elementos de la estructura secundaria que causan un cambio en la
direccion de la cadena polipeptidica lo que permite que la proteina se pliegue sobre
si misma. En la estructura de la Phl p 7 se presentan cuatro giros 3, lo que le da
esa conformacién globular a la proteina. En la Tabla 3.2 podemos ver los residuos
que conforman cada uno de los giros, su secuencia de residuos y la medida de los
angulos Psi (¢), Phi (¢) y Chi (§), ademds de que se muestra si hay presencia de

enlaces de hidréogeno.

Giro [
. Residuo i+1 ‘ Residuo i+2 Enlace
No. Giro AA 3 ” 51 3 ” 51 H
1. Met1l-Thr4 MAAT -58.1 -47.0 - -58.0 -47.0 - Si
2. Ala2-Alab AATA -58.0 -47.0 - -58.0 -47.0 62.0 Si
3. Aspl5-Glyl8 DTNG -57.3 -21.4 -68.3 -82.6 -12.0 167.0 No
4. Aspb0-Glyb3 DTDG -73.4 -259 -60.2 114.2 -13.7 24.9 Si

Tabla 3.2: Giros g presentes en la Phl p 7 de Zea mays

3
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Un giro 7, es un elemento de la estructura secundaria presente en nuestra proteina,
donde la cadena polipeptidica invierte su direccion general. En este giro se produce
el enlace de hidrégeno entre los residuos 7 e ¢ £ 2. La Phl p 7 solo presenta un giro y
dentro de toda la estructura, en la Tabla 3.3 se puede visualizar en donde comienza

y termina el giro, la secuencia de aminoacidos y la medida de los angulos ¥, ¢ y &.

Giro v
No. Comienzo Final Secuencia ¢Res1d1/1}10 1+;1
[ Pheld  Thri6 FDT  -OL1 629 -1775

Tabla 3.3: Giro «y presente en la Phl p 7 de Zea mays

Dominio EF-hand

La Phl p 7 consta de dos dominios estructurales hélice - bucle - hélice, este dominio
es representativo de la familia de proteinas de union al calcio. Las EF-hand constan de
dos hélices o unidas por una regién de bucle corto formada por 12 residuos, este bucle es
donde estan unidos los calcios. En el caso del primer bucle, comprendido entre el Aspl5
y Glu26, los residuos que han creado una interaccion electrostatica con el calcio son los
siguientes: el Aspl5, Asnl7, Asnl9, Lys21 y el Glu26, como se visualiza en la Figura 3.4.
Las distancias entre estos residuos y el calcio estan registrados en la Tabla 3.4. Como
puede observarse son los oxigenos los que generan estas interacciones electrostaticas y las
distancias entre estos atomos y el calcio no supera los tres angstroms.

En el caso del segundo bucle, que esta comprendido entre el Asp50 y el Glu61, son cinco
los residuos que han creado una interacciéon electrostatica con el calcio como se visualiza
en la Figura 3.4, entre ellos estd el Asp50, Asp51, Asp54, Cysh y el Glu61. Las distancias
entre estos residuos y el calcio estan registrados en la Tabla 3.5. Como se ve, nuevamente
son los oxigenos los que generan estas interacciones electrostaticas y las distancias entre

estos atomos y el calcio no supera los tres angstroms.
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Segundo bucle (50-61)
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Figura 3.4: Dominio EF-hand. La Phl p 7 consta de dos dominios EF-hand conformados
por dos hélices a y un bucle. En el primer bucle son cinco residuos que generan interacciones
electrostaticas con el calcio igual que en el segundo bucle. El calcio esta representado por
un circulo verde y los interacciones electrostaticas por un linea punteada verde.

Interacciones electrostaticas

Atomo 1 Atomo 2
N° N. N. N° N° N. NN
ATM ATM Res. Res. ATM ATM Res. Res. o0V

241 OD1  Asp 15 <> 1199 CA CA 81 2.20
268 OD1  Asn 17 <> 1199 CA CA 81 2.74
288 OD1  Asp 19 <> 1199 CA CA 81 2.48
304 O Lys 21 <> 1199 CA CA 81 2.42
390 OE1 Glu 26 <> 1199 CA CA 81 2.71

Tabla 3.4: Primer bucle. Descripcion de las interacciones electrostaticas. La tabla muestra
el nimero del d4tomo, nombre del dtomo, nombre del residuo y finalmente el ntimero del
residuo que interacciona con el calcio en el primer bucle, el calcio ocupa la posicién niimero
81 en el formato pdb. Finalmente se visualizan las distancias entre el calcio y los dtomos de
los residuos con los cuales interacciona.
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Interacciones electrostaticas

Atomo 1 Atomo 2
N° N. N. N° N° N. NN
ATM ATM Res. Res. ATM ATM Res Res. —°U

752 OD1  Asp 50 <> 1200 CA CA 82 2.20
780 OD2  Asp 52 <> 1200 CA CA 82 2.22
798 OD1  Asp 54 <> 1200 CA CA 82 2.61
814 O Cys 26 <-> 1200 CA CA 82 2.70
895 OE2 Glu 61 <> 1200 CA CA 82 2.40

Tabla 3.5: Segundo bucle. Descripcion de las interacciones electrostaticas. La tabla mues-
tra el nimero del 4&tomo, nombre del 4&tomo, nombre del residuo y finalmente el ntiimero del
residuo que interacciona con el calcio en el segundo bucle, el calcio ocupa la posicién nimero
82 en el formato pdb. Finalmente se visualizan las distancias entre el calcio y los dtomos de
los residuos con los cuales interacciona.

Estructura terciaria

Finalmente, después de hacer el modelamiento por homologia, se obtuvo la conforma-
cién tridimensional que forma la cadena aminoacidica, que se denomina habitualmente
estructura terciaria. Como se visualiza en la Figura 3.5, la Phl p 7 presenta una conforma-
cién globular en la que se pueden visualizar las dos EF-Hand con sus respectivos calcios

en los bucles.

Figura 3.5: Estructura de la Phl p 7 obtenida por modelamiento por homologia.
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3.1.2. Analisis de la estructura final obtenida
Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojé los siguientes datos: de los 80 residuos, 59 estaban en las
regiones favorecidas (A, B y L), estas regiones simbolizadas con letras mayusculas, son
regiones rojas que corresponden a las regiones centrales que representan las combinaciones
més favorables para valores ¢-1) . Estos 59 residuos representa un 83.1 % como se visualiza
en el Anexo A.3.

En las regiones permitidas (a, b, 1, p) estan presentes 12 residuos que equivalen a un
16.9 % del total. En las regiones permitidas generosamente y no permitidas, no se encontrd
ningun residuo. Este analisis fue basado en 118 estructuras de resolucién de al menos 2.0
angstrom y un factor R no mayor a 20.0. Segin estos parametros, es considerada una
estructura de buena calidad si el porcentaje de las regiones méas favorecidas (A, B y L)
supera el 90 %, sin embargo en este caso este porcentaje no es superado y la razén es
debida a que hay choques estéricos entre los atomos de los residuos, lo que significa que
algunos de los angulos ¢ y ¥ no son posibles.

Entre los dtomos de los residuos involucrados en los contactos defectuosos (asi llamados
a todo el par de atomos enlazados que se encuentren a una distancia menor de 2.6 angstrom
entre si), encontramos a los a&tomos de los residuos Asp5, Asp6, Arg9, Asp19, Lys21, Glu26,
Asp50, Aspb2, Aspb4, Cysh6, Aspb8, Glubl, estos datos estan en la Tabla 3.6. La mayoria
de estos residuos estan unidos al calcio, sin embargo los diagramas de Ramachandran solo
evalian residuos y no consideran al calcio, por lo que estas interacciones electrostaticas

generan angulos ¢-1 no favorables.
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Contactos defectuosos

Residuo 1 Residuo 2
Tipo
N° Cadena Tipo ATM N° Cadena Tipo ATM de
contacto
6 A Asp OD2 —> 9 A Arg CZ S-S
15 A Asp OD1 —> 21 A Lys O S-M
15 A Asp OD1 —> 26 A Glu OE1l S-S
15 A Asp OD1 —> 81 A CA CA S-H
19 A Asp OD1 —> 81 A CA CA S-H
21 A Lys O > 26 A Glu OE1l M-S
21 A Lys O —__ 8] A CA CA M-H
50 A Asp OD2 > 56 A Cys O S-M
50 A Asp _ODl—> 61 A Glu  OE2 S-S
50 A Asp OD1 —> &2 A CA CA S-H
52 A Asp OD2 —> &2 A CA CA S-H
54 A Asp OD1 > 82 A CA CA S-H
58 A Asp OD2 > 61 A Glu OE1l S-S
61 A Glu OE2 —> 82 A CA CA S-H

Tabla 3.6: Contactos defectuosos. Estos contactos se dan entre dos residuos. En las tabla
se visualiza el tipo de residuo, el &tomo interactuante, el nimero de residuo y la interaccién
que se da entre estos dos pares de residuos. Hay tres tipos de contacto, la primera es cadena
lateral con cadena lateral (S-S), cadena lateral con cadena principal (S-M), y finalmente
cadena lateral con los 4tomos que estdn en la seccion HETATM del formato pdb, que en
este caso seria los calcios (S-H).

ProSA-Web

ProSA-Web nos arroja dos datos, la puntuacion Z y el grafico de puntuaciones de
residuo. En la puntuacién Z se obtuvo un Z-score de -7.02 como se visualiza en Apéndice
A.4. El grafico muestra las puntuaciones de todas las cadenas experimentales de la base
de datos PDB. En este caso, nuestra estructura se visualiza como un punto negro dentro
de la regién RMN (azul oscuro) y la regién de rayos-X (azul claro), esto quiere decir que
nuestra estructura esta dentro del rango de puntuaciones que se encuentran tipicamente
para proteinas nativas registradas.

La gréafica de puntuaciones de residuos muestra la calidad de la estructura representan-
do las energias en funcién de la posiciéon 7 de la secuencia de aminoacidos. En el Apéndice
A.5 se visualiza que ningin dominio de la estructura presenta partes probleméaticas o
erroneas ya que no se visualiza valores positivos. La grafica muestra en un color verde
oscuro el analisis que hizo el servidor a 40 aminoacidos, como puede observarse los va-

lores presentados son negativos. Finalmente la linea mas delgada y de color verde claro
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(que son 10 aminoécidos evaluados de la proteina), también muestra valores negativos.
En general el servidor ProSA-web mostré resultados 6ptimos con respecto a la estructu-
ra obtenida, estos resultados confirman que la estructura que se utilizard para hacer los
posteriores estudios, es una estructura con valores confiables y que puede ser encontrada

en la naturaleza.

3.2. Minimizacién de la estructura por el método de

Stept Descent

3.2.1. Estructura secundaria

Después de someter la Phl p 7 a una minimizacion de energia, se obtuvo una confor-
macion ligeramente diferente a la inicial, esta consta de seis hélices o, nueve interacciones
hélice — hélice, dos giros 3, un giro ~, y se dio la apariciéon de una hoja 8 que consta de
dos hebras y una horquilla 5.

Como se observa en la Figura 3.6, las hélices a estan representadas por una H mayuscula
y en este caso va desde la H1 hasta la H6. Los giros 3 y v, estan simbolizadas con las letras
griegas respectivas. El codigo de una letra de los residuos que estan en contacto con el
calcio tienen un pequeno cuadrado encima. En el caso de la hoja [, se pueden diferenciar
dos elementos, las hebras estan representadas por una flecha y una letra A mayuscula,

asimismo la horquilla 3 esté representada por unas lineas paralelas rojas.
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Figura 3.6: Estructura secundaria de la Phl p 7. Las hélices a son representadas
por letras H; la hoja 8 por letras A, v y B los giros respectivo y finalmente los residuos en
contacto con el metal con un pequeno cuadrado azul. Imagen obtenida del PDBsum.

Hoja

Después de la minimizacion se visualizo la aparicion de una hoja [, que consta de dos
hebras, esta hoja beta es de tipo antiparalelo, como se muestra en la Tabla 3.7. Cada
hebra esta presente en cada bucle de la proteina, la hebra uno esta comprendida entre
la Lys21 y Ile22, la segunda hebra esta comprendida entre la Ile57 y Asp58, ambas con
una longitud de dos residuos. La horquilla S que se forma es de clase 34:34 ya que hay 34

aminodcidos entre cada hebra como se muestra Tabla 3.8.

Hoja
Hoja N°de Tipo N°
£ hebras hojas 3
A 2 Antipararelo 1

Tabla 3.7: Hoja . Estd simbolizada por una A y consta de dos hebras del tipo antiparalelo.
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Horquilla

N° Hebra 1 ‘ Hebra 2 Horquilla
Inicio Final Long. Inicio Final Long. clase
Lys21 1le22 2 lleb7  Aspb8 2 34:34

Tabla 3.8: Horquila (. Presenta dos hebras y es de tipo 34:34

Hélice o

La estructura después de la minimizaciéon posee seis hélices a. En comparacion con
la estructura obtenida después del modelamiento por homologia, posee una hélice v mas
que se encuentra al inicio de la cadena. Esta comienza en la Ala2 y finaliza en la Thr4
donde participan 3 residuos, como se visualiza en la Tabla 3.9. En comparacién con la
estructura inicial, sigue manteniendo las mismas hélices conservando las posiciones de los
residuos, a excepcion de la primera que no habia anteriormente y la sexta, donde hay una
reduccién de su secuencia de residuos, ya que ahora empieza en la Pro70 y finaliza en la

Val76 poseyendo un total de siete residuos.

Hélices o
. \ X No. de .
No. Comienzo Final Tipo - Secuencia
residuo
1 Ala2 Thr4 G 3 AAT
2 Met7 Pheldr S tt] 8 MERIFKRF
3. Leu24 Leu34 H 11 LSELTEALRTL
4. Ala39 [le49 H 11 ADEVQRMMAEI
5 Phe59 Ser66 H 8 FNEFITFS
6 Pro70 Val76 H 7 PGLMKDV

Tabla 3.9: Hélice a. Se muestra las seis hélices o presentes en la estructura de la Phl p 7;
residuo inicial y final de cada hélice su tipo, el nimero de residuos que las conforman y su
secuencia aminoacidica.

Giro [

La estructura presenta solamente dos giros [ que se encuentran en cada uno de los
bucles. El primer giro estd comprendido entre el Aspl5 y la Glyl8, este giro no presenta
ninguin enlace de hidrégeno, como se muestra en la Tabla 3.10. En el caso del segundo
giro, éste esta comprendido entre el Asp50 y la Glyb3, este giro si tiene un enlace de
hidrégeno. Ambos giros constan de cuatro residuos, y en comparacion con la estructura

inicial, la estructura obtenida después de la minimizacién presenta dos giros f menos.
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Giro
. Residuo i+1 ‘ Residuo i+2 Enlace
No. Giro AA
¢ Y €1 ¢ Y €1 -H
1. Aspl5-Glyl8 DTNG -57.3 -38.2 -65.1 -71.5 -18.1 -178.7 No
2. Asp50-Gly53 DTDG -67.6 -33.2 -654 -974 -19.8 14.1 Si

Tabla 3.10: Giro (. Se visualiza el inicio y final de los giros g, la secuencia de residuos,
los angulos ¢, 1 v & del segundo y tercer residuo.

Giro vy

El giro ~ sigue manteniéndose después de la minimizacién. Conformado por tres resi-
duos, éste comienza en la Phel4 y termina en la Thrl6, como se visualiza en la Tabla

3.11. Finalmente tenemos los angulos ¢, ¥ y & del segundo residuo.

Giro v

Residuo i+1

¢ p &
I Phel4 Thrl6 FDT  -836 721 -1735

No. Comienzo Final Secuencia

Tabla 3.11: Giro ~. Se visualiza el inicio y final del giro v, la secuencia de residuos y los
angulos ¢, ¥ y £ del segundo residuo.

