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Introduccion

El reconocimiento molecular de carbohidratos por parte de proteinas es un fenémeno
recurrente en la naturaleza, el cual permite la realizacién de varias funciones fisiolégi-
cas en diversos organismos. Los anticuerpos, enzimas, proteinas de transporte y lectinas
son ejemplos de proteinas con capacidad de interactuar con carbohidratos. En particular
las lectinas han captado la atencién debido a su capacidad de interactuar con antibidti-
cos, fitohormonas, polifirinas y carbohidratos con una especificidad a nivel micromolar
[Leyva et al., 2019]; [Parasuraman et al., 2014]; [Bhattacharyya and Brewer, 1988]. Esta
interaccion les da la capacidad de aglutinar células, lo que también ha potenciado su uso
en la industria e investigacién [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 funcién biolégica diferente. En plantas
tienen un papel importante en germinacién, crecimiento, transporte y almacenamiento de
carbohidratos, asi como en mecanismos de defensa [Kumar et al., 2012]. Microorganismos
patégenos cuentan con lectinas en la superficie celular, que actiian como receptores de la
célula hospedera y que tienen la finalidad de llevar a cabo la infeccién [Nizet et al., 2017].
En humanos, estas proteinas 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 reporté 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]. Simultdneamente, se encontré que

la N-acetilgalactosamina se une a la ricina con gran afinidad, evitando la aglutinacién
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[Wu et al., 2006]. Un mecanismo similar es el de la abrina con la D-galactosa (Herrman et
al., 1980). En 1890, Paul Ehrlich realizé una serie de experimentos en ratones, en los cua-
les administré dosis letales de ricina, seguidas de D-galactosa, y dosis de abrina, seguidas
de N-acetilgalactosamina. Ninguno de los ratones sobrevivié [Sharon and Halina, 2004], lo
que indica que la ricina y la abrina no interactiian no interactian con las azicares 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, adquirian inmunidad a la lectina respectiva,
lo cual sent6 las bases para estudios en inmunologia [Sharon and Halina, 2004].

En 1965, [Aub et al., 1965] reporté una proteina con la capacidad de aglutinar células ma-
lignas a partir de cambios en la composicién 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 nombré aglutinina de germen de trigo (AGT). Esta lectina tiene
como funcién proteger a la planta contra organismos patdgenos e insectos; presenta afini-
dad por el 4cido sidlico y N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) [Lis and Sharon, 1998]. Esta
ultima 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 unién de la AGT a GlcNAc interrumpe la integridad estruc-
tural de la membrana y causa la muerte del organismo [Bal¢iunaité M and Dzikaras, 2021].
La caracteristica aglutinante de estas proteinas proviene de tener multiples sitios de unién,
en los que puede darse el entrecruzamiento de células, causando la precipitacién. Esta pro-
teina se encuentra forma de dimero y cada mondémero estd compuesto por 171 aminodci-
dos (17 kDa). El plegamiento nativo de estas subunidades forma cuatro regiones de 43
aminodcidos, 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.



Los dominios presentan un alto indi-
ce de similitud en secuencia, lo que les da
la caracteristica de tener un plegamiento
idéntico como se muestra en la Tabla 1,
donde se observa la posicion 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 laminas be-

ta, conectadas por tres puentes disulfuro

(PdS), los cuales confieren gran estabilidad Figura 1. Estructura cristalografica de

[Feige et al., 2018]. la AGT. (PDB: 2UVO) con la letra corres-
pondiente a cada dominio.

Tabla 1. Secuencia de los aminoacidos
de todos los dominios de la AGT. Las cisteinas que forman los PdS se encuentran marcados

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

o[1]2]3]4]5]6][7]8] 9 [10[11]12[13[14[15[16]17]18[19]20[21]22]23]24]25]26]27]28]29][30]31]32[33[34]35[36[37[38]39[40[41]42]

A QIRICIGEE|QIG|SIN|IM|E|C|P|N|N|L|C|C|S|Q[Y[G|Y|C|GM|G|G|D|Y|C|G|K[G|C[Q|N|GA|C|W|T

B [SIKIRICIGIS[QAIGIGIAITICITININ|IQICIC|S|Q|Y[G|Y|C|GIF|GIAIE|Y|C|GIAIG|IC[Q|G|G|P[CIR|A

C DNKICIGS|IQAIG|GIKIL|ICIPININ|L|C|C|S|IQW|G|F[ICIGIL|G|S|E|F|C|G|G|G|C|Q[S[G[A[C|S|T

D DKIPICIGKIDIAGIGIRIVIC|TININ|Y|C|C|S|IKIW|G[SICIG[I|G|PIG|Y|C|G|AIG|IC|Q[S|G|GIC|D|G
*® & * * ® & ® * % * ® * & * & * ® & * &

La AGT cuenta con cuatro sitios de unién a carbohidratos por mondémero, los cuéles
estan formados por 11 residuos: 2 aromaticos, 8 polares neutros y 1 polar cargado, de
acuerdo con [Tellez et al., 2011]. La interaccién entre el sitio de unién y el carbohidrato
estd dirigido por puentes de hidrégeno (P-H) e interacciones de van der Waals. El dominio
A interacciona con el ligando a través de los residuos Ser'9, Tyr?1, Tyr23, Tyr30, utili-
zando la enumeracién correspondiente a la Tabla 1. En el dominio B la interaccién es
con los residuos Ser'9, Tyr?1, Tyr?4, Ala?8, Glu?9, Tyr30. Por otro lado, el dominio C
interacciona con Ser'9, Trp?1, Phe?3, Asp?9, mientras que el dominio D con Ser!9, Trp?1,
Ser?3 y Tyr30. Todas las Ser correspondientes a la posicién 19 forman P-H, mientras
que los residuos aromaticos mantienen interacciones electrostaticas de tipo hidrofébico

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

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

estratégico del péptido, dado que queda rodeado por tres PdS [Herndndez et al., 1995].
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Esto podria tener implicaciones en su especificidad y afinidad, debido a la estabilidad y
restriccién de movimiento que le confieren al sitio de unién [Parasuraman et al., 2014]. No

obstante, esto no ha sido corroborado experimentalmente.

Debido a sus propiedades biofisicas y bioquimicas, la AGT ha sido utilizada en tra-
tamientos contra leucemia [Ryva et al., 2019], ingenieria de tejidos [Teuschl et al., 2014],
deteccién de agentes patdgenos en fluidos humanos [Murakami et al., 2014] e identificacién
temprana de diferentes tipos de cdncer [Neutsch et al., 2014], incluso se ha utilizado como
marcador para rastrear anatémicamente el desarrollo de la barrera hematoencefilica de
ratones [Gomez-Gonzilez et al., 2011]. En este tltimo 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 utiliz6 la AGT dado que esta se une a la su-
perficie celular mediante el dcido sidlico 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 [Gémez-Gonzélez et al., 2011]. El producto de la reaccién de la AGT-PAR con DMA
se encuentra en la hendidura perivascular y macréfagos, dentro de 3-12 hrs después de

suministracién intravenosa [Broadwell et al., 1988].

