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Introducción

El reconocimiento molecular de carbohidratos por parte de protéınas es un fenómeno

recurrente en la naturaleza, el cual permite la realización de varias funciones fisiológi-

cas en diversos organismos. Los anticuerpos, enzimas, protéınas de transporte y lectinas

son ejemplos de protéınas con capacidad de interactuar con carbohidratos. En particular

las lectinas han captado la atención debido a su capacidad de interactuar con antibióti-

cos, fitohormonas, polifirinas y carbohidratos con una especificidad a nivel micromolar

[Leyva et al., 2019]; [Parasuraman et al., 2014]; [Bhattacharyya and Brewer, 1988]. Esta

interacción les da la capacidad de aglutinar células, lo que también ha potenciado su uso

en la industria e investigación [Cavada et al., 2020]. Las lectinas se encuentran en todo tipo

de organismos, desde virus y bacterias hasta plantas y animales [Lis and Sharon, 1998]. En

cada uno de estos organismos, las lectinas tienen una función biológica diferente. En plantas

tienen un papel importante en germinación, crecimiento, transporte y almacenamiento de

carbohidratos, aśı como en mecanismos de defensa [Kumar et al., 2012]. Microorganismos

patógenos cuentan con lectinas en la superficie celular, que actúan como receptores de la

célula hospedera y que tienen la finalidad de llevar a cabo la infección [Nizet et al., 2017].

En humanos, estas protéınas forman parte del sistema inmune, ya que pueden adherirse a

la membrana celular de bacterias, modificar la porosidad de esas células y provocar lisis

celular [Chettri et al., 2021].

En 1880 Peter Hermann Stillmark reportó un factor aglutinante de eritrocitos en el

extracto de la planta Ricinus communis, el cual fue llamado ricina. Estudios posteriores

sobre el extracto de la planta Abrus precatorius, reportaron la presencia de otro factor

aglutinante llamado abrina [Sharon and Halina, 2004]. Simultáneamente, se encontró que

la N-acetilgalactosamina se une a la ricina con gran afinidad, evitando la aglutinación
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6 CAPÍTULO 2. INTRODUCCIÓN

[Wu et al., 2006]. Un mecanismo similar es el de la abrina con la D-galactosa (Herrman et

al., 1980). En 1890, Paul Ehrlich realizó una serie de experimentos en ratones, en los cua-

les administró dosis letales de ricina, seguidas de D-galactosa, y dosis de abrina, seguidas

de N-acetilgalactosamina. Ninguno de los ratones sobrevivió [Sharon and Halina, 2004], lo

que indica que la ricina y la abrina no interactúan no interactúan con las azúcares admi-

nistradas subsecuentemente. Esto sugiere que las lectinas presentan gran especificidad por

ciertos ligandos. En otro estudio se inyectaron varias dosis subletales en modelos animales

para cada lectina y se vio que, tras un tiempo, adquiŕıan inmunidad a la lectina respectiva,

lo cual sentó las bases para estudios en inmunoloǵıa [Sharon and Halina, 2004].

En 1965, [Aub et al., 1965] reportó una protéına con la capacidad de aglutinar células ma-

lignas a partir de cambios en la composición del glicocaliz de las células [Chettri et al., 2021].

Se trataba de una lectina proveniente del germen de trigo (Triticum aestivum), por lo que

posteriormente se le nombró aglutinina de germen de trigo (AGT). Esta lectina tiene

como función proteger a la planta contra organismos patógenos e insectos; presenta afini-

dad por el ácido siálico y N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) [Lis and Sharon, 1998]. Esta

última molécula forma parte de la quitina, que es el componente principal del exoesque-

leto de insectos y de la membrana celular de hongos filamentosos, bacterias y levaduras

[Uehara and Park, 2004]. La unión de la AGT a GlcNAc interrumpe la integridad estruc-

tural de la membrana y causa la muerte del organismo [Balčiūnaitė M and Dzikaras, 2021].

La caracteŕıstica aglutinante de estas protéınas proviene de tener múltiples sitios de unión,

en los que puede darse el entrecruzamiento de células, causando la precipitación. Esta pro-

téına se encuentra forma de d́ımero y cada monómero está compuesto por 171 aminoáci-

dos (17 kDa). El plegamiento nativo de estas subunidades forma cuatro regiones de 43

aminoácidos, conocidas como dominios A, B, C y D, respecto al orden de la secuencia en

la que se forman, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura cristalográfica de
la AGT. (PDB: 2UVO) con la letra corres-
pondiente a cada dominio.

Los dominios presentan un alto ı́ndi-

ce de similitud en secuencia, lo que les da

la caracteŕıstica de tener un plegamiento

idéntico como se muestra en la Tabla 1,

donde se observa la posición de cada resi-

duo y si se conserva en cada dominio (mar-

cado con *). Su estructura secundaria con-

siste en una hélice alfa y dos láminas be-

ta, conectadas por tres puentes disulfuro

(PdS), los cuales confieren gran estabilidad

[Feige et al., 2018].

Tabla 1. Secuencia de los aminoácidos

de todos los dominios de la AGT. Las cistéınas que forman los PdS se encuentran marcados

con amarillo y los residuos que se conservan están marcados con *.

La AGT cuenta con cuatro sitios de unión a carbohidratos por monómero, los cuáles

están formados por 11 residuos: 2 aromáticos, 8 polares neutros y 1 polar cargado, de

acuerdo con [Tellez et al., 2011]. La interacción entre el sitio de unión y el carbohidrato

está dirigido por puentes de hidrógeno (P-H) e interacciones de van der Waals. El dominio

A interacciona con el ligando a través de los residuos Ser19, Tyr21, Tyr23, Tyr30, utili-

zando la enumeración correspondiente a la Tabla 1. En el dominio B la interacción es

con los residuos Ser19, Tyr21, Tyr24, Ala28, Glu29, Tyr30. Por otro lado, el dominio C

interacciona con Ser19, Trp21, Phe23, Asp29, mientras que el dominio D con Ser19, Trp21,

Ser23 y Tyr30. Todas las Ser correspondientes a la posición 19 forman P-H, mientras

que los residuos aromáticos mantienen interacciones electrostáticas de tipo hidrofóbico

[Muraki et al., 2002], [Tellez et al., 2011].

Otra peculiaridad de estos sitios de unión es que son una oquedad ubicada en un lugar

estratégico del péptido, dado que queda rodeado por tres PdS [Hernández et al., 1995].
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Esto podŕıa tener implicaciones en su especificidad y afinidad, debido a la estabilidad y

restricción de movimiento que le confieren al sitio de unión [Parasuraman et al., 2014]. No

obstante, esto no ha sido corroborado experimentalmente.

Debido a sus propiedades biof́ısicas y bioqúımicas, la AGT ha sido utilizada en tra-

tamientos contra leucemia [Ryva et al., 2019], ingenieŕıa de tejidos [Teuschl et al., 2014],

detección de agentes patógenos en fluidos humanos [Murakami et al., 2014] e identificación

temprana de diferentes tipos de cáncer [Neutsch et al., 2014], incluso se ha utilizado como

marcador para rastrear anatómicamente el desarrollo de la barrera hematoencefálica de

ratones [Gómez-González et al., 2011]. En este último estudio la AGT fue conjugada con

la enzima peroxidasa de la Armoracia rusticana (AGT-PAR) y su actividad fue captada

utilizando 3,3’-diaminobenzidina (DMA). Se utilizó la AGT dado que esta se une a la su-

perficie celular mediante el ácido siálico y GlcNAc. A través de endocitosis, la AGT-PAR

logra entrar a la célula cerebral endotelial, donde puede ser reconocida por endosomas y

por el aparato de Golgi para después hacer exocitosis y ser liberada en el lado ablumi-

nal [Gómez-González et al., 2011]. El producto de la reacción de la AGT-PAR con DMA

se encuentra en la hendidura perivascular y macrófagos, dentro de 3-12 hrs después de

suministración intravenosa [Broadwell et al., 1988].

Se ha propuesto utilizar esta protéına como veh́ıculo para acarreamiento de fárma-

cos suministrados por v́ıa oral debido a su capacidad de adherirse a células intestina-

les y ser internalizada rápidamente en el citoplasma de células enteroćıticas humanas

[Wirth et al., 2002]; [Dalla Pellegrina et al., 2005]. [Liu et al., 2011] reportaron un meca-

nismo de endocitosis y exocitosis v́ıa filamentos de actina y microtúbulos, en el que el

proceso de endocitosis culmina en el centro de organización de microtúbulos (MTOC),

donde también comienza el proceso de exocitosis. Por otro lado, se ha reportado que esta

protéına modificada con nanopart́ıculas de polietilenglicol y poliácido láctico facilitó la in-

gesta de un rastreador fluorescente en el sistema nervioso central [Gao et al., 2006]. Esto

asentó las bases para realizar un estudio en el que el mismo grupo de investigadores de-

mostró que la AGT conjugada con nanopart́ıculas liṕıdicas y suministrada v́ıa intranasal

es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica y acarrear péptidos vasoactivos intesti-

nales, con el fin de combatir enfermedades neurodegenerativas [Gao et al., 2007]. También

se ha utilizado para el acarreamiento de fármacos poco solubles en agua mediante nano-

part́ıculas liṕıdicas [Liu et al., 2011]. Es importante notar que en todos los estudios que se



9

han realizado con la AGT como veh́ıculo de administración de fármacos, la protéına está

conjugada de manera que el ligando llegue al receptor indicado. La necesidad de conjugar

a la AGTco para que pueda ser utilizada como acarreador de fármacos, abre la posibilidad

de poder mejorar este mecanismo y hacerlo más práctico y accesible. Por otro lado, no

se tienen reportados los mecanismos de estabilidad de esta protéına, los cuales podŕıan

estar involucrados en la eficiencia con la que la AGT lleva a cabo sus funciones fisiológicas

y aplicaciones en las que se ha utilizado, además de abrir la posibilidad de proponer un

mecanismo de acarreo de fármacos que sea únicamente por interacciones moleculares sin

que tenga que llevarse a cabo una conjugación. Esto revelaŕıa un potencial por parte de

la AGT que no ha sido explotado.

