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GLOSARIO

ACE = Energia atomica de contacto (Atomic contact energy).

Alérgeno = Sustancia que produce alergia.

Atopia = Reaccidon inmunologica patologica de tipo alérgico por accion de anticuerpos sobre
las células; tiene un componente hereditario importante y sus manifestaciones son asma,
rinitis alérgica, etc.

CBP = Proteina unida al calcio (Calcium - binding protein).

CDR = Region determinante de complementariedad (Complementarity - determining -
regions).

C-Score = Puntaje de confianza para estimar los modelos predichos por el servidor I-
TASSER.

Ce2,3,4 = Dominios de la cadena pesada de la IgE.

Epitopo = Zona del alérgeno que es reconocida por los receptores del antigeno.

Fab = Fragmento del anticuerpo que se une al antigeno (Fragment antigen - binding).
Fc = Fragmento cristalizable, contribuye a la activacion de células fagocitas.

FceRI = Receptor de alta afinidad para IgE. Es el responsable de la activacion de las células
cebadas y basofilos que intervienen en la respuesta alérgica.

Formato fasta= En bioinformatica, es una representacion de las secuencias de nucleotidos
0 amino acidos mediante codigos que emplean letras.

FAO = La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
ONUAA o mas conocida como FAO, por sus siglas en inglés Food and Agriculture
Organization.

ISAAC = Estudio internacional de asma y alergias en la infancia (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood)

IUIS = Unidén Internacional de Sociedades Inmunolodgicas (International Union of
Immunological Societies).

MM-PBSA = Mecanica molecular - Area superficial de Poisson-Boltzmann (Molecular
mechanics - Poisson-Boltzmann surface area).

NVT = Ensamble estadistico canonico en el cual se mantienen constantes el nimero de
atomos (N), el volumen (V) y la temperatura (T).

NPT = Ensamble estadistico isotérmico-isobarico en el cual se mantienen constantes el
nimero de atomos (N), la presion (P) y la temperatura (T).

OPLS-AA = Potenciales optimizados para simulaciones en liquidos, version todos los
atomos (Optimized potentials for liquid simulations all-atom), es un campo de fuerza popular
para simular liquidos y biomoléculas.
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Panalérgeno = Son moléculas ubicuas en la naturaleza con una funcion esencial y cuya
estructura comparte una elevada homologia entre diferentes especies responsables de la
reactividad cruzada.

Polinosis = Alergia al polen.

RMSD = Raiz de la desviacion cuadratica media (Root-mean-square deviation).

RMSF = Raiz de la fluctuacion cuadratica media (Root-mean-square fluctuation).

SASA = Area de superficie accesible al solvente (Solvent accessible surface area).

SAYV = Volumen accesible al solvente (Solvent accessible volume).

Sibilancia = Sonido silbante y chilléon durante la respiracion, causado por rinitis alérgica,
asma, entre otras enfermedades relacionadas al sistema respiratorio.

SIT = Inmunoterapia de un alérgeno especifico (Allergen-specific immunotherapy).

TM-Score = Es una escala propuesta para medir la similitud estructural entre los modelos
provistos por el servidor -TASSER.

vdW = van der Waals.

Z-Score normalizado= Una alineacion con un Z-score normalizado >1, refleja una
alineacion segura entre los 10 mejores homdlogos.
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RESUMEN

La alergia es una enfermedad causada por la respuesta exagerada del sistema inmune ante
agentes extrafios para el cuerpo llamados alérgenos y estd mediada por la Inmunoglobulina
E (IgE), la cual genera una reaccion alérgica. Actualmente, se ha sefialado como una nueva
enfermedad respiratoria la alergia al polen o polinosis, ya que afecta alrededor del 30 - 40%
de la poblacion mundial, alterando la salud y calidad de vida a millones de personas. El
objetivo del presente trabajo es evaluar la influencia del pH en la estabilidad estructural de
la polcalcina Jun o 2 presente en el polen del maiz, en su forma aislada y en la interaccion
del complejo antigeno-anticuerpo. Para lograr este fin se emplearon técnicas
computacionales (modelamiento estructural, simulaciones de DM, acoplamiento molecular
y metodologia del MM-PBSA). Los resultados mostraron la importancia de la declaracion
de los residuos protonados a pH neutro, ya que mejora la convergencia en las simulaciones
de DM. También, se observo que a pH 7 se obtuvo mayor interaccion entre los epitopos y el
CDR de la IgE. Ademas, que a pH 5 la polcalcina adopta una estructura cerrada, causando
una menor interaccion con la IgE al realizar el acopla- miento molecular. Finalmente, en la
evaluacion de la unidn con el calcio, revela que su posicion estable es a pH 7 mientras que

a pH 5 esta es desplazada debido a la nueva conformacion que estd adoptando la polcalcina.

Palabras Claves:

Jun o 2, pH, protonacion, dindmica molecular, energia de interaccion.



ABSTRACT

Allergy is a disease caused by the exaggerated response of the immune system to foreign
agents called allergens and is mediated by Immunoglobulin E (IgE), which generates an
allergic reaction. Currently, pollen allergy or pollinosis has been identified as a new
respiratory disease, since it affects around 30-40 % of the world population, altering the
health and quality of life of millions of people. The objective of this work is to evaluate the
influence of pH on the structural stability of the polcalcin Jun o 2 present in maize pollen,
in its isolated form and on the interaction of the antigen-antibody complex. To achieve this
end, computational techniques were used (structural modeling, MD simulations, docking
and MM-PBSA methodology). The results showed the importance of the declaration of the
protonated residues at neutral pH, since it improves the convergence in the DM simulations.
Also, it was realized that it is a pH 7, a greater interaction between the epitopes and the CDR
of the IgE was obtained. In addition, that at pH 5 the polcalcin adopts a closed structure,
causing a low interaction with IgE when carrying out molecular docking. Finally, in the
evaluation of the binding with calcium, it reveals that its stable position is at pH 7 while at

pH 5 it is displaced due to the new conformation that polcalcin is adopting.

Key words:

Jun o 2, pH, protonation, molecular dynamics, interaction energy.
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INTRODUCCION

La alergia es una enfermedad causada por la respuesta exagerada del sistema inmune
ante agentes extranos para el cuerpo llamados alérgenos. Es mediada por la Inmunoglobulina
E (IgE), que interacciona con el alérgeno (complejo antigeno - anticuerpo), generando una
reaccion alérgica. La cual es expresada por sintomas cominmente observados en las alergias
como son la anafilaxia, la fiebre de heno, conjuntivitis, asma, urticaria y dermatitis atopica.

La alergia al polen o polinosis hoy en dia se encuentra entre las enfermedades
respiratorias que afectan alrededor del 30 - 40 % de la poblaciéon mundial, alterando la salud
y calidad de vida a millones de personas (1). En base al Estudio Internacional de Asma y
Alergias en la Infancia (ISAAC) muestra que el 48 % de nifios en Pert mostraron sibilancias
desde que nacieron y el 26 % en el afio que se realizo este estudio (2). Pruebas cutdneas para
alergia arrojaron resultados positivos en Lima (97 %) y Tumbes (95 %) (3).

Entre los alérgenos del maiz encontramos a las Polcalcinas, que son un grupo de
proteinas alergénicas unidas al calcio (PBC) altamente reactivas. Ubicadas especificamente
dentro del polen, las PBC son una de las proteinas causantes de la polinosis. La investigacion
sobre la sensibilizacion ante los alérgenos polinicos del maiz ha generado diversos estudios,
demostrando que los sujetos sensibles al polen de maiz presentan signos de hiperemia
conjuntiva, obstruccidon nasal, rinorrea acuosa, entre otros sintomas. Clinicamente se
document6 que esta sintomatologia coincidia con el tiempo de la polinizacion del maiz (4),
siendo las principales victimas trabajadores y personas en contacto con cultivos de maiz, ya
que la presencia de este alérgeno los sensibilizo a este tipo de polen (5).

Existen estudios experimentales (6) que demuestran que el pH influye en el
reconocimiento de la Inmunoglobulina E hacia la polcalcina Jun o 2 evitando la reaccion
alérgica. En este trabajo de tesis tedrico - experimental, se pretende determinar la influencia
del pH en el complejo antigeno-anticuerpo empleando métodos computacionales
bioinformaticos.

Para este fin, se realizo el modelamiento estructural de la polcalcina Jun o 2 mediante la
técnica de Threading; se usaron simulaciones de dindmica molecular (DM) para observar los
cambios estructurales de la polcalcina en forma aislada y en el complejo antigeno-anticuerpo a
distintos pHS; analisis de acoplamientos moleculares (docking) polcalcina - IgE se usaron para

determinar los sitios de unidon mas favorables y se realizaron estudios energéticos (MM-PBSA) para

1



determinar la fuerza de unidén en las interacciones. Finalmente se analizaron los resultados para

comprobar que factores son los que intervienen en el reconocimiento alérgeno - anticuerpo.



HIPOTESIS

Dado que la variacion del pH inhibe la identificacion de la
inmunoglobulina E con la polcalcina Jun o 2; es posible determinar
un pH en el cual no exista el reconocimiento de la IgE mediante el uso
de métodos computacionales bioinformaticos.



OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Determinar mediante simulacion de Dindmica Molecular la influencia del pH en la
estabilidad estructural de la polcalcina Jun o 2 presente en Zea Mays (maiz)
respecto a su forma aislada e interactuante con la inmunoglobulina E.

Objetivos Especificos

e Modelar la estructura del alérgeno Jun o 2 por la técnica de Threading.

e Desarrollar la simulacion de dindmica molecular a pH neutro y a distintos pH (5 y

6).

e Analizar la interaccion de la inmunoglobulina E con la polcalcina Jun o 2 mediante

técnicas computacionales.

e Determinar la influencia del enlace de calcio y la variacion de éste debido a los

distintos pH.



CAPITULO1

1.MARCO TEORICO

1.1. Maiz

El maiz es un cultivo que pertenece a la familia Poaceae conocidas como gramineas,
conformada por trigo, arroz, avena, sorgo, cebada y cafia de azucar (7). Esta es una planta
de tallo largo erecto que alcanza hasta los 4 metros de altura, con un copioso numero de
hojas lanceoladas encajadas alternas al tallo, un sistema de raices fibrosas, es decir forma

abundantes raices adventicias (Figural.l) .

T ———————___, ESPIGUILLAS
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ANTERAS <43§§?
/'* &
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RAICES SEMINALES Y SISTEMA
RADICULAR ADVENTICIO

Figura 1.1 Morfologia del Maiz.Fuente: Hafliger, E. (1979). Maize.
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Es una planta monoica, por lo tanto, presentard los gametos masculinos y femeninos.
La inflorescencia femenina o mazorca, crece a partir de las yemas axilares de las hojas
pegadas al tallo. En la parte superior de esta planta se encuentra la inflorescencia masculina
o panoja, conformado por una espiga central y debajo de ésta, las espigas laterales, las cuales
contienen a las espiguillas. Estas espiguillas presentan tres estambres donde se forman entre

20 a 25 millones de granos de polen (8) (9) (10).

1.1.1. Antecedentes

Rebeca Salvador & Maria Pedrosa (11) exponen que "[...]los estudios sobre
fosiles han sefialado que el maiz se origind en el Teocintle, en México, y luego (hace
8000 afios) domesticado en dos areas del continente americano: Mesoamérica (México -
Guatemala) y los Andes (Peru - Bolivia) que producen dos colecciones genéticas
diferentes de maiz: genes mesoamericanos y andinos". Sin embargo, hay vestigios de
maiz que datan de aproximadamente entre 6700 y 3000 afos en los sitios arqueologicos
de Los Paredones (Nasca) y Huaca Prieta en el valle de Chicama (La Libertad) (12). Por
otro lado, existen registros de cultivos de maiz en Peru entre los afios 3000 a 1800 a.C.
en el valle de Fortaleza y el Norte Chico ubicados al norte del departamento de Lima (13).

Actualmente se han registrado casos de alergia debido al maiz, cultivo empleado
desde la antigiiedad, que sefialan a sujetos sensibles al polen de este cereal, los cuales
presentan signos de hiperemia conjuntiva, obstruccion nasal, rinorrea acuosa y
sibilancias. También se documentd clinicamente casos de rinoconjuntivitis alérgica
estacional y asma, que coincidian con el tiempo de la polinizacion del maiz (4). Estos
estudios demostraron que los principales afectados eran trabajadores y personas que
estaban en permanente contacto con estos cultivos (4) (5), por ello el polen de maiz ha
tomado relevancia como un nuevo panalérgeno.

Mediante un estudio biologico computacional, se emplearon herramientas de
modelado por homologia y se revisaron bases de datos que han ayudado a la clasificacion
de las proteinas alergénicas del maiz. Estos autores clasificaron estructuralmente 17
familias de alérgenos, donde las polcalcinas se ordenaron dentro de la categoria Zea m 7,

que es referida a las proteinas unidas al calcio (CBP) (4).

1.1.2. Cultivo del Maiz
El MINAGRI (Ministerio de Agricultura y Riego), cada afio publica un libro que

es empleado como orientador para la siembra de productos agricolas. Entre ellos una gran



variedad de granos como el maiz amarillo duro, el maiz amilaceo, el maiz choclo y el
maiz chala (14).

Las previsiones para la siembra de maiz amarillo duro para el 2020 fue de una alta
produccion, que contd con 273 mil hectareas, incrementandose en 3.7 % respecto a lo
ejecutado en la campana agricola entre los afios 2018 - 2019 en comparacion con las
demas variedades de maiz. Su produccion estuvo enfocada para la industria de alimentos
balanceados, actividad avicola, porcicola y animales de engorde. La siembra de este
cultivo normalmente se realiza entre los meses de agosto a octubre y de enero a marzo,
alcanzando las 178.3 mil hectareas que representan el 65 % en las intenciones de siembra

en este cultivo (15).

1.2. Polen

Los granos de polen son también llamados gametos masculinos de las plantas. Formados
en el interior de los estambres, que al madurar son liberados al medio ambiente, pueden
alcanzar distancias de hasta dos kilometros. De esta forma, la polinizacion realizada por el
viento le confiere su cardcter anemofilo. Respecto al maiz, es una planta alogama o
autégama, la fecundacion solo es viable entre su misma especie (16). Debido a esta
liberacion del polen, el maiz es una importante fuente de aeroalérgenos en el medio
ambiente. La exposicion a este tipo de polen depende de distintos factores como son la
especie de planta, la propagacion o el cultivo silvestre, el area geogréfica, la altitud, las

corrientes de aire, la temperatura y las precipitaciones.

1.2.1. Estructura

Los poélenes estan recubiertos por una pared de notable resistencia llamada exina
(Figura 1.2a), la cual estd constituida por uno de los materiales mas inalterables de la
naturaleza, la esporopolenina. Esta no es afectada por las variaciones térmicas y le
confiere al polen resistencia ante sustancias acidas y basicas.

Como cualquier célula, el polen se caracteriza por su tamafio y forma. También,
existen otras caracteristicas que lo describe, como la estructura de su exina y los poros o
aperturas que pueden presentar. De éstas ultimas deben observarse el tipo, nimero y
disposicion en la superficie del grano.

En la capa externa del polen, se forman los orbiculos o cuerpos de Ubicsh que
estan hechos de esporopolenina (Figura 1.2b). Los orbiculos se encuentran de forma

alineada en las basculas o columelas, las cuales son paredes tangenciales y el Tectum o



tapete, que son las paredes radiales del polen (17) (18). Esta Gltima estructura secreta al
Pollenkitt, que estd compuesto por ceras, lipidos, moléculas aromaticas y proteinas. De
estas ultimas, se ha observado que en las familias de cupresaceas y gramineas se

encuentran proteinas con propiedades alergénicas (19).

o /Tectum
Wdumeh Exina
/R\Intino

Citoplasma
(a) (b)

Figura 1.2: (a) Estructura del Polen. Fuente: Gilbert, S. F. (2005). (b) Representacion de las
paredes estructurales del polen. Fuente: Villa, M. A. R. (2009).

El grano de polen del maiz trinuclear (Figura 1.3), contiene un nicleo vegetativo,
dos nucleos generativos y abundantes granos de almidon, siendo la exina e intina, quienes

le dan proteccion en el medio ambiente.

(a) Seccidn optica . (b) Detalle de aperturas

Figura 1.3: Fotografia microscopica de un Polen de Maiz.
Fuente: Rosas-Alvarado, A., et al. (2011).

1.3.Alergia

La alergia, también conocida como hipersensibilidad Tipo 1 (20), es una enfermedad

que actualmente ha ido aumentando mundialmente. Considerando que es una reaccion

exagerada generada en respuesta al estimulo ante la entrada de alérgenos al cuerpo, son

mediadas por la inmunoglobulina E (IgE) (21). La respuesta rapida de forma inadecuada y
exagerada puede desencadenar patologias que entre las mas relevantes se encuentran (22):
e Migrafias.

e Conjuntivitis.



¢ Rinitis estacional.

e Laringitis, asma, bronquitis.
e Estomatitis.

e Urticaria, eccema.

e Choque anafilactico.

Se han descubierto factores hereditarios en estudios genéticos asociados a la atopia,
asma, rinitis y otras enfermedades alérgicas en los siguientes cromosomas: 5, 6, 11q, 12y
13q1 (23) (24) (25). También se ha observado que la probabilidad de que un paciente sea
alérgico varia de acuerdo a los antecedentes familiares, entre un 30 % cuando el gen lo tiene
un progenitor, a un 60 % cuando ambos lo tienen. Otros factores de la sensibilizacion es el

tiempo de exposicion y cantidad ante los agentes alergénicos (22).

1.3.1. Alergia al polen

La polinosis es considerada una enfermedad que hoy en dia presenta una alta tasa
de crecimiento. El polen es un aeroalérgeno ampliamente estudiado entre otros alérgenos
como son los hongos, acaros, polvo, etc.

El estudio de esta bioparticula alergénica ha sido de gran interés, ya sea por ser
un factor de la contaminacion atmosférica, es decir, analizando su movimiento y ademas
coémo éste impacta en la salud del ser humano. El incremento de la investigacion en este
ambito sera de gran ayuda para obtener mayor conocimiento sobre este tipo de alérgeno
y sus patologias para tener un rapido tratamiento a los afectados (26).

Un estudio mostro la relacién entre la sensibilizacion a alérgenos estacionales
(ciprés, pasto, olivo, platano de sombra y parietaria) y concluyd que los individuos
sensibilizados sufrieron de sintomas graves e intermitente de rinitis, una calidad de vida
mas restringida y desarrollaron con mayor rapidez el asma desde el inicio de la rinitis,
aunque el asma tendi6 a ser menos grave en estos pacientes (27).

La capacidad alergénica del polen se debe a los propios granos de éste, que se
depositan en las mucosas. Los estudios aerodindmicos realizados sugieren que las
particulas de dimensiones mayores a 10 pm quedan retenidas en las vias respiratorias
superiores. Enfermedades como asma y la rinitis alérgica son afecciones inflamatorias
cronicas persistentes del tracto respiratorio relacionadas con la polinosis.

Ha sido posible observar en animales expuestos a grandes cantidades de polen,
que entre el 1 - 2 % de los granos inhalados pueden alcanzar los bronquios y la

penetracion en la via bronquial aumenta si la respiracion se realiza por la boca, lo cual
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puede ser peligroso durante el ejercicio fisico en los humanos. Con estas proposiciones,
se considera que el porcentaje de granos de polen que alcanzan a penetrar en los bronquios
es pequeno, por lo que se cree que la aparicion de asma estaria determinada en mayor
medida por la cantidad de polen acumulado, no por la exposicioén diaria. Esto ultimo
también podria explicar el desfase cronoldgico que habitualmente se observa entre la
aparicion de los sintomas de la rinoconjuntivitis y el posterior desarrollo de las

manifestaciones asmaticas (16).

1.3.2. Tratamiento y Diagnostico

El diagnostico se basa primordialmente en el historial médico del paciente, el
examen fisico y las pruebas de IgE in vivo, contrariamente a las pruebas in vitro
comunmente empleadas para el diagndstico de alergia. Sin embargo, la evaluacion de la
sensibilizacion, particularmente en base a los componentes alergénicos, proporcionan la
posibilidad de distinguir entre sensibilizacion genuina y reactividad cruzada. Los avances
con el empleo de técnicas moleculares a sido provechoso para el diagnostico de alergias
haciendo uso de los alérgenos recombinantes (28).

Los alérgenos recombinantes son obtenidos de alérgenos naturales reconocidos
que han sido clonados biotecnologicamente y estan estandarizados para ser empleados en
diversos ambitos, por ejemplo, en el diagndstico alergologico molecular, el estudio
estructural y funcional de la patogénesis de la alergia, a fin de desarrollar nuevas
alternativas en el tratamiento de ésta, etc. (29) (30) (31).

Finalmente, el detallado perfil de sensibilizacion del paciente es esencial para una
inmunoterapia alergénica especifica (SIT) exitosa (27). Este moderno tratamiento
molecular se encarga de prevenir el desarrollo de la reaccion alérgica y que el efecto sea

permanente (28).

1) Tratamientos Sintomaticos: Contrarrestan la reaccion alérgica (32), entre los

principales estan:

e Cromomas (cromoglicato y nedocromil): Compuestos que estabilizan las
células cebadas e inhiben la degranulacion mastocitaria e interfieren en la
liberacion de los mediadores pro-inflamatorios causantes de las reacciones

alérgicas.

e Antihistaminicos: Bloquean competitivamente los receptores histaminérgicos
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H1. Se utilizan para el tratamiento sintomatico de muchas enfermedades
alérgicas, sobre todo para el tratamiento de rinitis, conjuntivitis, eccema y
urticaria alérgica (no se ha demostrado su eficacia en el trata- miento del asma

bronquial).

¢ Broncodilatadores: Farmacos que relajan la musculatura lisa bronquial,
responsable al contraerse de los efectos obstructivos propios de las crisis

asmaticas.

e Corticoides: Grupo de farmacos, derivados de los esteroides, en los que se ha
potenciado su accidn antiinflamatoria al reducir al maximo sus efectos sobre el
metabolismo enddgeno. Son muy usados como tratamiento de diversas
enfermedades alérgicas (asma, rinitis, urticaria, dermatitis atopica y anafilaxia).

Pueden administrarse por via topica cutanea, inhalatoria, oral e inyectable.

e Antileucotrienos (montelukast, zafirlukast, zileuton): Formacos que se unen
a los receptores de leucotrienos, situados en las células de las vias respiratorias.
Impiden la unién entre éstos y los mediadores pro inflamatorios, ademas de
bloquear los efectos que éstos causan. Es el tratamiento mas comun en los casos

de asma leve y moderada.

e Macrolidos inmunomoduladores (tacrolimus, pimecrolimus): Debido a sus
propiedades inmunosupresoras, son empleados como terapia frente a las

manifestaciones alérgicas cutaneas.