Se ha propuesto utilizar esta proteina como vehiculo para acarreamiento de farma-
cos suministrados por via oral debido a su capacidad de adherirse a células intestina-
les y ser internalizada rapidamente en el citoplasma de células enterociticas humanas
[Wirth et al., 2002]; [Dalla Pellegrina et al., 2005]. [Liu et al., 2011] reportaron un meca-
nismo de endocitosis y exocitosis via filamentos de actina y microtibulos, en el que el
proceso de endocitosis culmina en el centro de organizacién de microtibulos (MTOC),
donde también comienza el proceso de exocitosis. Por otro lado, se ha reportado que esta
proteina modificada con nanoparticulas de polietilenglicol y polidcido lactico facilité la in-
gesta de un rastreador fluorescente en el sistema nervioso central [Gao et al., 2006]. Esto
asenté las bases para realizar un estudio en el que el mismo grupo de investigadores de-
mostré que la AGT conjugada con nanoparticulas lipidicas y suministrada via intranasal
es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica 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 farmacos poco solubles en agua mediante nano-

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



han realizado con la AGT como vehiculo de administracién de farmacos, la proteina esta
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 farmacos, abre la posibilidad
de poder mejorar este mecanismo y hacerlo més practico y accesible. Por otro lado, no
se tienen reportados los mecanismos de estabilidad de esta proteina, los cuales podrian
estar involucrados en la eficiencia con la que la AGT lleva a cabo sus funciones fisiolégicas
y aplicaciones en las que se ha utilizado, ademéas de abrir la posibilidad de proponer un
mecanismo de acarreo de farmacos que sea Uunicamente por interacciones moleculares sin
que tenga que llevarse a cabo una conjugaciéon. Esto revelaria un potencial por parte de

la AGT que no ha sido explotado.

Antecedentes

En el grupo de investigacion del Dr. Garcia Hernandez se han realizado estudios sobre
plegamiento y homodimerizacién de la AGT [Tellez et al., 2011], asi como la caracteriza-
cién biofisica de dicha proteina y sus cuatro dominios [Leyva et al., 2019]. En este ultimo
estudio obtuvieron la constante de unién y la firma termodindmica de la unién entre
quitotriosa y los cuatro dominios. Este ensayo demostré que la interaccién estd guiada
principalmente por el componente entalpico. Mediante calorimetria diferencial de barrido
se observé que la proteina tiene un desplegamiento complejo de varias etapas, debido a que
cada dominio posee una temperatura media de fusién especifica (T,,), como se muestra

en la Tabla 2.

Tabla 2. T,, correspondiente a cada dominio.

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

Temperatura media
de fusién (°C)
80

Dominios

92
86
67

OlQ|®m|»

Esta diferencia en termoestabilidad podria estar teniendo un papel importante en las
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propiedades biomédicas y biotecnolégicas atribuibles a la AGT. Se sabe que la estabilidad
en proteinas va asociada con interacciones moleculares como puentes de sal y P-H, asi
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 proteina en una solucién 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 proteina, es decir, una constante de desnatura-

lizacion y de plegamiento nativo.

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

o Kp _ [Proteinagesy) 1)
‘" Kp  [Proteinae,]

Cuando se habla de estabilidad térmica de proteinas es necesario tomar en cuenta un
parametro que indique la energia del sistema que se esté analizando. Por lo tanto, la es-
tabilidad térmica de una proteina se define cuantitativamente por el cambio de la energia

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

AG = —RTIn(K.,) 2)

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

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

[Proteinagespleg) = [Proteinapeg]
— Keq = 1 (3)
= AG =0.

La temperatura a la que sucede este fenémeno se le conoce como temperatura media
de fusién (T,,) y se utiliza como pardmetro para describir la termoestabilidad de proteinas

[Miotto et al., 2019]. Todas las proteinas presentan un comportamiento similar respecto a
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Figura 2. Curva de estabilidad de proteinas. Los puntos donde la grafica toca el eje
X indican las dos T,,, mientras que el punto maximo indica la temperatura de maxima

estabilidad.

la temperatura, en el que pueden ser desnaturalizadas con frio o calor, por lo que existen
dos valores de T,,, para cada proteina.
Otra forma de describir este pardmetro, es a través de la ecuacién de la energia libre de

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

AG(T) = AH(1 - Ti) _AC(Ty —T + Tln(Ti)) (@)

m m

Donde T es la temperatura, AH es el cambio en la energia desnaturalizacion y AC), es el
cambio en la capacidad calorifica. Esta ecuacion describe los dos valores de T,,,, ademas de
un tercer parametro conocido como T,,az. Este indica la temperatura a la que la proteina
presenta su méaxima estabilidad. Curiosamente esta temperatura no corresponde con su
méaximo rendimiento en funcion fisiolégica. El comportamiento de la proteina se modela
a través de la ecuacién (4) dado que toma en cuenta las tres temperaturas clave para el

comportamiento de una proteina (Figura 2).
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Preambulo de dinamica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular son un método computacional que permite
describir el movimiento de moléculas, asi como sus propiedades energéticas y conformacio-
nales a una escala atémica [Rizzuti, 2022]. Para poder realizar estos célculos, es necesaria
una expresion matemédtica que describa la dependencia de la energia del sistema (U) res-
pecto de la posicién de los dtomos U (ry, 72 ... 1,). Los campos de fuerza son el conjunto de
funciones y pardmetros utilizados para describir la energia de un sistema en funcién de sus
posiciones [Toofanny and Daggett, 2012]. Entre los componentes de un campo de fuerza
tipico, se encuentran las interacciones de enlace covalente, las cuales tienen parametros
como: longitud, angulo y torsién 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 funcién con la que se simula este comportamiento es:

Z %kb(r —10)” (5)

Donde kj es una constante y r—rg es la diferencia de longitud del enlace entre el estado
de minima energia (rg) y la distancia actual (r).
Para el comportamiento de los angulos se utiliza la misma ecuacién pero tomando en

cuenta el cambio de angulo (6).

S 56— o) (6)

Donde 0 — 0y es la diferencia entre el &ngulo de minima energia (6p) y el dngulo actual (6).
Debido a la geometria de biomoléculas como proteinas o compuestos organicos, existen
distintos arreglos de atomos unidos por un enlace covalente. Cada arreglo de tres dtomos
unidos de forma no linear, forma un plano. El dngulo entre estos planos se define como
angulo diedro. Este parametro influye en la energia 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 funcién cos() de la diferencia de los dngulos

de torsién, como se muestra a continuacion.

D kgnll + cos(ng — ¢n)] (7)
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Las interacciones no covalentes que se cal-
culan en el campo de fuerza son interaccio-

nes electrostaticas y de van der Waals. Para

o
i

las interacciones electrostaticas, se toma en

T T

cuenta la carga del atomo, la cual depende

energia potencial aumenta conforme se re- : ;

i
0 ) [E)

de la carga elemental de los 4tomos unidos.

Si al interactuar tienen cargas iguales, la

Energia potencial (kJ/mol)

) )

duce la distancia entre ellos, mientras que si Angulo de torsion (db)

tienen cargas opuestas, la energia potencial
disminuye, como se ve en la figura 4. Este  Figura 3. Aumento o disminucién de energfa
tipo de interacciones se simulan usando la respecto a la distancia de los dtomos.

ley de Coulomb, con la siguiente ecuacién.

qiqj
v =) _
21 ‘ Respulsién
Por ultimo, en las interacciones de van der 5
-
@
Waals también consideran la distancia en- o
a
tre dos atomos pero independientemente de < .
p Atraccion
las cargas. Cuando dos dtomos se encuen- 3
: . @
tran demasiado cerca uno de otro existe LE \-//-—_
una repulsién, mientras que si los atomos
»

se encuentran lejos hay cierta atraccién. Distancia (r)

Esto indica que debe haber una distancia

de separacién especifica con un minimo de Figura 4. Energia potencial respecto al
energia, como se ve en la Figura 4. Es- édngulo de torsién de enlace.

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

muestra a continuacion.
o o
Ur) =e[(—)"? - (;)6] 9)

A pesar de que existen distintos campos de fuerza con variaciones en los parametros 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) =Y = (r—mr)? (10)
+ Z (6 — 6p)?

