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i. RESUMEN

Siendo la causa etioldgica mas prominente en el desarrollo de las caries, Streptococcus mutans es una
de las bacterias orales Gram-positivo que forman la biopelicula conocida cominmente como placa
bacteriana. Este consorcio de bacterias es el precursor de la colonizacidn patogénica del tejido dental
y del desarrollo de las caries. La bacteria S. mutans emplea una simple estrategia para adherirse al
diente la cual esta basada en el empleo de apéndices proteicos conocidos como pilus o adhesinas,
filamentos de micrones de largo que se proyectan desde la pared celular y que cumplen la funcion de
servir de verdaderas anclas moleculares. La adhesina en cuestion, o Ag I/1l, posee una porcion C-
terminal de tipo elastica— compuesta por los dominios C1, C2 y C3— que no sdlo forman parte
importante en el proceso de adhesidon mismo, sino que también participan en procesos de disipacion
de energia mecdnica. Cada uno de estos dominios posee en su interior un enlace isopeptidico formado
por la cadena lateral de un residuo de asparagina y el grupo e-amino saliente de un residuo de lisina.
Este enlace isopeptidico une covalentemente hebras beta de la adhesina, formando un complejo

estable y altamente resistente al esfuerzo mecanico.

En este trabajo gracias al empleo de estrategias computacionales hemos estudiado la relevancia de los
dominios C1 C2y C3, con el fin de encontrar un objetivo para una posible intervencién del proceso
mecdanico gestionado por esta adhesina. Por medio de dindmicas moleculares dirigidas pudimos
describir que al remover el enlace isopeptidico, en el dominio C2 se desencadenan una gran abundancia

de eventos mecanicos, lo que lo convierte en un adecuado modelo para intervencién peptidica.

A continuacién, y mediante herramientas in silico, disefiamos y evaluamos una serie de péptidos que
buscaban unirse al dominio C2 e interferir la formacién natural del enlace isopeptidico entre las
cadenas laterales de los residuos Lys1161 y Asn1311. La especificidad de los péptidos fue probada
mediante andlisis de acoplamiento molecular ciego, para luego estos ser refinados por un protocolo de
escaneo de alaninas el cual fue acoplado mediante una metodologia propia para funcionar en
condiciones in silico, para luego evaluar la estabilidad de estos mediante analisis de dinamica molecular
dirigida. Nuestro trabajo da los primeros pasos hacia estrategias de desarrollo de moléculas disefiadas
capaces de intervenir en la formacion de enlaces relacionados a la estabilidad de proteinas que median

la adhesion de bacterias Gram-positivas.



ii. SUMMARY

As the most prominent etiological cause of caries development, Streptococcus mutans is one of the
many Gram-positive oral bacteria that form the biofilm commonly known as plaque. This biofilm is the
precursor to the colonization of dental tissue and the development of caries. S. mutans employs a
simple strategy to adhere to the tooth based on the use of protein appendages known as pilus or
adhesins, micrometric filaments that project from the cell wall and serve as true molecular anchors.
The adhesin in question, or Ag I/Il, has an elastic C-terminal portion - C1, C2 and C3 domains - which
not only play an important part in the adhesion process itself, but also participate in mechanical energy
dissipation processes. Each of these domains possesses an isopeptide bond autocalyzed by the
presence of a carboxylic group that promotes the attack of the carbonyl group on the outgoing e-amino
group of a lysine residue. The isopeptide bond formed covalently binds beta-strands of the adhesin,

forming a stable complex that is highly resistant to mechanical stress.

In this work thanks to the use of computational strategies we have studied the relevance of the C1, C2
and C3 domains in order to find a target for a possible intervention of the mechanical process managed
by this adhesin. By means of directed molecular dynamics we were able to describe that within the C-
terminal domains, the C2 domain corresponds to the most relevant one, since, upon removal of the
isopeptide bond, a great abundance of mechanical events is triggered, which makes it a suitable model

for peptide intervention.

Next, using in silico tools, we designed and evaluated a series of peptides that sought to bind to the C2
domain and hinder the natural formation of the isopeptide bond between the Lys1161 and Asn1311
side chains. The specificity of the peptides was tested by blind molecular docking analysis, and then
these were refined by an alanine scanning protocol which was coupled by a proprietary methodology
to work under in silico conditions, and then evaluated for stability by SMD analysis. Insert areas under
the curve here. Our work takes the first steps towards strategies for the development of molecules
capable of intervening in the catalysis of stability-related linkages in Gram-positive bacteria, as well as

intervening in related adhesion processes.

Vi



1 INTRODUCCION:

1.1 Caries: causas y efectos en la poblacion

Las enfermedades dentales son un problema que como sociedad nos han acompanado desde la
antigliedad. Los primeros reportes sobre decaimiento dental datan del tiempo de la civilizacién de los
sumerios, que definian la causa del problema como “gusanos que habitaban en la boca” (1). Por otro
lado, evidencia reciente ha demostrado que la civilizacion del valle del Indo aproximadamente en el
afio 7000 a.C, fueron de los primeros en practicar odontologia usando herramientas rudimentarias de
la época (1). Sin embargo, no es hasta el final de la época moderna, siendo a partir de la Ultima década
del afio 1800, cuando se comenzaron a reportar estadisticas de enfermedades orales de manera oficial.
Esto coincide con el desarrollo de los primeros centros de estudios especializados en el entrenamiento
de jévenes estudiantes en el area de la odontologia, por parte de la mano de Horace H. Hayden y Chapin

A. Harris, pioneros en la salud dental y actualmente conocidos como padres de la odontologia (1 —2).

Hoy en dia conocemos que la salud dental de un individuo se puede ver comprometida por diversos
factores, incluyendo, la nutricidn, la cual tiene estrecha relacion con la integridad de la cavidad oral,
por ejemplo, la dieta de un individuo tiene un efecto local en la salud bucal de una persona,
modificando condiciones de pH y la composicién de tanto la saliva como del esmalte (3). Una disbiosis
oral, o desequilibrio entre las especies de microorganismos que habitan la cavidad oral, promueve el
desarrollo de enfermedades dentales como la periodontitis y las caries, que afectan tanto al tejido
dental como ala encia (4). Por ejemplo, una acidificacién de la cavidad oral puede entregar un ambiente
propicio para el crecimiento y propagacion de bacterias aciddéfilas que producen inflamacion local y
deterioro de las piezas dentales. Si esto se combina con una dieta rica en azucares, puede modificarse
la composicidn de la saliva cambia convirtiéndola en un medio idéneo que colabora en el metabolismo

de las varias bacterias patogénicas orales (5).

Dentro de las enfermedades dentales que retnen una acidificaciéon del medio y una alta abundancia de
hidratos de carbono se encuentran las caries, padecimiento que ha tomado alta relevancia dado el
explosivo aumento de casos reportados en los uUltimos afios (6). Segun estudios de la organizacion
mundial de la salud (OMS), sobre el 50% de la poblacién a escala global se encuentra infectada por

caries y un 90% las ha padecido en algun punto de su vida, indices que hacen de las caries una de las



enfermedades crdonicas mas prevalentes a nivel mundial, siendo la principal causa de pérdida de piezas
dentales en las personas (7 — 8). Fisiolégicamente, las caries se desarrollan como pequefios agujeros
acompafiados de mdaculas negras, marrones o blancas en la superficie del diente, generando una
sintomatologia bastante variada. Entre los sintomas mdas comunes se puede observar: (i) dolor
punzante en la zona afectada, (ii) alto grado de sensibilidad hacia temperaturas y/o texturas, y (iii)
variaciones de peso y estatura en infantes. Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de caries

en ocasiones se puede relacionar con la falta de productividad laboral e incluso depresién (9 — 10).

En términos patoldgicos, una carie se define como una enfermedad de origen netamente bacteriano,
dada la interaccidon que hay entre el diente y una delgada biopelicula microbiana compuesta de una
gran variedad de bacterias acidéfilas de tipo Gram positivo (11). La colonizacién hacia el tejido dental
da lugar al decaimiento del diente por la liberacién de acidos prevenientes del metabolismo de las
bacterias que componen la biopelicula, dada la presencia de azucares fermentables presentes en la
cavidad bucal (12 — 13). La produccidon de acidos se hace en todas direcciones pasando a través de los
poros del esmalte y la dentina hasta llegar al tejido. Si este proceso es lo suficientemente extendido en
el tiempo, y no hay tratamiento de por medio o bien si la higiene bucal no es ideal, termina formandose
una cavidad en el diente (14). Actualmente, los tratamientos en contra de las caries no van hacia
prevenir el desarrollo de la carie misma, sino que, son procedimientos correctivos que se aplican
cuando la carie ya esta formada. No obstante, muchas naciones, incluido Chile, poseen programas de
higiene bucal y politicas para la salud oral tales como la fluoracién del agua potable y dentifricos altos
en fluor. Ambos son herramientas que de alguna manera colaboran a revertir o mitigar el efecto de las
caries en la poblacion, sin embargo, el tratamiento para las caries se basa en el arrastre mecanico de
las bacterias que han colonizado el tejido. En este caso, un especialista, mediante el uso de una cureta
remueve parte de la placa bacteriana en el area afectada, lo cual estd acoplado al uso de resinas
sintéticas que se usan para cubrir por completo en la cavidad, formando lo que se conoce como una
tapadura, y, finalmente, en casos en dénde la carie estd un punto de desarrollo tal que ninguna de las

alternativas anteriores podria funcionar, se opta por la remocién de la pieza dental completa (15— 19).

1.2 Biopeliculas orales y su papel en la cariogénesis

La placa dental se forma del conjunto que existe entre la superficie del esmalte con una delgada

biopelicula de bacterias que se alojan nativamente en la cavidad bucal (20). Una biopelicula



corresponde a un consorcio organizado de bacterias contenidas dentro de una matriz polimérica de
exopolisacaridos que se produce por parte del metabolismo de las mismas bacterias que la componen
(21). Ademas, esta agrupacién de bacterias a pesar de ser sensible a antibidticos tradicionales, de
manera conjunta en la biopelicula, se vuelven refractarias al uso de antibidticos, haciendo
extremadamente dificil tratar la enfermedad una vez formada la biopelicula (22). El consorcio esta
dominado por bacterias acidogénicas Gram-positivo, caracterizadas por una gruesa pared de
peptidoglucano y carentes de membrana lipidica externa, principalmente de los géneros,
Streptococcus, Lactobacillus, Propinobacterium y Actinomyces (23 —24). Fuera de que todos los géneros
mencionados anteriormente juegan un rol en la cariogénesis — o capacidad de formar caries —, una de
las bacterias mas relevante dentro del conjunto es Streptococcus mutans. Esta bacteria que habita
naturalmente la cavidad bucal, y es conocida como la causa etiolégica mas relevante en el desarrollo
de las caries (25). Ademas, se ha demostrado que S. mutans participa de otras enfermedades, tales
como la endocarditis infectiva, demostrando mediante examenes de sangre que aproximadamente un
38% de las bacterias en la sangre de pacientes enfermos pertenecian a Streptococcus orales Gram-
positivos, proveniente del paso de las bacterias al torrente sanguineo por un proceso conocido como
bacteremia (26 — 27). El potencial cariogénico que tiene S. mutans es atribuido a tres caracteristicas: (i)
habilidad de poder sintetizar grandes cantidades de polimeros extracelulares basados en glucanos a
partir de sacarosa colaborando a la colonizacidon permanente del tejido y convirtiéndola en el precursor
de la biopelicula, (ii) capacidad de transportar y metabolizar una cantidad considerable de hidratos de
carbono para transformarlos en acidos organicos, ambiente perfecto para que otras bacterias aciddfilas

puedan coexistir y (iii) habilidad de sobrevivir en condiciones de estrés y en pH bajos (28 — 29).

1.2.1 Resistencia a antibidticos, una problematica en potencia

El hecho de que S. mutans y las demas bacterias Gram-positivas que habitan en la cavidad bucal se
organicen en una biopelicula, da muchas ventajas evolutivas, dentro de ellas, su comportamiento
refractario al uso de antibiéticos. No obstante, probablemente una situacion inadvertida de este
consorcio de bacterias es la posibilidad de intercambiar genes de resistencias lo cual agrava aiin mas la

situacion de manejo de infecciones de microorganismos resistentes (30).

La presencia de patégenos multirresistentes es una realidad que como sociedad llevamos va

enfrentando desde hace tiempo. A pesar de que la resistencia a antibiéticos no se representa como



una enfermedad a per se, el verdadero peso que genera en la salud recae en el hecho de que los
antibidticos existentes ya no dan abasto para al tratamiento de infecciones que anteriormente si eran
tratables mediante el uso de estas moléculas, transformando estas infecciones como intratables,
aumentando incluso el rango de mortalidad asociado (31 — 32). En el caso de la cavidad oral, el
tratamiento con antibidticos se usa con tal de evadir la continuidad de la infeccion usando
principalmente penicilina y clindamicina, antibidticos usados como primera opcidn al tratamiento de
infecciones orales (33). Sin embargo, tomando en cuenta las ventajas evolutivas que ofrece la
organizacion de la biopelicula, en conjunto con los crecientes caso de automedicacién han hecho que
gran parte de las bacterias que habitan en la boca se hayan hecho resistentes al tratamiento con
antibioticos (34). Estudios de multiresistencia sobre las bacterias que componen la biopelicula mostré
gue las bacterias con mayor indice de resistencia corresponden a S. mutans, S. gordonii, S. oralis, S.

sanguinis y S. salivarus, siendo S. mutans la bacteria con mayor espectro de multiresistencia (35).

La comunicacidn entre bacterias juega un rol clave en la resistencia a agentes antimicrobianos, lo cual
es facilitada precisamente por la formacion de la biopelicula. Cuando las bacterias se organizan en una
comunidad, se hace mas comun la transferencia horizontal de material genético, proceso por el cual

un conjunto de bacterias pueden intercambiar genes asociados a resistencia (36).

