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RESUMEN

En el presente Trabajo Especial de Grado se realizé un estudio de modelado
molecular (Docking) del complejo de la proteina MSP1,9 de P.vivax con la region
Fab del anticuerpo G17.12. Este complejo se construyé a partir de la estructura
cristalina del anticuerpo reportada por Pizarro y col.B®
PfIMSP119/FabG17.12 (pdb:lobl) y la estructura de la MSP1l;9 de P.vivax

previamente modelada por homologia por Serrano y col.?®!

para el complejo

El estudio docking se llevo a cabo empleando el programa o software libre
PatchDock, el cual realiza la aproximacién de cuerpo rigido para obtener las
estructuras iniciales del complejo entre la PYMSP1li9 y el FabG17.12. Luego se
empled el programa FireDock y RosettaDock para el refinamiento de las soluciones

obtenidas.

Este estudio revel6 que el complejo mas estable entre la PvMSP1,9 y el
FabG17.12 tiene una energia de -336,33 KCal/mol, donde se establecen un total de

ochenta y seis interacciones entre las especies involucradas.

Basandonos en este modelo del complejo se determiné que la region de
interaccion de la PYMSP1,4 se extiende desde Met 1 hasta Asp 9 y luego desde Asn
11 hasta Arg 20, en la region N-Terminal; region que también es similarmente
reconocida en el complejo reportado para P.falciparum. Adicionalmente se observa
otra region de interaccion comprendida entre Ser 89 y Ser 91 y desde Glu 80 hasta
Glu 84, en la regién C-Terminal. Dentro de las interacciones consideradas se
enumeran las atractivas y repulsivas de van der Waals, la formacion de puentes de
hidrégeno, solvatacion y un término que incluye la frecuencia estadistica de

interaccion entre pares de aminoacidos.

De los fragmentos de interaccion determinados, se escogié para su sintesis
un fragmento de dieciséis aminoacidos ubicado en la regidbn N-Terminal de la

PVMSP1,9 que va desde la His 5 hasta la Arg 20 y que incluye un puente disulfuro



entre la Cys 7 y la Cys 18 con la finalidad de obtener un péptido con una estructura

tridimensional similar a la del fragmento correspondiente dentro de la proteina.

La sintesis se llevdo a cabo manualmente en fase solida por la estrategia
Fmoc/tBu, empleando la resina cloruro de 2-clorotritilo y mezcla activante HOBT/
TBTU. El espectro de masas indico que la sintesis del péptido lineal se llevé a cabo
adecuadamente; sin embargo el proceso de oxidacion con yodo de las cisteinas
(protegidas con el grupo Acm) para dar lugar a la formacién del puente disulfuro, no

ocurrié como era esperado.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten ampliar el estudio en la
bdsqueda de un antigeno o grupo de antigenos contra la infeccion causada por el

Plasmodium vivax en pro de avanzar hacia una futura vacuna contra la Malaria.
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INTRODUCCION

La malaria es por mucho la enfermedad tropical parasitaria mas importante
del mundo, causando mayor nimero de muertes de nifios menores de 5 afios que
cualquier otra enfermedad, especialmente en Africa. Alrededor de los afios 1900, la
malaria en humanos presenté un comportamiento endémico en todos los continentes
excepto Antartica. Pero en 1950, los programas de control basados en el uso de
insecticidas lograron la eliminacion de la enfermedad en Norte América, Europa y
Australia. Sin embargo, esta sigue afectando Africa, el sur-este de Asia y la region
Pacifica, donde vive mas del 40% de la poblacion mundial ™. De esta manera,
alrededor de 2,5 billones de personas se encuentran en riesgo de contraer malaria,
las cuales mas de 500 millones desarrollan severamente la enfermedad y mas de 1

millén muere por los efectos de la misma cada afio 2.

El uso de insecticidas, el diagndstico a tiempo y el tratamiento adecuado son
los elementos basicos en el control de la malaria; pero el uso inapropiado de drogas
antimalaricas en el siglo pasado contribuy6 a que el Plasmodium (parasito
responsable de la transmision de la enfermedad) creara resistencia al tratamiento
con Cloroquina, aumentando el riesgo de muerte. Ademas las nuevas drogas
antimalaricas derivadas de la artemisinina son muy costosas para los paises que
afecta esta enfermedad. Por ello, el desarrollo de una vacuna segura, econémica y

efectiva es de gran importancia en la salud putblica global.! !

Conseguir proteccién inmunitaria para la malaria parece ser posible, a juzgar
por la inmunidad natural contra el parasito desarrollada con la exposicion frecuente a
la enfermedad y que dicha inmunidad puede ser trasmitida por la transferencia
pasiva de anticuerpos. No obstante, el proceso de desarrollo de una vacuna contra
la malaria continta siendo lento, en parte debido a que el Plasmodium tiene mas de
5200 genes que podrian codificar el antigeno apropiado y a que estos antigenos se
expresan de maneras diferentes durante el ciclo de vida del parasito. Por estas

razones se cree que una vacuna eficiente contra la malaria podria incluir maltiples



antigenos y atacar multiples etapas del ciclo de vida del plasmodium, haciendo
frente a los problemas de la variacidbn genética y alcanzando la induccion de
inmunidad en las poblaciones genéticamente heterogéneas. Sin embargo, el riesgo
de interferencia entre los componentes de la vacuna y el aumento de la

reactogenicidad de la formulacién son factores que deben ser tomados en cuenta .

Por otro lado no hay duda que, al pasar de los afios, los importantes avances
en biologia molecular y en el desarrollo de nuevas tecnologias, han producido
cambios significativos dentro de las ciencias biomédicas donde los péptidos
desempefian un papel importante en muchos de estos procesos . La tltima década
ha sido testigo del gran desarrollo en la quimica de péptidos; no solo respecto a su
aislamiento, sintesis, identificacibn de su estructura y esclarecimiento de su
mecanismo de accion, sino también respecto a su aplicacibn como herramientas
dentro de las ciencias de la vida. De esta manera los péptidos han demostrado ser
de interés no sélo en bioquimica, sino también en quimica, biologia, farmacologia,

quimica de los medicamentos, biotecnologia, y en la tecnologia genética. !

En la sintesis de péptidos, la obtencion de un enlace peptidico entre dos
aminoacido no plantea, en si misma, problemas especiales. Una de las principales
dificultades reside en el hecho de que los reactivos necesarios para formar dicho
enlace pueden también reaccionar con otros grupos funcionales presentes en la
cadena lateral, tales como el grupo amino libre, el grupo carboxilo y ciertos grupos
R. Otras dificultades estan relacionadas con la purificacion de los productos y el
rendimiento porcentual *!. Clasicamente, y desde los trabajos pioneros de Fischer y
Curtius, todo el proceso asociado a la sintesis de péptidos tenia lugar en solucion.
Hasta que, en 1963, Merrifield describié el método de sintesis de péptidos en fase
sélida (SPPS), con el cual los excesos de reactivos y una gran mayoria de productos
secundarios se pueden eliminar con mayor facilidad, minimizandose las pérdidas por

manipulacion &,
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Los péptidos sintéticos se han convertido en candidatos a vacunas para el
control de enfermedades tanto virales como parasitarias y han demostrado tener alta
capacidad inmunoldgica en estudios en animales y humanos. Por lo tanto,
constituyen la base hacia la obtencion de vacunas quimica y estructuralmente

definidas, asi como también seguras y menos costosas .
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MARCO TEORICO

Malaria:

La Malaria o paludismo es la afeccion producida por cualquiera de las cuatro
especies de parasitos del género Plasmodium capaces de infectar al ser humano (P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale) aunque nos referiremos principalmente a

las dos primeras especies por su frecuencia y trascendencia. "

Esta enfermedad es trasmitida por la picadura de mosquitos del género
Anopheles infectados con Plasmodium. Solamente las hembras se alimentan de
sangre (son hematoéfagas), por lo que son las responsables de la transmision de la
enfermedad; tienen hébitos nocturnos o crepusculares y son capaces de infectarse y
de permitir el ciclo esporogénico completo de Plasmodium.®!

Una vez iniciada la infeccion, existe un lapso variable que habitualmente esta
entre una semana y tres meses (periodo de incubacién clinica), en el cual el
paciente no presenta ninguna manifestacion atribuible a la infecciéon en progreso. La
enfermedad se inicia comUunmente con fiebre de caracteristicas diversas, malestar
general, dolor de cabeza, decaimiento marcado y trastornos digestivos (nauseas,
vomitos y diarrea). En algunos casos, el episodio febril dura pocas horas, y es
precedido de escalofrios intensos y seguido por sudoracién profusa con debilidad
marcada (astenia), proceso que se repite cada 48 6 72 horas, segun la especie del
parasito involucrado. Tales sintomas pueden facilmente ser confundidos con un
episodio de influenza (gripe) u otras enfermedades, de evolucion benigna. Sin
embargo, el deterioro clinico de un paciente infectado por algunas de las especies
de plasmodium (P. falciparum, por ejemplo), puede ser brusco y dramatico, con un
rapido aumento en el nimero de parasitos presentes en la sangre. Eventualmente,
dichos pacientes pueden desarrollar complicaciones graves que afectan el
funcionamiento de diversos érganos y sistemas, tales como rifién, pulmén, cerebro,
etc. La Malaria cerebral es una de las complicaciones mas frecuentes y serias,

asociandose con la aparicion de delirium y coma progresivo, el cual desemboca en
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la muerte del paciente en un periodo relativamente corto de tiempo si no se

administra atencion médica adecuada 1.

En cuanto a la distribucién global de dicha enfermedad, a finales de 2004
habia zonas de riesgo de transmisién de malaria en 107 paises y territorios, y unos
3.200 millones de personas vivian en zonas de riesgo de transmision del paludismo.

Esto demuestra que la malaria no es un problema exclusivo de los paises tropicales

sino un problema global, tal como se muestra en la siguiente figura

Figura 1. Distribucion global de la Malaria. Fuente: Organizacién Mundial de la Salud.
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En Venezuela los estados en los cuales durante las ultimas tres décadas se
ha originado la mayor parte de esta enfermedad son: Bolivar, Sucre y Amazonas
(figura 2), mostrando un comportamiento de caracteristicas epidémicas en la
transmision en los estados Bolivar y Amazonas. En estos dos estados, un nuevo
auge en la explotacion minera en areas boscosas humedas, las cuales presentan
condiciones ecoldgicas muy favorables para la persistencia y longevidad de
especies anofelinas vectoras de Malaria, ha influido significativamente en el

incremento de la transmision de la enfermedad.

. Areas Malaricas

Figura 2. Distribucion de las areas malaricas en Venezuela .

Asi, el nimero de casos reportados anualmente en Venezuela durante la
dltima década se ha mantenido por encima de los 20.000 (figura 3); con una
marcada predominancia del P. vivax en la férmula parasitaria, representando
consistentemente mas del 80% de los casos diagnosticados, seguido del P.
falciparum que esta involucrado en aproximadamente el 14% de las infecciones y el
P. malariae con un valor cercano a 0,1%. Por otro lado, estan las infecciones mixtas

que representan un 0,4% (figura 4)."!



50000

45000

40000

35000

30000

Casos 25000

20000

15000

10000

5000

0

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Afio

14

Figura 3. Casos de Malaria en Venezuela 1995-2005. Fuente: Dep. de Estadistica. Div. de

Epidemiologia. Direccion de Vigilancia Epidemiologica Sanitario Ambiental.

Porcentaje

Figura 4. Formula parasitaria del Plasmodium en Venezuela (2005). Fuente: Dep. de
Estadistica. Div. de Epidemiologia. Direccion de Vigilancia Epidemiol6gica Sanitario
Ambiental.
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Ciclo de vida del Plasmodium

El ciclo de vida del Plasmodium se inicia con una etapa esporogdnica o
sexual que sucede en la hembra del género anopheles. Ellas al picar enfermos
malaricos obtienen sangre con formas sexuadas que van a su estbmago donde
luego de algunas transformaciones morfologicas sucede la fecundacién y resulta el
huevo o zigote. Tras diversas transformaciones el zigote pasa a ooquineto, luego a
ooquiste, éste al estallar libera esporozoitos que se sitian en las glandulas salivales

y son inoculados al ser humano.

De esta manera, comienza el ciclo esquizogonico o asexual donde el hombre
recibe los esporozoitos y, circulan en la sangre media hora y se alojan en el higado.
Dentro de los hepatocitos los esporozoitos se convierten en esquizontes tisulares,
maduran y en seis a doce dias se rompen y liberan a la circulacibn numerosos
merozoitos tisulares que invaden los eritrocitos. En este momento del ciclo sucede la
primera y notable diferencia entre las dos especies: los merozoitos salen todos a la
circulacion y en cambio en el vivax algunos esporozoitos, genéticamente
determinados, quedan latentes en el hepatocito durante un tiempo variable
(semanas, meses e incluso afios). Son los llamados hipnozoitos y explican las

recaidas por vivax en etapas posteriores.

A nivel del glébulo rojo (fase eritrocitica) los merozoitos pasan a trofozoitos
(anillos) y luego a esquizontes (rosetas). A este nivel sucede la segunda y muy
importante diferencia entre las dos especies: el glébulo rojo parasitado por el vivax
no sufre mayores deformaciones y/o alteraciones estructurales; en cambio, aquel
parasitado por falciparum presenta deformaciones o protuberancias en su exterior y
otras modificaciones, de modo que todo ello conduce a mayor adherencia del
eritrocito parasitado al endotelio de los capilares profundos de las visceras,
provocando entonces una trombosis capilar tras la cual sobreviene la anoxia,

isquemia y necrosis de los tejidos comprendidos.
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Tedricamente cada 48 horas sucede hemodlisis con liberacion de merozoitos
(malaria terciaria benigna del vivax, maligna del falciparum) que invaden nuevos

glébulos rojos pero algunos se transforman en gametocitos para iniciar otro ciclo
sexual.

Tratamiento de la malaria

Ninguna de las drogas antimaléricas disponibles actia sobre todos los
estadios del ciclo vital del parasito del paludismo para inhibir o matar al mismo,

adicionalmente esto depende de la especie de Plasmodium. Las drogas disponibles
para el tratamiento de la malaria incluyen:

Derivados quinolinicos: Cloroquina, quinina, mefloquina y primaquina. Estos
derivados son esquizonticidas muy eficaces (etapa eritrocitica asexual) y
gametocidas (etapa eritrocitica sexual) contra P.vivax, P.malariae y P.ovale.

La primaquina, adicionalmente, tiene accion sobre los hipnozoitos.

o CaHs
CHa - (I'H - [CHz2la - N
NH CaHs HD -
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H \:x
H'ﬂ—{{ ’:;
d CF. Y
’ [
CF, /
Mefloguina Primaguina

Figura 5. Derivados quinolinicos.
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o Antifolatos:  Pirimetamina, cicloguanil, sulfonamidas, dapsona y Ila
combinacion pirimetamina-sulfadoxina. Estas drogas antimaldricas tienen accion
sobre la forma intrahepética del pardsito (etapa pre-eritrocitica), excluyendo los
hipnozoitos. La pirimetamina es ademéas gametocida, con lo cual previene la

transmision por el mosquito.

NH,
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N~ N NH,
= /JTCHS 7
N |
NH, CH, CH, N"\\I/N
Cicloguanil NH,

Pirimetamina

NH,
NH,
I
NH 30
QCH,
[ )
i
N
OCH, NH,
Sulfadoxina Dapsona

Figura 6. Antifolatos.

e Derivados de la artemisinina: Artemisinina, artemeter y artesunato. Estas

drogas antimalaricas son esquizonticidas muy eficaces y gametocidas contra

P falciparum!*”

Figura 7. Estructura de la Artemisinina.
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Por su efectividad, rapidez de accién y seguridad, la cloroquina continta
siendo la droga de eleccidn, si los parasitos causantes de la infeccién son sensibles.
Asi, en la infeccion por P. vivax, P. malariae y P. falciparum, el esquema de

tratamiento recomendado en Venezuela para pacientes adultos es:

e Cloroquina: Droga ideal como esquizonticida, es decir, que erradica las
formas eritrociticas y, por lo tanto, mejora clinicamente al paciente .

e En el caso especifico de P. vivax, se logra una cura radical (eliminaciéon de
las formas tisulares persistentes causantes de las recaidas) mediante la
administracion diaria de primaquina oral durante 14 dias.

Los derivados de la artemisinina pueden tener ventajas sobre las quinolinas
para el tratamiento de la malaria severa debido a que actian rdpidamente y de

manera efectiva contra los parasitos de malaria resistentes a la cloroquina.

Desafortunadamente, no existe un medicamento o combinacion ideal que
pueda ser utilizado en forma segura en todos los pacientes con Malaria. Los
medicamentos habitualmente empleados no muestran el mismo efecto sobre los
multiples estadios del parasito, ni sobre todas las especies y cepas de Plasmodium.
Igualmente, el empleo de algunos medicamentos esta limitado por la ocurrencia de
efectos toxicos colaterales y la existencia de cepas resistentes al tratamiento, en

diversas regiones del mundo !\
Desarrollo de una vacuna contra la malaria

El incremento de la resistencia de los parasitos de la malaria a los diferentes
farmacos antimalaricos y a las medidas de control vectorial ha creado la necesidad
de desarrollar nuevas estrategias para atacar la enfermedad. Entre ellas el
desarrollo de vacunas antimalaricas. Muchos autores piensan que el desarrollo de
una vacuna contra la malaria es posible porque se puede adquirir inmunidad contra

la Malaria como resultado de la exposicion natural a la infeccion. También se ha
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demostrado que se puede inducir proteccion contra la infeccion en modelos

animales y en humanos voluntarios %2,

El concepto clasico de vacuna se basa en que éstas son capaces de
estimular el sistema inmunologico de una forma especifica para una proteina
antigénica (antigeno) determinada, virus o bacteria, para producir anticuerpos
especificos. La region o fragmento de la proteina antigénica que es reconocida por

un anticuerpo se conoce como epitopo (figura 8).
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Figura 8. Reacciones especificas entre anticuerpos y antigenos ™.

Desde hace afios las campafias de vacunacion constituyen una practica
médica habitual y rutinaria y, hasta hoy, han sido altamente efectivas en el control de
determinadas infecciones administrandose en individuos sanos con la intencién de
prevenirles en una eventual infeccion, pero a pesar de ello se sigue investigando

para encontrar vacunas mas eficaces para las enfermedades ya conocidas 2.

Muchas vacunas exitosas han sido generadas contra aquellos virus que
causan una infeccibn aguda autolimitada seguida de una inmunidad de larga

duracion. Para estos virus la meta es conseguir imitar la infeccion natural.

Por otro lado, la respuesta inmune natural es insuficiente para ciertos

patdbgenos causantes de infecciones crdnicas, para cuyo caso sSOn necesarios
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nuevos métodos de disefio que puedan conducir a la obtencion de vacunas mas
potentes. De esta manera, las vacunas de péptidos sintéticos intentan inducir
anticuerpos con mas de un epitopo de células B, aunque los epitopos de células T

también son incluidos en algunas vacunas.

Los péptidos sintéticos han demostrado que pueden ser altamente
inmunogénicos, tanto en modelos animales como en humanos voluntarios,
adicionalmente tienen la ventaja de ser quimicamente y estructuralmente definidos,

seguros y econémicos.

La primera vacuna contra la malaria basada en péptidos sintéticos fue la
SPf66, desarrollada hace 20 afios por el Dr. Patarroyo y colaboradores en base a
proteinas aisladas del eritrocito humano infectado. La vacuna fue probada en miles

de voluntarios, pero su eficacia para conferir proteccién inmunitaria fue limitada .

La obtencion de una vacuna eficaz contra la malaria es una prioridad vy,
tradicionalmente, su busqueda se ha enfocado en la identificaciébn de antigenos que
podrian servir como objetivos para producir una respuesta inmune de alguna de las
diferentes etapas de la infeccidén producida por plasmodium, bien sea la etapa pre-

eritrocitica, la asexual eritrocitica o la etapa sexual.

Los antigenos identificados para la etapa pre-eritrocitica pueden generar
anticuerpos capaces de neutralizar los esporozoitos y prevenir su invasion al higado,
asi como promover una respuesta inmune que interfiera con la multiplicacion intra-
hepatica del parasito, por ejemplo, matando el hepatocito infectado. Uno de los
antigenos mas estudiados para esta etapa es el CSP (Proteina de Superficie del

Circumsporozoito).

Por otro lado, los antigenos que intervienen en la etapa asexual eritrocitica
tienen como objetivo generar anticuerpos que inactiven al merozoito, asi como

inducir la respuesta inmunologica necesaria para inhibir el desarrollo del parasito
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dentro los glébulos rojos. Por el decrecimiento exponencial de la multiplicacion del
merozoito, este tipo de vacunas podrian ser las mas ampliamente utilizadas para
reducir la incidencia de la enfermedad en los paises endémicos. Dentro de estos
antigenos se pueden enumerar: MSP-1y -2, RESA, AMA-1, GLURP, SERA, LSA-1y
-3, SALSA, STARP, EBA-175, EBA-140, EBA-181, DBA, RAP 1, RAP 2, ABRA y el
PfEMP1.

Finalmente, se encuentran los antigenos correspondientes al ciclo sexual del
parasito, ellos no prevendrian la enfermedad o infeccion en del individuo vacunado,
pero si la transmision del parasito a un nuevo hospedador. Ejemplo de estos
antigenos son: Pfs 25, Pfs 28 para el P. falciparum y sus analogos del P. vivax, Pvs
25 y Pvs 28, asi como Pfs 48/45 y Pfs 230 . En la siguiente figura se puede
observar esquematicamente los antigenos ya mencionados segun la etapa del ciclo

de vida del parasito de la malaria en que actuan:
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Figura 9. Antigenos identificados en las diferentes etapas de la infeccioén producida por

Plasmodium ™
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La etapa en que ocurre la invasion de los glébulos rojos por parte de los
merozoitos ha recibido especial atencion en los ultimos afios. Muchas proteinas se
encuentran involucradas en dicho proceso de invasion (MSP-1, MSP-2, EBA-175,
SERA, RESA, AMA-1, HRP-1l y ABRA) y el conocimiento de su estructura ha llevado
a hallar las modificaciones necesarias para obtener una serie de péptidos analogos
con diferente comportamiento inmunol6égico como consecuencia de la adopcién de
una estructura especifica bioactiva. En la siguiente figura se muestran una serie de

antigenos de la malaria presentes en el merozoito
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Figura 10. Representacion del merozoito y algunas proteinas implicadas en la invasion a los

glébulos rojos ©.