+ Z kg nll + cos(ng — ¢

L4
+el(5)? = (2)°]

El principio de cada simulacién consiste en la resolucién de las ecuaciones de movi-
miento de Newton para un nimero determinado de dtomos [Beck and Daggett, 2004]. Para
determinar la evolucién de un sistema respecto al tiempo, es necesario saber las posiciones,
velocidades y aceleraciones de cada dtomo en el sistema. Las dos ecuaciones principales

que describen una simulacién de dindmica molecular son:

oUu

F = 12
! 8” ( )
F;
a; = —
m;

Donde F; es la fuerza que actia sobre el atomo i, U es la energia potencial del sistema,
r5, a; y m; son la posicién, aceleracién y masa del atomo i, respectivamente.

Dado que estas ecuaciones no pueden ser resueltas de forma analitica para varios dtomos,
se utiliza el algoritmos de Verlet ([Becker and Karplus, 2006], generando una aproximacién
numérica para las posiciones r, velocidades v y aceleraciones a, en el tiempo t. El algoritmo

calcula las nuevas posiciones en el tiempo (t + At) de la siguiente manera.
1
r(t+ At) = r(t) + v(t)At + (i)a(t)(At)2 (13)

Donde a estd determinada por las posiciones de los 4tomos obtenidas utilizando la ecua-
cién 2, y a partir de esas nuevas posiciones, se calculan las nuevas aceleraciones (t + At).
Una vez conocidas las posiciones, velocidades y aceleraciones, se repite el proceso y se

calcula la siguiente configuracién.

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

térmico de proteinas. Con el fin de comprender los determinantes de estabilidad de la
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AGT, en este estudio realizaremos la caracterizaciéon del desplegamiento térmico de la
proteina completa y de los cuatro dominios aislados, mediante simulaciones de dindmica
molecular. Los resultados serdn contrastados con el comportamiento observado experi-
mentalmente, con el fin de lograr una descripcién unificada del desplegamiento de esta

proteina [Toofanny and Daggett, 2012].

Planteamiento del problema

La proteina AGT tiene complejos mecanismos de termoestabilidad [Hernédndez et al., 1995],
los cuales han sido estudiados mediante calorimetria de titulacion isotérmica, barrido di-
ferencial, dicroismo circular y resonancia magnética nuclear [Leyva et al., 2019], las cuales
han aportado con alta precisién valores de entalpia , entropia, energia libre y T,, de la
proteina y de los dominios aislados. El desplegamiento de esta lectina es un proceso com-
plejo de pasos multiples, 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 proteina completa, requiere ser estudia-
do mediante simulaciones de dindmica molecular, las cuales permitirdn obtener un mejor
conocimiento del comportamiento de la proteina bajo condiciones a las que se ha sometido

experimentalmente.

Justificacion

Con base en los descubrimientos previos que se han hecho respecto a esta proteina y el
rumbo que estd tomando la investigacién biomédica y biotecnolégica, es importante llevar a
cabo una caracterizacién detallada a nivel atémico de los mecanismos de termoestabilidad
y desnaturalizacion de la AGT, con el fin de establecer las bases para ser utilizadas en

estudios posteriores como vehiculo para la administracion de farmacos via 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 proteina completa a diferente tempe-
ratura y correlacionar con los resultados experimentales del desplegamiento térmico

de cada dominio.

» Estudiar el mondémero de la proteina para elucidar los efectos de la condiciéon mul-
tidominio de los contactos en la estabilidad de cada uno de los dominios y de la

proteina completa.



Metodologia

Preparacion de la estructura

La estructura cristalografica de la AGT fue tomada del Protein Data Bank [Berman, 2000],
(cédigo de PDB: 2UVO). Los ligandos y otros heterodtomos fueron eliminados y los do-
minios fueron aislados, utilizando el programa de visualizacién y anélisis molecular UCSF
Chimera 1.16 [Pettersen et al., 2004]. Los atomos faltantes en los dominios aislados y en
la proteina completa, asi como la protonacion a pH 4.7 fueron realizados con la aplicacién

PDBFixer [Eastman et al., 2017].

Dinamica molecular

Las simulaciones de los dominios aislados y de la proteina 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 explicito, utilizando el modelo de agua
TIP3P [Price and Brooks III, 2004]. La carga del sistema fue neutralizada agregando con-
traiones de cloruro y sodio seguin fuera requerido. Se utilizé una caja dodecaédrica, con una
distancia inicial de 1.5 A entre la protefna y cada lado de la caja, aplicando condiciones
periddicas de frontera. Se utilizaron sitios virtuales para disminuir el costo computacional,
permitiendo el uso de un tiempo de integracién de 4 fs. Los sitios virtuales consisten en
restricciones explicitas a los enlaces de los dtomos de hidrégeno, lo cual permite obviar
el movimiento de dichos d4tomos y omitir sus calculos [Larsson et al., 2020]. El sistema se
minimiz6 por medio de una ptimizacién geométrica con un ntimero méaximo de 5000 ciclos,
realizada con el algoritmo de descenso escarpado (steepest-descent), con el fin de ajustar
la orientacion del solvente y eliminar choques estéricos entre los atomos de la proteina

y el solvente. Cada trayectoria comenz6 con una equilibracién de 1.5 ns para la asigna-

17
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cién de velocidades, utilizando una distribucién de Maxwell. Dicha equilibracion se llevd
a cabo en cinco pasos: cuatro etapas utilizando el ensamble candnico (NVT), en el cual
se mantiene constante el nimero de moléculas (N), volumen (V) y temperatura (T), con
calentamiento gradual desde 273 K hasta llegar a la temperatura respectiva de andlisis,
seguidas por una etapa utilizando el ensamble isobdrico-isotérmico (NPT), en donde se
mantiene constante la presién (P), al igual que N y T. Para la produccién de las simula-
ciones, se establecié un criterio de corte cutoff de 1 nm para interacciones electrostaticas
y de van der Waals, mientras que para calcular interacciones de larga distancia se uti-
liz6 el método de Ewald mesh (Essman et al., 1995). Para mantener la temperatura y
la presién 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 proteina completa se corrieron en un
ensable NPT a diversas temperaturas. Los dominios se corrieron a su propia T,, y a cada
una de las T,,s de los demas dominios, ademas de las temperaturas control, que fueron:
20° y 120° C para observar cémo se comporta la proteina 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 proteina completa a las mismas temperaturas, dando

un total de tiempo de simulacion de 2.5 us por dominio. Las dindmicas se corrieron en

Alineamiento

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

condiciones periédicas de frontera, se utilizo el comando:

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

Donde la funcién ¢rjconv con la opcidn -pbc mol —center es para mantener mantener a
todas las moléculas alineadas con respecto a la estructura cristalografica después de cen-
trarlas. Para eliminar los movimientos traslacionales y rotacionales se utilizé6 nuevamente

el siguiente comando, nuevamente con la funcién trjconv.

gmx trjconv -s md_O_1.tpr -f md_0_1_noPBC.xtc

-0 md_O_1_ok.xtc -fit rot+trans

Por 1ltimo, se quitaron las moléculas de agua en la trayectoria y en la topologia.
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gmx trjconv -s md_O_1.tpr -f md_O_1_ok.xtc -o md_O_1_dry.xtc

gmx convert-tpr -s md_O_1.tpr -o md_O_1_dry.tpr

RMSD y RMSF

La desviaciéon media cuadréatica (RMSD por sus siglas en inglés) fue utilizada para
evaluar la similitud estructural entre cada conférmero obtenido en las trayectorias con
respecto a la estructura cristalografica. La magnitud del valor de RMSD estda mediada
por la desviacion total que presente la estructura respecto a la de referencia. No obstante,
esta desviacién puede cambiar en ciertas partes de la estructura, por lo que si se acota
a un numero determinado de residuos este valor puede disminuir. Debido a esto, no se
recomienda como unica medida para la inferencia de resultados [Knapp et al., 2011]. La

ecuacién que utiliza el programa para realizar el calculo es la siguiente:
1 & ,
RMSD(t1,t2) =7 2 millrt2) = ritt)|P): (14)