Antecedentes

En el grupo de investigación del Dr. Garćıa Hernández se han realizado estudios sobre

plegamiento y homodimerización de la AGT [Tellez et al., 2011], aśı como la caracteriza-

ción biof́ısica de dicha protéına y sus cuatro dominios [Leyva et al., 2019]. En este último

estudio obtuvieron la constante de unión y la firma termodinámica de la unión entre

quitotriosa y los cuatro dominios. Este ensayo demostró que la interacción está guiada

principalmente por el componente entálpico. Mediante calorimetŕıa diferencial de barrido

se observó que la protéına tiene un desplegamiento complejo de varias etapas, debido a que

cada dominio posee una temperatura media de fusión espećıfica (Tm), como se muestra

en la Tabla 2.

Tabla 2. Tm correspondiente a cada dominio.

Valores tomados de [Leyva et al., 2019].

Dominios
Temperatura media

de fusión (°C)

A 80

B 92

C 86

D 67

Esta diferencia en termoestabilidad podŕıa estar teniendo un papel importante en las



10 CAPÍTULO 2. INTRODUCCIÓN

propiedades biomédicas y biotecnológicas atribúıbles a la AGT. Se sabe que la estabilidad

en protéınas va asociada con interacciones moleculares como puentes de sal y P-H, aśı

como una tendencia a formar estructura secundaria [Panja et al., 2020]. Sin embargo, el

origen molecular de las diferencias de estabilidad entre los dominios de la AGT no ha sido

elucidado.

El comportamiento de una protéına en una solución se ve de la siguiente forma:

P D

Donde P indica el estado plegado y D el desnaturalizado. Por lo tanto, existe una constante

para cada estado en el que puede estar la protéına, es decir, una constante de desnatura-

lización y de plegamiento nativo.

P
KD

KP
D

Con base en la reacción anterior se define la constante de equilibrio de la siguiente manera:

Keq =
KD

KP
=

[Protéınadesp]

[Protéınapleg]
(1)

Cuando se habla de estabilidad térmica de protéınas es necesario tomar en cuenta un

parámetro que indique la enerǵıa del sistema que se esté analizando. Por lo tanto, la es-

tabilidad térmica de una protéına se define cuantitativamente por el cambio de la enerǵıa

libre de Gibbs del desplegamiento, a través de la ecuación.

∆G = −RTln(Keq) (2)

Donde R, es la constante de Boltzman y T es la temperatura. Notemos que si la protéına

tiene la misma tendencia a desnaturalizarse o mantener su plegamiento, entonces:

[Proteinadespleg] = [Proteinapleg]

=⇒ Keq = 1

=⇒ ∆G = 0.

(3)

La temperatura a la que sucede este fenómeno se le conoce como temperatura media

de fusión (Tm) y se utiliza como parámetro para describir la termoestabilidad de protéınas

[Miotto et al., 2019]. Todas las protéınas presentan un comportamiento similar respecto a
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Figura 2. Curva de estabilidad de protéınas. Los puntos donde la gráfica toca el eje
X indican las dos Tm, mientras que el punto máximo indica la temperatura de máxima
estabilidad.

la temperatura, en el que pueden ser desnaturalizadas con fŕıo o calor, por lo que existen

dos valores de Tm para cada protéına.

Otra forma de describir este parámetro, es a través de la ecuación de la enerǵıa libre de

Gibbs-Helmoholtz dependiente de la temperatura, como se muestra a continuación.

∆G(T ) = ∆H(1− T

Tm
)−∆Cp(Tm − T + T ln(

T

Tm
)) (4)

Donde T es la temperatura, ∆H es el cambio en la enerǵıa desnaturalización y ∆Cp es el

cambio en la capacidad caloŕıfica. Esta ecuación describe los dos valores de Tm, además de

un tercer parámetro conocido como Tmax. Este indica la temperatura a la que la protéına

presenta su máxima estabilidad. Curiosamente esta temperatura no corresponde con su

máximo rendimiento en función fisiológica. El comportamiento de la protéına se modela

a través de la ecuación (4) dado que toma en cuenta las tres temperaturas clave para el

comportamiento de una protéına (Figura 2).
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Preámbulo de dinámica molecular

Las simulaciones de dinámica molecular son un método computacional que permite

describir el movimiento de moléculas, aśı como sus propiedades energéticas y conformacio-

nales a una escala atómica [Rizzuti, 2022]. Para poder realizar estos cálculos, es necesaria

una expresión matemática que describa la dependencia de la enerǵıa del sistema (U) res-

pecto de la posición de los átomos U(r1, r2 . . . rn). Los campos de fuerza son el conjunto de

funciones y parámetros utilizados para describir la enerǵıa de un sistema en función de sus

posiciones [Toofanny and Daggett, 2012]. Entre los componentes de un campo de fuerza

t́ıpico, se encuentran las interacciones de enlace covalente, las cuales tienen parámetros

como: longitud, ángulo y torsión de enlace. Las primeras dos se simulan utilizando la ley

de Hooke, ya que el enlace puede comportarse como un resorte debido su capacidad de

contraerse o expandirse. La función con la que se simula este comportamiento es:

∑ 1

2
kb(r − r0)

2 (5)

Donde kb es una constante y r−r0 es la diferencia de longitud del enlace entre el estado

de mı́nima enerǵıa (r0) y la distancia actual (r).

Para el comportamiento de los ángulos se utiliza la misma ecuación pero tomando en

cuenta el cambio de ángulo (θ). ∑ 1

2
kb(θ − θ0)

2 (6)

Donde θ−θ0 es la diferencia entre el ángulo de mı́nima enerǵıa (θ0) y el ángulo actual (θ).

Debido a la geometŕıa de biomoléculas como protéınas o compuestos orgánicos, existen

distintos arreglos de átomos unidos por un enlace covalente. Cada arreglo de tres átomos

unidos de forma no linear, forma un plano. El ángulo entre estos planos se define como

ángulo diedro. Este parámetro influye en la enerǵıa libre de las conformaciones que puede

adoptar la molécula, debido al traslape de planos, como se muestra en la Figura 3. Para

describir este tipo de movimientos se utiliza la función cos() de la diferencia de los ángulos

de torsión, como se muestra a continuación.

∑
kϕ,n[1 + cos(nϕ− ϕn)] (7)
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Figura 3. Aumento o disminución de enerǵıa
respecto a la distancia de los átomos.

Las interacciones no covalentes que se cal-

culan en el campo de fuerza son interaccio-

nes electrostáticas y de van der Waals. Para

las interacciones electrostáticas, se toma en

cuenta la carga del átomo, la cual depende

de la carga elemental de los átomos unidos.

Si al interactuar tienen cargas iguales, la

enerǵıa potencial aumenta conforme se re-

duce la distancia entre ellos, mientras que si

tienen cargas opuestas, la enerǵıa potencial

disminuye, como se ve en la figura 4. Este

tipo de interacciones se simulan usando la

ley de Coulomb, con la siguiente ecuación.

Figura 4. Enerǵıa potencial respecto al
ángulo de torsión de enlace.

U(r) =
qiqj
r

(8)

Por último, en las interacciones de van der

Waals también consideran la distancia en-

tre dos átomos pero independientemente de

las cargas. Cuando dos átomos se encuen-

tran demasiado cerca uno de otro existe

una repulsión, mientras que si los átomos

se encuentran lejos hay cierta atracción.

Esto indica que debe haber una distancia

de separación espećıfica con un mı́nimo de

enerǵıa, como se ve en la Figura 4. Es-

tas interacciones se calculan mediante el potencial Lennard-Jones [Adams, 2001], como se

muestra a continuación.

U(r) = ϵ[(
σ

r
)12 − (

σ

r
)6] (9)

A pesar de que existen distintos campos de fuerza con variaciones en los parámetros que

depen del del sistema a simular, una un campo de fuerza general se ve de la siguiente

manera:
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U(r) =
∑ kb

2
(r − r0)

2 (10)

+
∑ ka

2
(θ − θ0)

2

+
∑

kϕ,n[1 + cos(nϕ− ϕn]

+
qiqj
r

+ϵ[(
σ

r
)12 − (

σ

r
)6]

El principio de cada simulación consiste en la resolución de las ecuaciones de movi-

miento de Newton para un número determinado de átomos [Beck and Daggett, 2004]. Para

determinar la evolución de un sistema respecto al tiempo, es necesario saber las posiciones,

velocidades y aceleraciones de cada átomo en el sistema. Las dos ecuaciones principales

que describen una simulación de dinámica molecular son:

Fi =
∂U

∂ri
(12)

ai =
Fi

mi

Donde Fi es la fuerza que actúa sobre el átomo i, U es la enerǵıa potencial del sistema,

ri, ai y mi son la posición, aceleración y masa del átomo i, respectivamente.