23

Con la introduccién de nuevas vacunas basadas en péptidos sintéticos lo que
se busca es obtener respuesta inmunitaria mediada por el reconocimiento del
antigeno por parte de las células B. De esta manera, el disefio racional de vacunas
se enfoca, como paso inicial, en la identificacion de los fragmentos o epitopos en las

proteinas antigénicas capaces de ser reconocidas por los anticuerpos.

El primer método para predecir epitopos de células B, basado en el andlisis
de la secuencia, fue desarrollado por Hopp y Woods, quienes plantearon la hipotesis
de que los determinantes antigénicos son hallados en las regiones de las proteinas
que tienen un alto grado de exposicion al solvente. En este método, Hopp y Woods
asignaron a cada aminoacido en una secuencia su tendencia hidrofilica,

obteniéndose buenos resultados para grupos de seis aminoacidos.

Luego de este resultado prometedor, una serie de métodos han sido
disefiados con el propdsito de predecir o escoger epitopos lineales usando
combinaciones de aminoacidos con ciertas tendencias, tales como accesibilidad el
solvente, flexibilidad e hidrofilicidad. No obstante, estudios experimentales han
demostrado que solo hay una débil correlacion entre los perfiles de secuencias
generados por el uso de dichas tendencias de los aminoacidos y la localizacion
conocida de los epitopos lineales, y dada la complejidad de la interaccién antigeno-

anticuerpo, esto no es un resultado sorprendente.

El desarrollo de métodos mas sofisticados puede llevar a una mejor
prediccién de los epitopos de células B. Existen tres maneras de enfocar este
estudio: la primera es mediante el uso de la secuencia para predecir la estructura
local de la proteina, la segunda es mediante el conocimiento y uso de la estructura
tridimensional de la proteina y, por ultimo, mediante el conocimiento de la estructura
del complejo antigeno-anticuerpo; siendo esta ultima la metodologia méas idonea

para el reconocimiento de epitopos ™4,
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Una vez identificado el posible epitopo, la identificacion final es posible
mediante la sintesis de algunos fragmentos (péptidos) y la evaluacién de su

respuesta antigénica.

Péptidos
Péptidos: definicidn, clasificacion y nomenclatura

Los péptidos, formalmente hablando, son polimeros de amino&cidos
conectados por enlaces amida (enlace peptidico) entre el grupo carboxilo de un

aminoécido y el grupo amino del siguiente.

R [0oo R
", N N)\HIOH
of R |# O
n
Figura 11. Estructura general de un péptido .

Los péptidos son clasificados con numeros griegos como di-, tri-, tetra-,
penta-, octa-, nona-, decapéptidos, etc., de acuerdo con el nimero de aminoacidos
incorporados y en péptidos mas grandes el prefijo griego es reemplazado por cifras

arabicas; por ejemplo, un decapéptido puede ser llamado 10-péptido.

Formalmente, los péptidos que contienen menos de diez aminoacidos son
clasificados como oligopéptidos y aquellos que poseen entre diez y cien
aminoacidos son llamados polipéptidos. Sin embargo, desde el punto de vista
quimico la diferenciacion entre polipéptidos y proteinas es ambigua. De acuerdo con
la nomenclatura aceptada, el término “oligopéptido” corresponde a aquellos péptidos
gue contengan menos de quince aminoacidos, “polipéptidos” entre quince y
cincuenta aminoacidos y la expresion “proteina” es usada para derivados que

contengan mas de cincuenta aminoacidos.
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La nomenclatura formalmente considera a los péptidos como N-acil-
aminoacidos. Solo el aminoacido correspondiente el grupo carboxilo terminal de la
cadena peptidica permanece con su nombre original sin sufijo y a los demas se le
adiciona la terminacién “iI” al nombre original. Una simplificacién de la formula del
péptido es lograda con un codigo de tres letras para los aminoacidos y la secuencia
usualmente es escrita horizontalmente, comenzando por el grupo amino terminal del

lado izquierdo y el grupo carboxilo del aminoacido terminal del lado derecho .

En la siguiente tabla se muestra una serie de aminoacidos, su estructura,

nombre y abreviatura:

Tabla 1. Tabla de algunos aminoacidos, su nombre y abreviatura.

MHy
R-chi-COH Nombre  Abrv
H Glicina Gly |G
CHax Alanina Ala | A
(CH:),CH Valina Val | ¢
(CHy»CHCH: Leucna Lew | L
CH3zCHaCH(CH;z Isoleucina le |I
3
CH:5CHLCH, M etiommna ket | M
WH
Prolina Fro [P
OsH
PhiCHs Fenilalanina Fhe | F
CHs
m Trptéfano | Trp |W
HOCHa SEfina Ser | B
CH,CH(OH) Treonina Thr | T
HSCHy Cisteina Cys | C
HO _D_ CH: Tirosina Tyr | ¥
HHMCOCH; Agpamagna | A (N
H,NCOCH,CH; | Clitamina Gln | Q
HO,CCH; Acido aspértico | Asp | P
HOLCCH,CHz | Acido glutamico | Glu | E
Hal{ CHa Lisina Ly | E
MH
H J&&IHHCH;CI-I:CH: Arginina Arg | R
H
ﬂ;}_cﬂ’ Histidina His |H
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Estructura de los péptidos y proteinas

De acuerdo con Linderstrom-Lang, la descripcion estructural de las proteinas
puede ser considerada en cuatro niveles de organizacion (figura 12):
(1) una estructura primaria, la cual comprende el numero y secuencia de
aminoacidos conectados consecutivamente por enlaces peptidicos dentro de la
cadena; (2) una estructura secundaria, la cual describe el arreglo tridimensional de la
espina dorsal del péptido y que puede ser de dos formas: hoja plegada B o hélice q;
(3) una estructura terciaria referente el arreglo tridimensional o la forma de la cadena
peptidica como consecuencia de la interaccion intramolecular entre elementos de la
estructura secundaria; y (3) una estructura cuaternaria (no mostrada en la figura 12)
se refiere al arreglo espacial de dos 0 mas cadenas polipeptidicas asociadas por

interacciones no covalentes.

ESTRUOCTURL ESTRUCTUEA ESTEUCTURL
PRIMARIA SECUHNDARLA TERCILFRIA

A rimodeida

Halice o

Figura 12. Estructura de las proteinas: estructura primaria, secundaria y terciaria .
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Sintesis de péptidos en fase solida

La sintesis de péptidos se podria explicar, a un nivel muy basico, como la
formacion quimica repetida de enlaces amida con el fin de conectar funciones amina
y carboxilo de L-a-aminoacidos adyacentes. Sin embargo, esta definicion no permite
adivinar la complejidad y al mismo tiempo riqueza asociada con este campo de la
ciencia. Como su nombre bien indica todos los L-a-aminoacidos tienen al menos dos
funciones vy, por lo tanto, para forzar que el enlace peptidico tenga lugar por las
funciones deseadas, todas las restantes deberan estar protegidas. Luego, las
formacion de posteriores enlaces amida requerira, en primer lugar, la eliminacion de
uno de los grupos protectores que bloquean la funcién que va a formar parte del
nuevo enlace peptidico. Ademas, si se toma en cuenta que muchos de los
aminoacidos codificados tienen una tercera funcion en la cadena lateral, se puede
comprobar que, a parte de disponer de métodos eficaces para llevar a cabo la
reaccion de formacion del enlace peptidico, la sintesis de péptidos requiere una

correcta manipulaciéon de los grupos protectores.

Los métodos para la sintesis de péptidos se dividen en dos categorias: lineal
y convergente. La sintesis lineal se basa en la elongacion secuencial, aminoacido
tras aminoacido, de la cadena peptidica. Esta elongacion se realiza, al contrario de
lo que ocurre en el ribosoma, desde el extremo C-terminal al N-terminal, para evitar,
tal como se comentard mas adelante, la pérdida de quiralidad. En la estrategia
convergente las unidades que intervienen no son aminoacidos protegidos, sino
péptidos igualmente protegidos. La etapa final de eliminacion de los grupos

protectores es comun en ambas estrategias ..

La sintesis de péptidos en solucion ha mostrado un éxito notable en la
preparacion de péptidos pequefios. Sin embargo, este procedimiento no funciona de
manera adecuada en sintesis de péptidos de mayor tamafio debido a dificultades

técnicas en el proceso de purificacién del producto ™!,
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Por ello, en 1963, Merrifield ™! describié el método de sintesis de péptidos en
fase sdlida, en el cual el protector de la funcion carboxilo del C-terminal se
encuentra unido de forma covalente a un polimero y, por lo tanto, el componente que
contiene este extremo es insoluble en los disolventes que se usan en el proceso
sintético. Asi, los excesos de reactivo y la gran mayoria de los productos
secundarios se pueden eliminar por simple filtracién y lavado del polimero que
contiene el péptido en crecimiento, ademas se minimizan las pérdidas por

manipulacion y todo el proceso sintético es automatizable .

Los principales requerimientos para que un polimero pueda considerarse
apropiado para este procedimiento es que sea insoluble en los solventes usados
durante la sintesis, que sea fisicamente estable y que contenga un grupo funcional
tal que el primer aminoécido pueda ser firmemente anclado a través de un enlace
covalente ¥, Ademas, las resinas tienden a aumentar su volumen en contacto con

los solventes y este hecho es clave para el buen desarrollo de la sintesis ),

En los udltimos afios se han desarrollado un gran ndmero de matrices
poliméricas para la sintesis de péptidos *”). Sin embargo, desde los trabajos iniciales
de Merrifield ™, el soporte sélido mas utilizado es un polimero microporoso de
estireno que contiene 1% de p-divinilbenceno. Esta matriz consiste en una cadena
de metileno con grupos fenilo enlazados a los &tomos de carbono intercalados y con
enlaces formados por la insercion de anillos fenilos entre las dos cadenas, como se
muestra en la figura 13. Finalmente se lleva a cabo una reaccién de clorometilacion

para incorporar el grupo funcional deseado *”.
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Figura 13. Resina de Merrifield *”!
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No obstante, también se vienen empleando otros tipos de soporte sélido,
tales como los soportes de poliamida, que consisten generalmente de un polimero
de dimetilacrilamida, N,N-bisacriloiletilenediamina y del éster metilico de

acriloilsarcisina; y los soportes de polietilenglicol insertado sobre poliestireno .
Esquema de proteccion

Como se menciond anteriormente, la formacion controlada de un enlace
peptidico entre dos aminoacidos requiere que todos los grupos funcionales
presentes en las dos moléculas, excepto los dos que vayan a formar el enlace, estén
protegidos. Una vez formado el enlace, y antes de la incorporacion del siguiente
aminoacido o péptido, se debe eliminar la proteccion del grupo funcional que va a
permitir el crecimiento de la cadena peptidica. Por ultimo, y al final del proceso
sintético, todos los grupos funcionales se deben liberar de sus grupos protectores.
Asi, podemos decir que el esquema de proteccidn es crucial para poder concluir con

éxito la sintesis de un péptido.

En la sintesis secuencial existen dos tipos diferentes de grupos protectores.
Por un lado, est4 aquel tipo que enmascara al grupo funcional que va dar lugar al
nuevo enlace peptidico y que, por lo tanto, se debe eliminar en cada ciclo sintético y
se denomina “protector temporal”’. Como normalmente todas las sintesis de este tipo
se llevan a cabo en la direccion C a N, este protector temporal es el de la funcion a-
amina. Por otro lado, estan los “protectores permanentes”, que deben ser estables
durante todo el proceso sintético y que se eliminan al final del mismo. Entre éstos
podemos diferenciar al de la funcion carboxilo del aminoacido C-terminal y los de las
funciones laterales del los aminoéacidos trifuncionales. En la metodologia de fase
sélida el protector de la funcién carboxilo C-terminal esta unido de forma covalente al

soporte polimérico insoluble.

Como se explicara mas adelante, la naturaleza quimica del grupo protector

de la funcion N®amina marca la estrategia para la elaboracion de la cadena
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peptidica, ya que los protectores permanentes deben ser estables a las condiciones
utilizadas para eliminar repetidas veces el protector temporal. A su vez estos

protectores permanentes deben ser eliminados eficazmente en la Ultima etapa.

En una estrategia convergente (acoplamiento de péptidos protegidos) ! se
introduce una nueva variante. El protector de la funcion carboxilo del aminoacido C-
terminal debe eliminarse antes de realizar el acoplamiento de este péptido con el
siguiente péptido protegido. Este protector debe ser estable durante la elongacion de
la cadena, pero a su vez su eliminacion debe dejar inalterados tanto al protector de
la funcion N%amina, como los protectores de las cadenas laterales. En este caso
este protector de la funcién carboxilo del aminoacido C-terminal se denomina “semi-

permanente” °,

e Proteccion de la funcién N®-amina:

Aungue existe una gran variedad de excelentes grupos protectores de las
funciones amino, en sintesis de péptidos se han utilizado casi exclusivamente
protectores del tipo uretano. Estos protectores, como se explicara mas adelante,
confieren una resistencia notable a la racemizacion del carbono en a cuando el
grupo C%-carboxilo se encuentra activado. Concretamente, los grupos ter-
butoxicarbonilo (Boc) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) son la base de los dos

principales esquemas de proteccién en la metodologia de fase sélida (figura 14).

o\
> |

H,C 5 0 \/
3 /

)
Boc Fmoc

Figura 14. Protectores usuales de la funcién a-amino en sintesis en fase sélida .
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El grupo Boc se elimina mediante una acidodlisis con &cidos de fuerza
moderada (33% de TFA en DCM), seguida de una neutralizacién (normalmente 5%
de DIPEA en DCM) para liberar la amina. Esto implica que los protectores
permanentes que se utilizan conjuntamente con el Boc deben ser estables en estas
condiciones. Por ello se utilizan para las funciones de las cadenas laterales los
protectores tipo bencilo (Bzl), los cuales requieren para su eliminacion el empleo de

acidos mas fuertes como el fluoruro de hidrégeno anhidro © (figura 15)

O @]
HH | . HH | e
t-Boc-N-C-C-OH + Activador TFA + t-Boc-N-CI,-C-O—-._Resina'
I -
R2 . L. . R’l L
| Activacion Desproteccion (TFA/CH,CI,) |
Y (DCC/ CH,Cly) Neutralizacion (TEA/ CH,Cl)| X
@]
t-Boc-N-C-C-Act H,N-C-C-0—( Resma
R, Acoplamiento ﬂ é e
| (HOBUDMF |
Y 0 X
ol
t-Boc- N C (_I“, oL Resma
Repeticion de los
R|2 R|1 - ciclos
Y X Desproteccion de desproteccion y
(despues del Ultimo acoplamiento
ciclo)
0 0
oy
R, R
\!, )l( u' Clivaje Y y X protectores
(HF) tipo Bzl:
@) @) (@]
HI H (\E_ H |
H,N-C-C-N-C-C-N-C-C-OH
1 H & H 1
R, 2 R,

Figura 15. Esquema de sintesis empleando la estrategia Boc/Bzl.
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Por otro lado, el grupo Fmoc se elimina con bases de fuerza moderada (20%
de piperidina en DMF), a través de una reaccion de B-eliminacion. Esto permite que
para las cadenas laterales de los aminoacidos trifuncionales se puedan utilizar
protectores basados en el grupo terc-butilo (tBu), que son labiles en presencia de

acidos tipo trifluoroacético ! (figura 16).

O O
HH | o HH I A,
Fmoc-N-C-C-OH + Activador Piperidina 4+ Fmoc-N-C-C-O—{ Resina)
| | —
R2 9 'S
| Activacian Desprateccion |
Y l (Ex. HOED) (Ex. Pip) l X
O O
HH | H I A
Fmoc-N-C-C-Act H,N-C-C-O—{ Resina)
Il? Acoplamiento l IR
2 {oH basica) |
Y 0 X
HHT Hij T
Fmoc-N-C-C-N-C-C-O —{ Resina)
| H I — Repeticion de 1os ciclos
IRQ R|1 de despratecciony
% X acoplamiento
Desproteccian
l(después del dltima ciclo)
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H,N-C-C-N-C-C-O—{ Resina)
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T ni wuf
H
HN-G-C-N-G-C-N-C-C-OH HsC
Rn RZ R1 CH3

Figura 16. Esquema de sintesis empleando la estrategia Fmoc/ tBu. g

En ambos esquemas se puede observar que el grupo protector a-amino se
elimina antes de la unién del siguiente aminodacido, sin afectar la proteccion de la
cadena lateral. En ello, la estrategia denominada Fmoc/tBu, tiene una ventaja
adicional sobre la Boc/Bzl y es el que utiliza protectores del tipo ortogonal, es decir,
que se eliminan mediante dos reacciones quimicas diferentes. Esto, ademas,

permite que se pueda, si es necesario, forzar las condiciones para eliminar uno de
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ellos en presencia del otro, consiguiendo con ello una versatilidad que se puede
aplicar para la sintesis de péptidos de estructura compleja .

e Proteccién de lafuncién C%carboxilo:

En la estrategia en fase sélida, este protector expresa la union de la cadena
peptidica al soporte polimérico. Un aspecto importante en esta estrategia es como
llevar a cabo esta union y la manera Optima es a través de un conector (handler), el
cual es un compuesto bifuncional que sirve para unir la cadena peptidica en
crecimiento al soporte a través de dos grupos funcionales. Para el caso de la
sintesis de péptidos-acido, el handler debe llevar incorporado el primer aminoacido
debidamente protegido. Por lo tanto, en toda sintesis en fase soélida se pueden
distinguir tres partes: el soporte polimérico, el espaciador y el péptido en crecimiento.

No hay duda de que los protectores permanentes de la funcion C%-carboxilo
mas comunes para la preparacion de péptidos-acido en fase sélida son las resina
del tipo bencilo: p-alquilbencilo (PAM) para la estrategia Boc/Bzl y p-alcoxibencilo
(HMP) para la estrategia Fmoc/tBu. Ambos llevan incorporados el primer aminoacido

protegido © (figura 17)

i i
I
Boc—NHCH-C—0——CH, CH,—C—NH
R

PhenylAcetamidoMethyl Resin (PAM)

0 ﬁ
I
Fmoc—NHCH-C—0——CHj O—CH,—C—NH
R n

n=1,2
4 — HydroxyMethylPhenoxyacetyl Resin (HMP)

Figura 17. Grupos protectores de funcién carboxilo cominmente empleados para las

estrategias Boc/Bzl y Fmoc/tBu.
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La resina PAM es superior a la tradicional resina de Merrifield de ésteres
bencilicos poliméricos, ya que ésta no es totalmente estable a los tratamientos con
TFA necesarios para eliminar en cada ciclo sintético el protector Boc. Al final de la
sintesis la separacion del péptido de la resina y la eliminacién de los protectores de
las cadenas laterales tiene lugar por acidolisis con una combinacion de (DMS)-HF
en una proporcion 3:1 conteniendo un 10% de p-cresol. Por otro lado, para la
estrategia Fmoc/tBu, la separacion de la resina HMP del péptido se lleva a cabo con
buenos rendimientos en TFA en presencia de un 10% de capturadores de cationes,
condiciones que sirven para eliminar todos los protectores tipo tBu de las cadenas
laterales.

En estos dos espaciadores la formacién del enlace éster tiene lugar

normalmente mediante una sustitucién nucleofilica por parte del carboxilato del

aminoacido sobre el correspondiente bromo o clorobencilderivado !, como se

observa en la siguiente figura.

Q cl o
NH
- NH
Grupo protecto (0] _ = -
Grupo protecto o + ¢

®
®

Figura 18. Formacion del enlace éster para la fijacion del amino&cido al soporte sélido. 5]
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Formacion del enlace peptidico

La formacion del enlace peptidico ocurre por un ataque nucleofilico del grupo
amino (nucléofilo) a un grupo carboxilo, involucrando un intermediario tetraédrico;
seguida de una reaccién de eliminacién. Sin embargo, los acidos carboxilicos
reaccionan a temperatura ambiente con las aminas para formar sales de amonio en
lugar de una carboxamida. Debido a esto, el componente carboxilico del aminoacido
debe ser activado previamente para la formacioén del enlace peptidico. Ademas, la
reaccion de acoplamiento debe llevarse a cabo bajo condiciones no tan severas y a

temperatura ambiente.

La activacion del componente carboxilo es lograda incrementando la
electrofilicidad del atomo de carbono por la introduccion de un grupo atractor de
electrones. Esto favorece el ataque nucleofilico por parte del componente amino,
para formar un intermediario tetraédrico y culminar la reaccion por la disociacion del

grupo dejante Y (figura 19) 1.

o)

T % e

/II\ + R=—NH, ==—=| _1 + — o i+ Y
Y

1
R

Figura 19. Formacién del enlace peptidico

Asi, la variedad de grupos dejantes Y provee una serie de meétodos de
activacion del componente carboxilo para la formacion del enlace peptidico, como

puede observarse en la siguiente figura 20.
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Figura 20. Métodos de activacién y acoplamiento ™

Las formas mas comunes de activacion del acido aparecen en la figura 20 en
orden creciente de complejidad, el cual también corresponde, con la excepcion de
los anhidridos mixtos, al orden de disponibilidad. La fraccién activante Y esta
compuesta bien sea por un atomo de halégeno, un grupo azido, un atomo de
oxigeno unido a un carbono sp? (O-C=), un catién en un atomo de carbono (O-C)* o
de fésforo (O-P)*, o un atomo de nitrégeno adyacente a un atomo con doble enlace
(O-N-X=).

