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CCR2 = Receptor de CCL2

hBD6 = Beta defensina humana 6
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Resumen

Los AMPs y de HDPs son parte fundamental del sistema inmune innato, se
encuentran principalmente en tejido expuesto a patdgenos, pueden destruir las
membranas bacterianas e intervenir en funciones vitales de la célula, anteriormente
se creia que esta era su actividad principal, sin embargo, se ha encontrado que
algunos pueden intervenir en la respuesta inmune, promoviendo la produccion de
citosinas, quimiocinas, asi promoviendo la inflamacion y el movimiento de otras
células inmunes. Esta actividad podria ser activa por union de estos péptidos a

receptores presentes en células del sistema inmune.

La hBD3M es un péptido recombinante derivado de la hBD3, que ademas de tener
actividad antimicrobiana puede promover el movimiento de monocitos a través del
receptor de citocinas CCR2, un receptor acoplado a proteina G. hBD3M también ha
mostrado promover la cicatrizacion de heridas subcutaneas. Para entender la unién
de hBD3M a CCR2 se hizo modelado por homologia con el programa MODELLER
y acoplamiento molecular péptido-proteina empleando los servidores ClusPro para

acoplamiento global y HADDOCK para acoplamiento local.

Con los acoplamientos se encontré que la unién se da en una cavidad formada por
las regiones extracelulares del receptor, y que la region DYDY del receptor aporta
energia libre favorable a la unién de ligandos. Algo que favorece a la unién de
hBD3M con CCR2 es la cationicidad del péptido, teniendo una mayor superficie con
cargas electroestaticas positivas que los demas ligando. Una diferencia clara con la
hBD3 es que la cola de histidinas podria restringir la orientacién con la que se une
el péptido, habiendo un mayor contacto con el N-terminal de receptor que con las
demas regiones que forman la cavidad, también se pudo observar que la unién se
ve mayormente favorecida por interacciones de van der Waals, similar a hBD3. Con
estos métodos in silico se pudo obtener un acercamiento al comportamiento del

péptido hBD3M en la unidn al receptor quimiocinas CCR2.
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Abstract

Antimicrobial and host defense peptides are a fundamental part of the innate
immune system, they are found mainly in tissues exposed to pathogens, they can
tear down bacterial membranes and intervene in vital cell functions, these activities
were thought to be their main function, even so, there have been findings that these
can intervene in immune response, promoting cytokine and chemokine production,
thus promoting inflammation and cell movement. This activity could be triggered by
the binding of these peptides to receptors present in immune cells.

hBD3M is a recombinant peptide derived from hBD3. In addition to its antibacterial
function, hBD3M can also promote monocyte movement through the chemokine
receptor CRR2 (a G protein-coupled receptor). To understand hBD3M and CCR2
binding we used homology modelling for both peptide and receptor with software
MODELLER, the models made were used in peptide-protein molecular docking

using the servers ClusPro for blind docking and HADDOCK for local docking.

With molecular docking, we found that binding occurs in a cavity formed with
extracellular regions of the receptor, and that the DYDY region of the receptor
contributes free energy favorable for ligand binding. hBD3M cationic nature
facilitates binding to CCR2 with a predominantly positive electrostatic surface area.
A clear difference with hBD3 is that hBD3M’s his-tail could restrain the peptide’s
binding orientation, having more contact with receptor’s N-ter than with other cavity
forming regions, it was also found that the forces that guide hBD3M binding to CCR2
are mainly van der Waals interactions, similar to hBD3. With these in silico methods
it was possible to obtain a closer look to the binding behavior of peptide hBD3M and

chemokine receptor CCR2.



1 Introduccion

1.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del sistema inmune. Esta
mediada por diferentes tipos de células y tejidos. Incluye barreras fisicas como piel,
epitelio y mucosas, ademas de células capaces de reconocer patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPSs), patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS)
y productos de células dafiadas o infectadas. Las células de la respuesta inmune
innata poseen receptores que reconocen componentes superficiales, proteicos o
gendmicos de patdgenos, entre los que se encuentran los receptores tipo Toll
(TLRs). Estos se pueden encontrar en membranas celulares o en endosomas donde
reconocen PAMPs superficiales como lipopolisacaridos y &cidos nucleicos
bacterianos, entre otros. Los TLRs desencadenan vias de sefalizacion que
promueven la produccion de citocinas, la activacién celular y el movimiento de
células a sitios de infeccidon (quimiotaxis). Otro tipo de receptores son los NOD-like
que también reconocen DAMPs, PAMPs y reclutan a otras proteinas para inducir
inflamacion (Abbas, Lichtman, Pillai, 2015; Froy, 2005). El reconocimiento de
agentes patdégenos, por los diferentes tipos de receptores del sistema inmune
innato, activa cascadas de sefializacion que estimulan la produccién de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas. Estas dirigen a células inmunes a los sitios de
infeccion para asi activar la respuesta inflamatoria. Durante esta fase ocurren
cambios fisiologicos reversibles, como el aumento del flujo sanguineo y la dilatacién
de arteriolas (Abbadie, 2005; Abbas et al., 2015).