2) Tratamiento etiologico: Se trata de inmunoterapia o hiposensibilizacion.
Actualmente es empleado para disminuir la respuesta del individuo alérgico frente al
alérgeno y modificar el curso natural de la enfermedad alérgica. Consiste en la
administracion de dosis crecientes de un extracto alergénico que lleva a la formacion
de anticuerpos bloqueadores que se fijan al alérgeno antes de que éste llegue a unirse

a las IgE de la superficie de los mastocitos, evitando asi su degranulacion (32).

1.3.3. Alérgeno

Los alérgenos son sustancias extrafias que al ingresar al cuerpo humano causan la
reaccion alérgica debido a que son identificadas como peligrosas (32). Es dificil clasificar
a los agentes o sustancias externas que tendran la capacidad de convertirse en alérgenos,

ya que éstos pueden compartir secuencias con alérgenos identificados, logrando de esta
11



manera, sensibilizar mas al paciente.

El grado de reaccion alérgica dependera del nivel, tiempo y via de exposicion,
¢ésta ultima determinari el tipo enfermedad alérgica. En el ambiente, los granos de polen
trabajan como aeroalérgeno, causantes de la polinosis. El sistema respiratorio es el 6rgano
diana o target del polen en el aire, resultando en dos tipos de trastornos de
hipersensibilidad: la inmediata en individuos genéticamente predispuestos y la tardia, que
en otros pacientes causan manifestaciones clinicas de rinitis alérgica, asma, dermatitis
atopica, etc.

Dentro de la estructura del alérgeno, se refiere al término Epitopo como al
determinante antigénico o parte de una molécula, reconocida por el anticuerpo o
Inmunoglobulina E, formando el complejo antigeno - anticuerpo. La IgE estd unida a las
células efectoras, basofilos y mastocitos, que al formarse el complejo desencadenard la

respuesta alérgica (33).

1.3.4. Reactividad Cruzada

Teniendo en cuenta que la alergia resulta del reconocimiento antigeno -
anticuerpo, se ha observado que los pacientes alérgicos han presentado sintomas ante
diferentes fuentes de alérgenos. Con esta premisa, el hecho de que un alérgeno en su
secuencia tenga epitopos compartidos o similares respecto a otro, da a lugar una
condicidn sintomatoldgica conocida como reactividad cruzada (26).

Taxondémicamente, se esperaria que las plantas del mismo género tuvieran el
mayor numero de alérgenos compartidos, mostrando asi una alta reactividad cruzada.
Asimismo, plantas de la misma familia compartirian una menor cantidad de alérgenos
disminuyendo esta reactividad. Por consiguiente, las plantas relacionadas de forma
distante tendrian una minima identificacion y casi nula reactividad cruzada. Este enfoque
ha sido validado para distintos tipos de alérgenos, con las excepciones mas notables en
las proteinas altamente conservadas como: profilinas, polcalcinas, etc. Los esquemas
taxondmicos mas antiguos se basaban principalmente en similitudes morfologicas, que a
veces son engafiosas debido a la bifurcacion evolutiva (34). La reactividad cruzada es
afectada por la cantidad de motivos EF-Hand. Los alérgenos que estan conformados por
2 a 4 motivos, han registrado una mayor cantidad de reactividad cruzada con varias

especies de plantas (35).
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1.4. Polcalcinas

Las polcalcinas son proteinas alergénicas especificas al polen, conforman en gran
medida la familia de las CBPs. A pesar de su alta reactividad cruzada, la sensibilizacion a
las polcalcinas no esta asociada con la alergia a los alimentos de origen vegetal (4), (36).

Se ha asociado su funcion bioldgica al control intracelular del nivel de calcio durante la
formacion del polen y en la intervencion del proceso de sefializacion para el crecimiento del
tubo polinico debido a su vinculacion con el ion calcio (36), (37).

Se observo que en un estudio sobre reactividad cruzada, cerca del 10 % de los pacientes
con polinosis mostraron una reaccion alérgica con dos tipos de alérgenos al polen de varios
arboles, pastos y malezas (38). Diferentes datos indican que la relevancia clinica de la
sensibilizacién a polcalcina estd relacionada con factores geograficos y al nivel de

exposicion a diferentes fuentes alergénicas (4).

1.4.1. Estructura
Las polcalcinas tienen una masa molecular de 9-28 kDa, dependiendo del nimero
de motivos de la EF-Hand que sostienen (2, 3 o 4 motivos de la EF-Hand) y muestran

una estructura monomeérica o dimérica (6).

Figura 1.4: Estructura de la Polcalcina Jun o 2. Cada ion de calcio estd asociado a un motivo EF-hand.
En el zoom se muestra la estructura de un motivo EF-hand. Fuente propia.

Las proteinas en su mayoria a-helicoidales contienen los motivos caracteristicos
de EF-Hand (estructura de hélice-bucle-hélice), que son responsables de la union del
calcio (4). Los motivos de EF-Hand incorporan en una a-hélice “E” unida por un bucle,

que contiene al calcio a otra a-hélice “F”¢ (39) (Figural.4). Pueden asumir dos
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conformaciones diferentes: cerrada, libre de Ca+2 llamada forma holo y una forma
abierta con Ca+2 llamada apo que es mas estable, resultando asi en interacciones mas
fuertes con los anticuerpos IgE (40).

La unién coordinada a 7 oxigenos del ion calcio da una conformacion bipiramidal
pentagonal. También se ha observado que dichos iones estan enlazados a través de 4
grupos de carboxilato o carboxiamida (R-COO-), y un tnico esqueleto de oxigeno
carbonilo (R-C=0), colocado en el bucle a una distancia especifica (35). Los residuos que
usualmente enlazan al calcio son los aminodcidos con carga negativa como el acido

aspartico y el acido glutamico.

1.4.2. Epidemiologia

Las polcalcinas alergénicas se derivan del polen de arboles, pastos y malezas.
Son de gran reactividad cruzada e inducen valoraciones de sensibilizacion entre 5-10 %
de pacientes alérgicos al polen (41). Se ha observado que los factores de la
sensibilizacién a nivel clinico dependen de la geografia y exposicion a estos alérgenos
(36).

En la gran familia de polcalcinas, la Phl p 7 proveniente del Timothy grass ha
presentado una mayor reactividad cruzada. Por lo tanto, podria utilizarse como marcador
para identificar sensibilizaciones multiples del polen (35).

Si bien las polcalcinas se encuentran exclusivamente en fuentes de polen, éstas
no se han relacionado con ninguna reactividad cruzada entre el polen y los alimentos,
por el contrario, estan mas implicadas en las reacciones respiratorias leves debidas a la
inhalacion (42).

La sensibilizacion a polcalcinas es de gran importancia, ya que se registran casos
clinicos debido a su condicion de panalérgenos entre especies distintas, como es el caso
del reconocimiento de la IgE especifica entre el alérgeno recombinante del Timothy
grass (rPhl p 7) y la polcalcina del polen de maiz Zea m 7. Ademas, se ha observado que
para el tratamiento alérgico de inmunoterapia, la reaccion alérgica a las polcalcinas por
si solas no es muy comin (monosensibilizaciéon), sin embargo, si se emplean dos

alérgenos como polcalcina y profilina, hay un mejor tratamiento de inmunoterapia (36).

1.4.3. Juno?2

Es una polcalcina proveniente del polen de la familia Cupressaceae, del género
Juniperus oxycedrus, de donde proviene la nomenclatura que se le ha dado en la
clasificaciéon como alérgeno (35) (43). Conocida inicialmente como Jun o 2, en el afio
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2003 la Unién Internacional de Sociedades Inmunologicas (IUIS) la renombro como Jun
o 4. Sin embargo, existen bancos de datos (PIR, GenBank y SwissProt) que siguen
reconociéndola como Jun o 2.

Este cambio de nomenclatura fue tomando como base a la categoria de alérgenos
del polen de ciprés que corresponde al grupo 4, agrupandolo con la familia de proteinas
unidas al calcio como es la Bet v 4 del polen de abedul (43), (44). Este grupo tiene
reactividad cruzada con las CBPs correspondientes al grupo 7 en las familias de
alérgenos del ciprés y maiz (4), (45) no importando que difieran en tamafio (~9 kDa y
~20.4 kDa respectivamente).

En ambas plantas, la configuracion estructural es la misma, con una forma
abierta “Apo” en forma de barril y la configuracion de las posiciones de los bucles y el
rango de residuos que lo conforman son las mismas en la Tabla 1.1 (46).

Tabla 1.1: Caracteristicas de las regiones que corresponden al bucle que contiene al calcio. Tabla
obtenida de UniProt.

CARACTERISTICAS POSICIONES LONGITUD

57 - 68 12

93 -104 12
Union al Calcio

131 - 142 12

167 - 178 12

La secuencia de la Jun o 2 recombinante predicha experimentalmente contiene
cuatro motivos de EF-hand con unidén al Ca+2. También en el analisis en bases de datos
como BLAST, esta polcalcina mostré que tiene una similitud con las calmodulinas de
organismos como la acidia y las levaduras en un 55.4 % y 52.9 % respectivamente.

En este trabajo de tesis se referird a esta polcalcina como Jun o 2

indistintamente.

1.5. Inmunoglobulina E

Fueron descubiertas por Johansson e Ishizaka en 1967. Su funcion esta relacionada con
las enfermedades alérgicas, ya que éstas son mediadas por este tipo de anticuerpos (47).

La IgE es una proteina heterodimérica, con un peso molecular de ~192 kDa. Su tiempo
de vida media en suero es de 3 dias, debido a la tendencia de unirse a basofilos y mastocitos.

Su intervencion desencadena los sintomas del proceso alérgico como asma, rinitis alérgica

y anafilaxis (48) (49).
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Figura 1.5: Estructura de la Inmunoglobulina E. Fuente: Ribatti D. (2016)

Su estructura estd conformada por dos cadenas ligeras (L); dos cadenas pesadas (H);
una region variable (V), donde se realiza la union al antigeno y la region constante (C),
conformada por varios puentes disulfuro (48) (Figura 1.5).

La region donde se realiza la unidn al antigeno es conocida como Fab (antigen- binding
fragment), constituida por las cadenas ligeras y pesadas unidas por puentes disulfuro con el
dominio variable (48) (49). Estructuralmente, son las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) las que se unen a los epitopos del alérgeno (50).

Por otro lado, la region Fc estd formada por dos cadenas pesadas unidas por puentes
disulfuro, su funcion es determinar la célula efectora. Tiene tres tipos de cadenas pesadas
Ce2, Ce3 y Ce4. Es en el dominio Ce3 donde se forma la union con la cadena a del receptor
FceRI(51) (52).

La aplicacién de la investigacion en la mediacion de la inmunoglobulina para la alergia,
es de gran utilidad a nivel molecular y con el amplio estudio de los mecanismos a las
reacciones alérgicas, son empleadas para desarrollar nuevas estrategias de prevencion,

deteccion y tratamiento de esta enfermedad (53).

1.5.1. Interaccion Jun o 2 e Inmunoglobulina E

Se ha observado que la menor cantidad de motivos EF-Hand ayuda al
reconocimiento de IgE, ya que al contener varios dominios globulares la polcalcina, su
interaccion es afectada por la cercania entre ellos (35).

Experimentalmente se observé que la inhibicion del reconocimiento entre la Jun
o 2y la IgE por la variacion del pH, sucede debido a dos hipdtesis: la primera consiste en
que el sitio de union al calcio es un epitopo y la segunda, es que la presencia o ausencia

del calcio modifica la estructura de la polcalcina afectando su union a la IgE (6).
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Dado estos argumentos, en el presente trabajo de tesis, hemos utilizado diferentes
herramientas de la quimica computacional, a fin de dilucidar el efecto que tiene el pH en
la ausencia o formacion del complejo polcalcina - IgE. La finalidad de esta investigacion
fue reconocer, a nivel molecular, aquellos factores més relevantes que intervienen en

estas interacciones.

1.6. Quimica Computacional

La quimica computacional es una disciplina que asento sus bases en la investigacion de
modelos multiescala de sistemas quimicos complejos. A partir de estas investigaciones es
que ha tenido un rapido crecimiento, siendo aplicado en el modelado y la simulacién por
computadora de macrosistemas como las biomoléculas, polimeros, medicamentos,
moléculas inorgéanicas y organicas, etc. (54).

Desde su aparicion, la quimica computacional ha evolucionado gracias al gran
desarrollo de la tecnologia del hardware y software computacional que comenz6 a finales
de los 90’s. Con un alto poder de cémputo, usando instalaciones de alta tecnologia y
algoritmos numéricos mas rapidos y eficientes, la quimica computacional ha logrado
resolver problemas quimicos y biologicos de forma tedrica - experimental empleando

modelos in silico (54).

1.6.1. Modelamiento de proteinas

Dentro del estudio computacional, una de las herramientas ampliamente utilizadas
es la visualizacion de las moléculas biologicas. Esto permite una mejor comprension
molecular de los complejos proteinicos y de sus interacciones derivando en una mayor
capacidad de andlisis en el desarrollo de su estudio.

Las estructuras mas conocidas dentro de los modelos proteinicos son:

1) Heélices alfa o a-Hélices: Es una estructura en forma de bastoncillo, cuya seccion
interior es una cadena fuertemente enrollada con sus cadenas laterales extendiéndose
hacia afuera en una disposicion helicoidal. Estas estructuras secundarias emplean los
enlaces de hidrogeno entre los grupos CO y NH de la cadena principal para
estabilizarse (Figura 1.6). El sentido del giro de las a-hélices puede ser dextrogiro o
levogiro, sin embargo, la a-hélice dextrogira es mas favorable debido a la menor
cantidad de choques estéricos en la estructura entre las cadenas laterales y la cadena

principal.
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Figura 1.6: Estructura secundaria del tipo a-hélice, (a) Formacion de la estructura alrededor de un
eje central. (b) Visualizacion de las medidas entre cada residuo.
Fuente: Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2013).

2) Hoja p o p-Sheet: Una hoja beta, esta conformada de dos a tres B strands o hebras,
unidas por enlaces de hidrogeno. Estructuralmente, esta extendida en lugar de estar
enrollada con fuerza, como en las o hélices, ademas de que las cadenas laterales
apuntan en direcciones opuestas. Tienen dos conformaciones: antiparalela, cuyas
hebras corren en direcciones opuestas, en la cual los atomos de los grupos -CO y -
NH se unen de forma alineada (Figura 1.7.b). La otra conformaciéon es del tipo
paralelo y es cuando las hebras corren en la misma direccion. En esta conformacion,
los grupos -NH y -CO se enlazan con la hebra vecina de forma diagonal como se

muestra en la Figura 1.7.c.
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Figura 1.7: Estructura secundaria de tipo Hoja . (a) Conformacion de una hebra § o B-strand. (b)
Formacion de una hoja 3 de tipo antiparalelo. (¢) Formacion de una hoja 3 de tipo paralelo.
Fuente: Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2013).

3) Giro inverso y Bucles o Turns y Loops: Para obtener las formas compactas o
globulares, es decir la formacion de estructuras mas complejas, se requieren
estructuras enlazantes que le den sentido a la molécula. El giro inverso (turn),
estabiliza la estructura contra cambios repentinos de direccion, formando enlaces
entre los hidrogenos y los grupos -CO y -NH. Los bucles (loops), también interviene
en las inversiones de la cadena y son mas enrevesados que los giros inversos. Son

rigidos y bien definidos la mayor parte del tiempo.
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Figura 1.8: Estructuras secundarias del tipo (a) Bucles y (b) Giro inverso.
Fuente: Badal, S., & Delgoda, R. Eds. (2017).

Actualmente la investigacion ha desarrollado varias bases de datos donde se encuentran
las secuencias aminoacidicas, pero sin su informacion estructural secundaria. El modelado
de estructuras complejas intenta predecir lo mas preciso posible, la estructura de moléculas
en base a su secuencia.

Empleando complejas técnicas matemadticas y de secuenciacidon, estos programas
construyen diferentes modelos de estructuras tridimensionales que seran evaluados mediante
puntajes propios de cada técnica, para probar su funcionalidad y qué tan cercano se
encuentran estos modelos a las estructuras experimentales. Existen dos métodos

ampliamente utilizados en el modelado de bioestructuras (55):

e Modelado por Homologia: Basado en el porcentaje de identidad que existe entre la
secuencia a modelar y las diferentes secuencias conocidas experimentalmente. Estas
ultimas secuencias deben de tener un porcentaje mayor al 70 % de identidad para ser

utilizadas como plantillas en el modelamiento.

e Threading: Consiste en tomar una libreria de estructuras proteicas homologas a la
secuencia que se desea modelar. Esta es alineada tridimensionalmente a las distintas
plantillas obteniéndose varios modelos que seran evaluados por medio de puntajes que

derivan de patrones, ya sea en funcion a la energia, a la confiabilidad, al RMSD, etc.

1.6.2. Dinamica Molecular
Las simulaciones en dindmica molecular (DM), predicen las posiciones y el

comportamiento de cada adtomo dentro de un sistema molecular o una proteina en un
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periodo de tiempo en base al modelo general de la mecanica fisica. Asi, estas posiciones,
velocidades e interacciones de las particulas son gobernadas por las ecuaciones de
movimiento de Newton (56).

La DM es una metodologia que, al ser aplicada, genera las trayectorias de un
sistema caracterizado por un potencial de interaccion intra e interatdbmico que puede estar
condicionado a restricciones periodicas (PBC). Conformado por N particulas, las
propiedades de los sistemas se obtienen mediante diferentes tipos de integraciones, las
cuales se resuelven numéricamente de acuerdo al tipo de colectividad estadistica que se
ha formado, conocidos como ensambles moleculares.

En los célculos de DM es comun trabajar con los ensambles NVT y NPT que son
los colectivos conocidos como canodnico e isobarico-isotérmico respectivamente, ya que
¢éstos nos brindan informacion respecto a las condiciones trabajadas de forma
experimental (57).

La metodologia de DM puede ser descrita brevemente de la siguiente manera:

1) Generacidén de la topologia y solvatacion: A partir de las posiciones y enlazamientos

atomicos se genera el reconocimiento estructural de las sustancias, sistemas
biomoleculares o sistemas quimicos. Con esta informacion, se construyen las
topologias utilizando parametros no enlazantes (tipos de atomos y cargas), asi como
parametros enlazantes (enlaces, angulos y diedros). Estos parametros estan
contenidos dentro de un campo de fuerza el cual los define previo a la simulacion.
Una caracteristica importante en las simulaciones moleculares es definir el tamafio
de la caja en base a las condiciones periodicas de contorno (PBC). Sus dimensiones
dependeran en gran medida del tamafio finito del sistema ya que lo que se desea
evitar son las interacciones de las biomoléculas del sistema con sus réplicas

considerandose solo una celda unitaria en toda la simulacion.
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Figura 1.9: Representacion esquematica de la idea de condiciones periddicas de contorno. Fuente
propia.
Finalmente, se escoge el tipo de medio de solvatacion en el que se realizard la
simulacion.

2) Minimizacion de energia: Normalmente las estructuras iniciales que se crean en los
simuladores poseen una cantidad de energia mucho mayor debido a los choques
estéricos provocados al construir estas estructuras. Por esta razon, se utilizan
algoritmos para calcular las posiciones y fuerzas iniciales, con el objetivo de
minimizarlas energéticamente reduciendo asi, posibles superposiciones atdmicas
logrando estructuras cercanas a las proteinas en su forma natural.

3) Equilibrio: Para lograr una buena integracion entre el medio y la proteina los sistemas
se someten a un proceso de homeostasis resolviendo las ecuaciones de movimiento
de Newton, hasta que las propiedades promedio de éste no cambien mas con el
tiempo, un ejemplo es la energia total. Este equilibrio consta de dos etapas, la primera
es una simulacion de DM en un ensamble canonico o NVT (constante nimero de
atomos, volumen y temperatura). Esta simulacion tiene como objetivo el
acoplamiento de las moléculas en la caja de simulacion y llevar al sistema a la
temperatura objetivo. La segunda etapa consta de una DM en un ensamble isotérmico
- isobarico, NPT (constante numero de atomos, presion y temperatura) donde la
simulacion se lleva a cabo para permitir que el sistema encuentre la densidad correcta
logrando una interaccion Optima entre el solvente y la proteina.

4) Produccion: En esta etapa se realiza la simulacion de dinamica molecular pro-
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piamente dicha, ya que las etapas previas sirvieron para condicionar las variables del
experimento. En las DM de producciéon es donde se obtiene las diferentes
propiedades de los sistemas una vez que alcanzan la estabilidad estructural. Estas
simulaciones suelen tener alto costo computacional debido al gran nimero de pasos
(steps) que derivan en simulaciones de larga duracion.

Las aplicaciones de las simulaciones de DM en el campo biologico abarcan una
amplia cantidad de procesos biomoleculares importantes, por ejemplo, el cambio
conformacional, el acoplamiento de ligandos y el plegamiento de proteinas, ademas que
mostrar la trayectoria de los atomos en un periodo temporal que puede ir de los
femtosegundos (fs) hasta los microsegundos (us). Es importante destacar que estas
simulaciones también pueden predecir como responderan las biomoléculas a nivel
atdmico a perturbaciones como son las mutaciones, fosforilacion, protonacion y a la

adicidn o eliminacion de un ligando (58).

1.6.3. Docking Proteina-ligando

El método de Acoplamiento Molecular también conocido como Docking
proteina- ligando, pertenece a una clase mas amplia de técnicas generalmente conocidas
como métodos basados en estructura (59), por lo que se asume un conocimiento previo
de la estructura 3D tanto del receptor como del ligando. Por un lado, la estructura diana
(receptor o parte del receptor), se puede obtener mediante diferentes métodos
experimentales principalmente cristalografia de rayos X y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear o por métodos tedricos en servidores que cumplen el desafio de

predecir la interaccion de dos moléculas generando un modelo de union (60)

Figura 1.10: Representacion esquematica del acoplamiento proteina-ligando. Fuente propia.
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Este método es realizado por mecanica molecular para los servidores o programas
que se encargan del acoplamiento. Empledndose parametros experimentales, los
algoritmos buscan estructuras que asemejen a los modelos predichos con técnicas de
laboratorio (60). Hoy en dia se han desarrollado mejoras a este método, que se realiza en
tres etapas:

a) Primero, la preparacion del complejo Proteina-Ligando, teniendo en cuenta el campo
de fuerza que representard la superficie y las cavidades (Pockets) como sitios de
union.

b) Segundo, definir el tipo de acoplamiento que puede ser rigido, semirrigido o flexible
a fin de evitar los choques estéricos. Sin embargo, se ha implementado una mejora
al problema de la flexibilidad, en base a los términos del calculo energético.