Donde r;(t) es la posicién del d4tomo i en el tiempo t y M = Zf\il m||ri(t)]|.
Para determinar el movimiento que presenta el Carbono alfa (C,) de los residuos durante
las dinamicas a diferente temperatura, se calculé un indice de fluctuacién conocido como
fluctuacion media cuadratica (RMSF por sus siglas en inglés). La ecuacién con la que se

calculé dicho indice es la siguiente:

T
RMSF; = [%Z [ra(ts) — i)z (15)

tj
El programa calcula este indice a partir de la desviacion estandar de las posiciones atomicas
a lo largo de la trayectoria, al indicar un marco de referencia de fluctuacion, ya sea entre
atomos, cadena principal, C,, etc. A diferencia de la RMSD, este indice no es en funcién
del tiempo sino de cada residuo de la proteina que se estd analizando. Esto da un panorama

general de las partes mas méviles.

Calculo de puentes de hidrégeno

El célculo de los puentes de hidrégeno (P-H) se hizo con la funcién 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 calculo se hizo sobre todas las réplicas de cada temperatura, por lo que

el tiempo total para calcular la fraccién de presencia fueron 2.5 us.

Calculo de contactos

El célculo de contactos consistié en cuantificar la fracciéon de tiempo de cualquier
interaccion entre residuos, ya fuera de tipo polar o hidrofébico. Para esto se utilizd la
funcién nativecontacts de CPPTRAJ, especificando que no se tomaran en cuenta los sitios

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

Analisis de componentes principales

El principio de Anélisis de componentes principales (PCA), consiste en la descomposi-
ci6én de un conjunto de datos correlacionados en componentes principales (PC) ortogonales
que contengan la mayor cantidad de varianza posible. A través de este andlisis es posible
describir los movimientos esenciales que lleva a cabo la proteina durante su simulacién y
la obtencién de un histograma de probabilidad, a partir del cual se puede hacer el calculo
del paisaje de energia libre (PEL) . Con base en esto, se realiz6 un PCA de dngulos diedros
(dPCA), con el fin de eliminar los movimientos generales de la proteina y tomar en cuenta
tnicamente los movimientos internos [Altis et al., 2007]. El cdlculo de los dngulos diedros
se hizo con la funcién multihedral de CPPTRAJ en el mismo rango de residuo especificado
anteriormente. Los angulos 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 cédlculo se hace utilizando la ecuacién:
F(x) = —kpT In[P(z)] (16)

Donde F(z) es la energia libre correspondiente a la coordenada z, kp es la constante de
Boltzman, T es la temperatura y P(x), es la distribucién de probabilidad de la coordenada

x obtenida a partir del histograma que se obtiene al proyectar PC; vs PCs.
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Modelos de Estados de Markov

Este método sirve para modelar las dindmicas de un sistema como una serie de eventos
probabilisticos independientes. El modelo consiste en agrupar los estados conformacionales
y construir una matriz de probabilidades de transicion entre cada estado. Para formar los
modelos de Markov se tomé en cuenta la energia cinética de cada conférmero y con el
algoritmo K-means se agruparon los conférmeros que tuvieran valores de energia similar.

Con base en la energia cinética se formo la matriz de transicién entre cada estado.



Resultados

Definicién de estados plegado y desplegado

Se realiz6 un anédlisis de componentes principales de dangulos diedros (dPCA), con el
fin de reducir el nimero de dimensiones en las simulaciones, conteniendo la varianza de
los datos en PC’s y capturando la dindmica esencial de la proteina y sus dominios ais-
lados. Utilizando los conjuntos de datos de los PCy y PCy se construyeron modelos de
estados de Markov (MEM), con el fin de agrupar los conférmeros de cada trayectoria en
macroestados, a partir de los cuales se puede observar cuales eran los estados mas po-
blados. Se utilizaron estos modelos dado que brindan una descripcién cuantitativa de la
termodinamica y cinética de las proteinas al definir sus estados estructurales y la tasa de
transisién entre ellos [Zimmerman et al., 2017]. Esto permitié tener una primera aproxi-
macién de los estado plegado y desplegado de los dominios y la proteina completa para
poder comparar con resultados posteriores. Los calculos se realizaron concatenando todas
las trayectorias de 20°, T, respectiva y 120° en el caso de los dominios aislados, ya que asi
se aseguraba encontrar los estados con plegamiento nativo y desnaturalizados, ademas de
ver la aportacion de la T,, al paisaje conformacional. Para la proteina completa se conca-
tenaron todas las trayectorias de las T,,’s de los dominios, més las temperaturas control.
En la Figura 5 se observa el PEL de los cuatro dominios aislados, donde se indican los
minimos de energia que corresponderian a los estado plegado («) y desplegado (53). El
hecho de que en cada PEL haya s6lo una cuenca de atraccion con una energia de 0.0 kT es
congruente con el hecho de el estado plegado es el de menor energia. Los dominios A y D
son los que més exploracion conformacional presentan debido a la amplitud de la gréfica.
En el caso de B y C, los PEL son menos amplios y ambos presentan zonas diferentes a las

cuencas de atraccién con energias entre 1.8 y 2.7 kT, lo que indica que lograban adoptar
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conformaciones de menor energia que los dominios A y D. Al analizar las conformaciones
mas habitadas de cada cuenca y comparar con la estructura cristalogréfica (Figura 6),
se observo que el conféormero « es practicamente idéntico a la estructura cristalografica.
Las estructuras correspondientes a las zonas [ 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 més
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 proteina 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 cristalografica. No obstante, la similitud en plegamiento de la proteina
completa respecto al cristal si se observaron cambios en las azas interdominio, las cuales
se compactan, haciendo que la proteina adquiera una forma de U. En el caso del estado
desplegado de la proteina, el plegamiento de los dominios se ve mas afectado, especial-
mente en el carboxilo terminal de cada uno. Se tomaron en cuenta dos métricas sobre el
grado de desnaturalizacién. La primera consistié en contabilizar la cantidad total de P-H
que tenia el conférmero perteneciente a cada estado y determinar si existe una diferencia
en cuanto a dichas interacciones (Tabla 3 y 4). Por otro lado, se calcul6 la (RMSD) entre
los dos conférmeros 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 mas interacciones es el dominio D, donde el mayor rompimiento de
interacciones ocurre en los segmentos terminales de éste. Esto podria deberse a que es el
dominio que m4s se afecta su plegamiento al desnaturalizarse, lo cual se ve reflejado en un
RMSD de 6.3 A. Un patrén que tienen en comin los dominios A, C y D al desnaturalizarse
es que CT es el que presenta el mayor cambio conformacional, mientras el nicleo y el AT
se mantienen practicamente 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

mas tiempo.
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Figura 5. PEL de los dominios aislado de las trayectorias concatenadas de 20°, Tm y
120°. Los circulos denotan los pozos de atraccién donde las conformaciones transitan mas.
El pozo a corresponde al més poblado y el g el segundo més poblado.

entre el terminal que mas se despliega se vuelve menos notoria respecto a cuando estan
aislados, ya que ambos se desnaturalizan en la misma proporcion. Los valores de RMSD

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

El niimero de P-H que presentan los dominios cuando estan en la proteina es menor
que cuando estan 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 niimero de interac-
ciones en ambos estados, a pesar de que la RMSD es de 4.0, entre los dos estados. En los

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

H Dominio Plegado Desplegado H

A 18 14
B 15 9
C 16 11
D 17 11

Figura 6. Comparacién de los estados plegado y desplegado (amarilla) vs la estructura
cristalogréfica (gris) de los dominios aislados. El conférmero 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 proteina.