Dado que estas ecuaciones no pueden ser resueltas de forma anaĺıtica para varios átomos,

se utiliza el algoritmos de Verlet ([Becker and Karplus, 2006], generando una aproximación

numérica para las posiciones r, velocidades v y aceleraciones a, en el tiempo t. El algoritmo

calcula las nuevas posiciones en el tiempo (t+∆t) de la siguiente manera.

r(t+∆t) = r(t) + v(t)∆t+ (
1

2
)a(t)(∆t)2 (13)

Donde a está determinada por las posiciones de los átomos obtenidas utilizando la ecua-

ción 2, y a partir de esas nuevas posiciones, se calculan las nuevas aceleraciones (t+∆t).

Una vez conocidas las posiciones, velocidades y aceleraciones, se repite el proceso y se

calcula la siguiente configuración.

Una de las aplicaciones de la dinámica molecular es el estudio del desplegamiento

térmico de protéınas. Con el fin de comprender los determinantes de estabilidad de la
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AGT, en este estudio realizaremos la caracterización del desplegamiento térmico de la

protéına completa y de los cuatro dominios aislados, mediante simulaciones de dinámica

molecular. Los resultados serán contrastados con el comportamiento observado experi-

mentalmente, con el fin de lograr una descripción unificada del desplegamiento de esta

protéına [Toofanny and Daggett, 2012].

Planteamiento del problema

La protéına AGT tiene complejos mecanismos de termoestabilidad [Hernández et al., 1995],

los cuales han sido estudiados mediante calorimetŕıa de titulación isotérmica, barrido di-

ferencial, dicróısmo circular y resonancia magnética nuclear [Leyva et al., 2019], las cuales

han aportado con alta precisión valores de entalṕıa , entroṕıa, enerǵıa libre y Tm de la

protéına y de los dominios aislados. El desplegamiento de esta lectina es un proceso com-

plejo de pasos múltiples, en donde cada dominio se despliega a una temperatura diferente

[Leyva et al., 2019]. Una forma de comprender las bases moleculares del mecanismo de

termoestabilidad de cada dominio aislado y en la protéına completa, requiere ser estudia-

do mediante simulaciones de dinámica molecular, las cuales permitirán obtener un mejor

conocimiento del comportamiento de la protéına bajo condiciones a las que se ha sometido

experimentalmente.

Justificación

Con base en los descubrimientos previos que se han hecho respecto a esta protéına y el

rumbo que está tomando la investigación biomédica y biotecnológica, es importante llevar a

cabo una caracterización detallada a nivel atómico de los mecanismos de termoestabilidad

y desnaturalización de la AGT, con el fin de establecer las bases para ser utilizadas en

estudios posteriores como veh́ıculo para la administración de fármacos v́ıa oral.
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Objetivos

Objetivo general

Comprender los determinantes moleculares de la estabilidad de la aglutinina de ger-

men de trigo.

Objetivos particulares

Estudiar in silico a cada dominio aislado y la protéına completa a diferente tempe-

ratura y correlacionar con los resultados experimentales del desplegamiento térmico

de cada dominio.

Estudiar el monómero de la protéına para elucidar los efectos de la condición mul-

tidominio de los contactos en la estabilidad de cada uno de los dominios y de la

protéına completa.



Metodoloǵıa

Preparación de la estructura

La estructura cristalográfica de la AGT fue tomada del Protein Data Bank [Berman, 2000],

(código de PDB: 2UVO). Los ligandos y otros heteroátomos fueron eliminados y los do-

minios fueron aislados, utilizando el programa de visualización y análisis molecular UCSF

Chimera 1.16 [Pettersen et al., 2004]. Los átomos faltantes en los dominios aislados y en

la protéına completa, aśı como la protonación a pH 4.7 fueron realizados con la aplicación

PDBFixer [Eastman et al., 2017].

Dinámica molecular

Las simulaciones de los dominios aislados y de la protéına completa se hicieron con el

software GROMACS 19.6 [Bekker et al., 1993], utilizando el campo de fuerza CHARMM36m

[Huang and MacKerell Jr, 2013], y con solvente expĺıcito, utilizando el modelo de agua

TIP3P [Price and Brooks III, 2004]. La carga del sistema fue neutralizada agregando con-

traiones de cloruro y sodio según fuera requerido. Se utilizó una caja dodecaédrica, con una

distancia inicial de 1.5 Å entre la protéına y cada lado de la caja, aplicando condiciones

periódicas de frontera. Se utilizaron sitios virtuales para disminuir el costo computacional,

permitiendo el uso de un tiempo de integración de 4 fs. Los sitios virtuales consisten en

restricciones expĺıcitas a los enlaces de los átomos de hidrógeno, lo cual permite obviar

el movimiento de dichos átomos y omitir sus cálculos [Larsson et al., 2020]. El sistema se

minimizó por medio de una ptimización geométrica con un número máximo de 5000 ciclos,

realizada con el algoritmo de descenso escarpado (steepest-descent), con el fin de ajustar

la orientación del solvente y eliminar choques estéricos entre los átomos de la protéına

y el solvente. Cada trayectoria comenzó con una equilibración de 1.5 ns para la asigna-

17
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ción de velocidades, utilizando una distribución de Maxwell. Dicha equilibración se llevó

a cabo en cinco pasos: cuatro etapas utilizando el ensamble canónico (NVT), en el cual

se mantiene constante el número de moléculas (N), volumen (V) y temperatura (T), con

calentamiento gradual desde 273 K hasta llegar a la temperatura respectiva de análisis,

seguidas por una etapa utilizando el ensamble isobárico-isotérmico (NPT), en donde se

mantiene constante la presión (P), al igual que N y T. Para la producción de las simula-

ciones, se estableció un criterio de corte cutoff de 1 nm para interacciones electrostáticas

y de van der Waals, mientras que para calcular interacciones de larga distancia se uti-

lizó el método de Ewald mesh (Essman et al., 1995). Para mantener la temperatura y

la presión constantes se utilizaron el termostato y barostato, rscale y Parinello-Rahman

[Parrinello and Rahman, 1981], respectivamente.

Las producciones de los dominios aislados y de la protéına completa se corrieron en un

ensable NPT a diversas temperaturas. Los dominios se corrieron a su propia Tm y a cada

una de las Tms de los demás dominios, además de las temperaturas control, que fueron:

20º y 120º C para observar cómo se comporta la protéına en su estado nativo y desna-

turalizado. Se corrieron cinco réplicas de 500 ns cada una de las temperaturas por cada

dominio aislado y el complejo de la protéına completa a las mismas temperaturas, dando

un total de tiempo de simulación de 2.5 µs por dominio. Las dinámicas se corrieron en

Alineamiento

Para alinear la protéına al centro del sistema y eliminar artefactos causados por las

condiciones periódicas de frontera, se utilizó el comando:

gmx trjconv -s file.tpr -f file.xtc -o file.xtc -pbc mol -center

Donde la función trjconv con la opción -pbc mol –center es para mantener mantener a

todas las moléculas alineadas con respecto a la estructura cristalográfica después de cen-

trarlas. Para eliminar los movimientos traslacionales y rotacionales se utilizó nuevamente

el siguiente comando, nuevamente con la función trjconv.

gmx trjconv -s md_0_1.tpr -f md_0_1_noPBC.xtc

-o md_0_1_ok.xtc -fit rot+trans

Por último, se quitaron las moléculas de agua en la trayectoria y en la topoloǵıa.
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gmx trjconv -s md_0_1.tpr -f md_0_1_ok.xtc -o md_0_1_dry.xtc

gmx convert-tpr -s md_0_1.tpr -o md_0_1_dry.tpr

RMSD y RMSF

La desviación media cuadrática (RMSD por sus siglas en inglés) fue utilizada para

evaluar la similitud estructural entre cada confórmero obtenido en las trayectorias con

respecto a la estructura cristalográfica. La magnitud del valor de RMSD está mediada

por la desviación total que presente la estructura respecto a la de referencia. No obstante,

esta desviación puede cambiar en ciertas partes de la estructura, por lo que si se acota

a un número determinado de residuos este valor puede disminuir. Debido a esto, no se

recomienda como única medida para la inferencia de resultados [Knapp et al., 2011]. La

ecuación que utiliza el programa para realizar el cálculo es la siguiente:

RMSD(t1, t2) = [
1

M

N∑
i=1

mi||ri(t2)− ri(t1)||2]
1
2 (14)

Donde ri(t) es la posición del átomo i en el tiempo t y M =
∑N

i=1m||ri(t)||.

Para determinar el movimiento que presenta el Carbono alfa (Cα) de los residuos durante

las dinámicas a diferente temperatura, se calculó un ı́ndice de fluctuación conocido como

fluctuación media cuadrática (RMSF por sus siglas en inglés). La ecuación con la que se

calculó dicho ı́ndice es la siguiente:

RMSFi = [
1

T

T∑
tj

|ri(tj)− rrefi |2]
1
2 (15)

El programa calcula este ı́ndice a partir de la desviación estándar de las posiciones atómicas

a lo largo de la trayectoria, al indicar un marco de referencia de fluctuación, ya sea entre

átomos, cadena principal, Cα, etc. A diferencia de la RMSD, este indice no es en función

del tiempo sino de cada residuo de la protéına que se está analizando. Esto da un panorama

general de las partes más móviles.