¢) Tercero, establecer la estrategia de busqueda de conformaciones de ligandos, que
dependeran de la seleccion del algoritmo de acoplamiento que el servidor este

empleando.
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CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Detalles Computacionales

2.1.1. Hardware

Para estos estudios se utilizé una WorkStation con un procesador E5 de 2.60 GHz,
con una memoria RAM de 62 Gb, 3 discos duros de 1, 4 y 6 TB, dos tarjetas aceleradoras

de video (GTX 980 con memoria dedicada de 4Gb y 3Gb).

2.1.2. Bases de Datos
NCBI

El Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI) fue creado para
desarrollar sistemas de informacion para la biologia molecular. Esta base de datos ofrece
via online una variedad de recursos asi como de informacion, anélisis y datos de sistemas
bioldgicos o quimicos (GenBank®, Protein, PubMed, PMC, BLAST, PubChem) (61)
(62).

En esta base de datos se realizo la busqueda de la polcalcina del maiz, eligiendo la
Jun o 2. Se obtuvo informacion de la cantidad de aminodcidos y las referencias de
procedencia de nuestra secuencia de aminoacidos en formato fasta, la que fue empleada

en el modelamiento. Disponible en https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/
UniProt

Este nombre son siglas que provienen de “Universal Protein Resource”. Es una base
de datos que contiene mas de 120 millones de proteomas. Estos proteomas estdn
complementados por informacion organizada en diferentes categorias (funcion,
interaccion y expresion), segun el tipo de datos que contienen. Asi se facilita la busqueda,
ya que ofrece al usuario un facil acceso a informacion de interés en relacion a la proteina
(46).

El empleo de este servidor fue muy util para la adicion de los calcios después del
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modelamiento. La referencia de la ubicacion de los residuos donde estdn colocados los
calcios, ademas del peso molecular de la polcalcina y la taxonomia. Disponible en
https://www.uniprot.org/
Allergen Nomenclature

Se establecié para desarrollar un sistema de nomenclatura de alérgenos y esta
conformado por el Subcomité de nomenclatura de alérgenos de la FAO y IUIS, bajo el
liderazgo de expertos en caracterizacion, estructura, funcion, biologia molecular y
bioinformatica de alérgenos. En esta base de datos se proporciona y gestiona la
nomenclatura oficial de muchos alérgenos. Se espera que a través de esta base de datos
se brinden criterios sobre la union especifica entre la IgE y el alérgeno (63). Disponible

en http://www.allergen.org/

2.1.3. Software

En el desarrollo de los diferentes andlisis in silico (simulaciones DM, docking,

energias libres, etc.), se han empleado los siguientes softwares:

GROMACS 2020.3

El programa GROMACS (64) (GROningen MAchine for Chemical Simulations) fue
desarrollado inicialmente en el departamento de Biofisica y Quimica de la Universidad
de Groningen. Es una suit computacional que, al resolver las ecuaciones de movimiento
de Newton, realiza simulaciones de Dindmica molecular en liquidos, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. GROMACS es uno de los paquetes mas rapidos y populares de software
disponibles ademas de ser de libre acceso y puede ejecutarse tanto en CPUs como en
GPUs, lo que incrementa su capacidad de paralelizacion masiva dandole una gran

potencialidad para resolver sistemas cada vez mas grandes.

TASSER

El nombre del software online I-TASSER (65) (66) del laboratorio ZHANG, proviene
del acronimo Iterative Threading ASSEmbly Refinement. Este servidor emplea algoritmos
de ultima generacidn en secuencias aminoacidicas para el modelamiento de estructuras y
prediccion de funciones proteicas mas precisas. Este servidor usa el método Threading
empleando las bibliotecas por estructura PDB (67),con la cual se buscan plantillas
estructurales de la secuencia dada, ya sea a partir de homdlogos o segmentos proteicos
reconocidos en la secuencia target. Este paso genera una estructura secundaria predicha

a la que se le concede un confidence score, graduado del 1 al 9 y el mas alto puntaje
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indica una mayor confianza de forma que, se pueda estimar la mejor precision global de
los modelos construidos. En base a recopilar restricciones espaciales y a la informacion
evolutiva del modelado, estas predicciones ayudan al programa a identificar plantillas
que seran usadas en la construccion de los modelos generados (68),

La calidad de las alineaciones en la plantilla se juzga por el Z-Score que se define
como la puntuacion de energia en unidades de desviacion estandar en relacion con la
media estadistica de todas las alineaciones. El servidor provee 5 modelos estructurales de

los que se seleccionard un modelo final tomando en cuenta los siguientes puntajes:

1) El factor B o B-Factor: Esta caracteristica tiene en cuenta que el movimiento
térmico y la movilidad de los atomos en las proteinas estdn estrechamente
relacionados con la forma en que la proteina se pliega al estado nativo y su valor

indica el grado de movilidad térmica inherente.

2) C-Score: Es un puntaje de confianza para estimar la calidad de los modelos predichos
por I-TASSER. La puntuacion estd basada en la comparacion de las diferentes
plantillas, las cuales se alinean en sus diferentes subprocesos de ensamblaje, y en
parametros de convergencia. El rango de puntuacion va de -5 a 2, donde el mayor

valor significa un modelo con una alta confianza y viceversa.

3) TM-Score: Es una escala empleada para medir la similitud estructural entre dos
estructuras. Al emplear el TM-Score se pretende resolver el problema de RMSD que
es sensible al error local. Para el analisis del 7M-Score si el valor obtenido es mayor

a 0.5, éste indica que es un modelo de topologia correcta.

4) RSQ: Es la calidad especifica del residuo en los modelos, definido como la
desviacion estimada del residuo en el modelo de la estructura nativa de la proteina.
Mientras mas alto es el promedio de residuos de calidad, la estructura modelada es
de mayor confianza.

El servidor también nos provee la prediccion de las funciones proteicas como son la
posible union a distintos ligandos, enzimas y sitios activos, ontologia genética, etc. Para
acceder a este servidor: https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

ModRefiner

Es un algoritmo de alta resolucion a nivel atémico empleado para la construccion y

refinamiento estructural de proteinas mediante la minimizacién energética de las
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posiciones atoémicas, la cual es llevada a cabo en dos etapas. En la primera, la
minimizacion se realiza sobre los carbonos alfa (backbone) de la estructura proteica y es
conocida como minimizacidon de baja resolucion. En la segunda etapa, se agregan los
atomos de las cadenas laterales y el algoritmo aplica una segunda minimizaciéon conocida
como de alta resolucion. La busqueda conformacional es optimizada por un campo de

fuerza compuesto, basado en la fisica y en parametros estructurales de proteinas

conocidas (69). Es posible acceder a este servidor en
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
PDB2PQR

Predice los valores de pKa en grupos ionizables de proteinas y complejos proteina-
ligando, permitiendo al usuario convertir archivos con extension “.pdb” en “. pqr”. Los
archivos “. pqr” se diferencian de los primeros, en que las columnas de ocupacion y
factor-B han sido reemplazadas por la informacion de la carga parcial y el radio de vdW
de cada 4tomo.

Este servidor automatiza muchas de las tareas comunes de preparar estructuras para
calculos electrostaticos continuos, incluida la adicion de un nimero limitado de 4&tomos
pesados o faltantes a las estructuras biomoleculares. También estima estados de
protonacion y biomoléculas protonantes de una manera consistente con la red de enlaces
de hidrogeno debidas a las estructuras secundarias. El programa asigna parametros de
carga y radios de vdW, dando opcion a elegir desde una variedad de campos de fuerza,
para finalmente generar el archivo de salida en formato “. pqr” compatible con varios
paquetes bioinformaticos populares. Estos algoritmos permiten facilitar la configuracion
y ejecucion sencilla de calculos electrostaticos, garantizando a la comunidad biologica
un mejor acceso a los analisis electrostaticos continuos de sistemas macromoleculares

(70) (71). Disponible en https.//server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
UCSF Chimera

Es un programa altamente extensible para la visualizacion interactiva y el andlisis de
estructuras moleculares y datos relacionados, los que incluyen mapas de densidad,
ensamblajes supramoleculares, alineaciones de secuencias, resultados de acoplamiento,
trayectorias y conjuntos conformacionales. Se pueden generar imagenes y animaciones
de alta calidad (72). Este programa es de libre acceso y estd disponible en

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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VMD

VMD (73) esta diseniado para modelar, visualizar y analizar sistemas bioldgicos como
proteinas, acidos nucleicos, ensamblajes de bicapas lipidicas, etc. Puede usarse para ver
moléculas mas generales, ya que VMD puede leer archivos estdndar del Protein Data
Bank (.pdb). VMD proporciona una amplia variedad de métodos para renderizar y
colorear una molécula en forma de puntos y lineas simples, esferas y cilindros (CPK),
tubos y cintas helicoidales, entre otros. VMD se puede utilizar para animar y analizar la
trayectoria de una simulacion de DM. Este programa puede descargarse previo a un
registro en la pagina de la Universidad de linois

https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/allversions/vmd.bib
MolProbity

Es un servicio web de validacion de estructura que proporciona una evaluacion de
amplio espectro y so6lida de la calidad del modelo, tanto a nivel global como local, para
proteinas y acidos nucleicos. Se basa en gran medida en la potencia y la sensibilidad
proporcionadas por la colocacion optimizada de los hidrégenos y el andlisis de contacto
de todos los atomos, complementado con versiones actualizadas de los criterios de
geometria covalente y angulo de torsion. Los resultados pueden ser analizados al observar
los diagramas de Ramachandran (74). Disponible en http://molprobity.biochem.duke.edu/
GaussView 6

GaussView 6 es una interfaz grafica, que permite construir o importar estructuras
moleculares de interés. También incluyen nuevas caracteristicas creadas en las que
trabajar con grandes sistemas sea adecuado y sencillo, como monitorear y controlar los
calculos cuanticos. Para finalmente ver los resultados predichos graficamente (75).
ElliPro: Antibody Epitope Prediction

Es una herramienta web que permite al usuario analizar porciones de las estructuras
proteicas de los antigenos con la finalidad de predecir y visualizar sus epitopos continuos
y discontinuos de éstos. El método que emplea estd basado en las propiedades
geométricas estructurales y en la secuencia aminoacidica de la proteina.

ElliPro aplica tres algoritmos para hacer esta prediccion: Primero se aproxima la forma
de la proteina como un elipsoide, luego se calcula el indice de protrusion (PI) de residuos,
el cual es una escala numérica que entre menor sea el valor mayor reconocimiento
existird. Finalmente, hard un agrupamiento de residuos vecinos en base a sus valores de

PI (76). El servidor mostrara los resultados divididos entre epitopos continuos (residuos
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secuenciales) y epitopos discontinuos (residuos en una region). Para acceder a ElliPro

puede visitar su pagina web: http.//tools.iedb.org/ellipro/
PatchDock

Es un nuevo algoritmo para el acoplamiento rigido de moléculas no ligadas entre si,
ya sea proteina-proteina o proteina-droga. Este algoritmo estd basado en la técnica
Computer Vision la cual es usada para el reconocimiento de objetos empleando técnicas
de segmentacion de imagenes. Asi se asegura una amplia interfaz para incluir varias
caracteristicas locales que se corresponden entre las moléculas acopladas y que tienen
propiedades complementarias, es decir, PatchDock basa sus resultados en la
complementariedad geométrica. Teniendo dos moléculas, sus superficies se dividen en
parches geométricos de acuerdo a la forma de la superficie, éstos son agrupados como
piezas de rompecabezas, es decir, una vez que se identifican los parches se pueden
superponer utilizando algoritmos de coincidencia de formas obteniéndose modelos que
seran evaluados mediante un RMSD del complejo proteina ligando (77). Disponible en
https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/php.php
FireDock

A diferencia del servidor anterior, es un método realizado para el refinamiento de alto
rendimiento en un acoplamiento flexible, que proporciona una lista de soluciones
refinadas, ordenados en funcién a la energia de interaccion y una visualizacion en 3D
para observar y compararlos entre ellos. El servidor PatchDock ofrece a los usuarios un
re-direccionamiento para que los mejores modelos obtenidos por un acoplamiento basado
en la complementariedad (hasta un maximo de 1000 modelos) sean refinados de manera
local por FireDock (78).

Disponible en: https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/php.php
LigPlot

El programa LigPlot es empleado para la determinacion estructural de las
interacciones del complejo proteina-ligando. El andlisis de las graficos 2D a partir de
coordenadas 3D de estructuras que representan estos complejos, proporcionard una
amplia interpretacion de dichas interacciones, ya que permite una visualizacion de las
interacciones electrostaticas como son los puente de hidrogeno y de los contactos
hidrofobos entre el ligando y los elementos de las cadenas principal y/o lateral de la

proteina (79).
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PDBSum

El servidor PDBsum proporciona informacion estructural sobre los archivos de
entrada en el formato del Protein Data Bank (.pdb). Los analisis constan principalmente
en imagenes e incluyen estructura secundaria de proteinas, dominios proteicos, analisis
Ramachandran e interacciones proteina-ligando. Otros servidores o programas
relacionados a este servidor para la visualizacion interactiva de estructuras 3D son
RasMol, PyMOL y un visor de JavaScript llamado 3Dmol.js (80). Disponible en:
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/Generate. html

MM-PBSA

Es un método utilizado para estimar las energias libres de interaccion (AGinter), que
son aprovechadas actualmente en el estudio de interacciones biomoleculares. Para la
obtencion de estas energias, se ha utilizado el programa g mmpbsa el cual es integrado
dentro del paquete de GROMACS para leer las trayectorias de las simulaciones y que
utiliza la metodologia APBS para su calculo.

La informacién de salida obtenida por medio de esta herramienta es utilizada como
entrada en los diferentes scripts escritos en lenguaje Python y que son proporcionados en
el mismo paquete de g mmpbsa. Cada uno de estos scripts son usados para obtener de
forma mas comprensible la energia de interaccion final y la contribucion energética de
cada residuo en el acoplamiento molecular (81). La energia de interaccidon estd compuesta
por varios términos energéticos como son la energia potencial de mecanica molecular
(Emm), la energia libre de solvatacion la cual comprende la energia polar y la no polar.
Esta ultima pudiéndose calcular en base a distintos modelos por ejemplo por medio de la
superficie accesible al solvente (SASA), volumen accesible al solvente (SAV).

Disponible en: https://rashmikumari.github.io/g _mmpbsa/
2.2. Meétodos

2.2.1. Busqueda de la estructura

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron las bases de datos NCBI (61),
WHO/IUIS Allergen Nomenclature y UniProt. EIl NCBI proporcion6 informacion sobre
los tipos de polcalcinas que el polen del maiz contiene. Se eligi6 la Jun o 2, tomando la
estructura primaria en el formato fasta para el posterior modelamiento. En la base de datos
Allergen Nomenglature, se corrobord la existencia de esta polcalcina como un nuevo

aeroalérgeno, ademas de su origen y clasificacion. La pagina ofrece un enlace con la base
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de datos UnipPot donde se encontr6 informacion detallada de la polcalcina.

UniProt proporciond datos estructurales como la cantidad y el numero del
intervalo de residuos en el bucle donde se ubican los iones de calcio y las zonas que
corresponden a las a-hélices. En este servidor se puede encontrar informacion adicional
como la clasificacion taxonomica, el peso molecular, cantidad de aminoacidos y

referencias bibliograficas de investigaciones ya hechas.

2.2.1.1. Modelamiento de la Polcalcina

La estructura cristalizada de la polcalcina Jun o 2 no esté registrada en las bases
de datos PDB (67), UniProt (46) o AllergenGenome (63), a pesar de que ya se cuente con
la secuencia de aminoacidos en formato fasta. Por lo cual para obtener su estructura
tridimensional se realiz6 un modelamiento utilizando el servidor I-TASSER que emplea
la técnica de Threading.

Este servidor se basa en superponer la secuencia problema sobre la estructura de
diferentes proteinas, cuyo plegamiento estructural es conocido, y evalua la diferencia de
estructuras por medio de un match o emparejamiento de estructuras para cada
superposicion (65) (66). Este servidor proporciona cinco posibles modelos candidatos
con diferentes puntajes. La eleccion se realiza analizando el puntaje o score (C-score,
TM-score, RMSD, RESQ) de cada modelo.

El método de threading alinea la secuencia de nuestra proteina diana o target al
modelo estructural creado a partir de distintas estructuras conocidas en la biblioteca o
base de datos. Con éste se construye un modelo aproximado de la proteina y se generan
diferentes alineamientos de secuencia posibles para encontrar el mejor modelo (55). Para
completar la estructura, I-TASSER usa plantillas para insertar moldes de otras estructuras
homologas para llenar los lugares de la secuencia principal que no concuerdan con la

estructura modelo.

2.2.2. Refinamiento del Modelado

El servidor MODREFINER es empleado para el refinamiento de las estructuras
proteicas por medio de minimizaciones energéticas. Una vez ingresado al servidor, existe
la opcion de subir un archivo en formato .pdb, en este caso se ingreso6 el archivo del mejor
modelo de la Jun o 2 obtenido por el I-TASSER, obteniéndose una estructura refinada de
la misma, es decir se realiza una optimizacion estructural para su posterior empleo en la

DM.
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A pesar que estos programas han sido de gran utilidad para el modelamiento y
refinamiento de la estructura de esta polcalcina, debido a su precision y optimizacion
estructural, un problema es que no se reconocen otros residuos que no sean aminoacidos.
Por lo tanto, los iones calcio, que son caracteristicos de las polcalcinas, no fueron
considerados dentro del modelamiento, debido a ello, se tuvo que agregar manualmente

(Gauss View) estos heteroatomos.

2.2.3. Acondicionamiento del Calcio

El empleo del software Gauss View permiti6 la adicion de los calcios en las zonas
carboxilicas tomando en cuenta los aminoacidos que enlazan al calcio (Asp, Glu, His,
Gly). La posicion de los calcios fue empleada en referencia a la estructura de la polcalcina
del maiz Phl p 7 y por la base de datos UniProt (46).

Al realizar la ubicacion de los calcios, se tuvo en cuenta la distancia y posicion
entre el calcio y los aminoacidos que lo rodean, asi como la distancia que tienen los
atomos de Ca entre si. Como prueba de que este método era correcto, se realizd una
simulacion corta de Sns, que contaba solo con la adicion de un atomo de calcio, para
confirmar la estabilidad y permanencia en la estructura.

Al confirmar la estabilidad del bucle unido al calcio, se continud agregando los
iones calcio restantes a la estructura. Finalmente, con la estructura completa, se realizé
una simulaciéon de DM de 5ns centrando al sistema en una caja cubica, procurando
asegurar una distancia entre la polcalcina y las paredes de la caja de 1.5nm, con el fin de
minimizar energéticamente la interaccion proteina - calcio. Asi se logroé confirmar la

estabilidad total de los calcios en la polcalcina modelada.

2.2.4. Acondicionamiento de pH

Para el estudio del pH se empled el servidor PDB2PQR (70) (71), el cual
proporcion6 una prediccion de los cambios de las constantes de acidez (pKa) en cada uno
de los residuos que constituyen la Jun o 2 a los siguientes: 5, 6 y 7. La estructura modelada
de la polcalcina, se ingresé al servidor y se empleo6 el forcefield AMBER para calcular la
carga total de la proteina y nombrar los estados de protonacion para los residuos, segiin
el pH con el que se quiera trabajar.

Finalmente se descarg6 el archivo “. pqr” el cual, a diferencia de un formato
“.pdb”, contiene en las dos ultimas columnas la carga y el radio de cada dtomo. A partir

de este archivo se crearon tablas con la informacion sobre los estados de protonacion y
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carga total de los residuos susceptibles a protonar (Asp, Glu, His) que se declararan en la

construccion de la topologia de cada pH.

2.2.5. Evaluacion de la Protonacion en GROMACS

Para evaluar el pH neutro de un sistema construido por GROMACS sin
declaracion de residuos protonados y un sistema con declaracion de residuos por el
método de PROPKA, se generaron dos simulaciones de estos dos sistemas identificados
como DG para el primer caso y PG para el segundo.

Para construir las topologias con el comando pdb2gmx, en el primer sistema no
se declard los residuos acidos (Asp, Glu) y basico (His). Para el segundo sistema éstos si
fueron declarados con la protonacion correspondiente a un pH 7 obtenido por PROPKA.

Ambas simulaciones fueron realizadas con el campo de fuerza OPLS-AA (82).
En una caja cubica de 1.5 nm de distancia entre el ultimo residuo de la polcalcina hacia
las paredes de la caja, en un modelo de agua TIP4P y neutralizada con iones de Na'.
Llevadas al equilibrio por medio de dos ensambles, uno canonico (NVT) y otro
isotérmico-isobarico (NPT) ambos a 50ps, con temperatura de 309.65K y 1 bar de
presion. Ambas simulaciones se realizaron en un tiempo de 100ns.

Se evalué el RMSD, RMSF, radio de giro y enlaces de hidrégeno. También se
comparo la estructura final entre estas simulaciones empleando el programa Chimera con

su herramienta “MatchMaker”, midiendo el RMSD de las dos estructuras finales.

2.2.6. Evaluacion de los pH Sy 6
Después del refinamiento se utilizo el programa GROMACS v. 2020.3 para las

simulaciones con el campo de fuerza OPLS-AA (82). Una vez realizada la simulacion a
pH neutro (7) la polcalcina Jun o 2 fue sometida a otras condiciones de pH (5 y 6) a fin
de evaluar el efecto del pH sobre la polcalcina en condiciones de estrés fisiologico.

Para asegurar las mismas condiciones de simulacion la polcalcina se centr6 dentro
de una caja ctbica con una distancia de 1.5 nm entre la proteina y las paredes de la caja.
Mediante la utileria pdb2gmx ademas de obtenerse la topologia y las coordenadas de la
proteina, ofrece la opcion de declarar residuos susceptibles a protonacion como son los
residuos acidos (Asp, Glu) y basicos (His). Un paso importante en la declaracion de
residuos es verificar que la carga total de sistema concuerde con la carga total que se
obtiene con la metodologia del PROPKA. Una vez obtenida la topologia del sistema, éste

fue solvatado utilizando el modelo de agua TIP4P (83). Para mantener al sistema
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eléctricamente neutro, se afiadieron los iones de Na" y Cl™ seglin la carga neta total
obtenida en cada pH. Con el sistema neutro, se procedi6 a realizar una minimizacion de
energia, permitiendo la relajacion de la estructura del sistema para evitar choques
estéricos o cualquier otra irregularidad.

A ambos sistemas (pH 5 y 6) se les realiz6 un equilibrio usando simulaciones en
los ensambles NVT y NPT a las mismas condiciones que a pH neutro. La DM conocida
como de “produccion” fue realizada a 100ns a una temperatura corporal de 309.65 Ky a
1 bar de presion. Finalmente, para evitar problemas de periodicidad en los sistemas, se
realizo un ajuste a las trayectorias de las simulaciones mediante el comando trjconv a
partir de la cual se obtuvo la trayectoria final de los 100ns.