Dominio Plegado Desplegado

A 10 7
B 13 13
C 11 9
D 13 8
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Analisis de RMSD

La comparacién de estructuras y RMSD, revelé 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 T,,. Por lo tanto, se opté por analizar los dominios aislados y la
proteina a 20°, 67°, 80° (T, 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 calculd la
RMSD. Cuando se calculé el RMSD de toda la trayectoria sobre todos los atomos pesados
de los dominios, se obtuvieron valores de 10 A, los cuales al inspeccionar los conférmeros
de las trayectorias, no correspondian con los cambios conformacionales observados. Estos
valores se debieron a la flexibilidad conformacional de los extremos. Estas regiones son ge-
neralmente las mas méviles en proteinas [Ruvinsky et al., 2012]. Posteriormente, se hizo el
célculo de la RMSD respecto de los atomos pesados de los residuos [8-35], con la finalidad
de observar el comportamiento de la proteina 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 A, lo que indica que las conformaciones muestredas en las simulaciones son
similares a la estructura cristalografica. Unicamente el dominio D presenta algunas répli-
cas con valores de RMSD > 3 A. Al observar los conférmeros que presentan estos valores,
observamos que el péptido presenta un cambio de conformacién a partir de la Tyr3! hasta
el CT (Figura 7.E) En esta regién se encuentra una hélice alfa, la cual se pierde debido

al cambio conformacional.

Dominios a su T,, correspondiente

Para el dominio A se observaron dos réplicas que mantuvieron valores de RMSD < 2
Aalrededor del 80 % de las trayectorias, mientras que en las otras tres réplicas se obtuvieron
valores entre 3y 6 A(Figura 8.A). La inspeccion de estas estructuras con mayor RMSD
reveld que el extremo del AT del nicleo formé dos ldminas 5 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 mas homogéneo, ya que la mayoria 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 grafica coresponde a las dinamicas de cada dominio. Se corrieron
cinco réplicas de cada dominio, las cuales se representan con los distintos colores

4 A. Las dos réplicas del dominio C que alcanzaron valores de RMSD > 6 Apresentaron
un desplegamiento a partir de la Leu'®, el cual afecté la estructura secundaria de la regién
Glu'-Leu'® ya que en la estructura cristalogréafica se encuentra una hélice alfa que se pierde
en las trayectorias (Figura 8.C1). En el dominio D, los residuos Glu’-Tyr!'6 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 mayoria de las réplicas los dominios habitaron conformaciones cercanas a la estructura
cristalografica. Por otro lado, cuatro de las cinco réplicas del dominio B presentaron un
RMSD promedio de 1.5 Adurante los primeros 250 ns, mientras que otra réplica presenté
un promedio de 4 A durante los primeros 100 ns. El resto de la trayectoria mantuvo un
promedio de 3.5 A. Los cambios conformacionales que provocan este aumento de RMSD,
corresponden al asa flanqueada por el puente disulfuro Cys3-Cys!? (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 observé que en la mayoria de las
réplicas presentaron una tendencia de adptar una conformacién de plegamiento similar al
plegamiento nativo.

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

rango de residuos [20-35] es la tinica parte del dominio que presenta el plegamiento nativo,
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Figura 8. Graficas de RMSD a la T,, respectiva de cada dominio. En la esquina superior
izquierda se indica al dominio que corresponde a la grafica y en la esquina superior derecha
se encuentra la temperatura correspondiente a cada grafica.
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lo que corresponde al 70 % del nicleo. La estructura secundaria de ambos extremos se
pierde a esta temperatura. Por otro lado, el dominio B mantiene 78 % del plegamiento del
nucleo, inicamente los nueve primeros residuos del nicleo pierden el plegamiento respecto
a la estructura de referencia. Al comparar los valores de RMSD de las estructuras a 120°
y a la T,,, se observo que los dominios pueden presentar conformaciones desplegadas a la
T.n, lo cual es congruente con la definicién 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 [Bal¢iunaité M and Dzikaras, 2021], [Herndndez et al., 1995],
[Tellez et al., 2011], los cuales representan un componente importante en la estabilidad de

la proteina en pH &acido y altas temperaturas.

Andlisis de RMSF

Para identificar las zonas con mayor fluctuacién dentro de los dominios, se calculd la
RMSF, la cual indica el desplazamiento promedio de cada residuo a lo largo de la trayec-
toria. Mediante el RMSF es posible observar cuanto aporta cada residuo a los cambios
conformacionales de los dominios y cuantificar la restricciéon de fluctuaciéon 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 posiciéon 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 fluctuacion de los residuos
circundantes a estos, se calculé el RMSF promedio de las cinco réplicas, tanto a 20° como a
120° C y se calcul6 la diferencia de valores de RMSF (ARMSF) a partir del valor promedio
de cada residuo restando los valores pertenecientes a 120° (RMSF129) menos los de 20°
(RMSF4qp), como se muestra en la siguiente ecuacion. Por medio de este calculo es posible

ver el cambio en la fluctuacién entre las temperaturas.

ARMSF = RMSFys00 — RM S Fyge (17)

Por medio de este calculo fue posible observar de forma maés clara cudl es el cambio en la
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fluctuacion entre C,, a distintas temperaturas. En la figura 10 se observa el ARMSF de
los cuatro dominios junto con los PdS marcados tanto en el eje X de la grafica como en
la estructura cristalogréfica. Los dominios A, C y D muestran un comportamiento similar
entre si, ya que el AT es el que mas fluctiia en los tres casos, teniendo un valor prome-
dio de cada dominio para los tultimos cinco residuos de 7.014+0.67, 7.9440.68, 5.01+0.47,
respectivamente. El dominio D presenta valores més bajos de ARMSF, dado que en sus
trayectorias de 20° hubo una mayor fluctuacién respecto a los demas dominios por lo que
la diferencia con la fluctuacién de 120° es menor, lo cual implica que su fluctuacion a 20°
es menor respecto a los deméas dominios. De este modo el dominio C es el que mayor dife-
rencia presenta entre las dos temperaturas, ya que a 20° C su fluctuacion es baja mientras
que a 120° C esta aumenta considerablemente, especialmente en el AT. Otra caracteristica
que tienen en comun estos tres dominios es que a partir del residuo 36 todos fluctiian de
la misma manera, cambiando inicamente la magintud de la fluctuaciéon. Los residuos que
presentaron mayor fluctuacién en los dominios A, C y D fueron: Ala®?, Ala'?®, y Gly!67,
respectivamente. Por otro lado, el dominio B también muestra una diferencia pequeiia
entre los valores de RMSF de las dos temperaturas. Lo que ocurre en este caso, es que no
hubo un aumento en la fluctuacion de los residuos al estar a 120°, respecto a la fluctuacién
a 20°. Incluso llegé a ser menor en unos residuos como Cys?4, Gly?3, Tyr?3, Cys™, Ala®.
Otro comportamiento tnico del dominio B es que el terminal que mas fluctiia es el CT,

mientras que en los demds dominios resulta ser el AT.