3.2.2. Dominio EF-hand

Después de la minimizacién se obtuvo una variacién en los bucles de los dominios EF-
hand. Utilizando el programa LigPlot, se realiz6 un analisis de contactos de estos dominios
observandose cambios. En el primer bucle, comprendido entre el Aspl6 y el Glu26, se
visualizé que ahora son cuatro los residuos que estan en contacto con el calcio. La Asnl7
pierde la interaccion electrostatica que lo unia al calcio 81, aunque sigue manteniendo
una interacciéon no enlazante con éste, estos se pueden visualizar en la Figura 3.7. En el
caso del segundo bucle, después de la minimizacion otro residuo se sumé a la interaccion
con el calcio, este residuo es el Asp58. En total serian seis residuos que han generado una
interaccion electrostatica con el calcio 82.

En el caso del primer bucle son cinco las interacciones electrostaticas que se forman
con respecto al calcio, generalmente una por residuo a excepcion del Glu26 que gener6 dos
interacciones electrostaticas con sus dos oxigenos, como se ve en la Tabla 3.12. Un aspecto
importante de resaltar es el reordenamiento de los iones de calcio dentro de los bucles

en la estructura de la polcalcina. La minimizacién permitio el relajamiento estructural
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provocando que las distancias entre los oxigenos y los iones se acorten (no superan los 2.3
angstrom), si se compara con la estructura obtenida por modelamiento.

En el segundo bucle se da la formacién de seis interacciones electrostaticas que se forma
entre el calcio 82 y el oxigeno de los residuos, como se ve en la Tabla 3.13. Las distancias
entre los oxigenos y el calcio oscilan entre los 2.22 y 2.68 angstrom. Estas distancias son
un poco mas grandes con respecto a las obtenidas en el primer bucle. A diferencia de
la 2LVK el segundo bucle presenta una interaccién electrostatica mas, esta diferencia se
debe a que en la secuencia de Zea Mays presenta una Cys en la posicion 56 dandole esta

variacién una mayor afinidad a iones divalentes.

Ca8%s !

-2 1
S . 001 2%\2."!6

" Nied
- gy CYsS6(A)

5

S
Aspl5(A)

B
Asp19(a)

o

Figura 3.7: Estructura de la Phl p 7 después de la minimizacién. Se muestran las diferentes
interacciones electrostaticas del calcio con los residuos en cada bucle.
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Interaccion electrostatica

Atomo 1 Atomo 2
N° N. N. N° N° N. NN
ATM ATM Res. Res. ATM ATM Res. Res. o0

245 OD1  Asp 15 <> 1203 CA CA 81 2.20
292 OD1  Asp 19 <> 1203 CA CA 81 2.18
324 ) Lys 21 <> 1203 CA CA 81 2.22
396 OE1l Glu 26 <-> 1203 CA CA 81 2.25
397 OE2 Glu 26 <-> 1203 CA CA 81 2.29

Tabla 3.12: Primer bucle. Descripcion de las interacciones electrostaticas entre el calcio y
la polcalcina. La tabla muestra el nimero del 4tomo, nombre del 4tomo, nombre del residuo
y finalmente el ntimero del residuo que interacciona con el calcio. En el primer bucle el calcio
ocupa la posicién nimero 81 en el archivo pdb. Finalmente se visualizan las distancias entre
el calcio y el atomo del residuo que interacciona.

Interaccién electrostatica

Atomo 1 Atomo 2
N° N. N. N° N° N. N N .
ATM ATM Res. Res. ATM ATM Res. Res. oV

757 OD1  Asp o0 <> 1204 CA CA 82 2.26
783 OD1 Asp 92 <> 1204 CA CA 82 2.23
802 OD1 Asp o4 <> 1204 CA CA 82 2.22
823 O Cys 26 <> 1204 CA CA 82 2.68
852 OD2  Asp 58 <> 1204 CA CA 82 2.26
901 OE2 Glu 61 <> 1204 CA CA 82 2.22

Tabla 3.13: Segundo bucle. Descripcion de las interacciones electrostaticas entre el calcio
y la polcalcina. La tabla muestra el nimero del &tomo, nombre del &tomo, nombre del residuo
y finalmente el nimero del residuo que interacciona con el calcio. En el segundo bucle el
calcio ocupa la posicién nimero 82 en el archivo pdb. Finalmente se visualizan las distancias
entre el calcio y el atomo del residuo que interacciona.

3.2.3. Estructura terciaria

La estructura terciaria sigue siendo la misma con una ligera diferencia a la estructura
inicial (Figura 3.8). Con este proceso se busco obtener una estructura optimizada que no
genere fuerzas de repulsién altas y que permita realizar las dindmicas moleculares. Al hacer
un RMSD con el programa UCSF Chimera, éste nos arroja un valor de 0.228 angstrom
comparando 80 pares de atomos, lo que indica que la diferencia entre la disposicién de los
atomos no es grande (Figura 3.8). La estructura sigue manteniendo su misma disposicién

tridimensional como se muestra en la Figura 3.9.
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Figura 3.8: Estructura terciaria. Comparacién mediante un alineamiento, de las es-
tructuras terciarias inicial y la obtenida después de la minimizaciéon. En azul se aprecia la
estructura inicial y en color caqui la obtenida después de la minimizacién.

Figura 3.9: Estructura tridimensional de la Phl p 7 después de la minimizacion.

3.2.4. Andlisis de la estructura minimizada obtenida
Diagrama de Ramachandran

El servidor PDBsum arrojé los siguientes datos: de los 80 residuos, 61 de ellos se
encontraban en las regiones favorecidas (A, B y L). Estos 61 residuos representan un
85.9 % como se visualiza en el Apéndice A.6. Al comparar con la estructura inicial, se ve

el aumento de residuos en las regiones favorecidas, este resultado es esperado ya que se
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realizd una minimizacién para optimizar la estructura y reducir el nimero de valores ¢-1)
no favorables.

En las regiones permitidas (a, b, 1, p) estan presentes 10 residuos lo que equivale a un
14.1 %. En las regiones permitidas generosamente y regiones no permitidas no encontramos
ningtn residuo. De los residuos que presentan los dtomos involucrados en los contactos
defectuosos encontramos a la Aspl5, Asp19, Lys21, Glu26, Asp50, Aspb2, AspH4, Asp5b8,
Glu61 como se visualiza en la Tabla 3.14. Todos estos residuos tienen una interaccion
electrostatica con el calcio, esta uniéon genera los angulos ¢-1» no favorables. Como en el
caso anterior, el servidor no analiza los angulos generados por esta uniéon electrostatica,
por lo que se podria considerar que no es una estructura de buena calidad.

En la validacién de estructuras, una estructura que obtenga el 100 % de residuos en
las zonas favorecidas (perfecto) en los resultados no es el objetivo correcto y los errores
atipicos no son necesariamente errores. Especialmente en estructuras pequenas como es el
caso de la Phl p 7, que adopta valores un poco alejados del 6ptimo, por lo que los valores

atipicos se puede explicar y justificar en base a las interacciones con el calcio.

Contactos defectuosos

Residuo 1 Residuo 2
Tipo
N°¢ Cadena Tipo ATM N°¢ Tipo ATM de Dist. A
contacto
15 A Asp OD1 —> 81 CA CA S-H 2.2
19 A Asp OD1 —> 81 CA CA S-H 2.2
21 A Lys O -> 81 CA CA M-H 2.2
26 A Asp OE1 —> 81 CA CA S-H 2.2
50 A Asp OD1 > 82 CA CA S-H 2.3
52 A Asp OD2 —> 82 CA CA S-H 2.2
54 A Asp OD1 —> 82 CA CA S-H 2.2
58 A Asp OD2 —> 82 CA CA S-H 2.3
61 A Glu OE2 —> 82 CA CA S-H 2.2

Tabla 3.14: Contactos defectuosos. Este tipo de contactos se dieron entre un residuo y
un metal que es el calcio. En la tabla se visualiza el tipo de residuo, el 4tomo interactuante,
el niimero de residuo y la interaccién que se da entre éste y el calcio. Solo se dieron dos tipos
de contacto, el primero es entre la cadena lateral con los atomos que estan en la seccion
HETATM del archivo pdb, en este caso seria los calcios (S-H) y el segundo contacto fue
entre la cadena principal con el calcio (M-H).

ProSA-Web

ProSA-Web arroj6 dos datos, la puntuacion Z y el grafico de puntuaciones de residuo.

En valor obtenido del Z-score es -6.82, como se visualiza en Apéndice A.7. El grafico

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —~&  DE SANTA MARIA

muestra las puntuaciones de todas las cadenas experimentales del servidor PDB. En este
caso, nuestra estructura se visualiza como un punto negro dentro de la regién RMN (azul
oscuro) y la regién de rayos-X (azul claro), eso quiere decir que nuestra estructura sigue
estando dentro del rango de puntuaciones que se encuentran tipicamente para proteinas
nativas registradas.

La grafica de puntuaciones de residuos muestra la calidad de la estructura representan-
do las energias en funcién de la posiciéon 7 de la secuencia de aminoacidos. En el Apéndice
A.8 se visualiza que en su mayoria ningin dominio de la estructura presenta partes pro-
blematicas. La grafica muestra en color verde oscuro el andlisis que hizo el servidor a
40 residuos, como puede observarse, existe una pequena parte problematica o erréonea ya
que se visualiza algunos valores positivos. Finalmente la linea maés delgada y de verde
claro (que son 10 aminodcidos evaluados de la proteina), muestran valores negativos. En
general, para este analisis la polcalcina muestra valores 6ptimos ya que en su mayoria las
energias son negativas.

Con estos resultados positivos, el servidor ProSA-web verificd que la estructura obte-
nida después de la minimizacién era 6ptima. Este resultado confirma que la estructura
que se utilizard para hacer los posteriores estudios tedricos es una estructura con valores

representables en la naturaleza.

3.3. Dinamica molecular de la Phl p 7

3.3.1. Estructura secundaria

En este estudio se analizaron cinco temperaturas para evaluar los cambios conforma-
cionales de la estructura de la Phl p 7 las cuales fueron 17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3 °C y
97.3 °C. Las estructuras secundarias obtenidas después de 500 ns de DM para cada una
de estas temperaturas mostraron diferentes caracteristicas las cuales se pueden visualizar
en la Figura 3.10. Para mayor comprension de los cambios de las estructuras secundarias
por efecto de las temperaturas, se coloco al centro de la figura anterior los resultados de
la estructura obtenida después de la minimizacion. Se observa que a 17 °C, la Phl p 7
presenta mayor conservacion de las estructuras secundarias, conservando seis hélices a,
una hoja [ ademas de que los giros  aumentaron a 10 y perdié el giro ~ inicial. A 37
°C se observa una pérdida de una hélice a pero sigue conservando la hoja 3 y el giro v y
los giros f aumentaron a 12. A 57.9 °C las estructuras secundarias conservadas fueron la
hoja (3 y las hélices a, los giros 3 llegaron a seis y no se observaron giro v. A 77.3 °C posee

cinco hélices o, una hoja 3, nueve giros # y ningun giro v. Es importante resaltar que a
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esta temperatura es donde se perdié més estructura secundaria. A 97.3 °C el nimero de
hélices a alcanza cuatro en su estructura, una hoja 3, 13 giros § y finalmente no posee
ningun giro y como se reporta en la Tabla 3.15.

Aunque el nimero de hélices a se conserva en las diferentes temperaturas, estas hélices
« no conservan la secuencia de residuos y el niimero de estos, ademas tampoco conservan
la posicion del residuo donde empiezan y donde terminan. Se ve que mientras més pérdida
de hélices o tenga la estructura, mayor sera el nimero de giros [ que se formen. A 17 °C

es donde hay mas conservacion de la estructura secundaria y a 97.3 °C hay mas pérdida

de ésta.
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Figura 3.10: Estructura secundaria. En el centro esta ubicada la Phl p 7 después
de la minimizacién. El grafico contiene cinco temperaturas con sus respectivas estructuras
secundarias obtenidas por el servidor PDBsum. En rojo se presenta la temperatura a 17 °C,
en amarillo a 37 °C, verde a 57.9 °C, magenta a 77.3 °C y finalmente en indigo a 97.3 °C.
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Estructura secundaria

T° Helice @« Hoja § Giro f Giro v
Minimizacion 6 1 2 1
17 °C 6 1 10 0
37 °C ) 1 12 1
57.9 °C 6 1 6 0
77.3 °C 5 1 9 0
97.3 °C 4 1 13 0

Tabla 3.15: Estructura secundaria. La tabla muestra el nimero hélices o, hoja 3, giro 8y
giro v de la Phl p 7 después de ser sometidas a simulaciones de DM a diferentes temperaturas
(17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3 °C Y 97.3°C). Como referencia también se muestran los datos
obtenidos para la Phl p 7 después de la minimizacién.

3.3.2. Dominio Ef-hand

Primer bucle

A lo largo de las diferentes temperaturas estudiadas se observa que siempre estd man-
tenido los mismos cuatro residuos que generan una interaccion electrostatica con al calcio,
el Aspl5, Aspl9, Lys21 y finalmente el Glu26. Aunque mantienen el mismo nimero de
residuos, no conserva el mismo niimero de interacciones electrostaticas ya que éstas van
variando dependiendo de la temperatura.

A 17 °C, como se observa en la Figura 3.11, se generan cinco interacciones electrostaticas
entre los oxigenos de los residuos siendo el Glu26 el residuo que aportd dos oxigenos para
que se generaran éstas. A 37 °C fueron seis interacciones electrostaticas las registradas,
en este caso fue el Aspl9 y el Glu26 los que aportaron dos oxigenos por cada uno para
las interacciones. A 57.9 °C se generaron cinco interacciones electrostaticas y en este
caso el Glul6 fue el que aporto dos oxigenos. A 77.3 °C se generaron cinco interacciones
electrostaticas y en este caso fue el Glu26 el que aporté dos interacciones electrostaticas
con el calcio. Finalmente a 97.3 °C fue la tnica temperatura donde se registraron siete
interacciones electrostaticas siendo el Asplb, Aspl9, y el Glu26 los que aportaron dos
interacciones electrostaticas por cada uno. Las distancias en general de todo el bucle se
reportan en el Apéndice A.1 y como se observa, los cuatro residuos que interactian con

el calcio son los que estdn méas cerca de él y las distancias no superaron los 3 A.
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Figura 3.11: Primer bucle. Andlisis estructural de las distancias residuo - calcio para
cada una de las temperaturas usadas en este trabajo (17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3°C Y 97.3
°C) para el primer bucle de la Phl p 7. Se puede observar que los residuos implicados en
las interacciones electrostdticas se mantienen constantes siendo el Asplb, Aspl9, Lys21 y
el Glu26 los que generan estas interacciones. Las estructuras para cada temperatura estan
representadas en 2D donde en el centro se encuentra el calcio (circulo verde), los circulos
rojos representan los oxigenos y las lineas verdes son las interacciones electrostaticas.

1. RMSD

Para analizar la estabilidad estructural de este primer bucle se realizé un estudio de
los RMSD en esta parte del dominio a las diferentes temperaturas y fueron graficados
usando QtGrace (Figura 3.12). Los resultados obtenidos muestran que los valores
promedios del RMSD aumentan a medida que la temperatura asciende. Esto puede
deberse al movimiento vibracional de los atomos en la estructura de la Phl p 7. Al
analizar las desviacién estandar (Tabla 3.16) se observa que la temperatura més
estable se registr6 a 37 °C (£ 0.017 nm) mientras que la mas inestable fue a 97.3
°C (£ 0.030 nm).

En el primer bucle sometido a 37 °C y 97.3 °C se dio una mayor formaciéon de
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interacciones electrostaticas con el calcio, sin embargo esto no siempre es signo de
estabilidad ya que la estructura a 97.3 °C fue donde mas inestabilidad presentd en
los promedios de RMSD (Tabla 3.16).

RMSD

Primer bucle (15-26)

— 17°C
37°C -

— 57.9°C -
— 773°C-
— 973°C-

-290.15K

310.15K

331.05K
35045 K
37045 K

RMSD (nm)

1 | I | I | 1 | 1 | 1 | I | I l
150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo {(ns)

100

Figura 3.12: RMSD del primer bucle. En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM
a 500 ns, en las ordenadas el RMSD en nm. Cada temperatura estd representada por un
color, en rojo 17 °C, en amarillo 37 °C, verde 57.9 °C, magenta 77.3 °C y finalmente indigo
97.3°C.