Para analizar las propiedades de estabilidad estructural se utilizaron los siguientes
indicadores: RMSD, RMSF, radio de giro, enlaces de hidrdgeno, los cuales se detallan a
continuacion.

1) RMSD: Es la medicion de la desviacion cuadratica media. Indica cuanto cambia la
estructura respecto a una de referencia, normalmente la estructura en su estado
cristalizado o inicial de la simulacion. Para obtener su valor se calculan las distancias
promedio entre atomos de los residuos que conforman la proteina. Expresada en
unidades de longitud de angstrdom (A) (84) o nandmetros, se emplea como una
medida cuantitativa de similitud entre 2 o mas estructuras de proteinas. Con el
RMSD se pueden estudiar el plegamiento de proteinas mediante intervalos de las
trayectorias entre el estado plegado y desplegado, también es usado en el contexto
de acoplamiento proteina-ligando. El programa GROMACS lo calcula mediante el
comando gmx rms, donde compara la estructura inicial con todas aquellas que se
van generando durante la trayectoria de simulacion las cuales se encuentran en los

archivos “.xtc/.trr”. La ecuacion utilizada para su célculo es la siguiente (85).
1 1
RMSD(ty,t2) = | ZiLym; lIn(e) — n(e) Pz @

Donde M es la masa total del sistema calculada mediante la ecuacion M = YN, m;.

1;(t) es la posicion del atomo i en el tiempo ¢ y N es el nimero de atomos.

2) RMSF: Calcula la fluctuacion cuadratica media de raiz. Es una medida de la
flexibilidad o los cambios de las posiciones debidas a las fluctuaciones de los atomos
durante la trayectoria total de simulacion. Al igual que en el RMSD, GROMACS

calcula este indicador mediante el comando gmx rmsf con los archivos de
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3)

4)

trayectoria y referencia (85).
1
RMSF (ty,t;) = N Yrllr(t) — n(&I? (2.2)
Donde T es el tiempo total de la simulacion, r;(t) es la posicion del atomo i en el

tiempo ¢y N es el nimero de 4tomos. (86)

HBOND: Este analisis calcula los enlaces de hidrégeno existentes entre dos grupos
de atomos (que deben ser idénticos o no superpuestos) o en tripletes de donador-
aceptor de hidrogeno especificos (85). Empleamos este analisis para evaluar la
estabilidad estructural después del modelamiento y en cada una de las condiciones
requeridas. En GROMACS se emplea el comando gmx hbond.

Para la existencia de los enlaces de hidrégeno se tuvieron en cuenta dos parametros:

la distancia de 0.35nm y el angulo de 30° entre los 4&tomos electronegativos.

Radio de giro (RG): El radio de giro de una proteina es una medida de su
compactacion. Siuna proteina se pliega, es probable que disminuya su valor mientras
que si se despliega este valor aumentara. Se calcula el radio de giro mediante la

siguiente ecuacion:

Tillrill2mg 2
Rg = (/)2 (2.3)
9= Xim; )
donde m; es la masa del 4&tomo i y I; es su posicion con respecto al centro de masa
en la molécula. El comando en GROMACS gmx gyrate, calcula el radio de giro
en una molécula y los radios de giro alrededor de los ejes X, y, z en funcidon del

tiempo. Los atomos estan explicitamente ponderados en masa (85). Una forma

simplificada de la ecuacion anterior es la siguiente:

2 _ 1 2
Rg = — Xim; (r; — Rc) (2.4)
Donde M es la masa total de la proteina, m; es la masa del &tomo i y R, el centro de

masa.

2.2.7. Prediccion de los epitopos

Es fundamental conocer la prediccion de los epitopos de la polcalcina Jun o 2 en

los distintos pH para desarrollar una mejor respuesta antigénica y que éste represente los

posibles sitios en los que ha de realizar el acoplamiento molecular de forma natural.

Empleando la base de datos de epitopos inmunes (IEDB) por medio de la herramienta de
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analisis ElliPro, el cual hace una prediccion de epitopos que sean reconocidos por los
anticuerpos. Una vez ingresado el “.pdb” de las estructuras a distinto pH (estabilizadas
por DM), ElliPro proporciona la informacion tanto de epitopos continuos como
discontinuos ordenados de acuerdo a su porcentaje de probabilidad. Esta informacién sera
empleada para la eleccion de las posibles soluciones que se obtendran con los servidores

de acoplamiento.

(@) pHS (b)pH 6 (c)pH7

Figura 2.1: Representacion coloreada en base al orden secuencial en la estructura de la polcalcina a
los distintos pH estudiados, el cédigo empleado ordenados es rojo, naranja, amarillo, cian, gris,
verde, rosa, morado y azul. Fuente propia.

2.2.8. Acondicionamiento de la Inmunoglobulina E

Para la construccion de la IgE, se utilizé la estructura con el cddigo SOTJ obtenida
del Protein Data Bank (87). El complejo IgE-polcalcina estd conformado por dos
regiones Fab de dos IgE distintas unidas a dos monémeros de polcalcinas Phl p 7. En este
estudio y utilizando el programa Chimera, se eliminaron las dos polcalcinas y solo se
empleo una de las regiones Fab.

Haciendo un andlisis estructural se observd que existian adtomos o residuos
perdidos sobre todo para residuos de histidina, por lo que se tuvo que completar la
estructura usando herramientas de Chimera. Para su refinamiento, la estructura de la IgE
fue enviada al servidor ModRefiner y para asegurar una conformacion estable, se realiz6d
una minimizacion energética para que esté dentro de su forma natural.

Finalmente, con la estructura refinada de la inmunoglobulina, se usé el programa
PDB2PQR, para hallar el grado de protonacién de su estructura a los pH a evaluar. Se

registro la carga total y la protonacion de los residuos acidos (Asp y Glu) y bésico (His).

2.2.9. Docking entre la Polcalcina y la IgE
El acoplamiento se realizé empleando el servidor PatchDock, donde se ingresaron
las estructuras. Haciendo uso de la opcion antigeno-anticuerpo para el acoplamiento, se

empled como receptor (anticuerpo), a la IgE mientras que para el ligando (antigeno) a la
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polcalcina. Una vez realizado el calculo se obtuvieron los complejos solucion en un
modelo rigido y PatchDock proporciono6 un enlace web para su consulta. Posteriormente,
en base a estas soluciones se llevo a cabo una nueva prediccion con el servidor FireDock
que es una nueva alternativa dada por PacthDock, que es una version para refinar los
resultados en base a sus energias y movimiento de los rotdmeros en la estructura.

Se descargd el archivo comprimido que contiene las 10 mejores soluciones de
referencia. Para elegir las soluciones que se utilizardn mas adelante en la DM, se tuvo en
cuenta algunos términos energéticos que utiliza el servidor como son las energias
globales, de repulsion/ atraccion de van der Walls (aVAW / rVdW), las energias
electrostaticas de corto y largo alcance (aElec / laElec) y el ACE (Atomic Contact
Energy). Otra caracteristica tomada en cuenta fue el nivel de acoplamiento entre ambas
estructuras (penetracion o insercion IgE - polcalcina), estos datos estan organizados
dentro de una tabla por cada pH (Tablas A.39, A.50, A.61 del Apéndice). Para la eleccion
de los complejos que serian simulados, se us6 un programa escrito en lenguaje Fortran
(Apéndice A.9), el cual permiti6 la visualizacion exclusiva de los CDRs del antigeno con
respecto a la polcalcina Jun o 2. Primero se considerd que las estructuras se encontraran
agrupadas en una zona, ademds de que el CDR de ambas cadenas deberian estar
interaccionando con una zona que pertenece a un epitopo de la polcalcina (Tablas del
Apéndice A.33, A.35, A.37). Una vez reconocido el lugar con mayor probabilidad de
interaccion, se eligieron las dos mejores soluciones en base a sus caracteristicas

energéticas.

Figura 2.2: Interaccion de los complejos polcalcina-IgE. En la figura solo se muestra el CDR de la
IgE coloreado de las 10 mejores soluciones predichas del acoplamiento molecular (docking). La
polcalcina se muestra en color azul-celeste y los calcios en rojo. Fuente propia.
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El proceso anteriormente escrito se realizo para cada pH empleado en este
estudio. Empleando CHIMERA se les cambio el ID de la cadena numerandolas como se

muestra en la Tabla 2.1, el cual sera utilizado en la descripcion de los resultados.

Tabla 2.1: Nueva numeracion de las cadenas.

TIPO ID CADENA

Polcalcina Jun o 2 AyB
IgE Cadena A C
IgE Cadena B D

De las soluciones seleccionadas, se les realizé una simulacion de DM, declarando
el estado de protonacion en los residuos de la polcalcina e inmunoglobulina y se verifico
que la carga final obtenida en la topologia sea correcta. Para el sistema se defini6 una caja
de 1.8nm de distancia con respecto de los &tomos mas lejanos estructuralmente que tienen
los complejos antigeno-anticuerpo hacia las paredes de la caja. En un medio solvatado
(TIP4P) y eléctricamente neutro (adicion de iones Na® y CI7), la simulacion se llevé a
cabo dentro en un periodo de 100 ns a 309.65 K.

Al finalizar estas dindmicas y evitar problemas por las condiciones periodicas, se
corrigieron las trayectorias de simulacion empleando el comando trjconv con la
opcion de -fit rot+trans. Este permitid que la proteina permaneciera dentro de la
caja del sistema al impedir los movimientos de rotacion y traslacion de los diferentes

complejos moleculares.

2.2.10. Analisis del Dockeo o Acoplamiento molecular

Para el analisis de cada sistema se calcularon en GROMACS las graficas de
RMSD, RMSF, Radio de Giro y cantidad de enlaces de Hidrogeno.

Se empled el programa Ligplot™, para visualizar las interacciones entre la IgE y
polcalcina, se ingreso6 el .pdb de la estructura del complejo estabilizado al programa y se
especificaron los dominios del CDR en la IgE para obtener las interacciones con la
polcalcina.

Otra herramienta usada para el andlisis de las interacciones fue la aplicacion de
PDBsum, el cual permite la identificacion de los cambios estructurales. Al igual que en
Ligplot+, PDBSum provee las interacciones que hay en el complejo antigeno- anticuerpo

y clasifica cualitativamente el tipo y la intensidad o fuerza de dichas interacciones.
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2.2.11. Estimacion de las energias libres de interaccion (AGy)

Dentro del reconocimiento de las interacciones de acoplamiento o Docking, el
método MM-PBSA es empleado para evaluar la estabilidad de los complejos moleculares
mediante el calculo de las energias enlazantes.

Para hacer el calculo de estas energias se empled el programa GROMACS version
2020.3, con los archivos de trayectoria “. tpr” y ““. xtc” para uno de los sistemas simulados.
Este calculo requiere de un archivo que contenga cada uno de los grupos a los que se
quiera realizar el calculo de las energias de interaccion (.ndx) y un archivo que contenga
las diferentes rutinas para calcular la energia libre de solvatacion (. mdp). De esta forma
se obtendran diferentes términos energéticos correspondientes a la interaccion MM-
PBSA como: la energia potencial en el vacio, energia de solvatacion polar y energia de
solvatacion no polar (81).

Se usé la metodologia g mmpbsa para obtener estas energias, el cual provee
subrutinas y/o scripts para realizar este calculo y los comandos necesarios para efectuar
el analisis correspondiente en base a la energia generada en un rango de tiempo don- de
la simulacién se encuentra en equilibrio o ha entrado a una convergencia con base a los
graficos RMSD analizados previamente.

Los andlisis de esta estimacion son evaluados en graficas de coordenadas (. xvg)
y el archivo “.pdb” con las interacciones de la contribucion energética del complejo puede

visualizarse con el programa VMD. °
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CAPITULO I1I

3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.0btencion de la Estructura

3.1.1. Modelamiento de la Polcalcina

Se efectud la busqueda estructural de la proteina Jun o 2 en diversas bases de datos
(NCBI, PDB, Allergen Nomeclature, UniProt), por tanto, se pudo constatar que faltaba
informacion sobre esta proteina asi que se procedid a construirla empleando el servidor
I-TASSER. Como se menciond anteriormente, este servidor realiza modelaciones
conformacionales en proteinas, basado en algoritmos de tipo Threading. Sin embargo,
hay que tomar en cuenta que este programa estd optimizado para trabajar con residuos
proteicos por lo que los calcios fueron afiadidos mas adelante.

En la Figura 3.1 _se observan numerosos residuos con un alto Conf. Score (igual a
9). Ademas, se muestra una distribucion y prediccion sobre la disposicion secundaria de

la polcalcina, como la formaciéon de a-Hélices (H), B-Strand (S) y Coil (C).

Figura3.1 Distribucion de los residuos en la estructura secundaria predicha.
Imagen obtenida del servidor I-TASSER.

En la grafica del factor-B predicho (Figura A.1), se observan valores negativos,
lo que significa la relativa estabilidad estructural. Este factor toma en cuenta la
interaccion en las regiones especificas en las que los ligandos se unen a la proteina (7)
(88), por lo que esta grafica serd significativa para la modelacion posterior, asi mejorar el

reemplazo molecular. Usando LOMETS (89), un programa de Meta-Threading, que
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consiste en multiples algoritmos de Threading (66), nos brindd 6ptimos homoélogos que
cumplian con las pruebas ya realizadas anteriormente. En la Tabla A.1 se puede observar
que el homodlogo N7 tiene un alto Z-Score (3.40 >1), de esta manera se puede deducir que
este modelo de proteina es un mejor Target o diana. La zona de los alineamientos esta
organizada de forma que la primera tiene mas regiones conservadas y €sta tiene una alta
precision en la configuracion (Figura A.2).

En la Tabla 3.1_se muestran los puntajes del C-Score y ResQ de los 5 modelos
que nos proporciona el servidor I-TASSER. Ya que el Modelo 1 presenta mejores
puntajes: C-score (-2.38, mas cercano a uno) y ResQ (1596 mayor numero de plantillas
empleadas). Ademas, los valores del TM-Score (0.39 = 0.13) y RMSD (11.8 £ 4.5) nos
indican que la optimizacion fue exitosa (90), es por ello que se escogid este modelo

conformacional para la polcalcina Jun o 2.

Tabla 3.1: Puntajes de los modelos obtenidos por I-TASSER. Para el modelo 1, se muestra los

valores de TM-score y RMSD debido a que es la estructura con mejor precision en el modelamiento.

Modelo C-Score TM-Score RMSD ResQ

1 238  039+0.13 11.8+4.5 1596
2 -2.93 1480
3 -3.04 974
4 -3.43 851
5 -3.58 807

Los valores de la columna ResQ de la tabla anterior representan el nimero de
Decoys estructurales (88), que se utilizaron para generar cada modelo el cual, como puede
observarse, es mayor en el primer modelo. Esto significa que una mayor densidad de
Clusters en la configuracion se producen con mayor frecuencia en la trayectoria de
simulacion y, por lo tanto, genera un modelo de mejor calidad. A partir de éstos se elabor6
la Figura A.3_para el Modelo 1, en la cual la linea de precision estimada tiene menor
fluctuacion, lo que nos da una mejor calidad de alineamiento.

Los datos obtenidos por el servidor nos ofrecen una prediccion de la funcidn para
nuestro primer modelo como los sitios de unioén a un ligando. En la Tabla del Apéndice
A.2 podemos observar el C-score, tamano del cluster, el PDB del homdlogo respectivo,

los ligandos y residuos del sitio de union.
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A partir de esta tabla nos interesa exclusivamente los sitios de union al calcio.
Contrastando con la base de datos UniProt, los sitios dados para el calcio son cuatro y los
residuos que lo conforman estan dentro del rango registrado en dicha base de datos. Sin
embargo, los resultados obtenidos en el servidor I-TASSER soélo nos proporcionan dos
sitios de union. Estos lugares de unién al calcio tienen un alto C-score de 0.8 en ambos
casos considerados como un alto puntaje de confianza dentro del rango 0 a 1. Esta
informacion se tomo en consideracion para el posterior acondicionamiento de los calcios.

Se observa en la Figura 3.2(a) el Modelo 1, escogido entre los 5 modelos que nos
ha proporcionado I-TASSER y cuya eleccion estuvo basada en los analisis anteriormente
mencionados. Finalmente, para el modelo seleccionado se realizo un refinamiento (Figura
3.2(b)) en el servidor ModRefiner, éste se encarga de optimizar las posiciones atdmicas

mediante minimizaciones energéticas.

(a) (b)
Figura 3.2: Representacion 3D de la estructura de la polcalcina Jun o 2 obtenidas después del
modelado. (a) Modelo 1 obtenido en I-TASSER y (b) Refinamiento por ModRefiner. Ambas
conformaciones carecen del calcio.

La validacion del refinamiento de la conformacion obtenida fue mediante la grafica
de Ramachandran, en base a una graduacion del 100 %. La Figura 3.3(a) registra que el
96.9 % de los residuos estan en una region favorecida y el 99.5 % dentro de una region
permitida. Solo un residuo se encontrd fuera de estas regiones (Pro19), representada por

un punto rojo (Figura 3.3(b)) (74) (91).
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Figura 3.3: Grafica de Ramachandran. (a) Residuos en regiones favorecidas (celeste) y permitidas (azul)
de la polcalcina Jun o 2. (b) Region Trans de prolinas donde se observa que la Pro19 no se encuentra
dentro de la zona. Obtenido del servidor MolProbity.

3.1.2. Acondicionamiento del Calcio

El acondicionamiento o adicion de los calcios en la proteina refinada de la
polcalcina fue realizada utilizando el programa Gauss View, teniendo en cuenta la
posicion dentro del bucle segiin la informacién obtenida del servidor UniProt. Los
resultados muestran que el calcio no solo permaneci6 en el bucle, sino que también se

acomodo en €l como muestra la Figura 3.4.

Figura 3.4: Adicion del Ca en el Modelo 1 refinado. Amarillo: Primer Calcio adicionado, Celeste:
Después de la dindmica a 5ns. Fuente propia.

En base al resultado anterior, la adicion de los calcios restantes en sus respectivos
bucles, se realizd siguiendo la misma metodologia, por lo que se obtuvo el re-
posicionamiento y permanencia de cada uno en el bucle respectivo, obteniendo la

estructura final de la polcalcina Jun o 2 que fue con la que se trabajo en los analisis
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subsecuentes, tal como se observa en la Figura 3.5.

Figura 3.5: Estructura Final de la Polcalcina Jun o 2 obtenida a 5ns de DM. Fuente propia.

3.1.3. Caracterizacion de la Polcalcina

Usando el servidor PDBSum y la estructura final modelada se hizo un analisis de
las conformaciones secundarias Figura 3.6, se observo la formacion de 12 a- hélices, de
las cuales cinco le dan la estabilidad e iniciaran el bucle que contiene al calcio. Los sitios
de union al calcio dentro de la secuencia estan representados como "XX". También se
sefiala los residuos donde el calcio se une a la proteina por la representacion de un punto
rojo (*) en la Figura. La Tabla 3.2_contiene el resumen de la configuracion final obtenida

después del refinamiento y adicion de los calcios.

Tabla 3.2: Resumen de estructuras secundarias del modelado final de la polcalcina.

Strand Hélice Giro
Resid.
Horquilla a Ligando
Hoja Interac.Helices 3 vy  Total
Strand B Hélice
2 1 1 12 13 23 1 194aa 4 Ca®
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Figura 3.6: Estructura secundaria de la Polcalcina Jun o 2 a 5ns. Las conformaciones secundarias se
representan como: a-hélices nombradas H1,H2...y Strands con sus Hojas A, B... Motivos: giros beta, B; giros
gamma, v, horquilla B (). Contactos residuales: ¢ al calcio. Obtenido del servidor PDBSum.

La Tabla A.3 muestra la topologia de la hoja-p utilizando la nomenclatura de
Richardson (1981) (92). Se etiquet6 la Hoja B con la letra “A” asignada por el servidor
PDBSum. Se registra el nimero de Hebras o cominmente conocidas como Strands de la
hoja que son dos y el tipo de hoja antiparalela. La Sheet u hoja no forma un barril 3
cerrado.

Se sabe que las horquillas o hairpin se han formado por la conformacion de dos
B- strand que son antiparalelas y estan unidas por enlaces de hidrégeno (93). En la Figura
3.6 se ubica la horquilla formada por las dos strands o hebras entre los residuos Ile138
hasta Leul74. El tipo de horquilla indica la cantidad de residuos que se ha empleado,
ademads se observa que no se ha formado el enlace de hidrogeno (Tabla A.4).

Para cada B-strand en la cadena de la proteina y tomando como base la Figura 3.6,
la Tabla A.5 muestra el nimero de strands, los residuos de inicio y final, la letra
correspondiente a la hoja en la que est4 involucrada la hebra y el nimero de residuos en
la hebra correspondiente.

Los datos presentados en la Tabla A.6, engloba para cada a-hélice el numero de

secuencia a la que pertenece, comenzando con la primera cerca el extremo N-terminal de
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la polcalcina. La tabla menciona el residuo correspondiente al inicio y final de la
secuencia para cada hélice; continua definiendo a la clase que puede pertenecer: o (H) o
del tipo 310 (G), registrando una mayor cantidad de la variedad a-hélice, caracteristica
que le confiere a nuestra una mejor estabilidad estructural (94), la cual estd en relacion
con la presencia de estas dos configuraciones. Debido a que este dipolo de hélice
proporciona interacciones electrostaticas importantes para la alineacion antiparalela de
hélices en proteinas (95) (96), observadas dentro de las conformaciones en los motivos
EF-hand de las proteinas unidas a calcio, grupo al que pertenecen las polcalcinas (97).
También sefialar que la hélice 10, es del tipo 310 debido a que su conformaciéon es
precedida por dos giros B (94) (95). Finalmente, la ultima columna de la tabla muestra la
secuencia de aminoacidos en la hélice correspondiente.

El servidor PDBSum ha suministrado informacién adicional de las interacciones
entre hélices, las cuales proporcionan a la estructura una forma de barril y la formacion
de los dominios EF-hand tipicos de las polcalcinas. Ademas, conformaciones como los

giros 3 son representativos para la formacion de los a-hélice del tipo 310 (94).

Figura 3.7: Representacion de la union del calcio con residuos que conforman el bucle en la estructura.
Fuente propia.

La union del calcio a la polcalcina, como se observa en la Figura 3.7, tiene una gran
afinidad por residuos de carga negativa (Asp, Glu y Phe) (98), también por residuos que
pertenecen al grupo hidrofobo (Ala y Phe), confiriéndole la estabilidad al ligando
metalico. Otros residuos que son usuales en la configuracion de proteinas con union al

calcio son del tipo sin carga polar (Asn) y residuos especiales como la Gly, que
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contribuye con la coordinacion de los residuos que se unen al calcio dentro del bucle
(99). La Tabla 3.12 se registran las distancias en armstrong entre el calcio y los residuos.