Otros efectores de la respuesta inmune incluyen a proteinas plasmaticas capaces
de neutralizar a patégenos, como las del sistema del complemento, defensinas y
catelicidinas. Estas dos ultimas son péptidos producidos en células epiteliales y en
neutrofilos. Las defensinas y catelicidinas son capaces de penetrar la membrana
bacteriana y también se les ha atribuido la regulacion de la expresion de citocinas y
de la quimiotaxis, por lo que también se les conoce como péptidos de defensa
(Abbas et al., 2015).



1.2 Quimiocinas

Las quimiocinas son polipéptidos de 8 a 10 kD, se clasifican en cuatro familias segun
el nimero y la posicion de cisteinas en el N-terminal, los cuales forman puentes
disulfuro que son importantes para la mantener la estructura monomérica de la
quimiocina. Su estructura terciaria esta compuesta por tres laminas beta sobre una
alfa hélice en el C-terminal (Hughes & Nibbs, 2018). Son producidas por leucocitos
y células epiteliales tras encontrarse con patdogenos. Tras ser secretadas se unen a
sus receptores, presentes en la membrana de diversos linajes celulares (Abbas et
al., 2015). Las cuatro familias de quimiocinas se clasifican segun la presencia de
dos residuos de cisteinas, asi las CC, en donde se encuentran una directamente
después de la otra, las CXC, que tienen un residuo entre ellas, las CXsC, con tres
residuos entre ambas y las XC que carecen de la primera y tercera cisteina del N-
terminal. El nombre de una quimiocina se va a presentar primero con la familia
seguido de la letra L de ligando y finalmente un nimero asignado segun su
descubrimiento (Hughes & Nibbs, 2018).

La union de las quimiocinas a sus receptores tipicamente transduce una sefial a
través de proteinas-G, promoviendo asi la migracion celular y la adhesion entre
otras respuestas biolégicas. La unién de las quimiocinas al receptor se da primero
con el N-terminal y las asas extracelulares del receptor. Cabe mencionar que la
union se ve mejorada por la ediciébn postraduccional, ya sea glicosilacién, y/o
sulfatacién de residuos, pues se aumenta la carga negativa del receptor. Esto
conlleva también un cambio conformacional por parte del receptor. Generalmente,
el nombre del receptor va a ser igual al de la quimiocina ligando, solo cambiando la
L por una R en su nombre. En el caso de los receptores de quimiocinas
proinflamatorias, la especificidad de union es compleja, ya que diferentes
guimiocinas se pueden unir y activar a un receptor, al igual que se pueden unir a

péptidos similares a estas como son las B-defensinas (Hughes & Nibbs, 2018).

1.2.1 MCP-1y CCR2
La proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), también llamada CCL2, es

una quimiocina de la familia CC que favorece la quimiotaxis de monocitos y células
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T. Es expresada por una gran variedad de células y tejidos, como células epiteliales,
musculo liso, fibroblastos, células endoteliales, células mesangiales, astrocitos,
células T y células mieloides. Su expresidbn es provocada por estimulos
inflamatorios, como aquellos provocados por las interleucinas 1, 4 y 6, y otras
citocinas como TNFa, TGFB, IFNy, PDGF, VEGF, M-CSF y GM-CSF
(Gschwandtner, Derler, & Midwood, 2019).

CCR2 es el receptor natural de MCP-1, y es miembro de la familia de receptores
acoplados a proteina G, los cuales se caracterizan por tener cuatro regiones
extracelulares, siete intramembranales y cinco intracelulares. Existen dos variantes
del receptor, CCR2a y CCR2B, producidas por splicing alternativo y que difieren en
su C-terminal. Su expresién varia en diferentes tipos celulares: CCR2A es
expresada mayormente en células mononucleares y musculo liso, mientras que
CCR2B es sintetizada principalmente por monocitos y células NK activadas. Ambas
isoformas presentan afinidad similar a MCP-1 (Kothandan et al., 2012). Entender
como se da la union de CCL2 a CCR2 nos puede dar una idea clara de la union del
receptor a otros ligandos, como defensinas y péptidos antimicrobianos, con lo que
se podra entender un poco de las interacciones de estas moléculas con elementos

del sistema inmune.

1.3 Péptidos antimicrobianos y péptidos de defensa del hospedero.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son péptidos
efectores de la respuesta inmune innata a patégenos. Se encuentran en la gran
mayoria de organismos y sirven para evitar y contrarrestar la colonizacion por
diferentes microorganismos (Boman, 1995). Su mecanismo de accion se basa en la
formacién de poros en la membrana plasmética, aunque también pueden intervenir
en funciones celulares bacterianas importantes. De igual forma, se ha reportado que
pueden interactuar con células del sistema inmune y asi influir en este (Lai & Gallo,
2009). Su funcion principal es reconocer a patégenos a través de caracteristicas
compartidas por estos microorganismos. Presentan estructuras y caracteristicas
diversas, por lo que se pueden dividir en una gran variedad de grupos: anionicos,

cationicos lineales con alfas hélices, catidnicos enriquecidos en aminoacidos
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especificos, anionicos y catidénicos con puentes disulfuro o fragmentos de proteinas
mas grandes. Ademds, pueden adquirir estructuras tridimensionales de asa,

laminas beta, con puentes disulfuro, o alfa hélice, Figura 1 (Brogden, 2005).
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Figura 1. Diversidad estructural de los péptidos antimicrobianos. Los péptidos pequefios suelen tener forma de
asa, mientras que los de mayor tamafio pueden presentar estructura secundaria de laminas beta o alfa-hélices.
(A) Estructura de la hBD2; (B) Thanatina (AMP de insecto); (C) Polyfemusina (AMP de cangrejo herradura); (D)
Defensina-1 de rifion de conejo; (E) magainina ii proveniente de Xenopus laevis y (F) indolicidina proveniente
de neutroéfilos bovinos (Imagen obtenida de Jenssen, Hamill, & Hancock, 2006).