La resistencia a antibidticos en bacterias se desarrolla en respuesta a las distintas dianas quimicas y
moleculares que presentan los antibidticos usados en la actualidad: (i) sintesis de proteinas
bacterianas; (ii) replicacion y reparacion de acidos nucleicos vy (iii) enzimas y sustratos relacionados a la
biosintesis de la pared celular (37). Referente al punto uno, los inhibidores de sintesis de elementos
proteicos corresponden a los antibidticos en la categoria de los macrélidos y los aminoglucdsidos, que
funcionan de manera de interferir con la correcta lectura de los codones y causar un término temprano
de la traduccion en la subunidad 30S del ribosoma (38). A la actualidad existen dos fenotipos resistentes
a la actividad de estas clases de antibioticos: El primero, consiste en la modificacién quimica del
antibiotico agregando grupos funcionales en secciones estratégicas de la molécula con tal de remover
la afinidad que tiene este por el ARN diana (39); mientras que el segundo fenotipo resistente se
adquiere mediante la modificacién de la diana molecular misma mediante mutaciones puntuales en
genes codificantes de las secciones 30S y 16S del ribosoma (40). En el punto 2, entran en juego las
fluoroquinolonas que se encargan de atacar ADN girasas y topoisomerasas con tal de intervenir el

proceso de replicacién del material genético (41). La resistencia contra este tipo de antibiéticos se da



mediante la mutacion de las zonas de determinacidon de resistencia a quinolonas (QRDR), las cuales son
capaces de cambiar su conformacion con tal de adquirir resistencia al alterar la estructura o la funcion
de las proteinas que codifican. estos cambios giran en torno a: Mutaciones puntuales de un nucleétido
en el material genético, deleciones, inserciones, reordenamientos y translocaciones (42 — 43). Por
ultimo, el punto 3, habla de antibidticos con la capacidad de interrumpir la correcta sintesis del
peptidoglucano generando casos de fragilidad osmotica y posible lisis celular como los son los B —
lactamicos (44 — 45). La resistencia a esto se adquiere mediante mutaciones en genes que codifican
enzimas relevantes al proceso de generacion del peptidoglucano o bien promover el flujo del
antibidtico hacia afuera de la célula con tal de mantener una concentracidn intrabacteriana lo

suficientemente baja con tal de que la maquinaria bioquimica no se vea afectada (46).

En vista de lo anterior, es posible inferir por qué se dificulta tratar no sélo una carie, sino que también
otras enfermedades asociadas a la formacion de una biopelicula una vez que el consorcio de bacterias
ya esta formado. Probablemente, esta es una de las razones por las cuales se busca con tanto ahinco
en el estudio de nuevas formas para tratar estos padecimientos, dada lo poco eficiente que han estado

siendo los antibidticos con el pasar del tiempo.

1.3 Mecanismos de adhesion de Streptococcus mutans

Debido al mecanismo de colonizacién hacia el tejido dental, la adhesion a la superficie resulta ser el
paso critico para el éxito de la formacién de la biopelicula y posterior carie. En el caso de S. mutans, la
adhesién se basa en el empleo de apéndices proteicos conocidos como pili o adhesinas, filamentos
micrométricos que se proyectan desde la pared celular, que operan como verdaderas anclas
moleculares para unirse al tejido (47). En la naturaleza, los pili de bacterias han sido reportados de ser
capaces de resistir perturbaciones mecanicas de decenas y centenares de pico Newtons, fuerzas que el
hospedero impone para constantemente intentar desgarrar a la bacteria de la matriz a la que esta
unida. El movimiento de la saliva, la lengua o el cepillado son sélo un par de ejemplos de los desafios

desarrollados por el hospedero para desalojar a esta bacteria patogena (48 — 49).



La colonizacion de S. mutans al tejido depende de mecanismos dependientes e independientes de
sacarosa (50). En el caso del mecanismo dependiente de sacarosa, mediante el uso de
glicosiltransferasas se generan glucanos extracelulares a partir de la sacarosa del medio lo que
promueve la adhesion al tejido (51), mientras que, el mecanismo independiente requiere de la
participacion de proteinas de superficie (52). En el caso de S. mutans hablamos de Ag I/1l, una adhesina
multifuncional que pertenece a una familia de proteinas que giran en un rango de entre 140 — 180 kDa
de tamanio que asiste en la unién de la bacteria a una matriz (53). En la cavidad oral, Ag I/l interactia
con un complejo glicoproteico de aglutininas salivares conocido como SAG (figura 1) el cual es
secretado por las glandulas salivares como parte del fluido salivar. SAG estda conformado
mayoritariamente por el receptor gp340 el cual contiene secciones repetidas de un dominio scavenger
rico en cisteina, el que funciona como el sitio de unién para Ag I/ll en un proceso de adhesién
dependiente de calcio (54 — 56). La adhesina como tal se conforma de multiples regiones conservadas
(Figura 2A). Hacia la regién N — terminal se encuentra una zona rica en residuos alanina que forma la
region repetida de alanina (A1), seguido a ésta, se forma un segmento intermedio que se conoce como
region variable (V), cercano al C — terminal esta la zona riza en prolina, formando la regiéon repetida de
prolina (P1.3) y por ultimo, la region C — terminal propiamente tal de 3 dominios (C1, C2 y C3) que
contiene un motivo consenso LPXTG reconocido por sortasas que se encargan de unir covalentemente
a Agl/ll al peptidoglucano de la bacteria (55 —57). Estructuralmente la region repetida de alanina forma
una a — hélice de gran tamano que se entrelaza con una hélice formada por la region repetida de prolina
formando una estructura inusualmente larga y estrecha. La region variable (V) forma una cabeza
globular rica en sdbanas — B que se forma justo antes que se entrelacen las regiones repetidas Ay P. La
seccion del C—terminal también siendo globular en su naturaleza se compone por 3 dominios en forma
B — sandwiches similares a complejos IgG, siendo ésta la regidn mas conservada en la adhesina,
mostrando un porcentaje de identidad de 62% entre diferentes cepas de S. mutans haciéndola un

atractivo blanco terapéutico (58 —59).
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Figura 1: Esquema que muestra el mecanismo que usa S. mutans para adherirse al tejido dental. Mediante el uso
de apéndices proteicos — pilus Ag I/11— S. mutans es capaz de adherirse con alta afinidad al complejo de aglutininas
salivares libres — SAG — logrando una conformacién altamente estable y extremadamente dificil de romper una

vez establecida la adhesién promoviendo la colonizacién por otras bacterias.

La adherencia de S. mutans al tejido es un proceso cooperativo que depende de dos secciones de la
adhesina. La region A3VP; que es la que da la afinidad hacia la matriz dada la presencia de un sitio de
unién a hidratos de carbono que reconoce la regién repetida de cisteina del receptor gp340 del SAG
formando uniones de cardcter multivalente por multiples estructuras presentes en la proteina de Ag
I/1l. Experimentos de célula individual asociados a las fuerzas de unién de S. mutans a SAG mostraron
qgue cuando multiples uniones de As3VP;son expuestas a fuerzas, se establece un sistema acoplado y
cooperativo capaz de lograr que la fuerza total que se aplica sobre la bacteria sea dividida en el nimero
total de uniones formadas (60). Por otra parte, la porcién C — terminal de la proteina, ademas de poseer
la capacidad de unirse al SAG, su verdadera misidn recae en darle estabilidad mecanica a la molécula
encargandose de disipar perturbaciones mecdanicas que amenazan contantemente por desgarrar la

unién de S. mutans a la superficie del diente (53 — 61).
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Figura 2: Esquematizacidn de la estructura tridimensional de la adhesina Ag I/1l de Streptococcus mutans en
conjunto con la ubicacién de los enlaces isopeptidicos en sus distintos dominios. (A) Modelo de la estructura
tridimensional de la adhesina Ag I/l referenciada de Larson y col. (38); (B) Conjunto de figuras preparadas en
PyMol mostrando la ubicacién de los aminodcidos involucrados en el lace isopeptidico presente en los dominios
C1, C2y C3. El panel izquierdo muestra los 3 dominios del de C — terminal de Ag I/Il; C1 (Celeste), C2 (amarillo) y
C3 (azul), marcando con un circulo el lugar en dénde se forma el enlace isopeptidico, mientras que el panel de la
derecha muestra una ampliacién del lugar especifico marcado en el panel de la izquierda denotando los

aminoacidos especificos que forman el enlace.

1.3.1 Enlaces isopeptidicos:

La capacidad estabilizadora que tiene la porcién C — terminal de la adhesina, sobre la estructura de la
proteina se debe a que en cada uno de sus dominios (C1, C2, C3) presenta enlaces isopeptidicos. Este
tipo de enlaces intramoleculares se observa comunmente en bacterias de tipo Gram positivas,
constituido comuinmente por un residuo de lisina y uno de asparagina junto a un residuo de aspartato
gue se desempefia las funciones de aminoacido catalitico para la formacién del enlace. En los dominios
C1, C2 y C3 de la porcién C — terminal de Ag I/Il, estos enlaces se forman entre los residuos, Lys1006 -

Asn1121; Lys1161 - Asn1311 y Lys1338 - Asn1473 respectivamente (53). Estos enlaces isopeptidicos,



son similares a los observados en proteinas involucradas en el pili de otros microorganismos como SspB
de Stretptococcus gordonii, y Spy2018 de Streptococcus pyogenes, donde el atomo NZ de la lisina y el
atomo CG de la asparagina, se unen en una reaccion que libera amonio (62 — 63). Ademas, los enlaces
de los tres dominios comparten caracteristicas estructurales similares: (i) Estan rodeados de
aminodcidos aromaticos e hidrofdbicos, (ii) presentan un residuo de acido aspartico que forma un
enlace de puente de hidrégeno para estabilizar el complejo, (iii) En cada enlace, cercano al acido
aspartico, hay otro residuo de &cido aspartico que se coordina con un ion de Ca?* (64). Sobre este ultimo
residuo, se especula que juega un papel importante en la estabilidad estructural del complejo dada su
cercania al enlace isopeptidico, y que el ion metalico es quelado por multiples aminoacidos de una
cadena lateral para estabilizar la conformacién (65 — 66). Los enlaces isopeptidicos de Ag I/Il cumplen
la funcién de unir de manera covalente las hebras B de los distintos dominios cerrando las cadenas

laterales en una conformacién estable y altamente resistente a esfuerzos mecanicos.

Poco se conoce sobre las demas funciones que cumplen estos enlaces dentro de S. mutans, pero
considerando que la presencia de enlaces isopeptidicos intramoleculares es una caracteristica comun
en pili de otras bacterias Gram positivas, se es posible extrapolar ciertas funciones, entre ellas, la
capacidad de otorgar estabilidad tanto termodindmica, como proteolitica. Estas funciones fueron
demostradas usando cepas mutantes de Streptococcus pyogenes, las que carecian de la capacidad de
poder formar un enlace isopeptidico en uno de sus dominios. En ellas se pudo observar que las cepas
sin el enlace isopeptidico eran mas propensas a sufrir eventos de desplegamiento en sus pili, cuando
estas eran expuestas a variables de temperatura, siendo 30°C menos estables que las cepas silvestres.
En conjunto, al realizar ensayos en los que se trataba a ambas cepas, mutante y silvestre con tripsina,
una enzima peptidasa cuya funcién es romper enlaces peptidicos de las proteinas mediante reacciones
de hidrolisis, se notd que, mientras que las cepas silvestres se mantuvieron esencialmente intactas con

el pasar del tiempo de reaccidn, las cepas mutantes se degradaron casi completamente (67 — 68).

En vista de lo dicho anteriormente, se puede concluir que la presencia de enlaces isopeptidicos
intramoleculares, tanto en S. mutans como en otras bacterias patdgenas Gram positivas, juega un papel
relevante en la virulencia dada las caracteristicas que otorgan. Por lo tanto, es posible hipotetizar que
aquellas estrategias que intenten interferir con la adhesidn de bacterias patdgenas podrian estar

destinadas en afectar las proteinas del pilus. En el caso de S. mutans y la colonizacion del tejido dental,



intentar entorpecer con la funcion de Ag I/Il podria ser clave para evitar la adhesion y la instalaciéon de

biopeliculas que mas tarde se desarrollan hasta formar las caries.

1.4 Definicion de la propuesta

El desarrollo de péptidos anti adhesivos es un area de investigacion que ha cobrado gran fuerza cuando
se habla sobre el tratamiento hacia enfermedades generadas por bacterias, en especial con la creciente
crisis en el uso de antibidticos provocada por el constante surgimiento de cepas de bacterias
multirresistentes. Una investigacidén realizada por Rivas-Pardo JA y cols. en la que se usaba como
modelo de estudio a Streptococcus pyogenes demostrd que la elaboracion de moléculas peptidicas que
bloqueen la formacidn del enlace isopeptidico de esa bacteria, hacen posible interrumpir las cualidades
mecanicas del pilus, aseveracién demostrada en analisis de molécula individual en la que se observd
qgue cuando la adhesina era intervenida con el péptido, se provocaba un cambio radical en las
propiedades mecanicas de la proteina mostrando una mayor longitud, lo que equivale a un mayor
desplegamiento de la proteina en comparacién con una silvestre cuando ambas eran expuestas a

esfuerzos mecanicos (69).

A continuacidn, y por medio de herramientas in silico se disefiaron y evaluaron una serie de péptidos
con la capacidad de unirse a uno de los dominios del C-terminal del pilus de S. mutans, con tal de poder
intervenir con la formacidn natural del enlace isopeptidico entre las cadenas laterales de lisina y
asparagina del dominio C2 de la porcidn C — terminal de Ag I/Il. El desarrollo del péptido esta basado
en principios de intervencion molecular, lo que se puede definir como un proceso realizado por
pequefias moléculas que se encarguen de entorpecer y/o intervenir un proceso asociado al
metabolismo o fisiologia de un microorganismo, en este caso con la formacion del enlace isopeptidico

(figura 3).
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Figura 3: Esquematizacion del funcionamiento tedrico de la propuesta. A) Proteinas de pilus son translocadas
hacia el espacio periplasmatico, lugar donde adoptan su respectiva estructura tridimensional. Es en este lugar
donde las proteinas del pilus logran formar el enlace isopeptidico. Esta técnica, es una estrategia basada en el
desarrollo de un péptido inspirado en la misma estructura de la proteina y que persigue interferir a la proteina
en via de plegamiento. Debido a que aun la proteina estd emergiendo del poro—ribosoma o translocon—el
péptido disefiado al poseer caracteristica equivalente de la hebra emergente puede unirse y formar un enlace
isopeptidico intermolecular. B) Modelo predictivo de cémo funciona la propuesta. Se espera que el péptido sea
capaz de atacar a la seccidon deseada cuando termina la traduccién y esta sale del ribosoma para adoptar su

conformacién tridimensional.