Los PdS parecen encontrarse en una posicién estratégica, como se muestra en la estruc-
tura cristalogréfica de la Figura 9. Esta ubicacion 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 sélo es la parte mas estable de los dominios, sino que también
ahi se encuentra el sitio de unién al ligando. Con el andlisis del RMSF es posible ver la
importancia de los PdS en la estabilidad de los dominios y permite ver la contribucién
de cada residuo al movimiento de los dominios cuando se encuentra a un pH &acido. No
obstante, no brinda una respuesta a la variacién en los valores de la T,,, ya que dichos
puentes se encuentran en la misma posicién 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. ARMSF 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 grafica los PdS estan
marcados con un color que corresponde al puente marcado en la estructura.
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Calculo de P-H

De acuerdo con [Bowie, 2011], los P-H son un factor importante en la estabilizacién
de proteinas, lo cual se corroboré por medio de un estudio en el que se mutaron residuos
polares que formaban P-H por alanina o valina. Se encontré que dichos puentes contribuian
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 prevalecian a altas temperaturas. Este tipo de P-H se le llama puentes nativos.
Posteriormente se cuantificé la fraccién de tiempo que estaba presente dicha interaccion a
lo largo de las trayectorias. Estos calculos se realizaron a 20°, 67°, 80° y 120° C con el fin de
cuantificar la prevalencia de P-H nativos, los cuales podrian ayudar a explicar la estabilidad
individual de cada dominio. Tanto en el dominio A aislado como en la proteina completa,
los P-H que més perduran son aquellos que ocurren entre Gly?® - Cys'?, Cys'® — GIn3 y
GIn! — Cys?4, tanto a 20° como a 120° C (Figura 10.a). El hecho de que los P-H formados
por residuos de cisteina sean los que mas 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 Cys!” hasta el CT se pierde el
plegamiento y causa la pérdida de las interacciones entre Gly?® - Cys', Tyr?* — Ser!?, Gly*
— Asn?, GIn! — Cys?*. A 67° y Tm los P-H del dominio A tienen una fraccién similar a
la observada a 20°, ya que interacciones como Tyr?® — Ser'?, Gly?? — Cys?*, Ser'® — Gly??,
Cys'” — Gly?®, Met'? — Gly* tienen fracciones de presencia que varfan 0.4640.11 en las tres
temperaturas. A 120° se observa un cambio repentino, ya que se pierde la mayoria de las
interacciones y la fraccién 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 interaccién entre Cys!” — GIn®¢ y GIn'® — Cys?*, se encuentran en el dominio
aislado més del 70 % de las trayectorias, mientras que en la proteina completa todos los
P-H estdn por debajo del 40 %. A pesar de esto, es posible notar un patrén claro en los
dos estados del dominio. Cuando se encuentra en la proteina, los P-H que se encontraban
en los extremos a temperaturas inferiores se pierden y prevalecen principalmente los del

niicleo, especificamente entre la Cys!” — GIn3% y GIn! — Cys?4, Cys'” y la Gly?°, lo cual
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corresponde al sitio de union del dominio. En el caso del dominio aislado, precisamente en
dicha regién es donde se pierden las interacciones a 120° y se mantienen en los extremos

terminales.

Las interacciones entre Gly?® — Cys!”, Ser'%-Tyr?3, Gln! — Cys?*, no son tnicas del
dominio A, ya que se encuentran también en B, C y D, siendo las interacciones que méds
perduran en todos los dominios. En el dominio B, estdn presentes mas del 80 %, tanto
aislado como en la proteina completa. Esta fraccién es la mas alta a lo largo de los cuatro
dominios y en el caso del P-H entre Cys'” — GIn®® se mantiene ese tiempo en las cuatro
temperaturas (Figura 10.b). A diferencia del dominio A, el B llega a presentar P-H tini-
cos de cada temperatura, los cuales no se encuentran en temperaturas subsecuentes como
es el caso de GIn® — GIn®, 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: Gly* — Ala’” que se
ubican en el AT formando una hélice alfa y por tltimo, Ser!® — Tyr?3 presente en el sitio
de unién. Estas interacciones se presentan tinicamente 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 espontdneos en las
distintas temperaturas, el B aislado es el dominio con méas P-H nativos que prevalecen a
120° con fraccién de presencia > 20 %, ya que la mitad de los P-H que presenta a 120°
tienen fracciones de duracién > 50 %. En el caso del dominio en la proteina no preserva
los P-H de la misma manera, ya que la mayoria de sus interacciones estan por debajo del
40 %, tnicamente Tyr®” — Ser®3 mantiene una fraccién > 60% y presente en las cuatro
temperaturas. Esto se debe a que el dominio en este estado presenta movimientos més
amplios en los extremos, provocados por los dominios A y C. Este movimiento es ain
mas notorio a alta temperatura. Uno de los P-H que se ve principalmente afectado por el
cambio de la temperatura en la proteina es Cys®! — GIn®, ya que a las temperaturas 20°,

67° y 80° estd formado un 844+1% y a 120° perdura 38 %.

En el dominio C, la distribucién de los P-H con mayor presencia es mas homogénea a
lo largo de la secuencia, por lo que no es tan definida la zona del sitio de unién como en el
caso del dominio A. Sin embargo, al comparar los P-H de este dominio en la proteina, se
observa una zona distintiva que comprender desde la Leu'%3-Cys!''® donde los P-H de las

cuatro temperaturas estdn presentes entre el 40 y 60 %. En el AT también llega a presentar
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Figura 10. Figura 10. Fracciones de P-H a diferentes temperaturas de los dominios. El
codigo de colores indica la temperatura a la que se presenta dicho P-H. En la izquierda de
cada gréfica se muestran el nimero de residuos que forman la interaccién.
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interacciones con una alta presencia, mientras que en el CT unicamente las interacciones
entre Ie87-Cys'0 y Gly?"— Gly" es la que se mantiene a 120°, 23 % (Figura 10.c). Por
ultimo, 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 unién mantuvo interacciones
arriba del 20 %. Vale la pena mencionar que cuando el dominio estd a 80° es capaz de
mantener interacciones con mayor presencia que cuando estd a 20°, como es el caso de
Gly?® — Cys!” y Arg! — Cys®* entre otras, las cuales estuvieron presentes 70 y 67 %,
respectivamente. A 120°, sélo se observaron seis P-H, los cuales son Tyr!6 — Cys!? y Arg!®
— Cys'8, presentes 25 y 28 % de las trayectorias, tinicos de esta temperatura. Cuando el
dominio D se encuentra en la proteina, 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: Cys'” — Gly'®®, Cys'” — GIn'%, Ser'®® — Ser!%?, Gly®®
~ Cys'", Gly'% — Cys!6! y Ser'6® - Cys!'*" (Figura 10.d). Varias otras interacciones
propias de cada temperatura perduran entre un 30 y 40

Con el fin de poder establecer una correlacion entre la estabilidad propia de cada domi-
nio aislado y los P-H que es capaz de formar y mantener, se tomaron en cuenta inicamente
los P-H nativos que perduran a 120°, con un porcentaje de presencia en las trayectorias
> 20 % y se hizo un anélisis de correlacién (Tabla 3) [Ragone, 2001]. Este anélisis arrojé
un coeficiente de determinacién (R?) de 0.91, lo cual sugiere una alta correlacién entre la
presencia de los P-H y la estabilidad propia de cada dominio. Por lo tanto, este andlisis

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

Tabla 5. Cantidad de P-H por dominio = Tabla 6. Cantidad de P-H por dominio en la
aislado y su T,, correspondiente proteina y su T,, correspondiente

Por otro lado, se hizo este mismo andlisis para los dominios en la proteina. En este
caso los dominios A y D tuvieron ambos seis P-H con dichas caracteristicas, mientras que

tanto B y C presentaron 10 P-H. Esto arrojé un R? de 0.7.
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Figura 11. Gréfica de la regresion lineal entre la cantidad de P-H y T, de los dominios
aislados y en la proteina. El color de cada linea corresponde a las Tablas 5 y 6.