Algunas formas activadas son mucho mas estables que otras y tres diferentes
tipos son distinguibles. Algunas son considerablemente estables tales como los
ésteres activados; otros de estabilidad intermedia tales como haluros de acilo, grupo
azido o anhidridos mixtos que pueden ser 0 no aislados; y por ultimo los indicados
en la figura 20 con paréntesis, que no son ni aislables ni detectables. De esta
manera, la activacion puede llevarse a cabo bien sea en presencia o ausencia del
grupo amino (nucléofilo). La activacion en ausencia del nucléofilo es conocida como
preactivacion y es empleada cuando el grupo activado tiene la estabilidad suficiente
para su aislamiento. Por otro lado, cuando la especie activada no es lo

suficientemente estable, el acoplamiento es, en efecto, por la adicion de un
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compuesto a la mezcla de los dos reactantes y este compuesto es conocido como

agente acoplante ™7,

En sintesis en fase sdélida se emplean mas frecuentemente sales de
acilfosfonio y sales de uronio. De los primeros de estos reactivos, destacan el BOP y
el PyBOP que llevan incorporados en la molécula un equivalente de benzotriazol y la
especie acilante final es el éster de benzotriazol. Tal como se muestra en el
mecanismo descrito en la figura 21, la activacion debe realizarse en presencia de
una base que sirva para desprotonar el acido carboxilico, que a su vez ataca a la sal
de fosfonio, dando lugar a la sal de acilfosfonio, la cual evoluciona hacia el éster

activo !,
I i
A) | RN | n
/ N/ L \
o]
| PFa |, FFe
pt 5
(CHze N M
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B) _ _
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R Rfj(o
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DIEA &
CHy) M . A
R OH () \\\F'{iffﬁ il
/ MiH:Cz
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Figura 21.a) Sales de fosfonio mas empleadas en sintesis en fase sélida;
b) mecanismo de formacién del éster activo
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Acerca de la sales de uronio, estos son derivados analogos a las sales de

fosfonio, pero con un atomo de carbono en lugar de fosforo. Dentro de los mas

comunes se encuentran el HBTU y el HATU ¥ (figura 22).

(CH3)oN (CH3)oN
o —NH:0), o—N(H50),
/[ [
N\ PFg X N\ PFg
N N
/ P
N N N
\ . \ .
o o)
HBTU HATU

Figura 22. Sales de aciluronio mas empleadas en sintesis en fase sélida

El fendbmeno de la racemizacion

Una caracteristica fundamental de todo método de acoplamiento es que, a
parte de dar lugar a la formacion del enlace peptidico con buen rendimiento,
mantenga la integridad de la cadena peptidica en crecimiento, en particular del
centro quiral en a respecto al grupo carboxilo activado. Esta dualidad buen
rendimiento/ausencia de racemizacion, es muchas veces dificil de obtener, puesto
gue normalmente los mejores métodos de acoplamiento son los que proporcionan al
C-carbonilico un buen grupo saliente y éste tanto favorece la formacion de
oxazolonas como aumenta la acidez del protdn en el carbono a respecto al propio
grupo carboxilo activado, los cuales son precisamente los mecanismos por los que

tiene lugar la racemizacion (figura 23).
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Figura 23. Mecanismos de racemizacién !

Sin embargo, la existencia de grupos atrayentes de electrones (-CO-OR) en
protectores tipo uretano (Boc, Fmoc) hace que la tendencia a formar la oxazolona
sea menor y que, por lo tanto, el riesgo de racemizacion cuando este tipo de

protector se utiliza sea practicamente nulo .
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Docking, evaluacién de la interaccién ligando-receptor:

La aplicacion de métodos computacionales para el estudio de la formacion de
complejos intermoleculares ha sido objeto de intensa investigacion en la ultima
década, ya que es ampliamente aceptado que la actividad de los farmacos es
obtenida a través de la union de una molécula ligando a otra molécula receptora. En
este sentido, la prediccién del complejo intermolecular es de vital importancia para el
desarrollo de nuevos farmacos y el docking ha sido una importante herramienta en el

disefio de los mismos 8.

El término docking es usado para el esquema computacional que intenta
hallar la “mejor” correlaciéon, espacial y energética, entre dos moléculas: un receptor

y un ligando ™.

La forma mas simple de docking se conoce como bound docking, relativo al
esquema computacional en que se tiene un complejo co-cristalizado de las dos
moléculas y se separan artificialmente para luego reconstruir el complejo original. El
objetivo, en cambio, es mas dificil para el docking predictivo, también conocido como
unbound docking, que emplea las estructuras nativas o pseudos-nativas del ligando
y del receptor. La complejidad adicional del docking predictivo respecto al bound
docking se deriva de los cambios conformacionales que tienen lugar entre la

estructura acomplejada y la no acomplejada "% %,

Existen tres etapas determinantes en el docking: (1) representacion del
sistema, (2) busqueda del espacio conformacional, y (3) jerarquizaciéon de las
posibles soluciones. Estos tres aspectos estan mutuamente interrelacionados,
debido a que la escogencia de la representacion del sistema definira el tipo de

algoritmos de busqueda y las formas de jerarquizacion de las posibles soluciones!*?.
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Representacion del sistema

En este paso se introduce al programa computacional las moléculas con las
cuales se va a realizar el docking; sin embargo, reproducir el espacio conformacional
para una macromolécula, por ejemplo una proteina es una tarea particularmente
dificil y siempre necesita alguna aproximacion. En este sentido, los procedimientos
de docking pueden ser clasificados en tres categorias dependiendo del nivel de
dicha aproximacion: (1) docking de cuerpos rigidos: ligando y receptor se tratan
como cuerpos rigidos; (2) docking semi-flexible: solo el ligando (molécula més
pequefia) es considerado flexible, y (3) docking completamente flexible: ambos,

ligando y receptor, se tratan como moléculas flexibles .

Las proteinas son moléculas altamente flexibles que existen en una serie de
estados conformacionales separados por barreras energéticas relativamente bajas.
En las proteinas se observan tres tipos de cambios conformacionales; el primero
implica movimientos rapidos a pequefia escala que involucran principalmente a las
cadenas laterales; el segundo se deriva de movimientos lentos a mayor escala de
dominios enteros de la proteina, donde dichos dominios se encuentran unidos por
enlaces flexibles; y finalmente, el tercer tipo se refiere a “desérdenes” de la proteina.
Cabe destacar, que de estos tres tipos de movimientos mencionados, el segundo es
que el tiene mayor importancia pues se cree que juega un papel importante en el

momento de formarse el complejo ligando-receptor. 9 24,

Frecuentemente, debido a la flexibilidad molecular, los procedimientos y
algoritmos en docking estan divididos en docking proteina-proteina y docking
proteina-farmaco. La razon fundamental de esta division es que los farmacos, al ser
moléculas pequefias, con frecuencia sufren mayores cambios conformacionales y
son computacionalmente mas asequibles en comparacion con un sistema tan
grande como lo es el proteina-proteina. Por ello, es comun tratar el problema de los
complejos proteina-proteina como cuerpos rigidos con solo seis grados de libertad:

tres rotacionales y tres translacionales %,
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Busqueda del espacio conformacional

El docking es computacionalmente dificil porque hay muchas maneras de
acoplar dos moléculas diferentes, puesto que el nimero de posibilidades crece
exponencialmente con el tamafio de los componentes. Asi, combinar todas las
secciones de interés de la superficie de una molécula de proteina con todas las

secciones de una segunda molécula toma sobre el orden de 107 pruebas .

Las herramientas de docking disponibles en la actualidad difieren en ciertos
aspectos tales como la descripcién de las interacciones moleculares, los algoritmos
usados y el tiempo promedio de procesamiento por molécula. Los algoritmos pueden
ser agrupados, segun el tipo de aproximacion empleada, en deterministicos y
estocéasticos. Los algoritmos deterministicos son reproducibles, mientras que los
algoritmos estocasticos incluyen un factor de azar y, por lo tanto, no son del todo

reproducibles.
Dentro de los algoritmos mas empleados para docking podemos destacar:

e Método de construccion por incremento: Este es un algoritmo del tipo
deterministico en el que el ligando no es trabajado como un todo, sino que es
dividido en fragmentos y progresivamente reconstruido dentro del sitio activo del

receptor.

e Algoritmo Genético: Este es un algoritmo que busca imitar el proceso
evolutivo por la manipulacibn de una base de datos de estructuras llamadas
cromosomas, donde cada una codifica una posible solucién al problema a resolver,

es decir, una posible conformacion del complejo proteina-ligando.

e Busqueda Restringida: Este algoritmo, el cual es del tipo deterministico, es
caracterizado por la imposicion de restricciones a fin de que el proceso de busqueda

se dirija a regiones mas complejas. Estas restricciones toman la forma de una lista
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tabu que reserva un numero de soluciones previamente visitadas, induciendo la

exploracion de nuevos espacios de busqueda.

e Simulaciones de Monte Carlo y por “Simulated Annealing”: Simulated
Annealing es una simulacién de dinamica molecular en la cual el sistema se lleva
inicialmente a una alta temperatura y luego es enfriado a intervalos de tiempos
regulares por un decrecimiento simulado de dicha temperatura, atrapando al sistema
en la conformacion del minimo local mas cercano y, de esta manera, llevandose a
cabo un muestreo deterministico del espacio conformacional. La desventaja de esta
simulaciéon es que el resultado depende de la colocacion inicial del ligando y que el
algoritmo no explora la solucién espacial de forma exhaustiva. En la busqueda por
Monte Carlo, el espacio conformacional es, en cambio, muestreado por movimientos

al azar; es decir, siguiendo un algoritmo del tipo estocastico.

e Métodos por ajuste de forma: Es un método deterministico y rapido de
docking en el cual se estima la complementariedad estérica y electrostatica de la

conformaciones del ligando en la proteina de interés 2.

Jerarquizacion de las soluciones potenciales

Los algoritmos de busqueda pueden generar un inmenso numero de
soluciones poco manejable desde el punto de vista practico (cerca de 10° vy el
propésito de las funciones de puntuacién (scoring functions) es discriminar entre
soluciones, también llamadas “poses”, con bajo valor de RMSD (Root mean squared
deviation) respecto al complejo cristalino en un tiempo computacional razonable 9.
También, se suelen emplear funciones de puntuacion durante el proceso de docking

gue sirven como funciones de ajuste en la optimizacion de la colocacion del ligando
[21]

La funcidn de evaluacion o puntuacion evalla, a través del uso de algoritmos

computaciones, la complementariedad estérica y quimica entre los ligandos y los
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receptores, lo que puede resumirse como: a) evaluacion del “numero de contactos”
totales que pueden establecerse entre cada pareja de atomos del sitio activo y del
ligando en una orientacion particular de éste; se considera formado un contacto
cuando un atomo del ligando y otro del sitio de unién se encuentran a una distancia
menor o igual a la de un valor umbral (generalmente 5 A). b) si la forma geométrica
del ligando es complementaria a la de la cavidad, una orientacion adecuada
generard un gran numero de contactos y se le asignara un puntaje alto; habiendo
penalizaciones por el traslape de cualquier a&tomo del ligando con los de la proteina
para evitar asi interacciones no realistas y c) evaluacion de las interacciones quimica

no enlazantes (puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals, etc.) #2123

La mayoria de las funciones de puntuacién que se emplean en la actualidad
son consistentes con la hipétesis de que la energia libre de union puede ser escrita
como una sumatoria de términos que contribuyen a la formacion del complejo. Una

ecuacion completa de este tipo puede ser escrita de la siguiente manera:

AGbind: AGsolvent + AGcom‘ + AGint + AGrot + AG yrt AGvib ; (EC- 1)

AGsonent CONtempla la contribucion por parte del solvente a la energia libre de
union. Esta contribucidén surge de las interacciones del solvente con el ligando, la
proteina y el complejo ligando-proteina, aunque por lo general se emplea como
aproximacion la ausencia de moléculas de solvente. El término AGgons Surge de los
cambios conformacionales que sufren el ligando y la proteina durante el
acoplamiento, esto es particularmente dificil de estimar para la proteina. AGiy
contempla la contribucion de las interacciones electrostaticas y de van der Waals
entre la proteina y el ligando. AG,: considera la penalizacion asociada a la rigidez en
la rotacion interna de la proteina y el ligando. AG ¢, se debe a la pérdida de grados
de libertar traslacionales y rotacionales que surge de la asociacion de dos moléculas

para dar lugar a una sola. Por ultimo, AG,j, es la energia libre debida cambios en los
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modos vibracionales, sin embargo, su contribucion es dificil de calcular y usualmente

es ignorada ¥,

Existen varias funciones de puntuacion con diferentes niveles de
aproximacion, dentro de ellas se encuentran aquellas funciones basadas en Campos
de Fuerza. Estas funciones consideran los términos no enlazantes de la mecéanica
molecular clasica. Un potencial de Lennard-Jones describe las interacciones de van
der Waals, mientras que la energia de Coulomb describe el componente
electrostético de la interacciobn. De esta manera, la energia de interacciébn no
enlazante toma la siguiente forma:

Lig Fec

E=2 S [(4/r%) —(By/r")+332(qg/Dn)]; (Ec. 2)

=1 =1

donde A; y Bj son parametros de repulsion y atraccion de van der Waals entre dos
atomos i y j que se encuentran a una distancia ri; g y ¢; son las cargas puntuales de
los atomos; D es la constante dieléctrica del medio y 332 es un factor que convierte

la energia electrostatica a unidades de kilocaloria por mol %,

Estas funciones pueden ser usadas en el proceso de docking y en la
puntuacion, sin embargo, solo proveen algunas contribuciones de las contempladas

enlaEc.1.

Un avance importante en el desarrollo de las funciones de puntuacion fue la
introduccion por parte Bohm ) en el afio 1994, de una ecuacién que emplea una
serie de términos que describen propiedades que se conoce que son importantes en

la unidn de los farmacos. La funcion original tiene la siguiente forma:

AGbind = AGo + AGhb FEH f(AR, AG) + AGionic Izt f(AR, AG) + AGIipo IALipol + AGrot Nrot ;

(Ec. 3)
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Esta funcion incluye contribuciones por puentes de hidrégeno, interacciones
ionicas, interacciones lipofilicas y la pérdida de libertad conformacional del ligando.
Los puentes de hidrégeno y los términos idnicos tienen una alta dependencia con la
interaccion geométrica y las desviaciones importantes de la geometria ideal son, por
ende, penalizadas. Por otro lado, el término lipofilico es proporcional al area de la
superficie de contacto (Ajipe) entre la proteina y el ligando, donde no se encuentren
involucrados atomos polares. Finalmente, el término entrépico conformacional es
directamente proporcional al nimero de enlaces capaces de rotar en el ligando (Nq)
[24].

Una regresion multilinear es realizada para optimizar los coeficientes de la
ecuacion 3 y asi darle el peso apropiado a cada término, para ello se emplean una
serie de complejos proteina-ligando de los cuales se conocen su afinidad enlazante
y su estructura 3D. Entonces, es de esperar que estas funciones sean aplicables
sélo a proteinas similares a aquella empleada en los complejos de referencia en la

inclusién de parametros 2.

Una estrategia alternativa, consiste en una aproximacion denominada método

basado en conocimiento 24,

Esta funcion aporta la energia libre A(r) de la
interacciéon de un par de atomos del complejo ligando-proteina como una funcién de
su separacion, considerandose andlisis estadisticos de la distribucion observada en
complejos ligando-proteina conocidos. Esto se encuentra resumido en la siguiente
ecuacion ?*!:

Alrj=-ke T Ingy(r) ;  (Ec.4)

donde Kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y g;(r) la funcion
de distribucion de los pares de atomos iy j, la cual es calculada a través el nUmero
de oportunidades en que el par ij se encuentran a cierta distancia r en la base de

(18]

datos ™. Una ventaja de este método es que toma en cuenta efectos fisicos que

son dificiles de considerar por otros métodos 2.
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A pesar de los esfuerzos en hallar mejores funciones de puntuacion, no existe
aun una funcién héabil para reproducir afinidades de enlace experimentales, con un
error aceptable, para una amplia variedad de complejos ligando-proteina. Un avance
interesante es la introduccion de esquemas de “consensus scoring”, en los cuales
los resultados de mas de una funcion de puntuacion se combinan para obtener

mejores soluciones que cuando se emplean funciones de puntuacién individuales
[24]

Existen en la actualidad una serie de programas disponibles a través de
servidores web para llevar a cabo estudio de docking proteina-proteina. Dos de
estos programas ampliamente usados conjuntamente en investigacion son PathDock
y FireDock. Donde PatchDock arroja una serie de soluciones iniciales, las cuales
luego seran refinadas por FireDock. Adicionalmente, para el refinamiento final de las
soluciones iniciales, puede emplearse RosettaDock. A continuacion se muestra un
esquema mas detallado de los procedimientos y algoritmos empleados por estos

programas.
PatchDock:

En el caso del docking proteina-proteina se suele iniciar el estudio empleando
la aproximacién de cuerpos rigidos. En este sentido PatchDock®”
(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) representa la superficie de las proteinas a
través de puntos discretos de interés, como se muestra en la figura 24(a). Luego se
procede a la busqueda de secciones de la superficie de la proteina con formas
geometricas caracteristicas: concavas, convexas y/o planas como se muestra en la
figura 24(b) ?:
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Figura 24. (a) Representacion grafica de la topologia de la superficie de una proteina; (b)

Secciones geométricas: las secciones estan en colores claros y la proteina en color oscuro
[20]

Adicionalmente, el éxito del docking puede ser significativamente mejorado
por la determinacién del sitio activo de la molécula. El conocimiento del sitio de unién
de por lo menos una de las moléculas, reduce enormemente el espacio de posibles
interacciones y, en este sentido, existen ciertas diferencias al estudiar las
interacciones de los complejos, por ejemplo, en el docking enzima-inhibidor el
algoritmo restringe la busqueda a las cavidades de la enzima; y en al caso del
docking antigeno-anticuerpo, el algoritmo detecta la region determinante de
complementaridad (CDR) en el anticuerpo. %

Una vez que se ha introducido al sistema las estructura de las dos proteinas con
las cuales se realizara el docking y se ha indicado el tipo de complejo deseado,
PatchDock procede a la busqueda del espacio conformacional por un algoritmo de
‘complementariedad geométrica” en el cual se busca correlacionar los puntos
criticos del ligando con los puntos criticos del receptor ubicados en las regiones de

interés. 27

Luego de esto, cada una de las posibles soluciones arrojadas en el paso anterior,
son evaluadas por una funcion de puntuacion que considera tanto el ajuste
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geomeétrico como la energia de solvatacion atomica. Finalmente, un clustering por

RMSD es aplicado para descartar soluciones redundantes °'.
FireDock:

FireDock ® (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/), como su nombre lo indica,
es un método que refina y re-evalua las soluciones obtenidas por docking de
cuerpos rigidos. Como se menciond anteriormente, estas soluciones de partida son

generadas empleando PatchDock.

FireDock optimiza estas soluciones permitiendo cierta flexibilidad para las
cadenas laterales y ciertos movimientos entre los cuerpos rigidos, la figura 25

muestra el esquema de optimizacién y evaluacién empleado por FireDock!?®!,

- B

Miles de soluciones 25 de mayor puntaje
L4
Optimizacion restringida de Optimizacion completa de
cadenas laterales cadenas laterales
‘ Optirnizacion de cuerpos rigidos | | Optimizacion de cuerpos rigidos |
| Jerarguizacion | | Jerarquizacian |

Figura 25. Esquema del proceso de refinamiento llevado a cabo por FireDock.

Cada una de las miles de soluciones arrojadas por PathDock son inicialmente
refinadas en sus cadenas laterales, restringiéndose uUnicamente a las cadenas
laterales pertenecientes a los aminoacidos ubicados en la interfase entre las dos
especies. Esta flexibilidad de las cadenas laterales es modelada por rotameros
alojados en bancos de datos (Dunbrack backbone-dependent rotamer Library) y su

optimizacién es llevada a cabo por “integer linear programming” [26]
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Seguido a esto, la posicion relativa del antigeno en el anticuerpo es también
refinada minimizando la funcion de puntuacién por Monte Carlo y las soluciones

refinadas son nuevamente jerarquizadas '°.

Finalmente, las 25 primeras soluciones de esta Ultima jerarquizacion son
nuevamente refinadas por una optimizacién de las cadenas laterales, pero ahora de
todo el complejo; y una segunda minimizacion por Monte Carlo de la ubicacion
relativa del ligando en el receptor. Luego, una ultima jerarquizacion nos aporta las

mejores soluciones !,

A continuacion se muestra los términos que conforman la funcién de

puntuacion empleada por FireDock:

e Energia de solvatacién: La energia libre de solvatacion es estimada por un

potencial de la forma:

Esol Z Z €j (Ec. 5)

donde el parametro e; es definido como el cambio de energia libre efectivo cuando
un interaccion entre dos atomos del tipo i y j es remplazado por una interacciéon del

tipo soluto-solvente 2%,

e Energia electrostéatica: La contribucion electrostatica es aproximada por
energias Couldombica entre pares de atomos, como se muestra en la siguiente

ecuacion:

Futee mer“' me%"“’ . (Ec. 6)
f:r

ed;

donde qgi y gj son las cargas de los atomos i y j, respectivamente.
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e Energia interna: La fuente principal de energia interna es la deformacion
molecular de las especies debido a la union. Esto incluye movimientos stretching,
movimientos en los angulos de enlace y en los &ngulos torsionales. Sin embargo, en
FireDock Unicamente se permite deformaciones en los angulos torsionales producto
de la optimizacion de los rotameros. Este término de energia de torsion esta

reflejado en la frecuencia de los rotdmeros derivada de la libreria Dunbrack ?°"

S(i,r,d;, ;)

E..(i) log— !
rot | Ir g_‘-;[_g__runb._{b,'-.qff:'

(Ec. 7)

donde S (i,r,¢i, vi) = P (i,r,di, i), lo cual representa la probabilidad que tiene un

rotdmero r en aparecer para el residuo i con angulos ¢; y ;. Adicionalmente, la
conformacion no-enlazante del residio también es considerada por el término S (i,runp
01, Vi) = P (i,rmax,®i, Vi) + 0.3 donde rmax €S el rotAmero mas frecuente para el

residuo i 2%,

e Puentes de hidréogeno y puentes didulfuro: La contribucién por puente de
hidrogeno es calculada por una expresion de la forma:

12 10
1 1 . .