El péptido sera disefiado en base a estructuras propias de la proteina para luego ser evaluado mediante
herramientas in silico. Se intenta imitar y optimizar la conformacion que tiene la hebra B
complementaria que forma el enlace, buscando disefiar una molécula que sea mas afin y estable que

su contraparte silvestre.

El disefio constara de dos secciones, siendo la primera de ellas una caracterizacion mecanica del C —
terminal de Ag I/Il. La informacidn disponible respecto cdmo funciona mecanicamente el C — terminal
es relativamente exigua, dado que la mayoria de los experimentos sobre transduccién de fuerzas se
hacen sobre la region A3VP,, es por eso, que previo al disefio del péptido se hace necesario saber con
claridad cual es el aporte que da cada enlace isopeptidico dentro de esta porcidn de la adhesina, a
manera de poder saber cual de ellos es el mas relevante respecto a la tarea de estabilizar el proceso de
unién. Como segunda etapa, y una vez que se sabe cual de los dominios es el mas influyente en la

estabilidad, se procederd a disefiar un péptido estructuralmente mimético a la hebra que forma el

11



enlace en el dominio identificado con tal de poder maximizar la especificidad del péptido por la seccidn
gue se intervendrd y aumentar la probabilidad que de que el péptido forme un enlace isopeptidico

entre las hebras silvestres, haciendo posible una unién de caracter irreversible.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

La optimizacidén in silico de péptidos bloqueadores de enlaces isopeptidicos puede aumentar

significativamente su capacidad de unirse a la adhesina Ag I/Il de Streptococcus mutans.

2.2 Objetivos

e General:
o Generar mediante analisis in silico, un péptido con mas afinidad de acoplamiento en
comparacion con las estructuras silvestres del C — terminal de Ag I/II.
o Especificos:
o Caracterizar mecanicamente in silico la funcidon que cumplen los enlaces isopeptidicos
de la porcién C — terminal de la proteina Ag I/l mediante dindmicas moleculares.
o Disefar y refinar péptidos con tal de optimizar sus energias de unidn usando técnicas
in silico de acoplamiento molecular.
o Evaluar in silico la estabilidad de los péptidos que serdn candidatos para intervencion

molecular por dindmicas moleculares.
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3.1

3.11

3.1.2

3 MATERIALES Y METODOS

Material utilizado

Software empleados:

Campos de fuerza oplsAA y SIRAH: Los campos de fuerza utilizados representan un conjunto de
formulas matematicas y parametros proteicos usado para simulacién in silico de biomoléculas
(70).

Editor de texto Geany: Editor multipropdsito usado para leer archivos de texto independiente
del formato (71).

Editor de texto Kate: Editor utilizado para el reemplazo de multiples términos de manera
simultanea (72).

GROMACS: Software de uso libre usado para la simulacidn dinamica de biomoléculas (73).
Herramienta de trazado de graficos XMGRACE: Programa de graficado en 2D que permite la
facil visualizaciéon de graficos de linea e histogramas (74).

Microsoft Office Excel versidon 2021: Herramienta usada para analisis a partir de grandes
cantidades de datos (75).

PyRx Autodock Vina: Programa de acoplamiento molecular y estudio de interacciones proteina
— proteina (76).

Python versidn 3.10: Lenguaje de programacion usado para automatizar ciertas tareas (77).
Sistema operativo Linux 20.4

Sistema Operativo Windows 10

UCSF Chimera: Programa de visualizaciéon tridimensional interactiva que permite hacer
predicciones de estructuras peptidicas (78).

Visual Molecular Dynamics (VMD): Programa de visualizacion molecular para representar y
analizar dindmicas moleculares (79)

Visualizador molecular Pymol: Visualizador multi plataforma de macromoléculas (80).

Equipos:

Unidad de procesamiento de calculos de alto rendimiento:
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o SAMSUNG SSD 980 PRO 1TB M.2 2280 PCI-Express 4.0 x4 NVMe 1.3c Samsung V-NAND
MZ-V8P1TOB/AM

o AMD Ryzen 7 5800X 4.7GHz Turbo 8Core 16 Hilos 105W TDP Pci-e 4.0 Zen 3

o CORSAIR DDR4 32GB 3200Mhz Vengeance RGB Pro 2x 16GB CMW32GX4M2D3200C18

o ASUS ROG Strix GeForce RTX 3080 10GB GDDR6X

3.2 Metodologia

3.2.1 Caracterizacion mecanica

Dado a que la informacion respecto al aporte en la estabilidad mecanica que ofrecian los enlaces
isopeptidicos dentro de la adhesina Ag I/1l es limitada, el primer paso para la implementacién de un
péptido que interfiera con la formacion de enlaces isopeptidicos es determinar cual de los tres dominios
es que aporta en mayor grado a la elasticidad del pilus. Este proceso fue hecho mediante un protocolo
de dindmicas moleculares dirigidas, que permiten aplicar fuerzas sobre un sistema molecular, imitando
los embates mecanicos que experimenta el pilus durante la adhesién. Para ello usamos GROMACS,
software de uso libre dedicado para realizacién y andlisis de dindmicas moleculares en conjunto a un
sistema operativo de Linux, por razones de compatibilidad con las lineas de cddigo utilizadas. Ademas,
para la realizacién de las dinamicas moleculares se emplearon los campos de fuerza SIRAH y OPLS-AA,
los cuales se componen por un conjunto de combinaciones de férmulas matematicas y pardmetros
proteicos que se usan para describir las energias asociadas a una proteina en funcién de sus
coordinadas atdmicas. Es importante mencionar que tanto SIRAH como OPLS-AA no son capaces de
reconocer la formacion de un enlace isopeptidico de por si, dado esto, las caracteristicas necesarias
para formar un isopéptido entre residuos de lisina y asparagina fueron parametrizadas en el campo de

fuerza OPLS-AA, tarea que se hizo con anterioridad por los integrantes del laboratorio.

Con en el objetivo de lograr la caracterizacion mecanica de los dominios C1, C2 y C3 se siguid el
esquema de trabajo representado en la figura 4. Se empled el modelo cristalografico de la adhesina Ag
I/11, disponible en la base de datos RCSB Protein Data Bank bajo el cédigo 3QE5. La unidad asimétrica
presente en el cristal de la proteina posee dos cadenas repetidas de la porcién que contiene los
dominios de C1-C2-C3 de Ag I/1l, ademas de otros componentes — tales como iones y coprecipitadores

—que incluidos durante la cristalizacion (figura 5A). La presencia de estos componentes puede interferir
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con el desarrollo de la futura dindmica molecular, por lo que antes de pasar a ese procedimiento se

hace necesario removerlos y dejar en el archivo de coordenadas solo la proteina Ag I/Il (figura 5B). Para

esta tarea se usaron lineas de comando en el visualizador molecular VMD con lo que no sélo se hizo

posible limpiar el cristal, sino que también poder escribir un nuevo archivo en formato “.pdb” con la

nueva informacion.

Descargar campos de fuerza Sirah y OPLS-AA

Preparar el . . ‘0t
ambiente de Editar el cambo de fuerza OPLS-AA para que pueda reconocer el isopeptidico
Well Acoplar campo de fuerza OPLS-AA a Sirah

Obtencion del cristal

3QE5
- "“ ) r’:J

PROTEIN DATA BANK

\

k’

Preparacion del cristal

Preparar modelos
de analisis previo a
SMD

Modelo Nativo

Aislar cadena Ay limpiar el cristal
Alinear cristal en el eje Z

Editar archivo .pdb para formar el enlace isopeptidico

Modificado para remover el enlace del Primer dominio

Modificado para remover el enlace del Segundo dominio

Modificado para remover el enlace del Tercer dominio

Preparacnén de los sistemas
para smd
FAST. FLEXIBLE »REE
GROMACS 4

SMD de modelo nativo
FAST. FLEXIBLE FREE

GROMACS VQ

Definir tamano de la caja
Agregar aguas al sistema
Calcular lones Na*y CI
Minimizar y Equilibrar el sistema

t
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10 m/s —— 3 Réplicas
100 m/s

o

FAST. FLEXIBLE FRFF

GROMACS yQ

SMD de modelos modificados

—e 10mM/s —— 3Réplicas

Figura 4: Esquema del flujo de actividades seguido para lograr la caracterizacién mecdnica de los dominios C1, C2

y C3 de la porcién C — terminal de la proteina Ag I/II.

16



Figura 5: Comparacion antes y después del proceso de limpieza que se le da al cristal previo al desarrollo de la
dindmica molecular con tal de aislar una sola de las cadenas ademas de las aguas e iones presentes en el cristal
3QES5. A) Cristal 3QE5 descargado desde Protein Data Bank; B) Cadena A del cristal 3QE5 luego de usar los
comandos en VMD para limpiarlo. Los dominios estdn marcados con colores, siendo; C1 de color celeste; C2 de

color amarillo y C3 de color azul.

La proteina del nuevo archivo de coordenadas se encuentra en un plano de ejes XYZ; para el desarrollo
de la dindmica se hace necesario que este sea alineado y centrado en el eje Z en base a su centro de
masa, con tal de que, al momento de aplicar las fuerzas para estirar la proteina, esto se haga solamente
acorde a ese eje en cuestion con la finalidad de optimizar recursos computacionales en la fase de
estiramiento (revisar caja S1 del aparatado de anexo para la linea de comando utilizada). Con tal de
qgue los campos de fuerza que se usaron para realizar la dindmica pudieran reconocer un enlace
isopeptidico, el cddigo de los aminoacidos que forman el enlace fueron modificados. En este caso, el
codigo de la lisina se modificd desde “LYS” a “LYY”, mientras que la asparagina se paso de “ASN” a
“ASA”, nomenclatura que fue decidida previamente por consenso en el laboratorio cuando se
parametrizaron los datos de formacion del enlace isopeptidico dentro del campo de fuerza oplsAA. Esto
se realizé usando el editor de texto Geany, modificando los residuos de lisina y asparagina en el archivo
de coordenadas que participan en la formacién de los tres enlaces isopeptidicos presentes en la

proteina.

Para determinar cual de los enlaces isopeptidicos era el mas relevante en cuanto a dar estabilidad
mecdnica en la proteina se establecieron 4 modelos de estudio: (i) Modelo silvestre que mantenia la

capacidad de formar sus tres enlaces isopeptidicos; (ii) sistema modificado para no formar el enlace
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Lis1006 - Asn1121; (iii) sistema modificado para no formar el enlace Lis1161 - Asn1311; (iv) Sistema

modificado para no formar el enlace Lys1338 - Asn1473.

El archivo de entrada para el desarrollo de la dindmica molecular corresponde al de la cadena
polipeptidica preparada como se detallé en parrafos anteriores, el cual debe ser transformado a un
formato de archivo que pueda ser leido por el programa GROMACS. Este archivo denominado como
topologia, contiene todos los atributos constantes de cada atomo que compone la proteina,
incluyendo: Angulos, torsiones, enlaces, distancias entre dtomos y diversas interacciones que se
encuentran parametrizadas dentro de los campos de fuerza utilizados. Una vez se crea la topologia, el
paso siguiente es generar el sistema que contendra a nuestro modelo de estudio. Para ello, se genero
un espacio que pueda simular de la mejor forma posible un ambiente bioldgico, que ademas contenga
un conjunto de leyes fisico quimicas y energéticas con tal de poder predecir como se comportaria la
proteina al momento de aplicar una magnitud que amenace con desplegar la molécula, espacio que se
definird como sistema acuoso de aqui en adelante. Parte importante de la creacidén de este espacio es
definir las dimensiones de este, dado que al llegar a la fase de estiramiento se espera que la proteina
alcance una magnitud nanométrica mayor al inicial producto de las fuerzas ejercidas sobre esta. En
caso de que la cadena polipeptidica fuera a salir del sistema acuoso el proceso fallaria. El calculo de las

dimensiones se hizo usando la siguiente formula:
( Aminoacidos totales — Contribucién de los enlaces) X 4
(486 — (115 + 150 + 138)) x 4
(486 —403) x 4
83 x4 =332 = 340
Ecuacién 1: Calculo de la longitud del sistema en el eje Z usando como ejemplo al modelo silvestre.

El nimero de aminodacidos totales se obtuvo con la informacidn presente en el archivo del cristal,
mientras que la contribucidn de los enlaces se calcula verificando cuantos aminoacidos existen entre la
lisina y la asparagina que forman el enlace en cada dominio de Ag I/1l, dado que se consideran como
secciones inextensibles en la proteina por lo que no deberian afectar en la longitud final. Cabe recalcar

qgue los datos que se pueden observar en la férmula 1 corresponden al célculo que se hizo para el
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sistema silvestre, es decir aquel que toma en consideracion todos los enlaces, aun asi, la Unica
diferencia entre el resto de los modelos de estudio es que para cada uno se remueve la contribucion
del enlace que se estudia en el momento, por ejemplo, para el sistema del modelo en donde se
remueve el primer enlace isopeptidico, sélo se toma la consideracién la contribucion del segundo y
tercer enlace al momento de aplicar la férmula. El calculo especificado se hace para definir la longitud
del sistema sdlo en base al eje z, decisidn no trivial que se hace en base a dos puntos: La proteina al
punto en dénde se construye el sistema esta alineada en el eje zy al momento se aplicar la perturbacion
para desplegar la proteina se hard en torno a ese eje particular. Esto hace que el sistema sea mas
pequeiio en cuanto a sus dimensiones totales y de esta manera poder optimizar recursos
computacionales. El espacio creado, debe ser llenado ahora con moléculas de agua con tal de que la
proteina no se encuentre en el vacio. El sistema que se usa para realizar las dinamicas corresponde a
un sistema hibrido con dos tipos de moléculas de agua: Atomistica (SOL) que rodean a la proteina con
tal de que los calculos del comportamiento de la proteina sean mas de mejor resolucion y grano grueso
(WT4) que ocupan el resto del espacio (Figura 6). Al igual que la decisidn sobre las dimensiones de la
caja el hecho de utilizar un sistema hibrido se hace con tal de ahorrar recursos computacionales y
reducir el tiempo de andlisis. La estacidén de trabajo calcula de manera autonoma el nimero de cada
tipo de aguas que iran al sistema, valor que debe ser luego recuperado con lineas de cddigo con tal de

poder seguir con el proceso.

dusmmnnnnn.