Generalmente se acepta que la interaccion entre los AMPs con las membranas se
da porque poseen cargas positivas que son atraidas a las cargas negativas de las
membranas bacterianas, mientras que la anfipaticidad es necesaria para la
disrupcién de la membrana, ya que permite la introduccion del péptido a ésta, Figura
2 (Takahashi et al., 2010).
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Figura 2. Formacion de poros y blancos intracelulares (Jenssen, Hamill, & Hancock, 2006).

Originalmente se pensoé que la formacion de poros en membranas bacterianas era
la Unica actividad asociada a estos, pero se ha observado que algunos péptidos, a
pesar de tener buena actividad in vitro, ven disminuido su efecto en condiciones
fisiologicas por la concentracién de sales, glucosaminoglicanos y suero. Pese a
esto, en estudios recientes se ha indicado que estos péptidos son capaces de
modular la respuesta inmune del hospedero (Afacan, Yeung, Pena, & Hancock,
2012; Hancock, Nijnik, & Philpott, 2012; Nijnik & Hancock, 2009). Las propiedades
inmunomoduladoras de los péptidos de defensa de huésped (HDPs, por sus siglas
en inglés) incluyen la reduccion de la expresién de citocinas proinflamatorias,
modulacién de la expresion de quimiocinas, estimulacion de la angiogénesis,
activacion de leucocitos y diferenciacion de macréfagos y leucocitos (Lai & Gallo,
2009). También se ha asociado la desregulacién de HDPs a condiciones patologicas
Yy Su ausencia a infecciones persistentes (Lande et al.,, 2007). Los HDPs y los
reguladores de la defensa innata (IDRs, por sus siglas en inglés) muestran
propiedades anti infectivas, incluso cuando son sintéticos, lo cual se ha atribuido a
su capacidad de manipular las funciones de células inmunes, aparte de su actividad
directa antimicrobiana (Afacan et al., 2012; Nijnik & Hancock, 2009).



1.4 Mecanismos de accion de los HDPs

El mecanismo de accion de los HPDs varia de célula a célula, pero en general
interactian con receptores de superficie 0 con la membrana plasmatica para
después ser traslocados al interior de la célula en donde se uniran a receptores
intracelulares (Scott et al.,, 2007). La unién a receptores estimula vias de
transduccion importantes para la inmunidad, lo cual conlleva a la movilizacién de
factores de transcripcidn al ndcleo para activarlos o inactivarlos (Mookherjee et al.,
2009; Scott et al., 2007). Una de las consecuencias de la unién de HDPs/IDRs a
receptores es la diferenciacién y activacion celular, la cual se ha observado en
monocitos, macrofagos, celulas dendriticas y en neutréfilos (Niyonsaba et al., 2013).
La mayoria de HDPs e IDRs suprimen citocinas proinflamatorias en modelos
infecciosos en raton, pero también se conocen efectos proinflamatorios (Scott et al.,
2007). Por parte de su actividad anti infectiva se ha observado que la administracién
del péptido HNP-1 a ratones, les protege contra infecciones por Klebsiella
pneumoniae y Staphylococcus aureus (Welling et al., 1998). De igual forma, el
péptido denominado IDR-1, derivado de la bactenicina bovina, promueve la
produccién de quimiocinas involucradas en contrarrestar infecciones y suprime la
produccion de citocinas proinflamatorias, protegiendo asi a ratones de infecciones
por bacterias Gram positivas y negativas (Scott et al., 2007). Por otro lado, estudios
con el péptido sintético IDR-1002 han mostrado que interactia con receptores
acoplados a proteina G y modula las vias PI3K, NF-kB y MAPK. Estos efectos
promueven la migraciéon de monocitos y la unién a fibronectina (Madera & Hancock,
2012). También se ha encontrado que la beta defensina humana-2 comparte el
receptor CCR6 con la quimiocina CCL-20 e induce, aunque de manera menos

eficiente, la quimiotaxis de células T (Yang et al., 1999).

Como reguladores de la respuesta inflamatoria se sabe que la catelicidina LL-37
suprime la respuesta proinflamatoria provocada por el LPS, asi como también
impide la traslocacion de las subunidades p50 y p65 de NF-kB, con lo que modula
la transcripcion de citocinas inflamatorias y aumenta la de las antinflamatorias

(Mookherjee et al., 2006). De igual forma, puede modular selectivamente la repuesta



inflamatoria en macroéfagos, células epiteliales de pulmén, células mononucleares y
leucocitos interactuando con receptores tipo Toll (TLRs) (Mookherjee et al., 2006;
Walters, Dubey, Jeffrey, & Dixon, 2010).