Cálculo de puentes de hidrógeno

El cálculo de los puentes de hidrógeno (P-H) se hizo con la función hbonds de CPP-

TRAJ [Roe and Cheatham III, 2013], utilizando el rango de residuos [8-35], el cual no
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incluye los amino y carboxilo terminales (AT y CT, respectivamente), como se describe

en resultados. El cálculo se hizo sobre todas las réplicas de cada temperatura, por lo que

el tiempo total para calcular la fracción de presencia fueron 2.5 µs.

Cálculo de contactos

El cálculo de contactos consistió en cuantificar la fracción de tiempo de cualquier

interacción entre residuos, ya fuera de tipo polar o hidrofóbico. Para esto se utilizó la

función nativecontacts de CPPTRAJ, especificando que no se tomaran en cuenta los sitios

virtuales. Al igual que el cálculo de los P-H, esto se hizo sobre el tiempo total de simulación.

Análisis de componentes principales

El principio de Análisis de componentes principales (PCA), consiste en la descomposi-

ción de un conjunto de datos correlacionados en componentes principales (PC) ortogonales

que contengan la mayor cantidad de varianza posible. A través de este análisis es posible

describir los movimientos esenciales que lleva a cabo la protéına durante su simulación y

la obtención de un histograma de probabilidad, a partir del cual se puede hacer el cálculo

del paisaje de enerǵıa libre (PEL) . Con base en esto, se realizó un PCA de ángulos diedros

(dPCA), con el fin de eliminar los movimientos generales de la protéına y tomar en cuenta

únicamente los movimientos internos [Altis et al., 2007]. El cálculo de los ángulos diedros

se hizo con la función multihedral de CPPTRAJ en el mismo rango de residuo especificado

anteriormente. Los ángulos se convirtieron a coordenadas métricas para después calcular

la matriz de covarianza 2N y calcular los vectores y valores propios. Una vez calculados

los componentes principales (PC), se calcularon los PEL’s al proyectar los dos primeros

PC, utilizando PyEMMA. Este cálculo se hace utilizando la ecuación:

F (x) = −kBT ln[P (x)] (16)

Donde F (x) es la enerǵıa libre correspondiente a la coordenada x, kB es la constante de

Boltzman, T es la temperatura y P (x), es la distribución de probabilidad de la coordenada

x obtenida a partir del histograma que se obtiene al proyectar PC1 vs PC2.
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Modelos de Estados de Markov

Este método sirve para modelar las dinámicas de un sistema como una serie de eventos

probabiĺısticos independientes. El modelo consiste en agrupar los estados conformacionales

y constrúır una matŕız de probabilidades de transición entre cada estado. Para formar los

modelos de Markov se tomó en cuenta la enerǵıa cinética de cada confórmero y con el

algoŕıtmo K-means se agruparon los confórmeros que tuvieran valores de enerǵıa similar.

Con base en la enerǵıa cinética se formó la matŕız de transición entre cada estado.



Resultados

Definición de estados plegado y desplegado

Se realizó un análisis de componentes principales de ángulos diedros (dPCA), con el

fin de reducir el número de dimensiones en las simulaciones, conteniendo la varianza de

los datos en PC’s y capturando la dinámica esencial de la protéına y sus dominios ais-

lados. Utilizando los conjuntos de datos de los PC1 y PC2 se construyeron modelos de

estados de Markov (MEM), con el fin de agrupar los confórmeros de cada trayectoria en

macroestados, a partir de los cuales se puede observar cuales eran los estados más po-

blados. Se utilizaron estos modelos dado que brindan una descripción cuantitativa de la

termodinámica y cinética de las protéınas al definir sus estados estructurales y la tasa de

transisión entre ellos [Zimmerman et al., 2017]. Esto permitió tener una primera aproxi-

mación de los estado plegado y desplegado de los dominios y la protéına completa para

poder comparar con resultados posteriores. Los cálculos se realizaron concatenando todas

las trayectorias de 20°, Tm respectiva y 120° en el caso de los dominios aislados, ya que aśı

se aseguraba encontrar los estados con plegamiento nativo y desnaturalizados, además de

ver la aportación de la Tm al paisaje conformacional. Para la protéına completa se conca-

tenaron todas las trayectorias de las Tm’s de los dominios, más las temperaturas control.

En la Figura 5 se observa el PEL de los cuatro dominios aislados, donde se indican los

mı́nimos de enerǵıa que correspondeŕıan a los estado plegado (α) y desplegado (β). El

hecho de que en cada PEL haya sólo una cuenca de atracción con una enerǵıa de 0.0 kT es

congruente con el hecho de el estado plegado es el de menor enerǵıa. Los dominios A y D

son los que más exploración conformacional presentan debido a la amplitud de la gráfica.

En el caso de B y C, los PEL son menos amplios y ambos presentan zonas diferentes a las

cuencas de atracción con enerǵıas entre 1.8 y 2.7 kT, lo que indica que lograban adoptar

22
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conformaciones de menor enerǵıa que los dominios A y D. Al analizar las conformaciones

más habitadas de cada cuenca y comparar con la estructura cristalográfica (Figura 6),

se observó que el confórmero α es prácticamente idéntico a la estructura cristalográfica.

Las estructuras correspondientes a las zonas β presentan cambios conformacionales en el

CT de los domnios A, C y D, mientras que en el dominio B, el AT es el que cambia más

su plegamiento. En todos los dominios, el cambio conformacional respecto a la estructura

de referencia provoca la pérdida de la hélice alfa del respectivo terminal. Los dominios

en la protéına completa tienen un comportamiento similar, ya que en el estado plegado

el rango de residuos correspondientes a cada dominio conservaron un plegamiento similar

a la estructura cristalográfica. No obstante, la similitud en plegamiento de la protéına

completa respecto al cristal śı se observaron cambios en las azas interdominio, las cuales

se compactan, haciendo que la protéına adquiera una forma de U. En el caso del estado

desplegado de la protéına, el plegamiento de los dominios se ve más afectado, especial-

mente en el carboxilo terminal de cada uno. Se tomaron en cuenta dos métricas sobre el

grado de desnaturalización. La primera consistió en contabilizar la cantidad total de P-H

que teńıa el confórmero perteneciente a cada estado y determinar si existe una diferencia

en cuanto a dichas interacciones (Tabla 3 y 4). Por otro lado, se calculó la (RMSD) entre

los dos confórmeros correspondientes a 20° y 120° (datos nos mostrados). La diferencia

en la cantidad de P-H de ambos estados en todos los dominios aislados es de 5.5±1.3. El

dominio que pierde más interacciones es el dominio D, donde el mayor rompimiento de

interacciones ocurre en los segmentos terminales de éste. Esto podŕıa deberse a que es el

dominio que más se afecta su plegamiento al desnaturalizarse, lo cual se ve reflejado en un

RMSD de 6.3 Å. Un patrón que tienen en común los dominios A, C y D al desnaturalizarse

es que CT es el que presenta el mayor cambio conformacional, mientras el núcleo y el AT

se mantienen prácticamente con el mismo plegamiento (Figura 6). Por otro lado, en el

dominio B los primeros 12 residuos del AT cambian de plegamiento, mientras que el CT

se mantiene plegado. Esto permite explicar por qué los P-H de dichas zonas perduren por

más tiempo.
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Figura 5. PEL de los dominios aislado de las trayectorias concatenadas de 20°, Tm y
120°. Los ćırculos denotan los pozos de atracción donde las conformaciones transitan más.
El pozo α corresponde al más poblado y el β el segundo más poblado.

entre el terminal que más se despliega se vuelve menos notoria respecto a cuando están

aislados, ya que ambos se desnaturalizan en la misma proporción. Los valores de RMSD

son de 6.5 Å, 4.7 Å, 6.5 Åde los dominios A, B, C y D, respectivamente.

El número de P-H que presentan los dominios cuando están en la protéına es menor

que cuando están aislados, aunque la pérdida de intreacciones entre el estado plegado y

desplegado es menor como se muestra en la tabla 2, ya que estos pierden en promedio

4.3±1.7 interacciones. En este caso, el dominio B mantiene el mismo número de interac-

ciones en ambos estados, a pesar de que la RMSD es de 4.0, entre los dos estados. En los

demás dominios en la protéına la diferencia
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Tabla 3. Cantidad de P-H de los
dos estados de los dominios de la AGT.

Dominio Plegado Desplegado

A 18 14

B 15 9

C 16 11

D 17 11

Figura 6. Comparación de los estados plegado y desplegado (amarilla) vs la estructura
cristalográfica (gris) de los dominios aislados. El confórmero plegado se encuentra en color
diferente para cada dominio con el fin de resaltar la estructura.

Tabla 4. Cantidad de P-H en los dominios en la protéına.

Dominio Plegado Desplegado

A 10 7

B 13 13

C 11 9

D 13 8
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Análisis de RMSD

La comparación de estructuras y RMSD, reveló que existe poca diferencia en los cam-

bios conformacionales de cada dominios una vez que se simula su comportamiento a tem-

peraturas superiores de su Tm. Por lo tanto, se optó por analizar los dominios aislados y la

protéına a 20°, 67°, 80° (Tm de los dominios D y A, respectivamente) como temperaturas

intermedias y 120° C.