Figura 6: Representacion grafica del sistema construido. Las moléculas de agua que rodean directamente a la
proteina representan las aguas tipo atomisticas mientras que las pirdmides que completan el resto del espacio

corresponden a aguas de tipo “grano grueso”.

Una vez recuperado el nUmero de aguas es necesario calcular el nimero de iones que tendra el sistema
con tal de poder neutralizar la carga neta que tiene la proteina, valor que entrega la terminal al
momento de generar la topologia. Se agregan iones sodio (Na%*) e iones cloro (Cl), acorde a las

siguientes dos férmulas:
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(N° de aguas SOL) x Concentracion
56

Total 1 =

Carga total>

th1+(
ota T 2

Ecuacién 2: Férmula adaptada previamente en el laboratorio usada para calcular el nUmero de iones sodio y cloro
que van dentro del sistema. Se usa el nimero de aguas atomisticas (SOL) dado la relevancia que poseen al
interaccionar directamente con la proteina, en conjunto con la concentracién de sales presentes en el cristal al
momento de la purificacién (de no saber el valor se usa un valor general de 0,15), ademas de un valor constante

de 56.

El calculo anterior entrega 2 resultados, y el cdmo definir el valor que le corresponde a cada ion
depende de la carga misma del sistema. En caso de que la carga neta del sistema sea de valor negativo,
el valor mayor que entrega la férmula corresponderia a iones de sodio mientras que el menor al cloro
para neutralizar usando iones de carga positiva, y por otra parte si el sistema tuviera carga neta de valor
positivo la definicidn de iones se hace al revés. Para casos especificos de este experimento la carga neta
de los sistemas era negativa, por lo que se usé el valor mayor para los iones sodio mientras que el otro
se uso para los iones cloro. Cabe recalcar que el cdlculo de iones se hace sélo en base a las aguas
atomisticas dado a que estas rodean a la proteina. Un punto importante respecto a la preparacion del
sistema acuoso, es que como se realizd bajo los parametros del campo de fuerza oplsAA, el archivo se
escribe en términos bajo la nomenclatura asociada a este campo de fuerza, términos que no pueden
ser leidos por el campo de fuerza SIRAH al momento de preparar los archivos para la realizacién de la
SMD. Para resolver lo anterior, se uso el editor de texto Kate, el cual permite reemplazar de manera
rapida los términos del campo de fuerza oplsAA por aquellos compatibles con SIRAH, conversion que

puede ser vista en la tabla suplementaria S1.

Una vez eso terminado tenemos todas las partes que componen nuestro sistema acuoso, la proteina,
aguas e iones, por lo que se puede pasar al siguiente paso que es de minimizar. El minimizado se
encarga de llegar hasta una conformacién favorable de energia que se denomina el minimo de energia
local y lo hace aplicando el algoritmo de Montecarlo, buscando posiciones de atomos al azar en la
proteina hasta encontrar al conformero mas estable y de menor energia (81). Luego, el sistema deber
pasar al proceso de equilibrado, donde se aplican variables de presién y de temperatura hasta un punto

en donde la proteina alcance un estado estacionario y deseable al momento de seguir colectando
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informacidn. Adicionalmente, una vez termina el proceso de equilibrado es necesario informarle al
programa los puntos de estiramiento por los cudles se aplica la variable energética las cudles pueden
ser a velocidad o fuerza constantes dependiendo del caso, e independiente de la variable que se elija,
la energia se aplica en direcciones contrarias una a la otra con tal de poder estirar la proteina. En este
caso los puntos de estiramiento definidos corresponden al primer y ultimo carbono a de la secuencia

peptidica de Ag I/I1.

En un inicio, las dindmicas moleculares dirigidas se realizaron aplicando magnitudes de velocidad
constante empleando el modelo de la proteina silvestre a velocidades de 1, 10 y 100 m/s. Esta
exploracién a diferentes velocidades funciona como un barrido que permite determinar cual de las
magnitudes entregaba la mayor calidad de resultados en una menor escala de tiempo real. Una vez
identificada la mejor velocidad para trabajar, los SMD de tanto el modelo silvestre como de los modelos
modificados para no formar enlace se hacen en base a ese pardmetro usando 3 réplicas por cada

modelo.

La dindmica molecular entrega dos resultados siendo el primero dos archivos organizados por
columnas, uno representando la extensién de la proteina en nanémetros y otro con las fuerzas
asociadas al proceso de desplegamiento que se entregan en unidades de kJ/mol/nm. Estas Ultimas son
mas tarde transformadas a unidades de fuerza en la escala de los pico Newton (pN), proceso que se
realiza simplemente dividiendo la columna por un factor de conversién de 1,661. El segundo es un
archivo que contiene todos los nimeros asociados al proceso de la dinamica el cudl fue transformado
usando lineas de cédigo con tal de poder tener un archivo de trayectoria con el cual se puede visualizar
como se resolvié la dinamica a lo largo del proceso, haciendo posible ver de manera directa el
desplegamiento de la proteina. El analisis de cudl de los dominios corresponde al mas influyente, se
hizo analizando la trayectoria y el grafico en conjunto, con tal de poder ver en cual estado se registraban
menores magnitudes de fuerza y mayores eventos de desplegamiento cuando se removian los enlaces

isopeptidicos. Una vez identificado el enlace mas relevante se procede al disefio del péptido.

3.2.2 Disefio del péptido

El disefio del péptido se realiza mediante el uso de tres programas principales: Python, UCSF Chimera
y PyRx autodock Vina. Mediante el uso de estas tres herramientas fuimos capaces de generar listas de

péptidos generados al azar que se llamaron como iteraciones, las cudles fueron convertidas a un
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formato .pdb mediante una prediccién de estructura tridimensional que finalmente fueron evaluados

mediante técnicas de acoplamiento molecular (Figura 7).

Definir conjunto de

Definir longitud del 1
péptido J

aminacidos que
formaran el péptido

]

y modelos pdb !
de los péptidos

Generar lista
de iteraciones

e

Python Prescription
Virtual Screening Tool

[ Evaluar afinidades ]

\4

Filtrar mejores
resultados

}

Figura 7: Esquema del flujo de actividades seguido para generar la lista de péptidos que serdn evaluados

mediante analisis de acoplamiento molecular.

El proceso de disefio del péptido parte inicialmente con definir la longitud y los aminoacidos con los

gue se construira la molécula. La longitud del péptido se decide en torno al nimero de aminoacidos

gue constituyen la hebra B que contiene la asparagina con la que se forma el enlace de manera nativa

en Ag I/Il, usando como referencia el dominio definido en

el paso anterior.

Una vez identificada la longitud del péptido se usa el cédigo de Python para genera una lista de péptidos

posibles en base a un conjunto de aminoacidos definidos

por el usuario (figura 8).
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from itertools import product
import random
secuencia = {'1': ['R', 'H', 'K', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N', 'Q', 'C', 'G', 'P', 'A', V', 'I', 'L', 'M', 'F', 'Y', 'W'],
‘2"t ['R", 'H', 'k', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N', 'Q', 'C', 'G', 'P', 'A', 'Vv', 'I', 'L', 'M', 'F', 'Y', 'W'],
3': ['R", 'H', 'K', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N', 'Q', 'C', 'G', 'P', 'A', V', 'I', 'L', 'M', 'F', 'Y', 'W'],
4': ['R", 'H', 'k', 'D', 'E', 'S', 'T", 'N', 'Q', 'C', 'G', 'P', 'A', V', 'I', 'L', 'M', "F', 'Y', 'W'],
st [N,
'‘6': ['R", 'H', k', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N', 'Q', 'C', 'G', 'P', ‘A", 'Vv', 'I', 'L', 'M', 'F', "Y', 'W'],
7' ['F],
8"t ['V'],
9" ['L'],
'10': ['V']}
1 2 3 4 5 6 87 9 10
X XXX [N X [X] XXX
R R R R R R RR R
H HHH HHHHH
K K K K K K K K K
D DDD D DDDD
E E E E E E EE E
S SS S S SSS S
TTTT TTTTT
N N NN N N NNN
Q Q QQ Q QQQAQ
c ccCcCcC ccccoc
G GGG G G GGG
PP PP PP PPP
A A A A A A AAA
V V VYV V VVVYV
[ I I | | I R I
L L L L L L LLL
MMMM MMMMM
F FFF F FFFF
Y Y Y Y Y Y YYY
WWWW WWWWWwW

Figura 8: Representacién grafica de como funciona el cédigo utilizado en python para generar la lista de péptidos.
Con el cédigo de python ilustrado fuimos capaces de generar una lista de péptidos generados al azar en base a
todas las combinatorias posibles que se pueden formar en base a la longitud del péptido y el conjunto de

aminoacidos definidos por cada posocién.

El funcionamiento del cddigo consiste en asignar un nimero a cada caracter del péptido y a cada a
numero otorgarle un conjunto de aminodcidos. De esta manera mediante el uso de la libreria
“Itertools”, se generardn todas las iteraciones posibles de péptidos en base a lo aminodcidos definidos
en cada en posicidn. Se dejard como término fijo un aminoacido de asparagina cuya posicién sera
definida dependiendo del dominio descrito en el paso de caracterizacion. Adicionalmente, para reducir
la cantidad de iteraciones que arroja el cédigo se decidié dejar como términos fijos los 4 ultimos
aminodcidos del péptido usando una secuencia FVLV. Esto se decidié usando como referencia una
investigacion en la que se demostré la existencia de una secuencia peptidica dentro del mismo C —

terminal de Ag I/Il con la capacidad de inhibir competitivamente la adhesion, dentro del cual la
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secuencia FVLV juega un importante papel en la inhibicion (82). Al terminar la ejecucidn del cddigo se
genera con un archivo de texto con todas las iteraciones generadas, de la cual se hizo una seleccién al
azar de 500 péptidos los cuales fueron transformados a formato .pdb con el software UCSF Chimera, el
cual hara una prediccién de cdmo seria la estructura tridimensional de péptido en base a su secuencia,
con tal de poder realizar el acoplamiento molecular (figuras 9, 10). Adicionalmente en esa seccidn, se
preparan los modelos control que serviran para evaluar la efectividad de los péptidos de la lista, los
cuales consisten en dos imitaciones de la hebra B complementaria silvestre una generada en Chimera
y la otra aislada del cristal de Ag I/Il para que conserve su configuracidn estructural, proceso que se
hace usando las funciones de Pymol con las cuales se permite descargar secciones especificas de un

modelo proteico en formato .pdb y por ultimo una cadena de poli glicina.

=, UCSF Chimera A =, Build Structure - [m] X B
File Select Actions Presets Tools Favorites Help Start Structure  —4

Add © PubChem CID

g Add Tool Icon...  atom

- R © fragment Peptide Parameters

sm:t: © SMILES string Peptide Sequence
GGGGNGGGGH

Operote
- © heical DNA/RNA "Apply” button vl bring up dialog for setting /¥ angles
© more RNA...

Put atoms n new model — |named:|scratch

W Color new atoms by element

Close | Hep
% % Add Peptide Seq.. = u] X ‘ < Add Peptide Sequence - o X

Res| O | W

Save scene...

G -139 135
135
135
135
135

Named Selections

Name current selection...

ﬂsehazd rows to®:|-57.0 W

Seed above ®/W wth vales fof a helx —

Rotamer lbrary: Dunbrack 2010 — |chain ID:

o e ]

——

:[-139.0
ted rows to®:|-139. =
Seed above ®/W with vabes { v antparalel B strand :]
paralel B strand
Rotamer ibrary: Dunbrac 3/10 heix
n helx

—_——

Figura 9: Camino utilizado en el software UCSF Chimera para generar un archivo .pdb en base a la prediccién de
estructura tridimensional a partir de un péptido en formato texto. (A) Ventana en dénde inicia el proceso; (B)
ventana desplegada luego elegir opcidn “build structure” que pide como entrada la secuencia escrita del péptido
que se desea generar; (C — D) ventana desplegable en donde se elige el tipo de cadena peptidica que se desea

generar con los angulos asociados a ésta.
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El proceso que se sigue luego de abrir el software de Chimera empieza apretando el botén “Build
Structure” que desplegard una nueva ventana mostrando las diferentes que opciones de prediccién de
estructuras que tiene el programa. Para casos de este trabajo le damos a “peptide”, lo que liberd una
caja de texto en la que debemos poner la secuencia que conforma el péptido que se desea crear para
luego apretar el botdn “apply”. Esto desplegara otra ventana en las que se muestran los angulos ¢ y Y
en conjunto con el tipo de estructura secundaria que adopta el péptido al momento de generarse, en
este caso, se elige una hebra antiparalela y se la da al botdn “set”. Luego de fijar esos parametros se
aprieta el botén “apply” en la ventana donde se definid el angulo y la estructura, para que el programa
empiece con la prediccion del modelo tridimensional el cual se vera reflejado en la ventana principal
del programa (Figura 10). Generada ya la estructura, se usé la funcién “minimize structure” fijada con
los parametros basales del sistema para hacer un minimizado del péptido y permitir estabilizar la
conformacion de este. Finalmente, se guarda el archivo como formato .pdb y se guarda para el futuro

acoplamiento molecular.

«. UCSF Chimera - O X

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Retrieving rotamers from Dunbrack library

Figura 10: Forma en el que el software Chimera entrega los resultados de la prediccién de estructura secundaria
a partir de una secuencia peptidica. Al terminar el proceso de generacién, UCSF Chimera entrega como resultado
final el péptido en formato de visualizacidn “lycorice”, el cudl puede ser guardado como formato pdb o pasar por

otros procedimientos disponibles en el software dependiendo de las necesidades del usuario.

25



El desarrollo del acoplamiento molecular se realizé con el software PyRx, una herramienta de
visualizacion virtual ampliamente usado en el desarrollo de farmacos mediante analisis predictivos de
como una molécula se uniria a un sitio de unidn o receptor especifico, el cual requiere de dos archivos
para poder funcionar, una macromolécula que es este caso seria el cristal de Ag I/11 y un archivo ligando
que serian los péptidos que se desean evaluar. Previo a ello, el cristal de Ag I/Il tuvo que ser editado
con tal de que poder abrir la seccién de la hebra B que se desea intervenir, dado que por la
configuracién estructural que tiene naturalmente, dicha seccién se encuentra protegida, formandose
una especie de bolsillo que funcionara como el sitio de unidn para el péptido. El bolsillo en cuestion se
hizo usando un protocolo de SMD similar al aplicado durante la caracterizacién mecanica, el cual se usé
para desplegar la seccidn que protege a la cadena que se deseaba intervenir formando asi el espacio

necesario como para que el péptido se pudiera unir.