Analisis del sitio de union.

Otros P-H que se presentan en los cuatro dominios tanto aislados como en la proteina
completa, son los P-H formados por la Ser19 del domino A aislado y residuos arométicos
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 unién y tiene un papel importante en la unién con el ligando, ya que los resi-
duos arométicos mantienen interacciones hidrofébicas, mientras que la Ser!?, 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 unién, con el fin de ob-
servar si existe un cambio respecto a los dominios completos, se calculé la RMSD sobre
los 4tomos pesados de los residuos Ser'-Cys3! a 120°. Se calculé sélo a esta temperatura
dado que ya se sabe que el nicleo de los dominios (residuos: 8-35) a 20° no sufre ninguna
perturbacién conformacional. Ademas de calcular el RMSD, también se obtuvo la estruc-
tura promedio de los conférmeros correspondientes al rango de valores de RMSD més altos
para analizar de manera cualitativa la diferencia del sitio de unién respecto a la estructura

de referencia.
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Figura 12. RMSD y estructura promedio del sitio de unién de los dominios a 120° C.
Cada color en las graficas 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 conférmeros correspondientes a
los valores de RMSD més altos, para observar la diferencia respecto a la estructura de
referencia (azil claro).

En la Figura 12.a se observa como el sitio del dominio A es el que més 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 estén por
debajo de los 4 A. A pesar de que en los resultados anteriores, el dominio D siempre habia
confirmado ser el menos termoestable, su sitio de unién parece tener pocas perturbaciones
conformacionales (Figura 12.d). Unicamente en una de las réplicas mostré cambiar el
plegamiento a una compactacién en el sitio y una rotacién de 90°, respecto a la estructu-
ra cristalografica (estructura azul). Por dltimo, el sitio de unién del dominio B muestra
valores de RMSD por debajo de los 2 A, por lo que permanece préacticamente sin ninguna

perturbacién conformacional a pesar de estar a 120°.



38 CAPITULO 4. RESULTADOS

Caculo de interacciones intermoleculares generales

Dado que los P-H no son el tnico tipo de interacciones moleculares que hay que tomar
en cuenta, se hizo un analisis de los contactos j 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 variacion respecto a la temperatura.
Se cuantificé la fraccion de presencia de cada interaccion de los cuatro dominios, tanto
aislados como en la proteina completa a las temperaturas de analisis 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 duracién de cada
interaccion. Las matrices revelaron que las regiones que mantuvieron interacciones mas
recurrentes en todos los dominios son: los cinco primeros residuos del AT X!-Gly® con los
residuos Ser!?-Cys?* del sitio de unién. También los residuos Asn'*-Ser!® del niicleo que
interactian con el CT Glu??-Ala?. Por tltimo, los residuos arométicos del sitio de unién
19-30 interaccionan entre si debido a su volumen y su ubicacién de un espacio estrecho en

la proteina.

No es de extranar que las regiones equivalentes mantengan los mismos contactos en
todos los dominios, tomando en cuenta que tienen un indice de similitud en secuencia del
46 %. Se observé 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 mayoria
cambia a una fraccién de presencia > 20 %. Esto se debe a que el aumento de temperatura
incrementa la energia cinética del sistema y por lo tanto, el movimiento de los atomos
es més rapido [Zhang et al., 2021]. Al hacer esto, los dominios cambian més rapido de
conformacién, haciendo que se formen y rompan interacciones no especificas, especialmen-
te en las regiones terminales y en la regiéon X2?-X39. Este rompimiento y formacién de

interacciones estd 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, Asnl4-Serl9 tienen una
fraccién de duracién del 50 %, mientras que en la proteina completa, la mayoria disminuye
a fracciones > 20 %, ademds de cambiar el patrén de interacciones. Este dominio es el
segundo con fracciones altas, ya que el B mantiene las mismas interacciones tanto aislado

como en la proteina completa en el 100 % de las trayectorias. Estas interacciones en los
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Aislado ™

Figura 13. Matrices de contactos interatémicos con fraccién 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 proteina como se indica en la parte
izquierda.

dominios C y D aislados estan < 20 %, mientras que en la proteina el dominio C pierde por
completo parte de estas interacciones, ademds de que el D aumenta la fracciéon de algunas

de estas interacciones, dentro del rango mencionado anteriormente.

Valores propios de dPCA en los dominios aislados y en la

proteina

El dltimo analisis comparativo entre los dominios aislados y en la proteina completa
que se realizé, consistio en determinar si los dominios mostraban movimientos colectivos
mas amplios cuando se encuentran aislados. Para esto se hizo nuevamente un analisis de
dPCA a 20°, T,, respectiva y 120° C y se compararon los valores propios de cada dominio
aislado y en la proteina [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 estd en la
proteina. Esta relacién se invierte a 120°, ya que el valor propio del PC 1 del dominio
aislado es de 4.6, mientras que cuando estd en la proteina completa es de 2.8, al igual

que los de la T,,. El dominio B no presenta ninguna diferencia a 20° y T,, entre el
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41

10 92°

Uf'\ll'ﬂh'

RMSD (A)

Y, i Uy .
',"| .-‘ | ! | W ol N A e
\.|" It r \."I |'f ‘ !

il F LY
\}{} ""L' {";f [:| f"”r ‘J'ur JW “rw,‘ﬂ'l\("l’lr\hji:‘_‘l@,‘,{# ’ "lrlr“..-.,r-'ml\ nJ"MIu\ WV At

0 100 200 300 400 500

Tiempo (ns)

Figura 15. RMSD de los dominios en la proteina a 92° C. Cada color representa cada
unode los dominios, con el cédigo que se indica en la parte superior izquierda.

dominio aislado o en la proteina, por lo que sus movimientos colectivos son de la misma
magnitud. Aunque el valor propio del PC 1 del dominio aislado cuando estd a 120°, es
mas bajo que cuando se encuentra a su Tm, indicando la posibilidad de que sea necesario
realizar dinamicas de mayor duracién 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 mas varianza es
cuando se encuentra a 20° en la proteina, incluso por encima de los valores propios de las
trayectorias a 120°. No obstante, ambos dominios también presentan el valor propio més
pequeno cuando estan aislados. Por otro lado, el dominio C es el tinico que presenta mayor

flexibilidad a 120° cuando se encuentra en la proteina 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 proteina. Para
observar el comportamiento de los dominios en la proteina a lo largo de las trayectorias, se
calcul6é el RMSD para el rango de residuos de la proteina correspondiente a cada dominio
a distintas temperaturas (Figura 15). Se observé que a baja temperatura, los valores son
congruentes con los resultados de RMSD de los dominios aislados, obtenidos previamente.
Conforme aumento la temperatura se comenzé a observar un comportamiento anémalo por
parte del dominio C, en el que pareciera que es el dominio con mayor desnaturalizacién

ya que presenté valores de RMSD maés altos en la mayoria de las réplicas a partir de la
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Figura 16. Estructuras promedio que describen el cambio conformacional (compactacién)
de la proteina a altas temperaturas. Este cambio conformacional, causa una disminucién
en el SASA y una alteracién en el plegamiento del dominio AGT.C

temperatura de 80° y hasta 120°. Al analizar estas trayectorias en un visualizador molecular
(Figura 16.), se observé que dichos valores de RMSD del dominio C se deben a una
conformacién recurrente en la mayoria de las réplicas, que consiste en una compactacion
de la proteina, 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 Glu®"-Cys'*? y
Cys''8 - Thr!??. 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 proteina. Al ser
tan recurrente la conformacién compactada, sugeriria que es una conformacién con mayor
estabilidad. Para medir el nivel de compactacion se calculé la superficie de area expuesta al
solvente (SASA) de los tres estados conformacionales que describian 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
proteina, lo que causa una compactacién y por lo tanto una disminucién de SASA. Este