Las simulaciones a 20° se utilizaron como referencia del comportamiento conformacional

de los dominios. Como un primer paso para conocer dicho comportamiento, se calculó la

RMSD. Cuando se calculó el RMSD de toda la trayectoria sobre todos los átomos pesados

de los dominios, se obtuvieron valores de 10 Å, los cuales al inspeccionar los confórmeros

de las trayectorias, no correspond́ıan con los cambios conformacionales observados. Estos

valores se debieron a la flexibilidad conformacional de los extremos. Estas regiones son ge-

neralmente las más móviles en protéınas [Ruvinsky et al., 2012]. Posteriormente, se hizo el

cálculo de la RMSD respecto de los átomos pesados de los residuos [8-35], con la finalidad

de observar el comportamiento de la protéına al remover los extremos terminales (Figura

7). A lo largo de todas las réplicas de los dominios A, B y C, se obtuvieron valores de

RMSD < 2 Å, lo que indica que las conformaciones muestredas en las simulaciones son

similares a la estructura cristalográfica. Únicamente el dominio D presenta algunas répli-

cas con valores de RMSD > 3 Å. Al observar los confórmeros que presentan estos valores,

observamos que el péptido presenta un cambio de conformación a partir de la Tyr31 hasta

el CT (Figura 7.E) En esta región se encuentra una hélice alfa, la cual se pierde debido

al cambio conformacional.

Dominios a su Tm correspondiente

Para el dominio A se observaron dos réplicas que mantuvieron valores de RMSD < 2

Åalrededor del 80% de las trayectorias, mientras que en las otras tres réplicas se obtuvieron

valores entre 3 y 6 Å(Figura 8.A). La inspección de estas estructuras con mayor RMSD

reveló que el extremo del AT del núcleo formó dos láminas β nuevas en el rango de residuos

8-15, las cuales no se encuentran en la estructura de referencia. Esto explica el aumento

de RMDS en el caso del dominio A (Figura 8.A1). Los dominios C y D tuvieron un

comportamiento más homogéneo, ya que la mayoŕıa de sus réplicas oscilaron entre los 2 y
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Figura 7. RMSD de los cuatro dominios aislados a 20° C. La letra en la esquina
izquierda superior de cada gráfica coresponde a las dinámicas de cada dominio. Se corrieron
cinco réplicas de cada dominio, las cuales se representan con los distintos colores

4 Å. Las dos réplicas del dominio C que alcanzaron valores de RMSD > 6 Åpresentaron

un desplegamiento a partir de la Leu16, el cual afectó la estructura secundaria de la región

Glu1-Leu16 ya que en la estructura cristalográfica se encuentra una hélice alfa que se pierde

en las trayectorias (Figura 8.C1). En el dominio D, los residuos Glu0-Tyr16 formaron un

asa que gira 180° respecto a la estructura de referencia (estructura roja), manteniendo el

plegamiento del asa y la hélice alfa. A pesar de los cambios conformacionales descritos, en

la mayoŕıa de las réplicas los dominios habitaron conformaciones cercanas a la estructura

cristalográfica. Por otro lado, cuatro de las cinco réplicas del dominio B presentaron un

RMSD promedio de 1.5 Ådurante los primeros 250 ns, mientras que otra réplica presentó

un promedio de 4 Å durante los primeros 100 ns. El resto de la trayectoria mantuvo un

promedio de 3.5 Å. Los cambios conformacionales que provocan este aumento de RMSD,

corresponden al asa flanqueada por el puente disulfuro Cys3-Cys12 (Figura 8.B1), el

cual se compacta y hace que se pierda el plegamiento nativo. Este cambio conformacional

fue recurrente en todas las réplicas, sin embargo, se observó que en la mayoŕıa de las

réplicas presentaron una tendencia de adptar una conformación de plegamiento similar al

plegamiento nativo.

El análisis de las trayectorias a 120°C para los dominios A, C y D indicaron que el

rango de residuos [20-35] es la única parte del dominio que presenta el plegamiento nativo,
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Figura 8. Gráficas de RMSD a la Tm respectiva de cada dominio. En la esquina superior
izquierda se indica al dominio que corresponde a la gráfica y en la esquina superior derecha
se encuentra la temperatura correspondiente a cada gráfica.
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lo que corresponde al 70% del núcleo. La estructura secundaria de ambos extremos se

pierde a esta temperatura. Por otro lado, el dominio B mantiene 78% del plegamiento del

nucleo, únicamente los nueve primeros residuos del núcleo pierden el plegamiento respecto

a la estructura de referencia. Al comparar los valores de RMSD de las estructuras a 120°

y a la Tm, se observó que los dominios pueden presentar conformaciones desplegadas a la

Tm, lo cual es congruente con la definición de ese valor de temperatura. No obstante, el

hecho de que a pesar de la alta temperatura y los saltos abruptos de RMSD, los dominios

puedan regresar a un plegamiento cercano al nativo, indica que los cuatro dominios no se

desnaturalizan del todo. Esto puede atribuirse en parte a los PdS bien caracterizados que

tienen los cuatro dominios [Balčiūnaitė M and Dzikaras, 2021], [Hernández et al., 1995],

[Tellez et al., 2011], los cuales representan un componente importante en la estabilidad de

la protéına en pH ácido y altas temperaturas.

Análisis de RMSF

Para identificar las zonas con mayor fluctuación dentro de los dominios, se calculó la

RMSF, la cual indica el desplazamiento promedio de cada residuo a lo largo de la trayec-

toria. Mediante el RMSF es posible observar cuánto aporta cada residuo a los cambios

conformacionales de los dominios y cuantificar la restricción de fluctuación que imponen

los PdS al péptido [Fuglebakk et al., 2012]. Dado que todos los dominios presentan un

plegamiento idéntico, debido a la similitud en la secuencia y misma posición de los PdS

como se muestra en la Figura 9, se puede inferir conclusiones de los cuatro dominios a

partir de la estructura general.

Para observar la influencia que presentan los PdS sobre la fluctuación de los residuos

circundantes a estos, se calculó el RMSF promedio de las cinco réplicas, tanto a 20° como a

120° C y se calculó la diferencia de valores de RMSF (∆RMSF) a partir del valor promedio

de cada residuo restando los valores pertenecientes a 120° (RMSF120) menos los de 20°

(RMSF20), como se muestra en la siguiente ecuación. Por medio de este cálculo es posible

ver el cambio en la fluctuación entre las temperaturas.

∆RMSF = RMSF120◦ −RMSF20◦ (17)

Por medio de este cálculo fue posible observar de forma más clara cuál es el cambio en la
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fluctuación entre Cα a distintas temperaturas. En la figura 10 se observa el ∆RMSF de

los cuatro dominios junto con los PdS marcados tanto en el eje X de la gráfica como en

la estructura cristalográfica. Los dominios A, C y D muestran un comportamiento similar

entre śı, ya que el AT es el que más fluctúa en los tres casos, teniendo un valor prome-

dio de cada dominio para los últimos cinco residuos de 7.01±0.67, 7.94±0.68, 5.01±0.47,

respectivamente. El dominio D presenta valores más bajos de ∆RMSF, dado que en sus

trayectorias de 20° hubo una mayor fluctuación respecto a los demás dominios por lo que

la diferencia con la fluctuación de 120° es menor, lo cual implica que su fluctuación a 20°

es menor respecto a los demás dominios. De este modo el dominio C es el que mayor dife-

rencia presenta entre las dos temperaturas, ya que a 20° C su fluctuación es baja mientras

que a 120° C esta aumenta considerablemente, especialmente en el AT. Otra caracteŕıstica

que tienen en común estos tres dominios es que a partir del residuo 36 todos fluctúan de

la misma manera, cambiando únicamente la magintud de la fluctuación. Los residuos que

presentaron mayor fluctuación en los dominios A, C y D fueron: Ala39, Ala125, y Gly167,

respectivamente. Por otro lado, el dominio B también muestra una diferencia pequeña

entre los valores de RMSF de las dos temperaturas. Lo que ocurre en este caso, es que no

hubo un aumento en la fluctuación de los residuos al estar a 120°, respecto a la fluctuación

a 20°. Incluso llegó a ser menor en unos residuos como Cys24, Gly23, Tyr23, Cys74, Ala85.

Otro comportamiento único del dominio B es que el terminal que más fluctúa es el CT,

mientras que en los demás dominios resulta ser el AT.

Los PdS parecen encontrarse en una posición estratégica, como se muestra en la estruc-

tura cristalográfica de la Figura 9. Esta ubicación se concentra principalmente en medio

de la secuencia de los dominios, lo cual hace que el péptido se pliegue de forma equivalente

a un empaquetamiento y mantenga su plegamiento [Maag et al., 2021]. La zona donde se

concentran los PdS no sólo es la parte más estable de los dominios, sino que también

ah́ı se encuentra el sitio de unión al ligando. Con el análisis del RMSF es posible ver la

importancia de los PdS en la estabilidad de los dominios y permite ver la contribución

de cada residuo al movimiento de los dominios cuando se encuentra a un pH ácido. No

obstante, no brinda una respuesta a la variación en los valores de la Tm, ya que dichos

puentes se encuentran en la misma posición de cada dominio, por lo que debe de haber

otro componente que aporte a las diferencias de las termoestabilidades.
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Figura 9. ∆RMSF entre 20° y 120° de los cuatro dominios. Diferencia del promedio de
RMSF entre 20° y 120° de los cuatro dominos. En el eje x de la gráfica los PdS están
marcados con un color que corresponde al puente marcado en la estructura.
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Cálculo de P-H

De acuerdo con [Bowie, 2011], los P-H son un factor importante en la estabilización

de protéınas, lo cual se corroboró por medio de un estudio en el que se mutaron residuos

polares que formaban P-H por alanina o valina. Se encontró que dichos puentes contribúıan

favorablemente a la estabilidad de los péptidos dado que se observaba un decremento en

la estabilidad cuando los residuos mutados no eran capaces de formar dichas interacciones

[Pace et al., 2014]. Con base en esto, se identificaron los residuos que formaban P-H a

20° C y prevalećıan a altas temperaturas. Este tipo de P-H se le llama puentes nativos.