La estructura final modelada cuenta con la validacion correspondiente del diagrama
de Ramachandran, como se observa en la Figura 3.8. En esta conformacion se
encontraron mas residuos fuera de lugar, como se observa en la Tabla 3.3 entre el
modelamiento y la adicion de los calcios no hay una gran diferencia estructural, aunque
si registro, después de la adicion de los calcios, mayor cantidad de valores atipicos,
porque estos residuos presenta atomos duplicados, lo que generaria los choques
estéricos. Sin embargo, la ubicacion de estos residuos no afectd el desarrollo de los

analisis posteriores, por lo que no se tomaron en cuenta.

Figura 3.8: Diagrama de Ramachandran de la estructura de la polcalcina Jun o 2 completamente
modelada. Con el 91.1 % residuos en la zona favorecida y el 97.9 % de residuos en la zona permitida.
Obtenido del servidor MolProbity.

Tabla 3.3: Comparacion de los datos obtenidos en las graficas de Ramachandran para el refinamiento

(Ref.) y después de la adicion del calcio (Ad. Ca)

Regio Resi 1
Tipo eslon Residuos Fav.  Region Perm. esiduos Va} (.)res
Fav. Perm. atipicos
96.9% 99.5%
- 0 >089 Prol
Ref 93% (187/193) 98% (192/193) rol9
91.1% 97.9% Ile4, Val8
. 989 >99.89 ; ’
Ad.Ca & (173/190) & (186/190) GIn23,Ala28
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3.2.Analisis de los estados de protonacion a pH neutro

Existen diferentes formas de realizar las simulaciones en GROMACS, asi que, con el
proposito de determinar si las condiciones neutras son correctas en GROMACS se realizd
las simulaciones a pH 7, la primera en GROMACS sin declarar la protonacion (DG) y la
segunda declarada en base al servidor PDB2PQR (PG).

La Figura 3.9 indica que entre el PG y los DG hay una clara diferencia de la proteina
por alcanzar su convergencia. En esta tltima produjo mayor tiempo para llegar al equilibrio
(20ns) y permanece entre el delta permitido (6 0.2nm) los 0.6 nm mientras que en el PG
llega al equilibrio a partir de los 10ns, permaneciendo entre los 0.45 - 0.65 nm (84). Por lo

que al declarar los residuos acidos ha logrado una mayor estabilidad y rapida convergencia.
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Figura 3.9: La grafica de RMSD representa las dos condiciones DG y PG en una DM de 100ns.
Fuente propia.

Comparando las simulaciones a pH neutro (DG y PG) dentro el archivo “. top”, que
contiene la topologia del sistema, se observo que ambos sistemas generan una carga total de
-9. Sin embargo, en la simulaciéon DG el programa GROMACS realiz6 las protonaciones
basadas en sus propios algoritmos, mientras que en la simulacion PG las protonaciones se
realizan manualmente siguiendo los datos obtenidos por PDB2PQR. Otra diferencia, se
encontrd dentro de los residuos que se protonaron fue que el residuo de la histidina (His) se
protond de forma diferente en las simulaciones, en DG tuvo una protonacion de Hise
(protonacion del nitrégeno épsilon); en PG fue Hisd (protonacion del nitrogeno delta). La
literatura ha considerado este residuo como un determinante de selectividad electrostatica

(100). Por lo que, el tipo de protonacion que tuvo, en cada una de las simulaciones, ha
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influido en la estabilidad estructural del a-hélice (97).
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Figura 3.10: Graficas de: (a) Radio de giro y (b) Enlaces de hidrogeno a condiciones de DG y PG.
Fuente propia.

En las gréficas del radio de giro en ambas simulaciones (Figura 3.10(a)) se muestra que
la fluctuacion en PG alcanza la compactacion rapidamente (5ns), con una desviacion
estandar de 0.01 (Tabla 3.4). Es interesante observar que en este mismo lapso de tiempo la
proteina DG sufre un proceso de despegamiento y se estabiliza a partir de los 30ns llegando
a una desviacion estandar de 0.13 logrando que el margen de error sea mas amplio para esta
simulacion. Sin embargo, entre los 60 - 80ns el plegamiento de PG es mayor, antes de llegar
a una similitud desde los 80ns.

En la Figura 3.10(b) se muestran los enlaces de hidroégeno obtenidos durante la
simulacion. En ambos casos se alinean al inicio, pero a los ~45ns se separan, siendo a PG
se mantiene la cantidad a comparacion que DG donde aumentan los enlaces de hidrogeno.
Se puede deducir que la generacion de estos enlaces en DG es debido a que en la simulacion
se ha generado gran cantidad de enlaces en su esfuerzo para obtener la estabilidad
estructural, como muestra la Figura 3.9 mayor desestabilizacion y tiempo para llegar al

equilibrio.

Tabla 3.4: RMSD, RMSF, radio de giro y enlaces de hidrogeno en las simulaciones a DG y PG.

Con base en la referencia conformacional en la base de datos UniProt, se identifico los

TIPO RMSD Radio de Giro Enlaces de H.
DG 0.65+0.11 1.73 £0.13 12221 +£7.02
PG 0.55+0.05 1.73 £0.01 117.23 £ 6.89
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4 bucles de posicionamiento del calcio: bA (Asp57 - Ser65) para el primer Ca+2, bB (Asp93
- Ser101) en el segundo Ca+2; bC (Phel30 - Ser139) en el tercer Ca+2; cD (Ile163 - Ser175)
en el cuarto Ca+2 (Figura 3.11).
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Figura 3.11: RMSF los recuadros sefialan la ubicacion de los calcios. Cuadros naranjas: Bucles cortos
(Asp57 - Ser65 y Asp93 - Ser101), Violetas: Bucles largos (Phel30 - Ser139 e Ile163 - Ser175). Fuente

propia.

En este trabajo se considerd a bA y bB como bucles cortos, bC y bD como bucles largos.
Donde bA y bB a condicion de PG, la estructura se encuentra mas estable. Por lo contrario,
las fluctuaciones mas altas corresponden a las obtenidas en la simulacién DG, se observa en
los bucles bA, bC y bD que hay mayor vibracion. Es posible que en el modelamiento al dejar
los bucles bC y bD largos, permita a la molécula de calcio moverse al intentar encontrar un
sitio adecuado, siendo la causa de las altas fluctuaciones (>0.2) en la grafica RMSF (101)
(Figura 3.11).

La Figura 3.11 presenta el alineamiento de las fluctuaciones entre estas simulaciones
neutras. Entre los residuos Ala30 y Ala45 se registra altas fluctuaciones ya que estas
corresponden a los coils. En DG los residuos Asp83, Arg87 y Glul21, revelan mas altas
fluctuaciones en contraste con las obtenidas especificamente dentro de los bucles pertenecen
a las a-hélices estructurales por ello en esta simulacion hay menor estabilidad ya visto
anteriormente en la grafica del RMSD. Ademas, hay gran diferencia estructural en las zonas
de alta fluctuacion, donde encontramos mayor cantidad de estructuras, que son las a-hélices,

B-strands y horquillas B, que dan mayor estabilidad a la polcalcina es en PG.
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Se ha observado que hay residuos con alta vibracion (Tabla A.14), en especial los que
se declaran como el Asp y Glu (98). Esta alta fluctuacion es debido a su importante funcion
de mantener la uniéon del calcio en el bucle, ya que estdn cargados negativa- mente. La
simulacion DG muestra que residuos como el Asp y Glu cercanos al ion calcio que no
corresponden exclusivamente al bucle colaboran con esta union, por lo contrario, PG tiene
los residuos con carga negativa necesaria, dentro del bucle para mantener la union al calcio.
También, senalar que en la simulacion DG ha perdido interacciones con residuos

importantes como el Asnl169 y Aspl171 (99) (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Datos registrados de la distancia del calcio en las simulaciones. Obtenido de PDBSum.

. e, . . . Distancia
Ubicacion del calcio Tipo de residuo DG DP
ASP57 241 2.52

Bucle A ASN59 3.30 3.15
195 ASP61 241 232
ARG63 3.16 2.93

Bucle B ASP95 245 2.53
196 ASP97 2.74 2.50
Bucle C ASP133 3.03 2.48
197 SER135 3.00 2.48
ASP167 2.77 2.76

ASN169 3.89

B ASP171 2.88
LEU173 3.07 2.96

GLU178 293 2.29

Empleando la herramienta MatchMaker del programa CHIMERA, se realiz6 una
comparacion estructural entre ambas simulaciones (Figura 3.12) obteniendo un
RMSD=0.35 A, la cual indica el grado de semejanza no difiere tanto en la con-
formacion. Como se muestra en el tipo de formacion que tiene el residuo Ala90 en la
simulacion DG corresponde a un coil y en PG, tiene una forma de a-hélice. Otra
diferencia en la configuracion, es entre los residuos Phel76-Aspl77 que en PG su

estructura es un coil, a diferencia de DG donde se ha formado un a-hélice.

52



Figura 3.12: Comparaciéon mediante la herramienta MatchMaker en CHIMERA. Se visualiza las
estructuras a DG en color azul y a PG en naranja. Fuente propia.

La Tabla 3.6 son datos obtenidos a partir del analisis del diagrama de Ramachandran,
en ¢l se observa que PG registr6 menor cantidad de residuos fuera de las zonas permitidas,
ademads de tener valores mas altos en la zona permitida (99.5 %) a diferencia de DG (97.9
%).

Tabla 3.6: Datos obtenidos de las graficas Ramachandran

Tipo Region Fav. Residuos Fav. Region Perm. Residuos Perm. Valores atipicos

98.1% 97.9% Valg, GIn23
) > 0 El E)
DG 8% (171/192) 99.8% (188/192) Ala28, Pro29
89.6% 99.5%
0 > o,
PG 98% (172/192) 99.8% (191/192) GIn23

3.3. Analisis de la Dinamica Molecular a distintos pH

Para realizar las simulaciones se emple6 el servidor PDB2PQR, el que nos proporcion6
informacion sobre las cargas totales y los estados de protonacion de los residuos de la
polcalcina Jun o 2 a varios pH (5, 6 y 7), como se muestra en las tablas del apéndice B.7. En
la siguiente Tabla 3.7 se muestra la variacion de la carga para las condiciones de pH, siendo

a pH 7 mas negativa.

Tabla 3.7: Cargas obtenidas al emplear el servidor PDB2PQR en los pH seleccionados.

Tipo pHS pH6 pH?7

Carga total -5.0 -7.0 -9.0
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En el analisis del RMSD se tomé como referencia la convergencia a pH 7. Se discierne
por la Figura 3.13 que a pH 5 hay una mayor inestabilidad porque la curva ha ido creciendo
progresivamente y lleg6 a convergir en un rango de 0.8 - 1 nm en un tiempo de 60ns. El pH
6 revela bastante fluctuacion y una curva mas baja en contraste con el pH 5. En el pH 6 se
obtuvo un promedio y desviacion cuadratica del RMSD 0.54 + 0.01, mayor que el pH 7
(0.55 £ 0.05), tal como se muestra en la Tabla 3.8.

RMSD (nm)

— pHBG

| L | L | L | 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Figura 3.13: Analisis del RMSD en los pH 5, 6 y 7 en una DM a 100ns. Fuente propia.

(a) Radio de giro (b) Enlaces de hidrogeno

Figura 3.14: Analisis de los a pH 5, 6 y 7 de la proteina Jun o 2 en un ensamble NPT a 309.65 K.
Fuente propia.
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Se visualiz6 en la pelicula de la DM del pH 5, la formacion de un dominio EF- hand
mas cerrado y de nuevas estructuras secundarias como a-hélices (Tabla 3.10), lo que explica
los altos valores del RMSD, la compactacion del radio de giro y la generacion de enlaces de
hidrogeno. Ademas se registré que a este pH los valores de la desviacion estandar son

mayores a diferencia de los otros (pH6 y pH 7) (Tabla 3.8).

Tabla 3.8: RMSD, radio de giro y enlaces de hidrogeno en las simulaciones a pH 5, pH 6 y pH 7.

Tipo RMSD Radio de giro Enlaces de H.
pHS 0.73+0.17 1.68 £0.03 121.67 £7.28
pH6 054+0.10 1.70+0.02 117.42 +£5.99

pH7 0.55+0.05 1.73 £ 0.01 117.23 + 6.89

En la realizacion del alineamiento de los distintos pH, empleando la grafica del RMSF
se observo (Figura 3.15) altos picos a pH 5 en las zonas correspondientes a los bucles, a
diferencia de los otros, por lo que la unién con el calcio es inestable. El pH 6 muestra
semejante fluctuacion con el pH 7, al analizar la grafica, las fluctuaciones del pH 6 es
ligeramente mas baja que el pH 7 y comparte zonas de alta fluctuacion. En la Figura 3.15,
también se muestran las otras regiones proteicas con altas fluctuaciones, que evidencian la

inestabilidad estructural de las a-hélices a pH 5, lo que genera su separacion.
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Figura 3.15: RMSF los recuadros sefialan la ubicacion de los calcios. Cuadros naranjas: bucles cortos,
cuadros violetas: bucles largos. Fuente propia.
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En el programa CHIMERA, se realiz6 una comparacion de la estructura inicial y la
obtenida después de la DM (Figura 3.16). Al registrar esta cercania entre los pH y la
estructura inicial podemos decir que se esperaria que el pH 5 tenga un mayor RMSD (1.10
A) y menor coincidencia (37 pares de 4tomos) entre todos, sin embargo, es el pH 6 quien

obtuvo el mayor valor con 1.40 A y menor coincidencia con 34 pares de atomos (Tabla 3.9).

Tabla 3.9: RMSD obtenido al comparar la estructura inicial con los distintos pH.

pH Coincidencia RMSD

5  en37paresde atomos 1.10 A
6  en34paresdeatomos 1.40A
7  en 65 pares de atomos  1.30 A

(@) pH 5 (b)pH 6

(c) pH 7
Figura 3.16: Graficas de alineamiento con la herramienta MatchMaker del software CHIMERA a
distintas condiciones de pH. La estructura inicial esta coloreada de naranja, mientras que los pH 5, 6y 7
coloreados de purpura, azul y verde correspondientemente. Fuente propia.

La estructura en condicidon a pH 5, se observa que la polcalcina ha cambiado, ya que
presenta formacion de nuevas distribuciones secundarias de hojas-3, horquilla f y a-hélices,
como se muestra en la Tabla 3.10. Esta transformacion estructural explicaria la alta
inestabilidad que se registr6 en el RMSD, generacion de puentes de hidrogeno y su posterior

compactacion (Figura 3.14).

Tabla 3.10: Comparacion de las estructuras a diferentes condiciones de pH realizadas en la DM.
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Condicion Inicial pH7 pH6 pHS
Hoja-p 1 1 1 2
Horquilla p 1 1 1 2
Strands 2 2 2 4
o-Hélice 12 9 12 14
Interac. entre hélices 13 9 8 12
Giro p 23 22 19 18
Giro y 1 1 4 1

Inicialmente en los datos obtenidos del analisis de las graficas de Ramachandran, se

observo residuos con valores atipicos, posteriormente al aplicar el pH 5 estos valores

desaparecieron (Tabla 3.11), en el caso del pH 7 se mantuvo un solo residuo (GIn23) fuera

de la region permitida, en el pH 6 se mantuvieron los residuos GIn23, Ala28 y se cambiaron

los residuos Ile4 y GIn23 por Argl5 y GIn25.

Tabla 3.11: Datos obtenidos de las graficas Ramachandran.

Tipo Region Residuos Region Residuos Valores
P Fav. Fav. Perm. Perm. atipicos
91.1% 97.9% Ile4, Val8
o e 0 > 0 b b
Inicial - 98% (173/190) 99.8% (186/190)  GIn23, Ala28
o 0
PHS 88% (19689./0132) =99.8% (1;(;?1/902)
84.4% 97.9% Argl5, GIn23,
0 > ()
pH 6 8% (188/192) 99.8% (187/192) GIn25, Ala28
89.6% 99.5%
89 >99.89 In23
pHT 8% (172/192) 99-8% (191/192) Gln

La union del calcio en el bucle de la polcalcina, la interaccion se debid a los enlaces

electrostaticos con residuos como el Asp, Arg, Ser, Phe y Asn que es significativo debido a

la fuerza del enlace brindandole mayor estabilidad al calcio dentro del bucle respectivo,

como se ve en la siguiente Tabla 3.12. En esta tabla, se observa que el calcio varia su posicion

en comparacion a la estructura inicial, perdiendo interacciones con residuos como Arg63,

Phe99, Gly170 y Glul72; pero ganando otros como Leul73 y Glul78, residuos que han

colaborado con su permanencia dentro del bucle.
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Tabla 3.12: Distancia del calcio en las distintas condiciones a las que se ha realizado las
simulaciones. Obtenido de PDBSum.

Distancia
Ubicacion del calcio Tipo de residuo —
Inicial pH7 pH6 pHS
ASP57 248 252 243 252
Bucle A ASN59 337 315 3.19 2.15
195 ASP61 354 232 246 232
ARG63 339 293 3.01 230
ARG63 3.49
Bucle B ASP95 321 253 242 253
196 ASP97 3.68 250 271 250
PHE99 3.36
Bucle C ASP133 382 248 249 248
197 SER135 371 248 2.48
ASP167 325 276 242 276
ASN169 324 389 290 3.89
GLY170 2.44
Bucle I ASP171 3.15 288 316 2.54
198 GLY172 2.40
LEUI173 296 277 296
GLU178 229 244 240

3.4.Analisis de los epitopos

Este analisis sirvid para la eleccion de las soluciones a emplear para las simulaciones
del acoplamiento molecular entre la polcalcina Jun o 2 y la IgE. Se observé que a pH 5 hay
un epitopo mas a diferencia de los demas (Tabla E.1), solo que esta condicion tiene menores

valores en los scores para la prediccion de la probabilidad para que se una a ese epitopo.

(@) pH 5 (b)pH 6 (c)pH7

Figura 3.17: Representacion coloreada en base al score de los epitopos encontrados en la estructura de
la polcalcina a los distintos pH estudiados. El codigo empleado, para el orden de mayor a menor
probabilidad, es rojo, naranja, amarillo, cian, gris, verde, rosa, morado y azul. Fuente propia.
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3.5.Analisis del acoplamiento molecular

3.5.1. Diniamica molecular

El estudio del acoplamiento molecular en una reaccion alérgica es importante para
observar el comportamiento del complejo antigeno-anticuerpo a diferente condicion de
pH (5, 6 y 7). Asi que, se seleccion6 dos soluciones por cada pH, obtenidas de los
servidores especializados en predecir estos acoplamientos, los que han provisto de una

mejor comprension de esta interaccion.

Tabla 3.13: Datos del promedio y desviacion estandar del RMSD, radio de giro y enlaces de hidrégeno
en las simulaciones a pH 5, pH 6 y pH 7.

Tipo Solucion  RMSD Radio de giro Enlaces de H.
2 048+0.08 3.13+£0.06 42889+ 10.72

H
pHS 5 0.67+0.16 3.32+0.04 423.92+11.50
He 6 051+£0.06 326+0.05 429.95+10.55
P 8 0.52+£0.09 296+037 430.09 + 11.60
2 0.41+0.05 3.01+£0.02 43525+10.02
046+0.06 3.07+0.03 432.23+10.19

El RMSD de la polcalcina Jun o 2 a diferentes condiciones de pH, muestra que el pH
5 registra mayor inestabilidad para llegar a la convergencia, solo es la solucion 5 la que
converge a un tiempo de 40ns permaneciendo entre los 0.5-0.7 nm hasta ~98ns, mientras
que la solucién 2 permanece inestable (Figura 3.18(c)). El pH 6 sufre para llegar a su
convergencia, la solucion 8 converge de igual manera a la obtenida en el pH 5 con la
solucién 5, por otro lado, la solucidén 6 a pesar de no mostrar picos tan sesgados como
en la solucion 2 del pH 5, atin no converge (Figura 3.18(b)). Finalmente, en el pH 7, la
solucion 2 tiene una convergencia mas rapida a 30ns manteniéndose entre 0.35-0.55 a

diferencia de las demas (Figura 3.18(a)).
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(a)pH7 (b) pH 6

(c)pH 5

Figura 3.18: Analisis RMSD de las soluciones del acoplamiento a los pH 7, 6 y 5 de la proteina Jun o 2
en un ensamble NPT a 309.65 K. Fuente propia.

Al analizar el plegamiento o compactacion de la estructura y la generacion de
enlaces de puente de hidrogeno (Tabla 3.19), se pudo descubrir el comportamiento del
acoplamiento en el complejo. Por lo que al observar la figura anterior, llama la atencidon
las graficas obtenidas en las soluciones del radio de giro de los pH 5 y 6. En la primera
se constata un desplegamiento estructural uniforme para la solucion 5, a diferencia de la
solucidn 2 que se mantiene con picos abruptos entre la compactacion y descompactacion,
se infiere que esta inestabilidad estructural ha generado la formacion de enlaces de
hidrégeno, de forma contraria a la solucion 5 donde hay disminucién (Fig.3.19(f)). En el
pH 6 los picos no son abruptos, pero la Figura 3.19(b) revela un desplegamiento en la
solucién 6, reaccidn opuesta a la obtenida en la so- lucién 8, aunque no hay gran
diferencia del promedio de los enlaces de hidrogeno pues estan entre 429.95 y 430.09
(Tabla 3.13) respectivamente. En el caso del pH 7, las soluciones 2 y 8 se compactan, la
primera mas que la otra y la Tabla 3.13, en comparacion con los otros pH tiene una mayor

cantidad de enlaces de hidrogeno.

60



(2) (b) (c)

(d) (e) ®

Figura 3.19: Analisis del radio de giro (superior) y los enlaces de hidrogeno (inferior) de las soluciones del
acoplamiento a los pH 7 (naranja), 6 (azul) y 5 (verde) de la proteina Jun o 2 en un ensamble NPT a 309.65
K. Fuente propia.

Para el RMSF, se tiene en cuenta como ha sido la fluctuacion de los residuos del
CDR con el fin de determinar si se mantiene la interaccion del complejo en un periodo
de 100ns. Las soluciones correspondientes al pH 7 tienen bajas fluctuaciones (<2) con
respecto a la zona del CDR, por lo que el acoplamiento se mantiene estable (Figura
3.20(a)). En base a la informacion anterior, el pH 6 y pH 5 presentan mayores
fluctuaciones (>2) en el CDR, como se muestra en la solucioén 6 (Figura 3.20(b)) y las
dos soluciones del pH 5 (Figura 3.20(c)).