1.5 Defensinas

Las defensinas son un grupo de HDPs relacionadas evolutivamente entre ellas y
con estructuras particulares. Presentan tres puentes disulfuro formados por seis
cisteinas y una secuencia rica en aminoacidos con carga positiva (Selsted, Harwig,
Ganz, Schilling, & Lehrer, 1985). Las dos familias principales son: alfa- y beta-
defensinas, las cuales difieren entre si por la distancia entre las seis cisteinas y el
apareamiento que tienen entre ellas para formar puentes disulfuro (Figura 3) (Ganz
& Lehrer, 1994). Por otro lado, existen también las teta defensinas, que se han
encontrado en primates como el mono Rhesus. Estos son péptidos ciclicos
formados a partir de un precursor parecido al de la alfa-defensina. Estructuralmente,
las alfa- y beta-defensinas poseen tres laminas beta y una alfa hélice, mientras que

las teta-defensinas presentan solo lamina beta (Ganz, 2003).
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Figura 3. Secuencia y enlaces di sulfuro de las defensinas alfa, beta y teta (Ganz, 2003).

Tanto las alfa- como las beta-defensinas se encuentran en todos los mamiferos, son
abundantes en células y tejidos involucrados en defensa contra infecciones
microbianas (Ganz, 2003; J. Harder, Bartels, Christophers, & Schroder, 1997).



En general, las defensinas muestran actividad antimicrobiana contra bacterias y
hongos en condiciones de baja fuerza i6nica, concentraciones bajas de cationes
divalentes y de proteinas plasmaticas. Afectan a bacterias metabdlicamente activas,
ya que bacterias inactivas, por deprivacion de nutrientes o inhibidores metabdlicos,
pueden evadir su actividad (Lehrer, Ganz, Szklarek, & Selsted, 1988; Selsted,
Szklarek, Ganz, & Lehrer, 1985). Entre las defensinas mas potentes en actividad
antimicrobiana esté la beta defensina humana 3 (hBD3), la cual es un péptido de 45
aminoacidos cuya expresion es inducida por procesos inflamatorios en
gueratinocitos y amigdalas. Se expresa en bajas concentraciones en el epitelio de
los sistemas respiratorio, genitourinario y digestivo. Es bactericida contra bacterias
Gram-positivas, como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus Yy
Enterococcus faecium (Garcia et al., 2001; Jurgen Harder, Bartels, Christophers, &
Schréder, 2001). Se ha observado que hBD3 interactla con receptores de deteccidn
de patdégenos, como los TLRs y receptores de quimiocinas, ya sea para inhibir la
quimiotaxis o promoverla, asi como de inducir la expresion de coestimuladores en
células presentadoras de antigeno (Feng et al., 2006; Funderburg et al., 2007; Rohrl,
Yang, Oppenheim, & Hehlgans, 2010), ya que al interactuar con TLR-1y -2 induce
la maduracion de células dendriticas y monocitos (Feng et al., 2006). También se
ha reportado que hBD3 antagoniza la activacion de CXCR4 (Jurgen Harder et al.,
2001). Por otro lado, esta defensina tiene un efecto quimioatrayente de células HEK-
193 mediante su interaccion con CCR2 y en monocitos de sangre periférica (Rohrl,

Yang, Oppenheim, & Hehlgans, 2010).

Parte importante de la funcién de hBD3 se debe a su secuencia y estructura, ya que
se ha demostrado que la capacidad de hBD3 para disminuir la expresiéon de IL-1B y
TNF se debe a los ultimos 15 aminoéacidos de su regién C-terminal, ademas de que
este fragmento disminuye la infiltracion de neutrdéfilos inducida por LPS (Feng,
Dubyak, Jia, Lubkowski, & Weinberg, 2013; J. Y. Lee et al., 2015). Esto, sumado a
la importancia de las argininas, R42 y R43, para su actividad formadora de poros y
para la induccién de IL-6, demuestra la relevancia que tiene su estructura con

relacion a su funcion (Sakagami-Yasui et al., 2017). Cabe mencionar que estas



funciones no son exclusivas de hBD3, ya que hBD2, y 6 también son capaces de
servir de ligando para CCR2 e inducir la quimiotaxis de monocitos (R6hrl et al.,
2010).

1.6 Papel de la estructura tridimensional en el efecto inmunomodulador

Generalmente estos péptidos tienen estructura desordenada en medio acuoso y
adoptan una estructura tridimensional al interaccionar con una membrana lipidica
(Sitaram & Nagaraj, 2002). Los péptidos con estructura predominante de alfa hélice
componen de entre un tercio a la mitad de los que se han identificado; tienen de 12
a 40 aminoéacidos y es comun encontrarlos desordenados en los extremos N-y C-
terminal. Algunos poseen una prolina en su secuencia, la que puede generar una
bisagra entre la hélice (Takahashi, Shukla, Prakash, & Zhang, 2010). Existen
también péptidos que poseen de 2 a 10 residuos de cisteina y forman de 1 a 5
puentes disulfuro son los que adoptan una estructura de lamina beta. Los HDPs que
tienen 2 o 4 cisteinas adoptan, frecuentemente, estructuras de una horquilla beta
(Tossi & Sandri, 2002). Para ejercer su funcion moduladora, los HDPs pueden
interactuar con diversos receptores; sin embargo, no se tiene un entendimiento claro

de qué caracteristicas son necesarias para que esto ocurra (Takahashi et al., 2010).