Posteriormente se cuantificó la fracción de tiempo que estaba presente dicha interacción a

lo largo de las trayectorias. Estos cálculos se realizaron a 20°, 67°, 80° y 120° C con el fin de

cuantificar la prevalencia de P-H nativos, los cuales podŕıan ayudar a explicar la estabilidad

individual de cada dominio. Tanto en el dominio A aislado como en la protéına completa,

los P-H que más perduran son aquellos que ocurren entre Gly25 - Cys17, Cys18 – Gln36 y

Gln1 – Cys24, tanto a 20° como a 120° C (Figura 10.a). El hecho de que los P-H formados

por residuos de cistéına sean los que más perduren, muy probablemente se debe a que los

PdS obligan a residuos vecinos a mantener interacciones. Estos tienen un porcentaje de

vida por encima del 60% a 20° C, mientras que a 120° dichas interacciones disminuyen

un 15% respecto a la temperatura anterior. Esto al parecer se debe a las conformaciones

expandidas que adopta el dominio en las que a partir de la Cys17 hasta el CT se pierde el

plegamiento y causa la pérdida de las interacciones entre Gly25 - Cys1, Tyr24 – Ser19, Gly4

– Asn9, Gln1 – Cys24. A 67° y Tm los P-H del dominio A tienen una fracción similar a

la observada a 20°, ya que interacciones como Tyr23 – Ser19, Gly22 – Cys4, Ser19 – Gly22,

Cys17 – Gly25, Met10 – Gly4 tienen fracciones de presencia que vaŕıan 0.46±0.11 en las tres

temperaturas. A 120° se observa un cambio repentino, ya que se pierde la mayoŕıa de las

interacciones y la fracción de tiempo de presencia disminuye considerablente. No obstante,

prevalecen algunos P-H que también se encuentran formados a 20°. Cabe recalcar que a

120°, la interacción entre Cys17 – Gln36 y Gln10 – Cys24, se encuentran en el dominio

aislado más del 70% de las trayectorias, mientras que en la protéına completa todos los

P-H están por debajo del 40%. A pesar de esto, es posible notar un patrón claro en los

dos estados del dominio. Cuando se encuentra en la protéına, los P-H que se encontraban

en los extremos a temperaturas inferiores se pierden y prevalecen principalmente los del

núcleo, espećıficamente entre la Cys17 – Gln36 y Gln1 – Cys24, Cys17 y la Gly25, lo cual
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corresponde al sitio de unión del dominio. En el caso del dominio aislado, precisamente en

dicha región es donde se pierden las interacciones a 120° y se mantienen en los extremos

terminales.

Las interacciones entre Gly25 – Cys17, Ser19-Tyr23, Gln1 – Cys24, no son únicas del

dominio A, ya que se encuentran también en B, C y D, siendo las interacciones que más

perduran en todos los dominios. En el dominio B, están presentes más del 80%, tanto

aislado como en la protéına completa. Esta fracción es la más alta a lo largo de los cuatro

dominios y en el caso del P-H entre Cys17 – Gln36 se mantiene ese tiempo en las cuatro

temperaturas (Figura 10.b). A diferencia del dominio A, el B llega a presentar P-H úni-

cos de cada temperatura, los cuales no se encuentran en temperaturas subsecuentes como

es el caso de Gln6 – Gln6, la cual vale la pena mencionar que a pesar de que estos dos

residuos se encuentran cerca de los terminales puede formarse ese P-H, debido al empa-

quetamiento de este dominio. Otro ejemplo de estas interacciones es: Gly4 – Ala7 que se

ubican en el AT formando una hélice alfa y por último, Ser19 – Tyr23 presente en el sitio

de unión. Estas interacciones se presentan únicamente a 20°, 67° y 80°, respectivamente.

Estas interacciones propias de cada temperatura sugieren contribuir favorablemente a la

estabilidad del dominio en cada temperatura. A pesar de tener P-H espontáneos en las

distintas temperaturas, el B aislado es el dominio con más P-H nativos que prevalecen a

120° con fracción de presencia > 20%, ya que la mitad de los P-H que presenta a 120°

tienen fracciones de duración ≥ 50%. En el caso del dominio en la protéına no preserva

los P-H de la misma manera, ya que la mayoŕıa de sus interacciones están por debajo del

40%, únicamente Tyr67 – Ser63 mantiene una fracción > 60% y presente en las cuatro

temperaturas. Esto se debe a que el dominio en este estado presenta movimientos más

amplios en los extremos, provocados por los dominios A y C. Este movimiento es aún

más notorio a alta temperatura. Uno de los P-H que se ve principalmente afectado por el

cambio de la temperatura en la protéına es Cys61 – Gln80, ya que a las temperaturas 20°,

67° y 80° está formado un 84±1% y a 120° perdura 38%.

En el dominio C, la distribución de los P-H con mayor presencia es más homogénea a

lo largo de la secuencia, por lo que no es tan definida la zona del sitio de unión como en el

caso del dominio A. Sin embargo, al comparar los P-H de este dominio en la protéına, se

observa una zona distintiva que comprender desde la Leu103-Cys118 donde los P-H de las

cuatro temperaturas están presentes entre el 40 y 60%. En el AT también llega a presentar
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(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 10. Figura 10. Fracciones de P-H a diferentes temperaturas de los dominios. El
código de colores indica la temperatura a la que se presenta dicho P-H. En la izquierda de
cada gráfica se muestran el número de residuos que forman la interacción.
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interacciones con una alta presencia, mientras que en el CT únicamente las interacciones

entre Ile87-Cys110 y Gly90– Gly95 es la que se mantiene a 120°, 23% (Figura 10.c). Por

último, el dominio D aislado es el dominio con menor cantidad de P-H tanto en cantidad

como en porcentaje de presencia. A 67° y 80°, el sitio de unión mantuvo interacciones

arriba del 20%. Vale la pena mencionar que cuando el dominio está a 80° es capaz de

mantener interacciones con mayor presencia que cuando está a 20°, como es el caso de

Gly25 – Cys17 y Arg1 – Cys24 entre otras, las cuales estuvieron presentes 70 y 67%,

respectivamente. A 120°, sólo se observaron seis P-H, los cuales son Tyr16 – Cys12 y Arg10

– Cys18, presentes 25 y 28% de las trayectorias, únicos de esta temperatura. Cuando el

dominio D se encuentra en la protéına, los P-H tienen un comportamiento distinto, ya

que presentan siete interacciones nativas a lo largo de las cuatro temperaturas, con una

presencia del 40%. Estas son: Cys147 – Gly155, Cys147 – Gln166, Ser153 – Ser149, Gly55

– Cys147, Gly155 – Cys161 y Ser165 – Cys147 (Figura 10.d). Varias otras interacciones

propias de cada temperatura perduran entre un 30 y 40

Con el fin de poder establecer una correlación entre la estabilidad propia de cada domi-

nio aislado y los P-H que es capaz de formar y mantener, se tomaron en cuenta únicamente

los P-H nativos que perduran a 120°, con un porcentaje de presencia en las trayectorias

≥ 20% y se hizo un análisis de correlación (Tabla 3) [Ragone, 2001]. Este análisis arrojó

un coeficiente de determinación (R2) de 0.91, lo cual sugiere una alta correlación entre la

presencia de los P-H y la estabilidad propia de cada dominio. Por lo tanto, este análisis

sugiere que la estabilidad térmica está mediada hasta cierto punto por los P-H ( ).

Tabla 5. Cantidad de P-H por dominio
aislado y su Tm correspondiente

Dominio P-H Tm (° C)

A 6 80

B 12 92

C 10 86

D 4 67

Tabla 6. Cantidad de P-H por dominio en la
protéına y su Tm correspondiente

Dominio P-H Tm (° C)

A 6 80

B 10 92

C 10 86

D 6 67

Por otro lado, se hizo este mismo análisis para los dominios en la protéına. En este

caso los dominios A y D tuvieron ambos seis P-H con dichas caracteŕısticas, mientras que

tanto B y C presentaron 10 P-H. Esto arrojó un R2 de 0.7.
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Figura 11. Gráfica de la regresión lineal entre la cantidad de P-H y Tm de los dominios
aislados y en la protéına. El color de cada ĺınea corresponde a las Tablas 5 y 6.

Análisis del sitio de unión.

Otros P-H que se presentan en los cuatro dominios tanto aislados como en la protéına

completa, son los P-H formados por la Ser19 del domino A aislado y residuos aromáticos

como Tyr, Trp y Phe, los cuales forman P-H persistentes y recurrentes a lo largo de todas

las temperaturas en los cuatro dominios (Figura 12.). Estos residuos forman parte del

sitio de unión y tiene un papel importante en la unión con el ligando, ya que los resi-

duos aromáticos mantienen interacciones hidrofóbicas, mientras que la Ser19, conservada

en los cuatro dominios, forma el mismo P-H con el carbohidrato que esté interactuando

[Tellez et al., 2011]. Para analizar el comportamiento del sitio de unión, con el fin de ob-

servar si existe un cambio respecto a los dominios completos, se calculó la RMSD sobre

los átomos pesados de los residuos Ser19-Cys31 a 120°. Se calculó sólo a esta temperatura

dado que ya se sabe que el núcleo de los dominios (residuos: 8-35) a 20° no sufre ninguna

perturbación conformacional. Además de calcular el RMSD, también se obtuvo la estruc-

tura promedio de los confórmeros correspondientes al rango de valores de RMSD más altos

para analizar de manera cualitativa la diferencia del sitio de unión respecto a la estructura

de referencia.
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Figura 12. RMSD y estructura promedio del sitio de unión de los dominios a 120◦ C.
Cada color en las gráficas representa las diferentes réplicas que se corrieron para cada
temperatura. La letra en la esquina superior derecha, indica el dominio de las trayecto-
rias. Cada estructura se obtuvo a partir del promedio de confórmeros correspondientes a
los valores de RMSD más altos, para observar la diferencia respecto a la estructura de
referencia (azúl claro).