Por otro lado, al analizar las vibraciones de toda la estructura del complejo, es el
pH 7 quien tiene menores picos en la mayor parte de su estructura, a diferencia de las
otras. Se visibiliza que en el pH 6 (Figura 3.20(b)) hay una gran fluctuaciéon con respecto
a la estructura de la polcalcina, mientras que en el pH 5 (Figura 3.20(c)) es en todo el

complejo.
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(@) pH7 (b) pH 6

(c)pH S

Figura 3.20: Analisis RMSF de las soluciones del acoplamiento a los pH 7, 6 y 5 de la proteina Jun o 2
en un ensamble NPT a 309.65 K. En el RMSF los recuadros morados sefialan la ubicacion de los CDR.
Fuente propia.

La evaluacion de la pelicula de las simulaciones de las soluciones, mostraron que
apH 7 el complejo se mantiene unido, a diferencia del pH 5 que revela solo la interaccion
con la cadena D de la IgE en la solucidn 5, que serd corroborado con el siguiente andlisis

de las energias de interaccion (Figura A.20).

3.5.2. Analisis de la energia de interaccion

En la Tabla 3.14 se registro que el pH 7 tiene mayor energia de interaccion en las
dos soluciones, que se observa va disminuyendo a medida que se reduce el pH. Un
analisis mas exhaustivo, muestra que los residuos en su mayoria de carga negativa (Asp,
Glu) y casos especiales (Tyr y Phe), han contribuido con la interaccion entre la polcalcina
y la IgE. La figura 3.21(a) muestra mayores picos de interaccion en el CDR (minima >-
100) siendo la de mayor cantidad a -395.17 (Tabla F.11); la figura 3.21(b), registra que
la interaccion de los picos del CDR han disminuido ligeramente (minima >-97), con una

cantidad mayor de -336.91 para la interaccion (Tabla F.21) y en la figura 3.21(c) la
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energia de interaccion en la IgE es la minima >-50 y la mayor a -604.50 (Tabla F.30).

(@) pH 7 (b) pH 6

Juno?2 P Inmunoglobulina E
Cadena A Cadena B U Cadena C Cadena D

500 ——— —— —
|

250 i -
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—— -
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500 — -

1 | I | I | I | I | I |
0 100 200 300 400 500 600
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Figura 3.21: Mapa de la contribucion de energia en los residuos. Sefialamos en recuadros morados
la ubicacion del CDR. Fuente propia

En la Tabla 3.14 se muestra la cantidad de energia de interaccion que obtuvo el
complejo luego de la DM. En concordancia con los analisis realizados anteriormente
(RMSD, radio de giro, enlaces de hidrogeno y RMSF), se ha visto que la inestabilidad
de la simulacién de las soluciones ha influido en la generacion de interacciones de baja
intensidad como observamos en las soluciones 8 pH 7 y 2 pH 5 que registran altas
energias de interaccion. Otro punto importante es que, la sol 2 pH 7 y sol 5 pH 5 son
representativas, ya que revelan en que pH hay una mayor interaccion antigeno -

anticuerpo.
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Tabla 3.14: Resumen del célculo energético para las energias. Que son: de van der Waal (VDW)),
electrostaticas (E), polar de solvatacion (PS), SASA, SAV y la energia de interaccion total (Total). * Se
reporta la energia SASA, aunque para el calculo total no se toma la cantidad de Energia SASA. Datos
obtenidos de MM-PBSA.

Energia pH 7 pH 6 pHS5
(kJ/mol) Sol 2 Sol 8 Sol 6 Sol 8 Sol 2 Sol 5
VDW -398.23+13.38 -398.77+£3.79 -137.97+17.70 -259.57+13.10 -214.10+£31.75 -207.71£3.33
E -2127.93£75.70 -1689.97£23.50  -841.47+232.30 -800.43+106.46 -1380.48+326.08 114.05+31.87
PS 1101.43+38.84 498.71+18.76 497.94+85,06 587.25425.90 703.91+103.39 628.68+18.28
SASA? -56.10+1.76 -45.87+0.74 -21.66+2.87 -33.45+1.61 -28.17+4.78 -35.17+0.68
SAV -433.49+26.93 -404.73+ 29.16 -164.49+50.94 -298.67+28.43 -231.32+60.00 -295.84+29.90
Total -1858.83+70.03 -1996.63+41.19  -648.15+211.03 -771.28+110.22 -1118.08+ 286.39 169.13+37.49

La evaluacion de las energias interactuantes y no interactuantes, también fueron
representadas mediante la Figuras F.5, F.8, F.11. Se visualiza a pH 7 que las soluciones,
muestran una separacion entre los residuos que colaboran con la energia de interaccion y
los que no, ademds como se estd dando la interaccion entre los residuos del CDR y los de
la polcalcina; donde es la sol 8 la que presenta enlaces de hidrogeno a diferencia de la sol
2 que en su caso son todos hidrofobicos. Las figuras F.6 y F.7 dan a conocer mas
interacciones entre la polcalcina y la IgE, se ha sefialado aquellos que pertenecen a los
epitopos y representan por medio de lineas la fuerza de la interaccidon. Mayormente en
este pH han interactuado epitopos y residuos del CDR.

Para el pH 6, las dos soluciones han presentado un enlace de hidrogeno, en la
seccion A de las figuras se muestran que los residuos que no colaboran con la interaccion
estuvieron ubicados cerca de la zona en donde interacciona el complejo (Argl24) de la
solucion 8 (Figura F.8). Las figuras F.9 y F.10 muestran menor cantidad de enlaces con
el CDR, en el caso de la solucion 6 ha perdido interacciones en la cadena C, siendo la
cadena D la que mantiene el acoplamiento.

En el pH 5, las Figura F.11 muestra como hay residuos que rechazan la unién de
la polcalcina y la IgE (Arg42 e His125 Figura F.11(a)). En el caso de la solucion 5 se ha
perdido el enlace con la cadena C, la interaccion de dos residuos de la IgE y tres de la Jun
o 2 mantiene unido al complejo. También, en el analisis de PDBSum se puede ver otros
residuos no pertenecientes al CDR se enlazan con epitopos y esto ocurre también para la

solucion 2.

3.5.3. Evaluacion de la distancia del calcio

El calcio le confiere a la polcalcina Jun o 2 la estabilidad estructural, ademas
algunos autores creen que es la responsable del reconocimiento de la IgE. La Tabla 3.15
muestra que a pH 7 ha habido un acercamiento de los calcios, tomando en cuenta los

datos obtenidos de la Tabla 3.12, su distancia no supera los 3.17nm y la unién al residuo
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Ser135 ha cambiado por Glu142, dandole mayor fuerza a esta interaccion al ser un residuo
negativo. La solucion 8 al ser inestable ha perdido residuos de interaccion como Asn y
Glu. El pH 6 ha perdido un residuo (Ser135) en la solucion inestable 8 y la distancia con
el calcio ha crecido. A pH 5, las dos soluciones han aumentado ligeramente su distancia,
la solucidn 2 ha perdido residuos (Asp57, Asn59 y Arg63), asi como la solucion 5 (Asn59
y Arg63) y han obtenido Asp131.

Tabla 3.15: Distancia del calcio en las soluciones de acoplamiento para cada una de las condiciones depH.
Obtenido de PDBSum.

Ubicacion del Tipo de Distancia
calcio residuo pH7 pH 6 pH 5

Sol2 Sol8 Sol6 Sol8 Sol2 Sol5
ASP57 242 242 2,60 242 2.97

Bucle A ASNS59 2.95 3.07 3.05
195 ASP61 250 246 239 250 245 2.89

ARG63 294 294 3.03 3.03
GLU68 2.81 2.43
Bucle B ASP95 246 248 242 247 248 247
196 ASP97 250 255 278 249 239 245
ASP131 247 2.45
Bucle C ASP133 2.84 249 250 239 252 283
197 SER135 3.21 249  3.04

GLU142 246 241

ASP167 278 282 293 240 2.80 248
ASN169 2.95 2.79 3.14 3.15 3.00
Bucle D ASP171 3.17 279 3.11 3.04 316  3.46
198 GLY172 297 299 278 3.03 316 296
LEU173 297 2.99 2.78 3.03 3.16 2.96
GLU178 247 262 245 250 255 244
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CONCLUSIONES

1. El modelamiento de la estructura del alérgeno Jun o 2 se construyd por la técnica
Threading, a partir de su secuencia aminoacidica haciendo uso del servidor I-TASSER
y adicionando posteriormente el calcio. Este modelo muestra una distribucion y
prediccion de estructuras secundarias como a-hélices (H), B-strands (S) y coils (C),
demostrado relativa estabilidad estructural y cumple con las funciones propias de la

estructura, siendo validada mediante el diagrama de Ramachandran.

2. Al realizar la DM a pH neutro existieron diferencias en las convergencias de las
simulaciones con declaracion (PG: 10ns) y sin declaracion de los estados de protonacion
(DG: 20ns), observandose que en la simulacion PG se registrd una rapida convergencia
y estabilidad estructural. Por los que es importante tener en cuenta los estados de

protonacion a este pH.

3. Alhacer la evaluacion estructural a los distintos pH, se observo que a pH 5 la polcalcina
adopta una forma mas cerrada o globular, lo que debilitaria el reconocimiento antigeno-

anticuerpo, como se ha observado experimentalmente por Tinghino et al. (1998).

4. Se analiz0 la interaccion de la IgE - Jun o 2 mediante técnicas computacionales. Primero
obteniendo las soluciones predichas del acoplamiento en los servidores Patchdock-
Firedock. Luego por DM se analiz6 el comportamiento de este complejo antigeno-
anticuerpo y por ultimo se midi6 la energia de interaccion del complejo mediante la
metodologia de MM-PBSA. La mayor actividad de interaccion con el anticuerpo fue a
pH 7, ya que registré mayor energia de interaccion y nimero de residuos interactuantes
no solo entre los epitopos de la polcalcina y el CDR, sino también entre otros residuos
(Tyr, Phe, Asp y Arg), que favorecen la interaccion. La menor actividad se registr6 a
pH 5, ya que la polcalcina al adoptar una forma maés cerrada a este pH no permite una

buena interaccion con la IgE.

5. Se determiné la influencia de la union al calcio y la variacién de éste debido a los
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distintos pH. En la evaluacion de la union al calcio de la polcalcina aislada, no hay gran
variacion entre un pH neutro y otro acido. Sin embargo, en la simulacion de la polcalcina
interactuante con la IgE, se observo que a pH 5 se perdieron interacciones o hubo un
mayor distanciamiento entre el calcio y residuos importantes (Asp y Glu). Lo que
sugiere, que la pérdida del calcio seria debido a que la polcalcina adopta su forma

cerrada, desplazando al calcio de su lugar.

Por lo anterior se puede concluir que el pH si tiene influencia en las propiedades
estructurales de la polcalcina Jun o 2 presente en Zea Mays, tanto en su forma aislada
como la interactuante con la IgE. Respecto a la forma interactuante con la IgE, a pH 5
la inestabilidad de la polcalcina es mayor y se debilita el reconocimiento antigeno -
anticuerpo, sin embargo, a pH neutro la IgE - Jun o 2 expresa mayor actividad de

interaccion con el anticuerpo.
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RECOMENDACIONES

Basados en los resultados, esta investigacion puede ser de utilidad para optimizar el
empleo de marcadores alergénicos recombinantes en los estudios in vivo y de esta forma,
se podria mejorar la estandarizacion de los extractos de alérgenos (102). Aplicar técnicas
como Immunoblotting permitiria detectar el anticuerpo especifico para determinado
alérgeno mediante el empleo de distintos buffers y membranas (103).

Se recomienda realizar mas estudios sobre los distintos tipos de protonacion de la
histidina, para evaluar el comportamiento de ésta dentro de la estructura y como puede
influir en la estabilidad estructural.

Para poder comprender mejor la influencia del calcio en la polcalcina, se deberia
analizar su efecto de forma teoérica - experimental, asi obtener mejores datos para
contrastar.

Al finalizar la simulacién se observo que la estructura se salia de la caja de
simulacion, por ello se recomienda arreglar las trayectorias antes de cualquier calculo
para evitar problemas de periodicidad. Algunos tutoriales recomiendan obtener
estructuras promedio (.pdb) de toda la dinamica, sin embargo, esta genera duplicidad de
informacion para los residuos, lo que produce estructuras que no corresponden a
minimos energéticos pudiendo obtener resultados erréneos en otros analisis como el
Docking molecular. La recomendacion es utilizar, ya sea la estructura producida al
tiempo final de la simulacion o una estructura de minima energia. Se recomienda que, al
realizar la estimacion de las energias libres de interaccion, emplear periodos de la
trayectoria que estén dentro de la convergencia en la estabilidad estructural, esto

disminuiria los costos tiempo-maquina.
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APENDICE

A.MODELADO
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Figura A.1: Alineamiento del Factor B Normalizado predicho.

Tabla A.1: Las 10 mejores plantillas utilizadas por [-TASSER para la construccion de la
polcalcina Jun o 2. Las columnas Iden] e Iden2 son los porcentajes de identidad de secuencia en la
region alineada y sobre toda la cadena respectivamente. Cov es la cobertura de alineamiento y Z-
score normalizado es el puntaje que se le da al alineamiento.

Rango PDB Idenl Iden2 Cov  [-Score
norm.
1 4i2yA 0.36 0.34 0.87 2.34
2 IncxA 0.32 0.29 0.81 2.36
3 IprwA 0.4 0.33 0.76 2.62
4 3fwb 0.27 0.24 0.79 0.81
5 3i7b 0.28 0.34 0.95 0.66
6 4i2yA 0.38 0.34 0.84 2.09
7 4ik1A 0.34 0.34 0.94 3.4
8 4tncA 0.33 0.29 0.81 2.24
9 lclmA 0.41 0.31 0.74 2.33
10 21mtA 0.34 0.31 0.74 2.49
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Figura A.2: Alineamiento de las 10 mejores plantillas. Imagen obtenida del servidor -TASSER

Tabla A.2: Prediccion de los 5 sitios posibles para la union a ligandos. Tabla obtenida del servidor

I-TASSER.
Tamaiio Residuos del sitio de union del
Rango C-score del PDB Ligando )
i ligando
claster
48,49,51,52,55,56,69,78,88,92,100,
.. 105,108,109,112,113,122,123,125,12
! 0.35 S0 2bebA - Peptido )0 130,146,147.150,152.158.161.1
62,165,166,179,182,183
0.08 16 2hg8A CA 93,95,97,99,104
3 0.08 17 4nlgA CA 131,133,135,137,142
oo 49,52,55,56,69,76,88,92,100,108,109,
4 0.08 11 2be6B  Péptido 112, 113, 122, 123, 130, 183
47,48.49,51,52,54,55,56,73,76,78,88,
105,108,109,111,122,126,129,143,14
5 0.04 9 IqtxA  Péptido e T e

7,150,152,162,165,166,
181,182,183,184,188
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Figura A.3: Grafica ResQ, obtenida del servidor I-TASSER. La linea azul indica la desviacion de

la distancia entre las posiciones de residuos en el modelo y la estructura nativa. Los cuadrados
rojos simbolizan las formas a-hélice; los verdes, los B-strand y los negros, el coil.

Tabla A.3: Resumen de una Hoja o B - Sheet encontrada en la polcalcina. Obtenido de PDBSum.

Hoja N° de Strand Tipo Barril Topologia
A 2 Antiparalelo N 1

Tabla A.4: Datos obtenidos para la horquilla B encontrada en la polcalcina. Obtenido de PDBSum.

Strand 1 Strand 2

Inicio Final Longitud Inicio Final Longitud

[le138 Ser139 2 Leul73 Leul74 2

Tabla A.5: Resumen de las dos B-strands encontradas en la estructura. Obtenido de PDBSum.

N° Inicio Final Hoja N° Residuo
1 Ile138 Ser139 A 2
2 Leul73 lle174 A 2
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Tabla A.6: a-hélices encontradas en la estructura de la polcalcina. Obtenido de PDBSum

N° Inicio Final Tipo N° de residuos Longitud (A) Secuencia

1 Ala28 Ala3l G 4 6.11 APAA

2 Ala45 Arg54 H 10 15.46 AEEEMARVFR

3 Ser67 Leu76 H 10 15.97 SELAALFES

4 Asp82 Ala92 H 11 17.03 DDEVARMMAEA

5 Leul02 Phel05 H 4 6.24 LPEF

6 Alal06 Leul08 G 3 AAL

7 Glul120 Argl24 H 5 8.24 EEDLR

8 Phel27 Vall29 G 3 FRV

9 Alal40 Ser149 H 10 15.22 AAELARVLRS
10 Cys159 Glyl65 G 7 12.83 CRRMIEG
11 Phel76 Alal84 H 9 13.76 FDEFKVMMA
12 Alal88 Phe190 G ACF

Tabla A.7: Datos de las 13 interacciones Hélice-Hélice que existe en la polcalcina. Obtenido de

PDBSum
Hélices Tipo de Hélices Tipo de Interaccion Longitud N° Resid. de Interac.
A Total  Hélicel  Heélice 2

1 2 G H N I 8.5 2 2 1
1 3 G H I I 10.2 6 2 4
1 4 G H C I 11.6 1 1 1
1 5 G H I C 10.1 2 2 1
2 5 H H I I 9.5 8 5 3
3 4 H H I I 9.7 8 3 3
3 5 H H N N 14.3 1 1 1
3 9 H H c c 4.6 5 3 2
4 5 H H C I 8.4 2 1 2
7 11 H H I I 11 7 3 4
9 10 H G I N 7.5 10 4 4
9 11 H H I N 13.5 2 2 1
10 11 G H I I 10.6 2 2 2

78



Tabla A.8: Informacion sobre los 23 giros B que son generados en el modelamiento de la

polcalcina. Obtenido de PDBSum.

Giro Secuencia Tipo de Giro Enlace de Hidrogeno
Lys3-Met6 KIRM I Si
Arg5-Val8 RMPV v
Ser10-Argl3 SLFR I
Leull-Argl4 LFRR I
Phel2-Argl5 FRRR I
Argl5-Lysl18 RSSK VIII
Pro20-GIn23 PPPQ v
GIn23-GIn26 QPQQ II Si
GIn25-Ala28 QQQA I Si
Argd2-Ala45s RATA v Si
Arg54-Asp57 RKFD IV
Lys55-Ala58 KFDA VIII
Asp93-Gly96  DADG v
Asp95-Gly98  DGDG v
LeulO8-Thr111  LNAT v
Asnl09-Valll2 NATV Si
Alall10-Alall3  ATVA
Argl24-Phel27 RHAF
Vall29-Alal32  VFDA v
Aspl31-Glyl34 DADG v
Ser155-GIn158  SVAQ v Si
Vall56-Cys159  VAQC v
Alal84-Glyl87 ARGG v

Tabla A.9: Datos sobre el tnico giro y encontrado en la polcalcina. Obtenido de PDBSum.

Inicio

Final Secuencia

Tipo de Giro

Residuo i+1

Phi

Psi

Chil

Val8

Serl0

VPS

Inverso

-87.3

51.8

30.4
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Tabla A.10: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el numero de
contactos no unidos es 10. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

867 CG ASP57 2814 CA195 2,72

868 OD1 ASP57 2814 CA195 2,83 2,77
869 0OD2 ASP57 2814 CA195 1,88

889 CG ASNS59 2814 CA195 3,51

890 OD1 ASNS59 2814 CA195 2,72 3,37
891 ND2  ASNS59 2814 CA195 3,89

910 CG ASP61 2814 CA195 3,84

911 OD1 ASP61 2814 CA195 3,54 3,54
912 0OD2 ASP61 2814 CAI195 3,23

945 o ARG63 2814 CA195 3,39 3,39

Tabla A.11: Informacién sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 13. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

932 CD ARG63 2815 CA196 3,17

935 NE ARG63 2815 CA196 3,54 3.49
937 Ccz ARG63 2815 CA196 3,7 ’
938 NH1  ARG63 2815 CA196 3,53

1388 CG ASP95 2815 CA196 3,73 391
1390 OD2 ASP95 2815 CA196 2,68 ’
1404 CB ASP97 2815 CA196 3,68 3,68
1419 N PHE99 2815 CA196 3,41

1421 CA PHE99 2815 CA196 3,56

1437 C PHE99 2815 CA196 3,53 3.36
1438 (0] PHE99 2815 CA196 2,87 ’
1423 CB PHE99 2815 CA196 2,9

1426 CG PHE99 2815 CA196 3,88
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Tabla A.12: Informacién sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 2. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo
1923 CB ASP133 2816 CA197 3,82 3,82
1945 oG SER135 2816 CA197 3,71 3,71

Tabla A.13: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el numero de
contactos no unidos es 15. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

2413 CG ASP167 2817 CA198 3,52

2414 OD1  ASP167 2817 CA198 3,84 3,25
2415 OD2  ASP167 2817 CA198 2,39

2435 N ASN169 2817 CA198 3,44

2437 CA  ASNI169 2817 CA198 3,21

2447 C ASN169 2817 CA198 2,63 3,24
2448 (0] ASN169 2817 CA198 3,68

2439 CB ASN169 2817 CA198 3,23

2449 N GLY170 2817 CA198 1,5

2451 CA GLY170 2817 CA198 2,12 5 44
2454 C GLY170 2817 CA198 2,54 ’
2455 (0] GLY170 2817 CA198 3,61

2456 N ASP171 2817 CA198 2,46 3.15
2458 CA ASP171 2817 CA198 3,84 ’
2568 OE2 GLY172 2817 CA198 3,89 3,89
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B. ANALISIS DE LOS ESTADOS DE PROTONACION EN EL
SOFTWARE GROMACS

Tabla B.1: Aminoacidos con mas altas fluctuaciones en el bucle.

