BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Fisicoquimica del agua en la
superficie proteica y su
protagonismo en la unién de
carbohidratos

Gauto, Diego F.

2013

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Gauto, Diego F.. (2013). Fisicoquimica del agua en la superficie proteica y su protagonismo en la
union de carbohidratos. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires.

Citatipo Chicago:

Gauto, Diego F.. "Fisicoquimica del agua en la superficie proteica y su protagonismo en la union
de carbohidratos". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
2013.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

po - OF * Bugy
7°° FACUITAD - N
/s CIENCIAS EXACTAS %)
¥ NATURALES °.

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Quimica Inorgdnica, Analitica y Quimica Fisica

Fisicoquimica del agua en la superficie
proteica y su protagonismo en la union de
carbohidratos

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el drea
Quimica Inorganica, Quimica Analitica y Quimica Fisica

Diego F. Gauto

Director de tesis:
Dr. Marcelo Marti

Consejero de estudios:
Dr. Leonardo Slep

Buenos Aires, 2013






Resumen

La formacién de complejos biomoleculares (receptor-ligando), es un proceso que com-
prende numerosos aspectos fisico-quimicos, como la formacion de diferentes tipos de
interacciones entre la proteina y su ligando y el cambio en la estructura de solvatacién en
las superficies de contacto de ambas moléculas. Un importante desafio consiste en com-
prender el papel de las moléculas de agua en el proceso de unioén, dado que muchas
de estas pueden ser desplazadas desde el sitio de union hacia el seno del solvente,
mientras que otras pueden permanecer fuertemente unidas en el mismo, puentean-
do la interaccidn entre la proteina y el ligando. Por otra parte, el desplazamiento de
aguas juega también un rol clave en la determinacion del resultado termodinamico del
proceso de unidn.

El rol de la estructura de solvente en las lectinas, que comprenden todas las proteinas
de unién/reconocimiento de carbohidratos sin actividad enzimadtica, es particularmente
relevante en el proceso de reconocimiento, debido a la naturaleza hidrofilica del ligando y el
sitio de union. En este contexto, el presente trabajo de tesis doctoral, pone a prueba la
hipétesis de que la estructura del solvente en el sitio de union a carbohidratos (CBS)
de lectinas, guarda una relacién con la forma y las interacciones del complejo lectina-
carbohidrato resultante, y por lo tanto, se puede utilizar para predecir su modo de
union. Para ponerla a prueba, se plantean los siguientes objetivos:

(I) Empleando simulaciones de Dindmica Molecular en solvente explicito, en combinacion
con un andlisis termodindmico estadistico, desarrollar y contribuir a la hipdtesis de
trabajo de que la estructura formada por las moléculas de agua presentes en el sitio
de reconocimiento de carbohidratos en el receptor libre, emulan la posicién de los
grupos funcionales polares del ligando (en particular los hidroxilos u OHs) cuando se
forma el complejo.

(I) Combinando el analisis mencionado en el item I) con métodos de punto final para el
calculo de la energia libre proteina-ligando, se estudié la base estructural subyacente
a la selectividad epimérica mostrada por lectina del hongo Agaricus bisporus (ABL), la
cual muestra dos sitios de unién a carbohidratos bien diferenciados (CBS-A y CBS-
B ) que se encuentran en el mismo dominio, en donde la evidencia experimental
muestra que cada uno de ellos es capaz de discriminar entre los epimeros, N-Acetil-D-
Galactosamina y N-Acetil-D-Glucosamina.

(III) Finalmente, utilizando la informacion de la estructura de solvente, se ha desarro-
llado un esquema de Docking Molecular modificado que proporciona una mejora
significativa en términos de exactitud (la relacion entre el complejo predicho y la
estructura de referencia cristalografica) y precisién (discriminacion entre el resultado
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verdadero de los falsos positivos) en la prediccién de la estructura de complejos
lectina-carbohidratos.

Palabras claves: lectinas, carbohidratos, sitios de hidratacidon, dinamica molecular,
docking, termodindamica
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Abstract

Protein’s surface water molecules and their role
in the carbohydrate recognition process

The formation of biomolecular complexes (receptor-ligand), is a process that involves
many physicochemical aspects, like the formation of different types of interactions between
the protein and its ligand, and the change in the solvation structure between the contact
surfaces of both molecules. Understanding the role of water molecules in the binding
process is particularly challenging, since while some water molecules are displaced
to the bulk solvent, others remain tightly bound in the binding site, bridging protein
ligand interactions. Moreover, water displacement is also a key player in determining the
thermodynamic outcome of the binding process.

Lectins, comprise all carbohydrate binding/recognition proteins that do not have enzy-
matic activity, and given the hydrophilic nature of these ligands and these binding site, the
role of the solvent structure in these protein-ligand recognition process is particularly rele-
vant. In this context, the present PhD thesis, seeks to test and analyze the hypothesis
that the solvent structure in the carbohydrate binding site (CBS) of lectins, mimics
the shape and interactions of the resulting lectin-carbohydrate complex, and could
thus be used to predict their binding mode. To achieve this task, we have pursued the
following specific aims:

(I) Using explicit solvent molecular dynamics simulations (MD) combined with a statisti-
cal thermodynamic analysis, we have analyzed the structure adopted by the water
molecules in the CBS of several lectins, and related this information with the position
of the polar functional groups of the carbohydrate ligands in the resulting complexes.

(I) We have combined the above mentioned analysis with protein-ligand end-point
free energy calculations to analyze the underlying structural basis of the epimeric
selectivity showed by Agaricus bisporus Lectin (ABL), where two carbohydrate binding
site (CBS-A and CBS-B) have found in the same carbohydrate recognition domain
(CRD), show that each of them is capable to discriminate between the epimers,
N-acetyl-D- Galactosamine and N-acetyl-D-Glucosamine.

(IIT) Finally, and using the information of the solvent structure, we have devised a modified
molecular docking scheme that provides significant improvement in terms of accuracy
(the relationship between the predicted and crystallographic complex of reference)
and precision (discrimination between the true from false positives results) in the
prediction of lectin-carbohydrate complex structures.
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termodynamics
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Capitulo 1
Introduccion

1.1. Introduccion General

El paradigma central de la biologia molecular moderna establece que el flujo de infor-
macion en las células va desde el ADN hacia el ARN y de este tltimo a proteinas. El impacto
de este concepto tiene su fuerza en la habilidad que provee para manipular una clase de
moléculas basado en el conocimiento de otras o bien, predecir la funcién de una de ellas en
base su semejanza estructural.

Proteina

Figura 1.1. Dogma de la biologia celular

Pero en realidad, crear una célula requiere también de otras dos clases de moléculas
como los lipidos y los carbohidratos. Estas moléculas pueden servir como intermediarios en
la generacién de energia, como sefializadoras o bien como componentes estructurales y es
en este punto, en donde el rol estructural de los carbohidratos adquiere importancia en la
construccidon de érganos multi-celulares complejos y organismos, los cuales requieren de la
interaccion de células no solo con otras células, sino con la matriz extra-celular.

En muchos casos, estos glicanos se encuentran como entidades independientes en la
superficie externa de las células (dado que la mayor parte de los mismos son secretados),
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Figura 1.2. Dogma de la biologia celular extendido
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encontrdndose en una posicion estratégica para modular o mediar una amplia variedad de
eventos vinculados al reconocimiento célula-célula y a las interacciones célula-matriz, las
cuales son cruciales para el desarrollo y la funcién de organismos multicelulares complejos.

Ademas, en el ntcleo y el citoplasma existen numerosos ejemplos de interaccién
proteina-carbohidrato, donde cumplen la funcién principal de actuar como llaves regula-
torias. Es en este punto en donde resulta interesante plantear un dogma de la biologia
molecular mds global (dogma extendido) y que conlleva a una visién mds integradora
y menos reduccionista del comportamiento celular, que incluya las interacciones entre
proteinas/DNA/RNA-azucar/lipidos, asi como la interaccidon de los azucares entre si y
lipidos entre si dado que juegan un rol no despreciable en modular el comportamiento y el
estado celular (ver esquema 1.2).}

En las ultimas 3 décadas, los progresos en el area de la glicobiologia han crecido de
manera exponencial, resaltando la importancia de estas macromoléculas en varios procesos
intra- e intercelulares. Por un lado, la variabilidad y la complejidad estructural de los
glicanos en la superficie celular les permiten funcionar como moléculas sefalizadores, de
reconocimiento y de adhesién celular. Por ejemplo, los glicanos en la superficie de las células
estan involucrados en muchas funciones fisioldgicas como ser el normal desarrollo embrio-
nario, diferenciacién, crecimiento, inhibicidn por contacto, reconocimiento célula-célula,
metdstasis, trafico o localizacién intracelular, etc. Es asi como el campo de la glicobiologia
ha recibido especial atencion y se ha ido acumulando evidencia experimental sobre nu-
merosos tipos de células tumorales, en donde se observa que la transformacion a células
malignas esta fuertemente correlacionada con un cambio en el patrén de glicosilacién de

las mismas.?3

Centrales en este contexto son las lectinas, que son proteinas de origen no inmunolégico
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y sin actividad enzimadtica que se las pude encontrar en la mayoria de los organismos
(desde virus y bacterias hasta plantas y animales), responsables del reconocimiento de
mono- y oligosacdridos de manera reversible y con alta especificidad.*® Las lectinas no
solo son capaces de unirse a oligosacdridos en las células, sino que también pueden
reconocer azucares libres, incluyendo monosacaridos y pese a que la interaccion lectina-
monosacarido sea relativamente débil, puede ser tan especifica como la interaccion antigeno-
anticuerpo o enzima sustrato.>”’ Por otro lado, estudios estructurales llevados a cabo
sobre lectinas provenientes de células animales, sugieren que la unién de carbohidratos
a lectinas es generada por un numero limitado de aminodcidos del receptor, agrupados
en lo que se conoce como el sitio de unién de carbohidratos (CBS por sus siglas en inglés
“Carbohydrate Binding Site"). El CBS por lo general se asocia al extremo no reductor de un
oligosacarido unido a glicoproteinas y/o glicolipidos de la membrana celular y este proceso
de reconocimiento tiene un fuerte impacto biolégico en diversos aspectos vinculados al

proceso reconocimiento celular, respuesta inmune e induccién mitogénica, entre otros.>8

1.1.1. Importancia de la interaccion proteina-ligando

El reconocimiento molecular en complejos proteina-ligando es responsable de la unién
selectiva de ligandos de bajo peso molecular a una proteina especifica y de este modo
aquellos compuestos que interacttien especificamente con una determinada proteina de
interés farmacolégico pueden ser utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades.

En particular, aquellas enzimas que regulan reacciones bioquimicas son importantes
blancos moleculares considerados por la quimica medicinal. Dos ejemplos representativos
de estos podrian ser el inhibidor enzimatico trimethoprima, el cual inhibe a la dihidrofolato
reductasa bacteriana, que ha sido utilizada en tratamientos contra infecciones bacterianas,
mientras que otro ejemplo es la dorzolamida, que ha sido aprobada como droga contra
el glaucoma. Si bien, los compuestos de bajo peso molecular pueden interactuar con
las macromoléculas a partir de interacciones covalentes (por ejemplo, los trifluorometil
ceto-inhibidores de la elastasa, los antibidticos (-lactamicos, la aspirina y otras drogas
antiinflamatorias no esteroideas), un amplio espectro de moléculas interactian a través de
interacciones no covalentes proteina-ligando para modular el comportamiento celular.’

La mayor contribucién a este tipo de interacciones vienen usualmente dadas por nu-
merosas uniones puente de hidrogeno formadas entre la proteina y el ligando. Ademas,
grupos funcionales cargados de manera opuesta se encuentran apareados en el complejo
proteina-ligando formando puentes salinos y por otro lado por aquellos grupos lipofilicos
del ligando que se localizan en los bolsillos hidrofébicos del receptor proteico formados por
las cadenas laterales no polares de los aminoacidos.

Actualmente, la constante de unién proteina-ligando puede ser estimada por varios
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Figura 1.3. Representacion de la asociacion proteina-ligando en agua (Martin et al., Annual Review,
2013)

métodos experimentales, como por ejemplo mediante Titulacién Isotérmica Calorimetrica
(ITC), o bien, Resonancia de Plasmones de Superficie (SPR), entre otros. De modo tal que
se ha generado un amplio conjunto de datos termodindmicos vinculados al proceso de
unién como por ejemplo AH,, AS, y AG, asi como constantes de union, que dan lugar a
las siguientes preguntas:’

(a) ¢Cuadl es la relacién de la constante de unién con las propiedades estructurales del

complejo?,

(b) ¢Cudl es la propiedad mds importante que le permite a una proteina reconocer a un

dado ligando y unirse fuertemente al mismo?,

(c) ¢Qué hace que una dada regién de la proteina (como por ejemplo un surco en la
superficie proteica) sea un sitio de unién a ligandos)?

En resumen, la naturaleza fisica de la union proteina-ligando es un fendmeno complejo, del
que aun quedan muchas aspectos por comprender. Ademads, es importante notar que tanto
el sitio de unidn a ligandos de la proteina como el ligando, se encuentran completamente
solvatados previo a la unién y los grupos polares forman uniones puente de hidrogeno con
el solvente (ver figura 1.3). Esto genera que en el proceso de union entre las biomoléculas,
se pierda parte de la capa de solvente que rodea la superficie de ambas, que es expelida
hacia seno del mismo, involucrando la rotura de numerosos puentes de hidrégeno formados
con las moléculas de agua de la primera capa de solvatacion.

Por otro lado, es importante tener en cuenta la flexibilidad de las moléculas que partici-
pan en el proceso de union, dado que los ligandos suelen tener varios grados de libertad
rotacionales en sus enlaces que en principio, pueden dar lugar a un gran nimero de confor-
maciones de baja energia en su estado libre, que se pierden en su estado unido al receptor
dadas las restricciones estéricas del sitio de unién. Por otro lado, las proteinas también son
flexibles y su conformacién en el estado libre puede diferir significativamente del estado

4
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acomplejado, es decir aquel unido al ligando, con una consecuente pérdida en algunos
grados de flexibilidad interna de las mismas en el estado unido respecto del estado libre.
Como es esperado, ambos efectos traen como consecuencia un costo entrépico asociado a

los procesos de unién.’

Un caso particular de ligandos, son los carbohidratos, en donde el reconocimiento entre
proteina-carbohidrato se establece generalmente a través de redes puente de hidrégeno y
contactos complementarios con la superficie proteica. Es notable que la mayor parte de los
residuos no polares de la proteina involucrados en la unién al aztcar son en su mayoria
aromaticos, sugiriendo un rol especifico para las interacciones CH-r. Para las lectinas, la
mayor parte de las uniones puente de hidrégeno involucran grupos funcionales de las
cadenas laterales planos y multivalentes (Asn, Asp, Glu, Gln, Arg, His) y el motivo mds
frecuente para la union puente de hidrégeno parece ser NH...OH..O=C. A pesar de que
esto incluye numerosas posibilidades, resalta la importancia de la cooperatividad de las
uniones puente de hidrégeno dada por los grupos hidroxilo (-OH) de los aztcares. Y si bien
la presencia de los grupos -OHs no es frecuente en el sitio de unién de carbohidratos, es
comun encontrar moléculas de agua en posiciones estratégicas que actian como puentes
entre la proteina y el sustrato. Por otro lado, muchas lectinas requieren la presencia de
iones de metales (como por ejemplo Ca**) para ser completamente activas, aunque no es
usual encontrar interacciones directas metal-carbohidrato.!°

A pesar que el origen de las fuerza involucradas en la unién de los azucares a
proteinas son las mismas que para unir cualquier ligando a un receptor proteico
(puentes de hidrégeno, interacciones de vdW y atracciones de carga y dipolares), lla-
ma la atencidon que en general la constante de disociacion muestra que la estabilidad
del complejo es baja (en el rango de los 100 M), comparada con otro tipo de ligan-
dos. En general, la baja afinidad esta relacionada con las propiedades intrinsecas de los
carbohidratos tales como la falta de cargas y la falta superficies hidrofébicas extendidas,
lo que reduce la probabilidad de formar interacciones fuertes con la proteina. En su lugar,
la formacidn de los complejos proteina-carbohidrato involucran interacciones de vdW dé-
biles y la formacién de una red de puentes de hidrégeno entre la proteina y los grupos
hidroxilo, acetamida y el 4&tomo de oxigeno del anillo y de la unién glicosidica de los
azticares.!! Por otro lado, la contribucién efectiva de las uniones puente de hidrégeno a
la formacion del complejo, no depende tinicamente de su energia intrinseca, sino ademas
de la energia asociada con el fendmeno de deshidratacion y transferencia de moléculas
de agua desde el sitio de unién hacia el seno del solvente.!? En conclusidn, es el balance
neto de estds contribuciones las que determinan si un puente de hidrégeno es estable o
no, independientemente de la relevancia del aducto especifico formado en el proceso de
union. En este contexto, Lemiux et al. han aseverado que la estabilidad de los complejos
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proteina-carbohidrato no proviene tanto de la formacién de puentes de hidrégeno, sino
maés bien de la deshidratacién de las superficies de contacto.'®

1.1.2. El problema del agua

Al momento de entender en detalle el proceso de asociaciéon entre biomoléculas, no
alcanza con una descripcién somera de las contribuciones energéticas entre las mismas,
como ser la determinacion de la conformacion preferencial del ligando o la estimacién de las
interacciones de corto alcance, por ejemplo, entre los azucares y los grupos funcionales que
interactian con la proteina. A pesar de que estos aspectos de la interaccién biomolecular son
muy relevantes, no proveen un abordaje global al proceso de unién entre dos biomoléculas
altamente solvatadas como ser los azucares y las superficie anfifilica del receptor en cuestion.
Es decir, si las superficies de ambas biomoléculas son complementarias, las moléculas de
agua de ambas superficies deben ser desplazadas, previo a la unién entre las mismas.

En medio acuoso, el receptor de carbohidratos debe expeler aquellas moléculas de agua
presentes en el sitio de unién antes de aceptar al sustrato. Sin embargo, un carbohidrato
tipico se asemeja bastante al conjunto de aguas en el sitio de unién, difiriendo tnicamente
en la posicion precisa de los grupos -OH y la presencia de pequefios parches hidrofébicos
en la superficie. Esto resalta la importancia de la pre-organizacion no solo del sitio de
reconocimiento, sino de la estructura del solvente aledafia asociada a la naturaleza
del reconocimiento entre ambas biomoléculas.!®!! Una evidencia experimental de que
las moléculas de agua estan involucradas en los procesos de asociacion molecular entre
proteinas y carbohidratos en soluciones acuosas, es la provista por los estudios realizados por
Chervenak y Toone. Ellos muestran para un conjunto de proteinas que la cantidad de calor
liberado producto de su unién a carbohidratos, se reduce de manera significativa cuando se
utiliza D>O en lugar de H,O como solvente (esto se explica en que la energia de punto cero
para la unién puente de hidrégeno A-D vs. A-H -siendo A un aceptor de puente de hidrégeno,
se reduce alrededor de un 10 % para el A-D). Por otro lado, en base a experimentos basados
en espectroscopia Raman, se ha mostrado que la frecuencia libracional es mayor para el
H>0 que para el D,O cuando ambos se encuentran interactuando con la proteina. Esto
produce un efecto compensatorio a la contribucién del desplazamiento de aguas en el
AG, no afectdndose la espontaneidad de dicho proceso cuando el experimento se hace en
presencia de un solvente o de otro). En general se observa que el AH, difiere entre 1y
4 Kcal/mol mds bajo cuando el experimento se hace en presencia de D,O con respecto a
H,0, mientras que el cociente entre AG729 /AGP29 es cercano a la unidad para todos los
casos.*

Adicionalmente, el analisis de los datos obtenidos a partir de experimentos de titulacion
isotérmica calorimétrica, sugiere que 25-100 % de la entalpia libre de unién provienen del
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proceso de reorganizacion de las moléculas de agua. Por otro lado, Dunitz et al. mostraron
que la liberacién de moléculas de agua altamente ordenadas pueden generar un valor de
entropia favorable por encima de 2 Kcal/mol a 300 K.»> Esta estimacion estd basada en
la comparacion de calores de hidratacion estdndar para varias sales inorgdnicas anhidras
e hidratadas. En este contexto, es claro que el proceso de union de ligandos conlleva
a una significativa reorganizacion del solvente en torno a las superficies de contacto,
que contribuye de manera significativa a la energia libre de unidn.

Por consiguiente, en las ultimas décadas, se ha prestado particular atencién a estudiar
la estructura y la dinamica de las moléculas de agua en el sitio de unién de ligandos y el rol
que estas juegan en mediar el proceso de reconocimiento por parte de las proteinas.'®*?
Como ya se ha planteado, en sus estados libres, tanto las proteinas como los ligandos
estan hidratados y de hecho, la cristalografia y las simulaciones de dindmica molecular han
demostrado que las proteinas suelen tener moléculas discretas de agua en el sitio de uniéon
de carbohidratos, localizadas en posiciones aproximadamente equivalentes en los sitios
en los que los grupos hidroxilo serdn encontrados en el complejo.?° En este contexto, es
valido plantearse que si los ligandos son carbohidratos, habra una pequeiia ganancia
en la entalpia esperada de reemplazar una agua por un grupo hidroxilo del ligando.
En contraste, habra un cambio significativo en la entropia asociada al proceso de
desplazar las moléculas de aguas unidas de cada sitio interactuante.?!:22

1.1.3. Sitios de hidratacion (WS)

Las moléculas de agua que interaccionan con los residuos polares del sitio activo de una
proteina estan por lo general desfavorecidas desde un punto de vista entrépico, dadas las
restricciones traslacionales y orientacionales que le impone la interaccion con el soluto o
bien,!®> dependiendo de la hidrofobicidad del sitio de unién pueden estar energéticamente
desfavorecidas dado que las moléculas de agua en el sitio de unién no pueden interactuar
de manera completa y dptima con su entorno.??

En los ultimos afios se ha prestado una enorme atencion al estudio de la estructura y la
dindmica de las moléculas de agua en el sitio de unidn de proteinas que unen carbohidratos
dado que las correspondientes superficies de contacto son altamente hidrofilicas, especial-
mente si se las compara con aquellas tipicamente hidrofébicas, como ser las interacciones
proteina-proteina y proteina-droga. En este contexto, los efectos del desplazamiento de una
molécula de agua en el sitio de unién de carbohidratos de Concanavalina A con diferentes
trimandsidos a la energia de unién fue evaluado, mostrando que el re-ordenamiento de
estds moléculas de agua contribuyen favorablemente a aumentar la afinidad de unién.'® De
este modo, los sitios de hidratacién (WS por sus siglas en inglés "Water Sites") se definen
como aquellas regiones del espacio cercanas a la superficie proteica en donde la probabili-

7



Gauto, Diego F.

dad de encontrar moléculas de agua sea mayor a la probabilidad de encontrarlas en el seno
del solvente en una regién del mismo volumen (tipicamente 1 A3). Este incremento en la
probabilidad en las regiones aledafas a la superficie proteica tiene su fundamento en que
las moléculas de agua son mds retenidas por las regiones polares de la misma que por las
moléculas de agua en si.

Recientemente, Saraboji et al. han reportado la estructura de Galectina 3 (Gal3-C) en
su estado libre y unida a lactosa, por medio de experimentos de cristalografia de rayos X y
RMN de alta resoluciéon, mostrando no solo la presencia de moléculas de agua fuertemente
retenidas en el CBS sino también la similitud existente en la posiciéon de las mismas en
el CBS de la proteina en su estado libre y los 4&tomos de oxigeno de los grupos hidroxilo
de la lactosa en el complejo proteina-ligando, indicando que el CBS de Gal3-C esta pre-
organizado por el solvente para coordinar los 4&tomos de oxigeno del ligando en un arreglo
4ptimo para el reconocimiento del carbohidrato.!!

También existe un precedente en el disefio racional de drogas guiado por el desplaza-
miento de moléculas de agua claves presentes en el sitio de unién de ligando, puede verse
en el trabajo de Lam et al., en donde se muestra que el desplazamiento de una molécula
de agua localizada en el bolsillo de unién del complejo HIV-1/KNI-272 por un inhibidor
similar al KNI-272 hace que este presente mayor afinidad por el receptor que el inhibidor sin
modificar.2* Por consiguiente, la liberacién de estds moléculas de agua pareceria contribuir
favorablemente a la energia libre de unién del nuevo inhibidor. Otros trabajos confirman
esta idea a partir de simulaciones de dindmica molecular, donde los autores demuestran
que aquellos ligandos disefiados para desplazar moléculas de agua altamente ordenadas,
exhiben un aumento en su afinidad®>2° y por lo tanto, es esperable que el estudio de las
propiedades termodinamicas de las mismas pueda dar informacién sumamente ttil, no
solo en relacién al mecanismo de unién de carbohidratos y su termodindmica sino también
como guia para el disefio racional de drogas.

1.1.4. Los métodos computacionales y el agua en la superficie protei-

ca

Las simulaciones de dindmica molecular surgen como una importante herramienta
para comprender las bases fisicas de la estructura y funcién de biomoléculas, proveyendo
los detalles de los movimientos de las particulas en funcion del tiempo. De esta manera,
esta herramienta puede ser utilizada para abordar preguntas especificas acerca de las
propiedades de un sistema modelo, frecuentemente de manera mas sencilla que la alcanza-
da con los experimentos actuales.?” Por ejemplo, las simulaciones de dindmica molecular en
solvente explicito surgen como una promisoria estrategia para el estudio de las interacciones
agua-proteina, permitiendo alcanzar una descripcidn de la estructura y de las propiedades
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dindmicas de las moléculas de agua presentes en el CBS. Ademads, utilizando simulaciones
de DM en agua explicita, combinada con un andlisis termoestadistico, las propiedades ter-
modinamicas de las moléculas de agua presentes en el sitio de unidon pueden ser calculadas
y analizadas desde un punto de vista comparativo.?®2° Por ejemplo, la energia libre de
union estandar de unir una molécula de agua en el sitio de unién de una proteina ha sido
estudiado utilizando el método de doble-desacoplamiento, una metodologia que permite
el célculo de las energias involucradas en la transferencia de moléculas de agua desde la
superficie de la proteina hacia el seno del solvente.30-32

En otro esquema estratégico, Li et al., utilizando la teoria del fluido inhomogéneo, han
sido capaces de calcular la contribucion entdlpica y entrdpica a la energia libre de llevar
una molécula de agua desde el seno del solvente hacia la superficie proteica para un grupo
seleccionado de moléculas de agua presentes en el CBS.1%-2%33-3> Por su parte, Abel et al., en
base a los trabajos de Li y Lazaridis, han estudiado la distribucion de las moléculas de agua
en el sitio de unién de ligandos del factor Xa, un importante blanco para el disefio de drogas
involucradas en la via de la coagulacién, con el objetivo de poder disefiar una funcién
semiempirica que discrimine aquellas drogas que se unen de las que no se unen al fXa.?8
Finalmente, Di Lella et al. han estudiado las propiedades de la estructura de solvatacién
sobre el CBS de Galectina 1 (Gal-1) a partir de simulaciones de DM., mostrando que las
moléculas de agua presentes en el CBS juegan un rol activo en la unién proteina-ligando y
que es posible predecir las regiones del espacio donde los atomos de oxigeno del ligando
pueden ser encontrados en la estructura del complejo Gal-1/Galactosamina.3®

1.2. Objetivos

El presente trabajo de tesis doctoral, se propone poner a prueba la hipdtesis de que la
estructura del solvente en el sitio de union a carbohidratos (CBS) de lectinas, guar-
da una relacion con la forma y las interacciones del complejo lectina-carbohidrato
resultante, y por lo tanto, se puede utilizar para predecir su modo de unidén. Para esto, se
plantean los siguientes objetivos:

(I) Emplear simulaciones de Dinamica Molecular en solvente explicito, en combinacién
con un andlisis termodindmico estadistico, para desarrollar y contribuir a la hipétesis
de trabajo de que la estructura formada por las moléculas de agua presentes en el
sitio de reconocimiento de carbohidratos en el receptor libre, emulan la posicién de
los grupos funcionales polares del ligando (en particular los hidroxilos u OHs) cuando
se forma el complejo.

(I) Combinar el andlisis mencionado en el item I) con métodos de punto final para el
calculo de la energia libre proteina-ligando, con el objeto de comprender la base
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estructural subyacente a la selectividad epimérica mostrada por lectina del hongo
Agaricus bisporus (ABL), la cual presenta dos sitios de unién a carbohidratos bien
diferenciados (CBS -A y CBS- B) que se encuentran en el mismo dominio, en donde la
evidencia experimental muestra que cada uno de ellos es capaz de discriminar entre
los epimeros, N-acetil-D-Galactosamina y N-acetil-D-Glucosamina.

(IIT) Utilizar la informacién de la estructura de solvente, desarrollando un esquema de
Docking Molecular Modificado que proporcione una mejora significativa en términos
de exactitud (la relacion entre el complejo predicho y la estructura de referencia
cristalogrdfica) y precisién (discriminacién entre el resultado verdadero de los falsos
positivos) en la prediccién de la estructura de complejos lectina-carbohidratos con
respecto a los métodos de docking convencionales.

(IV) Finalmente, desarrollar los programas que permitan caracterizar la estructura de
solvatacién de las moléculas de agua en la superficie proteica a partir de los resultados
provistos por las simulaciones de DM de proteinas en solvente explicito, que puedan
ser utilizados por cualquier persona que este interesada en aplicar esta clase de
andlisis a los sistemas pertinentes a sus proyectos de investigacion.

1.3. Motivaciones personales

Las motivaciones personales que me llevaron a abordar este trabajo de tesis estuvieron
basadas en poder alcanzar un entendimiento general de la estructura y dinamica de las
biomoléculas utilizando las herramientas que surgen de la fisicoquimica. Desde un primer
momento, senti que la comprension de estos fenémenos desde la ciencia basica son centrales
para entender, desde un punto de vista no tan reduccionista, el comportamiento celular
y la aplicacion al disefio de farmacos y de diversas estrategias para poder modular desde
un punto de vista racional el comportamiento de las mismas. De este modo, los métodos
computacionales me proveyeron la libertad necesaria para mudarme de un sistema a otro y
de poder desarrollar diversas metodologias donde el cuello de botella fuera mi imaginacion
y no tanto los recursos disponibles, que si bien son centrales, no lo son tanto como para
abordar un proyecto experimental. Por dltimo, durante mi formacion he priorizado la
diversidad de enfoques, desde la bioinformatica hasta la termodinamica estadistica con
el propésito de desarrollar una vision integral que me permitiera atacar determinados
interrogantes desde distintos flancos.
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Capitulo 2
Métodos

2.1. Dinamica Molecular (DM)

La simulacién por dinamica molecular clasica (DM) de biomoléculas, que comenzé a
utilizarse hace aproximadamente 30 afios atrds, es actualmente una de las herramientas mas
utilizadas para investigar la estructura y la dindmica de las proteinas. Entre sus aplicaciones
contamos con el estudio de unién de ligandos, la dilucidacién de mecanismos de reaccién,
problemas vinculados con la desnaturalizacién y plegado proteico, la complementacion de
resultados experimentales y el refinamiento de estructuras resueltas por resonancia mag-
nética nuclear (RMN) y cristalografia de rayos-X.!:2 En particular, los métodos de simulacién
por dinamica molecular permiten obtener informacion relacionada con las conformaciones
de proteinas y otras macromoléculas de interés bioldgico, asi como informacion cinética y
termodinamica de los procesos de interés. De este modo, las simulaciones por DM pueden
proveer el detalle fino concerniente a los movimientos de particulas individuales en funcién
del tiempo y esto puede ser utilizado para cuantificar las propiedades de un sistema con un
nivel de precision y en una escala temporal que de otro modo seria inaccesible.