Luego de ello, el archivo del bolsillo, los 500 péptidos, y los controles a analizar fueron subidos al
software con tal de poder fijar los parametros de analisis. Importante a mencionar es que el programa
de PyRx tiene un parametro especial para los archivos de ligando bajo el nombre de grados de torcidn,
el cual define usando una escala numérica las libertades estructurales que puede tomar el péptido para
unirse al bolsillo haciendo la diferencia entre un acoplamiento rigido y uno flexible. En este caso, se
realizd un acoplamiento flexible usando preliminarmente 10 grados de torsion excepto para el control,
aislado del cristal el cudl se dejé con 0 grados de torcidn. Luego de seleccionar los elementos con los
gue se realizara el acoplamiento el sistema pide generar un espacio de andlisis que tedricamente
funciona de la misma manera que la caja formada previo al desarrollo de las SMD. Cuando se delimita
el espacio, el programa fija un area especifica de lugares en dénde se puede unir o no la molécula que
se evalla. En el caso de esta investigacion se trabaja con un acoplamiento molecular ciego, por lo que,
al momento de definir el espacio de analisis, en vez de delimitar un area especifica, se fija como espacio
a toda la proteina. Luego de ello, se fijo el nivel de exhaustividad con el cual el programa desarrolla el
proceso, el cual fue igual a 10. Finalizado el proceso, se entregan dos resultados, un archivo con las
coordenadas en donde esta ubicado el péptido en el espacio y una tabla con las afinidades asociadas
al proceso la cual se entrega en unidades de kcal/mol. Las afinidades se entregan en valores negativos
los cudles entre mas negativo sea el valor, mas afin es el ligando por el sitio en donde ocurrid la unidn,
lo que se traduce como la energia liberada durante el proceso, y en contraste la energia necesaria para

romper la union.
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De los resultados entregados, se hara una seleccién de los péptidos que hayan presentado valores de
afinidad mas altos en comparacidn con los controles, con tal de poder refinarlos. El proceso se hace
realizando un proceso denominado como escaneo de alanina el cual fue acondicionado para que
funcionara en condiciones in silico, con tal de evaluar que aminodcidos dentro de los mejores
resultados contribuyen de manera positiva y negativa a la afinidad final. La premisa de esta
metodologia consiste en mutar los distintos aminoacidos que forman el péptido por una alanina uno a
la vez formandose distintas variaciones dependiendo de la longitud que tiene el péptido, variaciones
con las que se hara un acoplamiento molecular de la misma naturaleza del anterior con tal de ver el

efecto que tiene la remocién de uno de los aminoacidos en la afinidad del proceso (figura 11).

[E[a]Y|HIN|N]F]V]L]v]

7 | /g_Cémorr
I:> w I:> . cambiala

\ afinidad?

Figura 11: Esquema mostrando el cémo se realizd el escaneo de alaninas. Las distintas variaciones del péptido
evaluado fueron generadas manualmente para luego predecir su estructura tridimensional mediante Chimera,
estructuras que luego fueron evaluadas mediante acoplamiento molecular para verificar como variaba la afinidad

final del proceso.

Como bien se explica en la figura 11 las variaciones se generan en Chimera y son evaluadas en PyRx con
tal de ver como varia la afinidad. Para facilitar la visualizacion se hicieron graficas en plantillas de Excel
en donde se deja la afinidad original del péptido como parametro basal. Dependiendo de los resultados,
cuando se reconoce que la ausencia de un aminoacido no causa variaciones en la afinidad basal, o bien
se presente un valor mas alto en comparacion, se usara el codigo de Python para iterar la posicién por
los diferentes 20 aminodacidos y se hard un acoplamiento molecular para evaluar con que aminoacido

en esa posicidn se logra el mayor grado de afinidad.
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3.2.3 Evaluacion de los péptidos

Con la evaluacion finalizada, se descargaron los mejores conférmeros tanto de los péptidos como de
las hebras control con tal de poder construir modelos ligando-proteina para analisis de SMD. Usando
el visualizador molecular Pymol se subieron los archivos del bolsillo y los conformeros simultaneamente
para formar un sdlo archivo que contenga las coordenadas espaciales de ambas moléculas el cual fue

descargado en formato .pdb que funcionara como archivo de entrada para la dindmica molecular.

El procedimiento para formar el sistema sigue el mismo patrén que el mostrado en el punto 3.2.1 con
algunas diferencias puntuales: la primera es que el tamafio de la caja en la linea de cédigo se define
como X10; Y10y Z150 (proceso destacado en la figura S2). La longitud del eje Z se redujo ya que no se
espera un desplegamiento de la proteina y tampoco que el péptido fuera a salir de las dimensiones
definidas. Respecto al momento en el que se definen los puntos de estiramiento, se definié el primer
carbono a de la proteina como punto de estiramiento 1y el tltimo carbono a del ligando como punto
de estiramiento 2. El proceso luego de ello prosigue de la misma manera ejecutando una dinamica a
una velocidad constante de 10 m/s hasta el punto en donde se pueda ver que el ligando se desprende
de la proteina. El posterior andlisis se hace realizando graficos de la misma manera a como se definid
anteriormente para evaluar el contraste de las fuerzas registradas justo al momento del
desprendimiento de la cadena y las areas bajo la curva relacionadas al proceso entre los péptidos

generados y las hebras control para ver el comportamiento de ambas antes un desafié mecanico.
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4  PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Caracterizacion mecanica e identificacion del dominio mas influyente

Con tal de saber cual velocidad era la mas conveniente para realizar los analisis en base al tiempo y

resolucidn de analisis se hizo un andlisis con 3 velocidades diferentes, lo que arrojé los siguientes

resultados (figura 12):

Fuerza v/s Extension
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Figura 12: Gréfico de Fuerza v/s Extension que muestra la diferencia que hubo entre las dindmicas moleculares
obtenidas a velocidades constantes de 1 m/s (trayectoria color negro); 10 m/s (trayectoria color rojo) y 100 m/s
(trayectoria color verde). El barrido de velocidades permitié evaluar cudl de las velocidades evaluadas daba la

mayor calidad de datos en base al tiempo que tardd cada SMD.

En la figura 12 se muestran tres trayectorias pertenecientes a un sistema de cadena silvestre de Ag /Il
evaluando las tres velocidades mencionadas en la descripcidn de la figura 12. El grafico muestra en el
eje X la extension total que alcanzd la proteina durante el proceso y en el eje Y, las fuerzas asociadas al
desplegamiento de las distintas partes de la adhesina. Cada maximo mostrado en las trayectorias

representa el momento en el que una seccién de Ag I/1l es desplegada durante el desafio mecanico al
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gue se le expone, lo que finalmente llega a un proceso de sobre estiramiento en el que la proteina ya
no se puede seguir siendo extendida, proceso que se explicara en detalle mas adelante. La trayectoria
color negro que representa la SMD hecha a 1 m/s muestra 4 maximos bien definidas bien definidas en
11,25 nm; 17,5 nm; 21,5 nm y 28,75 nm respectivamente con un sobre estiramiento que comienza al
momento de alcanzar 35 nm de extensidn, registrando un maximo de fuerzas de aproximadamente
1500 pN. La dindmica hecha a 10 m/s muestra fundamentalmente los mismos maximos observados en
el caso anterior referente al nivel de extensiéon en la que se resolvid cada una, con la diferencia de que
las fuerzas registradas son de una mayor magnitud registrando un maximo de fuerza en 3500 pN y un
sobre estiramiento registrado también en los 35 nm de extension, con la diferencia de que la extensién
total luego de este es menor que lo visto en el caso anterior. En el caso de la dindmica resuelta a 100
m/s, solo se pueden observar dos maximos bien resueltos uno a los 11,25 nm y otro a 18,75 nm, similar
a los dos primeros maximos vistos a 100 m/s, con una fuerza maxima registrada en 2250 pN
aproximadamente. Estos resultados se usaron para descartar esta magnitud para futuros analisis ya

gue la resolucién no es buena, y las fuerzas registradas no son de confianza.

En base al tiempo de cdmputo que tardé cada dinamica en resolverse por completo, a 1 m/s fueron
nueve dias, a 10 m/s fue de 1 dia y por Gltimo a 100 m/s el tiempo de anélisis fue de dos horas. En base
a estos resultados, se puede observar que la dinamica hecha a 10 m/s es considerablemente mas rapida
que la realizada a 1 m/s. Tomando en cuenta esto, en conjunto con lo que se menciond anteriormente,
se decide realizar el resto de las dindmicas moleculares a velocidad constante de 10 m/s ya que muestra
una buena resolucidn de los datos siendo altamente similares a su contraparte mas lentay en un menor

tiempo de analisis.

Al definir con que velocidad se haria el resto de los analisis, si realizaron los analisis entre el graficoy la

trayectoria con tal de reconocer en detalle los eventos de desplegamiento se muestran en los graficos.
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Figura 13: Gréafico de SMD a 10 m/s de Ag I/Il silvestre mostrando los eventos de desplegamiento (1-4) que reflejan
los maximos a lo largo del proceso de estiramiento. Los maximos vistos en la grafica reflejan el momento en el

gue una estructura de la proteina es desplegada producto de la perturbacién mecanica.

Como se menciond en parrafos anteriores, los maximos reflejados en los graficos de fuerza v/s
extensidn representan el momento en que una seccidn de la proteina es desplegada producto de la
perturbacién mecanica aplicada. En el caso de la proteina en su forma silvestre, estos eventos fueron
enumerados del 1 al 5, cada uno representando lo siguiente: (1) C — terminal del dominio C3 marcado
en 750 pN; (2) N —terminal del dominio C2 en 1125 pN aproximadamente; (3) Ny C — terminal del
dominio C1 simultdaneamente aproximadamente en 1090 pN y (4) Parte del C — terminal de C2 a 1250

pN.

Luego del analisis de la cadena se procedié a realizar las SMD correspondientes a los modelos

modificados para que no formaran el enlace isopeptidico partiendo por C1 (figura 14).
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Figura 14: Dindmica molecular realizada a 10 m/s sobre un modelo modificado del C — terminal de Ag I/1l para no
formar el enlace isopeptidico en el primer dominio de la proteina. Se muestran con lineas entrecortadas color
rojo los valores maximos de fuerza y de extensién mostrados por la proteina silvestre para denotar los efectos de

la remocién de un enlace isopeptidico en la proteina.

Los eventos de desplegamiento se resolvieron de la siguiente manera: (1) C — terminal del dominio C3
en 500 pN; (2) C — terminal de C1 a los 750 pN; (3) N — terminal de C1 ligeramente por encima de los
750 pN; (4) evento de desplegamiento progresivo de todo el dominio C1 que marca una fuerza maxima
de aproximadamente 625 pN y (5) N — terminal de C2 a los 1375 pN. En comparacién con la cadena
silvetre se puede ver que las fuerzas asociadas al desplegamiento disminuyeron y que la extensién final
que adquiere Ag I/1l al final de proceso también es mayor, demostrando que el enlace isopeptidico
efectivamente no se formd. De la misma manera se puede ver que en el momento que empieza a
desplegarse la primera seccidn de C1 (figura 14, evento 2) todo lo que le prosigue corresponde eventos
gue culminan en el desplegamiento completo del dominio C1. Aun asi, fuera de que las fuerzas en
general disminuyeron, se puede observar que el uUltimo evento de desplegamiento registrado,
perteneciente a estructuras del C2 registro fuerzan ain mayores que lo visto en la trayectoria del

control (figura 13).
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Los eventos de desplegamiento correspondientes a la intervencidn del enlace isopeptidico del dominio
C2 fueron (figura 15): (1) C — terminal de C3 a los 500 pN; (2) C —terminal de C1 aproximadamente en
875 pN; (3) N- terminal de C1 a 875 pN; (4) N — terminal de C2 en conjunto de un desplegamiento mas
pronunciado del C — terminal de C1 marcado en aproximadamente 900 pN; (5) Comienzo del
desplegamiento progresivo de C2 registrando el mismo valor de fuerza que el evento anterior y (6)
Desplegamiento completo de C2 en conjunto con desplegamientos adicionales de estructuras del
dominio C1 en la marca de 875 pN. La ausencia del enlace isopeptidico del dominio C2 presenta
caracteristicas que lo hacen sobresalir en comparacién con los demdas modelos evaluados.
Primeramente, se puede observar que ademas del hecho que las fuerzas registradas son mas bajas que
las registradas en el control, este presenta una mayor cantidad de eventos de desplegamiento, los
cuales no sdlo pertenecen a estructuras de C2 sino que también a otras estructuras de C1, dando a
entender una posible relacién estructural entre ambos dominios, demostrado por el hecho que en
conjunto al desplegamiento progresivo de C2, en C1 se obtuvieron desplegamientos mas prolongados

ademas de un visible cambio conformacional en la estructura terciaria del dominio.
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Figura 15: Dindmica molecular realizada a 10 m/s sobre un modelo modificado del C — terminal de Ag I/l para
gue no formar el enlace isopeptidico en su segundo dominio. Se muestran con lineas entrecortadas color rojo los
valores maximos de fuerza y de extensién mostrados por la proteina silvestre para denotar los efectos de la

remocidn de un enlace isopeptidico en la proteina.