RMSD (Primer bucle)

Temperaturas

Trmsp (nm)

17 °C -290.15 K
37°C-310.15 K
57.9 °C - 331.05 K
77.3°C-350.45 K
97.3°C-370.45 K

0.151 £ 0.023
0.172 £ 0.017
0.162 £ 0.024
0.175 £ 0.023
0.183 £ 0.030

Tabla 3.16: Valores del RMSD del primer bucle. Promedio obtenidos en las DM a 500
ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su respectiva desviacion estandar.
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2. Radio de giro

Se evaluo el radio de giro para ver si el bucle se compactaba o se abria por efecto de
las diferentes temperaturas estudiadas. Se sabe que en presencia de calcio las polcal-
cinas adoptan una conformacion abierta, donde expone las superficies hidrofébicas
que estan disponibles para unirse a péptidos o dominios de otras proteinas®’. Este
mismo estudio menciona que cuando la polcalcina esta libre de calcio, adopta una
conformacion cerrada. Para corroborar el tipo de conformacién que adopta la Phl p

7 se evaluo el radio de giro.

Los resultados muestran que en el primer bucle existe una progresion ascendente
en el promedio de radio de giro en relacion con el aumento de la temperatura. Sin
embargo existe una excepcion con la estructura sometida a 37 °C como se visualiza
en la Tabla 3.17 y en la Figura 3.13, ya que este bucle presento los picos y promedio
mas altos. A esta ultima temperatura el promedio de distancias entre los residuos,
que generaron una interaccion electrostatica, y el calcio fue de 0.232 nm con un
radio de giro promedio de 0.624 4+ 0.011 nm. A 97.3 °C la distancia fue de 0.233 nm
y un radio de giro de 0.618 £ 0.016 nm. Una observacion interesante se encontrd
al conectar los datos de distancia entre el calcio y los residuos (Apéndice A.1), con
los resultados obtenidos del radio de giro. Se pudo observar que cuando el calcio se
aleja del bucle existe un aumento en el promedio de radio de giro lo que genera una
descompactacion ligera del bucle (estructura abierta). Lo que sugiere que para este
primer bucle la forma cerrada o abierta esta correlacionada a la distancia calcio-

bucle.
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Radio de giro
Primer bucle (15-26)
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Figura 3.13: Radio de giro del primer bucle. En el eje de las abscisas esta el tiempo de
la DM a 500 ns, en el eje de las ordenadas el Rg en nm. Cada temperatura esta simbolizada
por un color; en rojo, 17 °C; en amarillo, 37 °C; verde, 57.9 °; magenta, 77.3 °C y finalmente
indigo, 97.3°C.

Radio de giro (Primer bucle)
Temperaturas Ty (nm)
17°C-290.15 K 0.607 £ 0.008
37 °C-310.15 K 0.624 £ 0.011
57.9 °C - 331.056 K 0.613 £ 0.013
77.3 °C - 35045 K 0.617 & 0.013
97.3 °C - 370.45 K 0.618 £+ 0.016

Tabla 3.17: Valores de radio de giro del primer bucle. Promedio obtenidos en las
DM a 500 ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su respectiva desviacion
estandar.
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Segundo bucle

En las diferentes temperaturas estudiadas se observa que este bucle mantiene los mis-
mo seis residuos que generan una interaccion electrostatica con el calcio, el Asp50, Asp5H2,
Aspb4, Cysbh6, Asph8 y finalmente, el Glu6l. Aunque mantienen el mismo ntimero de
residuos, no conserva el mismo ntimero de interacciones electrostaticas ya que estas inter-
acciones van variando dependiendo de la temperatura. A 17 °C, 37 °C y 97.3 °C fueron
siete interacciones electrostaticas las registradas, siendo el Glu61 el que aport6 dos oxi-
genos por cada una de las interacciones (Figura 3.14). A 57.9 °C como a 77.3 °C, se
generaron seis interacciones electrostaticas, una por cada residuo. Las distancias de los
12 residuos que conforman al segundo bucle se reportan en el Apéndice A.2 y como se
observa, los seis residuos que interactiian con el calcio son los que estdn mas cerca de él

y las distancias no superaron los 2.5 A.
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Figura 3.14: Segundo bucle. Andlisis estructural de las distancias residuo - calcio para
cada una de las temperaturas usadas en este trabajo (17 °C, 37 °C, 57.9 °C, 77.3 °C Y
97.3 °C). Se puede observar que los residuos implicados en las interacciones electrostédticas
se mantienen constantes siendo el Asp50, Aspb2, Asp54, Cys56, Asp58 y el Glu61 los que
generan estas interacciones. Las estructuras para cada temperatura estan representadas en
2D donde en el centro se encuentra el calcio (circulo verde), los circulos rojos representan
los oxigenos y las lineas verdes son las interacciones electrostaticas.

1. RMSD

Para este se evaluaron también los RMSD para analizar la estabilidad estructural.
Los resultados obtenidos muestran que los valores promedios aumentaron a medida
que la temperatura se elevd. Al analizar la desviacién estandar (Tabla 3.18) se
observo que la temperatura més estable se registré a 57.9 °C (£0.014 nm), mientras
que la mas inestable fue a 77.3 °C (£0.026 nm). Los picos més altos se registraron a
las temperaturas de 77.3 °C 'Y 97.3°C, como se visualiza en la Figura 3.15, (colores

indigo y magenta , correspondientemente).

Aunque a 77.3 °C y a 57.9 °C se dio el mismo nimero de interacciones electrosta-

ticas, fueron estas estructuras donde se presenté mayor y menor inestabilidad. En
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conclusion, el nimero interacciones electrostaticas no es un factor que determine

estabilidad, para esta polcalcina.

RMSD

Segundo bucle (50-61)
) l I l ) l I I I I 1 I 1 I ) | ) l I

— 17°C-290.15K
B 37°C-310.15K ]
— 579°C-331.05K
— 77.3°C -35045K

| M fi
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;Iu-r

I
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Figura 3.15: RMSD del segundo bucle. En el eje de las abscisas se muestra el tiempo
de la DM a 500 ns, y en las ordenadas, el RMSD en nm. Cada temperatura esta representada
por un color; en rojo, 17 °C; en amarillo, 37 °C; verde, 57.9 °C; magenta, 77.3 °C y finalmente
indigo, 97.3 °C.

RMSD (Segundo bucle)
Temperaturas  Zgysp (nm)
17 °C -290.15 K 0.133 £+ 0.018
37 °C-310.15 K 0.142 £ 0.024

57.9 °C - 331.05 K 0.142 4+ 0.014
77.3 °C - 350.45 K 0.154 £+ 0.026
97.3°C-370.45 K 0.159 £ 0.024

Tabla 3.18: Valores del RMSD del segundo bucle. Promedio obtenidos en las DM
a 500 ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su respectiva desviacion
estandar.
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2. Radio de giro

En el segundo bucle los resultados muestran que no hay una progresion ascendente
en el promedio de radio de giro en relacién con el aumento de la temperatura (Figura
3.16). Los picos més sobresalientes son amarillos que corresponden a la temperatura
de 37 °C, igualmente ésta tiene el promedio mas alto 0.605 £+ 0.012 nm (Tabla 3.19).
Desde los 300 ns esta estructura comienza a tener picos ascendentes lo que parece
indicar que se estd dando una ligera descompactacion. Por el contrario, a 17 °C
fue la estructura mas estable con una desviacion de £+ 0.009 nm. El promedio de
distancias entre los residuos que generaron una interaccion electrostatica y el calcio
fueron los siguientes: a 17 °C (0.228 nm) la cual fue la menor distancia registrada
y la mayor fue a 57.9 °C (0.230 nm). En las demés temperaturas se registré un
valor de 0.229 nm. AL hacer una comparacion de estos datos de distancias entre el
calcio y los residuos (Apéndice A.2) con los resultados obtenidos de radio de giro se
pudo observar que para este segundo bucle, a 17 °C es donde se presenta el menor
radio de giro y las distancias con el calcio son las menores. A 57.9 °C es donde se
registr6é la mayor distancia, sin embargo el bucle presenté una mayor estabilidad
sin cambios bruscos en su compactacion. Lo que sugiere que para el segundo bucle
la forma cerrada o abierta tiene una leve correlacion a la distancia calcio-bucle.
Estos resultados no corroboran lo observado por Michael T Henzl et al. en el cual
mencionan que la Phl p 7 en ausencia de iones divalentes, ambas EF-hand residen
en la conformacion cerrada. Posiblemente se de porque el comportamiento de Phl
p 7 de Zea Mays se asemeja mas a la calmodulina donde los angulos interhelical
para los sitios 1 y 2 — 124° y 143° en la apoproteina se contraen a 107° y 93°,

respectivamente, con la unién de calcio®!.
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Radio de giro
Segundo bucle (50-61)
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Figura 3.16: Radio de giro del segundo bucle En el eje de las abscisas se muestra el
tiempo de la DM a 500 ns y en el eje de las ordenadas el Rg en nm. Cada temperatura esta
representada por un color, en rojo 17 °C, en amarillo 37 °C, verde 57.9 °C, magenta 77.3 °C
y finalmente indigo 97.3 °C.

Radio de giro (Segundo bucle)

Temperaturas Ty (nm)
17 °C-290.15 K  0.603 £ 0.009
37 °C-310.15 K 0.605 £ 0.012
57.9 °C - 331.05 K 0.604 +£ 0.008
77.3 °C - 350.45 K 0.595 £ 0.012
97.3 °C - 370.45 K 0.600 £ 0.011

Tabla 3.19: Valores de radio de giro del primer bucle. Promedio obtenido en las
DM a 500 ns para DM de 500 ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su

respectiva desviacién estandar.
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3.3.3. Estructura terciaria

Después de efectuar las DM a diferentes temperaturas, se puede visualizar en la Figura
3.17 como la Phl p 7 va perdiendo su estructura terciaria inicial. Es un resultado esperado,
ya que al someter una proteina a diferentes temperaturas se genera una desnaturalizacion
de ésta. También se observa una mayor pérdida de la estructura terciaria a 77.3 °C a
pesar de que esta no sea la temperatura mas elevada y se ve mayor estabilidad a 17 °C.
Otro aspecto resaltante es que en las diferentes estructuras terciarias se observa que los
dominios Ef-hand son las que mas estabilidad presentan, ya que se conservan después de
someterlas a diferentes temperaturas.

Al realizar un RMSD con el programa UCSF Chimera para comparar todas las estruc-
turas finales con la estructura inicial de la minimizacion no obtenemos valores secuenciales,
por eso es necesario tomar en cuenta el nimero de pares dtomos comparados. El progra-
ma toma 80 pares de atomos que tiene la estructura inicial de la minimizacién y estos se
comparan con las otras estructuras para ver si siguen conservando las mismas posiciones
de esos pares de atomos. Las coincidencias entre estos 80 pares de atomos en las diferentes
estructuras obtenidas van disminuyendo con el aumento de la temperatura (Tabla 3.20).
A 77.3 °C es donde menos conserva los mismo pares de atomos y nos da el RMSD maés
elevado, corroborando que esta fue la temperatura que desnaturalizé mas a la Phl p 7.
Por otra parte a 17 °C es donde estd mas estable la proteina. Estos datos verifican que la

temperatura tiene un efecto estructural en la Phl p 7.

Temperaturas RMSD (4ngstrom)

17 °C - 290.15 K Entre 49 pares de atomos, 1.06
37 °C - 310.15 K  Entre 48 pares de atomos, 1.02
57.9 °C - 331.05 K Entre 42 pares de atomos, 1.09
77.3 °C - 350.45 K Entre 34 pares de atomos, 1.16
97.3 °C - 370.45 K Entre 40 pares de atomos, 1.06

Tabla 3.20: RMSD entre la estructura inicial y la final después de someter la proteina a
diferentes temperaturas. Estos datos fueron obtenidos usando el software UCSF Chimera.
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Figura 3.17: Estructura terciaria de la polcalcina Phl p 7. En el centro esta ubica-
da la estructura después de la minimizacién como referencia. El grafico contiene las cinco
temperaturas con sus respectivas estructuras terciarias. En el circulo rojo se presenta la
estructura después de someterla a 17 °C en amarillo a 37 °C, verde a 57.9 °C, magenta a
77.3 °C y finalmente indigo a 97.3 °C.

Para analizar la estabilidad estructural de toda la Phl p 7 se utiliz6 algunos indicadores

de equilibrio estructural como el RMSF, RMSD, radio de giro y enlaces de hidrogeno.

1. RMSF

Las fluctuaciones cuadraticas media de la proteina evalia el movimiento que hay
de los aminoacidos, es decir, las variaciones que sufren al aplicarles las respectivas
temperaturas durante las simulaciones de DM. Al analizar este diagrama podemos
conocer que residuos presentan menos vibracién lo que indica estabilidad de éstos.

En este caso es importante visualizar los residuos que conforman el bucle en donde
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se une el calcio ya que se ve que es donde presenta més estabilidad, después de hacer
una comparacion de las cinco diferentes temperaturas (Figura 3.18). La vibracion de
los residuos va aumentando en proporcion a la temperatura, las partes mas inestables
son generalmente los extremos de la Phl p 7 y las parte mas estable es la zona del

dominio FF-hand, en especifico, el bucle.

RMSF

Phl p 7

— 17°C-290.15K
37°C -310.15K
— 57.9°C -331.05K
— T7.37°C-35045K | —
— 97.3°C -37045K

Fuundo bucle (30-61)

| | 1 | | | | | 1 | |
Q 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Residuo

Figura 3.18: RMSF. En el eje de las abscisas esta el nimero de residuo en el eje de las
ordenadas la distancia promedio de la vibraciéon en nm. Cada temperatura esta representada
por un color en rojo es a 17 °C, en amarillo es a 37 °C, verde es a 57.9 °C, magenta es a 77.3
°C y finalmente indigo es 97.3 °C.

2. RMSD

Calculando el RMSD total de la polcalcina, se analizaron los valores obtenidos y
fueron analizados con QtGrace obteniendo un promedio de estos valores. A mayor
temperatura hubo mayor movimiento de los atomos, lo que podria traducirse a
una mayor desnaturalizaciéon aunque no exista una diferencia entre las diferentes

estructuras. Esto nos da indicios de la estabilidad térmica de la Phl p 7.
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A 17 °C hay gran estabilidad a lo largo de la DM sin embargo a los 450 ns se observo
un pico el cual mostré una pequena desestabilidad en la estructura (Figura 3.19).
A 37 °C se ve una gran estabilidad a lo largo de los 500 ns sin picos pronunciados.
A 57.9 °C se observa dos picos altos a 250 ns hasta los 330 ns y a 440 ns. A 77.3 °C
en general a lo largo de toda la dindmica es la que presenta mayor desestabilizacion
especialmente en los ultimos 100 ns. Finalmente a 97.3 °C son los picos que mas
sobresalen pero a la vez presenta estabilidad a lo largo de la DM. Al comparar los
RMSD promedio se ve un secuencia ascendente en relacién con el aumento de la
temperatura, como se ve en la Tabla 3.21. Se confirma que al aumentar la tempera-
tura va perdiendo estabilidad posiblemente hasta llegar a una desnaturalizacion de

la proteina.

RMSD

Phl p 7
T | T | T | T | T | T | T T T T

— 17°C-290.15K
0.8 — 37°C-310.15 K —
— 579°C-331.05K
— 773°C-35045K
— 973°C-37045K

| | | | 1 | 1 | | | | | | | | | | | 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (ns)

Figura 3.19: RMSD de la Phl p 7. En el eje de las abscisas esta el tiempo de la DM a
500 ns, en el eje de las ordenadas el RMSD en nm. Cada temperatura esta representada por
un color, en rojo es a 17 °C, en amarillo es a 37 °C, verde es a 57.9 °C, magenta es a 77.3
°C y finalmente indigo es 97.3 °C.
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RMSD
Temperaturas Zgysp (nm)
17 °C -290.15 K 0.36 = 0.04
37 °C-310.15 K 0.43 £ 0.06

57.9°C-331.056 K 0.48 4+ 0.09
77.3 °C - 350.45 K 0.53 £ 0.06
97.3°C-370.45 K 0.52 + 0.07

Tabla 3.21: Valores del RMSD de la Phl p 7. Promedio del RMSD para cada tempe-
ratura de la DM a 500 ns con su respectiva desviacién estandar.