En este contexto, la simulacién computacional de biomoléculas surge como una promiso-
ria herramienta para extender nuestra comprension sobre los sistemas bioldgicos.® Por
ejemplo, un area que tiene una fuerte simbiosis entre las simulaciones computacionales
y el campo experimental es la resonancia magnética nuclear de proteinas, dado que com-
plementa la capacidad de esta técnica para predecir la estructura y para poder determinar
las propiedades termodindmicas y dindmicas de las mismas. Un trabajo reciente, resalta
la importancia de los métodos computacionales, mostrando que si bien existe una buena
correlacion para el célculo de entropia alcanzado mediante DM y RMN, solamente se tiene
en cuenta el 25 % de la entropia total si solo se utiliza RMN.*> Por otro lado, a diferencia de
los calculos mecano-cudnticos, en los que se debe tratar de manera explicita los electrones
del sistema (a pesar de que algunos de ellos puedan ser ignorados, como en el caso de
los métodos cudnticos semi-empiricos), los métodos que involucran las aproximaciones de
la dindmica molecular cldsica ignoran los movimientos electrénicos y solamente calculan
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la energia del sistema en el marco de la aproximacién de Born-Oppenheimer, como una
funcion dependiente de la posicién de los nucleos; lo cual claramente reduce el nimero
de operaciones que se deben hacer para dicho cdlculo energético en cada configuracién
del sistema, disminuyendo drdsticamente el costo computacional y haciendo posible el
estudio de sistemas mucho mds grandes, que serian temporalmente inabordables si se
intentardn describir a partir de un modelo cuéntico.® Por otro lado, las simulaciones de DM
estan basadas en la propagacién determinista de las fuerzas que acttian sobre un sistema
molecular’ de acuerdo a las ecuaciones de newton, lo que hace posible observar a un nivel
atomistico la progresion del movimiento molecular® en una escala de tiempo del orden
1.0 107'2 a 1.0 10~ segundos, como por ejemplo, las vibraciones eldsticas de los dominios
globulares, la rotacién de las cadenas laterales de los aminoacidos expuestas a solvente
y el movimiento torsional libracional de aquellas moléculas cuya libertad traslacional y

rotacional, se encuentra limitada por su interaccién con el entorno.>

A la funcién de energia potencial (dependiente de las posiciones nucleares) se la de-
nomina campo de fuerzas, ya que el gradiente de la misma permite obtener la fuerza que
actian sobre cada atomo, aunque también se lo describe en la literatura como potencial.
Actualmente, hay disponibles diferentes campos de fuerza cldsicos como CHARMM,’ GRO-
MOS! 0 AMBER.!! Todos poseen una descripcién similar de los términos que contribuyen
a la energia, aunque difieren en los parametros que se utilizan en la ecuaciones. En esta
tesis se ha utilizado el campo de fuerzas de AMBER que sera descripto con mayor detalle
a continuacién. En general, la mayor parte de los campos de fuerzas que se utilizan ac-
tualmente pueden ser interpretados en funcién de 4 términos relativamente simples, que
incluyen descripciones de las fuerza intra- e intermoleculares con el sistema, los cuales
imponen una penalidad energética a las desviaciones de las posiciones en los pardmetros
de equilibrio (distancia, d&ngulo, dngulos diedro, etc.). De este modo, una forma funcional
que se suele utilizar para modelar un conjunto de dtomos y/o moléculas se puede observar
en la ecuacion 2.1,

VY= > Kp(li—Lo)*+ Y Ko(bi—0:i0)"+ %(1—1—003(710.}—7))

enlaces "angulo torsiones
+Y 0> |46y <—J) - (—J> + % (2.1)
T jeitl Tij Tij TEQT 35
en donde V' (r") es la energia potencial expresada en funcién de la posicién r de N particulas
(usualmente atomos). El primer término corresponde al estiramiento de los enlaces entre

pares de atomos, en donde la unién entre los mismos es descripta por un oscilador arménico
de acuerdo a la ley de Hooke, el cual tiene su minimo a la distancia de equilibrio /; o, que
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*—0

Estiramiento de enlace

Interacciones de no unién
(electrostatica)
movimiento angular \{ X

Interacciones de no unién
(van der Waals)

Torsidén

Figura 2.1. Representacién esquematica de los 4 términos del campo de fuerzas molecular.

corresponderia a la distancia de equilibrio entre esos dos dtomos, y Kz es la constante
de fuerza del oscilador (si bien la curva de energia potencial de un enlace real no es
exactamente armonica, estd aproximacion resulta razonablemente buena si las distancias de
enlace no difieren mucho de su posicion de equilibrio). El segundo término da cuenta de la
desviacién angular respecto de un valor de referencia ¢, , en el marco de una aproximacion
armonica con Kj la constante de fuerza de la flexién angular. Tipicamente, los dngulos
son mas susceptibles a la deformacién que los enlaces, de modo que las constantes de
fuerza angulares poseen valores de entre 30-90 kcal/(mol Rad) mientras que las de enlace
poseen valores de entre 200-500 keal/(mol A). El tercer término corresponde a la energfa
de torsion de los dngulos denominados diedros o impropios, los que describen la energia
potencial a lo largo de un eje de rotacién definido por un enlace. En la férmula del campo
de fuerzas, w es el valor que toma el diedro que se calcula, de acuerdo al esquema de la
figura 2.2. El término V/,, estd relacionado con la magnitud de la barrera entre dos minimos
adyacentes, “n“ es la multiplicidad, que describe cuantos minimos hay para la rotacién entre
0 y 360 grados. Por ultimo, "y” es la fase que determina donde el 4&ngulo pasa por el primer
minimo. Por ejemplo, el perfil de energia para la rotacion alrededor de un enlace simple de
dos atomos de carbono unidos con hibridacién sp?® podria ser representado por un término
rotacional con n=3 (correspondiente a los tres minimos 60, 180 y 240 grados) y v = 60°
que es el primer minimo correspondiente a la conformacién anti. Por ultimo, los campos de
fuerzas incluyen uno o mas términos de no unién (dltimos términos en la ecuacién 2.1),
los cuales tienen en cuenta a moléculas independientes y todos los &tomos a mds de tres
enlaces interactian entre si a través de fuerzas de términos de no unién, las cudles juegan
un rol primordial en determinar la estructura de especies moleculares individuales. Las
interacciones de no unién no dependen de una interaccién especifica entre los atomos,
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sino que mas bien son interacciones a través del espacio usualmente modeladas como
funciones de la distancia. Los términos de no unién en un campo de fuerzas son usualmente
considerados en dos grupos, uno que comprende las interacciones electrostaticas y otro
que comprende las interacciones de van der Waals (vdW). La interaccién electrostatica es
una consecuencia de la distribucién asimétrica de la densidad de carga en las moléculas.
En el potencial AMBER, el potencial electrostatico de cada molécula es representado por
un arreglo de cargas fraccionarias puntuales ubicadas en la posicién de los dtomos de
la molécula. Estas cargas fraccionarias estan elegidas de manera tal que reproduzcan el
potencial electrostético por la molécula sobre su entorno.'%!® Por ejemplo, en uno de los
modelos de la molécula de agua usado por AMBER, al atomo de oxigeno le es asignado una
carga de -0.8 e- y a los dtomos de hidrégeno, una carga de 0.4 e- cada uno.

Una vez asignadas las cargas a todos los atomos, la interaccion entre los mismos es
calculada usando la ley de Coulomb (ver dltimo término de la ecuacion 2.1). No obstante,
las interacciones electrostdticas no pueden por si solas describir totalmente las interacciones
entre los &tomos de moléculas diferentes. Por ejemplo, en gases nobles donde los momentos
multipolares son todos cero, no se esperaria que haya atraccién entre los dtomos, aunque
sin embargo es posible observar la presencia de fases liquidas y sélidas en determinadas
condiciones de presion y temperatura. Estds desviaciones a la idealidad del comportamiento
de un gas noble fueron tempranamente cuantificadas por vdW y afios mds tarde, London
mostré que esta contribucidn atractiva es originada por fuerzas dispersivas que pueden ser
explicadas en base a la mecdnica cudntica a través de la generacion de dipolos transientes,
dados por la fluctuacién de la posicidn de los electrones en la nube electrénica.

Por otro lado, si solo tuviéramos en cuenta la interaccion electrostatica de dos atomos
con signos opuestos, estos se atraerian hasta colapsar en un mismo punto del espacio
obteniéndose un valor infinito de energia, lo cual muestra la incompletitud del modelo
couldmbico para describir las interacciones de no unién. Un ejemplo se puede ver en
el acercamiento de dos atomos de Argén por debajo de los 3 A en donde un pequefio
decremento de la distancia genera un gran aumento en la energia potencial (este incremento
también tiene su origen en la mecdnica cudntica y puede ser comprendido en términos
del principio de exclusion de Pauli). La formula que describe de manera adecuada a este
tipo de interaccién, repulsiva de corto alcance y dispersiva a largo alcance, es el potencial
denominado de Lennard-Jones 12-6, el cual posee dos pardmetros que dependen del
par de atomos del cual se esta describiendo la interaccién: la distancia del minimo de
energia entre ambos dtomos (r;;) y el valor de la energia en ese punto (¢;;). Los pardmetros
estan tabulados segun el tipo de 4&tomo, de manera que para encontrar los parametros
correspondientes a la interaccion del par de dtomos iy j, se utilizan las siguientes reglas de
combinacién de Lorentz-Berthelot en donde podemos escribir al didmetro de colision como
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Oij = %(aii + 0j;); y a la profundidad del pozo como €;; = | /€;i€j; .

El céalculo del término de no unidn es el mas costoso desde el punto de vista computa-
cional ya que en el caso ideal involucra computar las interacciones de aproximadamente
Nx(N-1) pares de dtomos, mientras que los términos de enlace, angulares y de torsion
escalan linealmente con el numero de d&tomos (N). De este modo, para disminuir el costo
computacional, tipicamente las interacciones de no unién son calculadas solamente en-
tre los pares de &tomos que se encuentran a una distancia menor que un valor de corte

conveniente (usualmente los valores del radio de corte estdn alrededor de 12 A).6

2.1.1. Métodos para explorar la superficie de energia potencial (SEP)

Para la mayor parte de los casos, a excepcién de sistemas muy simples, la energia
potencial del sistema requiere ser resuelta por una funcién multidimensional de las 3N
coordenadas (3 coordenadas para cada atomo), lo que la hace dificil de resolver analitica-
mente. A esta funciéon 3N dimensional que describe la energia en funcién de la posicién
de N atomos se la conoce como superficie de energia potencial (SEP) y la importancia de
conocer la SEP en su completitud radica en que nos permitiria obtener todas las propiedades
termodindmicas y cinéticas del sistema. Sin embargo, esta es una tarea inabordable y es por
eso que se han desarrollado métodos alternativos para explorar la SEP que nos permiten
obtener los valores termodindmicos deseados de manera computacionalmente eficiente.®

2.1.2. Minimizacién de la Energia

Las conformaciones espaciales o puntos sobre la SEP mas relevantes son aquellos
que poseen la menor energia dado que corresponden a las conformaciones estables del
sistema, es decir aquellas en las que es mds probable encontrarlo y por ende son mas
representativas. Sin embargo, para un sistema de 3N coordenadas, existen numerosos
minimos locales sobre la superficie de energia potencial, lo que hace muy dificil identificar
de manera exacta la geometria del sistema correspondiente a un minimo para resolver
este problema. En general, estos algoritmos permiten explorar la SEP hasta encontrar
un punto donde cualquier movimiento en cualquier direcciéon haga que la energia del
sistema crezca, lo que por definicién es un minimo. Entre los algoritmos mas utilizados,
estan el de pasos descendentes y el del gradiente conjugado, cada uno con sus ventajas y
desventajas al punto que en la prdctica, se suele utilizar una combinacién de ambos, ya
que resultan complementarios entre si. Por ejemplo, primero se suele usar el método
de pasos descendentes ya que se ha visto que funciona mejor cuando la estructura
inicial difiere mucho de la/s estructura/s en el minimo de la SEP y luego, cuando
los contactos desfavorables ya han sido eliminados, se utiliza el método de gradiente
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conjugado que es mas eficiente para explorar las estructuras cerca del minimo de
energia.

2.1.3. Dinamica Molecular (DM)

El proceso de relajar la estructura inicial mediante algoritmos de minimizacién (como se
ha detallado en la seccion previa) genera configuraciones individuales de minima energia
del sistema. Si bien en muchos casos, esta informacion puede ser suficiente para predecir
de manera aproximada las propiedades del sistema (por ejemplo, para moléculas pequefias
o un conjunto de estas en fase gaseosa), la misma no es suficiente para comprender y
predecir las propiedades de liquidos, soluciones y sélidos, asi como para investigar el
comportamiento de macromoléculas que poseen una SEP con numerosos minimos locales

muy cercanos en energia y donde la dindmica juega un rol fundamental.

En este punto, los métodos de simulacién computacional nos permiten obtener una
serie de configuraciones representativas del sistema, de modo que las propiedades termo-
dindmicas extraidas del mismo se correspondan de manera precisa con los valores reales.
Una de las técnicas mas utilizadas es la dindmica molecular clésica en la cual se calcula
la progresion real del sistema en funcién del tiempo. Para ello, las posiciones atémicas
del sistema son propagadas temporalmente integrando las ecuaciones de movimiento de
Newton para lo cual, existen numerosos algoritmos para realizar estd integracién de las

t14 15

ecuaciones de movimiento siendo el algoritmo de Verlet'* o el de "leapfrog”'> de los mds

utilizados.

En cada paso de la dindmica, la energia y la fuerza sobre cada 4&tomo son calculadas.
Luego, en base a esto, se calculan cudles serdn las posiciones y velocidades de cada dtomo
en un intervalo de tiempo posterior (que por lo general, para el caso de proteinas, este
intervalo de tiempo denominado time step (dt) estd en el orden de los femtosegundos).
De esta manera, se genera una trayectoria que describe como cambia la conformacién del
sistema en funcion del tiempo. Es importante notar que el dt debe ser tan pequefio como
para poder describir de manera adecuada el movimiento natural del sistema, como si la
integracion de las ecuaciones de Newton fuera exacta. Sin embargo, cuanto menor sea el
mismo, debera realizarse un mayor nimero de cdlculos para simular un tiempo total dado.
En general, una buena solucion de compromiso, es utilizar un dt que sea 1/10 del
tiempo caracteristico del modo mas rapido del sistema (en biomoléculas, los modos de
mayor frecuencia corresponden a la vibracién de enlaces, en particular la vibracién C-Hy
comuinmente se utiliza ”time step” de 2 femtosegundos?®).
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2.1.4. Entorno de Simulacion: Condiciones Periodicas de Contorno

Actualmente, las simulaciones de DM se realizan en medios solvatados con moléculas
de agua explicitas y rodeadas de otras moléculas de proteina como si estuvieran en un
ambiente pseudo-cristalino o en una solucién altamente concentrada. Estas condiciones
periddicas permiten realizar simulaciones utilizando un numero relativamente pequefio de
particulas, pero de manera tal que las mismas experimenten fuerzas como si estuvieran
en condiciones de bulk. Para ello, el sistema se replica en todas direcciones para dar un
arreglo de cajas periddicas que replica la caja central, en donde los dtomos que estan fuera,
son simplemente imagenes de los dtomos simulados en la misma. Este tipo de replica del
sistema, es conocido como condiciones periddicas de contorno y asegura que todos los
atomos simulados estén rodeados de &tomos vecinos, asi sea que sus vecinos sean imagenes
replicadas en la caja aledafio o no.

2.1.5. Condiciones Experimentales: Temperatura y Presion

En las simulaciones por DM, es importante poder replicar las condiciones experimentales
del sistema a simular, como por ejemplo, la presién y temperatura. En este punto, uno de
los termostatos mas utilizados en la simulacién de sistemas grandes (de cientos o miles
de atomos), como es el caso de las proteinas solvatadas con solventes explicitos, es el
propuesto por Herman Berendsen en 19841 el cual, para mantener la temperatura y/o la
presion constante en una simulacion de dindmica molecular acopla débilmente el sistema
a un bafio externo a temperatura y/o presion fija con una constante de tiempo ajustable
para el acoplamiento. Para ello, parte de la ecuaciéon de movimiento de Langevin e impone
la condicién de acoplamiento global con la minima perturbacién localizada y modifica la
misma dejando como remanente el acoplamiento global del sistema al bafio. De esta manera,
el termostato de Berendsen minimiza ) m;(Av;)*> manteniendo Y (A(3mv?) constante con
el objeto de que la forma Maxwelliana de la curva de distribucién de velocidades se conserve
(ver el trabajo de Berendsen et al. titulado "Molecular dynamics with coupling to an external
bath” para una demostracion rigurosa de estas aproximaciones).

Es asi como el bafio resulta una fuente de energia térmica, pudiendo quitar o entregar
calor al sistema segun sea el caso y de este modo, las velocidades son reescaladas en
cada paso de dindmica molecular, dado que la velocidad de cambio de temperatura es
proporcional a la diferencia de temperatura entre el bafio termostatico y el sistema:

ar) 1

—a ;(Tbaﬁo —1T(t)) (2.2)

en donde 7 es un pardmetro cuya magnitud determina el grado de acoplamiento entre bafio
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termostatico y el sistema. Los cambios de temperatura entre los sucesivos intervalos de

tiempo viene dada por:

AT = ?(Tbaﬁo —T(t)) (2.3)

Por consiguiente, el factor de escalamiento para las velocidades es:

ot Tbaﬁo

= T(T(t)

—1) (2.4)

En donde 7, es la constante de acoplamiento temporal, la cual determina la escala de tiempo
para la cual la temperatura deseada es alcanzada, de esta manera cuando 7 es grande el
acoplamiento serd débil y el sistema tendera a comportarse de manera aislada, mientras que
si T es pequefio el acoplamiento serd fuerte. Lo recomendable es que el acoplamiento no
sea ni muy débil como para que el sistema este aislado ni muy fuerte como para no
permitir que la temperatura del sistema fluctué en torno a la temperatura deseada
(para esto es conveniente mantener la relaciéon % entre 0.001 y 0.002).3516

Por otro lado, el barostato de Berendsen se define de manera andloga segun la siguiente
ecuacion:

p=1[- f(PO —P)s (2.5)
Tp

Donde 7, es la constante de acoplamiento, F; es la presién de referencia, P la presion

instantdnea del sistema y At es el intervalo de tiempo de integracion.

2.1.6. Modelos de agua explicita

Existen numerosos modelos de agua para simular el solvente que rodea a las biomolécu-
las de manera explicita. La mayor parte de los modelos de agua no polarizables asumen
una carga positiva sobre los hidrégenos y una carga negativa junto con una interaccion de
Lennard-Jones en la posicion del oxigeno. En general, se diferencian en la geometria del
enlace (distancia HO-H y dngulo H-O-H), y la magnitud de la distribucién de cargas (todos
los modelos localizan la carga positiva sobre los dtomos de hidrégeno pero difieren en la
localizacion de la/s carga/s negativa/s y en las propiedades fisicoquimicas del agua real
que se pretende reproducir y contra las cuales se ajustan los pardmetros del modelo).!”

Entre los mas populares se encuentran el modelo TIP3P (es el que fue utilizado en esta
tesis), TIP4P, TIP5P, y TIP4P/2005. Todos estos modelos exhiben la misma geometria (la
distancia O-H y el angulo H-O-H en todos los modelos es el mismo que se encuentra en
fase gaseosa, es decir 0.9572 A y 104.53° respectivamente).

El modelo TIP3P fue propuesto por Jorgensen et al. en 1983 en el cual la carga ne-
gativa esta localizada sobre el &tomo de oxigeno y las cargas positivas sobre los atomos
de hidrégeno. Los parametros del modelo (por ejemplo, aquellos correspondientes al
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potencial de Lennard-Jones y las cargas sobre cada d4tomo) son ajustados de manera tal
que reproduzcan el valor de entalpia de vaporizacion y la densidad del agua liquida en
condiciones estandar de presion y temperatura y por lo general este modelo de aguas es el
mas ampliamente utilizado con campos de fuerzas parametrizados para biomoléculas.!®

En el modelo de agua TIP4P, la carga negativa estd localizada a 0.15 A de la posicién
del oxigeno (usualmente llamado centro M), y si bien ha sido propuesto por Jorgensen
et al., la geometria del modelo fue propuesta por Bernal y Fowler en 1933'? y al igual
que para el modelo de agua TIP3P, los parametros del modelo de agua han sido ajustado
de manera tal que reproduzcan la entalpia de vaporizacién y la densidad del liquido a
temperatura ambiente. Si bien existen numerosos modelos de agua, un trabajo de Cerutti
et al., en donde se compara la capacidad de los campos de fuerza de biomoléculas para
reproducir las propiedades de las estructuras cristalograficas de proteinas en combinacién
con distintas tipos de modelos de aguas, llega a la conclusién de que la eleccion del
modelo de aguas tiene un efecto despreciable en comparacion con la eleccion del tipo
de campo de fuerzas utilizado para la proteina, y ya que estos han sido mayormente
parametrizados utilizando un modelo de aguas de tipo TIP3P, es conveniente utilizar
este modelo de aguas.?°

2.1.7. Validez del campo de fuerzas de AMBER en biomoléculas

Las predicciones cuantitativas de muchas propiedades de las proteinas a un nivel ato-
mistico, dependen de manera critica de la precisién del campo de fuerzas utilizado.?! Esto
requiere de una metodologia rigurosa para poder poner a prueba los nuevos campos de
fuerza, de manera tal que puedan reproducir propiedades biofisicas medidas experimental-
mente, como los pardmetros de relajacién de spin por RMN, el acoplamiento escalar J, asi
como las estructuras cristalogréficas.??

En el primer caso, se generan ensambles utilizando dindmica molecular basada en los
distintos campos de fuerza clasicos (AMBER ff99, ff99SB, {ff03) siendo los mismos evaluados
a partir del cdlculo de los corrimientos quimicos utilizando los Ca, CS y C’ en comparacioén
con experimentos de RMN y en el segundo, se simulan con los distintos campos de fuerza y
utilizando distintos modelos de agua la red cristalina de por ejemplo, la proteina toxina
IT (este método de prueba presenta la ventaja de poder identificar rdpidamente estados
conformacionales erréneos por simple comparacion con la estructura cristalografica).2°
Con ambas metodologias de prueba, es posible observar que el campo de fueras ff99SB
muestra la mejor perfomance para reproducir los ensambles observados experimentalmente
(RMN) y es el que mejor mantiene las proporciones correctas de la celda unidad y reproduce
la estructura y las fluctuaciones del backbone (como se observa en los experimentos de
cristalografia a través del parametro de fluctuacién B-factor).
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Figura 2.2. Representacion esquemadtica de los d4ngulos de torsién entre monosacaridos vecinos

2.1.8. Campo de fuerza para Carbohidratos

El desarrollo de un campo de fuerzas confiable para poder simular el comportamiento de
los carbohidratos en los distintos entornos representa actualmente un gran desafio, ya que es
necesario considerar la influencia de la flexibilidad inherente de los glicanos en el desarrollo
y validacion de los pardmetros. A diferencia de las proteinas y los oligonucleé6tidos (los
cuales pueden ser reconstruidos como una combinacion lineal de sus partes), los glicanos
son frecuentemente estructuras ramificadas que en la mayoria de los casos, presentan
carbonos quirales y que estan unidos a un grupo hidroxilo, que pueden permanecer como
tal o bien pueden formar una union glicosidica para unirse a otro carbohidrato. Es decir,
que si de la unién entre dos aminoacidos, solo dos dipéptidos pueden ser generados, de la
union de por ejemplo dos hexapiranosas, se pueden formar 20 disacéridos distintos.

Por otro lado, los carbohidratos presentan una peculiaridad adicional, dada por el efecto
anomérico (que es una manifestacidn de la preferencia energética mostrada por los susti-
tuyentes ricos en electrones unidos al carbono anomérico a posicionarse preferentemente
en la posicién axial respecto de la orientacién ecuatorial), el cual tiene implicancias en
azucares de diferentes tamafos y en diferentes contextos.

En términos de la estructura de oligosacaridos, tiene importancia el efecto exoanomérico,
que influye en la conformacién del enlace glicosidico. Dado que este efecto tiene origenes
electronicos y no puede ser descripto por un simple término de torsién, requiere una
consideracién extra para ser incluido correctamente en los campos de fuerza propios
de carbohidratos. En relacién con este enlace y de manera andloga a lo que sucede en
proteinas, la conformacion de los glicanos es generalmente definida por los dngulos de
torsidn entre los distintos monosacaridos vecinos, ¢ y ¢ (ver figura 2.2). En general, los
campos de fuerzas que tratan carbohidratos pueden ser clasificados de acuerdo a la filosofia
con la que fueron disefiados. La mayor parte de ellos (CHARMM, GLYCAM06, GROMOS-
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45A4, OPLS-AA-SEI, etc.) fueron desarrollados de manera tal que sean consistentes con
las simulaciones de biomoléculas de gran tamafio, como por ejemplo, proteinas. El resto
pueden ser identificados como campos de fuerzas para moléculas organicas (TRIPOS, MM3,
MM4, etc) disefiados en general para representar moléculas organicas.

Todos estos pardmetros computacionales requieren de un conjunto de datos experimen-
tales rigurosos para poder validarlos y como ya ha sido mencionado, se suele utilizar los
datos provistos a partir de experimentos de RMN. Sin embargo, existe una simbiosis entre
los datos generados por RMN y el desarrollo de los campos de fuerza dado que a pesar
de que los parametros del campo de fuerzas deben ser validados frente a los resultados
experimentales, es necesario tener modelos que permitan generar estructuras 3D capaces de
explicar los resultados de RMN.% 23 De los numerosos campos de fuerzas para carbohidratos
existentes, cada uno con sus ventajas y desventajas, GLYCAMOG6 es uno de los mas utilizados
dado que es compatible con el campo de fuerzas de AMBER (ff99SB) presentando un
amplio y completo conjunto de carbohidratos y glicoconjugados parametrizados?* y que
ademas ha sido utilizado en combinacién con el campo de fuerzas de AMBER para estudiar
un diverso rango de interacciones con proteinas, incluyendo aquellas relevantes a procesos
infecciosos,?® crecimiento celular?® y conversién de biomasa.?’

2.2. Sitios de hidratacion (WS)

El cambio en la hidratacién de dos moléculas que se unen ocurre en una escala molecular,
con solamente un pequeilo nimero de moléculas de agua que se afectan directamente. Sin
embargo, las contribuciones de las mismas al proceso tiene un gran impacto, ya que cambios
sutiles en la red de puentes de hidrégeno, estan frecuentemente asociados con grandes
cambios en la energia de interaccién, con una ganancia de alrededor 10kzT por puente
de hidrégeno (donde kpT =~ 0,6 kcalmol™'). Como resultado de esto, las contribuciones
de las moléculas de agua al proceso de unién de ligandos no es facilmente cuantificable.?®
Adicionalmente, las moléculas de agua que solvatan regiones puramente hidrofébicas, se
comportardn de manera distinta y por lo tanto tendrdan un efecto diferencial respecto de
aquellas moléculas de agua que solvatan regiones puramente hidrofilicas.

De esta manera, existe un interés creciente en los ultimos afios por vincular la im-
portancia de las moléculas de agua en el proceso de union de ligandos y por desarrollar
descriptores cuantitativos para los efectos de hidratacién asociados al proceso de union. Es
interesante en este punto resaltar el trabajo de Baron, Setny y McCammon donde muestran,
a partir de un modelo simple receptor-ligando utilizando simulaciones de dindmica molecu-
lar de una semi-esfera perfectamente hidrofébica, solvatada con aguas explicitas a la que se
une un ligando pequeilo como metano, que la fuerza impulsora del procesos de union viene
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dada por la energia libre de desolvatar el ligando y el receptor (es decir que las interacciones
directas entre el ligando y el bolsillo de unién no dominan el proceso de unién), y tal vez
lo mas controversial es que el término de desolvatacion viene dado principalmente por
la componente entdlpica, ya que se observa que las aguas en el seno hidrofébico, tienen
una entropia mayor que en el seno del solvente dadas las fluctuaciones de secado/mojado
de la superficie hidrofébica.?*3° Por otro lado, solvatar superficies hidrofilicas pareciera
tener el efecto opuesto, ya que como se ha visto, si bien las moléculas de agua estan
favorecidas desde el punto de vista entdlpico a permanecer en la misma, desde el punto de
visto entrdpico se ven desfavorecidas, ya que pierden movilidad.3!-33

Si pensamos ahora en la misma como una regién heterogénea de zonas hidrofébicas e
hidrofilicas (en mayor o menor proporcién dependiendo de la proteina), esto complejiza
el analisis global de la estructura de solvatacién en la superficie proteica. En el caso
particular de las lectinas, si nos enfocamos en comprender la relacién existente entre los
grupos funcionales de los azticares y la capacidad del solvente acuoso de mimetizar dicha
interaccion en el receptor libre, es relevante poner atencion en las regiones hidrofilicas de
la superficie proteica que interactian con el agua, ya que presentan residuos con grupos
funcionales capaces de actuar como dadores o aceptores de puente de hidrégeno, ya sea con
las moléculas de agua circundantes o bien con un potencial ligando que presente grupos
polares en la orientacién apropiada.

La interaccién de una proteina con el solvente se puede estudiar a partir de la formaciéon
de los denominados sitios de hidratacién (o WS por sus siglas en inglés "Water Sites”) que
definimos como aquellas regiones del espacio con la capacidad de alojar moléculas
de agua con mayor probabilidad que el seno del solvente. Para identificar y caracterizar
los WS y poder construir la estructura de solvatacién de la superficie proteica (o bien
una region de interés, por ejemplo, el sitio de reconocimiento de carbohidratos (CBS) en
lectinas), es necesario contar con una metodologia apropiada para tal fin, la cual se describe
en las secciones subsiguientes de este capitulo.

2.2.1. Identificacion de los Sitios de hidratacion (WS)

Con el objetivo de identificar la presencia de los WS en la superficie de la proteina,
utilizamos la siguiente metodologia.

En primer lugar, se seleccionaron los aminodcidos presentes en el CBS que presenten
uno o mas atomos capaces de actuar como dadores o aceptores de puentes de hidrégeno
con el agua. Luego, se célculo la funcién de distribucién radial traslacional ¢'"(r) para
los mismos, contando la presencia de moléculas de agua en un rango dr (alrededor de
0.1 A) en torno a una distancia r de cada dtomo. Cada una de estas funciones ¢’ (r) fue
normalizada teniendo en cuenta el volumen accesible para las moléculas de agua el cual
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Figura 2.3. Definicién del dngulo 6 y el diedro ¢. O,, representa el 4&tomo de oxigeno de la molécula
de agua y D/A, el atomo donor/aceptor de puente de hidrogeno respectivamente

fue calculado a partir de las funciones de distribucién angular ¢'"(6) y ¢'"(¢)) teniendo en
cuenta aquellas moléculas de agua, que se encuentran en la primera esfera de solvatacion
(es decir, aquellas que estan incluidas en el primer pico del grafico de ¢'"(r) -ver figura 2.4
A-) con respecto al atomo de referencia. Para ello, se contaron las moléculas de agua dentro
de un intervalo df alrededor del dngulo 6 y d¢ alrededor del dngulo ¢, los cuales se definen
como sigue: 6 es el angulo formado por los atomos de oxigeno de las moléculas de agua, el
atomo donor/aceptor de puente de hidrégeno del aminoacido en cuestiéon y un dtomo de
referencia y ¢ es el dihedro definido por los dtomos de oxigeno de las moléculas de agua, el
atomo donor/aceptor del aminoacido y dos atomos de referencia, por lo general de los dos
atomos de referencia uno esta unido de manera directa al atomo donor/aceptor de puente
de hidrégeno del aminoacido, y el otro al primero (ver figura 2.3 para mds detalles) . Un
analisis visual de los graficos de distribucion bidimensionales ¢ vs. 6, permite identificar
claramente los sitios de hidratacién (WS) como aquellas regiones del espacio en donde la
probabilidad de encontrar moléculas de agua es alta, mostrando como es de esperar que
la distribucion de moléculas de agua no es homogénea en el espacio sino que presentan
orientaciones definidas ya que, la formacién de puentes de hidrégeno entre el agua y los
residuos de la proteina se establece con dngulos y distancias caracteristicos.