Enp 5(%) (5(f—0> . 2.74A <d; <35A ; (Ec.8)
;i dji i

En Ec.(8) dij es la distancia existente entre los 4tomos y ro= 2.9 A es la

distancia de interaccion 6ptima.

Por otro lado, los puentes disulfuro contribuyen con -1 unidades de energia y
esta contribucion es considerada para todos los pares S-S de la interfase que se

encuentren a distancias entre 1.9y 2.1 A 12¢,
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e Interacciones de Van der Waals: La energia de van der Waals entre dos

atomos iy j es definida por un potencial tipo Lennard-Jones:

2 5

, (o5, o 55 :

Evaw (a;, a;) €jj Tz %7 ) for r; > 0.60; ; (EcC.9)
ij ij

Aqui el parametro Gj es la suma de los radios atomicos y el parametro g;

representa el minimo de potencial %!,

e Interacciones w-m e interacciones alifaticas: Es conocido que las
interacciones n-n y las interacciones hidrofébicas son de mucha importancia en la
estabilidad de los complejos proteina-proteina. Recientemente, Crowley y col.?”!
demostraron que las interacciones cation-t tienen también una contribucion

importante a la interfase proteina-proteina.

- Interacciones n-nt; Estas interacciones ocurren entre residuos aromaticos tales

como Phe, Tyr, His, Trp y Pro.

- Interacciones cation-n: Estas interacciones ocurren entre aminas positivas

como Lys y Arg con la nube pi de los aminoacidos arométicos como Phe, Tyr, Trp.

- Interacciones alifaticas: Estas interacciones ocurren entre los pares alifaticos

Leu, lle y Val.

Misura y col. ®® hallaron que para estas interacciones existe una orientacion y
una distancia adecuada. Sin embargo, en FireDock no se considera la orientacién y
se emplea solo el criterio de distancia ente los centro planares. Si la distancia esta
entre 5.5y 6.5 A, entonces la contribucion a la energia es de -1.5ue; y si la distancia
esta entre 6.5y 7.5 A, la contribucién es mas débil igual a -0.5 ue ?),
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RosettaDock:

RosettaDock?” (http://rosettadock.graylab.jhu.edu/) es otro método disponible
a través de un servidor web que permite refinar estructuras a partir de un complejo
de partida. La figura 26 muestra un esquema del algoritmo empleado por
RosettaDock para llevar a cabo la optimizacién de las soluciones %,

.| Posicion inicial al
azar

A

Etapa de baja resolucién:
Blsqueda por Monte Carlo [ Optimizacién de las
cadenas laterales I

) :
{ Minimizacién de
cuerpos rigidos

Refinamiento

E Estructura Aceptada %
@ Rechazada

| Mov. de I
cuerpos rigidos

| Clustering 1 Y

[tapa de alta resolucién:—

Clustering

(a) (b)

Figura 26. Esquema del proceso de refinamiento llevado a cabo por RosettaDock. [29]

Como se observa en el esquema, el proceso de refinamiento de las
soluciones se lleva a cabo en dos etapas: Una de baja resolucion y otra de alta

resolucion.

En la etapa de baja resolucion (figura 26a) se emplea una busqueda
conformacional por Monte Carlo, trasladando y rotando una de las estructuras al
rededor de la superficie de la otra a través de la realizacion de 500 movimientos de

cuerpo rigido al azar. El tamafio del paso es ajustado continuamente con un valor
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inicial de 0.7A para los movimientos traslacionales y de 5° para los movimientos
rotacionales. En esta fase se hace una representacién reducida de las cadenas

laterales como Unicos pseudo-atomos 2%,

En la etapa de alta resolucién (figura 26b), las cadenas laterales son
consideradas de forma explicita via rotameros en la estructura de las proteinas y los
atomos de hidrogeno polares son descritos de tal manera de permitir la posible
formacion de puentes de hidrégeno. Luego, la éptima combinacion de los rotameros
es hallada a través de un proceso de busqueda via simulated-annealing de Monte

Carlo.

Una vez que se han optimizado las cadenas laterales, la ubicacion relativa de
los cuerpos rigidos se optimiza nuevamente. El gradiente de la funcién de
puntuacion determina la direccion de partida y un proceso de minimizacion por el
algoritmo Davison-Fletcher-Powell quasi-Newton halla el minimo local de la funcion

de energia %,

La optimizacion simultdnea de las conformaciones de las cadenas laterales y
de la posicién de los cuerpos rigidos es repetido un total de 50 veces y en cada uno
de estos ciclos la energia final e inicial son comparadas y la estructura es aceptada y
llevada a clustering o rechazada de acuerdo con el criterio estdndar de Metropolis.
Dicho criterio establece que la estructura creada es aceptada si la misma posee una
energia igual o inferior a la estructura inicial; de poseer la nueva estructura una
energia superior a la de partida, la misma es aceptada con una probabilidad que

viene expresada por la ecuacion de Boltzmann:
p = Exp( -Ej/kBT) (Ec. 10)
Después de cada ciclo de la etapa de alta resolucion, la posicion de una de

las proteinas es perturbada al azar trasladandose 0.1A en cada direccion del

espacio cartesiano y rotando 0,05° alrededor de cada eje cartesiano. Finalmente,
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una vez que haya ocurrido el dltimo ciclo la conformacion de menor energia es
minimizada una vez mas para tener una tolerancia final de 0,02 unidades de energia
[29].

Luego del dltimo ciclo de esta etapa, la conformacién de menor energia pasa
por una minimizacion adicional y el proceso completo (Etapa de baja y alta
resolucién) es repetido un total de 10° veces de donde se obtienen un cimulo de
soluciones que van a un proceso de clustering final donde las estructuras con una

desviacion inferior e los 2.5A son consideradas como una misma solucion.

A continuacién se muestran los términos de la funcion de puntuacién
empleada por RosettaDock. Esta, al igual que en el algoritmo, se divide en una

funcion de puntuacion de baja resolucion y otra de alta resolucion 2.

e Funcion de puntuacion de baja resolucién: La funcién de puntuacion de
baja resolucion viene dada por términos que consideran al ambiente de los
aminoacidos y la probabilidad de encontrar pares de ellos que interactien entre si
(Eenv, Epair), asi como también términos que incluyen contactos y choques entre

aminoacidos (Econtact; Ebump)
E=Eeny + Epair + Ebump + 2Econtact t+ Ealing (EC- 11)

Adicionalmente, puede usarse informacion bioldgica reportada para ensayar
la probabilidad de que la estructura sea correcta por lo que se adiciona el término de
alineacion (Saing) que puede, por ejemplo, indicar que cierta region de aminoacidos
es conservada y que probablemente puede estar involucrada en la union. Para la
descripcion de este término, se emplean complejos reportados del tipo antigeno-

anticuerpo 1?9,

e Funcion de puntuacién de alta resolucion: La funcién de puntuacion
empleada en la etapa de alta resolucién incluyen términos tales como interacciones

de van der Waals, solvatacion, puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas y
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adicionalmente un término de energia interna. Los términos de interacciones de van
der Waals, electrostaticas y energia interna son los mismos que para la funcion de
puntacion de FireDock por lo que no seran especificados en esta seccion. Sin
embargo, si existen diferencias en la manera que se consideran la energia de

solvatacion y la formacion de puentes de hidrogeno, como se explica a continuacion
[29]

- Puentes de Hidrogeno: La energia por la formacion de puentes de hidrégeno
consiste en un término dependiente de la distancia E(dya) Y tres términos angulares:
E(®) dependiente del angulo del &tomo de hidrogeno, E(W) dependiente del angulo
del atomo receptor respecto al puente y E(X) dependiente del &ngulo diedral en los

puentes de hidrégeno que involucren aceptores hibridizados sp? (figura 27). =

JH/'@

— )
R, | o
R;| AB ;;E /.

Figura 27. Representacion esquematica de los parametros usados para describir la
[30]

geometria del puente de hidrégeno

Finalmente, la energia total (Eng) viene dada por la combinacion lineal de los

cuatros términos:

Ens=Wys[E(8ua)+E(@)+E(W)+E(X)] ; (Ec. 12)

donde Wy es el peso relativo de término de puente de hidrégeno respecto a los

otros términos de la funcién de energia. *”!

- Energia de solvatacién: Esta energia es incluida de dos formas diferentes.
Primero, se emplea un modelo de solvatacion implicita y luego se realiza un

segundo calculo de la energia de solvatacion para minimizar el area de superficie
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hidrofébica. Debido a la dificultad del calculo, este segundo término es considerado

nicamente para la discriminacién final. >

Finalmente, la funcidbn de puntuacion de alta resolucion resulta de la
combinacion lineal de la energia de van der Waals atractiva y repulsiva (Evdway,
Evdw,p), la energia de solvatacion implicita (Esol), un término de energia de
solvatacion basado en el area de superficie (Esasa), un término energético por
formacion de puentes de hidrogeno (Eng), la energia interna producto de los
rotameros de las cadenas laterales (Erot), un término que contempla la frecuencia
estadistica con que los pares de aminoacidos interactian (Epair) y un término de
energia electrostatica sub-dividida en atractiva y repulsiva a corta y larga distancia
(E@elec ¢, Efelec cv E@elec 1, Erelec 1). EStos términos de la funcion de puntuacion, que
has sido explicados anteriormente, tienen diferente peso (w) dentro de dicha funcion
cuando la misma se esta empleando en la fase de optimizacion de las cadenas

laterales, en la fase de minimizacién o en la fase de jerarquizacion. 2

EtOt: wvdwaEVdWatr + wvderVdWrep + w50|ESO| + wsasaEsasa + wthHB + (EC 13)

wrotErOt + WpalirEpair + waecEaeIec_c + wrecEreIec_c'l' waelEaeIec_I + wreIEreIec_I

En cuanto al archivo de salida de RosettaDock Server, este se caracteriza por
aportar informacion adicional que facilita en andlisis tales como un grafico de energia
de las 1000 estructuras creadas en funcion de su desviacion RMSD respecto a la
estructura de partida que permite hacer una estimacién cualitativa de la calidad de la

corrida %,

Adicionalmente, para cada estructura, RosettaDock aporta un archivo PDB el
cual contiene informacién valiosa tal como: (1) coordenadas de los atomos en el
complejo; (2) una lista con los términos de las funciones de puntuacién de baja y alta
resolucion; (3) una tabla de las energias por aminoacido en el complejo con su
respectivo valor total al final de dicha tabla; (4) una tabla comparativa de Energia

calculada menos Energia esperada por aminoacido ademas de un término que
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expresa el grado en el que se compacta cada aminoacido dentro del complejo; (5)
una lista de Energia total calculada menos la Energia total esperada en los
diferentes ambientes del complejo: aminoacidos de la superficie, aminoacidos no
expuestos y aminoacidos expuestos; (6) una tabla de la energia de interaccion entre
los pares de amino&cidos implicados en la interfase; (7) una tabla que muestra la
resta de los angulos ¥, ® y w iniciales menos los finales para cada aminoacido; (8)
una lista de las coordenadas de los centroides de las moléculas receptora y ligado; y
(9) los valores absolutos de los angulos ¥, ® y w de cada aminoacido en el

complejo.
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ANTECEDENTES

La MSP-1 es una proteina ubicada sobre la superficie del merozoito en todas
las especies de Plasmodium estudiadas hasta el presente. Esta proteina es
sintetizada como un precursor de entre 185 y 215 KDa, dependiendo de la especie,
tal como lo demostraron Holder A. A. y Freeman R.R, BY en el afio 1982, quienes
biosintetizaron y caracterizaron una serie de antigenos asociados con la etapa

eritrocitica del plasmodium falciparum.

De este estudio, una proteina de 195 kDa fue el antigeno predominantemente
reconocido por el suero de humanos inmunes y también por el anticuerpo
monoclonal del murinae (sub-familia de ratas y ratones) 89.1. Dicho anticuerpo
también reconocid una serie de polipéptidos de menor peso molecular, de los cuales
uno de 83 kDa resulté ser el méas significativo de ellos ¥, Todo esto sugirié la
ocurrencia de un proceso de un clivaje de la MSP-1 para dar lugar a proteinas de
menor tamafio.

En el afio 1992, una vez mas, Holder A.A, Blackman M.J y col. ¥
realizaron un analisis del mencionado clivaje. En la superficie del merozoito se
identificaron cuatro fragmentos unidos en un complejo no covalente, con tamafos
aproximados de 83 KDa, 28-30 kDa, 38 kDa y 42 kDa, los cuales fueron llamados
por conveniencia MSP1gs, MSP130, MSP135 y MSP14,, respectivamente. %2

Sin embargo, solo un fragmento de 19 kDa (regién C-terminal de la MSP1,,)
es llevado al interior del glébulo rojo, junto con el merozoito, durante el proceso de
invasion. Por ende, Holder y col. se preguntaron qué sucedia con el fragmento
restante de la MSP14,. Para ello se investigd, mediante el uso del antigeno
monoclonal X509, el proceso secundario de la MSP1,, detectandose la liberacion,
desde la superficie del merozoito, de un producto de unos 33kDa. Esto evidencio la
ocurrencia de un segundo evento proteolitico para producir otros dos fragmentos: el
MSP133y el MSP1y, (figura 28). B2
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Porcién Amino-terminal MSP-1 (~ 200 kDa) Porcion Carboxi-terminal

l

MSP-1g3 MSP-13 MSP-134 MSP-1,4,

|| AMMMMIN

Figura 28. Representacion esquemaética de la proteina MSP-1

La MSP-1 es una de las proteinas del parasito que ha suscitado mas interés
debido a que varias de sus regiones han demostrado tener propiedades antigénicas.
Un ejemplo es el llamado epitopo 83.1, correspondiente a los residuos desde 43 al
53 de la MSP-1 de Plasmodium , el cual, junto con secuencias derivadas del area
central de la CSP, es uno de los componentes de la vacuna SPf(66) sintetizada y

estudiada por Patarroyo y col *¥ en el afio 1988.

En este estudio se disefiaron dos proteinas hibridas que contenian epitopos
que inducian a una parcial o total proteccion en monos Aotus experimentalmente
infectados. Estas proteinas recibieron el nombre de SPf(66) y SPf(105) y sus

secuencias son mostradas en la figura 29. 3
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Figura 29. Secuencia de aminoacidos de las proteinas hibridas sintetizadas. [33]

La seguridad, inmunogenicidad y proteccion de la SPf(66) y SPf(105) fue
previamente estudiada en monos y no hubo evidencia de comportamiento
patolégico. Una vez hechas estas pruebas, Patarroyo y su equipo iniciaron un

estudio en trece voluntarios, soldados de las Fuerzas Militares Colombianas. %!

Los voluntarios fueron divididos en grupos: cinco voluntarios (D.A., J.C., W.B.,
W.G. y L.C.) recibieron dosis de SPf(66); cuatro (H.A., J.S., E.O. y H.B.) recibieron
dosis de SPf(105); otros tres sirvieron de control y solo recibieron solucién salina de
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la cepa a estudiar (A.C., J.D. y C.B.); y un voluntario (J.E.) sirvié de receptor pasivo

de una cepa pasajera de P. falciparum. Cabe destacar que todos los voluntarios

recibieron solucion salina de eritrocitos infectados de una cepa P. falciparum

sensible a la sulfadoxina y a la pirimetamina. De su seguimiento se obtuvieron los

siguientes resultados:

am.
SPF(66)30
W.B. V]
W.G. 0.015
L.C. ]
D.A. 0.006
1.C. 1]
SP(105)20
H.A. 0
LS. 0.010
E.O. 0
H.B. 0.002
Controles
A.C. 1]
1.D. 1]
C.B. 1]
LE. 0.008

am.

SPF{66)30
W.B. 1]
W.G. 0.015
L.C. 0.130
SPf(105)20
H.A, 0.110
J.5. 0.06

Tabla 2. Parasitemia obtenida en los voluntarios dias después de la infeccién.

p.m.

0.036
0.034
0.010
0.006

0.005
0.180
0.006
0.100

0.032
0.033
0.120
0.100

p.m.

0
0.166
0.013

0.180
0.190

0.040
0.008
0.028
0.007

0.02
0.025
0.002
0.054

0.022
0.026
0.072
0.115

13
a.m.

0
0292
0.120

0.486
1.0507

Porcentaje de parasitemia dias después de la infeccion

p.m.

0
0.002
0
0.011
0

0

0
0.004
0.002

0.007
0.003

0.010

p.m.

0
0.094
0.242

0.500

4a.m.

0.002
0.440
0.052
0.410
0.002

0.016
0.002
0.015
0.110

0.016
0.008
0.300
1.700

a.m.

0
0.075
0.060

0.354

7

p.m.

0.007
0.289
0.142
0.400
0.171

0.103
0.220
0.112
0.400

0.270
0.870
2.3007
3.6007*

p.m.

0
0.072
ND

0.675%

a.m.

0
0.020
0.030
0.066
0.183

0.118
0.013
0.100
0.460

0.150
0.780

0.001
0.02

p.m.

0

0.002
0.007
0.002

0.004
0.005
0.005
0.008

0.017

9

a.m.

0
0.171
0.214
0.288
0.078

0.330
0.603

1.200"
2.1207

0.115
4.260"

0.020
0.064

p.m. a.m.
0 0
0368  0.019
0465  0.011

0 0.0147
2,150
0236  0.092
0660  0.011
1.6007

18 19

0 0
0.030 0

0 0

0.006
0.006

0.027
0.02

20

a.m.

0
0.190
0.051

0.022
0.384

21

co o

(33]

p.m.

0
0.120
0.175

0.660
0.420

(=N =N

En la tabla se puede ver que, en general, se obtuvo una mayor respuesta

inmunoldgica por parte de la SPf(66), con la cual sélo uno de los cinco voluntarios

mostré una parasitemia superior al 0,5% al noveno dia del estudio (D.A. sali6 del

programa), teniendo esto mayor trascendencia al comparar con los valores

obtenidos para los voluntarios de control. Sin embargo, su eficiencia no fue lo

suficientemente significativa como para considerarla una vacuna exitosa debido a

gue, segun estudios recientes, posee baja inmugenicidad e induce una respuesta

humoral inmune temporal de aproximadamente seis meses. *°!
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Una de estos estudios fue realizado por Nikodem D. P. y col. *¥, en el afio
2000, quienes estudiaron una region de 115 aminoacidos localizada en el medio del
fragmento MSP-135. El objetivo de este estudio fue elucidar cualquier funcion de
dicha region en la invasion del parasito al eritrocito para asi definir si puede o no ser

considerada un posible antigeno para el desarrollo de una vacuna.

Para ello, se generaron anticuerpos policlonales de esta regidon y se investigo
su habilidad para inhibir la invasién del parasito, demostrdndose no solo que la
P115MSP-1 es altamente antigénica, sino que los anticuerpos fueron efectivos en la

prevencién de la invasién in vitro. 34

Adicionalmente, se demostro que la P115MSP-1 es reconocida por sueros de
individuos en Cameroom, una region Africana endémica para malaria, indicando que
estos dominios, o parte de ellos, son generados naturalmente en individuos

infectados. B4

Sin embargo, los mayores esfuerzos se han realizado sobre la unidad de 42
kDa y sobre el fragmento de 19 kDa que, como ya se menciond, se derivan de la

porcion C-terminal de la proteina durante su procesamiento.

En este sentido, el afio 2001, Espejo F. y col B° estudiaron una secuencia
localizada en la porciébn N-terminal del fragmento de 42kDa, que corresponde al
péptido 1585 (EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE), del cual la evidencia sugiere que tiene
una muy pobre o ninguna respuesta antigénica. El objetivo de dicho trabajo fue
introducir cambios en la estructura de este péptido por sustitucion de aminoacidos y
correlacionar dicha sustitucién con el grado de proteccién inmunitaria conferida a

monos Aotus.

El primer paso en el disefio de esta serie de péptidos analogos al 1585 fue el

reconocimiento de los aminoacidos criticos en el proceso de unién al glébulo rojo.



Estos

aminoacidos

resultaron

(EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE). B!

Ser.

L5,

K6, P7,

A9

64

y Sl14

La tabla 2 muestra las secuencias para el péptido 1585 y sus analogos

sustituidos, los cuales han sido clasificados en tres grupos:

Grupo A: comprende péptidos analogos de sustitucion por glicina, de los

cuales los péptidos 5187, 5188 y 5189 (correspondientes a la sustitucion

de aminoacidos implicados en la union al glébulo rojo) mostraron tener

propiedades inmunogénicas.

Grupo B: comprende una serie de péptidos donde los residuos fueron

sustituidos por aminoacidos de masa similar pero polaridad diferente,

obteniéndose entre un 16 y 50% de proteccién inmunoldgica.

Grupo C: Aquellos donde no se obtuvo respuesta inmunitaria alguna. !

Polymerized
peptide No.

Peptide sequence

Prot

Group

1585

5187

5188

5189

6187

6177

13450
22806
10014
22768
11860
22770
13454
14448
14496
13724
12896
12898
15954
15956
15958
15960
13728
13452

r
r
r

r
r
n
D
r
r
r
r
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1
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05
1/4
1/4
1/4
0

0
24
2/9
24
110
206
2/9
05
03
0/4
05
05
05
03
0/4
0/6
04
05
05
0/50

A
A
A
A
A
B
B
B
B
B
B
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

Tabla 3. Respuesta inmune humoral causada por péptidos analogos al 1585 en monos

Aotus.

(35]



65

En la busqueda de vacunas méas poderosas, los anticuerpos monoclonales
(McAb) han sido una herramienta importante en el estudio de la MSP-1. La porcion
C-terminal de 19 kDa es actualmente un importante candidato para el desarrollo de
una vacuna contra la etapa eritrocitica del ciclo de vida del parasito ya que se ha
determinado que anticuerpos monoclonales se unen especificamente a esta regién

de la proteina.

En este sentido, Blackman J. M y col. ¥ en el afio 1990, emplearon una
serie de anticuerpos monoclonales para hacerle el seguimiento a los fragmentos de
la MSP-1 de P. falciparum durante la invasion al eritrocito y se determiné que, en

efecto, solo el fragmento de 19 kDa es detectable en el nuevo eritrocito invadido.