3. Radio de giro

El radio de giro nos indica la compactacion de una proteina ademas de visualizar la
desnaturalizacion de una proteina. Si es que con el tiempo el valor del radio de giro
tiende a ascender es signo de que se esta desnaturalizando y si los picos descienden
significa que la estructura se estd compactando. En el diagrama (Figura 3.20) a la
temperatura de 77.3 °C al final de la DM hay picos ascendentes que significa que
la Phl p 7 se estd descompactando, lo mismo se puede apreciar a 97.3 °C. En las
temperaturas menores no se ve esos pronunciados picos pero tampoco se visualiza

estabilidad lo que nos indica que opt6 una ligera conformacion abierta.

Se evalu6 el promedio y se visualiza un aumento del radio de giro proporcional al
aumento de la temperatura, como se muestra en la Tabla 3.22. Corroborando con
el RMSD, se puede ver que hay mayor movimientos de los atomos, una pérdida de

la estructura original terciaria sobre todo a 77.3 °C.
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L] -
Radio de giro
Phl p 7
1 = 3 T | T | T | T | T | T | T T T T
— 17°C-290.15 K
L 37°C-310.15K -
— 579°C-331.05K
— 77.3°%C -35045K
— o0
1 25l 97.3 °C - 370.45 K B

Rg (nm)

|
ll \.. i ‘ l

.l,_ *W 'u

1 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (ns)

Figura 3.20: Radio de giro de la Phl p 7. En el eje de las abscisas esta el tiempo de la
DM a 500 ns, en el eje de las ordenadas el Rg en nm. Cada temperatura esta representada
por un color; en rojo, 17 °C; en amarillo, 37 °C; verde, 57.9 °C; magenta, 77.3 °C y finalmente
indigo, 97.3°C.

Radio de giro
Temperaturas  Zp, (nm)
17 C-290.15 K  1.16 £ 0.01
37°C-310.15 K 1.17 £ 0.02

57.9°C-331.06 K 1.18 +£0.02
77.3°C-35045 K 1.18 £ 0.03
97.3°C-37045 K 1.18 £ 0.02

Tabla 3.22: Valores de radio de giro de la Phl p 7 Promedio obtenidos las DM a 500
ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su respectiva desviacién estandar.

4. Enlaces de hidrégeno
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El ntimero de enlaces de hidrégeno se estima entre la proteina con las diferentes
particulas del solvente o con ella misma, en este caso solo se evalud los enlaces de
hidrégeno generados consigo misma. Como se visualiza en la Figura 3.21 no existe
mucha diferencia entre los nimeros de enlaces generados a lo largo de la DM, pero
resaltan dos picos entre todos el indigo que cae hasta 40 enlaces de hidrégeno que
corresponde a la temperatura de 97.3 °C. Los picos magenta son los que también
resaltan los cuales corresponden a la temperatura de 77.3 °C. Esto diferentes picos
nos da indicios de que hay una creaciéon y rompimiento de enlaces de hidrégeno

significativa.

Al observar los promedios obtenidos (Tabla 3.23), el nimero de enlaces de hidrégeno
oscila entre 57.41 + 4.67 hasta 55.16 + 4.17. Se sabe que los enlaces de hidrégeno
son signo de estabilidad en las proteinas y al perder algunos de éstos nos da indicios
de que se perdid estructura terciaria. Hay una pérdida de éstos por la temperatura

aunque no es muy grande ya que solo hay una diferencia de dos enlaces de hidrégeno.
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Enlaces de hidrogeno
Phl p 7

80 [ — 17°C-290.15K —
37°C-310.15K
— 579°C-331.05K
i 771.3°C-35045K 7
— 973°C-37045K

70— —]

Nimero

40—

| | | | 1 | | | | | | | 1 | | | 1 | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (ns)

Figura 3.21: Enlaces de hidrégeno de la Phl p 7. En el eje de las abscisas esta el
tiempo de la DM a 500 ns, en el eje de las ordenadas el nimero de enlaces de hidrégeno.
Cada temperatura esta representada por un color; en rojo, 17 °C; en amarillo, 37 °C; verde,
57.9 °C; magenta, 77.3 °C y finalmente indigo, 97.3°C.

Enlaces de hidrégeno
Temperaturas Ty
17°C -290.15 K  57.42 4+ 4.67
37°C-310.15 K = 57.89 £ 4.41

57.9 °C - 331.05 K 56.60 £ 4.54
77.3 °C - 350.45 K 54.68 £ 4.67
97.3 °C - 370.45 K 55.15 £ 4.72

Tabla 3.23: Valores de nimero de enlaces de hidrégeno de la Phl p 7. Promedio
obtenidos en las DM a 500 ns para cada temperatura, los valores son mostrados con su
respectiva desviacién estandar.

3.3.4. Epitopos

Se analiz6 los posibles sitios de unién de la Phl p 7 con la IgE, los resultados se muestran

en la Figura 3.22. ElliPro predijo los epitopos de la Phl p 7 después de someterla a dife-
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rentes temperaturas. En la estructura inicial, después de la minimizacion, presenta cinco
epitopos lineales en la que cada epitopo esta ponderado segin su respectiva puntuacion.

El epitopo con mayor puntuaciéon esta resaltado con color amarillo, el segundo de color
verde, el tercer de color celeste, el cuarto esta resaltado con magenta, el quinto esta
resaltado con plomo y finalmente el sexto puesto estd resaltado de rojo. A 17 °C es el
unico caso donde presenta seis epitopos lineales. Se visualiza que los epitopos varian en
su secuencia de residuos y en algunos casos la cantidad de epitopos se reduce como en
las temperaturas de 57.9 °C y 77.3 °C donde solo presenta cuatro epitopos. Estos datos
obtenidos nos brinda los posibles sitios de unién de la IgE a la Phlp 7.

Phl p 7
Mini
1 MAATADMERT FKRFDENEBE KISLSELTEA LRTLESTSAD EVORMMAE IPIEDEDEC IDFN

61 EFITFSNANP GLMKDVAKVF

[odd Futh AR

Phl p 7
17 °c
1 MAATADMERI FKRFDTNGDG KISLSELTEA LRTLGSTSAD EvVQRMMAE IBEBEBEC 1DFN
61 EF1TFS NS« D VARVE
Phl p 7
37 °c

1 MAATADMERT FKRFDINGDG KISLSELTEA LRENGSTSADNEV(QRMMAEID TDGDGCIDFN

61 kv - SNENENGHNRE » <

Phl p 7
57.9 °C

1 MAATADMERI FKRFDINGDE KISLSELTEA ERTINGSTSADNEYVQRMMAFNSEBEHE:C IDFN

61 EFITFSNANP GLMKDVAKVF

Phl p 7
77.3 °C
1 MAATADMERI FKRFDTNGDG KISLSELTEA LRTLESTSAD EvVQORMMAE IBNEDEDEC IDFN

S STITFSNANP GLMKDVAKVE

Phl p 7
97.3 °C
1 MAATADMERI FKRFDENGDE KISLSELTEA LRTLEGSTSAD EVQRMMAEID TDGDGCIDEN
61 EFITFSNENBEEER D VALK VF

Figura 3.22: Epitopos. Se presentan los 80 residuos que integran la Phl p 7 y resaltado
en diferentes colores los epitopos lineales ponderados segin su respectiva puntuacién en las
diferentes estructuras obtenidas de la Phl p 7 después de someterlas a diferentes tempera-

turas.
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3.4. Acoplamiento molecular

3.4.1. Inmunoglobulina E

Se obtuvo una regién Fab de una IgE® que consta de una cadena pesada nombrada
como cadena C y la cadena ligera nombrada como cadena B como se visualiza en la
Figura 3.23. Para este estudio solo se necesito esta parte de la IgE para poder estudiar la
interaccion con la Phl p 7 ya que el Fab consta con la region variable donde se une con el
antigeno.

La cadena ligera consta de 217 residuos y la regién pesada con 230 residuos, el CDR
integra dos fragmentos de las dos cadenas. En la cadena ligera va desde el residuo 99 al
101 y en el caso de la cadena pesada es desde el residuo 99 al 110 como se muestra en la
Tabla 3.24.

l" o

/ . Cadena B

Figura 3.23: IgE. En morado est4 la cadena ligera nombrada como cadena B, en anaranjado
estd la cadena pesada nombrada como cadena C.
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CDR
Cadena B 91 - 101
Cadena C 99 - 110

Tabla 3.24: Sitio de complementariedad (CDR).

3.4.2. 17°C - 290.15 K

PatchDock es un algoritmo de acoplamiento molecular basado en complementariedad,
el objetivo es encontrar transformaciones de acoplamiento que produzcan una buena com-
plementariedad de forma molecular. Para poder estudiar las interacciones polcalcina - IgE
se escogid las dos mejores soluciones basadas en datos proporcionados por este servidor
como el score basado en la puntuacién geométrica, penetracion de la Phl p 7 en la Igk,
tamario del area de la interfaz y la energia global dato proporcionado por FireDock, (Tabla
3.25).

La energia global se basa en las interacciones de van der Waals, la energia de contacto
atémico (ACE), energia electrostatica, contribucién de los enlaces de hidrégeno y esti-
maciones adicionales de energia libre de enlace. La energia libre de enlace que se calcula
en FireDock se puede aproximar a la energia libre de unién experimental mediante la
suma de los componentes descritos anteriormente. La puntuacion de unién obtenida esta
correlacionada con la energia libre de unién experimental, el coeficiente de correlacion
obtenido es de 0.83101,

Al basarnos en las 10 primeras soluciones mejor ponderadas obtenidas de FireDock solo
se escogieron dos soluciones, la solucién dos y cinco como se visualizan en la Figura 3.24.
Estas presentan la estructura de la Phl p 7 sometida a 17 °C. Con PDBsum se obtuvo
las diferentes interacciones como: enlaces de hidrogeno, puentes de sal y interacciones
hidrofébicas. Este anéalisis se hizo entre la Phl p 7 y la IgE, como se muestra en la Tabla

3.26 y uno mas especifico entre el CDR y la Phl p 7, como se muestra en la Tabla 3.27.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE g & CATOLICA

DE SANTA MARIA

TESIS UCSM

D Solucién 5

Figura 3.24: Estructura cuaternaria del complejo polcalcina-IgE. En color rosa
se muestra a la polcalcina sometida a 17 °C; los calcios estan representados por esferas
amarillas; la IgE consta de la cadena B (morado) y la cadena C (anaranjado), que posee el
CDR que estd resaltado de celeste.

N° Score Penetracién Area A’ Energia
global

Sol 2 6086 -3.18 919.60 -59.33

Sol 5 6040 -2.90 809.20 -58.24

Tabla 3.25: Datos generales de las dos soluciones elegidas a temperatura de 17
°C. Score, penetracién y area de interfaz son datos generados por PatchDock; la energia
global es un dato generado por FireDock.

Al comparar los datos obtenidos por el servidor PDBsum (Tabla 3.26 y 3.27), se puede
visualizar como la solucion 2 es la que presenta mayor contactos en el complejo Phl p 7-1gE;
con un total de 320 interacciones hidrofébicas, nueve enlaces de hidrégeno y dos puentes

de sal. En el caso de solo el Phl p 7-CDR las interacciones constan de 196 interacciones
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hidrofébicas y tres enlaces de hidrogeno. Por otro lado, la soluciéon 5 presenta entre Phl p

7-1gk 128 interacciones hidrofébicas, en cambio en Phl p 7-CDR solo 43 y un enlace de

hidrégeno.
Contactos entre Phl p 7-IgE
Cadena A-B Cadena A-C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 2 1 48 7 1 272
Sol 5 0 0 26 4 1 102

Tabla 3.26: Contactos entre Phl p 7-IgE. Estructura de la polcalcina después de ser
sometida a 17 °C en interaccién con la IgE.

Contactos entre la Phl p 7-CDR

Cadena A - B Cadena A - C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 1 0 32 2 0 164
Sol 5 0 0 10 1 0 33

Tabla 3.27: Contactos entre el Phl p 7-CDR. Estructura de la polcalcina después de
ser sometida a 17 °C en interaccién con la IgE.

3.4.3. 37°C-310.15K

Se escogieron dos soluciones, la solucién 2 y 3 (Figura 3.25), estas dos soluciones fueron
analizadas tomando en cuenta los datos de FireDock y PatchDock (Tabla 3.28). Mediante
el servidor PDBsum se estudio los contactos entre la Phl p 7-IgE, (Tabla 3.29) y uno més
especifico entre la Phl p 7-CDR, (Tabla 3.30).
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Figura 3.25: Estructura cuaternaria del complejo polcalcina-IgE. En color rosa se
muestra a la polcalcina a 37 °C; los calcios estan representados por esferas amarillas; la IgE
consta de la cadena B (morado) y la cadena C (anaranjado), que posee el CDR que estd
resaltado de celeste.

N° Score Penetracién Area A’ Energia
global

Sol 2 9772 -2.74 1320.60 -59.56

Sol3 7154 -2.86 963.00 -56.69

Tabla 3.28: Datos generales de las dos soluciones elegidas a 37 °C. Score, pene-
tracién y area de interfaz son datos generados por PatchDock; la energia global es un dato
generado por FireDock.

Al hacer una comparacién entre estas dos diferentes soluciones, se puede visualizar
como la solucién 2 presenta un total de 164 interacciones hidrofébicas y cinco enlaces de

hidrogeno en el complejo Phl p 7-IgE. En el caso de la Phl p 7-CDR, las interacciones
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constan de 65 interacciones hidrofébicas y un enlace de hidrégeno. Por otro lado la solucion
3 presenta 174 interacciones hidrofébicas y seis enlaces de hidrégeno en total entre Phl p

7-IgE, en cambio en Phl p 7-CDR presenta 128 interacciones hidrofébicas y un enlace de

hidrégeno.
Contactos entre Phl p 7-1gE
Cadena A-B Cadena A-C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 2 0 22 5 0 142
Sol 3 1 0 47 5 0 127

Tabla 3.29: Contactos entre Phl p 7-IgE. Estructura de la polcalcina después de ser
sometida a 37 °C en interaccion con la IgE.

Contactos entre Phl p 7-CDR

Cadena A - B Cadena A - C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 I 0 12 0 0 53
Sol 3 0 0 21 1 0 107

Tabla 3.30: Contactos entre Phl p 7-CDR Estructura de la polcalcina después de ser
sometida a 37 °C en interaccién con la IgE.

3.4.4. 57.9°C-331.05 K

Se escogieron dos soluciones, la solucién 1y 9 (Figura 3.26), estas dos soluciones fueron
analizadas tomando en cuenta los datos de FireDock y PatchDock (Tabla 3.31). Mediante
PDBsum se hizo una andlisis de contacto entre la Phl p 7-IgE, (Tabla 3.32) y uno mas
especifico entre la Phl p 7-CDR, (Tabla 3.33).
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Figura 3.26: Estructura cuaternaria del complejo polcalcina-IgE. En color rosa se
muestra a la polcalcina a 57.9 °C; los calcios estan representados por esferas amarillas; la
IgE consta de la cadena B (morado) y la cadena C (anaranjado), que posee el CDR que estd
resaltado de celeste.

N° Score Penetracién Area A’ Energia
global

Soll 7954 -3.35 1265.30 -64.89

Sol 9 6400 -2.95 941.20 -54.33

Tabla 3.31: Datos generales de las dos soluciones elegidas a 57.9 °C. Score, pene-
tracién y area de interfaz son datos generados por PatchDock; la energia global es un dato
generado por FireDock.

Al hacer una comparacién entre estas dos diferentes soluciones, se puede visualizar

como la solucién 1 presenta un total de 210 interacciones hidrofébicas y siete enlaces
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de hidrogeno para el complejo Phl p 7-IgE. En el caso de solo la Phl p 7-CDR, consta
de 117 interacciones hidrofébicas y seis enlace de hidrogeno. La solucion 9 presenta 148
interacciones hidrofébicas, cinco enlaces de hidrégeno y dos puentes de sal en total en
el complejo Phl p 7-IgE. Por otro lado en el complejo Phl p 7-CDR se presentan 102

interacciones hidrofébicas y tres enlace de hidrégeno.