1.7 Modelado de péptidos

Como ya se ha mencionado, el efecto que puede tener un péptido depende de la
estructura que presente, por lo que el obtener y estudiar modelos estructurales de
péptidos nos permite predecir su actividad y dinamica. El disefio de estos modelos
parte de que la conformacién esquelética de cada aminoacido esta dada por sus
angulos diedros psiy phi (MacKerell et al., 1998). El modelado de péptidos se puede
llevar a cabo por métodos de novo o de modelado por homologia dependiendo del
tamafo del péptido, de su estructura y de que existan modelos previos de péptidos

o proteinas homologos a este.

1.7.1 Modelado de novo
El modelado de péptidos se puede realizar por diferentes métodos, ya sea: dinamica

molecular, simulaciones de energia libre, Replica Exchange, muestreo acelerado,



caminos de transicion y cinética de redes. El modelado por dinamica molecular esta
basado en ecuaciones Newtonianas de movimiento de todos los atomos en un
sistema. Las interacciones entre &tomos se describen por funciones de potenciales
empiricos o campos de fuerza derivados de experimentos y de célculos mecanico
cuanticos en fase gaseosa (Kuczera, 2015; Thévenet, Rey, Moroy, & Tuffery, 2015).
Las simulaciones de dindmica molecular son un método sencillo y eficaz para
determinar la energia de un sistema. Los demas métodos generalmente consideran
restricciones predichas desde la secuencia de aminoacidos para generar las
posibles conformaciones. En las simulaciones de energia libre se calculan los
cambios de energia en diferentes procesos, como cambios conformacionales,
plegamiento, unién o mutaciones, ademas de que tienen la ventaja de que pueden
describir procesos lentos con un bajo error (Mobley & Klimovich, 2012). Entre los
sistemas que permiten realizar este tipo de analisis, se encuentra PEP-FOLD, que
es un servidor que utiliza Hidden Markov Models (HMM, excluyen informacion
previa) para formar un alfabeto estructural en el que cada “letra” esta conformada
por cuatro aminoacidos y cada letra esta asociada a descriptores geométricos, con
lo que las estructuras finales se forman acoplando estas letras una tras otra
(Camproux, Gautier, & Tufféry, 2004).

1.7.2 Modelado por homologia

La base del modelado por homologia es que la estructura tridimensional de una
proteina esta dada principalmente por su secuencia de aminoacidos y que la
estructura de las proteinas es mas conservada que su secuencia, la cual puede
cambiar y, al mismo tiempo, conservar sus propiedades por sustituciones
conservativas. Esto se debe a que proteinas con un origen evolutivo comun suelen
conservar regiones importantes, aunque presenten cambios en su secuencia. Los
aminoacidos que componen estas regiones suelen conservar propiedades
fisicoquimicas parecidas, por lo que si dos secuencias son homologas suelen tener
plegamientos y funciones similares (Muhammed & Aki-Yalcin, 2019). Para este tipo
de modelado se debe de buscar una o mas plantillas que sirvan como base para la

formacion de los nuevos modelos. Esto se hace al introducir la secuencia de
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aminoacidos de interés en una base de datos de proteinas o péptidos con estructura
dilucidada por difraccion de rayos-X, resonancia magnética nuclear, o
criomicroscopia electronica. Las secuencias deben de tener una identidad mayor al
30% para generar modelos que puedan ser confiables (Peng, 2013). Las secuencias
“‘plantilla” y “problema” se deben de alinear de forma cuidadosa para evitar errores
en la formacion de los modelos, ya que estos son generados de acuerdo con las
coordenadas de atomos de las estructuras y el alineamiento de secuencias. Ciertos
programas emplean restricciones espaciales como: tamafio, longitud de enlaces,
angulos diédricos y distancia de contacto de interacciones de van der Waals
impuestas por las plantillas y de acuerdo con patrones espaciales observados
experimentalmente (Webb & Sali, 2016).

Un paso importante es el modelado de asas, ya que suelen tener gran relevancia
funcional, pero su estructura no es conservada. La prediccion estructural de asas
se puede hacer con estructuras conocidas que sirven como nucleo para su
formacion o buscando las conformaciones de menor energia mediante la
optimizacién de los modelos. Esto parte de una minimizacion de energia en la que
se usan campos de fuerza de mecanica molecular para eliminar errores asociados
a la disposicion de los carbonos alfa o las cadenas laterales de los aminoacidos
(Muhammed & Aki-Yalcin, 2019), puesto que establecer restricciones en la posiciéon
de &tomos para cada aminoacido y realizar una minimizacion de energia de algunos
cientos de pasos al modelo mediante el uso de campos de fuerza puede disminuir

problemas de estereoquimica en la formacion de modelos tridimensionales.

Un parametro importante para la validacion de los modelos generados por
homologia es el célculo del RMSD (Root-Mean-Squared Deviation), el cual permite
conocer la distancia, en Angstréom, entre los atomos que se usaron para modelar la
secuencia y el modelo generado. Con esto se puede determinar la divergencia
estructural entre estas dos y con ello errores estereoquimicos similares a este. Es
asi como valores pequefios de RMSD indican un modelo casi idéntico a la plantilla.
La presencia de choques estéricos y que el modelo sea energéticamente favorable

se puede estudiar con graficas de Ramachandran, que indican si la disposicién de
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los angulos diedros de los aminoacidos es energéticamente favorable, con base en
la distribucion espacial de los angulos de torsion phi y psi de cada amino&cido
previamente reportado en otros modelos tridimensionales (Nelson & Cox, 2013).