En la Figura 12.a se observa como el sitio del dominio A es el que más perturbacio-

nes presenta en casi todas sus réplicas. Estos cambios en la estructura se deben a que el

péptido se expande y pierde el plegamiento nativo (estructura verde). Lo mismo ocurre en

el dominio C a una menor escala (Figura 12.c), ya que sus valores de RMSD están por

debajo de los 4 Å. A pesar de que en los resultados anteriores, el dominio D siempre hab́ıa

confirmado ser el menos termoestable, su sitio de unión parece tener pocas perturbaciones

conformacionales (Figura 12.d). Únicamente en una de las réplicas mostró cambiar el

plegamiento a una compactación en el sitio y una rotación de 90◦, respecto a la estructu-

ra cristalográfica (estructura azul). Por último, el sitio de unión del dominio B muestra

valores de RMSD por debajo de los 2 Å, por lo que permanece prácticamente sin ninguna

perturbación conformacional a pesar de estar a 120◦.
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Cáculo de interacciones intermoleculares generales

Dado que los P-H no son el único tipo de interacciones moleculares que hay que tomar

en cuenta, se hizo un análisis de los contactos ¿ no polares? interdominios para idenficar

zonas en las que se concentra la mayor cantidad de interacciones al igual que observar el

tiempo que prevalecen en las trayectorias y ver su variación respecto a la temperatura.

Se cuantificó la fracción de presencia de cada interacción de los cuatro dominios, tanto

aislados como en la protéına completa a las temperaturas de análisis y se graficaron en

una matriz de contactos, proyectando la secuencia de los dominios en los dos ejes de la

matriz (Figura 13). A través de un gradiente de color, se distingue la duración de cada

interacción. Las matrices revelaron que las regiones que mantuvieron interacciones más

recurrentes en todos los dominios son: los cinco primeros residuos del AT X1-Gly5 con los

residuos Ser19-Cys24 del sitio de unión. También los residuos Asn14-Ser19 del núcleo que

interactúan con el CT Glu29-Ala39. Por último, los residuos aromáticos del sitio de unión

19-30 interaccionan entre śı debido a su volumen y su ubicación de un espacio estrecho en

la protéına.

No es de extrañar que las regiones equivalentes mantengan los mismos contactos en

todos los dominios, tomando en cuenta que tienen un ı́ndice de similitud en secuencia del

46%. Se observó que el aumento de temperatura provoca un cambio en el comportamien-

to de los contactos, ya que incrementa la cantidad total de interacciones pero la mayoŕıa

cambia a una fracción de presencia ≥ 20%. Esto se debe a que el aumento de temperatura

incrementa la enerǵıa cinética del sistema y por lo tanto, el movimiento de los átomos

es más rápido [Zhang et al., 2021]. Al hacer esto, los dominios cambian más rápido de

conformación, haciendo que se formen y rompan interacciones no espećıficas, especialmen-

te en las regiones terminales y en la región X29-X39. Este rompimiento y formación de

interacciones está dado por residuos puntuales, no en rangos de residuos continuos.

En la Figura 13 se muestran las matrices de contactos para 120° C. En el dominio A

aislado, las interacciones entre el rango de residuos Glu29-Ala39, Asn14-Ser19 tienen una

fracción de duración del 50%, mientras que en la protéına completa, la mayoŕıa disminuye

a fracciones ≥ 20%, además de cambiar el patrón de interacciones. Este dominio es el

segundo con fracciones altas, ya que el B mantiene las mismas interacciones tanto aislado

como en la protéına completa en el 100% de las trayectorias. Estas interacciones en los
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Figura 13. Matrices de contactos interatómicos con fracción de presencia a 120° C. Las
columnas corresponden a los dominios que se indica en la parte superior de la figura y los
renglones corresponden a los dominios aislados y en la protéına como se indica en la parte
izquierda.

dominios C y D aislados están < 20%, mientras que en la protéına el dominio C pierde por

completo parte de estas interacciones, además de que el D aumenta la fracción de algunas

de estas interacciones, dentro del rango mencionado anteriormente.

Valores propios de dPCA en los dominios aislados y en la

protéına

El último análisis comparativo entre los dominios aislados y en la protéına completa

que se realizó, consistió en determinar si los dominios mostraban movimientos colectivos

más amplios cuando se encuentran aislados. Para esto se hizo nuevamente un análisis de

dPCA a 20°, Tm respectiva y 120° C y se compararon los valores propios de cada dominio

aislado y en la protéına [Papaleo et al., 2009].

Los valores propios de los PC’s de las trayectorias del dominio A cuando se encuentra

aislado se mantienen por debajo de los que pertenecen al dominio cuando está en la

protéına. Esta relación se invierte a 120°, ya que el valor propio del PC 1 del dominio

aislado es de 4.6, mientras que cuando está en la protéına completa es de 2.8, al igual

que los de la Tm. El dominio B no presenta ninguna diferencia a 20° y Tm entre el
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Figura 14. Valores propios de los PC de cada dominio a distintas temperaturas. La letra
en la parte superior izquierda indica el dominio al que corresponde la gráfica.
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Figura 15. RMSD de los dominios en la protéına a 92° C. Cada color representa cada
unode los dominios, con el código que se indica en la parte superior izquierda.

dominio aislado o en la protéına, por lo que sus movimientos colectivos son de la misma

magnitud. Aunque el valor propio del PC 1 del dominio aislado cuando está a 120°, es

más bajo que cuando se encuentra a su Tm, indicando la posibilidad de que sea necesario

realizar dinámicas de mayor duración para muestrear de manera satisfactoria el espacio

conformacional a esta temperatura intermedia. Por otro lado, el dominio C presenta un

comportamiento bastante similar al dominio D, en el que el estado con más varianza es

cuando se encuentra a 20° en la protéına, incluso por encima de los valores propios de las

trayectorias a 120°. No obstante, ambos dominios también presentan el valor propio más

pequeño cuando están aislados. Por otro lado, el dominio C es el único que presenta mayor

flexibilidad a 120° cuando se encuentra en la protéına completa.

A partir del dPCA fue posible determinar la diferencia y la magnitud de los cambios

conformacionales de los dominios aislados, respecto a los dominios en la protéına. Para

observar el comportamiento de los dominios en la protéına a lo largo de las trayectorias, se

calculó el RMSD para el rango de residuos de la protéına correspondiente a cada dominio

a distintas temperaturas (Figura 15). Se observó que a baja temperatura, los valores son

congruentes con los resultados de RMSD de los dominios aislados, obtenidos previamente.

Conforme aumentó la temperatura se comenzó a observar un comportamiento anómalo por

parte del dominio C, en el que pareciera que es el dominio con mayor desnaturalización

ya que presentó valores de RMSD más altos en la mayoŕıa de las réplicas a partir de la
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Figura 16. Estructuras promedio que describen el cambio conformacional (compactación)
de la protéına a altas temperaturas. Este cambio conformacional, causa una disminución
en el SASA y una alteración en el plegamiento del dominio AGT.C

temperatura de 80° y hasta 120°. Al analizar estas trayectorias en un visualizador molecular

(Figura 16.), se observó que dichos valores de RMSD del dominio C se deben a una

conformación recurrente en la mayoŕıa de las réplicas, que consiste en una compactación

de la protéına, en la que los dominios de los extremos (dominios A y D) se acercan,

provocando un cambio en el plegamiento del dominio C en los segmentos Glu87-Cys142 y

Cys118 - Thr129. Para que se lleve a cabo este acercamiento, el dominio C sufre un cambio

conformacional, el cual altera el plegamiento y provoca que se compacte la protéına. Al ser

tan recurrente la conformación compactada, sugeriŕıa que es una conformación con mayor

estabilidad. Para medir el nivel de compactación se calculó la superficie de área expuesta al

solvente (SASA) de los tres estados conformacionales que describ́ıan este comportamiento.

En la Figura 16 se observan las tres estructuras promedio con su respectivo valor de

SASA. Se observa como los dominios AGT.A y AGT.D se pliegan hacia el interior de la

protéına, lo que causa una compactación y por lo tanto una disminución de SASA. Este

comportamiento se observó en las temperaturas de 86°, 92° y 120° C.