Contactos entre Phl p 7-IgE

Cadena A-B Cadena A-C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 1 4 0 81 3 0 129
Sol 9 3 0 48 2 2 100

Tabla 3.32: Contactos entre Phl p 7-IgE. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 57.9 °C en interaccién con la IgE.

Contactos entre Phl p 7-CDR ‘

Cadena A - B Cadena A - C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 1 4 0 32 2 0 85
Sol 9 4 0 25 1 0 7

Tabla 3.33: Contactos entre Phl p 7-CDR. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 57.9 °C en interaccién con la IgE.

3.4.5. 77.3°C-35045 K

Se escogieron dos soluciones, la solucién 3 y 6 (Figura 3.27), estas dos soluciones fueron
analizadas tomando en cuenta los datos de FireDock y PatchDock (Tabla 3.34). Mediante
PDBsum se analiz6 las diferentes interacciones como: enlaces de hidrogeno, puentes de
sal e interacciones hidrofébicas. Este andlisis se hizo en el complejo Phl p 7-IgE, (Tabla
3.35) y uno mas especifico entre la Phl p 7-CDR, (Tabla 3.36).
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Solucion 3

Figura 3.27: Estructura cuaternaria del complejo polcalcina-IgE. En color rosa se
muestra a la polcalcina a 77.3 °C; los calcios estan representados por esferas amarillas; la
IgE consta de la cadena B (morado) y la cadena C (anaranjado), que posee el CDR, que estd
resaltado de celeste.

N° Score Penetracién Area A’ Energia
global

Sol 3 6004 -2.80 782.30 -70.18

Sol 6 6456 -2.78 882.00 -64.46

Tabla 3.34: Datos generales de las dos soluciones elegidas a 77.3 °C. Score, pene-
tracién y area de interfaz son datos generados por PatchDock; la energia global es un dato
generado por FireDock.

Al hacer una comparacién entre estas dos diferentes soluciones, se puede visualizar
como la soluciéon 3 presenta un total de 237 interacciones hidrofébicas y cuatro enlaces

de hidrogeno para el complejo Phl p 7-IgE. En el caso de solo la Phl p 7-CDR, consta
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de 142 interacciones hidrofébicas y cinco enlace de hidrogeno. La solucién 6 presenta 180
interacciones hidrofébicas, seis enlaces de hidrégeno y un puentes de sal en total en el
complejo Phl p 7-IgE, Phl p 7 -CDR presenta 99 interacciones hidrofébicas y tres enlace
de hidrégeno. Aunque la estructura utilizada para este acoplamiento es la que sufrié mayor
pérdida de estructura terciaria por someterla a una alta temperatura aun asi presenta una

gran cantidad de contactos con la IgE.

Contactos entre Phl p 7-IgE

Cadena A-B Cadena A-C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 3 0 0 v 4 0 158
Sol 6 4 0 84 2 ! 96

Tabla 3.35: Contactos entre Phl p 7-IgE. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 77.3 °C en interaccién con la IgE.

Contactos entre Phl p 7-CDR

Cadena A - B Cadena A - C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 3 0 0 1 4 0 141
Sol 6 2 0 47 1 0 52

Tabla 3.36: Contactos entre Phl p 7-CDR. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 77.3 °C en interaccién con la IgE.

3.4.6. 97.3°C-370.45 K

Se escogieron dos soluciones, la solucién 9 y 10 (Figura 3.28). Se visualiza que la Phl
p 7 tiene una gran area de interfaz y una penetracion grande dentro del CDR en las dos
soluciones y en el caso de la soluciéon 9 es el primer bucle el que tiene gran contacto con el
CDR. Estas fueron analizadas tomando en cuenta datos de FireDock y PatchDock (Tabla
3.37). Con el servidor PDBsum se hizo un analisis de las diferentes interacciones como:
enlaces de hidrogeno, puentes de sal e interacciones hidrofobicas. Esto se hizo entre la Phl
p 7-1gE, (Tabla 3.38) y uno maés especifico entre la Phl p 7-CDR, (Tabla 3.39).
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Solucion 9y

Figura 3.28: Estructura cuaternaria del complejo polcalcina-IgE. En color rosa se
muestra a la polcalcina a 97.3 °C; los calcios estan representados por esferas amarillas; la
IgE consta de la cadena B (morado) y la cadena C (anaranjado), que posee el CDR que estd
resaltado de celeste.

N° Score Penetraciéon Area A’ Energia
global
Sol9 8164 -2.62 1091.90 -65.45
Sol 10  78%82 -3.45 1186.10 -63.87

Tabla 3.37: Datos generales de las dos soluciones elegidas a 97.3 °C. Score, pene-
tracién y area de interfaz son datos generados por PatchDock; la energia global es un dato
generado por FireDock.

Al hacer una comparacién entre estas dos diferentes soluciones, se puede visualizar
como la solucién 9 presenta un total de 237 interacciones hidrofébicas, 12 enlaces de

hidrégeno y dos puentes de sal para el complejo Phl p 7-IgE. En el caso de solo la Phl p
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7-CDR, consta de 104 interacciones hidrofébicas y 6 enlace de hidrégeno. La solucién 10
presenta 218 interacciones hidrofébicas, cuatro enlaces de hidrégeno y un puente de sal
en total en el complejo Phl p 7-IgE, Phl p 7-CDR presenta 70 interacciones hidrofébicas.
Esta es la estructura que fue obtenida después de someterla a la mayor temperatura, no es
la que mas presenta una pérdida de su estructura terciaria pero si presenta una pérdida
considerable y aun asi presenta una gran cantidad de contactos con la IgE en las dos

soluciones escogidas.

Contactos entre Phl p 7-1gE

Cadena A-B Cadena A-C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 9 3 1 49 P K 188
Sol 10 d 0 59 3 1 163

Tabla 3.38: Contactos entre Phl p 7-IgE. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 97.3 °C en interaccién con la IgE.

Contactos entre Phl p 7-CDR

Cadena A - B Cadena A - C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 9 2 0 13 4 0 91
Sol 10 0 0 S 0 0 61

Tabla 3.39: Contactos entre Phl p 7-CDR. Estructura de la polcalcina después de ser
sometidas a 97.3 °C en interaccién con la IgE.

3.5. Dinamica molecular de estructuras cuaternarias

La formacién del complejo antigeno-anticuerpo se define como una reaccién quimica
espontanea. Para que esta reaccién ocurra de manera espontanea, la suma de todas las
interacciones quimicas debe resultar en un cambio negativo en la energia libre. Las fuerzas
que unen el complejo antigeno-anticuerpo no son enlaces covalentes fuertes, sino enlaces

7102 Segiin la mecanica

mas débiles, apropiadamente denominados “interacciones débiles
cuantica, todos los enlaces quimicos se basan en fuerzas electrostaticas como las fuerzas de
van der Waals que son las débiles pero pueden atraer todo tipo de moléculas'®3. También
tenemos a los enlaces de hidrogeno o ién-dipolo que requieren atomos con carga opuesta.

Los enlaces de hidrégeno son muy importantes en soluciones acuosas porque el agua
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forma facilmente enlaces de hidrégeno fuerte, ademés ésta es una de las interacciones
mas importantes para inducir la funcién biolégica de enzimas. Una red rica en enlaces de

hidrégeno estabilizaria la estructura de unién de un complejo.

3.5.1. 17°C - 290.15 K

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM /PBSA para la solucién 2
y 5 se obtuvo una energia de unién bastante favorables, lo que nos da indicios de una unién
espontanea. Si profundizamos en las energias que se observa, las energias electrostaticas

son mas negativas que las energias de van der Waals en la dos soluciones (Tabla 3.40).

Solucién 2 (kJ/mol) Solucién 5 (kJ/mol)

Energia de van der Waals -348.851 £ 34.365 -203.273 £ 2.472
Energia electrostatica -1565.373 £ 130.189 -1504.885 + 14.744

Energia de solvataciéon polar 650.209 £+ 61.387 557.295 £ 8.529
Energia SAV -293.141 4+ 50.172 -228.136 4+ 12.354
Energia de uniéon -1557.156 £ 130.189 -1377.908 £ 19.006

Tabla 3.40: Energfa de unién (kJ/mol) de la solucién 2 y 5, Phl p 7 sometida a 17 °C.

Un factor importante es que se dé la interacciéon entre la Phl p 7-CDR de la IgE, ya
que este el sitio donde estan las regiones de complementariedad. En el caso de la solucion
5, como se visualiza en la Figura 3.29 no hay un contacto con todo el CDR, ya que el
CDR implica diferentes residuos tanto en la cadena B como en la cadena C. Al visualizar
la pelicula después de la DM se aprecia como la Phl p 7 no es estable respecto a su union
con la Igk y esta se va alejando de ésta hasta solo mantener contacto con la cadena C.
Cuando se visualizé la pelicula de la solucién 2 se aprecia una gran estabilidad respecto
a la unién de la Phl p 7 con la IgE, y como se muestra en la imagen mantiene la uniéon
con las dos cadenas que integra el CDR.

Cada residuo que participa en la interaccién con el CDR ha sido representado con
método de dibujo Licorice para visualizar mejor la estructura quimica de los residuos. A
cada residuo se le calcul6 su energia MM /PBSA y este se representa por una escala de
colores que va desde rojo (200 kJ /mol) hasta azul (-200 kJ/mol). Mientras més tonalidades
azules se vean en la representacion, es signo de mas energias negativas entre los residuos,
la que indica una mayor energia de union. En las dos soluciones se visualiza muchas

tonalidades azules lo que corresponde a que las interacciones son altamente favorables.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
\ &~ CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Solucion 2 Solucion 5

Figura 3.29: Visualizacién de la contribucién de energia de cada residuo en la interaccion
Phl p 7-CDR en una escala de colores que va desde 200 a -200 kJ/mol segun el valor de las
energias.

Con PDBsum se observa los contactos que se produjeron después de la DM. En la
soluciéon 2 se dio la formacién de enlaces de hidrogeno ya que pasé de tener 9 enlaces
hidrogeno entre Phl p 7-IgE a tener 20 como se visualiza en la Tabla 3.41. Las interacciones
hidrofébicas son los que se redujeron pero se dio el aumento de un puente de sal pasando
a tres. En el caso de solo el complejo Phl p 7-CDR igualmente se genero la formacion de
enlaces de hidrégeno ya que pasé de tres al inicio de la DM, a siete.

Con respecto a la solucion 5, en la interaccién Phl p 7-IgE se ve una pérdida de las
interacciones hidrofébicas pero un incremento en los enlaces de hidrégeno que aumento a

cinco, pero como se observa en la Tabla 3.42 perdi6 casi todo contacto con el CDR.
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Contactos entre Phl p 7-IgE

Cadena A-B Cadena A-C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 4 1 33 16 2 122
Sol 5 3 0 9 2 1 38
Tabla 3.41: Contactos en el complejo Phl p 7-IgE después de la DM.
Contactos entre Phl p 7-CDR
Cadena A - B Cadena A - C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 2 3 0 18 4 0 62
Sol 5 0 0 0 0 0 25

Tabla 3.42: Contactos en el complejo Phl p 7-CDR, después de la DM.

Con LigPlot obtuvimos de forma grafica nos dio los residuos que interaccionan entre la
Phlp 7-CDR. En la solucion 2, son 13 residuos de la Phl p 7 que interaccionan con el CDR;
de éstos, son siete residuos los que han creado una enlace de hidréogeno con el CDR los
cuales fueron: Lys12, Argl3, Phel4, Thr16, Gly18, Glu29 y Arg32, como se muestra en la
Tabla 3.43. Las energias de éstos residuos varian pero prevalece las energias negativas. En
la cadena B que integra el CDR, se visualiza que son cuatro residuos los que interaccionan
con la Phl p 7 y tres de ellos generaron un enlace de hidrégeno (Thr95, Ser98 y Trp100),
a excepcion de la Ser98 todos presentan energias negativas. En la cadena C que integra el
CDR son siete los residuos que interaccionan con la Phl p 7, siendo la Tyr101 y Ser104 los
residuos que crearon un enlace de hidrogeno. A excepcion de la Tyr102 todos presentan
energias negativas.

En la solucién 5 son seis los residuos de la Phl p 7 que interaccionan con seis residuos
del CDR, pero ninguno generd un enlace de hidrogeno. Se perdié cualquier contacto con
la cadena B que integra el CDR, las energias en general fueron negativas a excepcion de
la Metl y Ala3.
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Solucién 2 Solucién 5
Cadena A Cadena B Cadena C | Cadena A Cadena C

Lys12  Ala30 Phe93 Phel00 Met1 Phel00
128.08  -3.19 -7.63 -16.48 24.00 -44.73
Argl3  Arg32 Thr95 Tyr101 Ala3 Tyr101
52.63  128.38 -18.41 -59.56 52.02 -195.49
Phel4  Val79 Ser98 Tyr102 Alab Tyr102
-12.29 -4.31 3.64 5.54 -39.76 -49.29
Aspl5  Phe80 Trp100 Ser103 Asn60 Ser103
-224.02 -120.90 -15.27 -3.01 -68.20 -154.77
Thrl6 Ser104 Ile63 Ser104
-43.23 -22.87 -58.07 -71.35
Asnl7 Gly105 Thr64 Gly105
-32.63 -11.96 -71.34 -40.25
Glyl8 Vall06

-25.19 -13.06

Glu26
-265.03

Glu29
-198.99

Tabla 3.43: Residuos que han tenido algiin contacto en la interaccién Phl p 7-CDR, la
cadena A es la Phl p 7 y el CDR esta formado por dos cadenas tanto la B como la C. Las
energfas en kJ/mol se encuentran debajo de cada residuo y resaltados en rojo son los que
formaron un enlace de hidrégeno.

La razén de la diferencia en el niimero de enlaces de hidrégeno entre el complejo Phl
p 7-1gE v Phl p 7-CDR, se debe a que Phl p 7-IgE tiene un area de contacto mayor. De
acuerdo con la clasificacién de enlaces de hidrégeno, Jeffrey!'®* y Frey!%, el “enlace de
hidrégeno de un solo pozo ” es muy corto, tipicamente con una distancia de 2.4 a 2.5 A.
El “enlace de hidrogeno de barrera baja”, LBHB, es méas largo que el enlace de hidrogeno
de un solo pozo y la distancia varfa de 2.5 a 2.6 A. El “enlace de hidrégeno débil” tiene
una distancia incluso mayor que las de los dos tipos de enlaces de hidrogeno anteriores y
es superior a 2.6 A

Los LBHB tienen una caracteristica similar a un enlace covalente y contribuye signi-
ficativamente a la estabilidad del complejo antigeno-anticuerpo, de los siete enlaces de
hidrégeno formados solo uno entra en esta categoria. La Phel4 de la cadena A con con
la Tyr101 de la cadena C generaron un enlace de hidrégeno con una distancia de 2.59 A
como se visualiza en la Tabla 3.44, resaltado en amarillo. Los demas enlaces de hidrégeno
son de caracter débil ya que la distancias son mayores a 2.6 A. En el caso de la solucién

5, no se dio la formacién de ningin enlace de hidrégeno con el CDR.
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Enlaces de hidrégeno entre Phl p 7-CDR

C C
a a
N° N. N. Ne d N° N. N. N°e d i
ATM ATM Res. Res. e ATM ATM Res. Res. e
n n
a a
187 NZ Lys 12 A - 2541 OGl1 Thr 95 B 273
262 0O Thr 16 A - 2608 NE1 Trp 100 B 2.76
277 N Gly 18 A - 2589 O Ser 98 B 294
Sol 2 206 NE Arg 13 A - 5940 O Ser 104 C 270
444 OEl1  Glu 29 A - 5877 N Tyr 101 C 3.06
496 NH2 Arg ' em——r— %] O Tyr 101 C 278

Sol 5 - - - -

Tabla 3.44: Enlaces de hidrégeno formados entre Phl p 7-CDR. Se presenta el
nimero de 4&tomo, nombre del &tomo, nombre del residuo, ntimero de residuo, la cadena a la
que pertenece y la distancia entre cada atomo que formé el enlace de hidréogeno. En amarillo
esta resaltado el enlace de tipo LBHB.