Tipo bA bB bC bD

DG Gly60 Phe99 Aspl133, Serl35 GIn168
PG Gly60, Argb3 Asp95, Asp97 Aspl33 Glul64, GIn168

1. Graficas del analisis por Ramachandran

Figura B.1: Diagrama de Ramachandran sin declaracion de la protonacion a pH neutro, simulacion
DG. Obtenido del servidor MolProbity.
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Figura B.2: Diagrama de Ramachandran a pH 7 con declaracion de protonacion, simulaciéon PG.
Obtenido del servidor MolProbity.
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2. Distancia del calcio en la simulacion DG

Tabla B.2: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el numero
de contactos no unidos es 11. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2

- - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

867 CG ASP57 2814 CA195 2,69

868 ODl1 ASP57 2814 CA195 2,31 2,41

869 OD2 ASP57 2814 CA195 2,22

889 CG ASNS59 2814 CA195 3,48

890 ODl1 ASNS59 2814 CA195 2,53 3,30

891 ND2  ASNS59 2814 CA195 3,88

910 CG ASP61 2814 CA195 2,65

911 ODl1 ASP61 2814 CA195 2,22 2,41

912 OD2 ASP61 2814 CA195 2,35

944 C ARG63 2814 CA195 3,76 116

945 0] ARG63 2814 CA195 2,56 ’

Tabla B.3: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero
de contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
r - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo
1388 CcG ASP95 2815 CA196 2,71
1389 ODl1 ASP95 2815 CA196 2,37 2,45
1390 OD2 ASP95 2815 CA196 2,28
1407 CcG ASP97 2815 CA196 3,28

2,74
1408 OD1 ASP97 2815 CA196 2,2 ’

Tabla B.4: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero
de contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

1923 CB ASP133 2816 CA197 3,65

1926 CG ASP133 2816 CA197 3,22 3,03
1928 OD2 ASP133 2816 CA197 2,21

1942 CD SER135 2816 CA197 3,53 3.00
1945 oG SER135 2816 CA197 2,47 ’
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Tabla B.5: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de

contactos no unidos es 9. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1

Atomo 2

Distancia Promedio

N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

2410 CB ASP167 2817 CA198 3,82

2413 CG ASP167 2817 CA198 2,65 577
2414 OD1  ASP167 2817 CA198 2,33 ’
2415 OD2  ASP167 2817 CA198 2,28

2492 C LEU173 2817 CA198 3,65 3.07
2493 0 LEU173 2817 CA198 2,48 ’
2566 CD GLU178 2817 CA198 3,16

2567 OE1 GLUI178 2817 CA198 2,27 2,93
2568 OE2 GLUI178 2817 CA198 3,37
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C.ESTADOS DE PROTONACION DE LOS RESIDUOS EN

LA POLCALCINA JUN O2y LA IGE

Tabla C.1: Protonacion a los diferentes pH de la polcalcina Jun o 2.

ASP GLU HIS
Residuo  Posicion Bucle Residuo Posicion Bucle Residuo Posicion Bucle
ASP 33 NO GLU 41 NO HIP 78 NO
ASP 35 NO GLU 46 NO HIP 125 NO
ASH 57 SI GLU 47 NO
ASP 61 SI GLU 48 NO
ASP 82 NO GLH 68 NO
ASP 83 NO GLU 74 NO
ASP 93 SI GLU 84 NO
pHS5 ASP 95 SI GLU 91 NO
Carga=-5¢—. ASP 97 SI GLU 104 NO
ASP 115 NO GLU 120 NO
ASP 122 NO GLU 121 NO
ASP 131 SI GLU 142 NO
ASP 133 SI GLU 152 NO
ASP 167 SI GLU 164 NO
ASP 171 SI GLU 178 NO
ASP 177 NO GLU
ASP 33 NO GLU 41 NO HIP 78 NO
ASP 35 NO GLU 46 NO HIP 125 NO
ASP 57 SI GLU 47 NO
ASP 61 SI GLU 48 NO
ASP 82 NO GLU 68 NO
ASP 83 NO GLU 74 NO
ASP 93 SI GLU 84 NO
pH 6 ASP 95 SI GLU 91 NO
Carga= -7 e—. ASP 97 SI GLU 104 NO
ASP 115 NO GLU 120 NO
ASP 122 NO GLU 121 NO
ASP 131 SI GLU 142 NO
ASP 133 SI GLU 152 NO
ASP 167 SI GLU 164 NO
ASP 171 SI GLU 178 NO
ASP 177 NO
ASP 33 NO GLU 41 NO HID 78 NO
ASP 35 NO GLU 46 NO HID 125 NO
ASP 57 SI GLU 47 NO
ASP 61 SI GLU 48 NO
ASP 82 NO GLU 68 NO
ASP 83 NO GLU 74 NO
ASP 93 SI GLU 84 NO
pH7 ASP 95 SI GLU 91 NO
Carga=-9e—. ASP 97 SI GLU 104 NO
ASP 115 NO GLU 120 NO
ASP 122 NO GLU 121 NO
ASP 131 SI GLU 142 NO
ASP 133 SI GLU 152 NO
ASP 167 SI GLU 164 NO
ASP 171 SI GLU 178 NO
ASP 177 NO GLU
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Tabla C.2: Protonacion a los diferentes pH de la Inmunoglobulina E

H Cad ASP GLU HIS
P adena AA Posicion AA Posicion AA Posicion
ASP 34 GLU 83 HIE 36
ASP 62 GLH 85 HIP 193
ASP 84 GLU 128 HIP 202
ASP 87 GLH 129
C ASP 94 GLU 165
ASP 143 GLU 188
ASP 156 GLU 203
GLU 208
GLU 215
5 ASP 54 GLU 10 HIE 35
Carga =20 e~ ASP 73 GLU 46 HIP 43
ASP 82 GLU 89 HIP 65
ASP 90 GLH 156 HIP 172
ASP 109 GLU 220 HIP 208
D ASP 152 HIP 225
ASP 216 HIP 226
HIP 227
HIP 228
HIP 229
HIE 230
ASP 34 GLU 83 HIE 36
ASP 62 GLU 85 HIP 193
ASP 84 GLU 128 HIE 202
ASP 87 GLU 129
C ASP 94 GLU 165
ASP 143 GLU 188
ASP 156 GLU 203
GLU 208
GLU 215
6 ASP 54 GLU 10 HIE 35
Carga= 14 ¢ ASP 73 GLU 46 HID 43
ASP 82 GLU 89 HIP 65
ASP 90 GLU 156 HID 172
ASP 109 GLU 220 HIP 208
D ASP 152 HIP 225
ASP 216 HID 226
HIP 227
HIP 228
HIP 229
HIP 230
C ASP 34 GLU 83 HIE 36
ASP 62 GLU 85 HIP 193
ASP 84 GLU 128 HIE 202
ASP 87 GLU 129
ASP 94 GLU 165
ASP 143 GLU 188
ASP 156 GLU 203
GLU 208
GLU 215
7 D ASP 54 GLU 10 HIE 35
Carga=9e— ASP 73 GLU 46 HID 43
ASP 82 GLU 89 HID 65
ASP 90 GLU 156 HID 172
ASP 109 GLU 220 HIE 208
ASP 152 HIP 225
ASP 216 HID 226
HID 227
HID 228
HIE 229
HIP 230
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D.DINAMICA MOLECULAR
1. pH5

Figura D.1: Diagrama de Ramachandran a pH 5. Obtenido del servidor MolProbity.

Tabla D.2: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 10. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2 Di . P di
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo Istancia romecio
867 CG ASP57 2814 CA195 2,79
868 ODl1 ASP57 2814 CA195 2,37 2,52
869 0OD2 ASP57 2814 CA195 2.4
889 CG ASN59 2814 CA195 3,37
890 OD1 ASN59 2814 CA195 2,36 3,15
891 ND1 ASN59 2814 CA195 3,72
910 CG ASP61 2814 CA195 2,59
911 ODl1 ASP61 2814 CA195 2,18 2,32
912 OD2 ASP61 2814 CA195 2,19
945 (0) ARG63 2814 CA195 2,93 2,93

88



Tabla D.2 Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

~ Atgmo 1 - Atomo 2 Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo
1388 CG ASP95 2816 CA196 2,81
1389 OD1 ASP95 2816 CA196 2.4 2,53
1390 0D2 ASP95 2816 CA196 2,37
1407 CG ASP97 2816 CA196 2,76
1408 OD1 ASP97 2816 CA196 2,26 2,50
1409 OD2 ASP97 2816 CA196 2,47

Tabla D.3: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

- At9m0 1 At(),mo 2 Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo
1926 CG ASP133 2817 CA197 2,73
1927 OD1 ASP133 2817 CA197 2,23 2,48
1928 OD2 ASP133 2817 CA197 2,49
2026 CD GLU142 2817 CA197 2,73
2027 OEl GLU142 2817 CA197 2,29 2,48
2028 OE2 GLU142 2817 CA197 2,42

Tabla D.4: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos: 11. Datos obtenidos de PDBSum.

- Atgmo 1 - Atomo 2 Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

2413 CG ASP167 2818 CA198 3,31 276
2414 OD1 ASP167 2818 CA198 2,2 ’
2442 CB ASN169 2818 CA198 3,89 3,89
2443 CG ASP171 2818 CA198 2,79

2463 OD1 ASP171 2818 CA198 2,34 2,54
2464 0OD2 ASP171 2818 CA198 2,50

2465 C LEU173 2818 CA198 3,49 196
2492 O LEU173 2818 CA198 2,43 ’
2493 CD GLU178 2818 CA198 2,62

2566 OE1 GLU178 2818 CA198 2,27 2,40
2567 OE2 GLU178 2818 CA198 2.3
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2. pH6

Figura D.2: Diagrama de Ramachandran a pH 6. Obtenido del servidor MoProbity.

Tabla D.5: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el numero de
contactos no unidos es 11. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2 Di . P di
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo Istancia romecio

867 CG ASP57 2816 CA195 2,74

868 OD1 ASP57 2816 CA195 2,26 2,43
869 0D2 ASP57 2816 CA195 2,29

889 CG ASN59 2816 CA195 3,42

890 OD1 ASN59 2816 CA195 2,44 3,19
891 ND2 ASN59 2816 CA195 3,71

910 CG ASP61 2816 CA195 2,78

911 ODl1 ASP61 2816 CA195 2,33 2,46
912 0OD2 ASP61 2816 CA195 2,28

944 C ARG63 2816 CA195 3,6 3.01
945 (@) ARG63 2816 CA195 2,42 ’
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Tabla D.6: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo

1389 CG ASP95 2817 CA196 2,69

1390 OD1 ASP95 2817 CA196 2,32 2,42
1391 0D2 ASP95 2817 CA196 2,26

1408 CG ASP97 2817 CA196 3,27 571
1410 OD2 ASP97 2817 CA196 2,14 ’

Tabla D.7: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 3. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
- - - - - Distancia Promedio
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo
1928 CG ASP133 2818 CA197 2,75
1929 ODl1 ASP133 2818 CA197 2,37 2,49
1930 OD2 ASP133 2818 CA197 2,35

Tabla D.8: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 13. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2 . . .
N° Atomo Atomo Residuo N° Atomo Residuo Distancia Promedio
2415 CG ASP167 2819 CA198 2,64
2416 OD1 ASP167 2819 CA198 2,46 2,42
2417 0OD2 ASP167 2819 CA198 2,15
2444 CG ASN169 2819 CA198 3,47
2445 OD1 ASN169 2819 CA198 2,33 2,90
2465 CG ASP171 2819 CA198 3,37
2466 ODl1 ASP171 2819 CA198 2,31 3,16
2467 0OD2 ASP171 2819 CA198 3,81
2494 C LEU173 2819 CA198 3,34
2495 0] LEU173 2819 CA198 2,19 2,77
2568 CD GLU178 2819 CA198 2,71
2569 OEl GLU178 2819 CA198 2,42 2.44
2570 OE2 GLU178 2819 CA198 2,19
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E. EPITOPOS
1. pHS5
a) Lineal

Tabla E.1: Epitopos de la polcalcina Jun o 2 a pH 5. *Epitopos que concuerdan con la zona donde
se ubica el calcio. Datos obtenidos de ElliPro.

Rango Inicio - Final AA Cantidad de Resid. Puntaje
1 1-18 MGKIRMPVPSLFRRRSSK 18 0.79
2 57-70 DANGDGRISRSELA 14 0.68
3 187 - 194 GACFAKIA 8 0.67
4% 164 - 180 EGVDQNGDGLISFDEFKV 18 0.66
5 34 -47 GDGSGSPERATAEE 14 0.65
6 77 - 83 GHGASDD 7 0.64
7 90 - 105 AEADADGDGFISLPEF 16 0.61
8 114 - 121 GDAAAVEE 8 0.57
9* 133 -137 DGSGA 5 0.54

b) Discontinuos

Tabla E.2: Epitopos discontinuos de la polcalcina Jun o 2 a pH 5. *Epitopos que concuerdan con
la zona donde se ubica el calcio. Datos obtenidos de ElliPro.

Cantidad de
o . .
N Residuos Resid. Puntaje

M1, G2, K3, :14, :Me6, :P7, :V8, :P9, :S10, :LI11,
1 _:F12, :R13, :R14, :S16, :S17, K18, :P19, :E74, :G77, 27 0,71
:H78, :G79, :A80, :D82, :D83, :R87, :G151, :P153

_:D33, :G34, :D35, :G36, :S37, :G38, :S39, :P40,
_:E41, :R42, :A43, :T44, :E46, :E47, :R51, :D57,
A58, :N59, :G60, :D61, :G62, :R63, :S65, :S67,
_:E68, :L69, :A70, :A90, :E91, :D93, :A94, :D95,
_:G96, :D97, :G98, :F99, :S101, :L102, :P103, :E104,
2 _:A106, :A107, :A113, :G114, :D115, :All6, :All17, 80 0,64
AT18, V119, :E120, :D131, :D133, :G134, :S135,
G136, :A137, :El164, :G165, V166, :D167, :Q168,
_:N169, :G170, :D171, :G172, :L173, :1174, :S175,
_:D177, :E178, :K180, :V181, :G187, :A188, :C189,
:F190, :A191, :K192, :1193, :A194

3 :A154, :S155, :V156, :A157, :R160, :R161 6 0,58
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2.pH®6
a) Lineal

Tabla E.3: Epitopos de la polcalcina Jun o 2 a pH 6. Datos obtenidos de ElliPro.

Cantidad de

Rango Inicio - Final AA Resid Puntaje
1 34 -47 GDGSGSPERATAEE 14 0.74
2 1-10 MGKIRMPVPS 10 0.71
3 189 - 194 CFAKIA 6 0.70
LGHGASDDEVARMMAEADAD
4 76 - 100 GDGFI 25 0.69
5 130 - 142 FDADGSGAISAAE 13 0.64
6 160 - 181 RRMIEGVDQNGDGLISFDEFKV 22 0.61
7 115-121 DAAAVEE 7 0.58
8 57 - 66 DANGDGRISR 10 0.57

b) Discontinuos

Tabla E.4: Epitopos discontinuos de la polcalcina Jun o 2 a pH 6. Datos obtenidos de ElliPro.

N° Residuos N° Residuos Puntaje
1 _:E120, :E121, :R124 3 0,70
_:G34, :D35, :G36, :S37, :G38, :S39, :P40, :F41,
2 _:R42, :A43, :T44, :A45, :E46, :D57, :A58, :NS59, 24 0,67

:G60, :D61, :G62, :R63, :S101, :P103, :A110, :T111

M1, :G2, :K3, :14, :R5, :M6, :P7, :V8, :P9, :S10,
_:R14, :S65, :R66, :E74, :L76, :G77, :H78, :G79,
_:A80, :S81, :D82, :D83, :E84, :V85, :A86, :R87,

_:M88, :M89, :A90, :E91, :A92, :D93, :A9%4, :D95,
_:G96, :D97, :G98, :F99, :DI115, :All6, :Al17, :AllS,
_:F130, :D131, :A132, :D133, :G134, :S135, :Gl136,
_:A137, :1138, :S139, :A140, :Al41, :E142, :R145,
_:P153, :Al154, :S155, V156, :A157, :R160, :1163,
_:El64, :V166, :D167, :Q168, :N169, :G170, :D171,
G172, :L173, :A174, :S175, :F176, :D177, :E178,
K180, :V181, :A184, :R185, :G187, :A188, :C189,
i:F190, i:A191, i:K192, i:1193, i:A194

&9 0,64
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3.pH7
a) Lineal

Tabla E.9: Epitopos de la polcalcina Jun o 2 a pH 7. *Epitopos en el bucle del calcio. Datos
obtenidos de ElliPro.

Rango Inicio - Final AA N° Residuos Puntaje
1 1-8 MGKIRMPV 8 0.82
2% 90 - 99 AEADADGDGF 10 0.78
3 34 - 47 GDGSGSPERATAEE 14 0.70
4% 57 - 63 DANGDGR 7 0.67
5 187 - 194 GACFAKIA 8 0.67
6* 160 - 180 RRMIEGVDQNGDGLISFDEFK 21 0.66
7 116 - 125 AAAVEEDLRH 10 0.64
8* 128 - 141 RVFDADGSGAISAA 14 0.61

b) Discontinuos

Tabla E.10: Epitopos discontinuos de la polcalcina Jun o 2 a pH 7. Datos obtenidos de ElliPro.

Ne° Residuos N° Residuos Puntaje

1 _:E120, :E121, :R124 3 0,86

M1, :G2, K3, :14, :R5, D57, :AS58, :N59, :G6O0,
D61, :G62, :R63, :R66, :E74, :L76, :G77, :HTS,

2 :G79, :A80, :S81, :D82, :D83, :E84, :A86, :RS87, 35 0,70
:A90, :E91, :A92, :D93, :A94, :D95, :G96, :D97,
:G98, :F99

:G34, :D35, :G36, :S37, :G38, :S39, :P40, :E4l, :R42,

A43, :T44, :E46, :A106, :A107 14 0,68

:AL16, :Al17, :Al18, :V119, :D122, :HI25, :RI128,
D131, :A132, :DI133, :G134, :S135, :G136, :Al137,
1138, :S139, :Al4l, :R145, :S155, :V156, :Al157,
4 _:R160, :R161, :1163, :E164, :G165, :V166, :D167, 47 0,68
:Q168, :N169, :G170, :D171, :G172, :L173, :1174,
_:S175, :F176, :D177, :E178, :K180, :G187, :A188,
:C189, :A191, :K192, :1193, :A194

5 M6, :P7, :V8, :S10, :R13, :R14, :S16 7 0,55
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F. DOCKING

1. Programas para la seleccion de las soluciones

Figura F.1: Programa en lenguaje Fortran, que mostrara solo los CDR de las soluciones
interactuando con la polcalcina, se tomé como ejemplo el caso del pH 7.

Figura F.2: Programa en lenguaje Fortran, separara la polcalcina del complejo.
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Figura F.3: Programa en lenguaje Fortran, muestra los CDR de la Inmunoglobulina de las distintas
soluciones.

Figura F.4: Programa en lenguaje Fortran, selecciona al CDR de la Inmunoglobulina y de la
polcalcina.
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2. pH7

FireDock

Tabla F.1: Las 10 mejores posibles soluciones del Docking, las energias estan dadas en kJ/mol.
Datos obtenidos del servidor FireDock.

Rango # Sol Glob avdW  rvdW  ACE Insercion aElec  laElec
1 56 -68.13  -32.40 11.89 -1.03 15.37 -48.63  -24.69
2 32 -63.79  -29.83 26.74 1.65 19.56 -75.37  -21.10
3 64 -58.27  -29.94 12.67 3.54 17.68 -31.59  -26.31
4 87 -55.15  -30.64 16.86 -3.25 19.17 -18.83 2595
5 52 -51.54  -28.58 24.62 3.86 16.50 -74.44 -5.40
6 21 -50.42  -39.38 38.95 -2.14 17.10 -11.12 -1.77
7 82 -49.66  -22.47 6.61 1.42 18.02 -18.72  -28.74
8 62 -48.53  -30.22 20.21 -6.61 15.60 -27.51 -3.07
9 48 -46.23  -23.06 14.29 0.21 16.56 -44.15  -16.14
10 77 4246  -28.11 20.53 0.14 16.51 0.00 -4.74
Simulacion
Tabla F.2: Estructura secundaria que conforma el complejo a pH 7.
Sol 2 Sol 8
Juno?2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D |Juno?2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D
Hoja 4 4 1 4 4
Horquilla 7 7 1 7 8
Strands 17 19 2 18 18
a-Hélice 9 2 2 9 3 1
Interac. hélices 7 1 11
Giro-p 23 19 23 17 24 27
Giro-y 2 4 3 1 4 2
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Distancia del calcio

a) Distancia del calcio en la solucion 2

Tabla F.3: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 14. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

867 CG ASP57 A 2815 CA195 A 2,68

868 OD1  ASP57 A 2815 CA195 A 2,33 2,42
869 OD2  ASP57 A 2815 CA195 A 2,26

889 CG ASN59 A 2815 CA195 A 3,55

890 OD1  ASN59 A 2815 CA195 A 2,35 2,95
910 CG ASP61 A 2815 CA195 A 2,75

911 OD1  ASP61 A 2815 CA195 A 2,41 2,50
912 OD2  ASP61 A 2815 CA195 A 2,33

944 C ARG63 A 2815 CA195 A 3,46 504
945 (0] ARG63 A 2815 CA195 A 2,42 ’
1018 CG GLU68 A 2815 CA195 A 3,87

1021 CD GLU68 A 2815 CA195 A 2,66 581
1022 OEl  GLU68 A 2815 CA195 A 2,38 ’
1023 OE2  GLU68 A 2815 CA195 A 2,31

Tabla F.4: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2 . . .

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad. Distancia  Promedio
1388 CG ASP95 A 2816 CA196 A 2,75

1389 OD1  ASP95 A 2816 CA196 A 2,3 2,46
1390 OD2  ASP95 A 2816 CA196 A 2,34

1407 CG ASP57 A 2816 CA196 A 2,7

1408 OD1  ASP57 A 2816 CA196 A 2,3 2,50
1409 OD2  ASP57 A 2816 CA196 A 2,51
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Tabla F.5: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2

Distancia Promedio
N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

1926 CG  ASP133 A 2817 CA197 A 3,44
1928 OD2 ASP133 A 2817 CA197 A 2,24 2,84
2026 CD GLU142 A 2817 CA197 A 2,69
2027 OEl1 GLU142 A 2817 CA197 A 2,33 2,46
2028 OE2 GLU142 A 2817 CA197 A 2,35

Tabla F.6: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 12. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
2413 CG ASP167 A 2818 CA198 A 3,38 278
2414 OD1 ASP167 A 2818 CA198 A 2,18 ’
2442 CG ASN169 A 2818 CA198 A 3,55 595
2443 ODl1 ASN169 A 2818 CA198 A 2,35 ’
2463 CG ASP171 A 2818 CA198 A 3,40
2464 ODl1 ASP171 A 2818 CA198 A 2,30 3,17
2465 OoD2 ASP171 A 2818 CA198 A 3,81
2492 C LEU173 A 2818 CA198 A 3,60 297
2493 0] LEU173 A 2818 CA198 A 2,34 ’
2566 CD GLU178 A 2818 CA198 A 2,73
2567 OEl GLU178 A 2818 CA198 A 2,26 2,47
2568 OE2 GLU178 A 2818 CA198 A 2,41
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b) Distancia del calcio en la solucion 8

Tabla F.7: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 8. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
867 CG ASP57 A 2815 CA195 A 2,68
868 OD1  ASP57 A 2815 CA195 A 2,25 2,42
869 OD2  ASP57 A 2815 CA195 A 2,29
910 CG ASP61 A 2815 CA195 A 2,72
911 OD1  ASP61 A 2815 CA195 A 2,48 2,46
912 OD2  ASP61 A 2815 CA195 A 2,19
944 C ARG63 A 2815 CA195 A 3,53 504
945 o ARG63 A 2815 CA195 A 2,34 ’

Tabla F.8: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2 ) .
Distancia Promedio

N° A A Residuo  Cad. N° A Residuo Cad.