Finalmente, los eventos de desplegamiento correspondientes al modelo C3 modificado fueron los
siguientes (figura 16): (1) C — terminal de C3 a los 500 pN; (2) Desplegamiento prolongado del C —
terminal y una pequefia seccién del N-terminal de C3 que se observa justo después que del primer
maximo en aproximadamente 375 pN como un pequefio evento de desplegamiento; (3) C — terminal
de C1 en aproximadamente 800 pN; (4) Desplegamiento progresivo de lo que resta del dominio C3
registrando una fuerza maxima de no mas de 600 pN y (5) que corresponde a los dos ultimos maximos
representados en el grafico siendo estos el desplegamiento del C — terminal de C2 a 1250 pNy el N —
terminal del mismo dominio en los 1500 pN. La ruta de desplegamiento que sigue Ag I/Il cuando se
remueve el tercer enlace isopeptidico es relativamente similar a la mostrada en la figura 14,
observandose disminucion en las fuerzas totales y logrando una extension final similar a la mostrada
en la figura 15. Nuevamente se puede observar que las estructuras C2 resolvieron eventos de
desplegamientos en altos niveles de fuerza los cuales difieren de los mostrados en la remocion del
primer enlace isopeptidico dado que tanto el C — terminal y el N —terminal de C2 se resolvieron en los

ultimos momentos de la SMD.
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Figura 16: Dindmica molecular realizada a 10 m/s sobre un modelo modificado del C — terminal de Ag I/l para
gue no formar el enlace isopeptidico en su tercer dominio. Se muestran con lineas entrecortadas color rojo los
valores maximos de fuerza y de extensién mostrados por la proteina silvestre para denotar los efectos de la

remocidn de un enlace isopeptidico en la proteina

Con los resultados obtenidos, se puede observar la importancia que tienen los enlaces isopeptidicos en
Ag /11, dado que en la ausencia de ellos la proteina se hace extensible a menores magnitudes de fuerza.
Adicionalmente, se puede ver que cuando los dominios de son expuestos a estrés mecanico estos
tienden a rotar y/o cambiar su estructura con tal de establecer una conformacién mas estable ante la
perturbacién, lo que fue observado en el estado nativo de la proteina como en los dominios

intervenidos en los dominios Cly C2.

En vista de lo anterior, los tres enlaces podrian servir el propdsito de funcionar como dianas para la
intervencién molecular, aun asi, se decide seguir con el protocolo usando como objetivo al segundo

enlace. La remocidn del enlace de C2 mostrd varias caracteristicas que lo hicieron especialmente
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atractivo como candidato para intervencién. Primero, el hecho de que el modelo asociado haya
mostrada la mayor longitud al final de proceso; Segundo, se resolvieron una mayor cantidad de eventos
de desplegamiento en comparacion con los otros modelos y tercero, los resultados obtenidos por la
intervencién de C1 y C3 mostraron que secciones adicionales de C2 fueron desplegadas a un rango
mayor de fuerza producto que a falta de un enlace, las diferentes estructuras de Ag I/ll comienzan a
recibir magnitudes mas altas de fuerza lo cual no puede ser visto en un estado nativo. Es por ello que
para seguir con el protocolo se decide usar como objetivo al enlace presente en segundo dominio del

C—terminal de Ag I/II.

4.2 Generacion del bolsillo para acoplamiento molecular

Para el desarrollo del acoplamiento molecular, el primer paso fue formar el espacio al cual se le conoce
como bolsillo, al cual el péptido se deberia unir. Previo a este se hizo una pequefia edicidon al cristal del
C —terminal en la cual se removié por completo el tercer dominio de la proteina usando las facilidades
gue ofrece Pymol, dado que la presencia de este sdélo seria un interferente al momento de formar el

espacio para el sitio de union.

El bolsillo requerido para hacer el acoplamiento molecular se hizo en base a un protocolo de SMD

similar al seguido para la caracterizacion mecdnica el cudl arrojé el siguiente resultado (figura 17):

Figura 17: Resultado obtenido posterior a la dindmica molecular para generar el bolsillo necesario para realizar el
acoplamiento molecular. (A) En color morado se destaca la cadena con la lisina 1161 mientras que en verde la
cadena con la asparagina 1311. (B) Representacion en cartoon (superior) y surface (inferior) de la separacion de
la cadena que protegia la hebra B, liberando el drea necesaria como para que el péptido pueda unirse al bolsillo,

denotandose en color rojo la lisina 1161.

A diferencia de las SMD realizadas para la caracterizacion mecdnicas en este caso los puntos se

estiramiento se definieron de manera que el punto 1 fuera el conjunto de carbonos a que comprendian
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el inicio de la proteina hasta el hasta el carbono a de donde inicia la cadena de la Lys1121 y como punto

2 el ultimo carbono a de la secuencia.

Dada la naturaleza de estos puntos de estiramiento que se definieron durante la preparacién de la
dinamica molecular fue posible separar la seccidon que protegia la seccidon necesaria para realizar la
intervencién molecular sin necesidad de tener que desplegar la proteina en su totalidad. En el
momento en el que se logré este estado el modelo fue exportado como un archivo .pdb y se guardo

como archivo .pdb para el desarrollo del acoplamiento molecular.

4.3 Diseiio del péptido

4.3.1 Iteraciones de péptidos

Una vez decidido que el uso del segundo dominio como objetivo para intervencién molecular se hizo
un analisis de la hebra B complementaria que contienen la Asn que forma el enlace nativamente en el
dominio C2 para definir la longitud que tendra el péptido, y en conjunto también se hizo un analisis
comparativo entre los enlaces de los demas dominios con tal de ver si existian patrones comunes en
cuanto ala composicion de estas cadenas y de esta manera poder reducir el nUmero de péptidos totales

gue se generara mediante el cddigo de Python (figura 19).

Analizando la hebra B complementaria se verifica que estd compuesta por un conjunto 12 aminoacidos
con la asparagina que forma el enlace en la quinta posicidn. En mas detalle, la seccién de la hebra que
interacciona directamente con la cadena que contiene la lisina que forma el enlace corresponde sélo a
los 10 primeros aminodcidos que la componen. En base a esto se define una plantilla de un péptido de
10 aminoacidos dejando como término fijo una asparagina en la quinta posicidon con tal de imitar la

composicion neta de la hebra original como bien puede ser visto en la figura 18.
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Figura 18: Esquematizacion de los amindcidos que conforman la hebra B complementaria que forma el enlace

isopeptidico dentro del segundo dominio del C — terminal de Ag I/Il que se usé para determinar el nimero de

amindcidos que forman el péptido a disefiar. Se deja como térimino fijo la asparagina que forma el enlace en

quinto lugar, mientras que las “x” se consideran como los términos que serdn iterados por distintos aminoacidos

usando la linea de cédigo de Python.

from itertools import product

import random

secuencia = {'1': ['R", 'H', 'K', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N'
‘2': ['R", 'H', 'K', 'D', "E', 'S", 'T", 'N'
3': ['R", 'H', '¥', 'D', 'E', 'S", 'T", 'N'
4': ['R", 'H', 'k', 'D', 'E', 'S", 'T', 'N'
5[N],
'6': ['R', 'H', 'K', 'D', 'E', 'S', 'T', 'N
7[R,
8': ['V'],
ot L],
'10': ['V']}
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Figura 19: Linea de cédigo utilizada para generar la primera lista de péptidos candidatos para intervencion

molecular. Mediante el uso de éste cédigo se fue capaz de generar una lista de péptidos en base al conjunto de

aminidcidos definido para el acoplamiento molecular.
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Con la primera ejecucién del cddigo se generd una lista de mas de cuatro millones de iteraciones
posibles, de la cudl se hizo una seleccidn al azar de 500 péptidos los cuales se les hizo una prediccion
de su estructura secundaria usando UCSF Chimera para ser probados por andlisis de acoplamiento
molecular en conjunto con las tres hebras control: (i) Un péptido mimético a la hebra complementaria
de C2 de secuencia GSYENQAYQI el cudl fue luego construido en Chimera; (ii) Otro péptido mimético,
en forma de la misma hebra complementaria que forma el enlace en el cristal original, la cual fue
removida de este usando el software de Pymol, hebra que se denomina como hebra cristalografica; (iii)
un péptido de secuencia GGGGNGGGGG al cudl se denomind como poliG. Los resultados obtenidos por

las hebras control fueron los siguientes:

Tipo de Hebra Afinidad kcal/mol
Control Chimera -8,2
Control Cristalografico -7,5
Poli Glicina -6,9

Tabla 1: Afinidades mostradas luego del acoplamiento realizado con los controles

Luego de tener las afinidades de las hebras control se procedid a filtar el resultado de las afinidades
obtenidas de las 500 evaluaciones hechas usando como parametro de separacién la afindad obtenida
por la hebra control recreada en Chimera, obteniendo un conjunto de 20 peptidos con afinidades por
sobre -8 que cumplian con la cualidad especifica de entrar al bolsillo y que la asparagina estuviera bien

orientada hacia la lisina de la hebra a intervernir (tabla 2):
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N° Secuencia Afinidad (kcal/mol)
Silvestre GSYENQAYQI -8,2
1 TQWNNEFVLV -8,4
FGARNQFVLV -8,5
3 GFVENTFVLV -8,5
4 EYADNNFVLV -8,2
5 EYFENTFVLV -8,5
6 DWIENSFVLV -8,2
7 QQAENNFVLV -8,2
8 TFARNTFVLV -8,2
9 QNLHNQFVLV -8,1
10 SYADNCFVLV -8,1
11 TEADNSFVLV -8,1
12 QYWHNTFVLV -8,1
13 YFFDNCFVLV -8,1
14 ESVENTFVLV -8,1

15 YTADNQFVLV -8

16 EYAENTFVLV -8,5
17 FFYHNCFVLV -8,3
18 QFWDNNFVLV -8,4
19 YYWENEFVLV -8,5
20 FGAENNFVLV -8,4

Tabla 2: Tabla con las afinidades recuperadas del analisis del barrido de 500 péptidos. Los péptidos marcados en
caracteres azules son aquellos que destacaron por presentar afinidades mayores al control siendo candidatos al

procedimiento de refinamiento por escaneo de alaninas.

Dentro de la lista obtenida, se puede observar que 8 de ellos presentan afinidades mayores al control
siendo estas mayores a -8,2. En base a estos resultados se decide tomar esos péptidos para aplicar el
procedimiento de escaneo de alaninas. Sumado a esto, en base a los resultados vistos en la figura 20
se puede ver que cada uno los 8 péptidos descritos entraron en la misma posicién al bolsillo, haciendo

de estos resultados viables para seguir con los analisis.
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Figura 20: Imagen obtenida de la ventana de visualizacién de PyRx referente a los resultados obtenidos del
acoplamiento molecular respecto a las posiciones en las que los péptidos entraron al bolsillo. Segin la
numeracién de la tabla 2; (A) péptido N°1; (B) péptido N°2; (C) péptido N°3; (D) péptido N°6; (E) péptido N°16; (F)
péptido N°18; (G) péptido N°19; (H) péptido N°20.

4.3.2 Escaneo de alaninas

El escaneo de alaninas se usd como una base para poder refinar aquellos péptidos que presentaron un
buen valor de afinidad identificando aquellos aminoacidos con un rol en la afinidad mostrada durante

en el acoplamiento. Los resultados de estos analisis estan representados a continuacion en la figura 21.
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Figura 21: Graficos obtenidos del escaneo de alaninas aplicado a los 8 péptidos encontrados en el paso anterior.

Cada grafico muestra en en una recta de color naranjo una afinidad basal que se define como la afinidad mostrada
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por el péptido inicialmente, las cuales pueden ser vistas en la tabla 2, mientras que la recta azul muestra la
variacion de la afinidad cuando cada uno de los aminodcidos que contituyen el péptido se reemplazan por una
alanina mostrando asi cudl de los aminiodcidos no juegan un rol determinante en la afinidad, dependiendo si la
recta azul esta por encima o por debajo de la afinidad basal. ; (A) péptido N°1; (B) péptido N°2; (C) péptido N°3;
(D) péptido N°6; (E) péptido N°16; (F) péptido N°18; (G) péptido N°19; (H) péptido N°20.

En cada uno de los péptidos intervenidos se puede identificar al menos un aminodcido cuya ausencia
en la secuencia no afecta en la afinidad. En P1 corresponde a la Val en la posicion 8; P2 a la Ala en la
tercera posicidn y a la Arg en la cuarta posicién; P3 a la Val en la décima posicién; P6 a la Val en la
octava posicion; en P16 a la Tyr en la tercera posicion; P18 a la Val de la octava posicién; P19 a la Val
de la décima posicion y por ultimo P20 a la Ala de la tercera posicion. Mediante este andlisis se fue
capaz de identificar aquellos aminoacidos que no jugaban un papel importante en la afinidad del
péptido y por tanto aquellas posiciones modificables para refinar el valor de afinidad obtenido en

primera instancia.

Con estos resultados se procedié a generar un conjunto de archivos .pdb en base al sitio en dénde se
identificaron aumentos de afinidad acorde a lo visto en los graficos de la figura anterior. Las variantes
se generaron reemplazando el aminodcido identifcado por el resto de los aminoacidos existentes
generando 18 6 19 variantes dependiendo del caso, por ejemplo en el caso de P_N°1 se generaron 18
variantes dado que el aminoacido de Ala fue probado durante el proceso de escaneo y Val era el

aminodcido que tenia en manera nativa.
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P_N°1 TQWNNEFVLV
Variante 1 TQWNNEFLLV
Variante 2 TQWNNEFILV
Variante 3 TQWNNEFMLV
Variante 4 TQWNNEFFLV
Variante 5 TQWNNEFWLV
Variante 6 TQWNNEFYLV
Variante 7 TQWNNEFNLV
Variante 8 TQWNNEFCLV
Variante 9 TQWNNEFQLV
Variante 10 TQWNNEFSLV
Variante 11 TQWNNEFTLV
Variante 12 TQWNNEFDLV
Variante 13 TQWNNEFELV
Variante 14 TQWNNEFRLV
Variante 15 TQWNNEFHLV

Variante 16 TQWNNEFKLV
Variante 17 TQWNNEFGLV
Variante 18 TQWNNEFPLV

Tabla 4: Tabla ejemplo de como se forman las variantes posterior al escaneo de alaninas. Variantes generadas en
base al peptido N°1 generando 18 iteraciones dada la sustitucion de la octava Valina (destacada en azul) por los

18 aminoacidos existentes restantes.

El proceso se realizd con los demas péptidos para luego evaluar sus afinidades en PyRx repitiendo los
mismos parametros de analisis descritos en el apartado de metodologia. De los datos obtenidos a partir

de las 164 variantes generadas se destacan los siguientes resultados
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PNl TQWNNEFVLY Afinidad kcal/mol
Variante 5 TQWNNEFFLV -10
Variante 7 TQWNNEFILV 9,8
Variante 11 TQWNNEFMLV -9,5
Variante 17 TQWNNEFHLV -10,7

P_N"2 FGARNQFVLY Afinidad kcal/mol
Variante 4 FGVRNQFVLV 9,5
Variante 8 FGNRNQFVLV 9,6
Variante 11 FGSRNQFVLV -9,7
Variante 13 FGDRNQFVLV 9,6
Variante 16 FGHRNQFVLV 9,6
Variante 19 FGAWNQFVLV -9,8
Variante 23 FGAYNQFVLV -10

P_N"18 QFWDNNFVLY Afinidad kcal/mol
Variante 10 QFWDNNFSLV -9,8
Variante 11 QFWDNNFTLV -10
Variante 13 QFWDNNFELV -10,5
Variante 17 QFWDNNFGLV 9,9

P_N"19 YYWENEFVLY Afinidad kcal/mol
Variante 1 YYWENEFVLL -9,9

Tabla 5: Resultados destacados de la evaluacién de afinidad de las diferentes variantes generadas en base a los
resultados de el escaneo de alaninas denotando en color azul la posicidn en dénde se hizo la iteracion. Los
péptidos N° 1, 2, 18, 19 fueron aquellos en los se observaron los mejores resultados en cuanto a aumento de

afinidades superando un umbral de -9,5 kcal/mol.