Discusión

La AGT es la lectina que ha sido más caracterizada a nivel molecular. Su capacidad de

unirse a ligandos con alto nivel de especificidad y con afinidad en el rango µM, han hecho

que esta protéına haya sido utilizada en una gran variedad de aplicaciones en estudios de

las ramas biomédica y biotecnológica. Sin embargo, a pesar de todos estos estudios, se

desconocen los mecanismos de estabilidad de esta protéına, conocimiento que abriŕıa la

posibilidad de aumentar su eficiencia en tratamientos y posibilidades de aplicación. Por lo

tanto, es necesario encontrar dichos mecanismos, con el fin de hacerla más eficiente como

acarreador de fármacos y seguir explotando su potencial en la investigación biomédica y

biotecnológica. En la presente tesis se realizó la caracterización in silico del desplegamiento

térmico de la AGT mediante simulaciones de dinámica molecular de los cuatro dominios

aislados y de la protéına completa, a distintas temperaturas. Mediante dPCA y modelos

de estados de Markov se definió el estado nativo y desnaturalizado de la protéına y de

los dominios aislados con base en la enerǵıa libre de cada confórmero. Los cuatro PdS

de cada dominio confirmaron ser un componente importante en la estabilidad térmica,

aunque uno de los determinantes en la estabilidad propia de los dominios parecieron ser

los P-H. Se observó que los dominios aislados presentan movimientos colectivos de menor

amplitud que cuando se encuentran en la protéına. Por último, se observó que la protéına

tiene conformaciones recurrentes que consisten en un acercamiento de los dominios de cada

extremo, provocando una compactación.

La definición del estado plegado y desplegado que se determinó para los dominios aisla-

dos y en la protéına utilizando los modelos de estados de Markov [Zimmerman et al., 2017],

mostró que el estado plegado se acerca a la estructura cristalográfica. Esto también se vio

reflejado en la RMSD, ya que el estado plegado de los dominios aislados presentaba un

43
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valor más bajo respecto a la estructura cristalográfica que el estado desnaturalizado. Es-

tos valores fueron mayores cuando los dominios se encontraban en la protéına, ya que

el desplegamiento no era únicamente en el AT, sino que el asa que conecta con el do-

minio siguiente parece afectar el plegamiento del CT. El macroestado que contiene a los

confórmeros plegados se encontró en la cuenca de atracción más poblada del PEL de cada

dominio, indicando que los confórmeros que pertenecen a ese macroestado presentan una

menor enerǵıa respecto a los demás confórmeros de las trayectorias.

En los dominios aislados, la diferencia en estructuras más notorias es en el CT para los

dominios A, C y D, mientras que para B es el AT. El terminal contrario al desnaturalizado

se manteńıa prácticamente con el mismo plegamiento, a pesar de la alta temperatura a la

que fue sometida. Esto indica un alto nivel de estabilidad, que como se mencionó antes,

de la que son responsables los PdS. Una interacción de ese tipo puede contribuir de 5 a

10 kcal/mol a la estabilidad de una protéına en su estado nativo [Zavodszky et al., 2001].

Según lo reportado por [Pace et al., 1988] y [Zavodszky et al., 2001], el incremento en la

estabilidad de la protéına se ve reflejado principalmente en la disminución de la entroṕıa

del estado desnaturalizado. La influencia de los PdS en el comportamiento de los dominios

se analizó mediante el RMSF. Los PdS cumplen con la función de disminuir grados de

libertad en la protéına, lo que sugiere que el comportamiento es congruente con lo men-

cionado por dichos investigadores. La restricción por parte de los PdS también se observó

en el análisis que se hizo sobre los sitios de unión de los dominios, los cuales resultaron ser

la parte más estable en todas las simulaciones. Esto abre la pregunta: ¿La restricción de

los PdS tendŕıa un papel importante en la especificidad por carbohidratos, caracteŕıstica

de esta protéına? Ya que además de brindarle estabilidad, moldean la topoloǵıa de los

dominios y del sitio de unión. Se han realizado estudios en los que, al mutar los residuos

de los sitios de unión de la AGT, se altera la red de interacción de los P-H, lo que conlle-

va un cambio en su especificidad por el N-acetil-ácido-neuroamı́nico (Neu5Acα(2-3)Gal)

[Parasuraman et al., 2014]. No obstante, no se ha estudiado sin los PdS.

Con el análisis del RMSF es posible ver la importancia de los PdS en la estabilidad de los

dominios y la contribución de cada residuo al movimiento de los dominios. Sin embargo,

no brinda una respuesta a la variación en los valores de la Tm, ya que dichos puentes se

encuentran en la misma posición de cada dominio, por lo que debe de haber otro compo-

nente que aporte a las diferencias de las termoestabilidades.

Por otro lado, el análisis de regresión lineal de los P-H con la Tm de cada dominio y la
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cuantificación de los contactos intramoleculares sugieren ser congruentes con lo que se tie-

ne reportado sobre la aportación de los P-H en la estabilidad de protéınas. En el presente

trabajo se puso especial atención a las interacciones intramoleculares como contactos hi-

drofóbicos y P-H. Se tiene reportado que la contribución entálpica de P-H en la superficie

de una protéına es de -6 kJ/mol, mientras que las interacciones al interior de la protéına

aportan -25 kJ/mol [Cramer et al., 2020]. En el análisis de los P-H de cada dominio a 20º,

los P-H eran más abundantes y con una mayor fracción de vida, a diferencia de cuando se

encuentran a 120°, donde las interacciones eran menos abundantes y menos persistentes,

lo que implica que a 20° la aportación entálpica es mayor que a 120°.

Los valores propios de los componentes principales calculados para los dominios aisla-

dos tienden a ser más bajos que cuando se encuentran en la protéına. Esto indica que sus

movimientos colectivos son más amplios que cuando se encuentran aislados y, por lo tanto,

seŕıan menos flexibles al estar aislados. Los resultados de [Bhaskara and Srinivasan, 2011]

son un contra ejemplo adecuado para estos resultados, ya que en dicho estudio compararon

el cambio de estabilidades entre dominios aislados que normalmente pertenecen a protéınas

con múltiples dominios vs protéınas sin alteraración en su secuencia. A través de técnicas

computacionales. Calcularon la enerǵıa libre de plegamiento (∆Gpleg) para los dominios

pertenecientes a protéınas multidominios estudiados en aislamiento y obtuvieron valores

de 7.70±0.96 kcal/mol, mientras que formando la protéına completa presentaron valores de

-6.57±2.37 kcal/mol. Cabe recalcar que las protéınas seleccionadas para este estudio eran

protéınas capaces de mantener interacciones de tipo hidrofóbicos entre los dominios, lo

cual contribuye favorablemente a la estabilidad. El número de interacciones interdominio

calculadas para la AGT fue de < 10 y con fracciones de presencia que perduraban < 10%

de las trayectorias, por lo que no se tomaron en cuenta. [Bhaskara and Srinivasan, 2011]

también reportan que la disminución en estabilidad de dominios pertenecientes a protéınas

multidominio en estado aislado, puede deberse a una falta de enerǵıa de solvatación, es

decir, que la cantidad de residuos hidrofóbicos expuestos al medio sea mayor que los resi-

duos polares. Esto lo corroboraron al mutar residuos polares por hidrofóbicos en la parte

de interacción interdominio, por lo que al interactuar con los demás dominios no quedan

expuestos al medio. Si los dominios se aislan, son privados de esas interaciones y los grupos

hidrofóbicos quedan expuestos a medio, lo que conlleva a una solvatación pobre y ∆G >

0. En el presente trabajo, los dominios aislados de la AGT tienen un área polar ≈ 50%,
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por lo que su enerǵıa de solvatación seŕıa más favorable que los dominios del estudio de

[Bhaskara and Srinivasan, 2011]. No obstante, cuando se encuentran en la protéına com-

pleta su área polar también equivaldŕıa al 50%, por lo que no se esperaŕıa un cambio en la

estabilidad. Otro factor que podŕıa estar afectando la estabilidad de los dominios cuando

se encuentran en la protéına completa son los movimientos que puedan causar los demás

dominios, al estar conectados por la cadena principal. Estos resultados dejan bases para

futuros estudios sobre el cambio de estabilidad y movimiento de los dominios en estado

aislado de la AGT.



Conclusiones

Los dominios de la AGT presentan una alta termoestabilidad, mediada en gran parte

por los PdS. No obstante, uno de los factores determinantes sobre la diferencia en

las estabilidades son los P-H e interacciones intermoleculares.

El sitio de unión de los dominios de la AGT, resulta ser la parte más estable de toda

la protéına.

Los dominios de la AGT aislados, presentan movimientos colectivos de menor am-

plitud que cuando se encuentran en la protéına.
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Perspectivas

Correlacionar los datos obtenidos con datos experimentales, obtenidos por calori-

metŕıa.

Evaluar el comportamiento de los dominios aislados y la protéına sin los puentes

disulfuro.

Realizar experimentos de acoplamiento molecular para encontrar fármacos candida-

tos que puedan ser acarreados por la AGT y sus dominios aislados.
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[Feige et al., 2018] Feige, M. J., Braakman, I., and Hendershot, L. M. (2018). Disulfide

bonds in protein folding and stability.

[Fuglebakk et al., 2012] Fuglebakk, E., Echave, J., and Reuter, N. (2012). Measuring and

comparing structural fluctuation patterns in large protein datasets. Bioinformatics,

28(19):2431–2440.

[Gao et al., 2006] Gao, X., Tao, W., Lu, W., Zhang, Q., Zhang, Y., Jiang, X., and Fu, S.

(2006). Lectin-conjugated peg–pla nanoparticles: preparation and brain delivery after

intranasal administration. Biomaterials, 27(18):3482–3490.

[Gao et al., 2007] Gao, X., Wu, B., Zhang, Q., Chen, J., Zhu, J., Zhang, W., Rong, Z.,

Chen, H., and Jiang, X. (2007). Brain delivery of vasoactive intestinal peptide enhan-

ced with the nanoparticles conjugated with wheat germ agglutinin following intranasal

administration. Journal of Controlled Release, 121(3):156–167.
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