A modo de ejemplo, la figura 2.4 A muestra, para el oxigeno carbonilico del Acido
Aspartico 16 (Asp16), perteneciente al CBS de Concanavalina A, el grafico de distribuciéon
radial (¢""(r) vs. la distancia (r) ) de los 4&tomos de oxigeno de las moléculas de agua en
torno a esa referencia y la figura 2.4 B, la distribucién angular ¢ vs. 6 para los &tomos de
oxigeno de aquellas moléculas de agua que se encuentra en la primera capa de solvatacion,
es decir entre los 2.5 y los 3.2 A aproximadamente desde el &tomo de oxigeno carbonilico
de Asp16. Como se desprende naturalmente a partir de la inspeccién visual de la figura 2.4
B, el grafico angular bidimensional revela la presencia de dos regiones con alta probabilidad
de encontrar moléculas de agua, es decir, dos WS bien definidos (identificados con flechas
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Figura 2.4. A) Funcién de distribucién radial ¢'"(r) y B) gréfico bidimensional de distribucién
angular para los &tomos de oxigeno de los moléculas de agua cercanas al grupo carboxilato de la
cadena lateral de la Asp16 de Con-A

sobre la figura 2.4 B). Estd metodologia fue previamente aplicada en un trabajo previo
del grupo para identificar los sitios de hidratacién presentes en el CBS de Gal-1.3* De esta
manera, utilizando estd estrategia de andlisis para cada potencial WS, el centro de maxima
probabilidad de encontrar moléculas de agua en la superficie proteica es determinado. Para
los cdlculos que siguen, estos puntos definen el centro del WS. Una molécula de agua se
definira como dentro de un dado WS, si la misma se encuentra a una distancia de 0.6 A del
centro del mismo (un valor que corresponde aproximadamente a un volumen arbitrario de
1 A3 para cada WS). Para eliminar ambigiiedades en la definicién de los WS, el andlisis a
partir de los graficos bidimensionales fue complementado con un analisis tridimensional de
los puntos de maxima probabilidad de los WSs utilizando un software de visualizacién y
andlisis de moléculas (VMD por sus siglas en inglés Visual Molecular Dynamics).3°

Para chequear la convergencia de los pardmetros reportados, también se computo lo
mismo en diferentes segmentos de la Dinamica Molecular, o tomando diferentes referencias
para definir un dado WS con el objeto de asegurar la reproducibilidad en la definiciéon y en
el célculo de las propiedades de los mismos.

2.2.2. Cdlculo de las propiedades termodindamicas y dindmicas de los
sitios de hidratacion (WS)

Con el objetivo de calcular la energia potencial asociada a la interaccién de las moléculas
de agua en los WS con la proteina y con el resto del solvente para cada sitio, las contribu-
ciones a la energia electrostatica y de vdW fueron calculadas entre las moléculas aguas que
se consideran dentro de los WS con la proteina (£,) y el resto del solvente (E,,), utilizando
los parametros y funciones del campo de fuerzas correspondientes. Las contribuciones
fueron consideradas hasta una distancia de 8 A desde el centro de los WS, dado que a este
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Figura 2.5. Energia de interaccién promedio de las moléculas de agua dentro del WS con el resto
del solvente (linea roja) , con la proteina (linea verde) y total (linea negra).

punto de corte la convergencia calculada es aceptable.?* Para cada WS, se determind la
energia de interaccion promedio total, denominada < Er > calculada como la suma de
los promedios de < E, >y < E,, >. Por ultimo, utilizando como referencia la energia de
interaccién promedio de una molécula de agua en el seno del solvente ( < E4gua—agua >),
la diferencia en la energia media de interaccion de llevar una molécula de agua desde el
seno del solvente hacia el WS, se calcula:

< AFE >=< Ep > — < Eagua—Agua > (2.6)

Esta diferencia de energia corresponde al promedio de energia potencial que gana una
molécula de agua cuando la misma es trasferida desde el seno del solvente hacia el WS
correspondiente. Como puede observarse a modo de ejemplo en la figura 2.5, los valores de
energia reportados para cada sitio de hidratacién estan razonablemente convergidos en la
escala de tiempo que se utilizo para las simulaciones.

Para cada WS, se ha calculo también la probabilidad p(») de encontrar una molécula de
agua dentro del mismo (en donde v representa el tamafio del espacio utilizado para estimar
la probabilidad), que luego fue normalizado con respecto a la probabilidad de encontrar
una molécula de agua en el seno del solvente en el mismo volumen, lo que corresponde a la
densidad del agua en la condiciones de presion y temperatura en la que fue llevada a cabo la
simulacion. De esta manera, lo que se informa es la probabilidad relativa de encontrar una
molécula de agua dentro del WS respecto del seno del solvente, que llamaremos WFP (por
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Figura 2.6. En puntos negros se observa la probabilidad relativa de aguas (WFP) vs. la distancia
tomada desde el centro masas del sitio de hidratacién (WS), perteneciente al WS9 al CBS de
Concanavalina-A. La linea punteada azul representa el ajuste de una funcién mono exponencial

sus siglas en inglés Water Finding Probability). Por ej., si el WFP es 5, se debe interpretar
como que es 5 veces mas probable encontrar una molécula de agua en el espacio
acotado por el WS respecto al seno del solvente. En la figura 2.6 se muestra a modo de
ejemplo, en puntos negros como cambia el valor de WFP vs. la distancia tomada desde
el centro de masa del WS9 perteneciente al CBS de Concanavalina-A mientras en lineas
punteadas azules se observa el resultado de un ajuste mono exponencial al comportamiento
de WFP en funcién de la distancia. De esta manera, el valor de WFP que se informa es
relativo al de un volumen arbitario de 1 A? (dado que cada WSs se supone esférico, se toma,
segln la figura 2.6 el valor de WFP a 0.6 A aproximadamente). Por otro lado, como una
medida de cudn dispersas estdn las moléculas de agua que visitan un dado WS durante
el tiempo de simulacion, se ha computado el valor denominado Ry, que representa la
distancia medida desde el centro del WS, tal que el 90 % de las moléculas de agua
que visitan el mismo se encuentren contenidas dentro de ese radio. Por consiguiente,
el valor de Ry, calculado otorga una medida del tamafio del WS en unidades de volumen
para cada sitio. El volumen de los WS, es también una medida indirecta de su dispersién
y de ese modo, se lo puede asociar con la entropia traslacional, como se muestra en los
trabajos de Li et al.32-33

Finalmente, para analizar la correlacion entre la posiciéon de los WS en el CBS en la
proteina libre y la estructura del complejo proteina-carbohidrato, se calculd el pardmetro
R,.i» como la distancia entre el centro de masa del WS y el 4&tomo pesado mads cercano
del ligando en el complejo proteina-carbohidrato.

Debido a que los WSs fueron calculados sobre la DM de la proteina libre y el cdlculo
de R,,.;, es sobre la estructura del complejo, es necesario eliminar los grados de libertad
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traslacionales que la proteina libre adquiere en la DM, y para ello se lo superpone sobre el
complejo (que es tomado como estructura de referencia). Para ser consistentes en todos
los casos, se tomo el criterio de que los aminodcidos pertenecientes al CBS (aquellos que
se encuentran a menos de 5 A del ligando en la estructura del complejo) se superpongan
de manera tal que la desviacién cuadratica media entre las coordenadas de los dtomos
(RMSD por sus siglas en inglés Root Mean Square Deviation) entre las distintas estructuras
sea minimo. Este procedimiento fue llevado a cabo con un modulo del programa Visual

Molecular Dynamics.>®

2.3. Método de clusterizacion para automatizar el anali-

sis estructural y termodindmico de los WS

La principal desventaja del uso de las funcién de correlacion, ¢" (r) y los gréaficos
angulares para la identificacién de los WS, es que el mismo es muy tedioso y artesanal,
teniendo que interpretarse un numero considerable de graficos de distribucion espacial,
eliminando aquellos WS redundantes (es decir, que aparecen en mas de un grafico),
plantear luego un posible esquema de la estructura de solvatacion y finalmente con toda la
informacion junta, volver a analizarla para evitar errores. Si bien la estrategia de anadlisis
es robusta y se han desarrollado los programas que permiten llevarla adelante, la misma
dificulta su extension a muchos sistemas y es poco transferible a otros miembros de la
comunidad cientifica que deseen utilizar este tipo de andlisis para caracterizar la estructura
del solvente concerniente a su proteina de interés. Esto ha motivado el desarrollo de un
programa que permita alcanzar los resultados provistos mediante un método de analisis
semi-automatico. Para ello, decidimos utilizar una estrategia de clusterizacion de la posicion
espacial de las moléculas de agua a lo largo de la DM, tal como se describe a continuacién.

2.3.1. Sitios de hidratacion (WS) a partir de la estrategia de clusteri-
zacion

Para encontrar los WS, se agrupan todas las moléculas de agua que interactian con
la superficie proteica en el lapso de la DM, de manera tal que el analisis combina un
conjunto de conformeros de la proteina libre tomando ventanas de entre 1y 2 ns. (tal que
la estructura de la proteina estudiar no presente cambios conformacionales de mediana
escala, como por ejemplo movimientos significativas de loops). Luego se toman las fotos del
sistema espaciadas, entre 4 y 10 ps. y en una segunda instancia, es necesario relativizar el

movimiento traslacional de la proteina alineando todos los residuos sobre los que se quiere
hacer el anélisis con respecto a una estructura de referencia (preferencialmente se alinea
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Figura 2.7. Esquema representativo de la determinacién de sitios de hidratacién (WS) en base al
método de clusterizacion

respecto al backbone de la proteina con el objeto de maximizar el efecto de la movilidad
de las cadenas laterales sobre la clusterizacion y para ello se utiliza un algoritmo de ajuste
molecular, el cual requiere medir una diferencia numérica entre dos estructuras que estan
en diferentes posiciones en el espacio con el objetivo encontrar la orientacién relativa de
las moléculas en las que esta diferencia es minimizada.2®* De modo tal, que si se superponen
todas las fotos de la dindmica molecular, se observan las regiones del espacio aledafias a la
superficie proteica en donde la probabilidad de encontrar moléculas de aguas es maxima
(ver panel inferior izquierdo de la figura 2.7), en donde se muestran los 4tomos de oxigeno
de las moléculas de agua a menos de 4 A de los residuos en cuestién (ya que como se ha
observado en la bibliografia, asi como en trabajos previos del grupo la primera capa de
solvatacién en las superficies proteicas no va mas alld de 4 A). Luego se aplica el algoritmo
de clusterizacion, el cudl mide la distancia entre los &tomos de oxigeno para las moléculas
de agua en el CBS en las distintas fotos de la DM, detectando las regiones de alta ocupancia
(para poder reconocer el cluster de aguas que se observa panel inferior izquierdo de la
figura 2.7, es necesario ajustar los siguientes pardmetros: i) distancia entre 2 4&tomos de
oxigeno en fotos sucesivas, pudiendo discriminar aquellas que forman parte del WS de las
que no (en general, este valor se estima entre 0.2 y 0.3 A y ii) el nimero minimo de aguas
necesario para formar parte del cluster, que debe ser estimado en relacién al nimero de
moléculas de agua presentes en el seno del solvente a partir del valor de la densidad del
agua a la temperatura de la simulacién de dindmica molecular en un volumen de 1 A3 y se
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lo relativiza al nimero de fotos). Este proceso se repite de manera ciclica hasta que tener
en cuenta todas las moléculas de agua que visitan el CBS en el lapso de la DM.

2.3.2. Caracterizacion termodinamica de los sitios de hidratacion (WS)

Una vez que se ha descripto la estructura de solvatacion de la proteina como una suma
de sitios de hidratacién, es posible caracterizar termodindmicamente cada uno de ellos. En
primer lugar, calcular la probabilidad relativa de encontrar aguas en el WS respecto del
seno del solvente (WFP) para un volumen de 1 f\3, resulta directo a partir de la definicién
de los WS descripto en la seccidn anterior, ya que una vez definido el WS, es un calculo muy
simple que consiste en contar las moléculas de agua que visitan dicho sitio en el transcurso
de la DM y que cumplen con estar dentro de una esfera de volumen arbitrario de 1 A3, es
decir a una distancia menor a 0.6 A desde centro de de masa del WS. Ademds, como ya
fuera definido, el Ry se determina como el radio que hay que tomar para incluir al 90 % de
las moléculas de agua asignadas al WS dentro de una esfera definida por un radio con ese
valor.

Por otro lado, una aproximacion que se utiliza para poder calcular de manera mas
rigurosa la energia y la entropia de solvatacidn, es la propuesta por Lazaridis®”-38 en la
conocida Teoria del Fluido Inhomogéneo (IFST), en la cual se trata al soluto como si
estuviera fijo en el origen o bien, con respecto a una referencia generando un campo
externo sobre el solvente en las cercanias de la superficie de interaccion. De este modo, si se
tiene en cuenta la dindmica del solvente tomando como referencia al soluto, se observaran
regiones de distinta densidad a su alrededor, que podemos aislar en regiones acotadas
del espacio tal que no alberguen a mas de una molécula de agua por foto de la dinamica
molecular (ver figura 2.8), lo que nos permite calcular la funcién de particién total de
las moléculas de agua en esa region (solo las componentes rotacionales y traslacionales
de las mismas, ya que el modelo de aguas que se suele utilizar es rigido y no contempla
vibraciones entre los enlaces H-OH). Este formalismo, asi como estd planteado tiene la
ventaja de aislar el efecto del soluto sobre las capas de solvente vecinos sin tener que tratar
las grandes cantidades de solvente no perturbado que terminarian promediando hacia las
propiedades del agua bulk, la delgada capa de solvente perturbado en la primera/segunda
capa de solvatacién de la superficie proteica. Por consiguiente, la energia y la entropia de
solvatacion se pueden calcular como integrales de las funciones de correlacion del solvente
tomando al soluto como referencia.

En el marco de esta aproximacion, la energia libre de solvatacién puede ser descom-
puesta en 4 términos: La energia de interaccidn soluto-solvente (Esy), la entropia soluto-
solvente (Ssw), la energia de reorganizacion del solvente (AFEy ) v la entropia de reor-
ganizacién del solvente (ASy). Estos dos ultimos términos, reflejan la diferencia en las
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Figura 2.8. Representacién esquematica de IFST

interacciones y correlaciones solvente-solvente de las aguas en el WS con respecto al seno
del solvente (ver ecuacién 2.7)

AGsoy = Esw + AEww — T(Ssw + ASww) (2.7)

En donde, en la practica, tanto el término Egy como AFEyy es mas facil calcularlos de
manera directa a partir de los resultados de la simulacién, que en base a la integracion
de las funciones de correlacion. El primer término, se obtiene a partir del promedio de la
energia interaccién de las moléculas de agua que visitan cada WS con el entorno proteico
(se toman todos los atomos de la proteina a menos de 8 A del agua en cuestién), mientras
que el segundo término, se obtiene de la suma de la energia de interaccién de la molécula
de agua dentro del WS y el resto del solvente que la rodea, mas el costo energético de
extraer una molécula de agua desde el seno del solvente.

Por otro lado, dada la complejidad asociada a la naturaleza de las contribuciones en-
tropicas del solvente, este término no resulta trivial de calcular. No obstante, una posible
solucién que se ha planteado consiste en expandir la contribucién entrdépica de un fluido
en una serie infinita de funciones de correlaciéon multiparticula, con la mayor parte de las
contribuciones provenientes de los términos de dos particulas (el cual puede ser facilmente
obtenido a partir de simulaciones de dinamica molecular), en donde se desprecian los térmi-
nos superiores de tres a mas particulas. Por lo tanto, de acuerdo a IFST, para cada WS Sgy,
se puede calcular por integracién numérica de las funciones de correlacion orientacionales
y espaciales. De esta manera, las contribuciones entrépicas de primer orden para cada WS
fueron calculadas segtin siguiente ecuacion

SSW - —k'bpw/Q/gsw(raw)ln(gsw(r7w))drdw ~

kypu / Geno(T) (g (1)) dr — N} /2 / Gou(0)11 (G () )
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en donde r y w son las coordenadas cartesianas de la posicién y los dngulos de euler
de la orientacion de las moléculas de agua respectivamente; g, (r, w) es la distribucién
roto-traslacional de las moléculas de agua con respecto al sistema de referencia fijo de
la proteina; p,, es la densidad del agua pura; k;, es la constante de Boltzmann, (2 es el
espacio orientacional accesible total para una molécula de agua y N}y, es el numero total de
oxigenos de las aguas encontradas en un determinado WS en el volumen V, que se calcula

a partir de la ecuacién 2.8
Ny = pw/gifv(r)dr (2.8)

De este modo, las funcion Ssy se integra numéricamente utilizando para la posicién,
coordenadas esféricas con un intervalo de 0.03 A para r , 15 °para © y 30 °para ¢ y para
cada uno de los tres angulos de euler que describen la distribucion rotacional, se hizo
utilizando un intervalo de 10 °(estos ultimos pueden ser calculados segun el teorema de
orientacional de Euler, el cual plantea que cada orientacién en el espacio de un plano con
respecto a otro puede ser descripta utilizando tres dngulos).

Finalmente, el término ASyyy, representa la entropia de reorganizacion del solvente
y describe el cambio en la correlacién solvente-solvente dada por la adicién del soluto y
simplemente representa el costo entrépico de remover una molécula de agua desde el seno
del solvente (que segun el trabajo de Lazaridis y Karplus,® ASyw =~ 15,2cal/mol K)

2.4. Docking

En general, las estrategias de docking tienen como objetivo predecir la estructura del
complejo proteina-ligando en base a la estructura del receptor y del ligando separados.
Las técnicas comunmente utilizadas para realizar docking automatico se pueden agrupar
principalmente en dos categorias: métodos de coincidencia geométrica y métodos de
simulacién de formacién de complejos o de docking. Los primeros crean un modelo del sitio
activo, donde tipicamente se incluyen zonas de interaccidon puente de hidrégeno y zonas
que son estéricamente accesibles y por lo tanto tratan de ubicar un determinado inhibidor
en una determinada conformacion dentro del modelo, considerandolo usualmente como
un cuerpo rigido (por ejemplo DOCK, el cudl es un programa muy eficiente para hacer un
barrido rapido bibliotecas de compuestos).

La segunda clase de métodos de docking corresponden a aquellos que describen con
mayor grado de detalle a la estructura del ligando y del receptor (por €j. el ligando se
ubica de manera aleatoria fuera de la proteina, y luego explora traslaciones, orientaciones
y conformaciones hasta que el estado ideal del complejo proteina-ligando es encontrado).
Esta técnica es usualmente mas lenta que los métodos de coincidencia geométrica, pero
permiten que la flexibilidad del ligando sea considerada y pueda ser utilizada con mayor
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grado de detalle para calcular la energia de unién del ligando en un sitio de unién plausible.
En este punto, AUTODOCK es uno de los programas mas ampliamente utilizados que
combina una rdpida manera de evaluar la energia de interacciéon proteina-ligando, en base
a una grilla de puntos que tiene precalculadas las energias de interaccién de a pares y que
es usualmente utilizada durante toda la simulacién con un algoritmo de busqueda genético
de tipo Lamarckiano.*°

2.4.1. Introducciéon general a los esquemas de docking utilizados

Los algoritmos genéticos utilizan las ideas basadas en la genética y la biologia evolutiva
para explorar el espacio conformacional de ligando en el complejo. En el caso del docking
molecular, el estado particular de una molécula se describe por un conjunto de valores
que contienen informacién sobre la posicién, la orientaciéon y la conformacién de un
ligando con respecto a la proteina. Estos son los llamados estados variables del ligando
y en los algoritmos genéticos cada estado variable es andlogo a un gen. De este modo,
el conjunto de estados del ligando conforman el genotipo, mientras que las coordenadas
atomicas corresponden al fenotipo. En el docking molecular, el ajuste del ligando en una
posicidén/conformaciéon dada, "fitness", es la energia de interaccion total del ligando con
la proteina, y es evaluada utilizando la funcién de energia o puntaje especifica calibrada
empiricamente contra un conjunto de datos de AG, medidos experimentalmente. De esta
manera, la estrategia de busqueda se puede plantear en base a un esquema hibrido de
busqueda global y luego local. Para abordar el primer punto se recurre a los algoritmos
genéticos, los cudles requieren generar una poblacién inicial de ligandos con diferentes
coordenadas (fenotipos), por lo general entre 150 a 300 individuos, dependiendo del
tamafio del espacio de bisqueda, que van generando descendencia. Para ello, es relevante
poder generar variabilidad entre las sucesivas generaciones y por lo tanto se imita un
conocido proceso presente en la meiosis que es el llamado crossing over o intercambio
cruzado, en el cudl para el caso del docking molecular, se combinan pares aleatorios de
individuos de una poblacién entre los cuales se intercambian genes para dar lugar a un
nuevo individuo, es decir, un ligando con un dado estado posicional y conformacional, que
conlleva una mezcla aleatoria de algunos genes parenterales. Ademads, algunos individuos
de la descendencia son sometidos a mutaciones aleatorias en las cuales un gen cambia su
estado por un valor aleatorio (es decir, que en la practica, en los estados hijos el ligando
presenta conformaciones y posiciones que difieren de los parenterales en algin aspecto).
Por ultimo, la seleccién de la descendencia de la siguiente generacion se hace en base
a la funcion de energia, es decir, que solo sobrevive aquel individuo que se encuentra
en el entorno mas favorable (en otras palabras, aquel que tiene el valor de energia de
interaccion proteina-ligando mas negativo). Con respecto a la busqueda local, se realiza una
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minimizacion de energia utilizando el algoritmo de Solis and Wet, el cual tiene la ventaja
de no requerir la informacion del gradiente de energia provisto a través de la superficie
de energia potencial, lo que facilita la bisqueda en el espacio torsional.*! Este método
hibrido, que combina un algoritmo genético con un método adaptativo de busqueda local
es conocido como Algoritmo Genético Lamarkiano con busqueda local y que a diferencia de
otros métodos de exploracién que han sido ampliamente utilizados como Monte Carlo o
Simulated Annealing, permite abordar problemas en los se utilizan un ntimero mayor de
grados de libertad. Ademas, para hacer las minimizaciones, es posible utilizar el mismo
campo de fuerzas que se utiliza para hacer el calculo de la energia de interaccién proteina-
ligando.

Como ya se menciono, existen muchos métodos basados en los campos de fuerzas
clasicos, que han mostrado excelentes resultados para estudiar procesos moleculares en
funcién del tiempo, que funcionan bien para optimizar conformaciones, realizar calculos de
energia libre entre moléculas introduciendo cambios sutiles a nivel de 4tomos, pero tienen
la desventaja de que son muy costosos computacionalmente, y desafortunadamente no
muestran una gran eficiencia para ordenar correctamente la afinidad de compuestos por un
dado receptor que difieren en un nimero significativo de dtomos entre si. Para compensar
las deficiencias tradicionales de los campos de fuerza, se puede modelar la energia libre
de unién proteina-ligando en base a una expansién de la conocida expresidn de energia
libre de Gibbs agregando términos que compensan o estiman los efectos entrépicos y del
solvente, por ejemplo como se muestra en la ecuacién 2.9

AG = AGVDVV + AC:hbond + AG’elec + AjSonform + AGjtor + AGYsol (29)

en donde los 5 términos del campo de fuerza incluyen dispersion-repulsion, unién hidrégeno,
electrostatico y desviacion de la geometria éptima en las uniones covalentes (términos
de unién), respectivamente. Por su parte, AG,,, modela la restriccién de las rotaciones
internas, rotaciones globales y traslaciones. Por ultimo, AG,, modela la desolvatacién
luego de la unién del ligando y tiene en cuenta el efecto hidrofébico (son los cambios
entropicos del solvente en la interfase proteina-ligando).

En particular, Autodock implementa una aproximacion similar utilizando el ciclo ter-

modindmico de Wesson y Eisenberg.*? La funcién incluye 5 términos (ver ecuacién 2.10)

26 = 8Gvow > (3 + 5) 1 Gy 50 (G3+ 2) 4
=\ T Iy T &7
"~ Gigj
AGelec Z + AGtorNtor+

ivj vy
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2

n
AGu Y (SiV;+ S;Vi) ertal > (2.10)
2y
en donde los 5 términos de AG de la derecha (AGvpw, AGriond, AGeiee, AGior V AGo1)
son coeficientes que se ajustan contra datos experimentales de un conjunto de complejos
cuyas constantes de disociacién son conocidas. Las sumatorias se llevan a cabo sobre
todos los pares de atomos del ligando, i, y de la proteina, j, ademas de todos los pares de
atomos del ligando que estdn separados por tres o mds enlaces. Los tres primeros términos
incluyen las contribuciones en vacio: Un término dispersivo 12-6 de Lennard-Jones, un
término direccional 12-10 que incluye la interaccion de puente hidrégeno, donde E(t) es
un término direccional que pesa el angulo, t, entre el &tomo de prueba y el atomo blanco y
por tultimo, un término que tiene en cuenta el potencial electrostético (el cudl utiliza cargas
atémicas parciales sobre cada dtomo estimadas usualmente con el método de Kollman o
Gastaiger*>*4). El cuarto término es el que incluye la contribucién a la energia libre dada
por la desolvatacidn, el cual estd basado en el método de Stouten et al.,*> que presenta
la ventaja de funcionar correctamente con un modelo de cdlculo de energia basado en
el precdlculo de una grilla de afinidad, como lo hace Autodock. En este método, para
cada dtomo en el ligando, un volumen parcial de los 4tomos de la proteina que lo rodean
son pesados por una funcién exponencial y luego sumados, evaluando el porcentaje del
volumen alrededor de los 4&tomos del ligando que es ocupado por los dtomos de la proteina.
Este porcentaje es luego pesado por los parametros de solvatacién de los atomos del ligando
para dar la energia de desolvatacion. Como una medida de la penalidad entrépica dada por
la restriccion roto-traslacional que se produce al unirse el ligando al receptor, se incluye
un término que es proporcional a V,, (que es el nimero de enlaces en el ligando que
pueden ser descriptos por una hibridacién de tipo sp®) y que es constante durante todo el
célculo de docking ya que depende principalmente de los grados de libertad rotacionales
del ligando que fueran previamente definidos por el usuario (por lo general no mas de 12).
Finalmente, utilizando un método de interpolacién trilineal se evalta rdpidamente cada
término energético para cada tipo de dtomo del ligando en una dada posicién, utilizando
los mapas de energia que fueran previamente calculados sobre el entorno proteico.

Para la construccidn de los mapas de energia, Autodock genera una grilla tridimensional
en torno a las coordenadas de los residuos de la proteina. Un dtomo de prueba visita
cada punto de la grilla, se calcula la energia de interaccion y la guarda. La grilla completa
de interacciones es almacenada en una tabla y la energia se evaltia rapidamente. De esta
manera, el mapa de energia de cada tipo de a&tomo del ligando se guarda en tablas separadas,
incluyendo las energias de dispersion/repulsion y de formacion de puentes de hidrégeno.
Ademads se calcula una grilla de interaccién electrostatica, utilizando una particula de
prueba con una carga positiva y una grilla que incluye las energias de desolvatacion
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2.4.2. Protocolo y método de docking Sesgado (WSBDM)

Basdndonos en la hipdtesis que se plantea en el capitulo 3 de que los grupos -OH
tienden a ocupar o reemplazar la posicidon de las moléculas de agua que son retenidas
por los residuos del CBS, las cuales estdn representadas por la posicidn de los WSs, se ha
modificado el esquema de docking convencional de Autodock, incluyendo esta informacidn,
en lo que hemos llamado método de docking sesgado o WSBDM, (por sus siglas en inglés
Water Sites Bias Docking Method).

Para ello, se ha modificado la funcion de energia de Autodock4, agregando un término
adicional para cada atomo de oxigeno del ligando (en la nomenclatura de Autodock4 estos
atomos son llamados OA) de manera que la funcién original que describe la interaccién de
los &tomos de oxigeno queda como se describe en la ecuacion 2.11,

N
AGY = AGEP — RT ) " In(WFP;)exp(
=1

(2.11)
donde AGY corresponde al valor de la funcién de energia modificada para los dtomos de
oxigeno del ligando, AG5” corresponde al valor de energia original, W F'P; es el valor de
probabilidad relativa de las moléculas de agua dentro del WS respecto del seno del solvente,
como fuera previamente definido, del “i-ésimo” WS considerado. zy g, yws,; ¥ 2ws,; son
las posiciones correspondientes de los WSs y X, y v z son las coordenadas de los puntos
de la grilla. Por ultimo, Ry, ; es el Ry, correspondiente al WSs i-ésimo. De esta manera,
cada WS considerado, provee un término de interaccién energético entre el centro del WS
y cada dtomo de oxigeno del ligando (por ejemplo, cada oxigeno de un grupo hidroxilo
del carbohidrato), con una magnitud que es directamente proporcional al In(WFP) y cuya
amplitud esta relacionada con el tamafio del WS a través de Ry.

Estd funcion, como se verd mds adelante, estd inspirada en los resultados presentados
en los capitulos 3 y 4, en donde se mostrard que los pardmetros de los WSs que mejor
correlacionan con la posicidn que irdn a ocupar los grupos -OH de los carbohidratos,
medidos a partir del valor de R,,;,, son WFP y Ry.*®4” Por otro lado, la forma funcional
de la penalidad impuesta a la modificacién de la energia original esta basada en que la
probabilidad de encontrar una molécula de agua en un dado WS decae exponencialmente
con la distancia al centro de masa del mismo (ver figura 2.6). A modo de ejemplo, en la
figura 2.9 se muestran los mapas isosuperficie para distintos valores de energia construidos
a partir del método convencional (izquierda) y con el método modificado, (derecha), para
el CBS de Galectina 3. La figura muestra claramente que el mapa de energia para el método
convencional CADM (por sus siglas en inglés “Conventional Autodock Docking Method“) y
el método sesgado es muy similar para un valor de -0.5 Kcal/mol. Sin embargo, a medida
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que la energia se hace mds negativa, el mapa de energia para el método sesgado WSBDM
(por sus siglas en inglés “Water sites Bias Docking Method*) muestra pozos de energia en los
lugares en donde la probabilidad de encontrar moléculas de agua es alta, WFP, los cuales no
estdn presentes en la grilla original (ver esferas amarillas sobre el panel derecho de la figura
2.9). De esta manera, para los calculos de docking, el WSBDM es utilizado de la misma
manera que el método convencional pero modificando la grilla original con la informacién
de la posicién de los WSs previamente calculados. Para una estricta comparacion de ambos
métodos, todos los otros pardmetros utilizados en los esquemas de docking (los cuales se
detallan en la seccién Metodologia Especifica del capitulo 5), como el tamafio y posicion de
las grillas, el nimero de las corridas de docking, se mantuvieron iguales.

2.5. Energia Libre de union

La prediccion tedrica de la energia libre de union (AG,), es uno de los desafios mas
importantes en bioquimica computacional y existen actualmente numerosos métodos
que permiten estimarla con diferentes grados de aproximacién. Entre ellos, tenemos los
conocidos métodos de punto final, que calculan el AG,, sobre la base del post-procesamiento
de los resultados que se extraen de la simulaciéon por DM y que recientemente han mostrado
notables avances y mejoras en la estimacion del AG,, utilizando entre otras técnicas de
andlisis basadas en la mecdanica cuantica y en la inclusién explicita del solvente. En segundo
lugar, tenemos los métodos que estdn basados, no en los estados finales del proceso de
union, sino en el proceso en si, como por ejemplo, aquellos métodos basados en dindmicas
de no equilibrio sesgadas, de muestreo de asociacion/disociacion o en transformaciones de
estado libre/unido como en el método de integracidon termodinamica.

Cada uno de estos métodos tiene sus ventajas y desventajas. Por ejemplo, los métodos
de punto final son mas rdpidos que los de asociacién/disociacién e integracion termodi-
ndmica, aunque son menos precisos y dependen mucho del sistema cuando se utilizan
aproximaciones clésicas. Se puede alcanzar una mejora significativa cuando se los combina
con métodos cudnticos o se incluyen efectos de solvente explicito (dada la posibilidad de
combinar los resultados del analisis de la solvatacion explicita y las metodologias basadas
en calculos cudnticos, los métodos de punto final ofrecen una clara y directa via para
mejorar su precision, lo que puede ser facilmente incorporado en un programa de disefio
racional de drogas o virtual screening). Otra ventaja de los métodos de punto final es que los
calculos requeridos son relativamente faciles de llevar a cabo y pueden ser automatizados y
analizados, mientras que en los métodos de asociacién/disociacién o integracién termo-
dindmica, la definicion de la coordenada de reaccién debe ser casi siempre determinada
y el tiempo de andlisis de los datos crudos para obtener el AG, suele demandar mucho
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-0.5 Kcal/mol -

Figura 2.9. Representacion de mapas de isoenergéticos para un dtomo de prueba de tipo oxigeno,
sobre una grilla construida sobre el CBS de Gal-3, para el método de docking convencional (CADM)
-izquierda-, y modificado (WSBD) - derecha-.
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tiempo. Por ultimo, una de las desventajas de los métodos de punto final es que requieren
del conocimiento de la estructura del complejo proteina-ligando, y por consiguiente, si no
se cuenta con esta informacion, no puede realizarse la DM del complejo o bien, la estructura
del mismo tiene que ser aproximada en base a un método de muestreo, como por ejemplo
un método de docking.