3.5.2. 37 °C - 310.15 K

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM /PBSA, para la solucion 2
y 3 se obtuvo una energia de unién bastante favorable como se observa en la Tabla 3.45, lo
que nos da indicios de una unién espontanea en las dos soluciones, aunque no significa que
esta interaccion sea especificamente entre la uniéon de la Phl p 7-CDR. Si profundizamos
en las energias que se toman en cuenta, se observa que las energias electrostaticas son

mas bajas que las energias de van der Waals.

Solucién 2 (kJ/mol) Solucién 3 (kJ/mol)

Energia de van der Waals -153.938 £ 9.584 -195.505 £ 4.216
Energia electrostatica -1532.695 + 80.007 -756.123 + 22.751
Energia de solvataciéon polar 539.482 £ 29.361 309.829 4+ 11.370
Energia SAV -153.367 4+ 17.865 -187.068 + 25.084
Energia de unién -1300.518 £ 72.952 -826.867 4+ 130.189

Tabla 3.45: Energia de unién (kJ/mol) de la solucién 2 y 3, Phl p 7 sometida a 37 °C.

Un factor importante es que se dé la interaccion entre la Phl p 7-CDR, ya que este
el sitio en donde estan las regiones de complementariedad. En el caso de la solucion 3,
como se visualiza en la Figura 3.30, no hay un contacto con todo el CDR. Al visualizar

la pelicula de la solucién 3 después de la DM se aprecia como la Phl p 7 no es estable
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respecto a su unién con la IgE y ésta se va alejando hasta solo mantener contacto con
la cadena C. Cuando se visualizo la pelicula de la solucién 2, se aprecia un ambiente
parecido a la solucién 3, ya que no se observa estabilidad entre la uniéon de Phl p 7-IgE. A
diferencia de la soluciéon 3, la solucién 2 si conserva un area de contacto entre los residuos
de la cadena B que conforman el CDR con la Phl p 7, pero son muy pocos.

Las energias obtenida por MM/PBSA se visualizan segin tonalidades (Figura 3.30).
En la solucién 2 se ve la prevalencia de tonalidades azules sinénimo de mas presencia de
energias negativas, en cambio en la soluciéon 3 se ve algunas tonalidades rojas signo de

presencias de energias desfavorables a la interaccion.

Solucién 2 Solucion 3

Figura 3.30: Visualizacién de la contribucién de energia de cada residuo en la interaccion
Phl p 7-CDR en una escala de colores que va desde 200 a -200 kJ/mol segin el valor de las
energias.

Con PDBsum se obtuvo los contactos que se produjeron después de la DM. En la
solucién 2 se vio una pérdida de enlaces de hidrogeno ya que paso de tener cinco a tres
en el complejo Phl p 7-IgE como se muestra en la Tabla 3.46. Asi mismo ocurri6 con las
interacciones hidrofébicas donde se dio una perdida drastica, pero se dio la formacion de
dos puentes de sal que antes no existian. En el caso de solo el complejo Phl p 7-CDR,

solo estaban unidas por 17 interacciones hidrofébicas y un enlace de hidrégeno.
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Con respecto a la soluciéon 3, en la interaccién Phl p 7-IgE se ve una pérdida de los
interacciones hidrofébicas y enlaces de hidrégeno, pasé de tener seis a solo tres. Hay
pérdida de interacciones hidrofébicas entre Phl p 7-CDR, de 174 que tenia al inicio de la
DM pasé a 35. Aunque se dio la formacion de dos enlaces de hidrogeno, como se observa

en la Tabla 3.47 se dio una pérdida de contacto completa con la cadena B que integra el

CDR.
Contactos entre Phl p 7-1gE
Cadena A-B Cadena A-C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal hidrofébicas -H de sal hidrofébicas
Sol 2 0 0 11 3 2 29
Sol 3 6 2 30 3 0 35
Tabla 3.46: Contactos entre Phl p 7-IgE después de la DM.
Contactos entre la Phl p 7-CDR
Cadena A - B Cadena A - C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal hidrofébicas -H de sal hidrofébicas
Sol 2 0 0 4 1 0 13
Sol 3 0 0 0 3 0 35

Tabla 3.47: Contactos entre Phl p 7-CDR después de la DM.

Con LigPlot se obtuvo de forma grafica los residuos que interaccionan entre el complejo
Phl p 7-CDR. En la solucién 2, son seis residuos que interaccionan con el CDR; de estos
solo Asn67 ha creado una enlace de hidrégeno con el CDR, las energias varian pero
prevalece las energias negativas. En cuanto a la cadena B que integra el CDR; dos residuos
son los que interaccionan con la Phl p 7 y ninguno formé un enlace de hidrogeno, ademas
presentan energias negativas. En la cadena C son cuatro los residuos que interaccionan
con la Phl p 7, Ser103 fue el que cred un enlace de hidrégeno. En esta solucién todos los
residuos que interaccionan presentan energias negativas.

En la solucién 3 son seis los residuos en la cadena A (Phl p 7) que interaccionan con
la cadena C del CDR, tres de éstos crearon enlaces de hidrégeno (Ala30, Arg32 y Thr33).
En la cadena A todos los residuos presentan energias positivas. En la cadena C solo la
Ser103 es la que formdé un enlace de hidrégeno. La Ser104 es el tinico residuo que presenta

energia negativa, como se muestra en la Tabla 3.48.
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Solucién 2 Solucién 3
Cadena A Cadena B Cadena C | Cadena A Cadena C

Met45 Phe93 Tyr101 Glu29 Tyr102
-30.59 -33.84 -89.39 71.59 8.08
Glu48 Thr95 Tyr102 Ala30 Ser103
-271.30 -85.98 -9.96 27.08 6.52
Thrb51 Ser103 Leu31 Ser104
-28.93 -86.33 1.73 -8.39
Thr64 Ser104 Arg32

-11.83 -27.99 153.24

Asn67 Thr33

-7.59 74.67

Ala68 Phe80

-30.93 61.99

Tabla 3.48: Residuos que han tenido algiin contacto en la interaccién Phl p 7-CDR, la
cadena A es la Phl p 7 v el CDR esta formado por dos cadenas tanto la B como la C. Las
energias en kJ/mol se encuentran debajo de cada residuo y resaltados en rojo son los que
formaron un enlace de hidrégeno.

Las dos soluciones solo presentarian “enlace de hidrégeno débil”, ya que éstos superan
los 2.6 A. En la Tabla 3.49 se muestra como Ser103 ha formado tres enlaces de hidrégeno

en la solucién 3 y uno en la soluciéon 2.

Enlaces de hidrégeno entre Phl p 7-CDR

C C

a a
N° N. N. Ne d N° N. N. N°e d i

ATM ATM Res. Res. e ATM ATM Res. Res. e

n n

a a
Sol 2 997 ND2  Asn 67 A - 5929 O Ser 103 C 2.86
457 O Ala 30 A - 5926 oG Ser 103 C 3.03
Sol 3 477 N Arg 32 A - 5929 O Ser 103 C 2.76
501 N Thr 33 A - 5929 O Ser 103 C 3.23

Tabla 3.49: Enlaces de hidrégeno formados entre Phl p 7-CDR. Se presenta ntimero
de atomo, nombre del a&tomo, nombre del residuo, nimero de residuo, la cadena a la que
pertenece y distancia entre cada dtomo que formé el enlace de hidrégeno.

3.5.3. 57.9°C - 331.05 K

Después de someter nuestras estructuras a un andlisis de MM-/PBSA | para la solucién

1 y 9 se obtuvo una energia de unién bastante favorable, -1350.379 £+ 17.916 kJ/mol y
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-1802.22 + 41.33 kJ/mol respectivamente. Si profundizamos en las energias que se toman
en cuenta se observa que las energias electrostaticas son més bajas que las interacciones
de van der Waals (Tabla 3.50).

Solucién 1 (kJ/mol) Solucién 9 (kJ/mol)

Energia de van der Waals -224.292 £+ 3.026 -225.160 £ 5.261
Energia electrostatica -1439.237 £ 17.434 -1845.337 £ 48.734
Energia de solvataciéon polar 536.437 + 11.301 514.762 4+ 17.936
Energia SAV -223.286 + 14.636 -246.485 + 18.912
Energia de uniéon -1350.378 £ 17.916 -1802.22 4+ 41.339

Tabla 3.50: Energia de unién (kJ/mol) de la solucién 1y 9, Phl p 7 sometida a 57.9 °C.

En la pelicula de la DM de la solucién 1; la Phl p 7 muestra estabilidad respecto a su
posicion inicial, como se muestra en la Figura 3.31 la separacion entre ésta y la IgE no es
muy grande, ademas que mantiene contacto con las dos cadenas que integran el CDR. En
el caso de la solucion 9 la pelicula muestra poca conservacién de la unién Phl p 7-CDR,
ademas pierde todo contacto con la cadena B.

Las energias obtenidas por MM/PBSA se visualizan segtin tonalidades (Figura 3.31).
En la solucién 1 como 9 se ve la prevalencia de tonalidades azules sinénimo de mas pre-
sencia de energias negativas, estas imagenes concuerdan con la energia de unién bastante

favorable en la interaccion.
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Solucion 1 Solucion 9

Figura 3.31: Visualizaciéon de la contribucion de energia de cada residuo en la interaccién
Phl p 7-CDR en una escala de colores que va desde 200 a -200 kJ/mol segin el valor de las
energias.

Con PDBsum se obtuvo los contactos que se produjeron después de la DM. En la
solucién 1 se vio una conservacion de los siete enlaces de hidrogeno entre Phl p 7-IgE, como
se muestra en la Tabla 3.51. Hubo una disminucion considerable entre las interacciones
hidrofébicas ya que pasd de 210 a solo 66. En el caso de la interacciéon Phl p 7-CDR; se
dio la perdida de enlaces de hidrogeno de seis al inicio de la DM a dos, igualmente esto se
da con las interacciones hidrofobicas paso de 117 a 36. Los contactos entre Phl p 7-CDR
son muy pocos y casi perdié contacto con la cadena B.

Con respecto a la solucion 9, en la interaccion de Phl p 7-IgE se ve una pérdida de
las interacciones hidrofébicas y enlaces de hidrégeno ya que pasé de tener cinco a cuatro
enlaces de hidrégeno. En la interacciéon Phl p 7-CDR de 108 interacciones hidrofébicas al
inicio de la DM pasé a 35, aunque mantiene dos enlaces de hidrégeno con la cadena C,
esta solucion perdié cualquier tipo de contacto con la cadena B que integra el CDR, como

se visualiza en la Tabla 3.52.
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Contactos entre Phl p 7-IgE

Cadena A-B Cadena A-C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 1 2 0 18 5 2 48
Sol 9 0 0 0 4 0 52
Tabla 3.51: Contactos entre Phl p 7-IgE después de la DM.
Contactos entre Phl p 7-CDR
Cadena A - B Cadena A - C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 1 0 0 3 2 0 33
Sol 9 0 0 0 2 0 38

Tabla 3.52: Contactos entre Phl p 7-CDR después de la DM.

Con LigPlot se obtuvo los residuos que interaccionan en el complejo Phl p 7-CDR.
En la soluciéon 1 la cadena A presenta nueve residuos que interaccionan con el CDR,
de estos dos han creado una enlace de hidrégeno (Ser23 y Gln43). Las energias varian
pero prevalece las energias negativas en los residuos de la cadena A. En cuanto a la
cadena B se visualiza que solo Thr95 es la que interactiia con la cadena A, este no genero
ningin enlace de hidréogeno pero posee una energia negativa. En la cadena C son cinco
los residuos que interaccionan con la cadena A, Ser103 y Gly105 fueron los que crearon
enlaces de hidrégeno. En esta solucion todos los residuos que interaccionan presentan
energias negativas.

En la solucién 9; son ocho los residuos de la cadena A que interaccionan con la cadena
C del CDR, dos crearon enlaces de hidrégeno (Thr51 y Thr 64). En la cadena A todos
los residuos presentan energias negativas. En la cadena C son cinco los residuos que inter-
accionan con la cadena A, Tyr101 y Tyr102 fueron los que crearon enlaces de hidrégeno.
En esta solucion todos los residuos que interaccionan presentan energias negativas, como

se visualiza en la Tabla 3.53.
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Solucién 1 Solucién 9
Cadena A Cadena B Cadena C | Cadena A Cadena C
Asnl7 Thr95 Tyr101 Thr51 Tyr101
-107.22 -99.58 -225.42 -82.48 -203.79
Ser23 Ser103 Asn60 Tyr102
-38.22 -159.09 -84.84 -17.82
Ser24 Ser104 Glu61 Ser103
-58.27 -69.96 -214.50 -174.45
Ser25 Gly105 [le63 Ser104
-94.85 -43.48 -88.81 -118.08
Glu26 Val106 Thr64 Gly105
-209.80 -30.71 -61.34 -67.73
Ser36 Ala68
-42.30 -95.39
Thr37 Asn69
-36.65 -11.95
Gln43 Pro70
-55. 42 -67.14
Asp54
-208.78

Tabla 3.53: Residuos que han tenido algiin contacto en la interaccién Phl p 7-CDR, la
cadena A es la Phl p 7 y el CDR esta formado por dos cadenas tanto la B como la C. Las
energfas en kJ/mol se encuentran debajo de cada residuo y resaltados en rojo son los que
formaron un enlace de hidrégeno.

De acuerdo con la clasificacion de enlaces de hidrogeno citada anteriormente; las dos
soluciones solo presentarian “enlace de hidrégeno débil”; ya que los cuatro enlaces que se
formaron superan los 2.6 A. En la solucién 9 es Tyr 101 y 102 los que forman enlaces de
hidrégeno con Thrb1 y Thr64 respectivamente de la cadena A. En la solucién 1 otra vez
esta Ser103 formando una enlace de hidrogeno con GIn43, el segundo enlace esta dado

entre Gly105 de la cadena C y Ser 23 de la cadena A, como se muestra en la Tabla 3.54.
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Enlaces de hidrégeno entre Phl p 7-CDR

C C

a a
N° N. N. Ne d N° N. N. N°e d i

ATM ATM Res. Res. e ATM ATM Res. Res. e

n n

a a
Sol 1 351 oG Ser 23 A - 5947 O Gly 105 C 3.10
642 NE2 Gln 43 A - 5929 O Ser 103 C 2.90
Sol 9 774 OG1l Thr 51 A - 5894 OH Tyr 101 C 273
949 OGl Thr 64 A - 5918 O Tyr 102 C 3.18

Tabla 3.54: Enlaces de hidrégeno formados entre Phl p 7-CDR. Se presenta niimero
de atomo, nombre del a&tomo, nombre del residuo, nimero de residuo, la cadena a la que
pertenece y la distancia entre cada atomo que formé el enlace de hidrégeno.

3.54. 77.3°C-35045 K

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM /PBSA, para la solucién
3 a comparacion con las demas soluciones estudiadas hasta ahora es la tinica que presenta
una energia de unién de -33.924 £ 39.625 kJ/mol, no tan favorable como las anteriores. La
solucién 6 obtuvo una energia de unién de -2151.488 + 49.879 kJ/mol, bastante favorable
comparable con las anteriores soluciones. Se sabe que para que una reaccion sea espontanea
debe tener la energia mas negativa de union posible, aunque la energia de esta solucién no
se compara con las obtenidas anteriormente sigue siendo favorable dando la posibilidad
de que se dé la formacion del complejo antigeno-anticuerpo.

Si profundizamos en las energias que se toman en cuenta, se observa que en la solucién
3 es en la unica en donde las energias electrostaticas son mas altas que las interacciones
de van der Waals todo lo contrario sucede en la soluciéon 6 donde la energia electrostatica
es mayor (Tabla 3.55).

Solucién 3 (kJ/mol) Solucién 6 (kJ/mol)

Energia de van der Waals -43.021 £ 2.830 -308.724 £+ 5.575
Energia electrostatica -41.289 + 32.436 -2382.596 £ 51.512
Energia de solvataciéon polar 72.335 £ 8.808 878.512 4+ 17.381
Energia SAV -21.949 + 26.872 -338.680 4+ 15.124
Energia de uniéon -33.924 £ 39.625 -2151.488 + 49.879

Tabla 3.55: Energia de unién (kJ/mol) de la solucién 3 y 6, Phl p 7 sometida a 77.3 °C.