1.8 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una herramienta util y econémica para evaluar
interacciones entre una proteina y una molécula pequefia. Los péptidos son mas
flexibles y pueden adoptar varias conformaciones, por ende, el acoplamiento
proteina-péptido es mas desafiante y consume mas tiempo que el acoplamiento con
moléculas pequefias (London, Raveh, & Schueler-Furman, 2011). En el caso de
interacciones proteina-péptido la metodologia para esta técnica se puede dividir en
tres categorias: acoplamiento a base de templado, acoplamiento local y
acoplamiento global (Ciemny et al., 2018). El acoplamiento a base de templado
parte del uso de estructuras denominadas templado como andamios para construir
un modelo del complejo. Este método es particularmente efectivo si el templado es
similar en estructura y en la manera en la que se unen las proteinas o péptidos
implicados al complejo que se desea investigar. Por otro lado, el acoplamiento local
busca la pose de unién del péptido en la proximidad de un sitio de unién propuesto;
de esta manera la exactitud depende de las restricciones que se requieran.
Finalmente, el acoplamiento global (blind docking) realiza una busqueda de posibles
sitios de unioén en torno a la proteina completa. Esto pude ser Util para corroborar
que el acoplamiento es correcto si se encuentran los sitios de unién nativos de la
proteina, lo cual es util como evaluacién de los métodos de acoplamiento molecular
(Agrawal et al., 2019; Porter et al., 2017).

Existen diferentes métodos computacionales para hacer acoplamiento molecular
proteina-proteina o proteina-péptido que suelen ser diferentes a aquellos
destinados para proteina-moléculas pequefias. Cabe mencionar que se deben de
conocer de antemano los posibles sitios de interaccidon para no crear falsos positivos
y obtener interacciones confiables que puedan representar la realidad. La robustez
de los programas se puede corroborar con el acoplamiento ciego; con esto, si las

interacciones de los acoplamientos local y ciego llegan a coincidir se puede hablar
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entonces de complejos mas confiables (Ciemny et al., 2018). En el caso de los
AMPs, el acoplamiento molecular ha servido para determinar cOmo interaccionan
con lipoproteinas bacterianas y con lipopolisacaridos, mientras que para los HDPs
se ha empleado para estudiar su unidn con receptores de células de eucariontes
(Le et al., 2015; L.-F. Lee, Mariappan, Vellasamy, Lee, & Vadivelu, 2016). En un
ensayo con péptidos sintéticos se observlo sinergia con tratamientos contra
Streptococcus pneumoniae y para observar el efecto del péptido DM3 se realizé
acoplamiento molecular con AutoDock Vina, en el que se observo que dicho péptido
interactda con la autolisina en la superficie de la bacteria (Le et al., 2015). En otro
caso, el péptido TP1, proveniente del cangrejo herradura, fue modelado in silico con
la herramienta ADV y se determinaron las interacciones que mantiene con la
autolisina, la pneumolisina, la proteina Psp Ay el LPS de Burkholderia pseudomallei
(L.-F. Lee et al., 2016). El grupo de Yan et al., (2016) encontré un péptido, WH,
capaz de unirse a Clec9, una lectina que promueve la presentacion cruzada de
antigenos en células T citotoxicas en respuesta antitumoral tras dilucidar la
estructura tridimensional con PEP-FOLD vy las interacciones que podrian presentar
WH y Clec9 mediante el uso de Z-Dock, las cuales fueron confirmadas
posteriormente por mutagénesis. En este estudio el acoplamiento molecular sirvié
de guia para proponer los sitios de unién y los aminoacidos importantes en dicha

interaccion.

Con lo antes mencionado, se puede concluir que las interacciones determinadas
por acoplamiento molecular pueden ser acertadas, aunque la Unica manera de
saber la eficacia de los complejos generados y determinar los sitios de union es
mediante experimentos in vitro o in vivo, con mutagénesis. Sin embargo, esto no
resta importancia al uso de dichos modelos, pues en repetidas ocasiones se ha
corroborado como el correcto planteamiento y analisis de estos experimentos in

silico logran servir de guia inicial al estudio de dichas interacciones.
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2 Antecedentes

2.1 Beta defensina humana 3

En estudios para crear una forma mas eficiente de producir defensinas de forma
recombinante se cred el vector para expresar la hBD3, el cual se expreso en cepas
de E. coli, y la proteina obtenida se denominé HBD3M (Corrales-Garcia et al., 2013).
Se prob6 su actividad antimicrobiana e inmunomoduladora y se observd una
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 5 uM para E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa, ademas de una ICsp (concentracion en la que se inhibe el 50% de la
poblacion bacteriana) de 0.4, 0.5y 0.7 uM para E. coli, S. aureus y P. aeruginosa
respectivamente, con lo que se le puede considerar un buen agente antimicrobiano
en comparacion con los antibiéticos convencionales. Para diferentes cepas de
Mycobacterium tuberculosis se obtuvo una MIC de 13.5 uM para la cepa multidrogo
resistente. Con un ensayo de bioluminiscencia se determind que posee efecto
quimioatrayente a 250 nM en células de monocitos de humano, THP-1. Cabe
mencionar que el péptido no presenta toxicidad en ensayos de hemodlisis. Se
determiné también el efecto antimicrobiano en modelos de infeccion con S. aureus
de herida in vivo en piel de conejo y se observé que, si bien se necesitaban altas
concentraciones de la defensina para erradicar la infeccion, la cicatrizacion se ve
promovida con HBD3M a 17.9 uM (Corrales et al., 2013; Ibarra, 2017; Rivas, 2018).