2.5.1. Métodos de punto final

Los métodos de estimacion de energia libre de punto final encierran un conjunto diverso
de estrategias que estan basadas en la simulaciéon de inicamente el complejo proteina-
ligando, y muchas veces la proteina y el ligando libre o no unido, para determinar el
AG, entre ellos. Usualmente, los métodos computacionales intentan estimar la afinidad de
unidn relativa entre un conjunto de compuestos relacionados estructuralmente, mas que
su valor absoluto. Este tipo de metodologia generalmente involucra la realizacién de una
simulacion de dindmica molecular del complejo y/o del receptor y del ligando en solucién
y estan basados principalmente en el post-procesamiento de estds trayectorias de dindmica
molecular. Los métodos de punto final estdn basados en una determinacion de la Energia
Libre de Unidn, como una suma de diferentes contribuciones energéticas y entrépicas (como
se muestra en la ecuacién 2.12).°

AG, = AEj; — TASLi, — TAS, 0 + AGh, (2.12)

Donde AFE;,; corresponde directamente a la energia de interaccién proteina-ligando en el
complejo, ASy;, da cuenta de la pérdida entrépica del ligando luego de la unién al receptor
y AS,,.+ corresponde al cambio en la entropia conformacional de la proteina luego de la
union. AGgy representa el cambio de energia libre del solvente luego de la unién y T es
la temperatura del sistema. De estas contribuciones, usualmente las mds importantes son
AFE;: y AGgy y por consiguiente existen actualmente diversas estrategias para calcularlos
de manera aproximada. Es importante notar que una aproximacion inherente a esta clase
de métodos, es que supone que todo el espacio conformacional del complejo proteina-
ligando es explorado en la trayectoria de Dindmica Molecular, desde el cudl cada término
es calculado.*®

2.5.2. Métodos clasicos con solvente implicito: MM-PB(SA) y
MM-GB(SA)

Posiblemente los métodos de punto final mds utilizados y conocidos para calcular la
energia libre de unién son MM-PB(SA) (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface
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0 0 W0
AGrec.. solv. AGlig, solv. A(’comp. , solv,
L = S—
ﬁ

0
AGbind. vac.

Figura 2.10. Ciclo termodinamico para el proceso de unién del ligando (1) sobre un dado receptor
(R) dando como resultado el complejo (C). El ciclo permite separar los distintos eventos del proceso
de unién y asociarlos con la energia libre de unién en vacio, (AG,, vqcio), panel inferior, de la energia
de solvatacion en cada subsistema R, L'y C (AGg/1/¢,soiv.)

Area) y MM-GB(SA) (Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area), que combinan
un campo de fuerzas cldsico con un modelo de solvente continuo para el cédlculo de AE;,; y
AG gy respectivamente. Para determinar la energia libre de unién con este tipo de métodos,
el procedimiento es muy simple (como se muestra esquematicamente en la figura 2.10). En
primer lugar, es recomendable realizar una dindmica molecular larga para cada complejo
proteina-ligando (en general entre 20 y 50 ns. dependiendo del sistema). Luego, se debe
generar un conjunto de entre 1000 y 5000 fotos del sistema seleccionadas de manera
aleatoria, o bien fotos consecutivas pero separadas como minimo cada 4 ps.,*’ luego
se remueve el solvente explicito, y finalmente a partir de la dindmica del complejo, se
construyen tres trayectorias (la del complejo, la del receptor y la de ligando). Una vez que
estos nuevos conjuntos de fotos son generados, se cdlcula el AE;,; de la ecuacion 2.12
como el promedio de la diferencia en la energia potencial derivada de la evaluacién de cada
estructura del sistema, utilizando el correspondiente campo de fuerzas, como se muestra
en la ecuacion 2.13.

AFEint = Ecompiez — ERreceptor — ELigando (2.13)

Si se recurre a la aproximacion de una trayectoria (es decir, solo se realiza la trayectoria del
complejo y en base a esta se construyen las trayectorias para el receptor y el ligando), como
se ha hecho en esta tesis, en el calculo de AF todos los términos de union se cancelan entre
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siy el tinico aporte que se tiene a AF;,; viene de los términos de no union E,q ¥ Eeec-

Una ventaja de la aproximacion de trayectoria simple para los calculos de energia
libre de unidn, es que la convergencia de los resultados se alcanza mas rapido y se
disminuye la dispersidon de los mismos ya que las diferencias conformacionales que
se generan en regiones lejanas al sitio de union para las biomoléculas (en particular
para el receptor y la porcion proteica del complejo) no se cancelan cuando el calculo
se hace a partir de tres dinamicas moleculares generadas de manera independiente,
una para el complejo y otras para el receptor y ligando, respectivamente.*® Final-
mente, las fotos derivadas de la aproximacion de una trayectoria se utilizan para calcular la
contribucién del AG,, a la energia de unién global, que puede ser separada en dos términos
segun la ecuacion 2.14,

AGH" = AG;‘;@” + AG;‘;,Z” (2.14)

En donde el primero corresponde al componente polar y el segundo al no polar de AG*™,
respectivamente. Por un lado, la contribucién polar al término de solvataciéon se calcula
utilizando el modelo de PB o GB respectivamente, y el término no polar incluye un término
de cavitacidn que tiene en cuenta el efecto hidrofébico de la desolvatacidon cuando se forma
el complejo a partir de sus componentes libres en solucion. Por ejemplo, el cambio en el
area expuesta a solvente cuando se forma el complejo (la cual es simplemente calculada
como el producto del coeficiente de tension superficial por el cambio de drea expuesta a
solvente (ASASA) luego de la formacidn del complejo). Asumiendo que el solvente puede
ser bien representado por un dieléctrico continuo, la ecuacién de Poisson-Boltzmann (PB)
es el método fisicamente correcto para determinar el AG;Z%” y que ha sido ampliamente
utilizado.>%->2 La aplicacién de PB a geometrias moleculares requiere resolver de manera
numeérica ecuaciones diferenciales de segundo orden, lo que es computacionalmente costoso.
Alternativamente, el modelo generalizado de Born (GB) se ha vuelto muy popular en los
ultimos afios como una aproximacion computacionalmente mas eficiente a las soluciones
numéricas de la ecuacién de PB, especialmente para su uso en dindmica molecular.>3-%3
En general, los modelos basados en la aproximacion de GB, evaltan el término polar
de la energia libre de solvatacién como una suma de pares de interaccién entre las cargas
atémicas. Cuando la constante dieléctrica del soluto es 1 y la del solvente es mucho mas
grande (en particular, 80 para solventes acuosos), las interacciones pueden describirse de
manera aproximada por la funcién analitica propuesta por Still et al., la cual hace una
interpolacidén entre el limite coulémbico a distancias largas y el limite de Born u Onsager a

distancias cortas®* de acuerdo a la ecuacién 2.15,

14 1
AGpo ~ AGep = —1/2 did; ‘ (1 - —) (2.15)
i \/TZQJ + R;Rjexp (ﬁ)
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donde r;; es la distancia entre los dtomos iy j, ¢; y ¢; son las cargas parciales sobre
cada atomo y ¢, es la constante dieléctrica del solvente. Los pardmetros claves en esta
expresion de la funciéon de GB son el radio efectivo de interaccién entre atomos, R; y
R;, los cuales representan el grado de ocluimiento de cada atomo al solvente, y el cual
es uno de los parametros mas influyentes en los solventes continuos. Es interesante en
este punto mencionar el trabajo de Tingjun Hou et al., donde muestran una comparacion
sistemdtica para el célculo de la energia libre de un conjunto de complejos proteina-
ligando entre MM-PB(SA) y MM-GB(SA), mostrando que si bien MM-PB(SA) funciona
mejor para predecir el valor absoluto de la energia libre, MM-GB(SA) es capaz de
predecir mejor la afinidad relativa entre complejos. Considerando que MM-GB(SA) es
computacionalmente menos costoso, este método surge como una promisoria herramienta
para ser utilizada en el disefio de drogas, en donde el correcto orden por afinidad de las
drogas propuestas es un factor determinante.%’
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Capitulo 3
Sitios de hidratacion en la superficie de
reconocimiento de carbohidratos

3.1. Introduccion

Las simulaciones de dindmica molecular en solvente explicito surgen como una promiso-
ria herramienta para el estudio de las interacciones agua-proteina. A través de esta
metodologia, es posible alcanzar una descripcion de la estructura y de las propiedades
dindmicas de las moléculas de agua presentes en la superficie del sitio de reconocimiento
carbohidratos (CBS). Ademas, utilizando las simulaciones de dindmica molecular en agua
explicita, combinada con un analisis termoestadistico, las propiedades termodindmicas de
las moléculas de agua presentes en el CBS pueden ser cdlculadas y analizadas desde un
punto de vista comparativo.!-2

Por ejemplo, Lazaridis et al., utilizando la teoria del fluido inhomogéneo, han sido
capaces de calcular la contribucion entélpica y entrdpica a la energia libre de llevar una
molécula de agua desde el seno del solvente hacia la superficie proteica para un grupo
seleccionado de moléculas de agua presentes en el CBS.2" Por otro lado, Abel et al., en base
a los trabajos de Li et al., han estudiado la distribucion de las moléculas de agua en el sitio de
unidén de ligandos del factor Xa, un importante blanco para el disefio de drogas involucradas
en la via de la coagulacién, con el objetivo de poder disefiar una funcién semiempirica
que discrimine aquellas drogas que se unen de las que no se unen al fXa.! Finalmente, Di
Lella et al. han estudiado las propiedades de la estructura de solvatacion sobre el CBS de
Galectina 1 (Gal-1) a partir de simulaciones de dindmica molecular (DM), mostrando que
las moléculas de agua presentes en el CBS juegan un rol activo en la unién proteina-ligando
y que es posible predecir las regiones del espacio donde los 4tomos de oxigeno del ligando
pueden ser encontradas en la estructura del complejo Gal-1/Galactosamina.”

En este contexto, podemos plantearnos los siguientes interrogantes:

= (Es posible describir la estructura de solvataciéon del CBS como un suma de regiones
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del espacio cercanas a la superficie proteica en donde la probabilidad de encontrar
moléculas de agua se mayor que en el seno del solvente?. En otras palabras, la
superficie hidrofilica de la superficie proteica del CBS de lectinas, es capaz de retener
moléculas de agua otorgdndoles a las mismas una propiedad quimico-fisica diferente
a las del seno del solvente?

= (Se puede predecir qué moléculas de agua son desplazadas del CBS en el proceso de
asociacion entre las biomoléculas?. En ese caso, existe una preferencia respecto de
qué grupo funcional del ligando las desplace?

= (Las propiedades termodindmicas de estas moléculas de agua, son similares o el
entorno proteico marca diferencias significativas entre ellas?

= (Conocer los detalles estructurales y termodinamicos de la estructura de solvatacion
del CBS, tiene algun caracter predictivo respecto de poder predecir qué moléculas de
agua son desplazadas hacia el seno del solvente por el ligando cuando se forma el
complejo? Es decir, es posible utilizar esta informacion para guiar el disefio racional
de drogas glicomiméticas.

Para abordar estds preguntas, y poder responderlas de manera general, se han seleccionado
un conjunto de proteinas, principalmente lectinas, cuyas estructuras unidas a sus respectivos
ligandos ha sido previamente resuelta mediante la técnica de difraccion de rayos X y han
sido depositadas en el Protein Data Bank (PDB) y cuya eleccion fue motivada tanto por su
relevancia fisiopatoldgica y por el hecho de que en todos los casos se espera la presencia
de moléculas de agua fuertemente unidas a la superficie proteica juegue un rol clave en
determinar la funcién de la mismas. Las proteinas seleccionadas son los dos médulos de
la Sialidasa de bacteria multimodular (CBM32 y CBM40) que unen Galactosa y Acido
sialico respectivamente, Galectina 3 (Gal-3) que une el disacarido N-Acetil-Lactosamina,
Concanavalina-A (Con-A) que une un trimandésido y una proteina que une un decapéptido
ciclico llamada Ciclofilina A (Cyp-A).

3.2. Ideas e hipdtesis de trabajo

En la superficie proteica, se establecen principalmente interacciones entre los grupos
dadores/aceptores de puentes de hidréogeno de los aminodcidos y las moléculas de agua
circundantes que compiten con las interacciones H,O — H,0O del seno del solvente. En
funcién de las caracteristicas quimico-fisicas de las superficie proteica, que es inhomogénea
desde el punto de vista topoldgico (es decir, no todos los grupos funcionales estaran
expuestos al solvente de la misma manera), de distribucién de cargas, de movilidad
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intrinseca de sus residuos, etc., las moléculas de agua circundantes seran retenidas con
distinto grado de afinidad por la proteina dependiendo de la zona de la misma con la que
interactiien. Dada la similitud entre las interacciones de los grupos -OHs de los carbohidratos
en los complejos biomoleculares, con la interaccién de las moléculas de agua en la superficie
proteica, es relevante plantearse como hipdtesis de trabajo que aquellas moléculas de agua
fuertemente retenidas en la superficie proteica, seran candidatas a ser desplazadas por los
grupos hidroxilo del ligando. Dicho en otras palabras, cuanto mas fuertemente retenidas
estén las moléculas de agua por la proteina, mas desfavorecidas desde el punto de vista
entropico estaran y por ende, al momento de ser liberadas en el proceso de formacién del
complejo, contribuirdn favorablemente a la energia libre de unién proteina-ligando.

3.3. Resultados y Discusion

Los resultados presentados en estd seccidn estdn organizados de la siguiente manera: En
primer lugar, se presentardn 5 secciones, una para cada proteina estudiada. Dentro de cada
seccion, se dard una breve descripcidn del CBS junto con la caracterizacidn estructural y ter-
modindmica de los WS determinados. Luego, los resultados seran interpretados en términos
de su relacién a las caracteristicas del ligando. Por tultimo, todos los datos serdan discutidos
en funcion a los aspectos generales de las propiedades estructurales y termodinamicas de
los WS y su relacion con la formacion del complejo.

3.3.1. Caracterizacion estructural y termodinamica de los WS en el
CBS de CBM32

El modulo de unién a carbohidratos 32 de la sialidasa de bacteria (CBM32), muestra una
estructura de -sandwich con un tinico CBS sobre uno de sus lados, mostrando preferencia
por unir galactosa. Los principales residuos presentes en el CBS son Arg68, His37, Asn73
y Trp40 en donde se pueden detectar principalmente de 4 WS (ver figura 3.1 A) y cuyos
parametros termodindmicos se muestran en la tabla 3.1. Los resultados muestran que WS1 y
WS4 tienen un alto valor de WFP, WS3 muestra un valor moderado y WS2 muestra un valor
apenas mayor al del seno del solvente. Si se compara la posicién de los WS con la posicion
de los atomos del ligando en el complejo (ver figura 3.1 B), es posible observar que el WS1
se encuentra sobre uno de los lados del anillo, a una distancia menor al contacto de van der
Waals (menor a 2.5 A) de los 4tomos de carbono del ligando, donde claramente se muestra
que las aguas que pudieran ocupar este WS son desplazadas hacia el seno del solvente en
el proceso de formacién del complejo. Por otro lado, el WS3 y WS4 son reemplazados por
el OH3 y el OH4 de la galactosa respectivamente, como se puede inferir a partir de los
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Figura 3.1. CBM32 con los WSs descriptos en la tabla 3.1 en esferas amarillas A) en la proteina

libre y B) en el complejo con galactosa

Tabla 3.1. Pardmetros termodinamicos y estructurales para los sitios de hidrataciéon (WS) en las
proximidades del sitio de reconocimiento de hidratos de carbono (CBS) de CBM32

WS | Atomo deref. | Res. | <E,>| <Ey>|<Er>|<AE > | WFP | Rgg | Runin
1 ND2 Asn73 -9.0 -13.5 -22.5 -5.1 189 | 1.6 1.5
2 ND2 Asn73 -4.6 -16.4 -21.0 -3.6 24 | 4.4 2.5
3 NH1 Arg68 -13.6 -10.1 -23.7 -6.3 6.2 2.1 0.9
4 NH1 Arg68 -14.9 9.1 -23.9 -6.5 11.5 | 1.7 1.2

7 7 o .
* Los valores de energia, Rgg Vv R estan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

bajos valores de R,,;,. Finalmente, el WS2 no se encuentra demasiado lejos del C6 de la
galactosa, de modo tal que las aguas que visitan dicho WS, tienen bajas chances de ser
desplazadas hacia el seno del solvente en el proceso de unidn.

3.3.2. Caracterizacion estructural y termodinamica de los WS en el
CBS de CBM40

El modulo de unién a carbohidratos 40 de la sialidasa de bacteria (CBM40), muestra un
plegamiento $-sandwich con un tinico CBS que reconoce principalmente dcido sidlico. Los
principales residuos proteicos responsables del reconocimiento son Tyr70, Glu79, Arg81,
Tyr150, Arg158 y Asnl56. y el andlisis a partir de los resultados de la simulacién por
dindmica molecular permitié identificar 7 WS con alto valor de WFP (ver figura 3.2 A) y
cuyas propiedades termodindmicas se muestran en la tabla 3.2. En la misma, podemos
observar que el WS1, WS3 y WS6 tienen los valores de WFP mas altos, es decir que en
promedio, es 15 veces mds probable encontrar una molécula de agua en estos WS que en el
seno del solvente. Si se compara la posicién de los mismos con la posicion de los dtomos del
acido sialico en el complejo (ver figura 3.2 B), es posible observar que el WS1 definido a
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Tabla 3.2. Parametros termodindmicos y estructurales para los sitios de hidratacién (WS) en las
proximidades del sitio de reconocimiento de hidratos de carbono (CBS) de CBM40

WS | Atomoderef.| Res. | <E,>|<E,>| <Epr>| <AE>| WFP | Ry | Runin
1 ND2 Asnl56 -6.7 -13.6 -20.3 -2.9 17.8 | 1.8 0.8
2 NH1 Argl51 -7.0 -12.2 -19.1 -1.7 8.5 3.1 1.7
3 NH2 Argl5l -11.5 -11.6 -23.0 -5.6 136 | 1.7 0.7
4 NH2 Arg81 -11.4 -12.7 -24.0 -6.6 7.5 2.1 1.4
5 OE1 Glu79 -12.4 -7.6 -20.0 -2.6 6.5 3.5 1.3
6 OH Tyrl58 -7.3 -14.3 -21.6 -4.2 18.8 | 1.7 0.8
7 ND1 His92 0.1 -11.1 -20.2 -2.8 4.7 2.8 2.4

* Los valores de energia, Ry y Rmnin estan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

Figura 3.2. CBM40 con los WS descriptos en la tabla 3.2 en esferas amarillas A) en la proteina libre
y B) en el complejo con 4cido sidlico

57



Gauto, Diego F.

Tabla 3.3. Parametros termodindmicos y estructurales para los sitios de hidratacién (WS) en las
proximidades del sitio de reconocimiento de carbohidratos (CBS) de Gal-3

WS | Atomo de ref. Res. <Ep> | <Ey>|<Er>| <AE> | WFP | Ry | Riin
1 NE2 His158 -10.1 -12.3 -22.4 -4.9 7.0 | 2.2 1.6
2 NH1 Argl162 -25.0 -3.5 -28.5 -11.4 9.1 1.5 0.4
3 NH1 Argl162 -11.0 -10.5 -21.5 -5.4 4.1 3.3 1.8
4 ND2 Asnl74 | -13.8 -10.4 -24.2 -6.4 185 | 1.5 0.3
5 OE2 Glul84 -19.0 -5.0 -24.0 -6.9 7.0 | 2.4 1.3
6 NH2 Arg186 -7.0 -14.7 -21.7 -4.8 6.6 | 4.1 2.3

* Los valores de energia, Rgp ¥ R estan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

partir de la interaccion con el Asn156, es perfectamente reemplazado por el OH8 del 4cido,
el WS6 definido a partir de la Tyr158 es perfectamente reemplazado por el C6 del acido
sidlico y finalmente, WS3 definido a partir de Arg151 es perfectamente reemplazado por el
grupo acido del ligando. En un segundo grupo, encontramos al WS5 definido por Glu79 el
cual es reemplazado por el N del grupo N-acetilo. Luego el WS4 es también probablemente
desplazado por el oxigenos perteneciente al grupo carboxilato, mostrando un R,,;, menor
a 1.5 A. Finalmente, las moléculas de agua que ocupan los WS2 y WS7 no parecen ser
desplazados por algiin atomo del ligando.

3.3.3. Caracterizacion estructural y termodinamica de los WS en el
CBS de Gal-3

Gal-3 muestra la tipica estructura de -Sandwich con un tnico CBS que esta definido
por los residuos 144 a 188 y es capaz de reconocer N-Acetil-Lactosamina. De los residuos
pertenecientes al CBS, solo 9 fueron seleccionados (Arg 144, Asp148, His158, Glul65,
Argl162, Asn174, Lys176, Glul84 y Arg186), que son los que presentan dtomos potenciales
para actuar como dadores o aceptores de puentes de hidrégeno con las moléculas de
agua circundantes, y de esa manera establecer posibles WS. De esta manera, utilizando el
protocolo que se describié en la secciéon métodos (capitulo 2), tomando como referencia los
residuos del CBS seleccionados, se han podido establecer 6 WS en el CBS de Gal-3, con un
valor de WFP mucho mayor que uno (ver figura 3.3 A) y cuyas propiedades termodindmicas
se muestran en la tabla 3.3. Una vez determinados los WS, se han calculado las propiedades
termodindmicas de los mismos, como se describe en el capitulo 2 y los resultados se
muestran en la tabla 3.3. Como es posible observar a partir de la misma, la mayor parte de
los WS identificados tiene al menos un valor de WFP mayor a 5, es decir, que es 5 veces
mads probable encontrar una molécula de agua dentro del espacio definido por el WS que
en el seno del solvente. Por otro lado, los WS con el mayor valor de WFP (WS2 y WS4
con valores de WFP de 9.1 y 18.5 respectivamente) muestran valores muy bajos de Ry
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Figura 3.3. Gal-3 con los sitios de hidratacién (WS) descriptos en la tabla 3.3 en esferas amarillas
A) en la proteina libre y B) en el complejo con N-Acetil-Lactosamina

(menores a 1.5 A). En un segundo grupo podemos encontrar a los WS1, WS5 y WS6, con
valores de WFP alrededor de 7 y con valores de Ry, mayores que WS2 y WS4.

Por otro lado, una medida cuantitativa del desplazamiento de aguas puede ser expresada
en términos de la minima distancia entre el centro de un determinado WS y el dtomo del
ligando distinto de hidrégeno mas cercano al mismo, medido por el parametro R,,;,, tal
como se muestra en la tabla 3.3. Un andlisis visual de la figura 3.3 B, muestra que los WS2
y WS4 son perfectamente reemplazados por los oxigenos del OH3 de GlcNAc y O6 del OH6
de la Galactosa (Gal) respectivamente. Ademads, las moléculas de agua que se encuentran
en los sitios de hidratacion en la proteina libre, muestran el mismo patrén de puentes de
hidrégeno que los dtomos de oxigeno del ligando. Para el WS1, si bien la coincidencia
no es perfecta, este ocupa un espacio similar y los puentes de hidrégeno que establecen
las moléculas de agua dentro del mismo son analogas a las establecidas por el atomo de
oxigeno O4 de la galactosa. E1 WS5 por su parte, es reemplazado por el oxigeno carbonilico
del grupo N-Acetilo y el WS6 es ocupado por el grupo metilo del mismo. Finalmente, las
moléculas de agua que se encuentran en el WS3, el cual se define cerca del oxigeno de
la unidn glicosidica entre los dos monosacaridos, son desplazadas durante el proceso de
unién por el mismo. En resumen, los resultados para Gal-3 muestran que la mayor parte
de los WS son desplazados del CBS por el ligando y que cuanto mayor es el valor de WFP,
mayor es la chance de ser ocupado por los atomos de oxigeno del carbohidrato.

3.3.4. Caracterizacion estructural y termodinamica de los WS en el
CBS de Con-A

La estructura de Con-A estd constituida principalmente por hojas 5 formando una
estructura de g-sandwich en donde el CBS, que es capaz de reconocer un trimandsido, se
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Figura 3.4. Con-A con los sitios de hidrataciéon (WS) descriptos en la tabla 3.4 en esferas amarillas
A) en la proteina libre y B) en el complejo con el trimandsido.

encuentra en el lado superior de la pequeiia hoja beta. En el mismo, fue posible seleccionar
siete residuos (Tyr12, Prol3, Asn14, Thr15, Asp16, Leu99 y Arg222) como aquellos capaces
de establecer uniones puentes de hidrogeno con las moléculas de agua, pudiéndose identi-
ficar 11 WS (ver figura 3.4 A) y los pardmetros termodinamicos calculados se muestran
en la tabla 3.4. Como es posible observar en la misma, a excepciéon de los WS4, WS10 y
WS11, todos los WS identificados tienen un alto valor de WFP. Finalmente, sobre la base
de la estructura cristalografica del trimandsido unido a Con-A (PDB ID 10NA), es posible
analizar que WS serd reemplazado por algin atomo del ligando (ver figura 3.4 B). La
primera manosa (MAN1) muestra varios de sus grupos hidroxilo estableciendo puentes
de hidrégeno con la proteina; el OH4 forma interacciones puente de hidrégeno con el
oxigeno carbonilico de Asp208. Luego, OH3, OH6 y O5 interaccionan con el N del grupo
amida perteneciente Arg222 NH, Leu99NH y Tyr100NH respectivamente. De estos, OH6 es
perfectamente reemplazado por WS8, O5 por WS7, en donde las moléculas de agua del WS,
establecen las mismas interacciones puentes de hidrégeno con el backbone de la proteina
que el ligando. Luego, el WS9 resulta perfectamente reemplazado por el OH3. Ademas,
estos 3 WS muestran altos valores de probabilidad relativa. El OH2 de la manosa forma
interacciones puente de hidrogeno que son ocupadas por las moléculas de agua que visitan
el WS1 en la proteina libre en el transcurso de la dindmica molecular. También los puentes
de hidrégeno que forma la Tyr12 y el O4 con el Asn14 son reemplazadas por el WS10 y
WS11. Finalmente, el OH3 de la tercer manosa (MAN3) desplaza los WS2, WS3 y WS5. De
estos, el WS2 y WS3 forman principalmente interacciones puente de hidrégeno con el O
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Tabla 3.4. Parametros termodindmicos y estructurales para los sitios de hidratacién (WS) en las

proximidades del sitio de reconocimiento de hidratos de carbono (CBS) de Concanavalina A

WS | Atomo de ref. Res. <Ep> | <Ey>| <Er>| <AE > | WFP | Ry | Riin
1 OH Tyrl2 -5.1 -15.1 -20.1 -2.7 7.7 | 2.9 1.5
2 OH Tyrl2 -5.9 -13.6 -19.5 2.1 88 | 28| 1.2
3 o) Prol3 -7.4 -13.9 -21.3 -2.3 128 | 1.9 | 14
4 ND2 Asnl4 -14.6 -8.7 -23.3 -6.3 1.1 1.4 1.5
5 N Thrl5 -12.8 -8.4 -21.2 -3.7 7.2 3.9 0.9
6 OD1 Aspl6 -9.5 -11.3 -20.8 -3.5 93 | 22| 15
7 N Leu99 -5.5 -15.9 -21.4 -4.0 98 | 3.1 | 1.1
8 N Leu99 -10.7 -14.1 -24.8 -7.4 203 | 1.6 | 0.7
9 N Arg222 -6.3 -15.1 -21.4 -4.0 169 | 2.1 0.6
10 ND2 Asnl4 -16.9 -7.1 -24.0 -6.6 34 | 25| 2.8
11 ND2 Asnl4 -17.0 -5.6 -22.6 -5.2 3.1 1.8 1.9

* Los valores de energia, Rgg ¥ R €stan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

carbonilico, mientras que el WS5 esta formando interacciones puentes de hidrégeno con
el grupo NH de la Thr15. E1 WS3 y el WS5 estan muy cercanos entre si, casi adyacentes
unos a otros. El WS6, que esta formado principalmente por las interacciones dadas por el
grupo carboxilo de la Asp16 y las moléculas de agua que visitan el mismo, es reemplazado
por el OH4 de la manosa 3. Resulta también interesante destacar el WS4, el cual tiene un
bajo valor de probabilidad relativa, que es posiblemente reemplazado por el carbono de
esqueleto del primer mandsido y muestra un bajo valor de R,,;, al C5 de MAN1.

3.3.5. Caracterizacion estructural y termodinamica de los WS en el
CBS de Cyp-A

La Ciclofilina A (Cyp-A) es el blanco de un decapéptido ciclico conocido como Ciclospo-
rina A (CsA), los cuales establecen numerosas interacciones hidrofébicas y de tipo puente
de hidrégeno entre si. En el sito de unién de la CsA , se han podido detectar varios WS
con alto valor de WFP (ver figura 3.5 A). Los pardmetros termodindmicos calculados se
muestran en la tabla 3.5. De manera andloga a como se procedié con las proteinas descriptas
previamente, se comparo la relacion existente entre la posicion de los centros de masa de
los WS en la proteina libre y la posicién que ocupan los dtomos del ligando en el complejo
(ver figura 3.5 A). Los WS con mads alto valor de WFP son el WS1, WS2, WS5 y WS6 y se
observa que todos estos WS son desplazados por la CsA (ver figura 3.5 B). Por un lado,
como es posible inferir a partir del valor de R,,;,, el WS1 es perfectamente ocupado por el
oxigeno carbonilico del residuo 9 de CsA, estableciendo una unién puente de hidrégeno
con el grupo NH del triptéfano 121 (Trp121NH). Por otro lado, el WS2 es desplazado por
el carbonilo del residuo 10 de CsA interactuando con la Arg55. E1 WS3 (que es formado
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Tabla 3.5. Pardmetros termodindmicos y estructurales para los sitios de hidratacion (WS) en las
proximidades del sitio de reconocimiento de ligandos de CiclofilinaA

WS | Atomoderef.| Res. | <E,>|<E,>| <Ep>| <AE>| WFP | Ry | Runin
1 NE1 Trpl21 -5.1 -15.9 -20.8 -3.4 11.0 | 2.7 0.4
2 NH2 Arg55 -13.1 -11.0 -24.3 -6.9 11.5 | 1.8 0.9
3 NE2 GIn63 -6.4 -15.6 -21.9 -4.5 3.3 2.7 1.0
4 OE1 Gln111 -7.3 -12.4 -19.7 -2.3 6.0 2.4 1.8
5 O Asn102 -11.0 9.1 -20.1 -2.7 10.1 | 2.4 1.2
6 O Asn102 -7.0 -12.0 -19.0 -1.6 8.8 2,7 1.1

* Los valores de energia, Ry y Rmnin estan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

Figura 3.5. Ciclofilina A con los WS descriptos en la tabla 3.5 en esferas amarillas A) en la proteina
libre y B) en el complejo

por las interacciones puentes de hidrégeno establecidas entre las moléculas de agua que
visitan el sitio y el NE2 de GIn63) es reemplazado por el O carbonilico de residuo 1 de
CsA. Luego,el WS4 tiene también un alto valor de WFP y es probablemente desplazado por
el carbonilo del residuo 1. El WS6 es desplazado por el O carbonilico del residuo 2 y por
ultimo, las moléculas de agua que ocupan el WS5 son desplazadas por la cadena lateral
hidrofébica del residuo 1 de CsA.