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



Discusion

La AGT es la lectina que ha sido més caracterizada a nivel molecular. Su capacidad de
unirse a ligandos con alto nivel de especificidad y con afinidad en el rango M, han hecho
que esta proteina haya sido utilizada en una gran variedad de aplicaciones en estudios de
las ramas biomédica y biotecnoldgica. Sin embargo, a pesar de todos estos estudios, se
desconocen los mecanismos de estabilidad de esta proteina, conocimiento que abriria la
posibilidad de aumentar su eficiencia en tratamientos y posibilidades de aplicacién. Por lo
tanto, es necesario encontrar dichos mecanismos, con el fin de hacerla maés eficiente como
acarreador de farmacos y seguir explotando su potencial en la investigaciéon biomédica y
biotecnoldgica. FEn la presente tesis se realizé la caracterizacion in silico del desplegamiento
térmico de la AGT mediante simulaciones de dindmica molecular de los cuatro dominios
aislados y de la proteina completa, a distintas temperaturas. Mediante dPCA y modelos
de estados de Markov se definié el estado nativo y desnaturalizado de la proteina y de
los dominios aislados con base en la energia libre de cada conférmero. 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 observé que los dominios aislados presentan movimientos colectivos de menor
amplitud que cuando se encuentran en la proteina. Por tltimo, se observé que la proteina
tiene conformaciones recurrentes que consisten en un acercamiento de los dominios de cada

extremo, provocando una compactacién.

La definicion del estado plegado y desplegado que se determiné para los dominios aisla-
dos y en la proteina utilizando los modelos de estados de Markov [Zimmerman et al., 2017],
mostré que el estado plegado se acerca a la estructura cristalografica. Esto también se vio

reflejado en la RMSD, ya que el estado plegado de los dominios aislados presentaba un
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valor mas bajo respecto a la estructura cristalografica que el estado desnaturalizado. Es-
tos valores fueron mayores cuando los dominios se encontraban en la proteina, ya que
el desplegamiento no era unicamente 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
conférmeros plegados se encontré en la cuenca de atraccién méas poblada del PEL de cada
dominio, indicando que los conférmeros que pertenecen a ese macroestado presentan una
menor energia respecto a los demés conféormeros de las trayectorias.

En los dominios aislados, la diferencia en estructuras méas 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 mantenia practicamente 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 mencioné antes,
de la que son responsables los PdS. Una interaccién de ese tipo puede contribuir de 5 a
10 kcal/mol a la estabilidad de una proteina en su estado nativo [Zavodszky et al., 2001].
Segun lo reportado por [Pace et al., 1988] y [Zavodszky et al., 2001], el incremento en la
estabilidad de la proteina se ve reflejado principalmente en la disminucién de la entropia
del estado desnaturalizado. La influencia de los PdS en el comportamiento de los dominios
se analizé mediante el RMSF. Los PdS cumplen con la funcién de disminuir grados de
libertad en la proteina, lo que sugiere que el comportamiento es congruente con lo men-
cionado por dichos investigadores. La restriccion por parte de los PdS también se observé
en el analisis que se hizo sobre los sitios de union de los dominios, los cuales resultaron ser
la parte mas estable en todas las simulaciones. Esto abre la pregunta: ;La restriccion de
los PdS tendria un papel importante en la especificidad por carbohidratos, caracteristica
de esta proteina? Ya que ademas de brindarle estabilidad, moldean la topologia de los
dominios y del sitio de unién. Se han realizado estudios en los que, al mutar los residuos
de los sitios de unién de la AGT, se altera la red de interaccion de los P-H, lo que conlle-
va un cambio en su especificidad por el N-acetil-dcido-neuroaminico (NeubAca(2-3)Gal)
[Parasuraman et al., 2014]. No obstante, no se ha estudiado sin los PdS.

Con el andlisis del RMSF es posible ver la importancia de los PdS en la estabilidad de los
dominios y la contribucién de cada residuo al movimiento de los dominios. Sin embargo,
no brinda una respuesta a la variacién en los valores de la Tm, ya que dichos puentes se
encuentran en la misma posicién de cada dominio, por lo que debe de haber otro compo-
nente que aporte a las diferencias de las termoestabilidades.

Por otro lado, el andlisis de regresion lineal de los P-H con la Tm de cada dominio y la
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cuantificacién de los contactos intramoleculares sugieren ser congruentes con lo que se tie-
ne reportado sobre la aportacién de los P-H en la estabilidad de proteinas. En el presente
trabajo se puso especial atencion a las interacciones intramoleculares como contactos hi-
drofébicos y P-H. Se tiene reportado que la contribucién entalpica de P-H en la superficie
de una proteina es de -6 kJ/mol, mientras que las interacciones al interior de la proteina
aportan -25 kJ/mol [Cramer et al., 2020]. En el anélisis de los P-H de cada dominio a 20°,
los P-H eran mas abundantes y con una mayor fracciéon 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 aportacién entdlpica es mayor que a 120°.

Los valores propios de los componentes principales calculados para los dominios aisla-
dos tienden a ser méas bajos que cuando se encuentran en la proteina. Esto indica que sus
movimientos colectivos son més amplios que cuando se encuentran aislados y, por lo tanto,
serfan 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 proteinas
con multiples dominios vs proteinas sin alteraracién en su secuencia. A través de técnicas
computacionales. Calcularon la energfa libre de plegamiento (AGyey) para los dominios
pertenecientes a proteinas multidominios estudiados en aislamiento y obtuvieron valores
de 7.70£0.96 kcal /mol, mientras que formando la proteina completa presentaron valores de
-6.57+2.37 kcal/mol. Cabe recalcar que las proteinas seleccionadas para este estudio eran
proteinas capaces de mantener interacciones de tipo hidrofébicos entre los dominios, lo
cual contribuye favorablemente a la estabilidad. El niimero 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 disminucién en estabilidad de dominios pertenecientes a proteinas
multidominio en estado aislado, puede deberse a una falta de energia de solvatacion, es
decir, que la cantidad de residuos hidrofébicos expuestos al medio sea mayor que los resi-
duos polares. Esto lo corroboraron al mutar residuos polares por hidrofébicos en la parte
de interaccién interdominio, por lo que al interactuar con los deméds dominios no quedan
expuestos al medio. Si los dominios se aislan, son privados de esas interaciones y los grupos
hidrofébicos quedan expuestos a medio, lo que conlleva a una solvatacién pobre y AG >

0. En el presente trabajo, los dominios aislados de la AGT tienen un drea polar ~ 50 %,
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por lo que su energia de solvatacion seria mas favorable que los dominios del estudio de
[Bhaskara and Srinivasan, 2011]. No obstante, cuando se encuentran en la proteina com-
pleta su drea polar también equivaldria al 50 %, por lo que no se esperaria un cambio en la
estabilidad. Otro factor que podria estar afectando la estabilidad de los dominios cuando
se encuentran en la proteina completa son los movimientos que puedan causar los demés
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.

s El sitio de unién de los dominios de la AGT, resulta ser la parte mas estable de toda

la proteina.

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

plitud que cuando se encuentran en la proteina.
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Perspectivas

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

metria.

= Evaluar el comportamiento de los dominios aislados y la proteina sin los puentes

disulfuro.

» Realizar experimentos de acoplamiento molecular para encontrar farmacos candida-

tos que puedan ser acarreados por la AGT y sus dominios aislados.
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