1388 CG ASP95 A 2816 CA196 A 2,78

1389 ODI ASP95 A 2816 CA196 A 2,38 2,48
1390 OD2  ASP95 A 2816 CA196 A 2,28

1407 CG ASP57 A 2816 CA196 A 2,78

1408 ODI1 ASP57 A 2816 CA196 A 2,51 2,55
1409 OD2  ASP57 A 2816 CA196 A 2,36

Tabla F.9: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Promedio

N° A A Residuo  Cad. N° A Residuo Cad. Distancia.

1926 CG ASP133 A 2817 CA197 A 2,80

1927 OD1  ASPI133 A 2817 CA197 A 2,35 2,49
1928 OD2  ASPI33 A 2817 CA197 A 2,31

2026 CD  GLU142 A 2817 CA197 A 2,65

2027 OEl GLU142 A 2817 CA197 A 2,30 2,41
2028 OE2 GLU142 A 2817 CA197 A 2,29
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Tabla F.10: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 12. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

Distancia Promedio

2413  CG  ASPI167 A 2818 CA198 A 3,40

2415 0OD2  ASP167 A 2818 CA198 A 2,23 2,82
2463 CG  ASPI71 A 2818 CA198 A 3,70

2464 OD1  ASPI171 A 2818 CA198 A 2,37 279
2465 O0OD2  ASP171 A 2818 CA198 A 2,29 ’
2492 C LEU173 A 2818 CA198 A 3,61

2493 O LEU173 A 2818 CA198 A 2,37 299
2566 CD  GLUI178 A 2818 CA198 A 2,83

2567 OEl1 GLUI178 A 2818 CA198 A 2,69 2,62
2568 OE2 GLUI178 A 2818 CA198 A 2,34

Calculo de la energia de interaccion por MM-PBSA

Tabla F.11: Energia. Datos obtenidos de MMPBSA.

Interactuante No Interactuante
Solucion

Residuo Energia Residuo Energia

Aspl33 -395.17 Argl85 317.12

Asp33 -316.94 Arg54 283.58

Asn55(C) -298.54 Argl6l 259.32

Glug4 -265.79 Argl3 253.29

Asp35 -260.87 Argl5s 222.33

2 Asp83 -260.27 Arg63 215.93

Aspl31 -245.73 Lys192 207.14

Glul2l -241.82 Arg51 206.07

Tyr101(D) -241.06 Argl4 199.79

Glul42 -230.84 Lys18 196.88

Glul21 -359.44 Argl85 309.56

Lys69(C) -323.56 Argl6l 302.59

Glu9l -310.08 Argl3 290.17

Asp35 -298.20 Arg54 261.47

Glu41 -289.65 Arg51 259.29

8 Asp33 -263.04 Argl5s 248.22

Glu84 -251.98 Argl4 226.16

Argl7(C) -251.78 Lysl8 193.81

Aspl15 -248.98 Arg63 186.63

Aspl33 -235.65 Argl60 180.81
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Figura F.5: Representacion de los residuos que interaccionan en el complejo Polcalcina-IgE a pH
7. (A 'y D) Representacion global polcalcina - IgE, las interacciones con energia favorable se
muestran en color azul y las no favorable en color rojo. Las energias neutras o no interactuantes se
muestran en color banco. (B y E) Representacion en 2D de las diferentes interacciones tanto
hidrofobicas (lineas punteadas rojas) como electrostéticas o enlaces de hidrogeno (lineas punteadas
verdes). (C y F) Acercamiento de los residuos que interaccionan en el complejo polcalcina - IgE, el
esquema de colores es el mismo que en A y D. Los residuos de la polcalcina estan representados en
estilo CPK y la IgE en licorice.

102



Figura F.6: Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE a pH 7 de la solucion 2. El nimero de lineas de enlace entre dos residuos indica la cantidad de
enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser abundantes, el
ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del residuo:
Positivos (H,K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,,M); aromatico (F,Y,W),
Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.

Figura F.7: Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE a pH 7 de la solucion 8. El ntimero de lineas de enlace entre dos residuos indica la cantidad de
enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser abundantes, el
ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del residuo:
Positivos (H,K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,I,M); aromatico (F,Y,W),
Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.
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3. pHO

FireDock

Tabla F.11: Las 10 mejores posibles soluciones del Docking, las energias estan dadas en kJ/mol.
Datos obtenidos del servidor FireDock.

Rango # Sol Glob avdW rvdW ACE Insercion aElec  laElec

1 23 -55.89  -24.39 14.31 -1.93 14.99 -35.67 -8.25
2 31 -52.87 -41.33 29.57 4.93 17.97 -9.54 -25.68
3 7 -51.88  -17.06  7.75 -3.68 14.09 -33.15  -23.88
4 8 -45.94  -26.35 10.35 0.64 17.29 -22.42 952
5 18 -4592  -23.62 8.43 -6.47  13.01 0.00 -3.04
6 90 -43.47  -29.04 2947 -8.82 15.80 -15.23  -5.18
7 91 -43.40 -26.61 5.48 7.99 20.06 -19.64  -27.20
8 21 -43.26  -31.09 2691 -0.01 18.98 -30.38  -10.29
9 52 -40.59  -2399  7.74 5.23 16.40 -24.56  -20.12
10 49 -39.87  -33.98  25.35 2.14 16.32 -29.90  -5.93
Simulacion
Tabla F.12: Estructura secundaria que conforma el complejo a pH 6.
Sol 6 Sol 8
Juno?2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D |Juno?2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D
Hoja 4 4 4 4
Horquilla 7 7 7 7
Strands 18 19 18 18
a-Hélice 11 3 2 9 3 4
Interac. hélices 9 1 8
Giro-p 23 17 26 22 26 19
Giro-y 3 2 3 4 2 2
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Distancia del calcio

a) Distancia del calcio en la solucion 6

Tabla F.13: Informacién sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 10. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

867 CG ASP57 A 2817 CA195 A 2,65

868 OD1  ASP57 A 2817 CA195 A 2,3 2,42
869 OD2  ASP57 A 2817 CA195 A 2,31

889 CG  ASN59 A 2817 CA195 A 3,59 3.05
890 OD1  ASNS59 A 2817 CA195 A 2,51 ’
910 CG ASP61 A 2817 CA195 A 2,75

911 OD1  ASP61 A 2817 CA195 A 2,37 2,50
912 OD ASP61 A 2817 CA195 A 2,37

944 C ARG63 A 2817 CA195 A 3,63 3.03
945 0 ARG63 A 2817 CA195 A 2,42 ’

Tabla F.14: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

1389 CG ASP95 A 2818 CA196 A 2,7

1390 OD1  ASP95 A 2818 CA196 A 2,23 2,47
1391 OD2  ASP95 A 2818 CA196 A 2.42

1408 CG ASP97 A 2818 CA196 A 2,78

1409 OD1  ASP97 A 2818 CA196 A 2,43 2,49
1410 OD2  ASP97 A 2818 CA196 A 2,26

Tabla F.15: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 3. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio
N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
1928 CG ASP133 A 2819 CA197 A 2,67
1929 OD1 ASPI133 A 2819 CA197 A 2,25 2,39
1930 OD2 ASPI133 A 2819 CA197 A 2,26
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Tabla F.16: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 13. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
2415 CG  ASP167 A 2820 CA198 A 2,59
2416 OD1  ASP167 A 2820 CA198 A 2,34 2,40
2417 OD2 ASP167 A 2820 CA198 A 2,26
2444 CG  ASNI169 A 2820 CA198 A 3,67 3.14
2445 OD1 ASNI169 A 2820 CA198 A 2,61 ’
2465 CG  ASPI171 A 2820 CA198 A 3,31
2466 OD1  ASP171 A 2820 CA198 A 2,21 3,04
2467 OD2 ASP171 A 2820 CA198 A 3,60
2494 C LEU173 A 2820 CA198 A 3,60
2495 o LEU173 A 2820 CA198 A 2,46 3,03
2568 CD GLU178 A 2820 CA198 A 2,75
2569 OEl GLU178 A 2820 CA198 A 2,32 2,50
2570 OE2 GLU178 A 2820 CA198 A 2,44

b) Distancia del calcio en la solucion 8

Tabla F.17: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 10. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

867 CG ASP57 A 2817 CA195 A 2,84

868 OD1  ASP57 A 2817 CA195 A 2,65 2,60
869 OD2  ASP57 A 2817 CA195 A 2,32

889 CG  ASN59 A 2817 CA195 A 3,65 3.07
890 OD1  ASN59 A 2817 CA195 A 2,48 ’
910 CG ASP61 A 2817 CA195 A 2,64

911 OD1  ASP61 A 2817 CA195 A 2,18 2,39
912 OD ASP61 A 2817 CA195 A 2,36

944 C ARG63 A 2817 CA195 A 3,62 3.03
945 0] ARG63 A 2817 CA195 A 2,43 ’
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Tabla F.18: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
1389 CG ASP95 A 2818 CA196 9 2,07
1390 OD1 ASP95 A 2818 CA196 A 2,80 2,39
1391 OD2 ASP95 A 2818 CA196 A 2,29
1408 CG ASP97 A 2818 CA196 A 3,35 578
1410 OD2 ASP97 A 2818 CA196 A 2,20 ’

Tabla F.19: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 5. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio

N°e A A Residuo Cad. N°e A Residuo Cad.
1928 CG ASP133 A 2819 CA197 A 2,76
1929 OD1 ASPI133 A 2819 CA197 A 2,45 2,50
1930 OD2 ASPI133 A 2819 CA197 A 2,30
1949 CG SERI135 A 2819 CA197 A 3,82 301
1950 O SER135 A 2819 CA197 A 2,59 ’

Tabla F.20: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 12. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2

Distancia Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

2415 CG  ASPl167 A 2820 CA198 A 3,56 503
2416 OD1  ASP167 A 2820 CA198 A 2,29 ’
2444 CG ASNI169 A 2820 CA198 A 3,35 279
2445 OD1 ASN169 A 2820 CA198 A 2,23 ’
2465 CG ASPI171 A 2820 CA198 A 3,33

2466 OD1 ASP171 A 2820 CA198 A 2,23 3,11
2467 OD2 ASP171 A 2820 CA198 A 3,76

2494 C LEU173 A 2820 CA198 A 3,35 278
2495 (0] LEU173 A 2820 CA198 A 2,21 ’
2568 CD GLU178 A 2820 CA198 A 2,73

2569 OE1 GLU178 A 2820 CA198 A 2,40 2,45
2570 OE2 GLU178 A 2820 CA198 A 2,21
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Calculo de la energia de interaccion por MM-PBSA

Tabla F.21: Datos de la energia interactuante y no interactuante de las soluciones. Datos obtenidos

de MMPBSA.
Interactuante No Interactuante

Solucion - - - -
Residuo Energia Residuo Energia

6 Glu91 -309.05 Arg51 314.99

Asp95 -293.72 Argl92 232.83

Aspb6l1 -278.75 Argl85 232.63

Asp83 -272.99 Arg4?2 229.25

Asp97 -238.64 Argl60 222.77

Glud1 -212.25 Argl5 216.15

Glul04 -204.08 Lys180 207.90

Aspl22 -186.82 Arg5 204.32

Asp93 -185.07 Asnl69 198.77

Aspl33 -167.94 Argl24 196.35

8 Glu74 -336.91 Argl5 340.92

Lys59(D) -331.91 Arg51 329.94

Glu84 -327.81 Arg54 321.42

Asp33 -313.34 Lys192 294.75

Glu91 -309.52 Argd?2 286.12

Asp83 -304.90 Argl85 283.34

Glul142 -280.94 Argl6l 276.39

Arg50(D) -279.74 Lys180 261.17

Aspl22 -270.67 Lys55 253.76

Aspl33 -262.77 Lys18 234.83
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Figura F.8: Representacion de los residuos que interaccionan en el complejo Polcalcina-IgE a pH
6. (A y D) Representacion global polcalcina - IgE, las interacciones con energia favorable se
muestran en color azul y las no favorable en color rojo. Las energias neutras o no interactuantes se
muestran en color banco. (B y E) Representacion en 2D de las diferentes interacciones tanto
hidrofobicas (lineas punteadas rojas) como electrostaticas o enlaces de hidrogeno (lineas punteadas
verdes). (C y F) Acercamiento de los residuos que interaccionan en el complejo polcalcina - IgE, el
esquema de colores es el mismo que en A y D. Los residuos de la polcalcina estan representados en
estilo CPK y la IgE en licorice.
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Figura F.9 : Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE a pH 6 de la solucion 6. El ntimero de lineas de enlaces entre dos residuos indica la cantidad de
enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser abundantes, el
ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del residuo:
Positivos (H,K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,I,M); aromatico (F,Y,W),
Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.

Figura F.10: Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE a pH 6 de la solucion 8. El nlimero de lineas de enlaces entre dos residuos indica la cantidad de
enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser abundantes, el
ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del residuo:
Positivos (H, K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,I,M); aromatico (F,Y,W),
Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.
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4. pH5

FireDock

Tabla F.21: Las 10 mejores posibles soluciones del Docking, las energias estan dadas en kJ/mol.
Datos obtenidos del servidor FireDock.

Rango  # Sol Glob avdW rvdW  ACE Insercion aElec laElec

1 26 -46.30 -37.35 25.64 2.52 24.59 -8.19 -13.56

2 80 -44.37 -34.97 34.02 8.60 22,08 -51.01 -8.87

3 59 -41.95 -32.10 20.58 -5.03 15.41 -4.27 -2.67

4 45 -40.23 -27.16 17,03 -0.16 20.86 -21.61 0.00

5 48 -38.44 -22.11 12.57 3.62 14.56 -8.03 -14.81

6 77 -37.62 -30.14 17,03 5.86 16.83 -3.22 -9.78

7 11 -36.62 -35.86 33.16 8.89 17.19 -26.33 -12.88

8 8 -36.39 -26.01 24.20 -1.98 19.60 -22.69 -7.76

9 91 -32.30 -19.56 14.13 -0.09 16.14 -24.98 -11.47

10 37 -32.01 -24.60 22.36 7.46 17.29 -32.65 -19.34

Simulacion
Tabla F.22: Estructura secundaria que conforma el complejo a pH 5.
Sol 2 Sol 5
Juno2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D |Juno?2 IgE-Cad.C IgE-Cad.D
Hoja 4 4 5 4
Horquilla 7 7 7 7
Strands 18 18 18 19
a-Hélice 12 3 4 10 2 3
Interac. hélices 11 1 8 1

Giro-p 21 24 16 26 21 23
Giro-y 3 4 2 2 5 3

Distancia del calcio
a) Distancia del calcio en la solucion 2

Tabla F.23: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el numero de
contactos no unidos es 3. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia Promedio
N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
910 CD ASP61 A 2818 CA195 A 2,74
910 OD1 ASP61 A 2818 CA195 A 2,27 2,45
912 OD2  ASP61 A 2818 CA195 A 2,35
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Tabla F.24: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

1389 CG ASP95 A 2819 CA196 A 2,74

1390 OD1  ASP95 A 2819 CA196 A 2,42 2,48
1391 OD2  ASP95 A 2819 CA196 A 2,29

1408 CG ASP97 A 2819 CA196 A 2,63

1409 OD1  ASP97 A 2819 CA196 A 2,31 2,39
1410 OD2  ASP97 A 2819 CA196 A 2,24

Tabla F.25: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 9. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

1236 CD GLU84 A 2820 CA197 A 2,72

1237 OEl GLU84 A 2820 CA197 A 2,34 2,47
1238 OE2 GLU84 A 2820 CA197 A 2,36

1906 CG ASP131 A 2820 CA197 A 2,81

1907 OD1 ASP131 A 2820 CA197 A 2,37 2,52
1908 0D2  ASP131 A 2820 CA197 A 2,38

1928 CG ASPI133 A 2820 CA197 A 2,74

1929 OD1 ASP133 A 2820 CA197 A 2,38 2,49
1930 OD2 ASPI133 A 2820 CA197 A 2,34

Tabla F.26: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 13. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N°A Residuo Cad.

2416 CG  ASP167 A 2821  CA198 A 3,37

2417 OD1  ASP167 A 2821  CA198 A 2,22 2,80
2445 CG  ASNI169 A 2821  CA198 A 3,33

2446 OD1 ASN169 A 2821  CA198 A 2,26 3,15
2447 ND2 ASNI169 A 2821  CA198 A 3,85

2466 CG  ASP171 A 2821  CA198 A 3,38

2467 OD1  ASP171 A 2821  CA198 A 2,31 3,16
2468 0OD2  ASP171 A 2821  CA198 A 3,78

2495 C LEU173 A 2821  CA198 A 3,77

2496 (0] LEU173 A 2821  CA198 A 2,55 3,16
2569 CD GLUI178 A 2821  CA198 A 2,81

2570 OEl1 GLU178 A 2821  CA198 A 2,30 2,55
2571 OE2 GLU178 A 2821  CA198 A 2,55
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b) Distancia del calcio en la solucion 5

Tabla F.27: Informacion sobre el Ca 195 que pertenece al bucle A en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 8. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.

864 CB ASP57 A 2818 CA195 A 3,57

867 CG ASP57 A 2818 CA195 A 3,11 2,97
869 OD2  ASP57 A 2818 CA195 A 2,22

910 CD ASP61 A 2818 CA195 A 3,47 589
912 OD2  ASP61 A 2818 CA195 A 2,30 ’
1021 CD  GLU®68 A 2818 CA195 A 2,68

1022 OEl1 GLU68 A 2818 CA195 A 2,27 2,43
1023 OE2  GLU68 A 2818 CA195 A 2,33

Tabla F.28: Informacion sobre el Ca 196 que pertenece al bucle B en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 6. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N°A Residuo Cad.

1389 CG ASP95 A 2819  CA196 A 2,71

1390 OD1  ASP95 A 2819  CA196 A 2,34 2,47
1391 OD2  ASP95 A 2819  CA196 A 2,35

1408 CG ASP97 A 2819  CA196 A 2,71

1409 OD1  ASP97 A 2819  CAI196 A 2,23 2,45
1410 OD2  ASP97 A 2819  CA196 A 2,42

Tabla F.29: Informacion sobre el Ca 197 que pertenece al bucle C en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 7. Datos obtenidos de PDBSum.

Atomo 1 Atomo 2
Distancia  Promedio

N° A A Residuo Cad. N° A Residuo Cad.
1906 CG  ASPI31 A 2820 CA197 A 2,72
1907 OD1 ASP131 A 2820 CA197 A 2,27 2,45
1908 0D2 ASPI131 A 2820 CA197 A 2,35
1928 CG  ASPI33 A 2820 CA197 A 3,42 5 23
1929 OD1 ASP133 A 2820 CA197 A 2,24 ’
1949 CG SERI35 A 2820 CA197 A 3,58 3.04
1950 0] SER135 A 2820 CA197 A 2,5 ’
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Tabla F.30: Informacion sobre el Ca 198 que pertenece al bucle D en la polcalcina, el nimero de
contactos no unidos es 13. Datos obtenidos de PDBSum

Atomo 1 Atomo 2
N° A A Residuo Cad. N°A Residuo Cad.

Distancia Promedio

2416 CG  ASP167 A 2821  CAI198 A 2,74
2417 OD1 ASP167 A 2821  CA198 A 2,33 2,48
2418 OD2 ASP167 A 2821  CA198 A 2,38
2445 CG  ASNI169 A 2821  CA198 A 3,58
2446 OD1 ASNI169 A 2821  CA198 A 2,41 .
2466 CG  ASP171 A 2821  CA198 A 3,25
2467 OD1 ASP171 A 2821  CA198 A 3,61 346
2468 OD2 ASP171 A 2821  CA198 A 3,53
2495 C LEU173 A 2821  CA198 A 3,53 2,96
2496 o LEU173 A 2821 CAI198 A 2,39
2569 CD GLU178 A 2821 CA198 A 2,67
2570 OEl1 GLU178 A 2821  CA198 A 2,32 2,44
2571 OE2 GLU178 A 2821 CAI198 A 2,33

Calculo de la energia de interaccion por MM-PBSA

Tabla F.30: Energia de interaccion. Datos obtenidos de MMPBSA.

Interactuante No Interactuante
Solucion

Residuo Energia Residuo Energia

Glu41 -451,83 Arg42 400,85
Aspll5  -403,77 Arg51 321,10
Glu46 -393,02  Argl28 315,15
Glu47 -371,09  His125 310,90
Aspl22  -353,01 Argl24 302,94

2 Glul04 -33461 Lysl92 296,71
Asp95  -334,50 LysI80 287,72
Asp6l  -322,60  ArgS4 27584
Asp97  -319.35  Argl6l 273,55
Asp35  -305,19  Argld5 269,70
Glud7  -604,50 Argl6l 359,40
Glud6  -586,04 Argl60 352,84
Asp95  -401,04  Lys55 34947
Gludl  -391.84  ArgS 336,15
; Glul04 -357,06  Lys3 304,42

Aspl22  -346,75 Argl24 300,52
Aspll5  -33534  Argd2 296,41
Glul52  -326,65 Arg51 295,46
Asp61 -320,59 His78 294,24
Glul21  -308,79  Argld5 294,10
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Figura F.11: Representacion de los residuos que interaccionan en el complejo Polcalcina-IgE a pH
6. (A 'y D) Representacion global polcalcina - IgE, las interacciones con energia favorable se
muestran en color azul y las no favorable en color rojo. Las energias neutras o no interactuantes se
muestran en color banco. (B y E) Representacion en 2D de las diferentes interacciones tanto
hidrofobicas (lineas punteadas rojas) como electrostaticas o enlaces de hidrogeno (lineas punteadas
verdes). (C y F) Acercamiento de los residuos que interaccionan en el complejo polcalcina - IgE, el
esquema de colores es el mismo que en A y D. Los residuos de la polcalcina estan representados en
estilo CPK y la IgE en licorice.
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Figura F.12: Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE a pH 5 de la solucion 2. El ntimero de lineas de enlaces entre dos residuos indica la cantidad de
enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser abundantes, el
ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del residuo:
Positivos (H,K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,I,M); aromatico (F,Y,W),

Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.
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Figura F.13: Representacion esquematica de los residuos interactuantes en el complejo polcalcina-
IgE de la cadena D a pH 5 Solucion 5. El niimero de lineas de enlaces entre dos residuos indica la
cantidad de enlaces potenciales entre ellos. Para las interacciones hidrofobicas, que pueden ser

abundantes, el ancho de la linea rayada es proporcional a la fuerza de interaccion. Coloracion del
residuo: Positivos (H,K,R); negativos (D,E); neutral (S,T,N,Q), alifatico (A,V,L,[,M); aromatico
(F,Y,W), Pro y Gly (P,G); cisteina (C). Obtenido de PDBSum.
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