3.4. Discusion

Tomando el conjunto de los WS determinados y sus propiedades termodindmicas, es
posible plantear un andlisis global de los mismos. La tabla 3.6 muestra los valores estadisti-
cos promedio para todos los WS, pudiéndose observar a partir de la misma que aquellas
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Tabla 3.6. Promedio, desvié estandar (s), valores minimo y maximo para todos los pardmetros
termodindmicos y estructurales calculados

<E,>|<Ey>|<Ep>|<AE> | WFP | Ry | Ruin
Media | -10.6 -11.1 -21.5 -4.2 88 | 24 1.3
S 5.0 3.6 2.6 2.6 5.1 0.8 0.6
Min. -25.0 -16.4 -28.5 -11.4 2.3 1.4 0.3
Max. -3.5 -2.0 -14.3 -1.6 20.3 | 44 2.8

* Los valores de energia, Rgg y R estan expresados en Kcal/mol y A, respectivamente.

moléculas de agua que visitan los mismos se estabilizan desde el punto de vista energético
(< AE > <0). Otro aspecto interesante se observa en el hecho de que < E; > muestra
una menor dispersion que sus dos componentes (< £, >y < £, > ), como se refleja en los
valores de desvio estandar (s) y min/max. Esto es razonable si tenemos en cuenta que las
moléculas de agua no pueden establecer méas de 4 interacciones puente de hidrégeno con su
entorno. Consecuentemente, se estableceran un mayor numero de interacciones con la pro-
teina en detrimento de las interacciones agua-agua. Esto puede ser semi-cuantitativamente
estimado a partir del coeficiente de correlacién entre < £, >y < E,, > de -0.77. Este hecho
limita la cantidad de energia que una molécula de agua puede liberar cuando la misma se
asocia a la superficie proteica, la cual parece ser en este caso de -11.4 Kcal/mol. Los datos
presentados aqui permiten también determinar cudl es el pardmetro que mejor predice la
posicién del ligando en el complejo proteina-ligando, al menos desde un punto de vista
comparativo y cualitativo. En este sentido, si asumimos que R,,;, es un buen estimador de
cuan bien un WS refleja la ocupancia de un atomo del ligando en el complejo proteina-
ligando, es posible correlacionarlo con los pardmetros termodindmicos calculados. Para esto,
resulta interesante calcular el coeficiente de correlacién para cada uno de los parametros
energéticos, < £, >, < £, > 0 < Ep > con R,,;, en donde los valores de correlacion estdn
entre 0.20 y 0.35, indicando una pobre correlacién. Mientras que si correlacionamos WFP o
Rgo con R,,;, se encuentra que los valores de correlacién son 0.55 y 0.61, respectivamente.
Aungque estos valores del coeficiente de Pearson estan lejos de ser perfectos, muestran que
tanto WFP como Ry, que contienen contribuciones entropicas del solvente (lo cual
no sucede con la energia de interaccion), son mejores predictores de qué moléculas
de agua tienen mayores chances de ser desplazadas en el proceso de formacion del
complejo proteina-carbohidrato.
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3.5. Conclusion

Utilizando simulaciones de dindmica molecular en solvente explicito, es posible definir
regiones del espacio adyacentes a las zonas hidrofilicas de la superficie proteica en donde
la probabilidad de encontrar moléculas de agua es alta (mayor que en el seno del solvente).
De esta modo, se han podido analizar las propiedades termodindmicas y estructurales de
mads de 40 sitios de hidratacién para seis proteinas distintas, Gal-1,” Gal-3, Con-A, Cyp-A,
CBM32 y CBM40. Los resultados muestran que la probabilidad de encontrar moléculas
de agua dentro de un sitio de hidrataciéon, medida a través de WFP, estd directamente
relacionada con la chance de encontrar un dtomo pesado del ligando (principalmente
oxigeno) en el complejo proteina-ligando.

Esta informacion puede ser utilizada para analizar en detalle la estructura de solvatacién
del CBS y su conexién con los posibles complejos proteina-carbohidrato para poder sugerir
adiciones de grupos -OH que desplacen moléculas de agua presentes en los WS con el fin
de incrementar la afinidad de drogas, en especial aquellas glicomiméticas.

3.6. Metodologia especifica del capitulo

Las estructuras de los complejos proteina-carbohidrato fueron tomadas del Protein Data
Bank (PDB), con los siguientes cédigos (PDB ID): 10NA para concanavalina A,® 1a3k
para Galectina3,’ 1mik para Ciclofilina A'° y 2v73 y 2v72 para los médulos CBM32 y
CBM40!! respectivamente. Para cada complejo, los ligandos fueron borrados y solo se
han simulado las estructuras proteicas como mondémeros, con el objetivo de reducir el
tiempo de computo. Dado que los &tomos de hidrégeno no son resueltos en las estructuras
cristalograficas, los mismos fueron agregados utilizando el modulo LEAP del programa
Amber10.12 Para aquellos aminodcidos con méds de un posible estado de protonacién (dcido
aspartico (Asp), acido glitamico (Glu), lisina (Lys), y arginina (Arg)) les fue asignado el
estado de protonacion correspondiente al pH fisioldgico. En cuanto a la histidina, el estado
de protonacion asignado fue aquel que favoreciera la formacidn de puentes de hidrégeno en
la estructura cristalina y luego cada proteina fue inmersa en una caja octaédrica truncada
de moléculas de agua (solvente explicito) de tres centros (modelo de agua TIP3P). Cada
sistema fue primero optimizado utilizando el algoritmo del gradiente conjugado para
2000 pasos, seguido por un paso de termalizaciéon de 200 ps. de dindmica molecular
a volumen constante (en este lapso, la temperatura del sistema se incremento lenta y
gradualmente desde 100 hasta 300 K). El calentamiento fue seguido por otros 200 ps.
de dindmica molecular a presién constante con el objetivo de equilibrar la densidad del
sistema. Durante este proceso, los &tomos Ca pertenecientes al backbone de la proteina
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fueron restringidos por un un potencial armdénico de 1 kcal/mol. Luego del proceso de
equilibracion, se generaron 20 ns. de dindmica molecular a presién y temperatura constante
para cada proteina (durante la produccién de las trayectorias de dindmica molecular, no se
aplico un potencial armodnico restrictivo sobre los dtomos de la proteina). Los pardmetros
para todos los aminodcidos corresponden al campo de fuerzas de Amber ff99SB.'° La
temperatura y la presion se mantuvieron constantes utilizando el termostato y el barostato
de Berendsen,'* respectivamente. Todas las simulaciones fueron hechas en condiciones
periddicas de contorno, utilizando el método de las sumas de Ewald para las interacciones
electrostéticas de largo alcance.' Por tltimo, el algoritmo SHAKE fue aplicado a todos las
uniones covalentes que tengan hidrégeno, de manera que sea posible utilizar una ventana
temporal de 2 fs.
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Capitulo 4

Rol del solvente en la selectividad
epimérica

4.1. Introduccion

La lectina que se encuentra en el hongo Agaricus bisporus, (ABL por sus siglas en inglés
Agaricus Bisporus Lectin) tiene una particular propiedad vinculada a unir selectivamente y
con alta afinidad al antigeno de Thomsen-Friedenreich o antigeno-T el cual, es un disacarido
(Galp1-3GalNAc) unido tanto a serina como a treonina de glicoproteinas sobre la superficie
celular y se encuentra oculto en células sanas, mientras que se encuentra expuesto en
un alto porcentaje de células de carcinoma humano y otros tejidos neopldsicos.>? ABL
surge entonces como una importante proteina terapéutica, dada su capacidad de inhibir
de manera reversible la proliferaciéon de células epiteliales malignas de cultivo sin una
aparente toxicidad sobre las células normales, debido al bloqueo selectivo de la secuencia de
localizacidn nuclear de la proteina importadora Orp-150, que expresa la forma sialilada del
ligando de ABL (sialil-2,3-galactosil-51,3-N-Acetilgalactosamina), la cual es esencial para el
funcionamiento celular.®* Luego de la dilucidacién estructural de ABL por cristalografia de
rayos-X, se pudo caracterizar el sitio de unién del antigeno-T, junto con la presencia de dos
sitios de unién a carbohidratos (CBS, por sus siglas en inglés “Carbohydrate Binding Site”)
que son independientes entre si y tienen la capacidad de distinguir entre dos monosacaridos
que difieren tinicamente en la configuracién del grupo hidroxilo unido al C4, axial o
ecuatorial (N-Acetil-Galactosamina y N-Acetil-Glucosamina respectivamente), es decir, que
son epimeros entre si (ver figura 4.1y 4.2).}

Aunque la primera aproximacion para comprender la interaccidon proteina-carbohidrato
es abordada en principio por experimentos de rayos-X y/o RMN, como ya mostramos
previamente, comprender el detalle fino de la regulacion y discriminacion, requiere de la
caracterizaciéon y andlisis de la dindmica del solvente y de la las macromoléculas involu-
cradas, que puede ser aportado por las simulaciones de dindmica molecular.

67



Gauto, Diego F.

R=-NHCOCH;

Figura 4.1. Representacion esquematica de A) (3-N-Acetil-D-Glucosamina (GlcNAc) y B) 3-N-Acetil-
D-Galactosamina (GalNAc). El 4tomo de carbono que estd unido al O4 ecuatorial o axial respectiva-
mente, esta marcado con * .

Figura 4.2. Representacion del dominio de unién de carbohidratos (CRD) de ABL, donde se muestran
los dos sitios de unién a carbohidratos (CBS-A y CBS-B) unidos a -N-Acetil-D-Galactosamina
(GalNAc) y 8-N-Acetil-D-Glucosamina (GlcNAc), respectivamente.
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4.2. Ideas e hipotesis

La inusual selectividad epimérica que se infiere a partir de la estructura de rayos-X
de ABL, se presenta como un caso interesante para poder dilucidar las sutilezas de la
selectividad y discriminacién de ligandos, en el presente caso entre epimeros, por parte
de sendos CBS y plantear como hipétesis inicial que el rol del solvente es clave en el
proceso de reconocimiento. De este modo, las herramientas provistas por los métodos
computacionales surgen como un complemento invaluable para comprender los resultados
que se observan a partir de la estructura de rayos-X de los complejos, ya que nos permiten
crear In-silico aquellos complejos que no es posible obtener experimentalmente, y comparar
las diferencias, en base a la informacién dindmica provista por los resultados de simulacién
de dindmica molecular de los mismos con el que se entiende como mads estable, en base
a los resultado experimentales. Por otro lado, como ya mostramos, es posible estudiar la
estructura del solvente en el receptor libre, y poder correlacionar esta informacién con
la estructura de ambos complejos (el observado experimentalmente y el que no), bajo la
hipétesis alcanzada en el capitulo previo, vinculada a que aquellas moléculas de agua que
se encuentran retenidas en el CBS de la proteina libre, pueden actuar como predictoras de
la posicidn que los grupos -OHs del carbohidrato irdn a ocupar en el complejo.

4.3. Resultados

Los resultados son analizados independientemente para cada CBS de ABL. En cada
caso, se ha hecho un andlisis estructural y dindmico de puentes de hidrégeno, un analisis
energético y el estudio de la estructura de solvatacion de los CBS. Luego se vincularan estos
resultados con la especificidad de unidn. Las dindmicas globales para todas las simulaciones
son estables y se observa que alrededor 20 ns de simulacidn son suficientes para alcanzar el
equilibrio.

4.3.1. Analisis estructural y dindmico del CBS-A de ABL

A partir del analisis de la estructura cristalografica, es posible observar que el CBS-A
de ABL esta principalmente determinado por los residuos Argl107, Tyr98, Tyr28, Gly49,
Ser48, Tyr74, Asn73 y His72 mientras que la simulacién por dindmica molecular muestra,
como es esperado, que el ligando se mantiene estable y unido a la proteina durante en el
intervalo de tiempo simulado (el valor promedio de RMSD de los 4&tomos de C del ligando
con respecto a la estructura de referencia cristalografica es de 1.2 A), especialmente cuando
la His72 es simulada en su estado tautomérico HIE, es decir con la histidina protonada en
el Ne. Para la histidina en estado HID (la histidina protonada en el No) el ligando parece
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Figura 4.3. Estructura representativa de A) -N-Acetil-D-Galactosamina (GalNAc) y B) 5-N-Acetil-
D-Glucosamina (GlcNAc) unidos al CBS-A de ABL

unirse mas débilmente, como es posible evidenciar en base mayor movilidad observada en
la dindmica molecular del complejo. En la figura 4.3 A, se observa una representacién de la
estructura de GalNAc unido al CBS-A de ABL y en la tabla 4.1 los correspondientes valores
de analisis de puentes de hidrégeno. En el estado HIE, se establece una fuerte interaccién
puente de hidrégeno (>90 % de ocupancia) entre el grupo OH de la Ser48 y O carbonilico
del grupo Acetamida de GalNAc (GalNAcO7). También se establecen puentes de hidrégeno
fuertes entre el NH del backbone perteneciente a la Asn 73 y el O de la Acetamida y entre
el O carbonilico de Gly 49 y el OH4 de GalNac (GalNAcO4). Finalmente, una interaccién
puente de hidrogeno débil, aquellas con un porcentaje de ocupancia menor al 10 %, puede
ser establecido entre Asn730D y GalNAcO1. Cuando la His72 es cambiada al tautémero
HID, el ligando se desplaza y ahora se establecen 3 interacciones puente de hidrégeno
pero mds ldbiles. No obstante, nuevas interacciones puente de hidrégeno transientes son
establecidas entre Ser 48-0O, Gly 49-O y GalNAcO3 y O4. Por otro lado, los resultados (en
particular para el estado tautomérico HIE) son consistentes con aquellos observados por
cristalografia de rayos-X, en los cuales los principales puentes de hidrégeno entre el ligando
y el receptor se establecen entre Asn73-N y Ser48-OG con GalNAcO7 y el O carbonilico de
Gly49 con el O3 y 04 de GalNAc. Estos resultados confirman que la histidina protonada en
el Ne, estado tautomérico HIE, establece interacciones puente de hidrégeno mas estables
respecto del estado HID, y por lo tanto se espera que sea este el estado de protonacion que
adopta la misma en el complejo.

Si el ligando ahora es reemplazado por su epimero (GlcNAc), como se muestra en
la figura 4.3 B y la tabla 4.1, algunas interacciones se mantienen mientras que otras, se
debilitan de manera significativa (en particular las interacciones que se establecen entre el
grupo hidroxilo ecuatorial O4 y el oxigeno carbonilico de Gly490). Una inspeccién visual de
la dindmica de los complejos, muestra que el ligando GIcNAc se mantiene unido de manera
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Figura 4.4. RMSD de los atomos de carbono de los carbohidratos (GalNAc en rojo y GIcNAc en
negro) en el CBS-A vs. el tiempo de simulacion. Los diferentes estados tautoméricos de las His72
fueron probados: A) HIE (histidina protonada en el N¢) y B) HID (histidina protonada en el NJ).

transiente al CBS-A y se libera del mismo alrededor de los 10-15 ns. de simulacién, como se
evidencia en la figura 4.4. En la misma podemos observar el grafico de RMSD de los 4tomos
de carbono de los carbohidratos vs. tiempo, utilizando la estructura cristalografica como
referencia, variando tanto el estado tautomérico de la His72, como el ligando que ocupa el
CBS-A (GalNAc o GIcNAc) y se muestra claramente que el GlcNAc, ligando invertido, se
mantiene unido en los primeros 5 ns. y comienza a disociarse entre los 5 y 10 ns., mientras
que luego de ese lapso es completamente liberado del CBS-A (ver linea negra en la figura
4.4 Ay B). El andlisis de puentes hidrégeno, realizado para la primera parte de la simulacién
en donde el ligando se mantiene en el CBS (durante los primeros 10 ns.) muestra que para
el sistema HIE, las interacciones puentes de hidréogeno entre la Ser48 OH y GIcNAcO7 y
Asn73NH y GlcNAcO7 se preservan con similar ocupancia y parametros estructurales que el
ligado natural. Sin embargo, las interacciones entre el O carbonilico de la Gly49 y el O4
ecuatorial GlcNAcO4 se pierde completamente. Cuando la His72 es simulada en el estado
tautomerico HID, las interacciones puente de hidrégeno entre la Ser48 y Asn73 se pierden
completamente y se establecen de manera temporaria interacciones entre los O carbonilico
de Gly49, Ser48 con GIcNAcO3 y O4. De este modo se evidencia que el CBS-A de ABL
puede unir GalNAc y no su epimero GlcNAc.

Para ganar mayor claridad en el mecanismo de unién y discriminacién, se ha hecho
un andlisis termodindamico (como se describe en el capitulo 2) para estimar la energia
union de GalNAc al CBS-A con His72 en sus dos estados tautoméricos. Dado que no se
establece una interaccién estable entre el complejo de GIcNAc y el CBS-A, el andlisis no
ha podido realizarse sobre el ligando invertido. Los resultados presentados en la tabla
4.2, confirman la sutil preferencia observada para la His72 protonada en el Ne (HIE).
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Tabla 4.1. Porcentajes de ocupancia de puentes de hidrégeno del CBS-A

Aceptor Donor GalNAc-HIE | GalNAc-HID | GlcNAc-HIE | GlcNAc-HID
GalNAc/GlcNAc O7 Ser48 HO 91.6 35.7 97.6 <1.0
GalNAc/GlcNAc O7 Asn 73 HN 50.0 354 35.0 <1.0

Gly 49 O GalNAc HO4 42.7 13.1 <1.0 33.1

Asn 73 OD1 GalNAc/GlcNAc HO1 6.5 <1.0 18.2 <1.0

Ser 48 O GalNAc HO4 <1.0 6.6 <1.0 6.8

Tabla 4.2. Valores medios para la energia de interaccién calculada utilizando MM-GB(SA)

CBS-A: GalNAc-HIE | CBS-A: GalNAc-HID
Ele -19.1 -18.9
vdw -18.3 -17.3
GAS -37.4 -36.1
AG SV 26.9 27.0
GBror -10.5 -9.5

* Los valores de energia estdn expresados en kcal/mol.

Es interesante resaltar que las contribuciones electrostaticas y de vdW son de la misma
magnitud para la interaccién de GalNAc con el CBS-A. Por otro lado, para GalNAc-HIE, el
OH axial contribuye favorablemente con una energia de 7.73 kcal/mol y para GalNAc-HID
esta es una contribucién favorable con una energia de unién de 6.41 kcal/mol. Estos valores
corresponden a alrededor de la tercera parte del total de la energia electrostdtica total
mostrando el rol clave jugado por esta region de la interaccidn proteina-ligando en modular
el proceso global de unién y discriminacion epimérica.

4.3.2. Analisis estructural y dindmico del CBS-B de ABL

El CBS-B de ABL, cuyo ligando natural es GlcNAc, estd formado por los residuos Tyr114,
Asp79, 11e80, Thr82, Asn83, Val81, Argl103, Ile102 y Tyr97. La simulacién por dindmica
molecular muestra que el ligando natural GlcNAc establece numerosas interacciones puente
de hidrégeno con la proteina, que estabilizan al mismo en el CBS. Ademads, la posicién y
la orientacion del ligando no difieren significativamente de la estructura cristalografica
(el valor de RMSD de la estructura promedio de los atomos de C respecto la estructura
cristalografica inicial es de 0.6 A) sugiriendo que las interacciones son muy estables. La
estructura representativa del complejo se muestra en la figura 4.5 A y el andlisis de puentes
de hidrégeno se resume en la tabla 4.3 en donde se muestra que GlcNAc se une al CBS-B de
ABL estableciendo numerosas interacciones puente de hidrogeno. Asp79 forma dos uniones
puente de hidrégeno muy fuertes (>98 % de ocupancia) con el oxigeno ecuatorial de
GlcNAcO4 y GlcNAcO6. Por otro lado, Thr82NH establece una unién puente de hidrégeno
fuerte con GlcNAcO?7 e interacciones solo de manera transiente con el O4 de GlcNAc. Si el

72



CAPITULO 4. ROL DEL SOLVENTE EN LA SELECTIVIDAD EPIMERICA

Figura 4.5. Estructura representativa de A) 5-N-Acetil-D-Glucosamina (GIcNAc) y B) 3-N-Acetil-D-
Galactosamina (GalNAc) unidos al CBS-A de ABL

Tabla 4.3. Porcentajes de ocupancia de puentes de hidrégeno del CBS-B

Aceptor Donor GlcNAc | GalNAc
Asp 79 OD2 GlcNAc/GalNAc HO4 99.9 21.8
Asp 79 OD1 GalNAc/GalNAc HO4 | <1.0 91.0
Asp 79 OD1 GlcNAc/GalNAc HO6 99.4 77.2
GlcNAc/GalNAcO7 Thr 82 NH 79.0 69.6
GlcNAc/GalNAcO3 Tyr 114 HO 72.5 93.6

ligando es cambiado por su epimero a GalNAc, el patrén de interacciones se mantiene casi
inalterado pero algunas muestran una ocupancia mas baja, en especial las interacciones
entre el grupo carboxilato de Asp79 con GalNAcO4 y GalNAcO6, y Thr82NH con GalNAcO7.
Es notable destacar la dindmica de Asp79. Cuando el ligando es GlcNAc, el grupo carboxilato
de Asp79 se mantiene fijo y solamente un dtomo de oxigeno forma puente de hidrégeno
con el HO4 durante toda la simulacién. Por otro lado, cuando se simula con el ligando
invertido (GalNAc), el grupo carboxilato rota alternando la interaccién entre los dos O del
grupo carboxilato y el OH4 del azucar.

Del mismo modo que para el CBS-A, se calcularon las contribuciones energéticas de la
unidén de ligando al CBS-B para GalNAc y GlcNAc utilizando el método de solvente continuo
como se muestra en la tabla 4.4. Los resultados muestran una clara preferencia para el
ligando natural (alrededor de 8.0 kcal/mol). El andlisis de las contribuciones individuales
muestran, de manera consistente con el analisis de la interacciones puente de hidrégeno,
que la preferencia recae principalmente en la componente electrostatica. También se célculo
la contribuciéon de OH4 a la energia de unién mostrando que para GlcNAc, el OH ecuatorial
contribuye con una energia favorable de 7.4 kcal/mol, mientras que con GalNAc, el OH
axial contribuye con una energia de alrededor de 5.4 kcal/mol.
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Tabla 4.4. Valores medios para la energia de interaccion calculada con MM-GB(SA)

CBS-B GIcNAc | CBS-B GalNAc
Ele -75.3 -66.3
VDW 15.2 16.7
GAS 90.5 -83.0
AG SV 61.2 61.9
GBror -29.1 21.1

* Los valores de energia estdn expresados en kcal/mol.

4.3.3. Analisis de la estructura del solvatacion sobre CBS-A de ABL

Como se ha mostrado en el capitulo previo, la determinacién de la estructura del
solvente en el CBS puede funcionar como un buen predictor de las caracteristicas del
complejo proteina-ligando.>® El andlisis esta basado en la definicién y la caracterizacién
estructural y termodindmica de los sitios de hidrataciéon (WS) en la superficie del sitio de
union de carbohidratos (CBS) con mayor probabilidad de retener aguas. Dada la sutileza de
la especificidad epimérica del CBS-A y CBS-B de ABL, proponer una explicacion basada en
analisis de las interacciones directas entre el CBS y los carbohidratos involucrados en base
a las estructuras resueltas por difraccidon de rayos-X no resulta suficiente y por lo tanto es
necesario evaluar el rol de las moléculas de aguas en la selectividad entre epimeros, debido
principalmente a que los CBS estan muy expuestos al solvente acuoso y los ligandos tienen
un alto cardcter hidrofilico.

Para analizar la estructura del solvente se han definido los posibles WS para ambos CBS
y se han calculado las propiedades termodinamicas y estructurales de los mismos como fue
descripto en el capitulo 3. De este modo, se han identificado 5 WS para el CBS-A 'y 4 WS
para el CBS-B. Comenzamos el andlisis inspeccionando la estructura del solvente del CBS-A.
Como es posible observar en la Figura 4.6 A, en la cual se muestra el gréfico de la funcion
de distribucion radial (g(r)) de los &tomos de oxigeno pertenecientes a las moléculas de
agua con respecto a la Gly49-O, mientras que la Figura 4.6 B muestra el correspondiente
grafico bidimensional de distribucidon angular para las moléculas de agua en la primera
capa de solvatacion de Gly49-O y la Figura 4.6 C, los WS identificados en el CBS en torno a
la regidn de la proteina que participa en la discriminacion entre epimeros. Estos resultados
muestran que Gly49-O tiene una primera capa de solvatacion bien definida y el andlisis de
la estructura de solvatacién en torno al mismo permite definir 3 WS bien establecidos. Cabe
sefialar que a pesar de que el WS2 en el grafico bidimensional aparenta estar pobremente
definido y localizado entre el WS1 y el WS3, el mismo es sumamente relevante, como
se vera mads adelante, para establecer la especificidad (los resultados de los pardmetros
estructurales y termodindmicos para los correspondientes WS se muestran en la Tabla 4.5)
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Figura 4.6. A) Gréfico de g(r) vs. la distancia entre el Gly490 y los 4&tomos de oxigeno del solvente. B)
Grafico de distribucion bidimensional para los a&tomos de oxigeno del solvente en que se encuentran
en la primera capa de solvatacién de Gly490. C) WS sobre el CBS-A en torno a la regién que define
la especificad epimérica.

Tabla 4.5. Valores medios de energia de interaccién, WFP y R,,,;,, para los WSs previamente definidos

Referencia WS | <E,> | <E, > | <Er> | <AE > | WFP | GalNAc — GlcNAc —
CBS-A - - - - - - R, | atomo | R, | atomo

Gly490 |WS1| -17.0 -3.3 -20.3 -2.9 8.2 —_ — — —
Gly490 |WS2| -15.8 -4.8 -20.6 -3.2 4.5 2.4 04 >5.0 04
Gly490 |WS3 | -15.7 -4.5 -20.2 -2.8 5.5 1.9 04 3.2 04
- - - - - - - 1.3 03 1.9 03

Asn 73N | WS4 -7.1 -10.4 -17.5 -0.1 5.5 1.4 N7 1.4 N7
Ser 48 OG | WS5 -6.4 -13.0 -19.4 -2.0 5.3 0.7 o7 0.7 N7

* Los valores de energfa y Rynin estdn expresados en kcal/mol y A, respectivamente.
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Los resultados muestran que a pesar de que el WS1 se encuentra lejos de algiin 4&tomo
del ligando en el complejo, los WS2 y WS3 se encuentran cercanos a la posicién que ocupa
el O4 axial. E1 WS3 es cercano al O4 axial en el complejo formado con GalNAc (el ligando
natural), en donde las aguas que ocupan dicha posicién forman el mismo patrédn de puentes
de hidrégeno y son desplazadas cuando GalNAc se une. Para el ligando invertido, GlcNAc,
la posicién del O4 ecuatorial se encuentra alejada de la posicion predicha por el WS3 (y
también del WS2), sugiriendo que el analisis de la posicion de los WS refleja la especificad
entre epimeros. Los WS4 y WS5 estdn muy cercanos entre si, y posiblemente reemplazados
por los dtomos N7 y O7 del grupo N-Acetilo de ambos ligandos. Esto esta de acuerdo
con el hecho de que el grupo N-Acetilo es el principal punto de anclaje que suelen tener
los carbohidratos cuando actian como ligandos y con los resultados del capitulo 3 que
muestran que los WSs son capaces de predecir la posicién de los grupos hidrofilicos.>”

Para poder vincular la relacién entre la posicién de las moléculas de agua en la proteina
libre y la movilidad de los grupos -OH del azucar en el complejo, se han computado
los funciones de distribucién radial y angular para el OH4 del ligando, utilizando como
referencia el &tomo de oxigeno carbonilico de Gly49 (Gly490) con los dos ligandos (GalNAc
y GlcNAc) y con la histidina protonada en el Ne (vale aclarar que para GlcNAc solo la
primera parte de la dindmica fue utilizada dado que luego el ligando se suelta de la proteina
-ver figura 4.4 A). Estos resultados se pueden observar en la figuras 4.7 Ay B en donde se
muestran los graficos de distribucion radial para el 04 de GalNAc y GlcNAc respectivamente
tomando como referencia el oxigeno carbonilico de Gly49. Por otro lado, las figuras 4.8 Ay
B muestran las distribuciones angulares de los OH4 para cada ligando respectivamente.

Los datos muestran que para GalNAc la distribucién radial presenta un primer pico
bien definido a 3 A de Gly490, que es la misma distancia a la que se encuentra el pico
de la primera esfera de solvatacion en la proteina libre para Gly490 (ver figura 4.6 A).
Por otro lado, para GlcNAc, la funcion de distribucion radial para el O4 muestra un pico
de baja probabilidad a 5 A, mostrando claramente que el 04 ecuatorial no puede estar lo
suficientemente cerca del O carbonilico de Gly49 para poder establecer una interaccién
estable. Una comparacion adicional a partir de los graficos de distribucion angular (ver
figuras 4.8 A y B) muestran claramente que el O4 axial de GalNAc solapa muy bien con
la posicion de las moléculas de agua dentro del WS3, pero el O4 ecuatorial de GlcNAc no
tanto, reflejando nuevamente el rol predictivo de la interaccion de las moléculas de agua en
la proteina libre con lo consecuente formacion del complejo. Como bien se ha mencionado
anteriormente, aunque el WS2 no es desplazado por ninguno de los dos ligandos, juega
un papel relevante en la especificidad. El andlisis de la simulaciones de los complejos
unidos a GalNAc y GlcNAc, revela la presencia de una molécula de agua formando una
fuerte interaccion entre la proteina y el ligando, actuando la misma como agua puente,
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Figura 4.7. A) Gréfico de g(r) vs. la distancia entre el Gly490 y el OH4 GalNAc en el CBS-A. B)
Grafico de g(r) vs. la distancia entre el Gly490 y el OH4 GlcNAc en el CBS-A.
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Figura 4.8. A) Grafico de distribucién angular bidimensional del oxigeno axial de 3-N-Acetil-D-
Galactosamina (GalNAc) con respecto al Gly49 O. B) Grafico Bidimensional del oxigeno ecuatorial
de 3-N-Acetil-D-Glucosamina (GlcNAc) con respecto al Gly49 O. Las regiones delimitadas por las
lineas discontinuas rojas representan la posicién de los WS, tal cdmo se muestra en la figura 4.6 B.
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Figura 4.9. Grafico de g(r) vs. la distancia de los atomos de oxigeno de las moléculas de agua del
solvente con respecto al N¢ de la HIS72. A) Para el CBS-A sin ligando de la proteina ABL. B) Para el
CBS-A unido a su ligando natural, GalNAc. C) Idem B, pero en el complejo con GlcNAc unido al
CBS-A
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Figura 4.10. Grafico de distribucién angular bidimensional del oxigeno de las moléculas de agua
del solvente con respecto al N§ de la HIS72. A) Primera capa de solvatacion en la proteina libre. B)
Primera capa de solvatacion en el complejo con 3-GalNAc (es el observado experimentalmente). C)
Idem B, pero en el complejo con 5-GlcNAc

coincidiendo perfectamente con la posicion del WS2 y su interaccién puente de hidrégeno
con el N6 de HIE72 y el O4 axial del ligando natural. Para analizar desde un punto de
vista comparativo la estructura de este WS en el modelo libre (no unido a ligando), unido
a GalNAc (ligando natural) y GlcNAc (ligando invertido) se calcularon las funciones de
distribucién radial de esta moléculas de agua para cada sistema respectivamente. Los
resultados muestran claramente un pico bien definido con un alto valor de probabilidad en
dicha zona para la proteina libre, el cual se observa mds localizado (mas angosto y mayor
valor de g(r)) cuando GalNAc (ligando natural) esta unido y practicamente desaparece
cuando GlcNAc (ligando invertido) se encuentra unido (ver figura 4.9 A, 4.9 By 4.9 C
respectivamente). Por otro lado, las figuras 4.10 A, 4.10 B y 4.10 C muestran la distribucién
angular de los a&tomos de oxigeno de las moléculas de agua, el OH4 axial y ecuatorial de
GlcNAc y GalNAc con respecto al N§ de HIE72, respectivamente. De las mismas se puede
inferir que las moléculas de agua en el WS2 presentan menor movilidad en el complejo
ABL-GIcNAc, respecto de ABL libre, mientras que en el caso del complejo invertido ABL-
GalNAc, la presencia de la molécula de agua en el WS2 se observa en muy pocas fotos de
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Tabla 4.6. Valores medios de la energia de interaccion calculada con MM-GB(SA) considerando la
contribucion especifica de la molécula de agua en el WS2

Con H,O | Sin H,O | AE

Ele -25.5 -19.1 -6.5
vdwW -17.8 -18.3 0.5
GAS -43.3 -37.4 -5.9
AG SV 29.7 26.9 2.8
GBroT -13.0 -10.5 -2.5

* Los valores de energia estan expresados en kcal/mol.

la dinamica molecular. Adicionalmente, de manera coincidente a como se observa en la
figura 4.10 B, el incremento en la estabilidad de las moléculas de agua cuando GalNAc esta
unido, se evidencia a partir del cdlculo de WFP, que se incrementa alrededor de 3 veces
a un valor final de 12.0 con respecto al valor que toma en la proteina libre. Por ultimo,
con el proposito de determinar la contribucion energética de la molécula de agua puente
a la energia libre de unién global , se cdlculo la energia de interaccién entre GalNAc con
la aproximacion del modelo generalizado de Born (GB), pero incluyendo esta molécula
de agua como parte del sistema analizado. Los resultados, que se pueden observar en la
Tabla 4.6, muestran que la molécula de agua puente contribuye a aumentar la interaccion
electrostdtica en 6.5 kcal/mol y el valor total de la energia de interaccién (incluyendo la
parte de solvatacién) en 2.5 kcal/mol, incrementando atin més las diferencias observadas
en la Tabla 4.2.