Con los resultados obtenidos se puede comprobar el escaneo de alaninas dio en gran parte buenos
resultados logrando obtener 17 nuevos péptidos con mayor afinidad en comparacion a sus versiones
antes de pasar por el proceso alcanzado mejoras aproximadas del 25% en los mejores resultados
mostrados por la variante 17 del peptido N°1 y la variante 13 del péptido nimero 2 e incluso en los

resultados mas bajos se alcanzaron mejoras que rodearon el 10%.

4.3.3 Evaluacion mecanica de los péptidos

Con tal de evaluar la estabilidad de los péptidos encontrados se aplicé un protocolo basado en

dinamicas moleculares con el cual se fuerza al péptido a separarse del bolsillo a modo de poder medir
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A

Fuerza(pN)

Fuerza(pN)

las fuerzas asociadas al proceso comparando los resultados obtenidos con un control, para lo cual se
uso la cadena silvestre generada en Chimera. Como bien se explicd en el apartado de metodologia, la
dindmica se realizd a una velocidad de 10 m/s y se detuvo el proceso al momento que se identifica que

el péptido evaluado se desprende del bolsillo.

De la evaluacién de las 17 variantes de péptidos encontradas por el proceso de escaneo de alaninas se
destacan los 6 resultados que se pueden observar en la figura 22. Las restantes se descartaron ya que
las trayectorias mostraban resultados menores o iguales al control. Los graficos obtenidos mediante
las SMD ligando — proteina, se resuelven de manera que los maximos representados en la curva de la
trayectoria representan el momento en el que el ligando se desprende del bolsillo al cual se encuentra

adherido producto del acoplamiento molecular.
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Figura 22: Resultados destacados obtenidos de las dindmicas moleculares ligando proteina. En todos los casos la
curva de color rojo representa la trayectoria del ligando que se prueba en el momento mientras que la de color
negro a la trayectoria de la cadena control silvestre generada en Chimera, siendo el maximo de la trayectoria el
momento en el que péptido se desprende del bolsillo. (A) N1 Variante 1; (B) N2 Variante 8; (C) N2 Variante 13;

(D) N2 Variante 19; (E) N2 Variante 23; (F) N18 Variante 18.

Dentro de los resultados obtenidos de las SMD ligando — proteina se da especial relevancia a la variante
13 del péptido N°2 (figura 22C), ya que a pesar de que todos los ligandos representados superan el
umbral de los 450 pN aproximadamente fijado por la hebra silvestre, fue justamente la variante 13 del
péptido N°2 aquel que marcé el nivel de fuerza mas alta antes de desprenderse casi llegando a los 600
pN. En base esto, se dispone de un ligando que no sélo es mas afin por la proteina Ag I/ll sino que
también, mecanicamente mas estable, haciendo de este un buen candidato para intervencién

molecular al momento de que los datos de este trabajo sean probados in vitro.
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5  DISCUSION

La presencia de enlaces isopeptidicos juegan un papel de alta importancia en la virulencia y potencial
patoldgico de bacterias Gram positivo, haciéndolas resilentes a actividad proteolitica ademas de
otorgar resistancias a desafios térmicos y mecdanicos (83). En el caso de Streptococcus mutans, bacteria
definida como la causa etioldgica principal en el desarrollo de las caries, este fendmeno representa una

de las respuestas hacia el por qué las caries son tan dificiles de combatir uuna vez formado el complejo.

En este trabajo se desarrolld la idea de generar un péptido con la capacidad de intervenir la formacion
de uno de los enlaces isopeptidicos de la adhesina Ag I/Il de S. mutans, a modo de solucién preventiva
al desarrollo de las caries, produciendo una molécula mas afin que las estructuras silvestres del pilus

de Ag I/Il y por tanto mas estable a modo de lograr se establezca una unién de caracter irreversible.

Para saber que enlace intervenir dentro del dominio C—terminal, se hizo una caracterizacién mecénica
para identificar el dominio mas influyente en cuanto a la estabilidad mecanica/estructural del C —
terminal de Ag I/Il. En este trabajo se presentan las primeras evidencias del aporte energético que
otorgan los enlaces isopeptidicos cuando Ag I/Il es expuesta a un desafio mecanico. Mediante esto se
observé que los dominios C1 y C2 de Ag I/1l presentaron las caracteristicas mas relevantes. En ausencia
de C1 vemos que las fuerzas totales del proceso disminuyen presentando los menores valores entre las
demas simulaciones, y en C2 ademas de que las fuerzas asociadas al proceso disminuyeron, también
se logré una mayor extensién neta de la proteina la cual llego hasta aproximadamente 95 nm. En
documentacidn previa respecto a la estructura cristalografica del C —terminal de Ag I/Il, se explica que
los dominios C1y C2 juegan un papel crucial durante la adhesién de S. mutans a la superficie del diente,
en gran parte por la presencia de sitios de unién a glucosa que que reconocen a como sitios de union a
estructuras altamente glicosiladas como lo es el SAG (53). Tomando esto en cuenta, es posible
relacionar que la importancia que tienen los dominios C1 y C2 en el proceso de adhesion no sdlo esta
dado por la presencia de los sitios de unién mencionados sino que también por el aporte mecanico que
otorgan los enlaces presentes en esos dominios, jugando un posible rol en la estabilizacion del proceso
unién por parte de la region C— terminal. El punto anterior también puede ser usado para darle validez
al uso del péptido como interferente del proceso de adhesién, dada la capacidad que tienen los
péptidos antimicrobianos para desestabilizar estructuras proteicas (84), dado el hecho que el péptido
disefiado en este trabajo tendra como funcidn prevenir la formacién del enlace isopeptidico lo que

causa irregularidades en el plegamiento y adquisicién de estructura secundaria en el C — terminal, lo
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gue a su vez causaria no solo un desequilibrio en la transduccidn de fuerzas en la adhesina sino que se
le preeveria a esta de un sitio de unidn al SAG. Adicionalmente, un resultado que se debe destacar fue
el como los dominios del C—terminal rotaron y/o cambiaron su conformacion estructural al enfrentarse
a un desafio mecanico. Este fénomeno fue demostrado en otra bacteria tipo Gram - positivo,
Staphylococcus epidermidis usando también métodos in silico (85). En la investigacion se demostrd que
cuando S. epidermidis era expuesta a estrés mecdanico ésta rotaba los dominios de su adhesina con tal
de mitigar el impacto que provocaba dicha perturbacién en su estructura tridimensional adquiriendo
una conformacidon mas estable. El fénomeno de rotacidn se vid en 2 instancias de éste trabajo: En la
proteina silvestre y cuando se intervino la formacidon de los enlaces en los dominios C1 y C2.
Considerando el caso de estudio de Staphylococcus epidermidis citado anteriormente, su adhesina es
capaz de adoptar diferentes conformaciones dependiendo de si la fuerzas aplicadas sobre ella era de
baja o alta escala, no es raro haber observado rotacién en los dominios de Ag I/Il como respuesta
adaptativa, ademas tomando en consideraciéon la capacidad que tienen las proteinas de pasar por
cambios conformacionales con tal de ser estructuralmente mas estables (86) es posible afirmar que
tanto los dominios C1y C2 juegan un importante papel en la estabilidad estructural de la proteina
especialmente cuando se es expuesta a grandes estimulos de energéticos. Mediante esto se puede
concluir que la estabilidad mecanica de Ag I/l viene no sélo de la presencia de los enlaces isopeptidicos
gue se encargan de disipar fuerzas eldsticas sino que también por los cambios conformacionales
reportados durantes las dinamicas, los cuales son ain mas estables dada la presencia de los enlaces.
En base a esto se puede decir que la estabilidad del proceso de adhesidon depende en gran parte por
los anteriorers dos dominios, ya que fuera de no haber hecho experimentos de adhesidn hacia una
matriz, las simulaciones moleculares cuando se hacen con el suficiente cuidado, son capaces de

predecir con alto grado de exactitud el comportamiento de proteinas mecanoestables (87).

El disefio del péptido a per se dependia de dos partes: Primero, decidir que enlace se desea atacar dada
la naturaleza mimética de la molécula, con tal de que la estructura del péptido pueda ser reconocida
con la proteina con tal garantizar una buena afinidad (88) y segundo definir en qué posicion ird la
asparagina que va de la mano con el primero punto. La decision de elegir la asparagina como
aminodcido fijo para formar el enlace isopeptidico y no la lisina no es trivial ya que como se demostré
en la investigacion de Rivas y cols. (69) el momento que se realiza la intervencidn es crucial para el éxito
de esta propuesta cuando se migre de un ambiente in silico a uno in vitro e incluso in vivo. Como bien

se menciond en el apartado de introduccidn los enlaces isopeptidicos de Ag I/ll se forman entre
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aminodcidos de lisina y asparagina, y, una caracteristica en comun entre ellos es que la lisina siempre
esta rio arriba de la asparagina. Esto quiere decir que cuando la adhesina esta en vias de expresion, en
otras palabras, cuando la cadena polipeptidica sale desde el ribosoma para adquirir su estructura
terciaria en la membrana plasmatica previo al mismo anclaje de la adhesina al peptidoglucano (89), la
primera parte en salir hacia el espacio extracelular es precisamente la seccion con el aminoacido de
lisina. De esta manera el peptido deberia ser capaz de unirse a esa seccidén especifica antes que ocurra
el plegamiento de la proteina y por ende antes que se exprese la seccidn con la asparagina. Siguiendo
con el disefio del péptido se menciond que no sélo se dejd se dejé como término fijo la Asn en la quinta
posicidn sino que también, una secuencia FVLV en los Ultimos cuatro términos de este. La inclusidn de
esta secuencia dio buenos resultados en primera instancia ya que las afinidades encontradas en el
primer barrido dieron cercanas e incluso mayores al control generado en Chimera jugando un buen rol
en reducir los términos totales arrojados por cédigo usado en python. Sin embargo, una vez aplicado
el proceso de escaneo de alaninas se vié en algunos casos que cuando se removia un aminoacido de la
secuencia FVLV la afinidad subia. Por lo general, los reemplazos que se hicieron en esa area especifica
fueron la mayoria de los casos por aminoacidos con cadenas laterales de caracter hidrofébico como la
misma valina u otros aminodcidos con anillos aromaticos. Esto se relaciona con una caracteristica
estructural de los isopéptidos, siendo estos rodeados por residuos hidrofébicos y aromaticos (65). De
igual manera este reemplazo no ocurrié en todos los casos, habiendo ocaciones donde incluso la falta

de esta secuencia generaba una pérdida total de la afinidad hacia el bolsillo.

Respecto al proceso de refinamiento de péptidos, este se hizo adecuando a condiciones in silico una
metodologia de escaneo de alaninas, que generalmente se usa realizando mutaciones sitio dirigdas
para evaluar la funcionalidad o estabilidad de una proteina bajo condiciones definidas dependiento del
disefio experimental que se desea seguir (91). Para la correcta realizacion de los objetivos, se desarrolld
una metodologia simple y libre de costo para evaluar la afinidad relacionada a interacciones proteina
— proteina basada en los mismos principios tedricos del escaneo de alaninas que se realiza in vitro. La
opcién que mas se asemeja a lo desarrollado en este documento es una herramienta bioinformatica

conocida DrugScore®™ (

91) una plataforma online libre de registro que requiere un archivo de pdb que
funciona como la proteina diana y una secuencia peptidica que funciona como el ligando control al que
se aplica el proceso de escaneo con tal de poder identificar residuos criticos en complejos proteina —
proteina. Sin embargo, fuera de las similitudes que comparten en el resultado final que se entrega,

DrugScore™' presenta 2 limitaciones, la primera es que no permite delimitar un espacio de analisis
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realizando sélo acoplamientos ciegos y la segunda es que limita el nimero de aminoacidos que
conforman el ligando a 7 residuos, lo que hace que los analisis que se pueden realizar en la plataforma
sean relativamente restringidos. En cambio, dada la naturaleza andloga de la metodologia desarrollada
en este trabajo permite hacer escaneos de alaninas con mayor libertad y totalmente ajustable. Ademas,
el proceso propuesto por DrugScoref™ se detiene al momento de entregar una tabla con las diferencias
de afinidades asocidas a la remocion de cada aminodcido, mientras que el protocolo propuesto en este
trabajo incluye una fase de refinamiento, por lo cudl no sélo se identifican aquellos aminoacidos que
juegan un papel relevante en la afinidad sino que también aquellos que no, siendo estos candidatos
para probar que otro aminodcido en esa posicion sea capaz de subir la afinidad neta de los ligandos.
Un punto negativo que si posee el escaneo de alaninas realizado es que es medianamente azaroso dada
la cantidad de pasos asociados a este, aun asi, el protocolo se encuntra en constante mejora

buscandose incluso una forma de poder automatizarlo.