En la solucién 3, como se visualiza en la Figura 3.32, hay un contacto con las dos

cadenas que integra el CDR. Al visualizar la pelicula después de la DM se aprecia como la
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Phl p 7 es estable respecto a su unién con la IgE. En la pelicula de la soluciéon 6 se aprecia
un ambiente parecido a la solucion 3, ya que hay estabilidad en la unién del complejo Phl
p 7-IgE, pero hay un ligero alejamiento de la Phl p 7 de la unién con el CDR, aun asi
sigue manteniendo contacto con la cadena B.

Las energias obtenidas por MM /PBSA se visualizan en diferentes tonalidades para un
analisis a grandes rasgos. En la solucion 2, se ve gran prevalencia de tonalidades rojas entre
los residuos que interaccionan con el CDR, esto se debe a que los residuos que participan
en esta interaccién poseen energias positivas (Figura 3.32). En cambio en la solucién 6 se

ve la prevalencia de tonalidades azules, sinénimo de més presencia de energias negativas.

Solucidon 3 Solucion 6

200.00

Figura 3.32: Visualizacién de la contribucién de energia de cada residuo en la interaccion
Phl p 7-CDR en una escala de colores que va desde 200 a -200 kJ/mol segin el valor de las
energias.

Con PDBsum se obtuvo los contactos que se produjeron después de la DM. En la
soluciéon 3 se dio la formacién de enlaces de hidrogeno ya que pasé de tener cuatro al
inicio de la DM a nueve. Se dio la formacién de dos puentes de sal pero hubo una pérdida
de interacciones hidrofébicas ya que pasé de 237 a 85 en el complejo Phl p 7-IgE (Tabla
3.56). En el caso de la interaccién Phl p 7-CDR, se dio la formacién de enlaces de hidrégeno
paso de tener cinco a seis pero se dio la reduccién de interacciones hidrofébicas a solo 58.

Con respecto a la solucion 6, en el complejo Phl p 7-IgE, se ve una pérdida de las
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interacciones hidrofébicas. En el caso del nimero enlaces de hidrogeno, paso de tener seis
a nueve. Hay pérdida de interacciones hidrofobicas y enlaces de hidrégeno en la interaccion
Phl p 7-CDR, ya que pasé de 99 a tener solo 14. Esta es el complejo donde casi no hay

contactos con el CDR, como se ve en la Tabla 3.57.

Contactos entre Phl p 7-1gE

Cadena A-B Cadena A-C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 3 2 0 30 7 2 55
Sol 6 3 0 24 6 1 49
Tabla 3.56: Contactos entre Phl p 7-IgE después de la DM.
Contactos entre Phl p 7-CDR
Cadena A - B Cadena A - C
N© Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 3 2 0 24 4 0 34
Sol 6 0 0 3 0 0 11

Tabla 3.57: Contactos entre Phl p 7-CDR después de la DM.

Con LigPlot se obtuvo de forma grafica los residuos que interaccionan en el complejo
Phl p 7-CDR. En la solucién 3, son 12 residuos de la cadena A que interaccionan con
el CDR, de estos cuatro han creado una enlace de hidrégeno (Arg32, Gludl, GI71 y
AspT75). Las energias varfan pero prevalece las energias positivas. La cadena B presentd
cinco residuos que interaccionan con la cadena A, Ser98 formo un enlace de hidrégeno,
los cinco residuos presenta energias positivas. En la cadena C son también cinco residuos
que interaccionan con la cadena A, Ser103 y Tyrl01 fueron los que crearon enlaces de
hidrégeno. A excepcion de Tyr102 todos los residuos que interaccionan poseen energias
positivas.

En la solucién 6 son seis los residuos de la cadena A que interaccionan con el CDR
pero no formaron ningtn enlace de hidréogeno. Solo un residuo en la cadena B interacciona
con la cadena A, en la cadena C son tres residuos los que interaccionan. En la interaccion
de Phl p 7-CDR todos los residuos presentan energias negativas, como se visualiza en la
Tabla 3.58.
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Solucién 3 Solucién 6
Cadena A Cadena B Cadena C | Cadena A Cadena B Cadena C

Ala30 Phe93 Phel00 Pheb9 Thr95 Tyr101
12.36 30.99 8.08 -36.85 -81.89 -206.88
Leu 31 Thr95 Tyr101 Asn60 Ser103
79.29 26.05 47.96 -63.37 -70.94
Arg32 Ser96 Tyr102 [le63 Vall06
253.49 20.20 -7.07 -41.07 -61.45
Thr33 Leu97 Ser103 Thr64

214.38 16.24 31.77 -111.55

Leu34 Ser98 Gly105 Ser66

101.45 35.95 7.80 -64.59

Gly35 Phe80

81.07 -148.06

Ser38

126.54

Glu4l

132.92

Gly71

173.81

Leu72

89.25

Met73

126.10

Asp75

160.68

Tabla 3.58: Residuos que han tenido algiin contacto en la interaccién Phl p 7-CDR, la
cadena A es la Phlp 7 y el CDR esta formado por dos cadenas tanto la B como la C. Las
energfas en kJ/mol se encuentran debajo de cada residuo y resaltados en rojo son los que
formaron un enlace de hidrégeno.

De acuerdo con la clasificacién de enlaces de hidrégeno Jeffrey 1% y Frey !9, las solucién
3 solo presentaria “enlaces de hidrégeno débil”. Los seis enlaces que se formaron superan
los 2.6 A, pero dos enlaces de hidrégeno se acercan mucho a ser un “enlace de hidrégeno
de barrera baja”, LBHB, entre ellos esté el enlace de hidrogeno entre Glu4l de la cadena
A con Ser98 de la cadena B y Asp 75 de la cadena A con Serl03 de la cadena C. Las
longitudes de sus enlaces son de 2.62 y 2,61 angstrom respectivamente. En la solucion 6
no se dio la formacion de ningtin enlace de hidrégeno con el CDR, como se muestra en la
Tabla 3.59.
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Enlaces de hidrégeno entre Phl p 7-CDR

C C
a a
N° N. N. Ne d N° N. N. N°e d i
ATM ATM Res. Res. e ATM ATM Res. Res. e
n n
a a
611 OE2 Glu 41 A - 2579 N Ser 98 B 2.86
611 OE2 Glu 41 A - 2586 oG Ser 98 B 2.62
Sol 3 477 N Arg 32 A - 5929 O Ser 103 C 2.88
1046 O Gly 71 A - 5877 N Tyr 101 C 2388
1114  OD2 Asp 75 A - 5919 N Ser 103 C 2.73
1114  OD2  Asp 7 A - 5926 oG Ser 103 C 261
Sol 6 - - - - - - - - - - - -

Tabla 3.59: Enlaces de hidrégeno formados entre Phl p 7-CDR. Se presenta nimero
de d4tomo, nombre del atomo, nombre del residuo, nimero de residuo, la cadena a la que
pertenece y la distancia entre cada atomo que formé el enlace de hidrégeno.

3.5.5. 97.3°C-370.45 K

Después de someter nuestras estructuras a un analisis de MM /PBSA, para la solucién
9 y 10 se obtuvo una energia de uniéon bastante favorable, lo que nos da indicios de una
reaccion espontanea en las dos soluciones. La soluciéon 10 obtuvo una menor energia de
unién, ya que obtuvo -920.65 + 65.34 kJ/mol y la solucién 9 -696.974 + 156.273 kJ /mol
(Tabla 3.60). Si profundizamos en las energias que se toman en cuenta, se observa que
las energias electrostaticas son mas bajas que la energia de van der Waals, este patrén se

repite en todas las anteriores soluciones a excepcion de la solucion 3 de la temperatura

de 77.1 °C .
Solucién 9 (kJ/mol) Solucién 10 (kJ/mol)
Energia de van der Waals -114.765 £+ 15.566 -122.842 4+ 14.528
Energia electrostatica -801.812 4+ 170.954 -931.428 £+ 52.857
Energia de solvataciéon polar 362.796 &+ 52.457 259.378 £ 26.236
Energia SAV -143.193 + 22.501 -125.754 + 26.394
Energia de uniéon -696.974 4+ 156.273 -920.646 £ 65.341

Tabla 3.60: Energia de unién (kJ/mol) de la solucién 9 y 10, Phl p 7 sometida a 97.3 °C.
En pelicula de DM de la solucion 9, la Phl p 7 muestra estabilidad respecto a su

posicién inicial y como se muestra en la Figura 3.33 la separacion entre ella y el CDR no

es muy grande, ademas que mantiene contacto con las dos cadenas que integran el CDR.
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En el caso de la solucién 10, la pelicula muestra poca conservacién de uniéon entre Phl p
7-CDR, ademaés pierde todo contacto con la cadena B.

Las energias obtenidas por MM/PBSA se visualizan en diferentes tonalidades para
un analisis a grandes rasgos. En la solucion 9 se ve la prevalencia de tonalidades azules
sinénimo de més presencia de energias negativas igualmente que en la solucién 10 (Figura
3.33).

Solucion 9 Solucion 10

200.00

Figura 3.33: Visualizacién de la contribucién de energia de cada residuo en la interaccién
Phl p 7-CDR en una escala de colores que va desde 200 a -200 kJ/mol segtiin el valor de las
energias.

Con PDBsum se obtuvo los contactos que se produjeron después de la DM. En la
solucién 9 se vio una disminucion de la cantidad de enlaces de hidrégeno ya que pasé de
tener 12 a tres. Las interacciones hidrofébicas también se redujeron drasticamente de 237
a 79, pero se dio una conservacion de los 2 puentes de sal entre Phl p 7-IgE, como se
muestra en la Tabla 3.61. En el caso de la interaccién Phl p 7-CDR, se dio la perdida de
enlaces de hidrégeno pasé de tener seis al inicio de la DM a solo tener dos. En el caso de
las interacciones hidrofébicas disminuyé de 104 a 39. Los contactos entre Phl p 7-CDR
son muy pocos y casi pierde la conexién con la cadena B, solo fueron 16 interacciones
hidrofébicas que mantuvo.

Con respecto a la soluciéon 10; si solo nos centramos en la interaccion de Phl p 7-IgE,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

se ve una pérdida de los contactos no enlazados de 218, pasé a 54. Con respecto a los
enlaces de hidrogeno, paso de tener cuatro a solo dos. Se ve la pérdida de interacciones
hidrofébicas entre Phl p 7-CDR, ya que pasd de 70 a tener solo 33. Aunque mantiene los
dos enlaces de hidrogeno, solo son con la cadena C. Esta solucién perdié cualquier tipo
de contacto con la cadena B que integra el CDR (Tabla 3.62).

Contactos entre Phl p 7-IgE

Cadena A-B Cadena A-C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 9 3 1 36 5 1 43
Sol 10 0 0 0 2 0 54
Tabla 3.61: Contactos entre Phl p 7-IgE después de la DM.
Contactos entre Phl p 7-CDR
Cadena A - B Cadena A - C
N° Enlaces Puentes Interacciones | Enlaces Puentes Interacciones
-H de sal  hidrofébicas -H de sal  hidrofébicas
Sol 9 0 0 16 2 0 23
Sol 10 0 0 0 2 0 33

Tabla 3.62: Contactos entre Phl p 7-CDR después de la DM.

Con LigPlot se obtuvo de forma grafica los residuos que interaccionan entre el complejo
Phl p 7-CDR. En la solucién 9; son nueve residuos de la cadena A que interaccionan con
el CDR, de estos dos han creado enlaces de hidrégeno (Arg 13 y Thr 33). En cuanto a la
cadena B; se visualiza que Phe93 y Thr95 son los que interacttian con la cadena A, estos
no generaron ningtn enlace de hidrégeno pero poseen una energia negativa. En la cadena
C, son cuatro los residuos que interaccionan con la cadena A, Tyrl01 y Ser103 fueron
los que crearon enlaces de hidrégeno. De estos aminoacidos solo Ser103 presenta energia
positiva, como se muestra en la Tabla 3.63.

En la solucién 10, son ocho los residuos de la cadena A que interaccionan con la
cadena C del CDR, Glu4l creo un enlace de hidrégeno. En la cadena A todos los residuos
presentan energias negativas. En la cadena C, son seis los residuos que interaccionan con
la cadena A, Ser103 fue el que creo un enlace de hidrégeno. En esta soluciéon todos los

residuos que interaccionan presentan energias negativas.
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Solucién 9 Solucién 10
Cadena A Cadena B Cadena C | Cadena A Cadena C

Argl3 Phe 93 Tyr101 Leu 34 Phel00
71.30 -25.99 -108.87 -27.69 -37.87
Phel4 Thr100 Ser103 Ser38 Tyr101
-20.65 -15.76 7.56 -59.90 -150.33
Thrl6 Ser104 Glu41 Tyr102
-42.73 -14.84 -190.48 -30.55
Asnl7 Ser106 Argd4 Ser103
64.91 -31.30 -1.69 -113.35
Gly18 Met45 Ser104
-21.59 -40.05 -20.25
Asp19 Glu48 Gly105
-48.10 -211.91 -20.12
Gly20 Gly71

-39.45 -42.26

Thr33 Val79

-65.18 -9.37

Leu34

-65.51

Tabla 3.63: Residuos que han tenido algiin contacto en la interaccién Phl p 7-CDR, la
cadena A es la Phl p 7 y el CDR esta formado por dos cadenas tanto la B como la C. Las
energfas en kJ/mol se encuentran debajo de cada residuo y resaltados en rojo son los que
formaron un enlace de hidrégeno.

Ls dos soluciones solo presentan “enlace de hidrégeno débil”; ya que los cuatro enlaces
que se formaron superan los 2.6 A. En la solucién 9, Ser103 v Tyr101 pertenecientes a la
cadena C son los tnicos residuos del CDR que crearon un enlace de hidrégeno con Argl3
y Thr33 de la Phl p 7. En la solucion 10, Ser103 que pertenece al CDR es el que genera
enlaces de hidrégeno con Glu4l de la Phl p 7. Como se muestra en la Tabla 3.64, no hay

ninguna formacion de enlaces de hidrégeno con la cadena B del CDR y la Phlp 7.
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Enlaces de hidrégeno entre Phl p 7-CDR

C C

a a
N° N. N. Ne d N° N. N. N°e d i

ATM ATM Res. Res. e ATM ATM Res. Res. e

n n

a a
Sol 9 216 O Arg 13 A - 5894 OH Tyr 101 C 286
514 O Thr 33 A - 5926 oG Ser 103 C 2.92
Sol 10 611 OE2 Glu 41 A - 5919 N Ser 103 C 3.01
611 OE2 Glu 41 A - 5926 oG Ser 103 C 290

Tabla 3.64: Enlaces de hidrégeno formados entre Phl p 7-CDR. Se presenta niimero
de atomo, nombre del a&tomo, nombre del residuo, nimero de residuo, la cadena a la que
pertenece y la distancia entre cada atomo que formé el enlace de hidrégeno.

Raith et al. consideraron a la Phl p 7 como un candidato para generar una variante
hipoalergénica que podria usarse para inmunoterapia de individuos sensibilizados a pol-
calcina'?. Al hacer una comparacién entre la Phl p 7 que estudiaron ellos y la Phl p 7 de
Zea Mays estudiada en este trabajo de investigacion, al parecer la que se estudié posee
una alta termoestabilidad en el rango de temperaturas en la que se realiz6 este estudio
(17 °C - 97.3 °C), ya que conservé gran parte de su estructura secundaria y terciaria. Ade-
mas, que posela un nimero mayor de epitopos en comparaciéon con la 2LVK, y aunque
fue sometida a temperaturas elevadas se dieron varias interacciones entre la IgE y ésta,
que puede ser interpretado como un reconocimiento. Esto sugiere una alta alergenicidad

de la Phl p 7 de Zea Mays auin sometida a condiciones desfavorables en temperatura.
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Capitulo 4
Conclusiones

1. Se obtuvo la estructura terciaria de la Phl p 7 especifica de Zea Mays por el método
de modelamiento por homologia a partir de su secuencia de 80 residuos en formato
fasta, obtenido en la base de datos NCBI. La estructura secundaria obtenida consta
de cinco hélices a, cuatro giros 3, un giro v y dos dominios EFF-hand. En el primer
dominio (Asp15-Glu26), el Ca*" generé cinco interacciones electrostéticas con los
residuos Aspl5, Asnl7, Aspl9, Lys21 y Glu26 a distancias entre 2.20 hasta 2.74
A. En el segundo bucle (Asp50-Glu61), las interacciones generadas por el Ca?"
fueron con los residuos Asp50, Aspb2, Aspb4, Cysb6 y Glu61 a distancias entre 2.20
hasta 2.70 A. La estructura terciaria tuvo forma de barril en la que los bucles de
coordinacién de Ca?* forman la parte superior del barril. Present6é un 83.1 % en la
region mas favorecida del diagrama de Ramachandran, por lo que con ese porcentaje

no llegd a ser una estructura de buena calidad.