4.3.4. Analisis de la estructura del solvatacion sobre CBS-B de ABL

De manera similar a como se hizo en la seccién anterior, es posible analizar la estructura
de solvatacion en el CBS-B utilizando como referencia el grupo carboxilato de Asp79,
el cual interactia de manera directa con el O4 de GlcNAc. La figura 4.11 A, muestra la
funcién de distribucion radial para los oxigenos de las moléculas de agua tomando como
referencia el atomo de carbono (CG) del grupo carboxilato perteneciente a la cadena lateral
de Asp79 y la figura 4.10 B, el correspondiente grafico de distribucién angular con la
posicién de los 3 WS identificados. Los pardmetros termodindmicos y estructurales para los
WSs correspondientes se muestran en la tabla 4.7.

Los resultados muestran que el WS1 tiene un valor de R,,,;,, de 1.0 A respecto del OH4
del GlcNAc (el ligando con el que se cristalizo el complejo), con lo cual la molécula de agua
que aloja este WS es expulsada hacia el seno del solvente cuando se forma el complejo,
resultando ser un buen predictor epimérico, dado que ademads su posicién no coincide
perfectamente con la del OH4 cuando en su lugar se une el ligando invertido, GalNAc
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Figura 4.11. A) Grafico de g(r) vs. la distancia entre el Asp79 CG y los atomos de O de las moléculas
de agua del solvente. B) Gréfico de distribucién angular bidimensional para los dtomos de O del
solvente en que se encuentran en la primera capa de solvatacion de Asp79 CG. C) WS sobre el CBS-B
en torno a la regién que define la especificidad epimérica.

Tabla 4.7. Valores de energia de interacciéon, WFP y R,,;, para los WSs previamente definidos

Referencia | WS <E,> | <E, > <Er>|<AE> | WFP | GalNAc — GlcNAc —
CBS-B - - - ' - - - Ry, | atomo | R, | atomo
Asp79 CG | WS1 | -194 -3.4 -22.8 -5.4 11.0 1.0 04 1.4 C4
Asp79 CG | WS2 | -14.0 -4.4 -18.4 -1.0 4.8 1.5 04 2.8 C4
Asp79 CG | WS3 | -124 -2.1 -14.5 2.9 — — 04 4.9 04
Thr 82 N | WS4 -6.9 -11.6 -18.5 -1.1 11.0 0.2 07 0.7 07

* Los valores de energia y Ry, estan expresados en kcal/mol y A, respectivamente.

(Ruin al OH4 mayor a 3 A). Luego, el WS4 es perfectamente reemplazado por el O7 por
ambos ligandos (GlcNAc y GalNAc) confirmando nuevamente el poder predictivo de los WS.
Nuevamente, para comparar la estructura del solvente en el sistema libre con la estructura
del ligando unido, se calcularon las funciones de distribucién radial para el OH4 con los
complejos formados por ambos azucares. Los resultados, que se muestran en la figura 4.12
Ay B, muestran que la posicion del pico del OH4 para ambos ligandos es alrededor de 3.5
A, que coincide con la distancia més probable de los 4tomos de oxigeno de las moléculas
de agua respecto de la misma referencia (ver figura 4.11 A) y esto es consistente con el
hecho de que Asp79 es capaz de interactuar con ambos epimeros (ver tabla 4.3). Por otro
lado, el grafico bidimensional mostrado en la figura 4.13, muestra diferencias significativas
entre ambos complejos. Mientras que la posicion media angular del O4 del ligando natural
GlcNAc se encuentra entre la posicion del WS1 y WS2 (ver figura 4.11 B), la posicién
del GlcNAc (ligando invertido) estd solo sutilmente superpuesta con el borde del WS1
(ver figura 4.11 B y 4.13 B). En resumen, el andlisis de la estructura de solvatacion del
receptor libre, muestra que es una herramienta ttil para explicar el detalle de la selectividad
epimérica en este caso, revelando una sutil preferencia para GlcNAc sobre GalNAc.
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Figura 4.12. A) Gréfico de distribucion radial, g(r) del O4 ecuatorial de 3-N-Acetil-D-Glucosamina
(GIcNACc) con respecto al Asp 79 CG. B) Grafico de distribucion radial, g(r), del O4 axial de 3-N-
Acetil-D-Galactosamina (GalNAc) con respecto al Asp79 CG.
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Figura 4.13. A) Grafico de distribucién angular bidimensional del O4 ecuatorial de 3-N-Acetil-D-
Glucosamina (GlcNAc) con respecto al Asp 79 CG. B) Grafico de distribucidon angular bidimensional
del O4 axial de [3-N-Acetil-D-Galactosamina (GalNAc) con respecto al Asp79 CG. Las regiones
delimitadas por las lineas discontinuas rojas representan la posicion de los WS, tal como se muestra
en la figura 4.11 B.
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4.4. Discusion

Los dos CBS de ABL ofrecen la posibilidad unica de estudiar como cada uno de
ellos es capaz de distinguir dos monosacaridos muy similares entre si, que difieren
tinicamente en la configuracion del grupo hidroxilo en posicion 4 (ver figura 4.1). Uti-
lizando simulaciones de dindmica molecular de los complejos formados por los ligandos
naturales e invertidos (en donde el ligando fue cambiado In-Silico a su epimero correspon-
diente), en combinacién con el andlisis de la estructura del solvente en la proteina libre,
se han podido dilucidar las razones estructurales que definen la especificad epimérica y
se ha podido medir de manera aproximada, aunque cuantitativa, el grado de selectividad
epimérica que cada sitio presenta. Los resultados de las simulaciones complementan la
evidencia experimental provista acerca de la especificidad epimérica que muestra ABL!
permitiendo un analisis detallado de:

(a) Cada interaccidén en particular y su contribucidn relativa a la energia de unién global,
que terminaran determinando la especificad epimérica.

(b) Una prediccidn semi-cuantitativa del grado de selectividad epimérica de cada sitio.

(c) Un analisis de la estructura de solvatacién de la proteina libre, mostrando como la mis-
ma esta relacionada con el complejo proteina-carbohidrato y podria, por consiguiente,
ser utilizado como un predictor de especificidad.

En el contexto de la unién proteina-carbohidrato, el sitio de unién CBS-A de ABL une
preferencialmente GalNAc sobre GlcNAc, de hecho los resultado de dindmica molecular
muestran que dicho sitio es incapaz de unir GlcNAc. Las interacciones relevantes para
mantener al carbohidrato en su lugar son las formadas entre el oxigeno carbonilico del
grupo N-Acetilo del ligando con Ser48 y Asn73 de la proteina, més una interaccién especifica
entre el OH4 la cual forma un puente de hidrogeno con el grupo carbonilo de Gly49 y una
molécula de agua puente con el No de la His72. Estd molécula de agua puente es crucial en el
estado tautomérico de la His72, HIE, la cual se mantiene unida a la proteina libre cuando la
histidina tiene este estado de protonacién y no en el HID (del mismo modo, como se observa
en las figuras 4.9 y 4.10, esta molécula de agua solo esta presente cuando el ligando natural,
[B-GalNAc, esta unido al CBS-A). Por otro lado, dado que solo se establecen entre 3
y 4 interacciones puentes de hidrégeno entre la proteina y el carbohidrato, cambiar
la posicién del OH4 como sucede cuando se une GlcNAc, redunda en la pérdida de
1/2 a 2/3 de las interacciones lo cual no hace viable la unidn del ligando invertido,
determinando de esta manera la especificidad epimérica. Esto es consistente con la
evidencia experimental que muestra que solamente existe densidad electrénica en el sitio
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de unién cuando GalNAc esta presente, mientras que esto no sucede si se utiliza Galactosa
o GlcNAc.! Es importante resaltar que la pérdida de unién de galactosa pone de relieve la
importancia de las interacciones puentes de hidrégeno formadas por el grupo N-Acetilo.

En comparacién con el CBS-A, la preferencia epimérica del CBS-B parece mucho menos
pronunciada. Ambos complejos, el que tiene al ligando natural, GlcNAc, y el ligando in-
vertido mutado In-Silico, GalNAc, se observan estables en el lapso de dindmica molecular
simulado. En conjunto, el analisis de puentes de hidrogeno muestra para el ligando natural
se establecen 4 interacciones estables, que estdn presentes entre el OH3, OH4, OH6 y
carbonilo del grupo N-Acetilo. El hecho de cambiar GlcNAc por GalNAc da como resultados
un corrimiento en la posicion relativa del carbohidrato, redundando en la pérdida de la
interaccion del grupo carboxilato con el OH4, lo que concomitantemente debilita las otras
interacciones. La diferencia en la energia libre de unidon predicha entre el complejo
natural, GlcNAc, y el invertido, GalNAc, es de 8 kcal/mol correspondiendo a alrede-
dor de 1/4 de la energia de interaccion del ligando natural. Estos resultados sugieren
que el CBS-B une GlcNAc pero también GalNAc con menor afinidad. Sin embargo, los
datos adquiridos a partir de los experimentos de difraccién de rayos-X,! no muestran
densidad electrénica en el CBS-B cuando los cristales son embebidos con GalNAc. Esto
puede ser parcialmente explicado por el hecho que en estos cristales de ABL, solamente el
CBS-A esta libremente accesible, mientras que el CBS-B en cambio, se muestra parcialmente
bloqueado por el empaquetamiento del cristal, como se evidencia a partir de la ruptura del
cristales cuando se embeben en GlcNAc. De hecho, obtener los cristales de los complejos
ABL-GIcNAc lleva mas tiempo y tienen una forma cristalina diferente en la cual el CBS-B no
se encuentra bloqueado. Para testear si el CBS-B es capaz de unir GalNAc y evaluar mas
detalladamente su capacidad de reconocer epimeros, se requieren futuros experimentos.
Una hipétesis que es posible plantear en base a los resultados presentados en este capitulo,
consiste en mutar uno y/o dos residuos clave del CBS-A (His72 y/o Ser48) para inhibir la
unioén de GalNAc al CBS-A y de esa manera evaluar la unién de GalNAc a estas mutantes.

Si comparamos ahora los dos CBS entre si, se observa que la principal diferencia entre el
CBS-A y el CBS-B es la presencia del grupo acido del Asp79 en el CBS-B. Este grupo cargado
negativamente hace posible la formacion de dos puentes de hidrogeno muy estables, los
cuales resultan en una alta energia de interaccion electrostdtica. Este alto valor de energia
electrostatica, a pesar de ser parcialmente compensada por la energia de desolvatacion,
redunda en una mayor energia de interaccién predicha en el CBS-B comparada con el
CBS-A. Para confirmar esto, se requiere hacer medidas experimentales de las constantes
de disociacion/asociacion o bien medidas de la constante de equilibrio. Las contribuciones
de vdW son similares y de alrededor de -15 kcal/mol en ambos casos (ver tabla 4.2 y 4.4).
La diferencia en la especificidad epimérica es mayor para el CBS-A principalmente por dos
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razones; la primera de ellas es que en el CBS-A el OH4 establece dos interacciones puente
de hidrégeno con el ligando natural, las cuales se pierden cuando se utiliza su epimero.
En el CBS-B, solamente una interaccion puente de hidrégeno esta presente entre el OH4 y
la proteina. En segundo lugar, el niimero total de puentes de hidrégeno es menor para el
CBS-A y por consiguiente, perder una interaccion tiene un efecto relativo mayor que para el
otro CBS. Es interesante hacer notar que a pesar de que en muchas lectinas, como Gal-1,8 las
caras no polares de los carbohidratos interactiian con los residuos aromdticos de la proteina,
estableciendo un interaccion hidrofébica del tipo 7-stacking, para esta lectina, ninguna de
estas interacciones se encuentran en ninguno de los dos CBS. Como se ha descripto en la
introduccion y en el capitulo anterior, la estructura del solvente en la proteina libre emula
algunas de las propiedades estructurales de los complejos proteina-carbohidrato, dado
que aquellas regiones del espacio con alta probabilidad de alojar moléculas de agua en la
superficie proteica, tienden a ser ocupadas por los grupos hidroxilos de los carbohidratos.>®

Por otro lado, la discriminacion entre epimeros depende de sutiles diferencias estruc-
turales y por consiguiente, representa un caso testigo interesante para examinar cuan bien
la estructura del solvente puede predecir la conformacion correcta del complejo proteina-
carbohidrato. Estos resultados muestran que el andlisis de la estructura del solvente, a
través de la aproximacion de los WS, puede en cierta medida predecir o al menos explicar
la preferencia entre epimeros. Para el CBS-A los WS con un WFP aproximadamente
mayor a 5 (WS3), estan posicionados (como se evidencia a partir de los graficos bidi-
mensionales) en el mismo lugar que el OH4 de GalNAc pero no de GlcNAc. Ademas,
las moléculas de agua en el WS2 actian como puente entre el OH4 de GalNAc, con-
tribuyen significativamente a mantener al ligando unido pero que se pierde cuando
GlcNAc es forzado a unirse. Para el CBS-B, el analisis de la posicion del WS2 muestra
que puede ser desplazado por el OH4 ecuatorial de GlcNAc y esta lejos de GalNAc, y
por consiguiente, un analisis cuidadoso de la estructura del solvente revela la especi-
ficidad epimérica.

En resumen, estos resultados sostienen la hipétesis de que la estructura del solvente
permite predecir ciertas caracteristicas de los complejos proteina-carbohidrato e incluso ser
capaces de determinar las posibles selectividades epiméricas. Sin embargo, al momento de
evaluar la selectividad, es importante tener en cuenta tanto las interacciones que el ligando
puede establecer con el CBS del receptor con los grupos funcionales del ligando, asi como
los cambios en la estructura de solvatacidn de ambas biomoléculas.
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4.5. Conclusion

Desde un punto de vista general, los resultados mostrados resaltan la dificultad y
la sutileza del proceso de reconocimiento de carbohidratos. Los mismos muestran que
solamente para el CBS-A, donde 2 de las 4 interacciones puente de hidrégeno para el
ligando natural se pierden, la proteina es capaz de discriminar eficientemente entre los
dos epimeros unidos. Este no es el caso para el CBS-B donde solo alrededor de 1 puente
de hidrégeno se pierde y tanto GlcNAc como GalNAc se mantienen unidos. Es interesante
notar que, los datos de rayos-X (PDB ID 1Y2U) muestran que a pesar de que la inversién
de ligandos en los CBSs no ocurre y que GIcNAc no se une al CBS-A, se observa que un
disacarido conteniendo GlcNAc y Gal51 (Lacto-N-Biosa) se une a un sitio adyacente y forma
un complejo estable. El segundo GalNAc agrega entre 3 y 4 puentes de hidrégeno y por
consiguiente, compensa las pérdidas de interaccion descriptas previamente. Esto muestra
que la selectividad epimérica puede ser solo alcanzada por monosacaridos y requiere,
como es de esperar, un ajuste fino de las interacciones entre la proteina y el HO4 en
combinacién con una uniéon no demasiado fuerte, dado que sitios que son capaces de
establecer numerosas interacciones con el ligando, como en el CBS-B, o para el caso de
union de disacaridos en el CBS-A, resulta en un decremento de la selectividad.

Aunque es necesario establecer un andlisis exhaustivo sobre todos los casos posibles
para llegar a una conclusién general, los resultados presentados en este capitulo sugieren
que la selectividad de carbohidratos puede ser dificil de alcanzar, sugiriendo una eleccién
cuidadosa de la configuracion de los sustituyentes en los ligandos glicomiméticos no
naturales.

4.6. Metodologia especifica del capitulo

Las estructura inicial correspondiente al complejo simulado que tiene los dos ligandos
unidos fue generada partiendo de la estructura cristalografica de GalNAc unido al sitio A
de ABL y GlcNAc unido al sitio B de ABL (PDBID 1Y2X) y a partir de ahora referido como
ABL-GalNAc-A y ABL-GlcNAc-B. Ademds, ambas estructuras epiméricas correspondientes a
GalNAc unido al sitio B (ABL-GalNAc-B) y GIcNAc unido al sitio A (ABL-GIcNAc-A) fueron
construida In-Silico cambiando la posicion correspondiente del grupo OH y H que estuvieran
unidos al C4 del monosacarido, dando como resultado el complejo di-ligando invertido.
Como se evidencia experimentalmente,! ambos CBS son independientes y por lo tanto, la
union de un carbohidrato a uno de ellos, no afecta las propiedades de unién a ligandos del
otro. De este modo, solo fue necesario realizar dos simulaciones de dinamica molecular,
una para los ligandos en su estado natural y otra para los ligando invertidos, con el fin de
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reducir el costo computacional.

Dado que el residuo 72 en el CBS-A es una histidina, se tuvo en cuenta el estado
de protonacidn en sus distintos estados tautomeéricos, HIE ( protonada en el Ne¢) y HID
(protonada en el N¢) y de este modo, los dos posibles estados fueron generados (ABL-
GalNAc-A-HIE y ABL-GalNAc-HID, respectivamente). Finalmente, la proteina ABL en su
estado libre de ligandos fue generada a partir de remover los carbohidratos de la estructura
cristalograficas utilizada para construir los complejos y se simulo la misma con la HIS 72 en
su estado tautomerico HIE. Cada uno de estos 5 sistemas fue sometido al mismo protocolo
de equilibracién y de produccion de dindmica molecular que se describe en la seccion
Metodologia especifica del capitulo 3. Para caracterizar las interacciones proteina-ligando
y/0 agua, se realizo un analisis de puentes de hidrégeno entre los dtomos del ligando y la
proteina como ser la distancia media y el angulo medio entre el 4&tomo donor y aceptor de
puentes de hidrégeno y se considerd que una interaccioén de este tipo esta presente cuando
la distancia donor-aceptor es menor a 3 A y el angulo donor-hidrégeno-aceptor es menor a
120°.
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Capitulo 5
Mejora de los métodos de prediccion de
la estructura lectina-carbohidrato

5.1. Introduccion

La potencialidad y la utilidad de los métodos para predecir la estructura de los complejos
proteina-carbohidrato a partir de la conformacion de ambas biomoléculas por separado,
conocidos como métodos de docking, reside en su capacidad de predecir correctamente
la estructura del complejo bimolecular y por consiguiente, las interacciones entre ambas
subunidades, tomando como punto de partida la estructura de la proteina y del ligando en
su estado no unido. A pesar de que actualmente, existen muchos programas de docking
disponibles,'-® dada la gran cantidad de aproximaciones empleadas por los mismos, los
resultados alcanzados no son siempre satisfactorios,*!! y aunque en muchos trabajos se
compara su eficacia, atin no queda claro cual es la mejor eleccion.

En particular, para cdlculos de docking donde el ligando es un azucar, el trabajo de
Mishra et al. (2012) muestra que Autodock3 funciona mejor que Autodock4, Vina y DOCK,
pero que da un gran ntimero de falsos positivos como posibles resultados.* 27 Por otro
lado, se muestra que Glide!'® y Autodock4'® tienen una mejor eficacia en predecir el complejo
correcto, pero los resultados son fuertemente dependientes del par receptor-ligando que
se estd evaluando. De este modo, uno de los programas mds ampliamente utilizado que
ademas es libre bajo GNU (General Public Licence) es Autodock4, el cual utiliza un esquema
de docking para la busqueda de la estructura del complejo proteina-ligando a través un
algoritmo genético'® para explorar las posibles conformaciones que el ligando puede adoptar,
en combinacidn la evaluacion de la energia libre de unién para cada posible conformacién
del mismo en el complejo, la cual es calculada a partir de una funcién empirica cuyos
parametros fueron previamente ajustado sobre un amplio conjunto de valores de energia
libre de unién de complejos proteina- ligando determinados experimentalmente.’!”

En el capitulo 3, en base a los resultado provistos por la Dindmica Molecular de las
proteinas libres de ligando en solvente explicito, en combinacién con estrategias de andlisis
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Figura 5.1. Esquema de los carbohidratos utilizados en el presente capitulo. Los pares proteina-
ligando son: A) CBM32-Gal; B) CBM40-4cido sidlico; C) Gal3-LAcNAc; E) ConA-trimanosido; D)
CD44-H A4; F) SPD-Maltotriosa

basadas en la termodinamica estadistica, se ha mostrado como dilucidar la estructura del
solvente en el CBS . Esto ha permitido calcular la energia de interaccién de las moléculas
de agua en el WS con la proteina y con su entorno acuoso, la probabilidad relativa de
encontrar una molécula de agua en el WS con respecto al seno del solvente y el radio
Ry (tomado desde el centro del WS) tal que comprenda al 90 % de las moléculas de
agua que visitan el sitio en la dindmica. Finalmente se relacionaron estos parametros,
con la chance de que un grupo funcional del ligando desplace las moléculas de agua
que ocupan los WS, a través del parametro R,,;, concluyéndose que WFP y Ry, son los
mejores predictores para determinar la posicion de los mismos. Estas observaciones han
motivado el desarrollo del presente capitulo, en donde se mostrara como, utilizando la
informacién provista desde la identificacidn y caracterizacidn de la estructura de solvatacion
en los sitios de unién a carbohidratos (CBS) para un conjunto de proteinas que unen este
tipo de ligandos, se puede modificar la funcién de energia de Autodock4'%1617 con el
objetivo de mejorar la prediccion In-Silico correspondiente a la estructura proteina-ligando.
Finalmente, con el propdsito de evaluar la eficiencia de la estrategia que se estd presentando,
se seleccionaron seis complejos proteina-carbohidrato cuya estructura cristalografica es
bien conocida, y cuyos ligandos comprenden un amplio rango de tamafios, desde los mono-
hasta los tetrasacdridos (ver figura 5.1), comparandose en todos los casos con el método
convencional (es decir, sin utilizar la informacion de los sitios de hidratacién (WS)).
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5.2. Ideas e hipdétesis

Los métodos de docking In-Silico tienen una larga tradicion en predecir la estructura
de los complejos proteina-ligando, y permiten una rapida exploracion de un nimero
considerable de posibles estructuras. Sin embargo, determinar cudl es la correcta, no es
siempre sencillo. En este capitulo, se modificaran las funciones de puntuacion de Autodock4,
un conocido y ampliamente utilizado programa de docking In-Silico, sobre la base de la
informacion acerca de la estructura del solvente adyacente a la superficie proteica que se
obtiene a partir de las simulaciones de dindmica molecular del receptor libre.

En base a los resultados de los capitulos previos y a la intima relacion existente entre
las superficies hidrofilicas del CBS de lectinas y los ligandos sacaridicos con el entorno
acuoso, se espera que esta estrategia de docking In-Silico contribuya de manera significativa
a determinar la estructura del complejo lectina-carbohidrato correcto con mayor exactitud
y precision que el método de docking convencional.

5.3. Resultados

Los resultados estdn organizados de la siguiente manera: Para cada caso puesto a prueba,
se describe brevemente la relacion entre la estructura de solvatacion (WS) determinada
(un resumen de los WS utilizados para construir las grillas modificadas se presentan en
la tabla 5.1) para el CBS de cada proteina, con la estructura la posicién del los atomos
del ligando en la estructura del complejo. Luego se presentan los resultados obtenidos
segun el esquema de docking convencional (CADM, por sus siglas en inglés “Conventional
Autodock4 Docking Method“) y con el esquema sesgado por los sitios de aguas (WSBDM,
por sus siglas en inglés "Waters Sites Bias Docking Method”), siempre usando la estructura
cristalografica del complejo como referencia (en la seccidn “Protocolo y metéddo de docking
sesgado (WSBDM)” del capitulo de métodos se presenta una descripcién detallada de la
metodologia empleada para este fin) . Los casos estdn organizados por tamafios crecientes
de ligandos (desde mono hasta tetra sacaridos). Para algunos casos en particular se han
variado pardmetros como el numero de WS utilizados para construir la grilla, la estructura
del receptor y el tamafio del ligando, con el objetivo de encontrar los condiciones adecuadas
en las que el WSBDM alcance su mayor caracter predictivo. En particular, para poder
analizar visualmente los resultados de cada calculo de docking se construyeron graficos
bidimensionales de Poblacién vs. AG, (en donde cada punto es un complejo propuesto por
el programa), siendo estos dos, pardmetros claves para poder discernir la conformacién
del complejo proteina-ligando que tenga mayores chances de coincidir con el complejo
verdadero (es decir, aquel que se infiere a partir de resultados experimentales, como por
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ejemplo, difraccién de rayos-X). De este modo, el complejo correcto debiera ser aquel que
segun el calculo de docking tenga el AG,, mds negativo y el valor de Poblaciéon mds alto (o
bien, una relacién de compromiso entre ambos).

En este andlisis, se espera observar en los grédficos bidimensionales construidos, que
el complejo correcto se presente como un punto significativamente separado de los otros
(los valores mas negativos de AG, y mas grandes de poblacién), con el fin de poder
discriminarlo de los resultados falsos positivos. Por otro lado, para poder discernir de
manera cuantitativa si los resultados del cdlculo de docking coinciden con el complejo
correcto, se calculé el valor de RMSD de los atomos de carbono del ligando sacaridico para
los complejos predichos con respecto a la posicion del carbohidrato que se desprende de
la estructura cristalografica. Finalmente, se incluird una discusién global de los resultados
presentados en este capitulo.

5.3.1. Docking de monosacaridos sobre los médulos CBM32 y CBM40
de la Sialidasa Bacteriana de Clostridium Perfringens

Como se ha descripto en el capitulo 3, se puede identificar en el CBS de CBM32, 4 WS,
de los cuales tres (WS1, WS2 y WS4) son desplazados cuando la lactosa ocupa el sitio de
unién (ver tabla 5.1 y figura 3.1 Ay B para mds detalles). Utilizando esta informacién de la
estructura de solvatacién, se ha re-dockeado la galactosa sobre la estructura cristalografica
del complejo CBM32-galactosa utilizando el método de docking convencional y el método
de docking modificado (ver figura 5.2). Como puede observarse en la figura 5.2 A, en
donde se grafica la poblacion vs. AG, para los complejos predichos por el esquema de
docking convencional, el complejo propuesto con mayor exactitud (es decir, aquel complejo
en donde la posicion del ligando tenga el menor valor de RMSD respecto de la estructura
de referencia cristalografica) se encuentra en una region del grafico en donde es muy
dificil distinguirlo del resto de los otros complejos. Otro resultado interesante, es que el
punto de mayor valor de poblacién (alrededor del 50 % de los complejos predichos son
representados por este punto) posee un valor de RMSD de 3.5 A. Sin embargo, un analisis
mas detallado de la estructura, ver figura 5.2 C, muestra que el complejo predicho por el
programa de docking se encuentra rotado y desplazado de la estructura de referencia, lo
cual nos muestra, que el método de docking convencional predice de manera incorrecta la
estructura del complejo.

Los resultados que se han obtenido por el WSBDM, utilizando los 4 WS mencionados,
se muestran en la figura 5.2 B. En este caso, solo dos grupos son encontrados, entre los
cuales la diferencia de energia de unién no resulta significativa (la diferencia es de solo 0.2
Kcal/mol) y los valores de poblacion son muy similares. Se observa que el complejo mas
cercano a la estructura cristalografica (RMSD 1.1 A), que se muestra en la figura 5.2 E, no
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Tabla 5.1. Propiedades de los WS de los CBS para cada proteina utilizada

Proteina | WS WFP Rgp Run

CBM32 189 1.6 1.5
2.4 44 2.5
6.2 2.1 0.9
11.5 1.7 1.2

CBM40 17.8 1.8 0.8

85 3.1 1.7
13.6 1.7 0.7
7.5 21 1.4
6.5 35 1.3
18.8 1.7 0.8
70 22 1.6
9.1 1.5 04
41 33 1.8
185 1.5 0.3
70 24 1.3
6.6 41 23
7.7 29 1.5
88 2.8 1.2
128 19 1.4

Galectina 3

Concanavalina A

1.1 1.4 1.5

72 39 09

93 22 1.5

98 3.1 1.1

20.3 1.6 0.7

16.9 21 0.6

0 34 25 29

1 31 1.8 1.9

SP-D 3.7 08 04
8.0 09 0.7

24 0.6 21

220 0.7 0.3

241 0.6 1.8

CD44 16.0 0.8 0.7

57 08 1.0
54 0.6 0.5
12.7 1.0 0.8
27 04 21

aaphrWONDNRRUOPMWONDNRRPLPOONOOCUPRWDDROCUOUODADWODNDNRFRL,OODUDDWODNRPMWODND R
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es el de mayor valor de poblacién, ni menor valor de AG,. No obstante, el complejo que
presenta el menor valor de energia muestra que la 5-D-Galactosa se encuentra sutilmente
desplazada y rotada alrededor de 60° respecto de la estructura de referencia, como puede
observarse en la figura 5.2 D. A pesar de que para el método de docking modificado, la
estructura correcta se ubica en segundo lugar en el ranking, funciona mejor que el método
convencional.

Ahora pondremos nuestra atencién en CBM40, la cual presenta 6 WS bien definidos
en su sitio de reconocimiento de carbohidratos (ver tabla 5.1 y figura 3.2 A y B para
mas detalles). Tres de estos sitios tienen un alto valor de WFP (WS1, WS3 y WS6) y son
desplazados por el O8, C6 y el grupo carboxilato respectivamente. La figura 5.3 A muestra
el grafico de Poblacion vs. AG,, para el célculo de docking del acido sidlico sobre el receptor
de la estructura cristalina de CBM40 utilizando el método de docking convencional. Los
resultados muestran que el metédo de docking convencional, CADM, rankea en primer
lugar al complejo incorrecto ya que su valor de RMSD es de 4.7 A respecto de la referencia,
pero el segundo complejo en el ranking es el correcto (RMSD 1.1 A). Por otro lado, con
¢l método de docking modificado, WSBDM, (en donde se han utilizado los 6 WS para
modificar la grilla), el cdlculo muestra una mejor eficacia predictiva. El primer complejo
en el ranking de energia y ademads con poblacién mas alta, es el complejo correcto, con
un valor de RMSD de 0.9 A. La estructura predicha muestra al esqueleto carbonado del
monosacdrido correctamente ubicado y orientado, con su principal cadena lateral levemente
desplazada. No obstante, es importante resaltar que a pesar que su valor de poblacidén es
similar al de los otros cluster que predicen de manera incorrecta el complejo cristalografico,
es posible elegirlo en base a que presenta el menor valor de energia de unién. En resumen,
los resultados obtenidos para el docking de monosacaridos de los médulos CBM de la
sialidasa de bacteria muestran una mejora significativa utilizando el WSBDM.

5.3.2. Galectina 3

Gal-3 muestra un CBS que por lo general, une a los disacaridos Lactosa o N-Acetil-
Lactosamina, el cual presenta 6 WS (ver tabla 5.1 y figura 3.3 A y B para mas detalles).
Dos WS se encuentran claramente ubicados en el sitio de unién de Galactosa, otros tres
WS en el sitio de unién de N-acetil-lactosamina y por tltimo 1 WS se localiza entre los dos
monosacaridos sobre la unién glicosidica. Los dos WS que muestran los mas altos valores
de WFP son claramente reemplazados cada uno de ellos por el O3 del grupo -OH de GlcNAc
y el 06 de la Galactosa respectivamente. Los otros WS también se encuentran cerca de los
grupos hidroxilo de ligando a excepcién de WS6, que se encuentra cerca del C'H; del grupo
acetilo.