2.2 Union de ligandos a CCR2

Se ha encontrado que la region N-terminal de CCR2 es importante en la unién a sus

ligandos, MCP-1 y hBD6, y que son de particular importancia los residuos: D25,
Y26, D27 y Y28 (localizados en el N-terminal extracelular) Figura 4, Tabla 1 (Feria
& Diaz-Gonzaélez, 2006; Shi et al., 2002; De Paula et al., 2013; Deshmane et al.,
2009; Hemmerich et al., 1999). También se sabe que las regiones extracelulares:
EC1, EC2 y ECS3 tienen afinidad por MCP-1 y que son importantes para la cascada
de sefalizacion que se desencadena al unirse el ligando (Monteclaro & Charo,
1996). El N-terminal, que también participa en la activacién de la cascada de
sefalizacion, tiene afinidad a MCP-1 por si solo e incrementa la afinidad de las

regiones extracelulares al ligando (Monteclaro & Charo, 1997).
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IC1 IC2 IC3 -C

Figura 4. Diagrama representativo de CCR2. CCR2 es un receptor acoplado a proteina G, cuenta con cuatro
regiones extracelulares (N-terminal, EC1, EC2 y EC3), siete regiones transmembranales y cuatro intracelulares
(C-terminal, IC1, IC2 e IC3), posee dos puentes disulfuro en la region extracelular, C32 — 277 y C113 — C190.
En la imagen se muestran asas de color verde para la region extracelular y amarillo para la intracelular, alfas
hélices de color naranja-rojo. Puentes disulfuro marcados con punto y linea recta.

Tabla 1. Topologia de CCR2.

Region Residuos Regidén Residuos Regién Residuos
N-terminal 1-42 T™M3 115 - 136 IC3 227 - 243
T™M1 43-70 IC2 137 - 153 TM6 244 - 268
IC1 71 - 80 T™M4 154 -178 EC3 269 - 285
TM2 81 -100 EC2 179 - 206 T™7 286 - 309
EC1 101 - 114 TM5 207 - 226 C-terminal | 310 - 374

Se ha observado que hBD3 interactia con diferentes receptores de quimiocinas,
como CXCR4 y CCR2 (Deshmane et al., 2009; Feng et al.,, 2013), y se ha
determinado que los residuos R42 y R43 de la hBD3 son importantes para la
actividad antimicrobiana y para la produccion de IL-6, una citocina proinflamatoria
cuya expresion es promovida también por CCR2. Se ha identificado también el
motivo DYDY (residuos 25, 26, 27 y 28), que es importante en la interaccion entre
CCR2 con MCP-1 y la hBD6 y se sabe que la sulfatacion de las tirosinas 26 y 28
aumenta la afinidad a dicho péptido (De Paula et al., 2013; Hemmerich et al., 1999).
Es asi como el entendimiento de la estructura tanto del ligando como del receptor
es de importancia para entender cdmo se rige la union de estos, las caracteristicas
gue permiten la unién e incluso, con mas estudios de funcion del receptor ante los
diferentes ligandos, si la union provoca una reaccion diferente dependiendo del

ligando.
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3 Hipotesis
La unién de hBD3 y hBD3M a CCR2 es guiada por interacciones electrostaticas

similares a las que tiene con CCL2 y hBD6.

4 Justificacion

Se ha demostrado mediante modelados in silico la existencia de interacciones entre
hBD3 y receptores de citocinas y quimiocinas y se ha corroborado con métodos in
vitro. Es asi como el uso de herramientas computacionales permite predecir los
mecanismos de interaccion ligando-receptor y puede ser un primer paso en la
determinacion de estas interacciones, por lo que resulta de interés el comprender
como la hBD3M hacer un escaneo inicial que servira como propuesta para un futuro

estudio de dicha interaccion a nivel in vitro.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Obtener representaciones tridimensionales de la estructura del péptido hBD3M, y
proponer un modelo de interaccién entre el receptor CCR2 y los péptidos hBD3 y
hBD3M.