En cuanto a los resultados obtenidos por las dindmicas ligando — proteina, y como se bien se mencioné
en el apartado de resultados, de los 6 de los 17 complejos evaluados registraron magnitudes de fuerzas
mayores en comparacién al control realizado con la cadena silvestre, siendo el mejor de ellos
perteneciente a la variante 13 del péptido N°2 posterior al refinamiento. Este péptido, fuera de ser mas
afin que la cadena silvestre, en cuanto a las afinidades netas del proceso este no fue el que marcé el
valor de afinidad mas alto dentro del conjunto. Recordar que las afinidades mostradas por un proceso
de acoplamiento molecular se representan con valores negativos ya que representan la energia
liberada durante la unién del ligando al sitio de unidn, lo que también se traduce como la energia
necesaria para comprometer dicha union (92). Teniendo en cuenta lo anterior se esperaria que a
afinidades mas altas las fuerzas de desprendimiento reportadas fueran mas altas, lo que no se vié en
los experimentos realizados, como lo es el contraste que existe entre la variante 13 del péptido N°2 y
la variante 17 del péptido N°1, el cual como se ve en la tabla 5, fue aquel que marcé el mayor valor de
afinidad, pero que aun asi las fuerzas registradas durante la SMD no fueron capaces de superar a la
cadena silvestre. En relacion a esto, existe documentacion que explica que la fuerza por la que un
ligando se adhiere a una superficie no depende necesariamente de la afinidad que haya registrado
durante un acoplamiento molecular (93). Esto quiere decir que la composicidn que tiene la variante 13
del péptido N°2 fuera de no marcar un valor tan alto de afinidad en comparacion con los demas
peptidos presentados en la tabla 5, presentando casos déonde incluso peptidos de la misma afinidad

mostraron fuerzas de adhesién diferentes, lo que da a entender que la variante 13 del péptido N°2
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tiene caracetristicas en su composicion aminodcidica que le dan ventajas por sobre el resto de las
cadenas. Como se explico anteriormente, aminodcidos hidrofébicos y aquellos con anillo aromatico
juegan un papel de alta importancia al momento de formar los isopeptidos en condiciones naturales,
analizando la composicion de la cadena se compone por FGDRNQFVLV, siendo el cambio que generé la
variante un Asp en la tercera posicion. Anteriormente se menciond que el aminoacido de Asp es
importante en el desarrollo del futuro del enlace isopeptidico, coordinando este, y formando puentes
de hidrégeno con la cadena complementaria, lo que podria dar una explicacién a la mayor afinidad. En
cuanto al mayor grado de fuerza de unidn, la respuesta podria estar dentro de los aminoacidos de Phe
al principio y al final de la cadena. Dentro de las muchas interacciones que ocurren entre complejos
proteina — proteina se encuentra una llamada interaccion del cation m, la cual representa una fuerte
unién de caracter no covalente que suele suceder entre cadenas laterales de aminodacidos aromaticos
como los la Phe, Tyr y el Trp, lo que provée de una superficie de potencial electroestatico negativo la
cual es altamente afin por aminodcidos catidnicos (94 —95). Tomando en consideracidn la composicion
de la cadena complementaria Lys1161 que se busca intervenir, TKVNK, la cual es mayoritariamente
positiva por la presencia de los dos aminoacidos de Lys que presenta, es posible confirmar que la gran
fuerza que se genera durante la SMD con la variante 13 del péptido N°2 se debe a una accion conjunta
entre el aminoacido de Asp generando puentes de hidrégeno y los dos aminoacidos de Phe generando
interacciones de cationes 1. En cuanto al por qué no se notd quizas un valor de afinidad esperado, la
respuesta puede darse por medio del mismo algoritmo de acoplamiento utilizado, ya que Vina no

incorpora en su funcidon de puntuacion interacciones de cationes 1t (96 — 97).

El desarrollo de péptidos anti adhesivos representa un drea de vasto interés en la ciencia hoy en dia ya
que representa una forma de combatir la creciente crisis que existe referente a la resistencia de
antibidticos lo que dificulta el tratamiento de varias enfermedades, en este caso las caries (97 — 98). El
desarrollo de este péptido presenta varios puntos positivos. El hecho de usar como diana a la regién C
— terminal y no la seccion A3VP1 de la adhesina, va de la mano con el hecho de que la estructura de la
region C —terminal a diferencia de la region variable, se encuentra conservada hasta en un 62% de las
demas cepas de S. mutans. Adicionalmente, el intervenir el correcto plegamiento de esta esctrutura
permite remover la resistencia proteolitica que poseen estas bacterias y de esta manera poder impedir
la adhesidn y la colonizacidn, hecho que ya ha sido demostrado en otras bacterias gram positivas (100
—101). En el caso especifico de S. mutans el interferir con el plegamiento de la regidén C — terminal de

Ag /Il implica intervenir la union multivalente que tiene la bacteria a la superficie. Esta particular union,
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como bien se menciond en el apartado de introduccidn, genera que la fuerza total que se aplica en la
bacteria se divida en el nimero total de uniones que se generan entre la bacteria y la superficie. Al
intervenir aunque sea una de las uniones, hace que las demas secciones reciban mayores magnitudes
de fuerza o bien que esta sea degradada por proteasas dada la pérdida de la resistencia proteolitica, lo
qgue hard que los distintos sitios de union de la proteina reciban aun mas mayores magnitudes de
fuerzas dada el desequilibrio que se provocara en la transduccion de las fuerzas, y si a esto sumamos
que los pili de S. mutans de por si pueden ser desprendidos a bajos indices energéticos, podria significar

el desprendimiento completo de la bacteria de la superficie del diente.
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6 PROYECCIONES

Los resultados presentados en este trabajo abren las puertas para un posible tratamiento preventivo
al desarrollo de las caries producto de la colonizacidn por la bacteria Streptococcus mutans. A un futuro,
dada la naturaleza in silico de los resultados obtenidos, éstos deben ser extrapolados para comenzar
una fase de experimentacién in vitro con tal de poder evaluar el potencial bioldgico de la propuesta.
Dentro de ella, se tiene que evaluar la efectividad del péptido en ensayos de molécula individual con
tal de simular como actuaria este in vivo, resultados que segun las mismas simulaciones hechas dentro
del desarrollo de esta propuesta deberian dar buenos resultados. En cuanto al potencial biotecnoldgico
del péptido este podria ser acoplado a un dentifrico o a algun tipo de enjuague bucal a modo de

funcionar como una manera profilactica de tratar el desarrollo de las caries.

Este proyecto da los primeros pasos hacia estrategias de desarrollo de moléculas capaces de intervenir
la catalizacidn de enlaces relacionados a la estabilidad de bacterias Gram - positivo, logrando de igual

manera intervenir procesos de adhesién relacionados.
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7  CONCLUSIONES

Mediante el uso de herramientas in silico se fue capaz de generar una molécula que mostro ser
mas estable mecédnicamente y mas afin en comparacién a las estructuras silvestres del C —

terminal de Ag I/11, cumpliendo asi lo propuesto en la hipdtesis del trabajo.

Se logré realizar de las primeras caracterizaciones mecanicas respecto a como funcionan los
enlaces isopeptidicos del C — terminal de Ag I/1l, logrando de igual manera identificar el mas

relevante.
El protocolo propuesto de escaneo de alaninas y refinamiento de péptidos representd una
rapiday efectiva manera para encontrar péptidos con buen potencial para realizar intervencién

molecular no sdlo para este proyecto, sino que también para otros desarrollos de esta indole.

El péptido generado cumplié con las caracteristicas propuestas, formando asi buenos cimientos

para poder extrapolar estos resultados a condiciones in vitro.
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ANEXO

## Comandos en La Tk consola de VMD para Limpiar y centrar La proteina en su
centro de masa

# Comando para solo extraer La cadena A del cristal 3QE5
> Set all [atomselect top “chain A”]
> $all writepdb ChainA.pdb

# Abrir pdb ChainA.pdb
# Comando para Limpiar La cadena A

> Set alll [atomselect top “protein®]
> $alll writepdb protein.pdb

## Set de comandos para centrar la proteina en su centro de masas en el eje z
> set all [ atomselect top "protein”]

$all writepdb pan.pdb

$all moveby [vecinvert [measure center $all]]

measure center $all

$all moveby {0 0 @}

Probar moviendo en el eje y, hasta centrar en el eje Z

> $all move [transaxis y 9]

> $all writepdb pili_limpia_centrada_Z.pdb

#V VYV YV

Caja S1: Conjunto de lineas de cddigo utilizadas en la terminal de comandos de VMD para limpiar y centrar la

proteina en el eje z.
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# Generacidn del archivo de topologia
$gmx pdb2gmx -f I10.pdb -o i102.gro

# Generada La topologia, incluir Las siguientes Lineas en el archivo,
especificamente Luego de la Llinea 21
## Inclusion necesaria para que el campo de fuerza sepa que tipo de aguas tiene
que usar

#include "./sirah.ff/hybsol_comb3.itp"

#include "./sirah.ff/solv.itp"

# Generacidn de la caja y cdlculo de aguas del sistema

$gmx editconf -f pili.gro -o pili_box.gro -box x y z -c

$gmx solvate -cp pili_box.gro -cs spc216.gro -o pili_shell.gro -shell 1
$gmx solvate -cp pili_shell.gro -cs ./sirah.ff/wtdtip3p.gro -o pili_sol.gro

# Conteo del niumero de aguas en el sistema
$grep -c OW pili_sol.gro; grep -c WP1 pili_sol.gro
# Agregar Llos resultados a La topologia

$gmx grompp -f ./sirah.ff/tutorial/2/GPU/em HYBSOL.mdp -p topol.top -c
pili sol.gro -o pili_sol.tpr -maxwarn 1

# Agregar iones sodio y cloro acorde al cdlculo hecho en base a aguas atomisticas
$gmx genion -s pili_sol.tpr -o pili_ion.gro -np [Namero de iones sodio] -pname Nal
-nn [Numero de iones cloro] -nname CIlW

## Reemplazar aguas WT4 cuando pregunte la consola

# Contar aguas nuevamente, pero esta vez con el archivo generado ion.gro
$grep -c OW pili_ion.gro; grep -c WP1 pili_ion.gro
# Reemplazar Los valores obtenidos mds Llos iones en el archivo de topologia

# Crear un archivo .psf

$./sirah.ff/tools/g top2psf.pl -i topol.top -o pili_ion.psf

## EL archivo psf se hace manera de convertir lLa topologia en un archivo que
pueda interpretar los #include mencionados anteriormente, considerando cadenas,
moléculas de solvente, Ligando u otras moléculas agregadas al sistema

# EL archivo psf es necesario para lLa creacién del archivo index el cudl posee
todos numeros asociados al sistema de La dindmica molecular. }

# Previo a ello, se deben reemplazar Los cédigos opls del archivo psf ya que
dicha nomenclatura puede lLeida sélo por el campo de fuerza oplsAA

# Los reemplazos asociados se encuentran en la tablaS1 adjunta

# Creacidon del archivo index
$echo -e "r WT4 | r NaW | r CIW\ng\n " | gmx make ndx -f pili_ion.gro -o
pili_ion.ndx
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# Comenzar proceso de minimizado

$gmx grompp -f ./sirah.ff/tutorial/2/GPU/em_HYBSOL.mdp -p topol.top -po em.mdp -
n pili_ion.ndx -c pili_ion.gro -o pili_em.tpr

$gmx mdrun -v -deffnm pili_em > EM.log &

# Terminado el minimizado comenzar el proceso de equilibrado

$gmx grompp -f sirah.ff/tutorial/2/GPU/eq HYBSOL2.mdp -p topol.top -po eq.mdp -n
pili_ion.ndx -c pili_em.gro -r pili_em.gro -o pili_eq.tpr

$gmx mdrun -v -deffnm pili_eq > EQ.log &

# Previo a la dinamica molecular colocar Llos numero correspondiente a los puntos
de estiramiento al final del archivo index

[pulll]

Carbono alfa 1

[pull2]

Carbono alfa 2

# Modificar el archivo de configuracién de Lla dindmica para a correr a velocidad
constante

S;Pull code

pull = yes
pull-ncoords =1
pull-ngroups =2
pull-groupl-name = pulll
pull-group2-name = pull2

pull-coordl-groups =12

pull-coordl-geometry = distance

pull-coordl-dim =NNY

pull _coordl _start = yes

pull coordl_rate = 0.01 ; magnitud de velocidad en nm/ps
pull-print-components = yes

pull coordl k = 1000 ; kI mol”-1 nm"-2

## Pegar Llas variables al final del archivo de configuracion

# Comenzar la dindmica molecular

$gmx grompp -f ./sirah.ff/tutorial/2/GPU/md_HYBSOL2.mdp -p topol.top -po md.mdp -
n pili_ion.ndx -c pili_eq.gro -o pili_md.tpr

$gmx mdrun -v -deffnm pili md &> MD.log &

# Transformar los datos para ver trayectoria en vmd

$gmx trjconv -s pili_em.tpr -f pili_md.xtc -o pili_md_pbc.xtc -n pili_ion.ndx -
ur compact -center -pbc mol

# Cuando La consola Lo pida especificar que cargue lLa proteina y luego el sistema
$vmd pili_ion.psf pili_ion.gro pili_md_pbc.xtc -e
./sirah.ff/tools/sirah_vmdtk.tcl

# Aislar columnas de Los archivos de estiramiento
$awk ‘{print $2}’ pili_md_pullx.xvg > pili pullx.xvg
$awk ‘{print $2}’ pili_md_pullf.xvg > pili pullf.xvg
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## Transformar La data del estiramiento de fuerza en pN y reemplazar Los datos

# Juntas ambas columnas
$paste pili_pullx.xvg pili pullf.xvg > pili_ pullsFX.xvg

# Visualizar La data en xmgrace
$xmgrace pili_pullsFX.xvg

CajaS2: Cédigos utilizados para el desarrollo de la dindmica molecular

opls_272 02
opls_271 C

opls_155 HO
opls_154 OH
opls_140 H1
opls_157 CT
opls_236 0]

opls_241 H

opls_136 CT
opls_240 H

opls_246 CT
opls_223B CT
opls_308 CT
opls_303 N2
opls_302 CA
opls_301 H

opls_292 CT
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opls_145

opls_166

opls_168

opls_202

opls_505

opls_511

opls_287

opls_290

opls_293B

opls_135

opls_137

opls_235

opls_238

opls_224B

opls_237

opls_239

opls_245

opls_274

opls_307

opls_304

opls_300

opls_158

CA

H2

CT

NB

CT

CT

CT

CT

CT

CT

N2

CT
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opls_149

opls_146

opls_167

opls_210

opls_209

opls_507

opls_508

opls_506

opls_116

opls_503

opls_117

opls_500

opls_514

opls_501

opls_502

opls_283

opls_504

CT

HA

OH

CT

CT

CcC

any

CR

ow

NA

HW

C*

any

CB

CN

CT

H

Tabla S1: Tabla usada para reemplazar los términos opls presentes en el archivo “.psf”. El proceso de reemplazo

se hizo con tal de que de que los parametros del campo de fuerza SIRAH fueran capaces de leer correctamente el

archivo y de esta manera poder continuar con el desarrollo de la SMD
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