En un caso real es muy dificil conocer en que lugar se unird cada monosacarido. Por
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Figura 5.2. Resultado para el calculo de docking de Gal sobre la estructura cristalografica de CBM32.
Se muestra la Poblacion vs. AG,, utilizando (A) el método convencional de docking (CADM) y (B) el
método modificado (WSBDM). Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras representan el valor
de RMSD teniendo en cuenta los &tomos de carbono del ligando entre el complejo predicho por el
programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 2v72). En los
paneles inferiores, se muestra la estructura predicha para el complejo CBM32-Gal superpuesta sobre
la estructura de referencia. (C) La estructura correspondiente al complejo de poblaciéon mas alta con
el CADM predicha con un valor de RMSD de 3.5 A, (D) el complejo predicho de mds baja energia
con el WSBDM con un RMSD de 2.5 A y (E) el segundo complejo predicho de mds baja energia
con el WSBDM con un RMSD de 1.1 A. La posicién de los ligandos en los complejos predichos
por el programa de docking son mostrados en representacién de “balls and sticks” mientras que la
estructura de referencia se representa en “Licorice”. Los atomos marcados con un asterisco (en las
figuras C, D y E) corresponden a la estructura predicha, mientras que los que no estan marcados con
asterisco, a la estructura de referencia.
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Figura 5.3. Resultado para el célculo de docking del 4cido sidlico sobre la estructura cristalografica
de CBM40. Se muestra la poblacion vs. AG, utilizando (A) el método convencional de docking
(CADM) y (B) el método modificado (WSBDM). Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras
representan el valor de RMSD teniendo en cuenta los atomos de carbono entre el complejo predicho
por el programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 2v73)

consiguiente, aun para el caso de dockear un monosacarido, todo el CBS y sus WS asociados
fueron analizados. Con esto en mente, se comparara si €l método de docking convencional
(CADM) y el método modificado (WSBDM) pueden determinar correctamente el complejo
Gal3-disacarido. De este modo, se comenzara el analisis dockeando individualmente cada
monosacarido (Gal y GIcNAc) sobre todo el sitio de reconocimiento de carbohidratos de
Gal-3, luego se utilizara el disacarido completo y finalmente se evaluara la influencia en el
numero de WS sobre el eficacia del WSBDM.

5.3.3. Docking de Galactosa (Gal) sobre Gal-3

Los resultados para el docking de Gal sobre Gal-3, utilizando el CADM y WSBDM, sobre
la estructura del cristal para construir la grilla que representa al receptor, son mostrados
en la figura 5.4. Los resultados obtenidos para el CADM se muestran en la figura 5.4 A en
donde se puede observar un complejo de alta poblacién (46 %) y baja energia (sefialado
con una flecha), y con un valor de RMSD respecto de la referencia cristalografica de 3.3
A. Este es el complejo predicho que menor valor de RMSD presenta y muestra claramente
que el caracter predictivo del método convencional no es satisfactorio. Por otro lado, si se
utiliza el WSBDM, (ver figura 5.4 B), considerando los 6 WS encontrados en el CBS, los
resultados muestran una mejor eficiencia para discernir el complejo correcto de los falsos
positivos, dado que presenta el mayor valor de poblacién (aprox. 90 %) y el menor valor de
energia de unidn, difiriendo significativamente del resto de los complejos propuestos. Por
otro lado, un andlisis de su estructura muestra que la posicién del ligando es muy cercana
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al de la referencia (1.1 A).

Una mirada detenida sobre las estructuras predichas por el método convencional (CADM)
y el método modificada (WSBDM) se pueden observar en las figuras 5.4 C y D respec-
tivamente en donde se muestra que para CADM la mejor prediccién de la posicién del
anillo de la galactosa se encuentra correctamente ubicado en el sitio de unién, pero rotado
180 °; mientras que el complejo predicho por WSBDM coincide casi perfectamente con la
estructura de referencia cristalografica. En conclusidn, los resultados muestran claramente
que el WSBDM es capaz de predecir correctamente la estructura del complejo Gal-3:Gal,
mientras que el CADM no.

5.3.4. Docking de N-Acetil-Glucosamina (GlcNAc) sobre Gal-3

De manera andloga al calculo descripto en la seccion previa, se utilizé el CADM y WSBDM
para el ligando GlcNAc, observandose que los resultados obtenidos no son satisfactorios
en ninguno de los dos casos. Por un lado, con el CADM no se observa un outlier de
Poblaciéon/AG, que permita diferenciar el mejor complejo predicho por Autodock del resto
de los complejos. El complejo con la mds alta poblacidn (22 %) es cercano al de mds baja
energia y tiene un valor de RMSD respecto de la estructura de referencia de 5 A. Mientras
que el complejo con menor energia, que estd mas cercano a la estructura de referencia,
no es facilmente identificable. Por otro lado, el método modificado muestra resultados
sutilmente mejores pero aln no satisfactorios. Por consiguiente, ambos métodos fallan para
predecir correctamente el sitio de docking de GIcNAc dentro del sitio de reconocimiento
de carbohidratos de Gal-3. La razén de estd falla este posiblemente originada en el hecho
de que GlcNAc tiende a ser ubicada cerca o mds bien sobre el sitio que ocupa la galactosa,
como es evidenciado a partir de que los valores de RMSD con respecto a la Gal, estan
aproximadamente en el rango 2.5-2.6 A. Un anélisis estructural sobre estos complejos
propuestos, en conjunto con el detalle de los términos energéticos muestra que el término
de vdW contribuye favorablemente a la energia de unién, originado principalmente por el
contacto entre la cara hidrofébica del carbohidrato con la cadena lateral del Trp68 (esto no
resulta llamativo, ya que como se revela en base al trabajo de Guardia et al.,'® este es un
residuo clave para la interaccidn Galectina-carbohidrato). Adicionalmente, se observa en
base al andlisis de la estructura rayos-X de los complejos cristalizados con monosacaridos
para otras galectinas (por ej.Gal-10), que la posicién que toma el monosacarido en el
complejo es tal que favorezca esta interaccidon hidrofébica.

Esta observacién nos condujo a repetir las simulaciones de docking agregando una
restriccidon adicional de aproximadamente 2 kcal/mol al &tomo de O4 de la GIcNAc en la
posicidn del enlace glicosidico, con la galactosa ocupando el CBS en su posicién cristalogra-
fica. Los resultados que se desprenden de la figura 5.5 muestran que el CADM no es efectivo
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Figura 5.4. Resultado para el célculo de docking de Gal sobre la estructura cristalogréfica de Gal-
3. Se muestra la poblacién vs. AG, utilizando (A) el método convencional de docking,CADM y
(B) el método modificado, WSBDM. Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras representan
el valor de RMSD teniendo en cuenta los dtomo de carbono entre el complejo predicho por el
programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 1A3K). En
los paneles inferiores se muestra: la estructura predicha para el complejo Gal3-Gal superpuesta
sobre la estructura de referencia. (C) La estructura correspondiente al complejo de poblacién mas
alta con el CADM predicha con un valor de RMSD de 3.3 A. y (D) el segundo complejo predicho de
mas baja energia con un RMSD de 1.1 A. La posicién de los ligandos en los complejos predichos por
el programa son mostrados en representacién de “balls and sticks” mientras que la estructura de
referencia se representa en “Licorice”. Los atomos marcados con un asterisco (en las figuras C y D)
corresponden a la estructura predicha, mientras que los que no estan marcados con asterisco, a la
estructura de referencia.

98



CAPITULO 5. MEJORA DE LOS METODOS DE PREDICCION DE LA ESTRUCTURA

LECTINA-CARBOHIDRATO
Ai 00 T T T T T T T T T T T B 100 T v -
80F - S0+ .
z oof 1 = eof i M
E é RMSD: 1.0 A
£ 40 4 £ 40f -
£ \ £
. o . o o
20FRMSD: 7.8 A RMSD: 1.4 A ll 20+ RMSD: 4.4 A RMM:: 4.0 A
e MSD: 4.
RMSD:93A® _ ©® ® ] [ 1
o s % ee ?° . afe o | " . , . , ‘
-5 -4.5 -4 -3.5 -3 -2.5 -2 -5.5 -5.25 ]
AG (Kcal/mol) AG (Kcal/mol)

hinding binding

Figura 5.5. Poblacion vs. AG,, para el calculo de docking de GlcNAc sobre la estructura cristalografica
de Gal-3, con la galactosa unida en su sitio de unién y agregando una restriccién armonica a la
posiciéon del O4 de GlcNAc para considerar el enlace glicosidico (A) utilizando el CADM y (B) y el
método modificado (WSBDM). (C) Resultado para el cédlculo de docking de N-acetil-lactosamina
sobre una foto elegida al azar de la dindmica molecular del receptor de Gal-3 utilizando el CADM
y (D) WSBDM. Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras representan el valor de RMSD
teniendo en cuenta los dtomos de carbono entre el complejo predicho por el programa de docking y
la estructura cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 1A3K).

al momento de posicionar correctamente al GlcNAc. Sin embargo, el método modificado
muestra una mejor eficacia, identificando en este caso la estructura del complejo (RMSD de
1.0 A) como el complejo de mayor poblacién y ordenado en 2° lugar respecto de la energfa,
aunque con una diferencia menor a 0.5 kcal/mol en comparacion con el complejo de mejor
interaccion.

5.3.5. Docking de N-Acetil-Lactosamina (LAcNAc) sobre Gal-3

Los resultados para el docking del disacdrido LAcNAc sobre Gal-3, con el CADM y
WSBDM utilizando los seis WS y la estructura cristalografica del receptor en el complejo
cristalografico, asi como conformaciones seleccionadas al azar a partir de un cdlculo de
dindmica molecular de la proteina libre para construir la grilla correspondiente al receptor,
se muestran en la figura 5.6. Los resultados muestran claramente que el CADM (ver figura
5.6 Ay C) es incapaz de dockear correctamente el disacarido, ain cuando un cdlculo de
redocking es realizado sobre una grilla construida sobre la estructura del receptor obtenida
a partir de la estructura del complejo dilucidada por cristalografia de rayos-X. No se destaca
ninguin complejo y aquel de mayor valor de poblacién o mejor energia de interaccién
(valores més negativos), muestran valores de RMSD >5 A comparado contra el sistema de
referencia. Las estructuras superpuestas (5.6 E) muestran que el CADM predice el complejo
con la GlcNAc desplazada hacia el sitio de uniéon de Gal. Por otro lado, el WSBDM es
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claramente capaz de predecir el complejo correcto (figura 5.6 B), y en donde la estructura
correspondiente se superpone con la estructura de referencia. Como se muestra en la figura
5.6 F, la estructura predicha muestra un ajuste casi perfecto, ubicando ambos anillos de
los azucares correctamente y aun la cadena lateral N-acetilo con la orientacién apropiada.
Adicionalmente, también se probo el método pero eligiendo aleatoriamente conformaciones
exploradas por la proteina libre para construir las grillas, observandose que también se
obtiene una mejora en la capacidad predictiva del método, ya que como puede apreciarse
en las figuras 5.6 C y D, a diferencia del CADM, para el WSBDM una estructura del complejo
se destaca en el grafico de poblacion vs. energia, mostrando un valor de RMSD respecto de
la estructura de referencia <1 A.

La excelente eficiencia del WSBDM utilizando los 6 WS descriptos arriba, nos ha
llevado a preguntarnos sobre la capacidad predictiva del método en relacién al nimero
de WS utilizados para modificar la grilla. De esta manera, basandonos en los resultados
presentados en el capitulo 3, donde se muestra que los WS reemplazados por los -OHs
del ligando tienen usualmente un alto valor de WFP y un bajo valor de Ry, surge una
clara manera de seleccionar los WS para utilizar el WSBDM. La figura 5.7 muestra que
los resultados para el calculo de docking de LAcNAc sobre el CBS de Gal-3, incluyendo en
el WSBDM un solo WS, aquellos de mayor valor de WFP, WS4 y WS2 (ver figura 5.6 Ay
B respectivamente), WS2 y WS4 juntos (ver figura 5.6 C) o tres correspondiendo a WS1,
WS2y WS4 (ver figura 5.6 D). Los resultados muestran que cuando se utiliza solamente
un WS, los mismos son fuertemente dependientes de qué WS fue incluido para modificar
la grilla convencional de Autodock4. Por ejemplo, cuando solo el WS2 es utilizado, el
complejo de mayor poblaciéon y menor energia no es una buena prediccion del complejo
correcto, apareciendo la misma en segundo lugar con el segundo valor de poblacién mds
alto respecto de las otras estructuras. Por otro lado, cuando solo se utiliza el WS4, el
complejo predicho con mayor poblacién (ordenado en 2° lugar en términos de energia) es
correctamente predicho (RMSD contra la referencia de solamente 0.5 A). Utilizando ambos
WS, los resultados mejoran significativamente, con un claro complejo que se destaca del
resto (30 % en poblacion y la mejor energia de interaccién) con un valor de RMSD con
respecto a la estructura de referencia de 0.6 A.

Finalmente, si se utilizan tres WS, los resultados mejoran con respecto al uso de 2
WS, aunque no de manera significativa. Por consiguiente, estos resultados parecieran
sugerir que al menos 1 WS por monosacarido es necesario incluir para producir una mejora
considerable en el caracter predictivo del esquema convencional de docking. En resumen,
para el presente caso, el WSBDM mejora de manera sustancial la calidad predictiva del
meétodo de docking y utilizar el disacdrido completo parece ser una mejor estrategia que
solo utilizar los monosacaridos por separado.
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Figura 5.6. Resultado para el célculo de docking de LAcNAc sobre la estructura cristalogréfica de
Gal-3 utilizando (A) el metéddo convencional de docking (CADM) (B) y el modificado (WSBDM).
(C) Resultado para el calculo de docking de LAcNAc sobre una conformacion elegida al azar de
la dindmica molecular del receptor de Gal-3 utilizando el CADM y (D) WSBDM. Las etiquetas
sobre los puntos de ambas figuras representan el valor de RMSD teniendo en cuenta los d&tomo de
carbono entre el complejo predicho por el programa de docking y la estructura cristalografica del
complejo de referencia (PDB ID 1A3K). En el panel inferiores, se muestra la estructura predicha
para el complejo Gal3/N-acetil-lactosamina superpuesta sobre la estructura de referencia. (E) La
estructura correspondiente al complejo de energia mds baja con el CADM predicha con un valor
de RMSD de 4.6 A y (F) el complejo predicho de mas baja energia para el WSBDM con un RMSD
de 0.5 A. La posicién de los ligandos en los complejos predichos por el programa son mostrados
en representaciéon de “balls and sticks” mientras que la estructura de referencia se representa en
“Licorice”.
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Figura 5.7. Resultado para el célculo de docking de LAcNACc sobre la estructura cristalogréfica de
Gal-3 utilizando un nimero diferente de WS para construir la grilla modificada. En todos los casos
se muestran los graficos de Poblacion vs. AG,,. (A) Solo utilizando el WS2; (B) solo el WS4, (C)
Utilizando los WS2 y WS4 y en (D) Utilizando los WS1, WS2 y WS4. Las etiquetas sobre los puntos
de ambas figuras representan el valor de RMSD teniendo en cuenta los dtomos de carbono entre
el complejo predicho por el programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de
referencia (PDB ID 1A3K).
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5.3.6. Docking de trimanodsido sobre Concanavalina A (Con-A)

Como se muestra previamente, Con-A presenta 11 WS con alto valor de WFP en el
CBS. Tres de estos sitios de hidratacién, WS7, WS8 y WS9, son reemplazados por los
atomos 05, O6 y O3 de la primera manosa, los cuales establecen un total de 4 interacciones
puente de hidrégeno con el receptor. El O2 de la segunda manosa claramente desplaza
las aguas que ocupan el WS1 y el O4 las aguas que ocupan el WS5, mientras que el O4
desplaza el WS6 (ver tabla 5.1 y figura 3.4 A y B para mds detalles). Sobre la base del
estudio hecho en Gal-3 mostrado en la seccion previa, se decidid utilizar directamente
el trisacarido. En la figura 5.8 se muestran los resultados para el CADM y WSBDM del
calculo de docking del trimandsido pudiendo observarse que para el CADM, el cluster
de mayor poblacion y menor energia no da como producto el resultado correcto, ya que
que el valor de RMSD respecto de la estructura de referencia es de 6.9 A. Solamente el
segundo cluster, de mayor poblacién, el cudl también muestra un valor bajo de energia,
predice una estructura mds cercana al valor de referencia, con un valor de RMSD respecto
de la referencia de aproximadamente 3.4 A. Est4 estructura, mostrada en la figura 5.8 C,
muestra al trimandsido considerablemente desplazado y cercano a la proteina, aunque esta
correctamente orientado, con cada monosacarido se encuentra cercano a su sitio de union.
Nuevamente, como puede observarse en la figura 5.8 B, los resultados muestran una mejora
significativa con el WSBDM en donde el complejo de energia mas baja estd claramente
separado de los otros resultados y muestra un valor de RMSD de solamente 1.1 A. Por otro
lado, la figura 5.8 D muestra la estructura del complejo predicho, la cual es muy similar
a la del complejo cristalografico, con las dos manosas perfectamente ubicadas en el lugar
correcto y la tercera levemente desplazada.

Del mismo modo que para el el caso de Gal-3, se utilizo Con-A para analizar la relaciéon
entre el numero de WS utilizados para construir la grilla del WSBDM vy la precisién de
los resultados obtenidos. Para esto es importante elegir los WS de manera tal que nuestro
conocimiento previo sobre la estructura del complejo no sesgue la elecciéon de los mismos.
La primera eleccién, como fue previamente mencionado, seria considerar aquellos WS
con alto valor de WFP y bajo valor de Ryy. Sin embargo, para CBS grandes, que unen tri
o tetrasacaridos, la eleccion de los WS que cubren todo el CBS no parece ser una buena
eleccion. Los datos mostrados previamente nos dicen que hay 5 WS con alto valor de
WFP (10 veces mayor que en el seno del solvente o mayor) que pueden agruparse en dos
conjuntos, cada uno de ellos en cada extremo del CBS. El primer grupo contempla a los
WS7, WS8 y WS9, mientras que el otro conjunto incluye a los WS3 y WS6 respectivamente.
Por consiguiente, se han realizado los cdlculos de docking utilizando el WSBDM para
el trimandsido construyendo grillas modificadas seleccionando un WS (él de mas alta
probabilidad de ambos conjuntos, por ejemplo WS8 o WS3) 6 2 WS (combinando ambos) o
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Figura 5.8. Resultado para el célculo de docking del trimanosido sobre la estructura cristalografica
de Con-A. Se muestra la poblacién vs. AG, utilizando (A) el método convencional de docking
(CADM) y (B) el método modificado (WSBDM). Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras
representan el valor de RMSD teniendo en cuenta los dtomos de carbono entre el complejo predicho
por el programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 10NA).
En los paneles inferiores, se muestra la estructura predicha para el complejo del ConA-trimandsido
superpuesta sobre la estructura de referencia. (C) La estructura correspondiente al mejor complejo
(en términos de RMSD) con el CADM predicha con un valor de RMSD de 3.4 A. y (D) el complejo
mejor rankeado para el WSBDM con un RMSD de 1.1 A.la posicién de los ligandos en los complejos
predichos por el programa son mostrados en representacion de “balls and sticks” mientras que la
estructura de referencia se representa en “Licorice”.
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3 WS (seleccionando el mejor WS de cada grupo, WS3, WS8 y WS1) y también los 5 WS de
mas alto valor de WFP. Los resultados muestran que cuando se utiliza tinicamente un WS,

el método atin es capaz de predecir correctamente la estructura del complejo, pero este
resultado depende fuertemente del WS seleccionado. Si solo se utiliza el WS8, el complejo
de menor energfa muestra un valor de RMSD contra la referencia muy bajo (RMSD 0.9 A),
pero si se utiliza inicamente el WS3, los resultados finales no son satisfactorios (ver figura
5.9 Ay B). Los resultados con 2 y 3 WS son claramente mejores que los obtenidos con el
CADM, pero cuando se utilizan solo 2 WS el mejor complejo tiene un valor alto de RMSD
respecto de la estructura de referencia, comparado con el caso donde solamente el WS8 es
utilizado para construir la grilla (ver figura 5.9 C). Con tres WS, aunque el complejo de
menor energia es una mala prediccidn del complejo correcto, el segundo complejo de menor
energia corresponde al complejo correcto (ver figura 5.9 D). Finalmente, cuando se utilizan
los 5 mejores WS (figura 5.9 D), los resultados son similares (atin en términos de RMSD)
a aquellos obtenidos con todos los WS, con el complejo de menor energia claramente
separado del resto en términos de energia/poblacion y con un bajo valor de RMSD con
respecto a la referencia cristalografica (RMSD de 2.1 A).

En conjunto, estos resultados sugieren que cuando solo unos pocos WS son utilizados,
el caracter predictivo del método varia significativamente. Esto no es sorprendente, dado
que no todos los WS son reemplazados par los grupos -OHs del ligando. Por consiguiente,
parece ser que la mejor eleccién es utilizar muchos WS, al menos uno por monosacarido.
Por ultimo, del mismo modo que para Gal-3, se ha repetido el cdlculo de docking en las
mismas condiciones pero utilizando distintas conformaciones del receptor obtenidos a partir
de la simulacién de dindmica molecular de la proteina libre. Los resultados muestran que
el CADM es incapaz de predecir correctamente la estructura del complejo. En cambio, los
resultados obtenidos para el WSBDM son mejores, pero no tan buenos como los obtenidos
para el receptor en la conformacion aportada por la estructura cristalografica del complejo.

5.3.7. Docking de maltotriosa sobre la proteina surfactante D (SP-D)

Como otro caso de prueba para trisacaridos, se ha seleccionado a la proteina SP-D. Esta
proteina es un lectina de tipo C que presenta un dominio de unién a carbohidratos, capaz
de unir maltotriosa (ver Figura 5.2 F). En ella se han identificado 5 WS en el CBS (tabla
5.1), dos de los cuales muestran un alto valor de WFP. Los resultados para el docking de
maltotriosa al CBS de SP-D utilizando tanto el CADM como el WSBDM muestran que para
el CADM, el complejo de menor energia es predicho lejos del sitio de unién (RMSD 4.1 A
respecto de la estructura de referencia), con solo uno de los monosacaridos (nimero 3)
correctamente ubicado. Muy cercano en energia y poblacién a estd estructura, se encuentra
el segundo complejo el cual estd mucho mas cerca de la estructura de referencia (RMSD
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Figura 5.9. Resultado para el cdlculo de docking del trimandsido sobre la estructura cristalografica
de Con-A utilizando un numero diferente de WS para construir la grilla modificada. En todos los
casos se muestran los graficos de Poblacién vs. AG,. (A) Solo utilizando el WS3; (B) el WSS, (C)
Utilizando el WS3 y el WS8 y (D) utilizando el WS1, WS3 y WS8. Finalmente, se muestra en el
grafico (E) los resultados a partir de la grilla construida utilizando los WS3, WS6, WS7, WS8 y
WS9. Las etiquetas sobre los puntos de ambas figuras representan el valor de RMSD teniendo en
cuenta los &tomos de carbono entre el complejo predicho por el programa de docking y la estructura
cristalografica del complejo de referencia (PDB ID 1A3K).
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de 1.8 A) y el cual ubica los monémeros correctamente. Por otro lado, el WSBDM, ordena
claramente el complejo que esta mas cercano a la estructura de referencia (con un RMSD
de 1.8 A) en primer lugar, con un valor de energia de unién significativamente menor y un
valor de poblacién mayor que el resto de los complejos predichos. Una inspeccién visual de
los resultados obtenidos en relacién a la estructura de referencia, muestra claramente que
los tres monosacaridos que conforman el ligando se encuentran correctamente posicionados
y orientados en sus respectivos sitios de union, con el tercero mostrando una coincidencia
perfecta mientras que los otros dos levemente corridos. Claramente, el WSBDM permite
una clara prediccién de la estructura del complejo.

5.3.8. Docking de Hialuronato (HA,) sobre CD44

Como caso final de estudio se ha seleccionado CD44, un receptor presente la super-
ficie celular que une acido hialurénico. La estructura cristalina del complejo muestra un
dominio de reconocimiento de carbohidratos que une un octasacdrido. Sin embargo, so-
lamente 4 monosacaridos estdn en contacto directo con la proteina y por consiguiente,
fueron utilizados como ligandos para el calculo de docking, resultando en dos unidades
disacdridicas repetidas: acido S-D-Glucoronico y (3-D-N-Acetil-Glucosamina, unidos a través
de enlaces glicosidicos alternados 5-1,4 y (3-1,3 (ver figura 5.1 D). Ademas, dado que tanto
la estructura del complejo y del receptor libre (apo-proteina) se encuentran resueltas por
difraccién de rayos-X y depositadas en el protein data bank, se ha probado la variabilidad
de los resultados para estos dos casos.

Para realizar el WSBDM, como en el caso previo, primero se determino el mapa de
solvataciéon del CBS. La simulacion de dinamica molecular de la apo-proteina en solvente
explicito muestra que el CBS contiene 5 WS (como se puede observar en la tabla 5.1)
de los cuales, dos presentan un alto valor de WFP y otros dos con un valor intermedio
(aproximadamente 5 veces mayor que en el seno de la solucién).

Los resultados para el CADM muestran que hay una moderada variabilidad de los
mismos dependiendo de la estructura elegida para realizar el cdlculo de docking. El docking
de H A, tomando al receptor sobre la estructura cristalografica del complejo, permite una
correcta identificacion de la posicion correcta del ligando (RMSD de solamente 1.0 A) con
la energia mds baja y el valor de poblacién mds alta (alrededor del 40 % ). No obstante,
si se utiliza la estructura del receptor cristalizada sin ligando, es interesante notar que
el complejo predicho de mas baja energia muestra al ligando posicionado al revés y con
un valor de RMSD de 11.4 A, prediciendo a la estructura correcta en segundo lugar (ver
figura 5.10 Ay C).E1 WSBDM, por su parte, muestra una mejora significativa para ambos
casos, dando como resultado los complejos de mds alta poblacién para las estructuras mejor
rankeadas y con menor valor de RMSD contra la referencia cristalografica. Aun para el
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cdlculo de docking de la apo-estructura, el WSBDM ordena la estructura correcta en primer
lugar (ver figura 5.10 B) y la estructura predicha con el ligando al revés estd posicionada en
segundo lugar mostrando también un valor de poblacidén alto. La estructura mejor ordenada
para el WSBDM se muestra en la figura 5.10 D donde es posible observar una superposicion
casi perfecta con la estructura cristalografica, para el tetrasacdarido completo.

Finalmente, se evaluo esta estrategia sobre conformaciones tomadas de manera aleatoria
desde la dinamica molecular de la apo-proteina, observandose una correcta prediccién de
la estructura del complejo con el WSBDM, mientras que el CADM sigue siendo incapaz de
predecir la estructura correcta.

5.4. Discusion

El proposito del presente capitulo fue analizar si la informacién de la estructura del
solvente en el CBS, derivada a partir de simulaciones de dindmica molecular en solvente
explicito y descripta mediante la caracterizacion de los WS, podria ser utilizada para mejorar
la eficiencia de los esquemas de docking convencionales, utilizados para la prediccién de
la estructura de los complejos proteina-carbohidrato. Con este propdsito, comparamos la
calidad de los resultados obtenidos utilizando el método de docking convencional (CADM)
con aquel en el que se ha incluido la informacién del mapa de solvatacién (WSBDM), en
cuanto a su capacidad de predecir correctamente la estructura de los complejos, y ademas
de poder identificar la misma de los numerosos falsos positivos que se arrojan como posibles
resultados, utilizando para ello diferentes proteinas que unen carbohidratos y con ligandos
que varian en tamafio desde monosacdridos hasta tetrasacaridos.

En total, se realizaron mas de 30 cdlculos de docking en donde se vario el tamafio del los
ligandos, la estructura del receptor y el nimero de WS utilizados para modificar el esquema
de docking convencional. A continuacidn se presenta un analisis global de los resultados:

5.4.1. Analisis general de los resultados obtenidos

Un resumen de todos los resultados obtenidos en el presente capitulo se condensan
en la figura 5.11. Por un lado, la figura 5.11 A muestra los valores de RMSD del ligando
respecto de la referencia cristalografica para el complejo de menor energia predicho por
el CADM (columnas negras) y el WSBDM (columnas rojas). En segundo lugar, se grafico
el valor de RMSD para el complejo predicho con menor valor de RMSD entre todos los
clusters, con CADM (columnas grises) y WSBDM (columnas naranjas). De este modo, los
resultados mostrados en la figura 5.11 A, muestran que existe una clara diferencia en la
capacidad predictiva entre los dos métodos. Mientras que aquellos complejos que el CADM
ordena primero (columnas negras) representan una estructura incorrecta (RMSD mayor a
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Figura 5.10. Resultado para el cédlculo de docking del tetrasacdrido hialuronato sobre la estructura
cristalogréfica de CD44. Se muestra la poblacién vs. AG,, utilizando (A) el método convencional de
docking (CADM) y (B) el método modificado (WSBDM). Las etiquetas sobre los puntos de ambas
figuras representan el valor de RMSD teniendo en cuenta los 4&tomos de carbono entre el complejo
predicho por el programa de docking y la estructura cristalografica del complejo de referencia
(PDB ID 2JCP). En los paneles inferiores, se muestra la estructura predicha para el complejo del
CD44-hialuronato superpuesta sobre la estructura de referencia. (C) La estructura correspondiente
al complejo mejor rankeado con el CADM predicha con un valor de RMSD de 11.4 A. y (D) el
complejo mejor rankeado con un RMSD de 0.7 A. La posicién de los ligandos en los complejos
predichos por el programa son mostrados en representacion de “balls and sticks” mientras que la
estructura de referencia se representa en “Licorice”.
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Figura 5.11. Para todos los célculos de docking realizado se muestra (A) El valor de RMSD para
el complejo predicho de mds baja energia, es decir el mejor rankeado y para el de menor valor de
RMSD para el CADM en columnas negras y grises respectivamente. Para el WSBDM, se muestran
lo mismo, es decir el valor de RMSD complejo predicho de mas baja energia y para el de menor
valor de RMSD pero en columnas rojas y naranjas respectivamente. En la figura (B), se muestra el
grafico de AAG, vs. APop para los calculos de docking realizados con el CADM (puntos negros) y
el WSBDM (puntos rojos). Ver el texto para la definicién de AAGpy APop

2 A), los complejos ordenados en primer lugar con el WSBDM (columna roja) estan cerca
(RMSD entre 2 A y3 Ao muy cerca (menor a 1 A) respecto de la estructura de referencia.
Ademads, para la mayor parte de los casos, en el WSBDM los complejos que tienen el menor
valor de RMSD con respecto a la estructura de referencia, usualmente tienen el menor
valor de energia (comparar columnas rojas con columnas naranjas en la figura 5.11 A). Es
interesante notar que si se observa el complejo mejor posicionado en el ranking, no es en la
mayoria de los casos el de menor valor de RMSD para el CADM , mostrando los mismos
amplias diferencias (comparar columnas negras y grises para el CADM). No obstante,
para el WSBDM, existe una buena correlacién (comparar columnas rojas y naranjas). Por
consiguiente, la principal dificultad de Autodock4 no parece estar en su capacidad de
encontrar el complejo correcto, pero si en su capacidad de rankear correctamente al mismo
entre las numerosas posibilidades generadas por el algoritmo genético, de acuerdo al valor
de energia libre de unién, un hecho que también es observado en otros trabajos.*% 1920
Esta observacion es consistente con los resultados generales presentados en este trabajo,
los cuales muestran que la modificacién a la funciéon de puntuacion de Autodock4, que
determina la energia libre de unién, genera una mejora significativa en los resultados
obtenidos.

Por otro lado, la figura 5.11 B pone énfasis en poder analizar la capacidad predictiva del
método en relacion a su precision. Para ello, se ha calculado la diferencia en la energia de
union predicha (AAG) y la diferencia en la poblacién (A P) para el mejor complejo (aquel
con el menor RMSD) y el mejor rankeado de los complejos predichos, es decir, aquel que
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presenta menor valor de energia de unién. En caso de que este sea ademas el que presenta
menor valor de RMSD con respecto a la referencia cristalografica, se toma la diferencia con
el segundo complejo de menor energia. Por consiguiente, un valor de AAG menor a cero,
implica que el complejo de menor valor de RMSD tiene un valor de energia libre de unién
mas bajo que el resto de los complejos predichos y la magnitud del valor de AAG refleja
la diferencia entre el complejo mejor predicho y el primer falso positivo. Por otro lado, un
valor positivo de AAG significa que el mejor complejo tiene una energia de interaccién mds
alta respecto de aquel rankeado primero indicando que la mejor prediccién es incorrecta.
De manera analoga, un valor de AP positivo, significa que la mejor prediccion tiene un
valor de poblacion mayor comparado con los otros complejos predichos, mientras que un
valor negativo de AP significa que la mejor prediccién tiene un valor de poblacién mds bajo
con respecto a las otras predicciones incorrectas. De este modo, los resultados localizados
en la esquina superior izquierda del grafico mostrado en la figura 5.11 B corresponden a
aquellos casos en los que el complejo correcto es rankeado correctamente (es decir, tiene
el menor valor de energia de unién y el mayor valor de poblacién) y por lo tanto ubica
correctamente al ligando dentro del CBS (RMSD menor a 1 A respecto de la referencia)
correspondiendo estos cdlculos a resultados exitosos, en el sentido que los mismos podran
predecir correctamente la estructura del complejo proteina-carbohidrato.