Por otro lado, se demostré que la invasion fue inhibida por los anticuerpos
monoclonales 12.8 y 12.10, especificos para la PIMSP-114. En la siguiente figura se
muestra los resultados para dos cepas diferentes del parasito (T9-94 y T9-96)
empleando el anticuerpo 12.10 como inhibidor y el mAb 13.3 como control. En dicha
figura se observa que, a 500 ug/mL, el anticuerpo inhibe la invasion en un 72% para
la cepa T9-94 y en un 50% para la cepa T9-96. 1*°

Anillosi1 000 S50~
RECs

4D+
30
204
104
19-9¢ 19-96
| L L ] T T T T 1
50 100 200 300 400 500 §0100 200 300 &0 500

Concentracion de McAb (ugimL)

Figura 30. Inhibicién de la invasién del merozoito al glébulo rojo por el mAb 12.10 para las
cepas de P. falciparum T9-94 y T9-96 (Control: MAb 13.3) [36]
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Continuando con el estudio del reconocimiento de fragmentos de la PIMSP-1
por parte de anticuerpos monoclonales, Cooper J.A., Cooper L.T.y Saul A.J B%, en
el aflo 1991, estudiaron las regiones de esta proteina mas ampliamente reconocidas

por una serie anticuerpos provenientes de roedores.

En este estudio se concluyé que la regibn més antigénica corresponde al
fragmento de 19 kDa, el cual es reconocido por doce de los diecinueve anticuerpos
monoclonales empleados. Uno de estos anticuerpos, el 4H9/19, reconoce un epitopo
cerca de la regién C-terminal y llamé especialmente la atencién pues fue el Unico
que inhibié significativamente el proceso de crecimiento y/o invasion del parasito en
los ensayos in vitro. ®”! Los resultados de varios de estos ensayos son resumidos en
la Tabla 4.

Ensayo  Concentracion Anticuerpo Control Anticuerpo % de p
clel anticuerpo ensayado inhibicion
(mg/mL)
la 0.719 31.5+/-0.7 2824+ /—1.5 10 0.05
2a 0.364 76.7+/—8.8 609+/-5.8 20 0.05
3b 1.407 199.2+/—12.3 117.4+/-7.2 41 0.001
4b 1.407 484.3+/—16.8 361.3+/—8.2 25 0.001
5b 1.407 454.5+/-9.2 403.3+/-124 11 0.001
6b 1.407 2749+ /—15.0 195.0+/—-10.5 29 0.001
7b 1.407 317.1+/—155 215.7+/—10.1 32 0.001
8b 1.407 83.8+/-7.0 93.1+/-93 - -
9b 1.407 101.1+/—4.3 104.2+4/—4.0 - -
10b 1.407 259.8+/—8.7 199.2+/-54 23 0.001
11b 1.407 431.0+/-23.7 314.6+/—5.5 27 0.001
12b 1.407 29534+ /-20.5 203.8+/—11.1 31 0.001
13b 1.407 484.5+/—33.8 249.6+/—113 48 0.001
14b 1.407 564.3+/—-59.6 3079+/-38 45 0.002
15b 1.407 764.6+/—59.6 508.2+/—3.8 33 0.002
16b 0.460 1.9+/—0.1 1.3+/-=0.1 30 0.001
17b 0.460 4.8+ /—0.5 31+/-03 34 0.001
18b 1.670 54+/-0.2 4.0+/-02 27 0.001
19b 1.670 48+/—-0.3 39+/-0.2 20 0.001

Tabla 4. Inhibicion de la invasion de P. falciparum con mAb 4H9/19. P es el nivel de

significancia de la diferencia entre el control y el valor del ensayo. 371

En esta tabla se puede observar que los niveles de inhibicién varian entre el
10 y el 48% a concentraciones de 0,3 a 1,4 mg/mL del anticuerpo. La falta de
inhibicion por parte de dos de los ensayos realizados (8b y 9b), no se logro

explicar.®”!
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Ampliando el estudio de la MSP-1 para P. vivax, Portillo H.A. y col. *8 en el
afio 1991, reportaron la secuenciacion de la misma. Este gen, al que llamaron
Pv200, se encuentra codificado por un polipéptido de 1726 aminoéacidos y tiene

caracteristicas similares a los genes MSP-1 de otras especies del Plasmodium.

Una porcibn de la PvMSP-1 (cepa de Belem) ha sido previamente
caracterizada y en dicho trabajo se presento la estructura primaria completa, la cual

reportaron como se muestra en la figura 31.
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Figura 31 Estructura primaria de la PvMSP-1. La zona sefalada en naranja corresponde a la fraccién de 19 kDa.
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Mucho después, en el 2006, Serrano M. L., Perez H. A. y Medina J.
D.’¥ modelaron la estructura tridimensional del fragmento C-terminal 19 kDa
de la proteina PvMSP-1 por homologia con el mismo fragmento de la PCMSP-

1, para luego refinar dicha estructura por dinamica molecular.

Para este estudio se aline6 la secuencia del PvMSP-14 (cepa de Belem
estudiada por Portillo en 1991 y sefialada en naranja en la figura 28 con la
secuencia de proteinas MSP-1,9 de otras especies de Plasmodium cuyas
estructuras cristalinas son conocidas, estas son: P. cynomolgi, P. knowlesi y P.
falciparum. De donde la estructura del PCMSP-1,9 fue la seleccionada como
plantilla para generar el modelo, debido a su similitud con la secuencia del
PVMSP1,4 B (figura 32)

Datninic-1
| (L] M) Ui 40}
02569 MSSEHTCIDT - -NVPDHMAACYRYLDGM- - - - EEWRCLLTF - - - KEEGGECVPGENV
BOW MSSEHRCIDT - -NVPEMAACYRYLDGT - - - - EEWRCLLYF - - - KEDAGECVPAPHM
1N1I -SSAHKCIDT - -NVPEMAACYRYLDGT - - - - EEWRCLLGF - - -KEVGGECVPA-SI
1CEJ HNISQHOCVK—- KQCPONSGCFRHLD - - - -EREECKCLLNY - - - KOQEGDECVENPH P
Daminio-1 _ )
50 =il ] L] o
Qo258 ----- TCEDHNHNGECAPEAECEMTD - - - -SNEIVCECTEEGSEPLFEGVFCSSS
1B @ ===== TCEDENGGCAPEAECKMND - - - -KENEIVCECTEEGSEFLFEGVFCSHH
INlI == --=-- TCEENNGGCAPEAECTMDD - - - -EREVECKCTEEGSEFPLFEGVFCS -
ICET =e--- TeNENNGGCDADAKCTEEDSGENGEKI TCECTEPDESYPLFDGIFCSSEN

Figura 32. Alineacion de secuencias de aminoacidos de MSP-1,4 para P. vivax
(Q02569), P. cynomolgi (1BOW), P. knowlesi (IN1I) y P. falciparum (1CEJ). 3¢

Se generaron un total de cinco modelos y el escogido fue aquel que
mostré una mayor puntuacion y un menor valor de rmsd con respecto a la

estructura cristalina del PcMSP1g (figura 33).
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p1 32 2 %
1 10 20 30 40
MSSEHTCIDT - - - NVPDNAACYRYLDGM- - - EEWRCLLTF- - - KEEGGKCVPGSNV|

B1 g2 33, 4
50 80 70 80 20
----- TCKDNNGGCAPEAECKMTD - - - - SNKIVCKCTKEGSEPLFEGVFCSSS

Figura 33. a)Modelo de la PvMSP1,4. b) aminoacido variantes entre la PCMSP1,, Yy la
PVMSP1,, )

Adicionalmente, Serrano M. L, en su Tesis Doctoral %, seleccioné en
base al modelo, fragmentos que pudieran ser accesibles a los anticuerpos y se
prepararon los péptidos sintéticos correspondientes. Finalmente, se examino la
respuesta de los anticuerpos con el propésito de evaluar la presencia de
epitopos distribuidos a lo largo de la secuencia de este fragmento. Tres
péptidos fueron altamente reconocidos por el plasma de los pacientes

indigenas indicando la posible presencia de epitopos B.

En el 2003, Pizarro J. C., Chitarra V., Verger D. y col."*!, describieron
la estructura de la MSP-1,9 para P.falciparum , asi como su complejo con el
fragmento Fab del anticuerpo monoclonal G17.12, el cual reconoce 13 residuos
de dicha proteina. Cabe destacar que, pesar de que el epitopo incluye residuos
qgue han sido reconocidos por anticuerpos inhibitorios de la invasién en otras

investigaciones, el G17.12 no inhibe la invasion del merozoito al glébulo rojo.

La estructura cristalina esta formada por dos moléculas que consisten en
el fragmento Fab del anticuerpo, con 215 y 219 aminoacidos para la cadena
liviana y la pesada, respectivamente; y la proteina PfMSP-1;9 con 95

aminoacidos.
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Se establecio que el Fab G17.12 reconoce un epitopo discontinuo en la
estructura del PfMSP-1,9, con amino&cidos que interaccionan a distancias
menores a los 4,0 A. Esto incluye los segmentos de aminoacidos 8-11, 13-14,
24-26, el aminoacido 28 y el segmento 38-39 del antigeno. Como se puede
observar en la figura 34, dichos aminoacidos se encuentran en un “codo” de la
estructura de la PfMSP-1,4. 1!

PfMSP1-19

mAb G17-12

VL VH
Figura 34. Vistas ortogonales de la cadena principal del complejo

PfMSP1,,/FabG17.12, mostrandose el antigeno y los dominios variables del

anticuerpo (V, y Vi) [44

En este estudio se determind que el sitio de unién al antigeno posee una
forma cdncava y que una zona considerablemente importante de la region
hipervariable del anticuerpo hace contacto directo con la PIMSP-149 (figura 35).
Por otro lado, se concluyé que las interacciones polares juegan un papel
predominante en la formacion del complejo; con un total de doce puentes de
hidrégeno, nueve formados con la zona variable de la cadena pesada del
anticuerpo (Vy) y tres con una zona analoga en la cadena liviana (V.); ademas
de dos enlaces salinos, ambos formados con V. Con esto se establecié que,
en la alta afinidad del G17.12 con la PfMSP1,g, la region variable de la cadena

pesada del anticuerpo contribuye con 65% de las interacciones. 3

En la siguiente figura, los dos componentes del complejo han sido
separados para mostrar las superficies de contacto para G17.12 (a la izquierda)
y para PfMSP-119 (a la derecha). También se observan las cadenas laterales de
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los aminoacidos de contacto, los cuales para el anticuerpo se denotan con
verde los pertenecientes a V| y con rojo los pertenecientes a Vy; por otro lado,
en el caso del antigeno se emplearon estos mismos colores para los

aminoacidos en contacto con V| y Vy, respectivamente.

(41]

Figura 35. Interfase entre el anticuerpo FabG17.12 y la PfIMSP-1,4,
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OBJETIVOS

Objetivo General:

El objetivo principal de este Trabajo Especial de Grado es modelar el
complejo de la proteina MSP1;9 de Plasmodium vivax con el anticuerpo
FabG17.12 y estudiar las interacciones pertinentes, para luego sintetizar los
péptidos involucrados en tales interacciones, y que se espera puedan tener
propiedades antigénicas induciendo una respuesta inmunolégica contra el

parasito P. vivax, causante de la malaria.

Objetivos Especificos:

e Realizar el estudio de la interaccién entre la proteina PvMSP-1,9 y el
anticuerpo FabG17.12 a través de herramientas de modelado molecular
(docking) y determinar la estructura probable del complejo antigeno-

anticuerpo

e Identificar la(s) regién(es) de la PvMSP-1,9 involucradas en la
interaccidn con el anticuerpo y seleccionar fragmentos de dichas

regiones.

e Llevar a cabo la sintesis en fase sélida de péptidos correspondientes a

el o los fragmentos seleccionados.

e Determinar el grado de pureza del o los péptidos sintetizados mediantes
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y purificarlos de ser

necesario.

e Caracterizar el o los péptidos sintetizados mediante espectrometria de
masa (E.M.)
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Estudio Docking y seleccion de fragmentos a sintetizar:

Los célculos y los andlisis de los complejos modelados se realizaron
empleando los programas: PatchDock, FireDock, RosettaDock y AD IT
Validation Server a través de sus servidores web. Se empled Swiss-PdbViewer
3.7 para los calculos de superposicion y de RMSD y DSViewer 5.0 para la

visualizacion y representacion gréafica de las estructuras.

Se llevé a cabo el estudio docking entre la proteina antigénica PvMSP1,4
y la region variable del anticuerpo G17.12 empleando los programas
PatchDock, FireDock y RosettaDock a través de sus servidores disponibles en
la web. Previamente, con la finalidad de validar las condiciones del andlisis se
reprodujo la estructura del complejo ya reportado entre la PfIMSP1i9 y el
anticuerpo FabG17.12 (PDB: 1obl) empleando PatchDock y FireDock. A
continuacion se explica mas detalladamente el estudio computacional llevado a

cabo:

Modelado del complejo reportado: PIMSP11g-Fab G17.12.

Se enviaron a PatchDock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock) las
estructuras de la PIMSP1,9 y del Fab G17.12 referenciadas por su codigo PDB,
se especificd que el complejo esperado es de la forma Antigeno-Anticuerpo y

se empleo un clustering de 4 A de RMSD; tal como se muestra en la figura:
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Type PDB codes of receptor and ligand molecules or upload files in PDB format

PATCHDOCEK

Molecular Docking Algorithm Based on Shape Complementarity Principles

Receptor Molecule: |1ob1:DE |

Ligand Molecule: |10b1:F |

e-mail address: |adrygauna@gmai|.com| |
Clustering RMSD: l4.0 |
Complex Type: Antibody-antigen v

Figura 36. Ejemplo del trabajo enviado a PatchDock para reproduccion del complejo
entre la PIMSP1, y el anticuerpo FabG17.12.

Donde el receptor es la region Fab del anticuerpo G17.12,
especificamente las cadenas D y E del archivo PDB (1ob1:DE), mientras que el
ligando es la proteina PIMSP119, especificamente la cadena F del archivo PDB
(10b1:F).

Las primeras 500 soluciones obtenidas del analisis de PatchDock fueron
enviadas a FireDock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock) para su refinamiento
(Anexo |, p.124). La primera solucion producto de esta re-evalucion se comparo
con la solucién reportada, empleando para ello el programa Swiss-PdbViewer
3.7; esto se realizé superponiendo las estructuras de los anticuerpos con la
funcion “Fit molecules”, usando Unicamente los Ca. Luego se determiné el

valor de RMSD entre el complejo reportado y el obtenido.
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Determinacion y estudio del complejo de la PvMSP119 con la regién
Fab del anticuerpo G17.12.

Se enviaron a PatchDock las estructuras de la PvMSP1,9 y del Fab
G17.12. La primera estructura fue asignada como un archivo PDB y la segunda
fue referenciada por su cédigo PDB de las bases de datos (1obl:DE). Se
especificd que el tipo de complejo esperado es de la forma Antigeno-
Anticuerpo y se empleé un clustering de 4 A de RMSD. Tal como se observa en

la figura 37.



PATCHDROCK

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

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

1ob1:DE

|adrygauna@gmai|.com |

Receptor Molecule:

Ligand Molecule:

e-mail address:

Clustering RMSD: |4.D |
Complex Type: ‘Antibody—antigen v|
| Submit Form || Clear |
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|| Examinar..

(PDB:chainld e.g. 2kai:AB) or upload file: |

(PDB:chainld e.g. 2kai:I) or upload file: |C: \Documents 4| Examinar..

(the results are sent to this address)

Be sure to give receptor and ligand in the corresponding order!

Figura 37. Ejemplo del trabajo enviado a PatchDock para la obtencion del complejo entre la PvMSP1,4 y el anticuerpo Fab G17.12
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Las primeras 1000 soluciones obtenidas de PatchDock fueron enviadas a
FireDock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/) y refinadas, repitiéndose este
analisis un total de diez veces con la finalidad de observar la tendencia estadistica
del estudio (Anexo Il, p.125). Una vez realizados todos los analisis se compararon
las primeras soluciones obtenidas en cada caso, empleando para ello el programa
Swiss-PdbViewer 3.7; esto se realiz6 mediante la superposicion geométrica de las
estructuras con la funcion “Fit molecules”, usando Unicamente los Ca. Luego se

determind el valor de RMSD entre los complejos.

La estructura determinada como promedio de los diez andlisis anteriores se
envio a RosettaDock (http://rosettadock.graylab.jhu.edu) para un proceso de
refinamiento final. La estructura se envié como un “combined input file”, tal como se

muestra en la figura 38.

RosettaDock Server

[Home] [Queue] [Submit task] [Documentation]

Submit a new local dockingjob

Email |adrygauna@gmail com

See the documentation for tips on creating input structures for submission.

There are two job submission methaods:
Combined Input File

Protein names PWSP1(19)-FabG17.12

Combined pdb file |C\Documents and Settmg

Docking partners should be separated by a TER'line, with no other TER' lines in the file.

Figura 38. Ejemplo del trabajo enviado a RosettaDock para el refinamiento del complejo
PVMSP1,,-Fab G17.12

Se escogié el complejo de menor energia para el andlisis de resultados y se
determind el valor de RMSD entre este complejo refinado y la estructura
determinada por FireDock. Se estudio el grafico suministrado por RosettaDock de la

energia de las estructuras creadas en funcion del valor de RMSD respecto al
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complejo de partida, asi como el archivo PDB para dicha estructura final (Anexo Ill, p
126), donde se estudid en detalle los términos energéticos de la funcion de
puntuacion de alta resolucion, las interacciones en la interfase y los aminoacidos

implicados en las mismas. (Anexo IV, p.129).

Para visualizar algunas de las interacciones, tales como lo puentes de
hidrogeno vy las interacciones 1-11 (ésta ultima no es considerada por RosettaDock)
se expandieron las cadenas laterales de los aminoacidos implicados, empleando
para ello el programa DS ViewerPro 5.0. Dicho programa también fue empleado
para realizar el calculo correspondiente a la representacion de van der Waals de las
estructuras con el fin de visualizar la complementariedad geométrica entre las

mismas.

Con la intencion de validar geométricamente la estructura del complejo, se
determind el grafico Ramachandran del complejo final empleando AD IT Validation
Server (http://pdbdep.protein.osaka-u.ac.jp/validate/) y se estudiaron las estadisticas

correspondientes a dicho gréfico.

Adicionalmente, para facilitar el entendimiento del complejo obtenido en este
trabajo, se llevo a cabo la superposicion de la estructura tridimensional de la MSP11g
de P. vivax con la de P.falciparum , empleando para ello la funcién “fit molecules” del
programa Swiss-PdbViewer, usando unicamente los Ca para luego determinar el

RMSD entre dichas estructuras.

En base a los fragmentos de la PYMSP1,9 implicados en las interacciones
con las cadenas del anticuerpo, se escogié un péptido de dieciséis aminoacidos para

ser sintetizado.
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Sintesis, purificacion y caracterizacion del fragmento peptidico
escogido:

Instrumentos, materiales y reactivos.

Los Fmoc-aa y la mayoria de los reactivos empleados para la sintesis en fase

sélida de los péptidos son de Iris Biotech y la sintesis se realizé de forma manual.

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) analitica se realiz6 en un
cromatografo Waters (Milford, Mass) modelo 600 LCD controlado por el programa
Millenium 32, equipado con un detector de absorbancia con arreglo de diodos
(modelo 996), empleando una columna Aqua 5p, C18, 125 A (30 x 4,6 mm,
Phenomenex). La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) semi-preparativa se
realiz6 empleando el mismo equipo y una columna Luna 5, C18, 100 A (250 x 10,0

mm, Phenomenex).

El andlisis de masas fue realizado en un sistema de Trampa de lones Lineal
3200 QTRAP (Applied Biosystem).



Reactivos y solventes:

1-Hidroxibenzotriazol (HOBT)

Acetonitrilo (HPLC)

Acido Ascérbico

Acido Clorhidrico al 36%

Acido Trifluoroacético (TFA)

Alcohol isopropilico (IPA)

Azul de Bromofenol

Cloruro de 2-clorotritilo (Soporte s6lido)
Diclorometano (DCM)

Dimetilformamida (DMF), grado sintesis de péptidos
Eter etilico

Metanol HPLC

N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)

N-metilpirrolidona (NMP)

tetrafluoroborato de O-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (TBTU)

Piperidina (PIP), N-metilpiperidina.

Yodo metalico

AA  9-Fluorenilmetoxicarbonil ~ (Fmoc) empleados:
(2,2,4,6,7-
Arg(Pbf);
Asparagina(Tifenilmetil), Asn(Trt); Acido aspartico(t-

Alanina, Ala; Arginina

pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonil),

Butoxi), Asp(OtBu);

Cisteina(Acetaamidometil),

81

Iris Biotech

B & J Brand
Riedel-de Haén
EM Science
Iris Biotech
Mallinckrodt
Riedel-de Haén
Iris Biotech
Sigma Aldrich
Iris Biotech
Riedel-de Haén
B & J Brand

Iris Biotech

Iris Biotech

Iris Biotech
Sigma Aldrich

Riedel-de Haén

Cys(Acm); Histidina (Trifenilmetil), His(Trt); Isoleucina,
lle; Prolina, Pro; Treonina(t-Butoxi), Thr(tBu); Tirosina(t-

Butoxi), Tyr(tBu). Iris Biotech
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Procedimiento para la sintesis del péptido escogido

123456 7 8 91011121314 1516
Secuencia del péptido escogido: HTC|:|DTNVPDNAAC|:YR

El péptido, con una longitud de dieciséis aminoacidos, fue sintetizado como
carboxilo en su porcion C-terminal, acetilado en su porcion N-terminal y
posteriormente ciclado mediante la formacion de un puente de disulfuro entre las
Cisteinas 3 y 14. El mismo fue preparado de forma manual combinando la sintesis
en fase soélida Fmoc (9-fluorenilmetilcarbonil) y la mezcla activante Resina: AA:
HOBT: TBTU: DIPEA en las proporciones 1: 4: 4: 4: 8.

La sintesis se realizé dentro de una jeringa plastica (Figura 39) en la cual
estaba contenida la resina sélida. En la parte inferior de la jeringa se colocé un anillo
plastico que protege la resina y que fija en su lugar al filtro de placa porosa, el cual
cumple la funcion de mantener la resina dentro de la jeringa en los procesos

sucesivos de toma y descarte de las soluciones empleadas durante la sintesis.