2. A partir de la minimizacién se observé una mayor estabilidad estructural debida
al reacomodamiento de los 4tomos en la polcalcina. Este efecto de optimizacion se
reflejé en una menor distancia bucle-Ca?* y una diferente distribucién en las inter-
acciones, donde el primer bucle el Ca?* generé cinco interacciones electrostéticas
con el Aspl5, Aspl9, Lys21 y Glu26. En cambio en el segundo bucle el Ca?* generé
seis interacciones con los residuos Asp50, Asp52, Aspb4, Cysb6, Aspb8 y Glub61.
Esta diferencia, en comparacion a la estructura de la polcalcina 2LVK, se debe a la
presencia de una Cys en la posicion 56 lo que le da una mayor afinidad al calcio.
Esta estructura arrojé un RMSD de 0.228 A con respecto a la estructura obtenida
en el modelado por lo que se concluye que son estructuras muy estables. Al hacer el
analisis de Ramachandran, la estructura presenté un 85.9 % en la regién mas favo-

recida por lo que la minimizacién mejora el porcentaje. Ademés se debe considerar

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

que los diagramas de Ramachandran no evaltian el efecto que puede tener el calcio

en los valores de los dngulos ¢-1 de los residuos con los que interactian.

3. Después de realizadas las DM a 500 ns se concluye que la temperatura no influye
en gran medida en la estructura secundaria y terciaria, ya que la estructura sigue
ligada al calcio reflejando unas conformaciones ordenadas y muy plegadas a altas
temperaturas. El dominio EF-hand sigue conservandose en las diferentes tempera-
turas sin presentar cambios drasticos. A 77.3 °C fue donde se dio méas perdida de
estructura terciaria y secundaria y a 17 °C fue donde mas se preservé la estructura

inicial.

4. A pesar de la gran estabilidad mostrada por la polcalcina al cambio de tempera-
tura, los andlisis de los indicadores de estabilidad (RMSD, RMSF, RG, enlaces de
hidrégeno) indican que a bajas temperaturas la estructura es mas estable como es
de esperarse. Sin embargo a temperatura corporal (37 °C) la polcalcina muestra una

menor variacién en estos indicadores.

5. En el analisis de los acoplamientos moleculares se escogieron las dos mejores estruc-
turas cuaternarias para cada temperatura obtenidas por los servidores PatchDock
y FireDock. Estos 10 complejos moleculares presentaron valores para la energia glo-
bal, area de interfaz y penetracion bastantes 6ptimos para que se dé una interaccién
favorable en la unién antigeno-anticuerpo. Ademas todos los complejos presentaron
un namero elevado de enlaces de hidrégeno, puentes de sal y contactos no enlazados
entre Phl p 7-CDR.

6. Después de realizar la DM de 100 ns a 37 °C de las estructuras cuaternarias, se
concluy6 que el complejo antigeno-anticuerpo en su mayoria no mostré estabilidad
de unién al CDR. Al hacer un analisis de los contactos después de la simulacién, se
visualiza que para la estructura de la polcalcina de la soluciéon 2 obtenida a 17 °C'y
de la solucién 3 obtenida a 77 °C, fueron las que crearon enlaces de hidrogeno con el
CDR, lo que sugiere un acercamiento y estabilidad de unién con éste. La presencia de
Arg, Thr, Glu y Gly en la Phl p 7 al parecer contribuyen a la creacién de contactos

con las IgE, favoreciendo la unién estable de los complejos antigeno-anticuerpo.

7. Los analisis de MM /PBSA mostraron en todas las estructuras cuaternarias energias
de unién favorables, es decir, todas las posiciones adoptadas por la polcalcina en su
interaccién con la Igk eran energéticamente favorables para que se diera una unién

espontanea. Aun asi no se puede concluir que en todas las estructuras cuaternarias
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se diera un reconocimiento por parte de la IgE, ya que muchas estructuras de la Phl

p 7 optaron por posiciones fuera del sitio de complementariedad.

En el presente trabajo de tesis se evalud el efecto que tiene la temperatura en la
estructura de la Phl p 7 de Zea Mays en su forma aislada, y en su forma interactuante
con la Igk usando métodos bioinforméaticos. La Phl p 7 mostré una alta termoestabilidad
en el rango de temperaturas en la que se realizé este estudio (17 °C - 97.3 °C), ya que
conservé gran parte de su estructura secundaria y terciaria ademas de los epitopos que
fueron reconocidos por la IgE. Esto sugiere una alta alergenicidad de la Phl p 7 atn
sometida a condiciones desfavorables en temperatura. Es importante brindar la base de
datos moleculares y resaltar los residuos que favorecen a un reconocimiento como la Arg,
Thr, Glu y Gly; ya que esta polcalcina presenta una alta reactividad cruzada. Estos
datos esperan contribuir a un mayor conocimiento de los antigenos relevantes para un

diagnostico, prevencion y tratamiento de este tipo de alergias.
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Recomendaciones

e Las resultados y conclusiones que se desprenden del presente trabajo de investiga-
cién tedrico son orientados a crear una base de datos moleculares de la Phl p 7 de
Zea Mays ya que es un alérgeno poco estudiado, pero al parecer segtin los resulta-
dos posee una alta alergenicidad. Por lo tanto, se sugiere como préximo paso una

corroboracion experimental de los resultados tedricos obtenidos.

e Para resultados mas representativos de la interaccién Phlp 7 de Zea Mays con la IgE,
se recomienda aumentar el tiempo de las dindmicas moleculares de las estructuras
cuaternarias hasta 500 ns. Ademas, aumentar el niimero de simulaciones para tener
un analisis mas completo de todos los epitopos de la polcalcina que interaccionan

con la IgE.
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Apéndice A

Primer apéndice

A.1. Metodologia

PRCOGEAM editconf

IMPLICIT DOUEBLE PRECISICH (A-H,O-2Z)

parameter (maxnat=1000000)

parameter (maxn=100000)

real*8 num, cCOOrX(maxn) , coory (maxXn) , coors (maxn)

real*g coorxn(maxn),cooryn(maxn), Coorzn (maxn)

real*: mayx,menx, mayy,neny, mayzs,menz, centx, centy, cents=
character®*72 line

character*20 linl (maxn)

integer numat

! ARCHIVOS USADOS

wWwrite(&,*) ";4 gue distancia estara de los bordes?®
read (S, *)num

open(ll,file='sol Z.ref.gro')

rewind 11

open(l12,file="'so0l 2.box.gro')

rewind 12

menx=20.0
mayx=0.0
meny=20.0
mayy=0.0
menz=20.0
mayz=0.0

read(ll, *)line
write (l2,*)1line
read(ll, 20)numat
write (12,20)numat
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! BﬁSQUEDh DE LAS COCRDENALDAS MAYORES ¥ MEMNORES EN X,Y¥, 2
do i=l1l,numat
read(11,21)1inl (i) ,coorx(i),coory(i),coorz (i)
if (coorx(i).le.menx) then
menx=coorx (i)
endif
if (coorx(i).ge.mayx) then
mayx=coorx (i)
endif

if (coory(i).le.meny) then
meny=coory (i)

endif

if (coory(i).ge.mayy) then
mayy=coory (i)

endif

if (coorz(i).le.menz) then
menz=coorz (1)

endif

if (coorz(i).ge.mayz) then
mayz=coorz (i)

endif

enddo

c write(6,22) "el wvalor de BACE es: ',coOorx(num)
write(&,22)'E1l wvalor mi-nimo en % es: ' menx
write(&,22) 'El valor mﬁiximﬂ en X e2: ', mayx
write(6,22)'E1l valor mi-nimo en v ez: ' . meny
write(&,22)'E1l valor mﬁiximﬂ en y es: ', mayy
write(&,22)'E1l wvalor ni-nimo en z es: ', mens
write(&,22)'"E1l wvalor mﬁiximﬂ en z es: ', may=z
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boxx= (mayx-menx) +num* 2
boxyv=(mayy-meny) +num=* 2
boxz=(mayz-mensz) +num=* 2

write(6,23) "La caja deberd tener como dimensiones:'
write (&6, 24)boxx, boxy,boxz

! COSTRUCCION DEL NUEVC SISTEMA DE CCCRDEMADAS X,Y,Z

! Coordenadas del centro del nuevo sistema de coordenadas
centX=menx—num
centy=meny—-num
centZ=menz—num

do i=l1,numat
coorxn (i)=coorx (i) -centcx
cooryn (i)=coory(i)-centy
coorzn(i)=coorz (i) -centz
write(l1l2,21)1linl(i),coorxn (i), ,cooryn(i) ,coorzn(i)
enddo
write(lZ,Z24)boxx,boxy, box=

20 format (i8)
21 format (2a20,3£8.3)
22 format (a25,£8.3)
23 format (240)
24 format (3£10.5)
return
end

Figura A.1l: Programa para ajustar la caja utilizada a un tamano deseado, tomando las
coordenadas mayores en X, Y y Z
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#omplex Number: 1

SUMMARY

van der Waal energy =

Electrostattic energy =

Polar solvation energy =

SASA energy =

SAV energy =

WCA energy =

Binding energy =

END
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Figura A.2: Componentes energéticos, incluida la energia de enlace con sus respectivas

desviaciones promedio
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A.2. Modelamiento por homologia

Psi (degrees)

N

1 T T -
0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB,L] 59 83.1%
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 12 16.9%
Residues in generously allowed regions. [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 71 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 6

1

Number of proline residues

Total number of residues 82

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms.
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
1o have over 90% in the most favoured regions.

Figura A.3: Ramachandran. Cada punto representa un residuo, la regién (A, a y ~a)
representa la hélice alfa con giro a la derecha que se visualiza de color rojo, la regién (B, b
y ~b) representa la hoja beta que se visualiza de un colo marrén y finalmente la regién (L,
1 y ~1) representa la hélice alfa con giro a la izquierda que se visualiza de color amarillo.
Imagen obtenida de PDBsum
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Figura A.5: Gréafico de puntuacién de residuos.
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A.3. Minimizacién de la estructura por el método de

Stept Descent

]80' ____] -

135

Psi (degrees)

-
T _.
135 180
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 61 85.9%
Residues in additional allowed regions [ab,lp] 10 14.1%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 71 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 6
Number of proline residues 1
Total number of residues 82

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Figura A.6: Ramachandran. Cada punto representa un residuo, la regién (A, a y ~a)
representa la hélice alfa con giro a la derecha, que se visualiza de color rojo, la regién (B, b
y ~b) representa la hoja beta, que se visualiza de un colo marrén y finalmente la regién (L,
1 y ~1) representa la hélice alfa con giro a la izquierda, que se visualiza de color amarillo.

Imagen obtenida de PDBsum

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




553 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE 5 A CATOLICA

TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

Z-Score:  =6.82
10
X-ray
I NMR
5 e
0 .
(-1
g -
"
-
-10 -
. P |
]
=15 4
=20 . . . . .
0 200 400 600 800 1000
Number of residues
Figura A.7: Puntuacién Z.
20
winoow sze 10
o
20
1.0
=
(=]
@
c
(3]
=
Qo
@ 00
K=l
@
(=]
©
2
X
2.0
20

Sequence position

Figura A.8: Gréafico de puntuacién de residuos.
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A 4.

Dinamica molecular de la estructura terciaria

A.4.1. Dominio FF-hand
Distancia del calcio con los residuos con los que interacciona
1°" Bucle

Residuos Esi((iiﬁ(l) 17 °C-290.15 K 37 °C-310.15 K 57.9 °C-331.05 K 77.3 °C-350.45 K 97.3 °C-370.45 K
Acido aspartico 15 0.226 £ 0.006 0.228 £ 0.006 0.226 <+ 0.006 0.226 £ 0.007 0.227 £ 0.006
Treonina 16 0.362 £ 0.019 0.392 + 0.071 0.457 £ 0.089 0.384 £ 0.063 0.412 £+ 0.075
Asparragina 17 0.360 £ 0.086 0.377 £+ 0.094 0.382 + 0.077 0.406 £ 0.079 0.352 4+ 0.091
Glicina 18 0.421 + 0.027 0.415 + 0.038 0.419 &+ 0.043 0.429 + 0.042 0.417 £ 0.048
Acido aspartico 19 0.224 + 0.005 0.225 + 0.005 0.227 + 0.006 0.225 + 0.006 0.226 + 0.006
Glicina 20 0.447 + 0.033 0.430 + 0.047 0.426 + 0.036 0.431 + 0.041 0.414 4+ 0.051
Lisina 21 0.244 + 0.011 0.243 + 0.017 0.238 = 0.009 0.242 £+ 0.013 0.249 + 0.036
Isoleucina 22 0.359 £ 0.028 0.359 £ 0.027 0.370 £ 0.026 0.363 £ 0.027 0.367 £ 0.029
Serina 23 0.372 £ 0.023 0.419 £ 0.070 0.377 £ 0.027 0.381 £ 0.036 0.442 + 0.083
Leucina 24 0.779 £ 0.023 0.829 + 0.067 0.782 + 0.026 0.790 £ 0.037 0.846 + 0.074
Serina 25 0.718 + 0.051 0.772 £ 0.064 0.729 £ 0.049 0.739 £ 0.064 0.786 £+ 0.072
Acido glutamico 26 0.231 £ 0.005 0.231 + 0.006 0.229 £ 0.006 0.230 £ 0.006 0.230 £ 0.006

Tabla A.1: Distancias entre los residuos que conforman el primer bucle y el calcio.
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Distancia del calcio con los residuos con los que interacciona

29 Bucle

Residuos IZISI(;:IEIO 17 °C-290.15 K 37 °C-310.15 K 57.9 °C-331.05 K 77.3 °C-350.45 K 97.3 °C-370.45 K
Acido aspartico 50 0.224 + 0.005 0.224 + 0.005 0.225 + 0.006 0.224 + 0.006 0.225 + 0.006
Treonina 51 0.377 £ 0.026 0.376 £ 0.025 0.381 £ 0.026 0.377 £ 0.027 0.382 £+ 0.028
Acido aspartico 52 0.224 + 0.005 0.225 £ 0.006 0.225 £ 0.006 0.225 £ 0.006 0.225 + 0.006
Glicina 53 0.377 £ 0.031 0.430 £ 0.048 0.409 £ 0.047 0.413 £+ 0.047 0.396 £+ 0.039
Acido aspartico 54 0.227 £+ 0.006 0.227 £ 0.006 0.227 + 0.006 0.227 £+ 0.006 0.227 £+ 0.006
Glicina 55 0.397 £+ 0.034 0.413 £+ 0.041 0.399 £ 0.042 0.408 £+ 0.041 0.395 £+ 0.040
Cisteina 56 0.240 £ 0.009 0.243 £+ 0.009 0.244 £+ 0.011 0.244 £+ 0.011 0.242 £+ 0.011
Isoleucina 57 0.396 + 0.015 0.402 £ 0.016 0.401 £ 0.017 0.399 £+ 0.017 0.402 £ 0.018
Acido aspartico 58 0.227 £ 0.006 0.227 £ 0.006 0.227 £ 0.006 0.227 £ 0.006 0.227 £+ 0.007
Fenilalalina 59 0.706 £ 0.012 0.696 + 0.016 0.702 £ 0.015 0.700 £ 0.015 0.700 £ 0.016
Asparagina 60 0.666 £ 0.076 0.651 £ 0.096 0.616 £ 0.086 0.587 £ 0.062 0.625 £+ 0.093
Acido glutamico 61 0.229 + 0.006 0.230 £ 0.006 0.230 £ 0.006 0.229 + 0.006 0.229 £ 0.007

Tabla A.2: Distancias entre los residuos que conforman el segundo bucle y el calcio.
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