Una inspeccion general del grafico presentado en la figura 5.11 B muestra indudable-
mente que el WSBDM (puntos rojos) tiene una mejor eficiencia en cuanto a predecir el
complejo correcto segun los datos de cristalografia que el CADM (puntos negros), con
la mayor parte de los resultados localizados en la esquina superior izquierda (grupos A
y B). Unicamente dos resultados computados con el WSBDM se ubican en el cuadrante
inferior-derecho del grafico (grupo C), correspondiendo al caso de CBM32 utilizando tanto
la estructura del receptor aportada para la estructura cristalografica del complejo o alguna
elegida a partir de la simulacién de dindmica molecular para construir la grilla. Un anélisis
mads detallado de los resultados obtenidos para el WSBDM nos permite identificar un primer
grupo de resultados (grupo A) donde el complejo correcto es predicho con al menos 1
kcal/mol por debajo del resto de los complejos y con un valor de AP mayor al 25 %, lo
cual muestra claramente que los complejos correctos son facilmente identificables del resto
de falsos positivos dado que los mismos se comportan como outliers en la distribucién de
datos que representan el total de los complejos predichos.

Todos los resultados que pueden ser agrupados dentro de este conjunto corresponden
ademads, a aquellos escenarios donde se hizo redocking, es decir que la estructura del recep-
tor que se utilizo para construir las grillas es aquella que estaba previamente cristalizada
con el ligando. El grupo B incluye a la mayoria de los resultados obtenidos por el WSBDM
cuando la estructura del complejos fue tomada a partir de una simulacién por dinamica
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molecular, un resultado que no es del todo inesperado. Para este caso, la diferencia en la
energia libre de unién y el valor de poblacién es pequefio. Finalmente, es de destacar que el
unico resultado generado por el CADM que pertenece a este grupo, corresponde al calculo
de docking de H A, sobre CD44, tomando la estructura cristalogréfica del complejos para
construir la grilla.

5.4.2. Efecto del tamaiio del ligando

Cuando se comparan los resultados en su conjunto en relacién al tamafio de ligando,
la correcta prediccidon de la uniéon de los monosacaridos parece ser mas dificil que
para carbohidratos mas largos. Esto se evidencia en CBM32 cuando aun el WSBDM
falla en ordenando correctamente la estructura correspondiente a lo revelado por los
datos experimentales aportados por cristalografia de rayos-X. Ademas, en el caso de Gal-
3, se observa que utilizar el disacdrido es claramente una mejor opcién que utilizar los
monosacaridos por separado. Por otro lado, los resultados de docking para los casos en
los que se utiliza tri y tetra-sacaridos son los mas precisos, ya que los complejos predichos
tienen un bajo valor de RMSD con respecto a la referencia y ademas el complejo correcto
rankea primero con respecto a la energia. Por consiguiente, también para este caso, utilizar
azucares largos parece ser una mejor idea que utilizar los monosacaridos individualmente.

Sin embargo, es importante notar, que este no siempre es el caso, en particular cuando se
incrementa el tamafio del aztcar, dado que el algoritmo genético que Autodock utiliza
para explorar todas las posibles configuraciones del ligando en el sitio de uniéon
comienza a fallar cuando el numero de grados de libertad torsionales del ligando
se incrementan (en particular, con un numero de grados de libertad torsionales mayor
a 8-10, la exploracion del espacio configuracional ya no es tan eficiente). Teniendo en
cuenta que cada monosacarido agrega al menos 2 grados de libertad torsionales, para
tetrasacdridos o ligandos mas grandes, dockear pequeias partes del hidratos de carbono
(di- o tri-sacaridos), con una restriccion armoénica de algunas kcal/mol sobre los atomos de
oxigeno del azucar que estan involucrados en la unién glicosidica, parece ser una mejor
estrategia que utilizar el carbohidrato completo.

5.4.3. Efecto del numero y caracteristica de los WS utilizados

Si consideramos ahora el nimero de WS a utilizar, los resultados muestran que el uso de
todos los WS parece ser una mejor decisidon que utilizar solo algunos. Y aunque es posible
predecir correctamente la estructura del complejo con solamente un WS, los resultados son
muy dependientes de qué WS se seleccione. Sin embargo, con el objetivo de determinar
cuantos WS deben ser determinados, caracterizados y utilizados en el WSBDM para un
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caso particular, como regla general podria decirse que se deben utilizar 1 o0 2 WS por
subunidad monosacaridica. Sin embargo, es importante elegirlos de manera tal que
estén extendidos sobre todos el CBS.

Por ultimo, se debe destacar que no resulta llamativo que se observen mejoras signi-
ficativas si solo se eligen aquellos WS con un alto valor de WFP, con una sutil mejora si se
eligen aquellos de bajo valor de WFP, dado que la funcién que introduce el modificacién de
las funciones de puntuacion originales de Autodock4 son pesadas por el valor de WFP (ver
ecuacion 2.11)

5.4.4. Como utilizar el WSBDM

En estd seccion describiré brevemente como aplicar el WSBDM para un problema en
particular comenzando desde la estructura del receptor y el ligando por separado.

El protocolo puede ser planteado en 4 pasos: (1) Calcular WS (lo que puede hacerse
de manera automdtica con el programa de clusterizacion de aguas que se describe en el
capitulo 2; (2) seleccionar los WS para modificar la grilla que se construye a partir del
receptor; (3) realizar el WSBDM vy (4) analizar los datos.

1. En primer lugar, la estructura del receptor debe ser sometida a una simulaciéon de
dindmica molecular en aguas explicitas alrededor de 20-40 ns. Desde la simulacion,
los WS adyacentes al sitio de reconocimiento de carbohidratos (CBS) de la proteina

deben ser determinados y caracterizados.

2. Los sitios de hidrataciéon (WS) deben ser analizados y aquellos que tienen un valor
alto de WFP (usualmente mayor a 5) deben ser seleccionados. Los WS elegidos deben
estar bien distribuidos sobre toda la extensién del CBS y el nimero de WS debiera
estar en el rango de 1-2 WS por monosacdrido. Las grillas debieran ser construidas
sobre diferentes estructuras del receptor de la dindmica molecular de la proteina
libre, y finalmente todos esos resultados debieran ser analizados en su conjunto
seleccionando aquellos complejos de menor energia y mayor poblacién

3. Para cada grilla, entre 100-200 cdlculos de docking individuales deben ser realizados
y clusterizados tal como se describe en el capitulo 2 .

4. Para analizar los datos, se deben construir los graficos de poblacién vs. AG,, prestando
particular atencién a aquellos puntos que son outliers, los cudles tienen un valor
significativamente menor de energia de unién y mayor de poblacién que el resto de
los otros resultados (AAGg >1 kcal/mol y APop >25% ). Si no se observan cluster
outliers, un numero diferente de fotos o WS debieran ser utilizados para reconstruir
las mapas de energia. Un complejo confiable debiera aparecer como el mejor rankeado
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utilizando diferentes configuraciones del receptor, y una vez que ha sido encontrado,
este debiera mantenerse como el mejor rankeado cuando se incrementa el nimero de
WS que se utilizan para reconstruir el mapa de energia.

Como una observacion final, es importante discutir el costo computacional requerido
para utilizar el WSBDM respecto del CADM. Una vez que los mapas de energia fueron
construidos, realizar el calculo de docking lleva la misma cantidad de tiempo con ambos
métodos. Sin embargo, mientras que construir la grillas con el método de docking con-
vencional requiere solamente una unica estructura del receptor, para construir el mapa de
energia modificado por los WS, debe realizarse y analizarse una simulacién de dindmica
molecular. No obstante, actualmente, el tiempo de computo requerido para realizar una
simulacién de dindmica molecular no es un limitante, requiriéndose aproximadamente
para una proteina de tamafio medio como Gal-3, CBM40 o Con-A aproximadamente 8 hs
por cada ns en un CPU de 8 nticleos, y por consiguiente utilizando 32 nucleos, en donde
se ha visto que el cddigo de AMBER escala linealmente, se toma menos de 1 semana en
realizar una simulacién de DM de alrededor de 50 ns. Finalmente, es interesante comentar
que con la implementacién de los algoritmos de simulacién de dindmica molecular en GPU
(graphic processing unit), este tiempo de computo se reduce un par de horas. Finalmente,
la determinacién del mapa de solvatacion del CBS, el cdlculo de WFP y Ry, lleva entre
10 minutos y 1 hora (dependiendo el tamafio del sistema a analizar), con el programa
de clusterizacién de aguas desarrollado en la presente tesis y descripto previamente en el
capitulo 2

5.5. Metodologia especifica del capitulo

Para realizar los cdlculos de docking se utilizo el programa Autodock4.2! De mane-
ra resumida, el protocolo empleado para los cdlculos de docking es como se detalla a
continuacién: En primer lugar, el programa construye una mapa de energia para cada
tipo de atomo del ligando, basado en una tnica conformacion del receptor, en donde las
interacciones de no unidn proteina-ligando (que incluyen solamente las contribuciones
electrostaticas y de vdW) son calculadas. Por consiguiente, durante el calculo de docking,
la energia de interaccién proteina-ligando es estimada para cada posicién/conformacién
del ligando de manera directa sobre la grilla.

En segundo lugar, se genera un conjunto inicial de posiciones/conformaciones del
ligando las cuales son ubicadas de manera aleatoria sobre la grilla y para cada una de ellas
se computa la energia de interaccién. De este modo, las conformaciones malas mostraran
un valor de energia de interaccidon pobre y serdan eliminadas, mientras que las mejores
se conservan. Luego, se generan nuevas estructuras de docking en base a esta seleccion
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en funcién de los grados de libertad estructurales del ligando seguido de un paso de
minimizacion de la energia. Este tipo de exploracién en base a un algoritmo genético de
tipo Lamarckiano con busqueda local (esto dltimo implica un sutil cambio conformacional
del ligando en pos de minimizar de la energia de interaccién proteina-ligando) se continua
hasta que la mejor conformacion (aquella de menor energia) es alcanzada, correspondiendo
al complejo proteina-ligando propuesto. Este procedimiento se conoce como corrida de
docking. Usualmente para cada par proteina-ligando, se realizan del orden de cientos de
corridas de docking y los resultados son clusterizados de acuerdo a la posicidn/conformacion
del ligando, dando como resultado un pardmetro conocido como poblacién, el cual se
informa para cada complejo propuesto por el programa (en otras palabras, la poblacién
viene a ser la cantidad de veces en el que una corrida de docking individual alcanza un
determinado modo de unién en la grilla utilizada).*2 172! Es interesante resaltar en este
punto, que los resultados que informa Autodock, estan ordenados desde el de menor energia
libre de unién de manera decreciente (donde se muestra de manera directa la estructura del
complejo que une con mayor afinidad dentro de cada conjunto representativo) y muchas
veces, de manera contraria a lo esperado, el complejo de menor energia no resulta el de
mayor poblacién. Sin embargo, en la mayor parte de los casos, la diferencia de energia
entre el mejor rankeado y el de mayor poblaciéon (en caso que no sea también el mejor
rankeado) es pequeiia. Esta diferencia, estd debida a que Autodock utiliza un método
pseudo-estocastico para explorar el espacio de conformacional y por otro una estrategia
determinista en base al computo de la energia libre en funciéon del campo de fuerza
utilizado.

Para los cdlculos de docking planteados en el presente capitulo, se han mantenido los
parametros del algoritmo genético utilizado para la btisqueda conformacional en sus valores
de default (150 para el tamafio inicial de la poblacién (population size), 2.5 x 10° como
el numero méximo de evaluaciones de energia y 2.7x10* como el nimero méximo de
generaciones). Para cada par proteina-ligando, se creé una grilla utilizando el programa
Autogrid de manera tal que el tamafio de la misma incluya todo CBS. Para este propdsito,
el centro de la grilla ubicé en el centro geométrico del CBS, calculado como la coordenada
promedio de todos los a&tomos distintos de hidrégeno de los residuos correspondientes al
CBS. Estos residuos son todos los aminodcidos de la proteina tal que se encuentren a menos
de 5 A del algtin 4tomo distinto de hidrégeno del ligando en la correspondiente estructura
de referencia proteina-ligando. Por lo tanto, el tamaifo de la grilla se extiende entre 20
(para el caso de proteinas que unen mono- y disacdridos) y 25 A (para aquellas proteinas
que unen tri y tetrasacaridos) sobre cada direccién desde el centro de la grilla. Para cada
estructura, se realizaron 100 corridas de docking y los resultados fueron clusterizados de
acuerdo a un valor de corte de 2 A con respecto a un valor de RMSD sobre los dtomos
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distintos de hidrogenos de los ligandos. Finalmente, fue necesario realizar simulaciones de
dindmica molecular sobre la estructura libre de ligandos de CD44 (PDB ID 2JCP)?? y de la
proteina surfactante, SP-D, (PDB ID 2GUU),?? utilizando el mismo protocolo de simulacién
que fuera previamente descripto en la seccién Metodologia Especifica del capitulo 3
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Capitulo 6

Discusion General y Conclusion

Como ya se ha planteado en la introduccién de esta tesis, las asociaciones no covalentes
entre biomoléculas (en particular entre proteinas y moléculas de bajo peso molecular, que
llamamos ligandos), tienen un fuerte impacto en numerosos procesos biolégicos como ser la
accién de hormonas, el control de la transcripcién del DNA, el reconocimiento de antigenos
por parte del sistema inmune, la catdlisis de reacciones quimicas por parte de enzimas y la
accion de la gran mayoria de los compuestos terapéuticos o drogas. En general, el principio
que prima la interaccién entre proteinas y carbohidratos contempla por un lado el efecto
cooperativo que se produce entre las interacciones de tipo puente hidrégeno entre ambas
biomoléculas, y por otro lado las interacciones hidrofébicas, que en muchos casos vienen
dadas por las interacciones 7/C-H entre la cara no polar de los carbohidratos (cara-B), y
el grupo aromatico de algun residuo proteico (por ejemplo, el triptéfano presente en el
CBS en Galectinas). No obstante, la contribucion efectiva de los puentes de hidréogeno a la
energia libre de formacion del complejo proteina-carbohidrato, no depende tinicamente de
su interaccidn intrinseca, sino también de la energia libre asociada a la deshidratacién de
las superficies de contacto y el concomitante desplazamiento de moléculas de agua desde
la superficie de interaccion hacia el seno del solvente.

De este modo, es el balance neto de estos procesos, lo que determinara si la formacion
de un puente de hidrégeno contribuird de manera significativa a la energia libre de union.
Dada la naturaleza polianfifilica de los carbohidratos y las superficie proteica que los
reconoce, el efecto del solvente estd mas acentuado en este tipo de sistemas. En este
contexto, comprender la estructura y dindmica de las moléculas de agua en torno a la
superficie proteica es un desafio que puede ser abordado desde distintas perspectivas. Desde
el punto de vista experimental, recientemente Saraboji et al. han planteado experimentos
combinados de cristalografia y RMN de alta resolucidn, que permiten discernir la posicion y
la dindmica de las moléculas en el CBS de Galectina-3, para luego relacionar la posiciéon de
las mismas con la estructura del complejo Gal3-lactosa, habiendo observado que el CBS de
Gal-3 esta preorganizado por las moléculas de agua que luego serdn desplazadas por los
OHs del carbohidrato cuando se forma el complejo.! Por otro lado, Howard et al., a partir
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de experimentos de difraccidon de neutrones en conjunto con experimentos de difraccion de
rayos-X, reportaron la estructura detallada de la proteina anticongelante de tipo III junto
con su estructura de solvatacion.? Como ya se ha visto en el contexto de estd tesis, las
simulaciones de dindmica molecular proveen el detalle concerniente al movimiento de las
particulas en funcion del tiempo y por consiguiente, son utilizadas para explorar el espacio
conformacional del sistema en estudio, obteniéndose una descripciéon microscopica del
mismo en su estado de equilibrio, incluyendo la observacién de propiedades vinculadas a
la estructura y la dindmica de los sistemas, asi como la posible derivaciéon de pardmetros
termodinamicos. Esta informacion, puede ser utilizada para responder interrogantes acerca
de las propiedades del sistema en estudio.

En la presente tesis, se ha planteado la hipotesis general de que las interacciones
que las moléculas de agua establecen con la superficie del CBS emulan las interac-
ciones de los grupos OHs de los carbohidratos en el complejo correspondiente. En-
tonces, se determinaron las propiedades termodindmicas de las mismas para predecir qué
moléculas de agua tienen mayores chances de ser desplazadas desde el CBS hacia el seno
del solvente, y con esta informacién mejorar la prediccién de la estructura e interacciones
de los complejos proteina-carbohidrato. En el capitulo 3, se puso a prueba la hipdtesis de
trabajo analizando un conjunto de 5 proteinas, 4 de ellas unen carbohidratos y la ciclofilina
A que une al decapéptido ciclico, ciclosporina. Como se ha mostrado, es posible en base al
calculo de las funciones de distribucién radial y angular, definir la estructura de solvatacion
en el CBS, y la caracterizacién del mismo en funcién de los WS (que se definen como
aquellas regiones del espacio aledafias a la superficie proteica tal que la probabilidad de
encontrar moléculas de agua con respecto al seno del solvente fuera mayor a 1). Luego se
determinaron las propiedades estructurales y termodinamicas de los WS y se compararon
con la posicion de los grupo OHs en el complejo. En base a esto, se pudo comprobar
que la probabilidad relativa al seno del solvente de encontrar moléculas de agua en
el WS (WFP) y el radio tomado desde el centro del WS tal que incluya al 90 % de
las moléculas de agua que incluye el mismo (Ryy), son los mejores predictores de la
posicion de los grupos OH del ligando. Estos pardmetros, a diferencia de la energia de
interaccion agua/proteina, incluyen de manera implicita un componente entrépico.

Estd observacién nos permite abordar ahora un andlisis mds profundo sobre cudles
son las contribuciones termodindmicas mas relevantes que caracterizan a los WS. Para
ello, asumiendo que las moléculas de agua en los WS pueden ser descriptas en base a una
distribucién de tipo Boltzmann, es posible estimar el cambio en la energia libre de llevar

una molécula de agua desde el seno del solvente hacia el WS, como:

AGys = —RTIn(WFP) 6.1)
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Figura 6.1. Gréficos de correlacién entre A) la energia de interacciéon media de las moléculas de
agua con su entorno <E>vs. -RTIn(WFP) y B) el término que incluye la entropia de exceso parcial,
-TS¢ vs. -RTIn(WFP) para los WS que son reemplazados por grupos OHs de los carbohidratos (R,
<1.5 A) para un set de més de 15 lectinas diferentes que unen una variedad de ligandos sacaridicos
(desde mono hasta tetra-sacaridos)

y correlacionar el valor obtenido con los valores de entropia de exceso y de energia
de interacciéon de las moléculas de agua en el WS calculadas en base a la teoria del
fluido inhomogéneo tal como se detalla en el capitulo de métodos (capitulo 2). En la
figura 6.1 A y B, se muestra la relaciéon entre la estimaciéon de < Ep > vs. AGys v
—TSws vs. AGyw s, respectivamente. De la misma, es posible inferir que el término
WFP correlaciona mucho mejor con el término entrépico que con el de energia de
interaccion (adicionalmente, el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson, R,
es de 0.6 y de 0.9 para las figuras 6.1 A y B respectivamente), lo cudl sugiere que la
mayor contribucion a WFP es entrdpica. Esto apoya la hipdtesis planteada por numerosos
autores de que las aguas que se encuentran mas retenidas por la superficie proteica son
las que mayores chances tienen de ser desplazadas, debido la ganancia entrépica dada
por desplazamiento de las mismas hacia el seno del solvente. Dicho de otro modo, hemos
visto en el capitulo 3 que a mayor WFP y menor Ry, las chances que tiene un agua de ser
desplazada por un OH del ligando son mayores. Esto podria explicarse entonces en base a
que la penalidad entrépica impuesta por alojar una molécula de agua en un WS (la cual
es mayor cuanto mayor es el valor de WFP y menor el de Ry), y por lo tanto mayor es la
ganancia entrdpica al ser liberada cuando es reemplazada por el grupo OH del ligando. El
hecho de que estos dos parametros tengan una buena correlacién con el R,,,;, (que mide
la distancia del centro del WS al &tomo mas cercano del ligando distinto de hidrégeno en
el complejo), permite establecer un criterio de qué WS tendrdn la mayores chances de ser
reemplazados por los OHs del ligando.

Por otro lado, la correlacidn con los parametros termodindmicos determinados, com-
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parados contra los realizados a partir de una teoria mas robusta como es la teoria del fluido
inhomogéneo (IFST), permite utilizarlos con mayor grado de confianza y con la ventaja
de que el calculo de los mismos es computacionalmente menos costoso en comparacion al
cdlculo de los pardmetros termodindmicos a partir de IFST, que es mas demandante desde
el punto de vista computacional. Los algoritmos que computan las propiedades de los WS,
escalan mucho mds lentamente, O(N?3) vs. O(/N?) (con N el nimero de dtomos de oxigeno
de las moléculas de agua) para el IFST y el cdlculo de WFP, respectivamente.

Dado que la mayor parte de los carbohidratos difieren en la configuracion relativa de uno
o dos de sus grupos hidroxilo, la selectividad epimérica tiene importantes consecuencias en
los procesos de reconocimiento bioldgico a nivel molecular. Es asi como el establecimiento
de una red cooperativa entre grupos donores/aceptores de puentes de hidrégeno ademds
de la complementariedad topoldgica con la proteina terminara determinando la union,
modulada por la orientacion axial/ecuatorial de los grupos OH. No obstante, como se
ha visto en el capitulo 4, para delinear los detalles de la alta precision del proceso
de reconocimiento, es necesario incluir los efectos explicitos del solvente. Por un lado
hemos visto que ciertas moléculas de agua aumentan la complementariedad entre las
superficies de ambas biomoléculas incrementando de este modo la energia de interaccién
directa entre las mismas, mientras que otras son desplazadas hacia el seno del solvente
pudiendo influir favorablemente a la energia libre de unién. Estos dos efectos, estdn
principalmente determinados por la orientacion espacial que las moléculas de aguas adoptan
en la proteina libre, lo que guarda una relacién directa con la orientacién espacial de los
grupo OH en el ligando.

La prediccidn exacta de los modos de union entre un ligando y el blanco macromolecular
(docking) es de central importancia en el disefio de drogas basado en la estructura y en las
ultimas décadas los métodos computacionales de docking han sido ampliamente utilizados
para este propésito. Los resultados de los capitulos 3 y 4 muestran que si se tiene en
cuenta el desplazamiento de las moléculas de agua asociadas a superficies hidrofilicas en
el proceso de union, esto daria un modelo mas realista de la estructura del complejo y de
la selectividad entre ligandos. Esto nos lleva a plantearnos la inclusién de este proceso en
los esquema de docking convencionales, los cuales modelan la desolvatacién de manera
aproximada en base a calculos que tienen en cuenta la diferencia en la superficie expuesta
a solvente de las moléculas interactuantes. Si bien se ha visto que para ligandos tipo
drogas (es decir, ligandos con un alto caracter hidrofébico) esto es una buena aproximacion,
para ligandos y superficies proteicas polianfifilicas se requiere tener en cuenta un modelo
mas realista de solvente. Los resultados del capitulo 5 muestran que la modificacion
de la energia de libre de interaccidn que computa el programa de docking conlleva
a una mejora significativa en el caracter predictivo del mismo tanto en términos de
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exactitud, es decir la capacidad de predecir el complejo correcto, y precisidn, es decir
la capacidad de discernir la estructura del complejo coincidente con la estructura de
referencia cristalografica de los numeros resultados falsos positivos que arroja el
programa. Por otro lado, es relevante resaltar que en la mayor parte de los casos se
ha observado que el método convencional de docking (CADM) es capaz de encontrar el
complejo correcto (es decir, que el algoritmo genético muestrea el espacio configuracional
del complejo de manera tal que uno de los complejos propuestos coincide con el complejo
correcto). No obstante, al momento de calcular el AGu, no lo considera como un complejo
de buena interaccién penalizandolo en el ranking propuesto. Con el método modificado de
docking (WSBDM), esta falla es corregida y ahora el complejo correcto es reportado en la
mayor parte de los casos como el complejo de mayor afinidad y por lo tanto, premiado en
el ranking de todos los posibles complejos propuestos.

6.0.1. Perspectivas Futuras

En rasgos generales, el hilo conductor de los capitulos de resultados de la presente
tesis muestran que la estructura y dindmica de las moléculas de agua en la proteina
libre, obtenidas a partir de simulaciones por dindmica molecular, es capaz de mapear las
interacciones que luego serdn establecidas por los grupos OHs de los carbohidratos en
el complejo, posiblemente como reflejo de la similitud entre la interaccién de los grupos
OH de las moléculas de aguas con la proteina respecto de la de los grupos OH de los
azucares. Por otro lado, existe evidencia experimental (a partir de experimentos de RMN y
de cristalografia de rayos-X) que los sitios de union de ligandos de las proteinas tienden
a unir pequefias moléculas de solventes organicos (como por ejemplo, el mapeo de los
sitios de unién la lisozima de huevo por pequefias moléculas como metanol cloruro de
metileno, acetonitrilo, acetona, DMSO, isopropanol y urea mediante RMN,® y el mapeo de la
superficie de union a ligandos de la elastasa pancreatica bobina por medio de la resolucion
de la estructura cristalografica con acetonitrilo como cosolvente).* Esta observacién sugiere
que es posible ampliar la hipdtesis de trabajo de la presente tesis, planteando una estrategia
andloga para el mapeo de distinto tipo de interacciones con pequefias moléculas. Para ello,
a diferencia de lo que se hizo en esta tesis, se pueden simular por dinamica molecular
proteinas embebidas en soluciones de cosolvente/agua en donde el soluto debiera elegirse
de manera tal que muestree las interacciones en la superficie proteica deseadas. Por ejemplo,
si se requiere explorar las porciones hidrofébicas de la misma, se puede simular a la proteina
en soluciones de etanol/agua o bien isopropanol/agua en donde las caracteristicas de estds
moléculas de cosolvente cumplen con ser lo suficientemente pequefias para asegurar un
coeficiente de difusién razonable en la escala de tiempo de la simulacion y ademads, las
caracteristicas anfipaticas de los alcoholes les darian la ventaja de ser parcialmente miscibles
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en agua. De este modo, la eleccién del cosolvente debiera estar basado en las propiedes
fisicoquimicas del mismo de manera tal que sea capaz de interaccionar con la superficie
proteica poniendo de relieve aquellas regiones que se requieran detectar (polares, cargadas
negativa/positiva, no polares, aromadticas, etc). Luego, el andlisis de estds dindmicas mixtas
podrian analizarse perfectamente con el programa de clusterizacion presentado en el
capitulo de métodos de esta tesis, pero con un sutil modificacion para que el analisis se
efectué sobre el cosolvente en vez de sobre las moléculas de agua circundantes.

Por otro lado, dado el rol de los carbohidratos en el metabolismo y como piezas es-
tructurales, los mismos ofrecen una alternativa no explotada para el disefio de drogas y
por consiguiente abren el camino para plantear nuevas oportunidades terapéuticas. No
obstante, la afinidad de los carbohidratos por las lectinas es baja como consecuencia de que
el sitio de unidén es poco profundo y polar. Esto motiva a disefiar racionalmente de fAirmacos
glicomiméticos, que tengan mayor afinidad y selectividad que los compuestos naturales,
lo que debe hacerse en base a un conocimiento detallado de los principios que gobiernan
la interaccion proteina-carbohidrato a partir de las cuales pueden plantearse diferentes
aproximaciones que van desde el disefio de drogas cuya conformacidn en el estado libre
este restringida a la de la forma bioactiva en el complejo (y con eso reducir la penalidad
entropica que infiere la perdida de los grados de libertad conformacionales en la forma
unida), hasta elegir la configuracién apropiado en lo concerniente a la orientacién de los
grupos hidroxilo de la droga glicomimética (con el fin de desplazar determinadas moléculas
de agua del CBS, como también aprovechar otras moléculas de agua que puenteen la inter-
accién mejorando la complementariedad estructural droga-proteina dentro del contexto y
las hipétesis que se han planteado en esta tesis).

6.0.2. Extension a otros sistemas

Dado que el agua es un componente muy versatil y promiscuo en la naturaleza, el
andlisis de la estructura del solvente y de las propiedades termodindmicas de las moléculas
de agua que forman parte de esta estructura, tiene alcances que van mas alla de las
lectinas, de modo tal que en los tltimos afios ha existido un interés creciente en desarrollar
descriptores cuantitativos de las propiedades termodindmicas que incluyan los efectos de la
hidratacién en la unién de ligandos en general.>~” Por ejemplo, el estudio de la estructura
de solvatacidon de la hemoglobina truncada de la bacteria thermobifida fusca revelé que
desplazar moléculas de agua por parte de pequefios ligandos como por ej O,, CO, etc. tiene
un fuerte impacto sobre la cinética de la reaccién de unién del CO al hierro del grupo hemo
y por ende, se ha visto que el disefio de mutantes que estabilicen menos las moléculas
de agua en el sitio activo aumenta la velocidad de reaccién.® Otro caso en el que se ha
aplicado esta estrategia de andlisis, es para la proteina transmembrana OmpC que es una
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acuoporina de E. coli en la cual se ha estudiado la estructura de solvatacion del canal
transmembrana y donde muestran que la velocidad del pasaje de un antibiético a través
de el mismo depende fuertemente de la facilidad con la se desplazan moléculas de agua
dentro del canal y de reemplazar las interacciones agua/proteina por antibiético /proteina.’
Finalmente, es posible extender esta estrategia de andlisis para estudiar la estructura de
solvatacion de sistemas materiales como TiO, y SiO,, las cuales suelen mostrar en sus
superficies regiones polares expuestas a solvente que forman fuertes interacciones con el
agua interfacial, tendiendo a inmovilizar la capa adyacente de solvente (de modo tal que
las propiedades fisicas del agua interfacial se pueden pensar como una fase de agua liquida
condensada sobre la superficie) mientras que las capas sucesivas se asemejan mas a las
propiedades del agua en el seno del solvente a medida que se aleja de la superficie del

sélido.1?

6.1. Conclusion

En resumen, los tépicos explorados en esta tesis sientan las bases y generan las he-
rramientas para abordar la descripcién y el estudio de los pardmetros termodinamicos
de las moléculas de agua en la superficie proteica relacionadas con el proceso de unién
proteina-carbohidrato. Por otro lado, como ha sido ampliamente discutido, la energia libre
de unidén de carbohidratos a lectinas se encuentra entre 4 y 5 Kcal/mol, principalmente
para monosacdaridos y disacdridos, no existiendo una tendencia clara que permita decir
que los monosacaridos unen mas débilmente que los disacaridos. En este sentido, es
esperable que una descripcién termodindmica rigurosa de los cambios de entorno del
solvente de las biomoléculas libres hacia la formacién del complejo, pueda contribuir
de manera significativa a la mejora de los métodos actuales de cdlculo de energia libre
proteina-carbohidrato.

Finalmente, una aspecto de cardcter general, aunque no menos importante que creo
relevante resaltar al final de esta tesis, es la importancia del enfoque multidisciplinario
como estrategia de investigacién, en donde las diversas disciplinas, (desde las ciencias
fisicas, bioldgicas y quimicas hasta ciencias de la computacién), se concatenan para alcanzar
un determinado interrogante generando un efecto sinérgico en el que el todo es mas que la
suma de las partes, sin el cual los aspectos discutidos y abordados durante estos afios me
hubieran resultado inalcanzables.
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