1
Jeringa
| Resina
Placa = Anillo de
Porosa soporte

Figura 39. Método de jeringa empleado para la sintesis del péptido

Como soporte soélido se empled la resina cloruro de clorotritilo (100mg), la
cual se solvatd con diclorometano (DCM), guardado sobre tamiz, durante tres horas
y se lavé con N,N-dimetilformamida (DMF) cuatro veces durante diez minutos. Luego
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se procedi6 al acople del primer aminoacido empleando una sustitucion de
0,5mmol/g y, por tratarse de la resina cloruro de 2-clorotritilo, el primer acople no
amerita activantes por lo que simplemente se emple6é una mezcla Resina: AA:
DIPEA en las proporciones 1: 1: 4 durante tres horas y treinta minutos. Una vez
acoplado el primer aminoacido se procedié al bloqueo de los sitios activos adn
disponibles en la resina, esto se realizé a través de una mezcla DCM: MeOH: DIPEA
en las proporciones 17: 2: 1 seguido del siguiente ciclo de lavados de la resina-

péptido: CH,Cl, x 1 min x 3 veces; DMF x 1 min x 2 veces; CH,Cl, x 1 min x 2 veces.

Las posteriores reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo con la
proporcion arriba indicada y los tiempos de dichas reacciones fueron determinados
por seguimiento de las mismas a través de un ensayo cualitativo con azul de
bromofenol y por ensayo de ninhindrina en los casos en que el primero resultase
dudoso. Los lavados sucesivos de la resina-péptido luego de culminar un ciclo de
acople se realizaron como sigue: DMF x 1min x 3 veces; i-pro-OH x 1min x 1 vez,
CH.CIl; x 1 min x 2 veces; DMF x 1 min x 1 vez. Al ultimo lavado se le realiza el
ensayo de azul de bromofenol para verificar la total remocion de la mezcla activante

antes de realizar el ensayo a la resina para verificar la culminacion del acople.

La desproteccion de los(] [] [@a, protegidos con el grupo Fmoc, se realizé con
N-metilpiperidina (al 20% en DMF tres veces durante 20 minutos) en la mayoria de
los casos y con piperidina (al 20% en DMF cuatro veces durante 25 minutos aprox.)
para la desproteccién de los aminoacidos Asp 5, Pro 9 y Asp 10. Los lavados
sucesivos de la resina-péptido una vez culminado un ciclo de desproteccion se
realizaron como sigue: DMF x 1 min x 5 veces; i-pro-OH x 1 min x 3 veces; CH,Cl; x
1 min x 3 veces; DMF x 1min x 1 vez. Al ultimo lavado se le realiza el ensayo de azul
de bromofenol para verificar la total remocion de la N-metilpiperidina o piperidina,

segun sea el caso.

Una vez acoplado el ultimo aminoéacido, éste se desprotegid como se ha

indicado anteriormente y se acetil6 con una mezcla anhidrido acético: DCM: DMF:
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DIPEA en las proporciones 3: 8: 8: 1 por veinte minutos un total de tres veces y se
realizaron multiples lavados con DCM, DMF y isopropanol.

El péptido fue ciclado aun unido a la resina mediante la formacién de un
puente disulfuro entre las Cys-3 y Cys-14, protegidas con el grupo Acm. Para ello la
resina-péptido fue suspendida en una solucion acuosa al 50% en metanol; se
afiadieron 10mL de una soluciéon 1M de HCly 10 mL de una solucién 0,1M de I, en
metanol. Se dejo reaccionar por agitacion vigorosa en la oscuridad durante 3 h'y se
detuvo la reaccion por adicion de una solucién 1M de acido ascorbico hasta la
desaparicion total de la coloracion causada por el yodo. Finalmente, se filtr6 la
resina-péptido y se lavé con solucion 50% en metanol, DCM y DMF hasta que la

resina lucié una coloracion blanca.

Luego, el péptido se liberd de la resina y simultineamente se retiraron los
grupos protectores de las cadenas laterales por tratamiento con 1,5 mL de una
solucion al 5% de acido trifluoroacético(TFA) en agua durante 3 h a temperatura
ambiente. Se filtr6 la resina y se lavé con agua y pequefias porciones de acetonitrilo
para luego agregar 25 mL de eter etilico frio. El péptido crudo, disuelto en agua, fue

liofilizado un total de tres veces obteniéndose un sélido de color blanco.

Cabe destacar que previo a la formacion del puente disulfuro, una porcién del
péptido se liber6 de la resina en su forma lineal por el mismo procedimiento
mostrado arriba (condiciones bajo las cuales los grupos Acm permanecen intactos) y
fue liofilizado un total de tres veces obteniéndose un sélido blanco. La pureza de
este péptido lineal, aun protegido en sus cisteinas con grupos Acm, fue determinada
por HPLC analitica en fase reversa empleando un gradiente lineal de 10-80%
acetonitrilo en agua y 0,1% TFA durante 30 min con un flujo 1 mL/min. (Anexo V,
p.134)

Por otro lado, el péptido final fue purificado por HPLC semi-preparativa

(Anexo VI, p.134) en fase reversa empleando un gradiente lineal de 15-80%



85

acetonitrilo en agua y 0,1% TFA durante 30 min y 10 min con una fase movil de 80%

acetonitrilo con un flujo de 3 mL/min.

El analisis de masas (Anexo VI, p.136) fue realizado en un sistema de
Trampa de lones Lineal 3200 QTRAP (Applied Biosystem). El péptido fue disuelto en
una solucion de Agua:Acetonitrilo: Acido Formico en proporciones 70: 30: 0,01%-
MeOH Todos los analisis fueron realizados utilizando una fuente “Turbo lon Spray”
en modo positivo: A) ESI-MS fue realizado mediante infusion directa con una
velocidad de flujo de 10 pL/min B) gas nebulizador, gas cortina, gas de secado y gas
de colision: N, C) Voltaje de lonSpray: 5500 V D) El potencial de “declustering” fue
de 70 V y la energia de colision de 10 V. La adquisicion de los datos fue realizada

escaneando la relacion masa/carga (m/z) desde 500 a 1700 uma.

Ensayo cualitativo de Azul de Bromofenol:

El ensayo fue realizado por la adicion de una solucion al 1% de azul de
bromofenol en etanol sobre la resina-péptido. Una coloracién azul o verde se debe a
la presencia de grupos amino libres lo que indica que la reaccion de acoplamiento no
ha culminado y que se amerita mayor tiempo de reaccion, preferiblemente con

solucién fresca de aminoacido.

Ensayo de Ninhindrina:

Este ensayo fue realizado por la adicion de tres gotas de una solucién de
ninhindrina al 5% en etanol sobre una pequefa cantidad de resina-péptido dentro de
un pequefio tubo de ensayo, luego el tubo es calentado a 100°C durante 5 min. La
aparicion de una coloracién azul-verdosa sobre la resina se debe a la presencia de
amina libre lo que indica que la reaccién de acoplamiento no ha culminado y que se
amerita mayor tiempo de reaccion, preferiblemente con solucion fresca de

aminoéacido. Es posible, sin embargo, que algunos aminoacidos como la serina, el
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acido aspartico o la asparagina no muestren la coloracion azul oscuro que se espera

cuando existen grupos aminos libre.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Estudio Docking y seleccion de fragmentos a sintetizar:

El Docking es una herramienta computacional de gran utlidad para la
predicciobn de la estructura de un complejo entre dos moléculas: Una molécula
receptora y una molécula ligando. En caso es especifico de este trabajo, la molécula
ligando consiste en la estructura tridimensional modelada por homologia de la
proteina antigénica MSP1,4 del Plasmodium vivax; y la molécula receptora consiste
en la region Fab del anticuerpo G17.12, cuya estructura se encuentra reportada
como un complejo con la MSP1;9 de Plasmodium . Como podemos ver, el complejo
esperado es del tipo antigeno-anticuerpo, donde se facilita considerablemente el
analisis debido a que existe una regién determinada en los anticuerpos la cual es la
encargada del reconocimiento del antigeno.

Con la intencién de validar las condiciones del analisis, primero se intentd
reproducir la estructura ya reportada del complejo entre la MSP1,9 para P. Yy el
anticuerpo FabG17.12 empleando PatchDock y FireDock. Del andlisis en conjunto
de estos dos programas, se obtuvo como primera solucion la estructura mostrada en
la figura 40A; y al superponer las cadenas del anticuerpo de la estructura obtenida
con las de la estructura reportada por Pizarro y col. Y, se tiene un valor de RMSD
de la posicion relativa de los ligandos de apenas 1,64 A (figura 40B); lo que nos

indica que, en efecto, se pudo reproducir satisfactoriamente el complejo reportado.
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a) E=-70,96 Kcal/mol -
(@ ) -

Figura 40. (a) Estructura obtenida para el complejo PIMSP1o-Fab G17.12. (b) Superposicion
de la estructura reportada y la obtenida para el complejo. Naranja: PfIMSP1,4, modelo.
Amarillo: PIMSP119, estructura cristalina. Verde: Fab G17.12, cadena liviana. Azul: Fab
G17.12, cadena pesada

Dicha estructura posee una energia total de -70,96 Kcal/mol segun la funcion
de puntuacion empleada por FireDock y la contribucion de los términos energéticos
considerados (Anexo |, p.124), nos indica que las interacciones atractivas de van der
Waals y electrostaticas juegan un papel fundamental en la estabilizacion del
complejo, seguidas de la formacibn de puentes de hidrogeno (Tabla 5).
Adicionalmente, se observa que existen interacciones entre aminoacidos aromaticos,

lo que también contribuye a la estabilizacion de la estructura.



T. energético | Contribucion (Kcal/mol) | T. energético | Contribucion (Kcal/mol)
EVAW atrac -42,72 Eaelec | -8,65
EVdW ep 9,50 Erelec | 0,00
Esol 8,11 Ens -8,26
Erot 18,42 Emr-m -1,5
Eaelec ¢ -48,48 Ecat-1r 0,00
Erelec ¢ 0,00 Ealiph 0,00
E total=-70,96 Kcal mol

Tabla 5. Energia total y términos energéticos de la solucion nimero uno arrojada por

FireDock para el complejo PfMSP1,,-FabG17.12.
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Una vez validadas las condiciones del analisis, se procedié a la obtencion del

complejo entre la MSP1,9 del P. vivax con el anticuerpo FabG.17.12. Para ello se

empled la misma combinacion de los programas PatchDock y FireDock, repitiéndose

el andlisis en conjunto un total de 10 veces, con lo cual se obtuvo la estructura

mostrada en la figura 41, producto de la superposicion de las réplicas con una

desviacion de RMSD de 0 A entre ellas. Estos nos indica que el trabajo en conjunto

de PatchDock con FireDock es altamente reproducible, aportando una Unica

solucioén.

Figura 41. Estructura del complejo PvMSP1,,-Fab G17.12 obtenida por diez andlisis

E= 58,20 Kcal/mol

RMSD=0 A

empleando PatchDock y FireDock. Fucsia: PvMSP14,. Verde: Fab G17.12, cadena liviana.
Azul: Fab G17.12, cadena pesada.
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Esta estructura mostré tener una energia total de 58,20 Kcal/mol segun la
funcion de puntuacion empleada por FireDock, y la contribucién de los términos
energéticos (Anexo I, p.125) nos indica que, al igual que en el complejo con
P.falciparum, las interacciones atractivas de van der Waals y electrostaticas juegan
un papel importante en la estabilizacion del complejo, seguidas de la formacion de
puentes de hidrégeno, asi como las interacciones entre las nubes 1 de aminoacidos

aromaticos (Tabla 6).

T. energético | Contribucion (Kcal/mol) | T. energético | Contribucién (Kcal/mol)
EVAW atrac -28,96 Eaelec | -9,55
EVdW,¢p 17,88 Erelec 0,00

Esol -1,14 Evs -5,08

Erot 20,45 Em-m -1,5

Eaclec ¢ -55,62 Ecat- 0,00

Erelec ¢ 0,00 Ealiph 0,00
E total=-58,20 Kcal mol

Tabla 6. Energia total y términos energéticos de la solucion nimero uno arrojada por

FireDock para el complejo PvMSP1,o-FabG17.12 en las diez réplicas del analisis.

Con la finalidad de obtener una mejor estructura, se llevé a cabo un proceso
de refinamiento adicional con RosettaDock cuyo archivo de salida muestra las
primeras diez estructuras creadas en la corrida, donde se puede evidenciar una
tendencia en la que nueve de estas diez estructuras son similares entre si (Figura
42).

Adicionalmente, RosettaDock aporta un grafico de energia de las estructuras
creadas en funcion de su desviacidon geométrica, expresada en Armstrong, respecto
a la estructura inicial; y, segun explican Gray y col.”® si el mismo posee una forma

de “chimenea” la corrida se considera como exitosa.
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Para determinar si la forma corresponde o no a la de una “chimenea”, se
escogen las cinco estructuras de menor energia y si al menos tres de ellas se
encuentras a desviaciones menores a los 5A, entonces la forma corresponde, en
efecto, a una chimenea '?".. Bajo esta descripcion, la corrida realizada para este
trabajo se llevd a cabo con éxito, ya que la mayoria de complejos méas estables
corresponden a estructuras cercanas a la de partida, como se puede observar en la
figura 43 donde las cinco mejores estructuras se encuentran resaltadas con cruces
verdes.
[Model-1 [Model-2 [Model-4 [Model-5

[Model-3]

[Model-6 [Model-7] [Model-8] [Model-9 [Model-10]

Figura 42. Primeras diez estructuras de menor energia.
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Figura 43. Grafico de la energia de las mil estructuras generadas durante la corrida en

RosettaDock en funcién de la distancia respecto a la estructura de partida.

De este cumulo de estructuras, la primera solucion fue escogida para nuestro
estudio con una energia de -336,33 Kcal/mol y una desviacion RMSD de 2,16 A

respecto a la estructura reportada para el complejo por FireDock (Figura 44).

(a) E=-366,33Kcal/mol -

Figura 44. (a) Estructura del complejo refinada por RosettaDock. (b) Superposicién entre la
estructura reportada por FireDock y la refinada por RosettaDock. Fucsia: PvMSP1,y,
RosettaDock. Amatrillo: PvMSP1,4, FireDock.
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El valor de la energia global del complejo y los términos de la funcién de alta
resolucion empleados por RosettaDock aparecen en el archivo de salida del
programa y se encuentran resumidos en la tabla 7, donde una vez mas se observa
qgue el término de energia atractiva de van der Waals y la formacion de puentes de
hidrégeno juegan un papel importante en la estabilizacion del complejo y, en esta
oportunidad, se considera un término que también contribuye a la estabilidad de la
estructura y que contempla la frecuencia estadistica de interaccion entre

determinados pares de aminoacidos.

Alta Resolucion
T. energético | Contribucion (Kcal/mol)

EVAW airac -1606,12
EVdW ep 865,88
Esol 824,89
Esasa 311,14
Erot 408,44
Ens -305,5
Epair -73,63

E total=-336,33 Kcal mol

Tabla 7. Energia total y términos energéticos de la solucién nimero uno arrojada por
RosettaDock para el complejo PvMSP1,,-FabG17.12.

Con la finalidad de validar geométricamente la estructura final del complejo,
se realizo el calculo correspondiente al grafico de Ramachandran del mismo, en el
cual se muestra la combinacién de los angulos conformacionales psi (W) y phi (®) de
cada aminoacido en el complejo. Estos éangulos conformacionales muestran
preferencia por ciertos valores que son estimados por consideraciones energéticas y
gue se encuentran almacenados en las bases de datos para las estructuras de las

proteinas en su forma nativa. %
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En el gréfico de Ramachandran, se resaltan en rojo las regiones permitidas o
preferidas para los pares de angulos psi/phi de los aminoacidos en el complejo, de lo
gue se presume que la estructura es valida geométricamente si la mayoria de los
aminoacidos se encuentran en las regiones favorecidas del grafico y solo algunos en
las regiones no permitidas del mismo. De estos aminoacidos, las glicinas y las
prolinas se pueden ubicar en las regiones reconocidas como “prohibidas” en el
grafico sin que esto afecte la validacibn geométrica de la estructura, ya que, la
glicina no posee cadena lateral sino Unicamente atomos de hidrégeno y, en el caso
de la prolina, esta posee en su cadena lateral un anillo de cinco miembros formado

con el grupo a-amino que restringe su rotacion. 42

En la figura 45 se muestra el grafico de Ramachandran del complejo final y
las estadisticas correspondientes, asi como una imagen en la que se denotan los
angulos conformacionales de interés: psi y phi. En dicho gréfico se observa que una
amplia mayoria de los aminoacidos se encuentran en las regiones favorecidas y las
estadisticas corroboran que esto representa 79,6% de los aminoacidos no glicinas ni
prolinas del complejo. Por otro lado, se observa que apenas un 2,3% y un 1,1% de
los residuos se encuentran en regiones poco favorecidas y prohibidas del grafico,
respectivamente. Esto nos permite entonces, validar geométricamente la estructura

obtenida en este trabajo.

AA en las regiones mas favorables:
348 ----79,6%
AA en las regiones adicionales permitidas:
74----16,9%

1

1

1

) :

ASP (30 (E) | 1

A I S R — AA en las regiones aceptablemente
i - — J : g p

1

1

|

1

1

1

Psi (grados)

permitidas:
10----2,3%

AA en regiones prohibidas:
5----1.1%

Lash o ’_l_\}de[{ ’_F B |

J180 -135 90 -45 0 45 90 135 180
Phi (arados)

Figura 45. Grafico y estadisticas de Ramachandran para el complejo final refinado.
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Adicionalmente, el grafico de Ramachandran nos aporta informacion acerca
de la estructura secundaria o plegamiento de las proteinas dentro del complejo. En
la figura 45 podemos observar que la mayoria de los aminoacidos se encuentran en
la region permitida ubicada en la parte superior izquierda del gréfico, lo que indica

que la estructura secundaria corresponde a la de hoja plegada beta.

Una vez validada por Ramachandran la estructura del complejo se procedi6 al
estudio de la complementariedad geométrica entre la PYMSP119 y las cadenas del
anticuerpo y para ello se representaron las moléculas por el radio de van der Waals
de sus atomos (Figura 46). En esta representacion, se logra observar como las

moléculas se complementan entre si en las cavidades de sus estructuras.

Figura 46. Representacion de van der Waals del complejo.

Adicionalmente a lo ya mencionado, RosettaDock en su archivo de salida,
suministra una serie de tablas y datos que nos permite estudiar con detalle la
estructura (Anexo lll, p.126). De estas tablas resulta particularmente interesante una
de ellas en la que se compara el valor esperado de los términos energéticos con los
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calculados para cada aminoacido del complejo. Especificamente el término
correspondiente a la energia de Lennard-Jones, denotado con las siglas Elj, nos
indica qué tan bien se encuentran “empaquetados” los aminoacidos dentro de la
estructura y, segun explica la documentacién acerca del programa ™ un valor
negativo o cercano a cero de este término sefiala que el aminoacido se encuentra
bien acomodado dentro de la estructura. A continuacion se muestra, por simplicidad,
solo la fila Elj para los primeros diez aminoacidos de la PvMSP1,9 donde se puede

observar la tendencia de valores negativos o cercanos a cero.

AA de la PvMSP1,g | Elj
Met 1 0,4
Ser 2 -0,3
Ser 3 -0,7
Glu 4 -0,3
His 5 -1,1
Thr 6 0,4
Cys 7 -0,1

lle 8 -0,5
Asp 9 0,5
Thr 10 0,5

Tabla 8. Valor comparativo de la energia de Lennard-Jones esperada con la

calculada para los primeros diez aminoacidos de la PvMSP14

Una tabla de gran utilidad, también aportada por RosettaDock, consiste en
una lista de las interacciones consideradas por el programa en la interfase entre la
PVvMP1l,9 y las cadenas del anticuerpo FabG17.12, asi como los aminoacidos
implicados en dichas interacciones (Anexo 1V, p.129). Esta informacion se muestran
esquematicamente en la figura 47, en la cual los aminoacidos estan clasificados
como positivos, negativos, neutros, alifaticos y cisteinas, y se muestran organizados

de acuerdo a la cadena a la cual pertenecen. Por otro lado, las interacciones se
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clasifican como de puentes de hidrégeno, solvatacion y van der Waals, asi como el
término que considera RosettaDock de la frecuencia estadistica, con la que
determinados pares de aminoacidos interaccionan segun se encuentra almacenado

en las bases de datos.

Leyenda Interacciones:
Leyenda AA:

soosesseerrr Ple.de Hidrogeno Azul: AA positivos (HKR)

_______ Solvatacion Rojo: AA negativos (DE)
Van der Waals Verde: AA neutros (STNQ)
Interaccion estadistica entre Gris: AA alifaticos (AVLIM)
pares de AA

Amarillo: Cisteinas (C)

PvMSP1(19) C.Pesada PvMSP1(19) C.Pesada PVMSP1{19) C.Pesada
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PvMSP1(19) C.Pesada PvMSP1(19) C.Pesada PYMSP1(19) ¢.Liviana

C.Liviana PvMSP1 (19 C.Liviana
PVMSP1{19) C.Liviana PWMSP1{19) 19)

Figura 47. Interacciones entre la proteina PvMSP1,, y las cadenas del la regién variable del

anticuerpo G17.12 y aminoacidos implicados en las mismas.
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En la siguiente figura se muestran claramente los siete puentes de hidrégeno
formados entre PvMSP1,9 y las cadenas del anticuerpo, asi como los aminoacidos

del antigeno implicados en los mismos.

Figura 48. Puentes de Hidrogeno formados entre la PvMSP1,4 y el FabG17.12.

Adicional a las interacciones consideradas en el archivo de salida de
RosettaDock, es importante incluir las interacciones 1-11 consideradas por FireDock,
ya que, como se ha indicado anteriormente, este tipo de interacciones pueden ser
importantes en la estabilizacion de complejos del tipo proteina-proteina. Al estudiar
detalladamente las cadenas laterales de los aminoécidos aromaticos ubicados en la
interfase se puede observar que la His 5 de la PYMSP139 pudiera establecer una
interacciéon del tipo -1 con el Trp 50 de la cadena liviana del anticuerpo a una
distancia de aproximadamente 6,7 A (Figura 49) y que pareciera no haberse perdido
durante el proceso de refinamiento realizado por RosettaDock. Esta interaccion

podria ser leve ya que no existe la orientacion adecuada entre los centros planares.
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Sin embargo, FireDock, tal como se explica en el Marco Tedrico, considera esta

energia Unicamente basandose en criterios de distancia.

Figura 49. Interaccion 1r-1r entre la His 5 de la PvMSP1,4 con el Trp 50 de la cadena pesada
del anticuerpo.

En general, se puede resumir que la PvMSP1,9 establece un total de ochenta
y seis (86) interacciones con el anticuerpo FabG17.12, cuarenta y seis (46) de ellas
establecidas con la cadena liviana del mismo y cuarenta (40) con la cadena pesada.
De esta manera, el anticuerpo reconoce un epitopo discontinuo que va desde la Met
1 hasta el Asp 9, desde el Asp 11 a la Arg 20, pasando por la Leu 31, en la region N-
Terminal de PvMSP1,5. También se observa el reconocimiento de otro epitopo
discontinuo que va desde el Glu 80 a el Glu 84 y luego desde la Ser 89 hasta la Ser
91, en la regién C-terminal. Dichos epitopos se encuentran resaltados en amarillo en

la figura 50.



101

Figura 50. Aminoacidos de la PvMSP1,4 que muestran interaccién con las cadenas de la

region variable del anticuerpo G17.12.

Un aspecto interesante es el hecho de que la Thr 10 de la PvMSP1;9 no
muestra interaccion con el anticuerpo a pesar de que pareciera encontrarse
disponible para ello al observar la estructura del complejo. Sin embargo, tal como lo
muestra la figura 50, la cadena lateral del mismo se encuentra orientada en sentido
contrario a la ubicacién del anticuerpo, motivo por el cual no se observa interaccion

de ningun tipo.

Caso contrario es el de la Leu 31, la cual pareciera estar muy lejos para
interaccionar con el anticuerpo. Sin embargo, la figura 50 nos muestra que la cadena
lateral de la misma se encuentra orientada en direccién al anticuerpo permitiendo

gue haya interaccién con la Ser 31 de la cadena pesada del mismo.

Finalmente, cabe destacar que para este estudio, como se ha mencionado
anteriormente, se partié de la estructura del anticuerpo como un complejo con otra
proteina antigénica, mas especificamente una proteina de estructura y

caracteristicas similares a la molécula ligando de nuestro andlisis. Incluso, ambas
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proteinas son el mismo fragmento de 19kDa de la MSP1 (merozoite surfece protein-
1), pero de especies de Plasmodium diferentes. La similitud estructural puede

observarse en la siguiente figura:

RMSD= 1,45 A

Figura 51. Superposicion de la MSP1,4 de las especies de Plasmodium. Naranja: PvMSP1,.
Morando: PIMSP1,4

Como consecuencia de esto, es de esperarse que probablemente las
regiones identificadas por el anticuerpo en ambas proteinas fueran similares. En
efecto, existe cierta similitud en los fragmentos identificados en la regiéon N-Terminal.
Sin embargo, debido a un cambio en la orientacién de la MSP1i9 del P.vivax
respecto a la de P falciparum., en la primera se observa un reconocimiento en la
region C-terminal que no se observa en la de P.falciparum. De manera similar, en la
estructura reportada para P.falciparum aparece una regién de reconocimiento entre

24 y 28 que no aparece en la estructura para P.vivax.

El principal objetivo de realizar este estudio docking entre PvMSP1,5 y la
region Fab del anticuerpo G17.12 es la obtencion de una estructura hipotética que
nos permita seleccionar las regiones principales de interaccion para llevar a cabo la
sintesis de estos fragmentos peptidicos correspondiente. En base a esto, se

propone al siguiente péptido a sintetizar:
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Figura 52. Fragmento peptidico de la PvMSP1,4 escogido para su sintesis en base al estudio
computacional.

Dicho péptido, mostrado en amarillo en la figura 52, esta compuesto por los
aminoacidos que estan comprendidos entre la His 5 y la Arg 20, yendo desde la
region N-terminal a C-terminal del péptido, respectivamente. Como podemos
observar, este péptido posee un puente disulfuro formado entre la Cys 7 y la Cys 18
(numeracion dentro de la proteina) que obliga a la formacién de la vuelta que se
observa en el complejo y que puede contribuir a la respuesta antigénica del péptido.
Tal como indica Patarroyo y col.!®] la estructura secundaria de un péptido sintético
puede ser inducida para promover un mayor reconocimiento por parte del

anticuerpo.

A modo ilustrativo, a continuacion se muestra el péptido a sintetizar dentro de
la estructura del complejo en su representacion de van der Waals. Esto nos permite
identificar ain mas la importancia de este fragmento en el reconocimiento de la

proteina antigénica por parte del anticuerpo.
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-
Figura 53. Representacion de van der Waals del complejo. El péptido escogido para la

sintesis se encuentra representado por el color de sus atomos.

Sintesis, purificacion y caracterizacion del fragmento peptidico

escogido:

1234567 8 91011121314 1516
Péptido: (N-Terminal)-H T |C IDTNVPDNAA |C Y R-(C-Terminal) *

La sintesis del péptido se realiz6 en fase soélida bajo la estrategia Fmoc/tBu

empleando como soporte la resina cloruro de 2-clorotritilo cuya estructura es:

Oy
(-0

Figura 54. Estructura de la resina cloruro de 2-clorotritilo.

* La sintesis se llevé a cabo desde la regién C-Terminal a la N-Terminal por lo que el orden de acoplamiento es

inverso a esta numeracion.
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La resina empleada para esta sintesis ofrece una serie de ventajas tales
como: (1) es una resina economica y reciclable, (2) la reaccion de acoplamiento del
primer aminoacido transcurre con rapidez por sustitucion nucleofilica, y (3) no
necesita activacion del primer aminoacido a acoplar por lo que se evita racemizacion
del mismo. Sin embargo, posee una desventaja y es el hecho de que es muy
sensible al agua por lo que los solventes y reactivos deben estar secos,
particularmente en la fase de hinchamiento de la resina y acoplamiento del primer

aminoacido. 4

En cuanto a la mezcla acoplante empleada: HOBT/ TBTU, ésta también
ofrece una serie de ventajas: (1) tiempos de activacién cortos, (2) evita en gran
medida la racemizacion y, (3) permite el acoplamiento de aminoacidos impedidos

estéricamente. [+

Al iniciar la sintesis, se empled una sustitucion a la resina inferior a la
comunmente usada (generalmente de 0,7mmol/g) debido a que posteriormente se
pretendia llevar a cabo la formacion de un puente disulfuro intramolecular con el
péptido aun unido a la resina y, para favorecer la formacién del péptido ciclico, es

necesario que las cadenas peptidicas se encuentren distantes entre si.

Luego de acoplado el primer aminoacido, se emple6 una soluciéon de metanol
en medio basico para bloquear, a través de una sustitucion nucleofilica, los sitios
activos de la resina que no hubiesen sido previamente ocupados por el aminoacido.
Este procedimiento se realiza con la intencion de evitar que el siguiente aminoacido
a acoplar ocupe estos sitios, obteniéndose asi péptidos no deseados de menor

longitud.

En los protocolos de sintesis de péptidos en fase soélida por la estrategia
Fmoc/tBu suele reportarse el uso de piperidina para las desprotecciones sucesivas
de los grupos amino. Sin embargo, debido a que la piperidina es una sustancia

actualmente controlada, nos vimos obligados a emplear N-metilpiperidina como
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sustituto para la desproteccion de la mayoria de los aminoacidos. Esta metodologia
mostrd buenos resultados hasta que se procedié a la desproteccion del Asp 10, el
cual se encontraba unido a la Asn 11. En este punto, el ensayo de azul de
bromofenol indico que el aminoacido se encontraba aun protegido, a pesar de que
se intentd repetidas veces el procedimiento de desproteccion, incluso duplicando el

tiempo de reaccion.

Este hecho se le puede atribuir a que la asparagina (R) y el acido aspartico
(D) son aminoacidos voluminosos, y que juntos implican impedimentos estéricos
importantes que impiden que la N-metilpiperidina, con el grupo metilo unido al
nitrogeno, retire de forma eficiente el grupo Fmoc. En este sentido, Hachmann y
col.”® determinaron los tiempos de vida media de la reaccién de eliminacién del
grupos Fmoc para varios derivados de la piperidina (Tabla 9). Este trabajo sugiere
que la presencia de un metilo cercano al grupo amino implica un impedimento
estérico que aumenta el tiempo necesario para la remocién total del grupo Fmoc.
Entonces, si dicho efecto es observado para la 2-metilpiperidina, es de esperarse
que para la N-metilpiperidina el impedimento sea aun mayor y los tiempos de
reaccion sean muy largos, especialmente para aminoacidos impedidos como es el

caso de este trabajo.

Reactivo T1/2 (Min)
Piperidina 2,0
2-metilpiperidina 3,0

3-metilpiperidina 19

4-metilpiperidina 2,0

4-metilpiperazina 7,8

Tabla 9. Tiempo de vida media de la eliminacién del grupo Fmoc.[*”
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Debido a este inconveniente, fue necesario reanudar la sintesis desde el
comienzo bajo la misma metodologia hasta llegar al acople del Asp 10, donde se
empled para la desproteccion una solucion de piperidina al 20% en DMF. Este
procedimiento fue también aplicado para la desproteccién de otros aminoacidos en

los que se podria esperar el mismo problema, tales como la Pro 9y el Asp 5.

Adicionalmente, con la finalidad de estudiar mas en detalle lo ocurrido,
decidimos estandarizar el tiempo necesario para la eliminacion del grupo Fmoc en
aminoécidos impedidos estéricamente empleando N-metilpiperidina. Para ello
tomamos una pequefa porcién de la resina-péptido una vez acoplado el Asp 10y la
hicimos reaccionar con N-metilpiperidina a intervalos de media hora, luego de los
cuales la resina era lavada y examinada por el ensayo de azul de bromofenol. Este
andlisis determin6 que el tiempo necesario para completar la reaccion de
desproteccion con N-metilpiperidina es aproximadamente cuatro veces superior a

cuando se emplea una solucion de piperidina.

Una vez acoplados todos los aminoéacidos, se procedio a la acetilacion en la
porcion N-Terminal y antes de llevar a cabo la formacién del puente disulfuro, fue
retirado de la resina y liofilizado una pequefia porcidon del péptido por tratamiento con
TFA, condiciones bajos las cuales las protecciones Acm de las cisteinas
permanecen intactas. Esto se hizo con la intencién de realizar una HPLC analitica
que permita verificar la pureza del péptido hasta este punto y, como se puede
observar en el Anexo V, p. 134, el péptido lineal con los dos grupos protectores de
las cisteinas (Acm) posee alta pureza, por lo que se decidid continuar con la

oxidacion del péptido sin mayor purificacion.

Con el resto de la resina-péptido, se procedi6 a la reaccién de formacién del
puente disulfuro entre las cisteinas 3 y 14 a través de una oxidacion con yodo,
manteniéndose el péptido aun unido a la resina. Las cisteinas fueron protegidas con
grupos Acm debido a que estos son removidos por el tratamiento con yodo, con la

formacion simultanea del puente disulfuro, sin que se vean afectadas las
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protecciones de las cadenas laterales restantes ni la union del péptido a la resina.
De esta manera se disminuye las posibles reacciones colaterales, tales como una
migracion del grupo Acm a la cadena lateral de la treonina o la iodacion de la

tirosina. (46} [47]

Cabe destacar que la formacion de puente disulfuro en fase sdlida se
encuentra reportada con trifluoroacetato de talio (Ill) con la resina suspendida en
DMF, procedimiento que al parecer a dado muy buenos resultados realizando
simultaneamente el paso de desprotecciébn y oxidacion. En cambio, para la
formacién de puentes disulfuro en solucibn hay una gama mas amplia de
procedimientos disponibles tales como: (1) la remocién del grupo Acm con Hg(ll) o
Ag(l) seguida de la oxidacion con Oy; (2) el tratamiento con I, en una solucion de
metanol o &cido acético en agua; y (3) el tratamiento con trifluoroacetato de talio (111,
también disponible en solucién . Sin embargo, dada la falta del reactivo de Talio,
se decidio llevar a cabo el procedimiento con yodo reportado para la reacciéon en

solucion, adaptandolo a la reaccion sobre la resina.

Una vez llevado a cabo el procedimiento correspondiente a la formacién del
puente disulfuro, se clivd el péptido de la resina por tratamiento con TFA y se
liofilizd, obteniéndose 9 mg de un sélido blanco y un rendimiento de apenas 9,82%
(Tabla 10).

Masa Tedrica 91,648 mg

Masa Experimental 9 mg

Rendimiento Porcentual 9,82%

Tabla 10. Rendimiento de la sintesis del péptido

El bajo rendimiento obtenido en la sintesis se puede atribuir a una serie de
factores, tanto propios de la sintesis en fase soélida como relacionados a las

condiciones de trabajo y a la naturaleza de la secuencia. Antes que nada, debemos
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tomar en cuenta que la sintesis planteada en este trabajo implica dos pasos
sintéticos por aminoacido: uno de acople y uno de desproteccién de la funcion
amino; y, dado que el péptido escogido tiene una longitud de dieciséis aminoacidos,
podemos verificar que se trata de una sintesis de aproximadamente treinta y dos

pasos.

Mas alla de eso, el paso de hinchamiento de la resina y acople del primer
aminoacido son clave para el éxito de la sintesis. Estos son pasos que dependen
fuertemente de una agitacién eficiente y es posible que el sistema escogido no fuese
el mas adecuado. A esto se le suma el hecho de haber empleado una sustitucion a
la resina inferior a la comdnmente usada y que, si verificamos en la secuencia
mostrada anteriormente, el primer aminoacido a acoplar consistié en una arginina
(R), el cual posee un impedimento estérico importante y que suele ameritar tiempos

de acople largos.

Adicional a lo anteriormente expuesto, la reaccion de acoplamiento del primer
aminoacido no puede ser monitoreada por los ensayos cualitativos de azul de
bromofenol o ninhindrina, empleados en este trabajo. Unicamente podemos saber si
ha ocurrido o no la reaccién de acoplamiento una vez que el resto de los sitios
activos de la resina han sido bloqueados y el primer aminoacido ha sido
desprotegido, mostrandose una coloracién azul ante el ensayo con azul de
bromofenol. No obstante, este ensayo positivo no nos indica el grado de sustitucion
de la resina, que al parecer fue bajo a pesar de que se empled un tiempo de acople

superior a las dos horas para el primer aminoéacido.

Una vez pesado el producto obtenido se procedio a su purificacion y para ello
se realiz6 una HPLC semi-preparativa (Anexo VI.1, p.135), que mostré la aparicion
de algunas bandas de impurezas, producto de la manipulacién. El tiempo de
retencion del primer pico sugiere que éste corresponde al péptido deseado, el cual
fue aislado con facilidad. Sin embargo, debido a problemas técnicos del equipo de

HPLC durante el proceso de purificaciéon, hubo una pérdida importante del producto.
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El péptido puro fue liofilizado y pesado obteniéndose un total de 3 mg de un
solido blanco al cual se le realizdé un espectro de masas para su identificacion. El
espectro muestra que el péptido posee un peso molecular de 1976,94 g/mol (Anexo
VIIL.2, p.137), el cual no coincide con el valor esperado de 1832,96 g/mol. Sin
embargo, la diferencia del valor obtenido respecto al esperado coincide con la masa
correspondiente a dos grupos acetoamidometilo (Acm), protectores de las cadenas
laterales de las dos cisteinas presentes en la secuencia. Esto nos indica que todos
los acoples ocurrieron segun lo esperado pero, desafortunadamente, el puente
disulfuro no se logré formar. En su lugar, los grupos protectores Acm permanecieron
unidos a las cisteinas y, dado que dicho grupo es estable en TFA, la unién perduré

aun después del proceso de clivaje.

Adicionalmente, el espectro, en su relacién masa/carga (Anexo VIII.1, p.137),
muestra un pico en 989,80 m/z, que coincide con el valor M+2 del péptido con los
dos grupos Acm (~1976,94+2 /2). Esto concuerda con el hecho de que el espectro
fue tomado en modo positivo y que existe la presencia de dos aminoacidos con
cadenas laterales capaces de protonarse; a saber, Arginina (R) e Histidina (H).
También aparece un pico en 918,7 m/z (Anexo VIII.3, p.138), que coincide con el
valor M+2 del péptido oxidado (~1932,97+2/2); sin embargo, este pico posee menor

tamafo y se encuentra en medio de la zona de mayor ruido.

No obstante, el espectro muestra una serie de sefales que indican la
presencia de impurezas. Para determinar la importancia de dichas impurezas se
procedi6 a la determinacion de la pureza espectral del pico de interés en el
cromatograma de la HPLC semi-preparativa. En este analisis, se comparan los
espectros UV-Visible de varias secciones del pico con el espectro correspondiente al
apice del mismo y se detectan diferencias espectrales ante la presencia de
impurezas. Este estudio reveld la existencia de dos impurezas en el pico
cromatografico correspondiente al péptido, una ubicada al inicio del pico y otra al
final del mismo, donde el punto de mayor impureza corresponde al sefialado con la

letra M en el cuadro superior izquierdo del grafico de pureza, ubicado
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aproximadamente en 6,25 minutos (Anexo VII, p.136). Lamentablemente, la
resolucién no es suficiente como para lograr eliminar estas impurezas por completo;
sin embargo, las mismas se encuentran en muy baja proporcion respecto al péptido

de interés.
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CONCLUSIONES

Se logré reproducir con éxito la estructura cristalina reportada por Pizarro y

col.* de la MSP1 de Plasmodium con la regién Fab del anticuerpo G17.12.

Se obtuvo un modelo para la estructura del complejo entre la MSP1,9 de
Plasmodium vivax con la region Fab del anticuerpo G17.12 cuya energia
global fue de -336,33 Kcal/mol.

Las interacciones atractivas de Van der Waals y la formacion de puentes de

hidrogeno juegan un papel fundamental en la estabilizacion del complejo.

El 79,6% de los aminoacidos, no Glicinas ni Prolinas, del complejo se
encuentran dentro de las regiones del grafico de Ramachandran mas

favorecidas, permitiéndose asi la validacion geométrica de la estructura.

Al estudiar la estructura del complejo en su representacién de van der Waals,
se observa que existe una importante complementariedad geométrica entre la

PVMSP1,9 Yy las cadenas del anticuerpo Fab G17.12.

La PVvMSP1,9 establece un total de ochenta y seis (86) interacciones con el
anticuerpo FabG17.12, cuarenta y seis (46) de ellas establecidas con la

cadena liviana del mismo y cuarenta (40) con la cadena pesada.

El anticuerpo reconoce dos epitopos discontinuos, uno ubicado en la region
N-terminal que comprende los aminoacidos entre la Met 1 y el Asp 9, desde
el Asp 11 a la Arg 20 y pasando por la Leu 31; y otro ubicado en la region C-
terminal que va desde el Glu 80 a el Glu 84 y luego desde la Ser 89 hasta la
Ser 91.
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El anticuerpo Fab G17.12 reconoce epitopos semejantes, ubicados en la
region N-Terminal, para las proteinas MSP1l;9 de Plasmodium vivax y

falciparum.

El epitopo identificado en la regiéon C-Terminal de la MSP1,4 para P. vivax no

es hallado en el complejo con la proteina anéloga para P. falciparum.

En la estructura reportada para P. falciparum aparece una region de

reconocimiento entre 24 y 28 que no aparece en la estructura para P. vivax.

Se escogid para su sintesis un péptido compuesto por los aminoacidos que
estan comprendidos entre la His 5 y la Arg 20 de la PvMS1:9 con un puente

disulfuro entre las Cys 7 y la Cys 18 (numeracion dentro de la proteina).

El acople de los dieciséis aminoacidos se logro llevar a cabo con éxito aunque
no se logré formar el puente disulfuro deseado a través de una oxidacién con

yodo sobre la resina.
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RECOMENDACIONES

Repetir la sintesis del péptido planteado en este trabajo, teniendo especial
cuidado en la fase inicial de dicha sintesis y en la formacién del puente
disulfuro. Se sugiere afadir un aminoacido que no modifique
significativamente la naturaleza del péptido como una Ala, antes de la Arg-1.
Ademas se recomienda emplear 3-metilpiperidina para la desproteccién de la

funcién amino.

Probar otras técnicas y procedimientos para la formacion de puentes disulfuro

sobre resina.

Realizar los ensayos biolégicos de reconocimiento por parte de anticuerpos

de Plasmodium vivax y al péptido propuesto en este trabajo.

Llevar a cabo un estudio computacional exhaustivo del péptido planteado en
este trabajo, con la finalidad de verificar si el mismo conserva la estructura

tridimensional que posee el fragmento correspondiente dentro de la proteina.

Realizar la sintesis del fragmento de interaccion ubicado en la regiébn C-
Terminal de la PvMSPl,y y realizarle los ensayos biol6gicos de

reconocimiento por parte de anticuerpos de Plasmodium vivax.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Términos en inmunologia:

Adyuvantes: Sustancias que cuando se mezclan con un antigeno, mejoran su

iInmunogenicidad.

Anticuerpos: Proteinas producidas por el sistema inmune en respuesta a la
presencia de sustancias extrafias potencialmente dafinas que pueda ser una

amenaza para el organismo.

Anticuerpos monoclonales: Anticuerpos que han sido producidos artificialmente

contra un antigeno especifico.

Antigenos: Sustancias extrafias que se unen a los anticuerpos y que inducen

respuesta inmunitaria especifica.

Eritrocitos: Sinénimo de glébulos rojos.

Hepatocitos: Células del higado.

Inmunidad: Reaccién del cuerpo a sustancias extrafias, incluyendo a los
microorganismos asi como las macromoléculas tales como proteinas, polisacéaridos,
sin que dicha reaccién tenga una repercusion fisiol6gica o patoldgica.

Inmunidad especifica: Inmunidad estimulada tras la exposicion a agentes
infecciosos y presenta una respuesta especifica que tiene la capacidad de generar

memoria inmunitaria.

Inmunidad humoral: Inmunidad especifica donde participan moléculas de la sangre

gue son las responsables de reconocer y eliminar a los antigenos.


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/002467.htm
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Inmunogenicidad: Propiedad que permite a una sustancia inducir una respuesta

inmune detectable.

Linfocitos: Componentes de la inmunidad especifica y sus productos son los

anticuerpos.

Linfocitos B: Células de la inmunidad humoral, los cuales responden a la presencia

de antigenos extrafios transformandose en células productoras de anticuerpos.
Parasitemia: Contenido cuantitativo de parasitos en la sangre. Es usada como una
medida de la carga parasitaria en el organismo y como un indicativo del grado de

infeccion.

Reactogenicidad: Capacidad de los farmacos o vacunas para producir reacciones

adversas.

Rmsd: Es la medida de la distancia promedio entre cadenas principales de

proteinas superpuestas.

Términos en Docking:

Virtual screening: Evaluacion automatica de una biblioteca considerablemente

grande de compuestos. (Walters y col.)

Enlace salino: Enlace ionico relativamente deébil entre las cadenas laterales
cargadas negativa y positivamente de una proteina. Ademas contribuye a la

estabilidad de la estructura.

Estructura nativa: Estructura de una molécula cuando esta libre en solucién, en su

estado no acomplejado.
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Estructura Pseudo-nativa: Estructura de la molécula cuando esta acomplejada a
otra, diferente a la usada para el docking.
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Términos energéticos de las primeras diez soluciones obtenidas por FireDock para el complejo PfMSP1,9-Fab

G1lr7.12.

E total | EVdWayrac | EVdW,ep | Esol | Erot | Eaelec ¢ | Efelec c | Edelec | | Erelec 1| Ens Em-mm | Ecat-r | Ealiph
1 |-70,96 | -42,72 9,50 8,11 | 18,42 | -48,48 | 0,00 | -8,65 | 0,00 | -8,26 | -1,50 0,00 0,00
2 | -57,04 -27,17 1499 |-1,15| 21,27 | -27,20 0,00 | -2,56 | 0,00 | -6,29 -9,00 0,00 0,00
3 | -56,76 | -38,32 2291 | 094 | 21,30 | -7,90 0,00 | -9,81 | 11,96 | -10,10 | -4,50 0,00 0,00
4 | -49,86 -28,21 17,50 | 4,36 | 21,37 | -109,56 | 14,07 | -5,75 | 16,84 | -7,24 -1,50 0,00 -1,50
5 | -4,599 -24,61 7,14 0,15 | 19,25 | -30,50 0,00 0,00 0,00 | -3,96 -4,00 -1,50 0,00
6 | -42,74 | -20,66 6,59 |-0,69|21,18| -19,33 | 0,00 | -5,75 | 4,20 | -1,50 | -9,00 0,00 0,00
7 | -42,64 | -23,32 10,42 | 0,78 | 19,57 | -34,38 | 2,83 | -357 | 9,31 | -2,76 | -10,00 | 0,00 0,00
8 | -42,58 -34,22 2550 | 9,24 | 18,09 | -21,20 0,00 | -8,78 | 1,92 | -8,43 -3,00 -1,50 0,00
9 | -40,66 -32,65 28,89 | 2,42 | 17,12 0,00 0,00 |-14,15| 4,68 | -4,47 -3,00 0,00 -0,50
10 | -37,79 | -23,05 8,34 3,21 | 18,86 | -25,60 | 34,31 | -2,43 | 4,41 | -6,75 | -9,00 0,00 0,00
*Leyenda:

EVdW.arac, EVAW ep: Atractiva y repulsiva de van der Waals; Esol: Energia de solvatacion; Erot: Energia interna; Eaelec c,

Ereiec_c: Electrostatica atractiva y repulsiva a corta distancias; Eaelec 1, Erelec - Electrostatica atractiva y repulsiva de larga

distancia; Eng: Puentes de hidrogeno; Em-1r, Ecat-11, Ealiph: Interacciones 1-11, interacciones cation-1r y interacciones

alifaticas.
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Términos energéticos de las primeras diez soluciones obtenidas por FireDock para el complejo PvMSP1,¢-Fab

G1lr7.12.

E total | EVdWagac | EVAW,ep | Esol | Erot | E@eec ¢ | Efelec ¢ | E@clec | | Efelec 1| Ens | Em-1 | Ecat-1r | Ealiph
1 | -58,20 | -28,96 17,88 | -1,14 | 20,45 | -55,62 | 0,00 -9,55 | 0,00 | -5,08 | -1,50 | 0,00 | 0,00
2 | -56,58 -26,30 13,13 | -1,98 | 25,24 | -64,91 0,00 -5,47 194 | 460 | -1,50 | 0,00 0,00
3 | -55,57 | -25,30 9,92 -1,96 | 23,30 | -54,39 | 0,00 -8,39 | 1,77 | -406 | -1,50 | 0,00 | 0,00
4 | -54,94 | -35,26 15,45 | 4,23 | 17,54 | -1793 | 0,00 | -10,84 | 5,74 | -6,92 | -500 | 0,00 | 0,00
5 | -53,97 -31,51 13,27 1,47 | 25,45 | -30,67 0,00 0,00 0,00 | -2,78 | -3,50 | 0,00 1,50
6 | -53,11 | -38,16 24,12 | 7,33 | 21,84 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |-10,85| -8,00 | -1,50 | 0,00
7 | -51,57 | -37,15 26,46 | 7,00 | 19,49 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |-11,54 | -8,00 | -1,50 | 0,00
8 | -50,08 -24,47 14,05 | -7,77 1793 | -32,86 | 17,41 | -8,00 7,88 | -3,87 | -2,00 | 0,00 0,50
9 | -48,74 -29,41 14,84 0,61 |19,23| -3,91 0,00 -2,31 3,30 | 4,47 | -1,50 | -3,00 0,00
10 | -47,01 | -27,49 16,15 | -1,43 | 24,12 | -16,63 | 0,00 -6,02 | 0,00 | -3,27 | -3,00 | 0,00 | 0,00

*Ver leyenda Anexo |

**Estos resultados permanecieron invariables en los diez analisis.
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Archivo de salida de RosettaDock.

Por simplicidad solo se mostraran las primeras diez filas de cada tabla. Unicamente la tabla de interacciones entre

aminoacidos se muestra completamente en el anexo IV.

(1) Tabla de coordenadas de los atomos en el complejo:

ATOM 1 N MET C 1 -11.384 18.645 51.285 1.00 0.00
ATOM 2 CA MET C 1 -12.415 19.712 51.211 1.00 0.00
ATOM 3 C MET C 1 -13.687 19.144 50.517 1.00 0.00
ATOM 4 0 MET C 1 -13.611 18.74% 49.351 1.00 0.00
ATOM 5 CB MET C 1 -11.867 20.924 50.461 1.00 0.00
ATOM 6 CG MET C 1 -12.809 22.119 50.421 1.00 0.00
ATOM 7 SD MET C 1 -12.256 23.403 49.281 1.00 0.00
ATOM 8 CE MET C 1 -10.693 23.863 50.023 1.00 0.00
ATOM 9 H MET C 1 -10.690 17.927 51.335 1.00 0.00
ATOM 10 HA MET C 1 -12.700 20.023 52.216 1.00 0.00

(2) Tabla de las energias por aminoacido en el complejo con su respectivo valor total al final:

res aa Eatr Erep Esol EhZ2o sol Eaa Edun Eintra Ehbnd bb Ehbnd sc Epair Eref Egb EhZ2o Eh2o hb Ecst Eres
1 MET -4.8 D.6 1.7 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 -1.
2 SER -4.1 0.3 2.8 0.0 -0.2 0.9 0.0 -0.4 -0.4 -0.3 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 -1.
3 SER -4.2 0.3 2.4 0.0 0.0 0.7 0.0 0.0 -0.5 -0.3 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 -1.
4 GLU -4.3 0.0 3.3 0.0 -0.3 2.8 0.0 0.0 -1.1 -0.5 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 -0.
5 HIS -6.1 0.2 3.5 0.0 0.0 1.3 0.0 -0.6 -0.4 -0.3 -0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 -1.
& THR -3.4 0.2 2.4 0.0 -0.2 0.1 0.0 -0.4 -0.4 -0.1 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 -2.
7 cYs -2.5 0.1 1.7 0.0 0.1 0.3 0.0 0.0 0.0 -4.0 -1.7 0.0 0.0 0.0 0.0 -2.
8 ILE -3.2 0.2 2.3 0.0 -0.6 0.6 0.0 0.0 -0.5 0.0 -0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 =0.
9 ASP -1.¢ 0.0 1.4 0.0 0.1 0.3 0.0 0.0 -0.3 0.1 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0 =-0.
10 THR -2.1 0.1 1.5 0.0 -0.1 0.2 0.0 0.0 -0.4 0.0 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 -1.

totals -1l&06.1 BE5.9 B24.9 0.0 -52.7 408.4 0.8 -232.2 -73.3 -73.6 65.1 0.0 0.0 0.0 0.0 -3.

o D=l Wwm DWW m ]
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(3) Tabla comparativa de Energia calculada menos Energia esperada por aminoacido ademéas de un término que

expresa el grado en el que se compacta cada aminoacido dentro del complejo:

res chain aa nb Eatr Erep Esol Eaa
1 C MET 26 0.1 0.2 -0.2
2 ¢ SER 27 -0.4 0.1 0.4 -0.
3 C SER 23 -0.8 0.1 0.1
4 C GLU 20 0.0 -0.3 0.4 -0.
5 < HIS 21 -0.8 -0.3 0.7
5] C THR 24 0.5 -0.1 0.0 -0.
7 C cy¥s 21 0.8 -0.8 -0.2
] C ILE 12 -0.4 -0.1 1.1 -0.
9 C AsSP 10 0.7 -0.2 -0.3
10 C THR 14 0.6 -0.1 -0.2

0.

0.

0.

0.

0.
0.

[l B 00 e I o e Y e T S o

Edun

-1.

0.
-0.

0.
-0.
-0.
-0.
-1.
-1.
-0.

(SR I = T PV N I, S S Y]

Eintra
0.
0.
0.

Lo QT e T s T s Y s

ooMNMOoODOoORPOoOOoOoOOo

Ehbnd
1.

Lo Ty s e s o o Y Y Y

[PV I Ve Y S S VRS B B

Epair
0.
-0.
-0.
-0.
-0.
0.
-4 .
0.
0.
0.

oo oo

E1J

0.
-0.
-0.
-0.
-1.

0.
-0.
-0.

0.

0.

N N s L - e

Eres

-0.
0.
0.
0.

-0.
0.

-3.

-1.

-0.
0.

[ RS R N I T S T S

ShSApack

15.
10.
3.
.22
.21
.28
3.
11.
0.
6.

8
7
14

08
99
24

59
02
81
33

res rms sasaprob

il el R e |

(4) Lista de Energia total calculada menos la Energia total esperada en los diferentes ambientes

aminoécidos de la superficie, aminoacidos no expuestos y aminoacidos expuestos

Eatr Erep Elj
buried 0.4 1.1 1.5
middle 0.6 0.8 1.4
surfac 0.4 2.2 2.7

.20 0D.006
.22 0.044
.20 0.404
.11 0.142
.11 0.2%4
.15 0.010
.26 0.331
.40 0.033
.59 0.404
.64 0.0852

del complejo:

(5) Tabla de la energia de interaccién entre los pares de aminoacidos implicados en la interfase (Esta apararece

completa en el Anexo 1V)
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(6) Tabla de la resta de los angulos ¥, ® y w iniciales menos los finales para cada

aminoacido:
res aa chil chi? chi3

1 MET 10.27 33.36 128.41

2 SER 136.03 120.00 0.00

3 SER 126.50 120.00 0.00

4 GLU 97.69 106.51 45.46

5 HIS 4.82 12.30 0.00

6 THR 2.90 120.00 0.00

7T CYS 0.00 0.00 0.00

8 ILE 3.00 126.96 0.00

9 ASP 0.00 0.00 0.00

10 THR 0.00 0.00 0.00
(7) Lista de las coordenadas de los centroides de las moléculas receptora y ligado:
docking partl centroid ( -4.982, 28.513, 53.490)
docking part2 centroid ( -12.018, -9.381, 37.123)
docking centroid bond ( 7.036, 37.894, 16.368)
docking contact point ( -8.500, 9.560, 45.307)
docking normal ( 0.168, 0.905, 0.391)
docking parallell ( 0.986, -0.154, -0.067)
docking_parallelZ ( 0.000, 0.397, -0.918)

(8) Tabla de valores absolutos de los angulos W, ® y w de cada aminoacido en el

complejo:

res

[

O WOy

dd

MET
SER
SER
GLU
HIS
THR
CYSs
ILE
ASP
THR

chil

-175.
T6.
-61l.
-lce.
-71.
58.
-71.
-37.
=72.
-59.

562
995
102
237
215
590
407
435
598
607

chi?2

-169

180.

60.
=17,
lel.
179.

-61.
-12.

59

.454
000
000
591
697
995
.000
5848
399
.996

chi3

-62.

188
.000
.000
.375
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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ANEXO IV

Términos de energia de interaccion de la interfase en el complejo final

PVMSP119-FabG17.12 refinado por RosettaDock y aminoacidos implicados.

En las siguientes tablas se muestran los términos de energia de interaccion
entre los pares de aminoacidos (aminoacido 1 y 2). Los aminoacidos se encuentran
referenciados primero por la cadena a la cual pertenece, bien sea la PvMSP19
(Cadena C), la cadena pesada del FabG17.12 (Cadena D) o la cadena liviana del
FabG17.12 (Cadena E), luego por el niumero del aminoacido dentro de la cadena
implicada y finalmente por la abreviatura del nombre del aminoacido. Por ejemplo,
en la primera fila se lee que la Met-1 de la PvMSP1,g interactla con la Tyr-32 de la

cadena pesada del anticuerpo.

Los términos contribuyentes a la interaccion son:

Eatrac: Energia atractiva de Lennard-Jones.

Erep: Energia repulsiva de Lennard-Jones.

Esol: Energia de solvatacion.

Ehbnd: Energia por formacion de puente de Hidrégeno.

Epair: Interaccion estadistica entre pares de AA.

*estas son las siglas con las que se encuentran los términos en el archivo de salida de
RosettaDock.
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aal
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
GLU
GLU
GLU
GLU

res2

RO RERODODOEEERREAERORFEERF@REAEEDD

32
91
95
96
97
98
99
100
10028
91
50
52
95
97
91
94
96
35
47
49
50
58
95
96
50
52
54

aaz
TYR
FPHE
ASN
TYR
TYR

PHE
ASP
GLY
PHE
TRP
ASN
ASN
TYR
PHE
SER
TYR
GLN
TRP
GLY
TRP
GLN
ASN
TYR
TRP
ASN
SER

total

.23
.15
.06
.00
.88
.02
.02
.76
.06
.22
.58
.02
.11
.46
.25
.10
.33
.02
.21
.00
.16
.60
.06
.01
.80
.02
.03

Eatr

.60
.32
.11
.03
.28
.03
.03
.85
.12
.26
.98
.09
.57
.18
.84
.01
.10
.11
.52
.01
.86
.81
.26
.01
.08
.00
.00

Erep
.00
.00
.00
.00
.04
.00
.00
.02
.00
.00
.01
.00
.05
.08
.11
.00
.00
.00
.00
.00
.54
.00
.00
.00
.00
.00
.00

[ T e Y Y e T s e Y s Y e T s e T e e Y s O e T Y s T s O e T e T o o e T s Y s Y e T e

Esol
.37
.17
.17
.03
.36
.01
.01
.59
06
.04
.40
.17
72
.64
A7
.03
.72
.20
.31
.01
.16
.24
.34
.02
.28
.00
.00

[ T e Y Y e T e e T e e T s Y e T e e Y s O e T Y s T s Y e e O e s o T s O s Y e T e

Ehbnd

[ T s e Y e T s e Y e T e T s Y e T e e Y s T e T s Y s T s O e e e s Y e T e Y s Y e s

0.
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.94
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

00

Epair

0.
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.10
.10
.00
.00
.12
.00
.07
.00
.00
.00
.02
.14
.00
.00
.02
.03

|
[ e Y s Y s T s Y e T e e s T e T s Y o T s Y e Y e T e s e T e O T e s

[
[ T e o

00

DO O 000 0000000000000 000000000

Egb
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

Ecst
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

DO O 000 0000000000000 000000000

Eplane

Q.
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

DO OO0 00 000000000 000000000000

Qo
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Eh20 Eh20_hb

DO O 000 0000000000000 000000000

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

Q.
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

DO OO0 00 000000000 000000000000

Qo
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[s=iuiasiye s e B B o I LI+ ) s T 0 B o L T o RIS ) IR 3 (R = T =yt ]

e e e e e e el e
(€ IS S S S VI SIS I SR ST

aal res?Z
GLU E 56
GLU E 57
GLU E 58
HIS E 52
HIS E 97
THR D 32
THR D 91
THR D 92
THR D 93
THR D 94
THR D 96
THR E 58
CYsS D G2
CYS D 93
ILE D 93
ILE D 94
ILE D 96
ASP D 93
ASN D 29
VAL D 29
VAL D 30
VAL D 92
PEO D 29
PEO D 30
ASP D 2TA
LASP D 29
LASP D &7
ASN D 29
ASN D 31

aaz
VAL

PRO
GLN
ASN
TYR
TYR
PHE
HIS
HIS
SER
TYR
GLN
HIS
HIS
HIS
SER
TYR
HIS
SER
SER
SER
HIS
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER

total

.17

.00
.51
.11
.37
.17
.19
.02
.00
.13
.26
.01
.01
.12
.76
.16
.00
.02
.03
.54
.03
.07
.17
.01
.02
.02
.00
.02
.00

Eatr
-0.
-0.
.16
.19
.65
.14
.51
.02
.00
.00
.49
.00
.08
.54
.12
.26
.01
.03
.01
77
.39
.07
.73
.01
.00
.42
.00
.13
.00

14
01

Erep

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

.00

.00
.00
.00
.00
.00
.15
.00
.00
.00
.16
.00
.00
.00
.31
.00
.00
.00
.00
.32
.00
.00
.09
.00
.00
.00
.00
.00
.00

DDDDDDDDDDDDDDI—‘DDDDDDDDDDDDDD

Esol

.03

.01
.74
.19
.28
.02
.17
.04
.00
.00
.83
.00
.05
.42
.25
.10
.01
.01
.06
.66
.36
.00
.48
.02
.01
.47
.00
.11
.00

Ehbnd

DDDDDOGGDDDDDDDDDDDOGDDDDDDDD

.00

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.17
.00
.00
.00
.20
.00
.00
.00
.00
.75
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

Epair
0.
0.
0.
0.
.00
.00
.00
.00
.00
.13
.00
.01
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.01
.00
.00
.00
.00
.00
.02
.08
.00
.00
.00

Lo I I R o R o o e Y e Y e e e Y o e Y o e Y o O o O o e O e R e R e [

[an]

0o
0o
0%
12

Lo O o o o o o o o e Y e Y o Y e o Y o J o O o O o o o e o Y o o Y o Y o Y o Y o Y
.

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

Egb
0o

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

L e e e T e i Y e e J s Y e J i Y e J i Y e JO e N i Y e O e O e JO i J e e J i Y e J s Y s e

Ecst Eplane

.00 .00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
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EhZo EhZo hb

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

.00

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

00|
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
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resl
15
le
1le
17
17
18
18
19
20
26
31
80
80
81
82
82
82
83
83
83
83
83
83
83
83
84
89
90
90

aal res?

ASN D Y]
ALA D 29
ATLA D 30
ATA D 30
ATLA D 32
CYS D 30
CYS D 32
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ANEXO V

Cromatograma HPLC del péptido crudo antes de la reaccién de oxidacion.

Sample Name: Pep1_AG Acquired By : System
Sample Ty pe: Unknown Date Acquired: 11/11/2008 17:23:59
Vial: 1 Acq. Method Set: peptidosMS
Injection #: 1 Date Processed: 13/12/2008 15:48:10
Injection Volume: 1,00 ul Processing Methot peptidosMP
Run Time: 30,0 Minutes Channel Name: Wvin Cht
Sample Set Nam¢ Proc. Chnl. Descr PDA 305,0 nm
0,030~ d
1 P
@
] 9 |
0,025 d 1
i b2
I
<4 ‘L
0,020 EF

4 |
. ” y g g VA —— —r—
e B e S T =TT e i L S e {
2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00 14.(')\/(‘3 t16,00 18,00 20,00 22,00 2400 2600 2800 30,00
nutes

Gradiente: 10-80% acetonitrilo en agua en 30 min.



ANEXO VI

Cromatograma HPLC del péptido luego de la reaccion de oxidacion.

Sample Name: pepAGox_80_luna_dia3 Acquired By: Sy stem
Sample Ty pe: Unknown Date Acquired: 16/12/2008 15:59:09
Vial: 1 Acq. Method Set: peptidos1
Injection #: 1 Date Processed: 27/01/2009 15:28:17
Injection Volume: 1,00 ul Processing Metho peptidosMS217
Run Time: 40,0 Minutes Channel Name: Wvin Ch1
Sample Set Nam¢ Proc. Chnl. Descr PDA 217,0 nm
1,40- : i _
] 3 3
1,204 ? |
| §, |
R |
1,001_ 3 |
] 3
0,80~ ]
2 |
< 1 |
0,60+ .
] |
0,40~ /
|
0,20 l
|
l
0,00 |
_T__s-b_oA S ‘10A,“00’ o '15j00' '”"2(;(;—‘_*;;5(7) o '30360‘ S >‘3sfvo-tb)“
Minutes

Gradiente: 15-80% acetonitrilo en agua en 30min.
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ANEXO VII

Pureza del pico cromatografico del péptido
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ANEXO VI
(1) Espectro de masa/carga del producto final.
° 497.70
3.5e5 ] 817.70
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" g46.p0_865.70
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(3) Acercamiento en laregion 912-923 m/z

1.5e5 916.70 91820
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