5.2 Obijetivos particulares

e Generar modelos de la estructura tridimensional de hBD3M y CCR2.
e Proponer el tipo de interacciones entre el ligando y el receptor.
e Evaluar y comparar los complejos generados con los reportados

previamente.
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6 Material y métodos

6.1 Esquema de trabajo

Modelado de hBD3M y CCR2

Busquede.l de Alineamiento de
secuencias .
, secuencias
homologas
Seleccion de Modelado con
estructuras MODELLER
l Estructuras de
Minimizacion de la PDB:
energia con CCL2, hBD3 y
Gromacs hBD6

Acoplamiento molecular

Global
Aportaciones
— energéticas con
g _mmpbsa

Acoplamiento
con Cluspro

l

Seleccion de
residuos activos

en la union
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6.2 Herramientas

6.2.1 BLAST

Basic local alignment search tool es una herramienta de busqueda de secuencias
homélogas dada una secuencia problema que encuentra alineamientos entre dos
secuencias para después alinearlos y brindar informacion estadistica sobre la
significancia del alineamiento (McGinnis & Madden, 2004). Califica dichos
alineamientos de acuerdo con el grado de similitud entre las secuencias y asigna
calificaciones positivas a los aminoacidos iguales o con propiedades similares y
negativas cuando los aminoacidos no comparten propiedades. Para esto, usa
matrices de sustitucion, siendo PAM-120 la empleada para secuencias proteicas ya
que es la que se considera como la mas util para el estudio de proteinas (Altschul,
Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990).

6.2.2 T-COFFEE

Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation, es una
herramienta para el alineamiento mduiltiple de secuencias. En este caso fue
empleado para reevaluar los alineamientos por BLAST y para la evaluacién de la
homologia entre hBD6 y hBD3. T-COFFEE crea librerias de pares de alineamientos
para guiar el alineamiento multiple (Notredame, Higgins, & Heringa, 2000).

6.2.3 MODELLER

MODELLER es una herramienta de modelado comparativo de proteinas. Este
programa predice el modelo de acuerdo con un molde, una estructura proteica o
peptidica, determinada por medios experimentales, y tomando en cuenta
restricciones conformacionales de los aminoécidos, también obtenidas de forma
experimental (Webb & Sali, 2016). MODELLER utiliza la energia DOPE (Discrete
optimized protein energy) como evaluador de los modelos. Dicho calculo de energia
sirve como un potencial estadistico basado en distancias atomicas de atomos
provenientes de estructuras nativas depositadas en el Protein Data Bank (PDB).
También se emplea el valor molpdf (funcion objetiva de MODELLER), que sirve de
guia para la seleccion de los modelos, ya que calcula las posiciones de los atomos

y las violaciones de ciertas restricciones posicionales obtenidas de un consenso de
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la disposicion de los residuos de diferentes modelos de la PDB. Es asi como la
energia DOPE es un estimado de la energia libre del modelo y la calificacion molpdf
un estimado de las restricciones violadas en el modelo (Shen & Sali, 2006).

Otra herramienta empleada fue el Loop refinement de MODELLER, que predice la
posicion de atomos no hidrogenados de un asa determinada con una funcion de
energia optimizada y toma en cuenta restricciones asociadas a asas obtenidas

experimentalmente (Fiser, Do, & Sali, 2000).

6.2.4 PROCHECK

Es un programa para la verificacion de la estereoquimica de modelos estructurales
de proteinas y péptidos. Determina si los angulos psi y phi de los aminoacidos son
aceptables de acuerdo con parametros y de distancia y angulos de enlaces
establecidos en diversos analisis in vitro. PROCHECK esta compuesto por cinco
programas: CLEAN.F, que convierte los atomos a la nomenclatura IUPAC;
SECSTR.F, que crea asignaciones de estructura secundaria residuo por residuo;
NB.C, que identifica las interacciones no ligadas; ANGLEN.F, que calcula las
distancias y angulos de los enlaces de la cadena principal, y PPLOT.F, el cual crea
graficas de Ramachandran y una lista con la informacién sobre los angulos de cada
residuo (Laskowski, MacArthur, Moss, Thornton, & IUCr, 1993).

6.2.5 ERRAT

Es una herramienta que hace un analisis de los choques estéricos que puede
presentar el modelo de una proteina. Resalta posibles regiones que presenten
choques estéricos y con base en esto asigna una calificaciéon al modelo, la cual

indica el porcentaje de uniones correctas (Colovos & Yeates, 1993).

6.2.6 ProFit

Realiza un alineamiento de dos estructuras. En este caso es usado para la
comparacion de los modelos generados por homologia con las estructuras moldes
(Martin & Porter, 2010; McLachlan, 1982).
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6.2.7 GROMACS y Charmm36m
GROMACS junto con el campo de fuerza Charmm36M se emplearon en la
minimizacion energética de los modelos obtenidos por homologia y preparar los

complejos generados en el acoplamiento molecular para el analisis con g_mmpbsa.

GROMACS es un programa con que se pueden realizar simulaciones del
movimiento de un sistema, disefiado para proteinas, lipidos y acidos nucleicos.
GROMACS provee una serie de herramientas para la realizacion de simulaciones,
asi como para el andlisis de éstas (Abraham et al., 2015). Charmm36M es un campo
de fuerza diseflado para realizar simulaciones, en este caso empleado junto con
GROMACS. Charmm36m es una actualizacion del campo de fuerza charmm36, con
esta nueva version optimizada para proteinas y para la simulacién de proteinas, o
péptidos, intrinsicamente desordenados (Huang et al., 2016; Vanommeslaeghe et
al., 2009)

6.2.8 ClusPro

ClusPro es un servidor que emplea el programa PIPER falta la referencia. En éste
se tiene que definir el receptor y el ligando, se fija el centro de masa del receptor en
el origen del sistema y se evallan las posibles posiciones rotacionales y
traslacionales del ligando. Califica los complejos con la formula E = W1Erep + WoEatr
+ W3Eelec + W4EDARs, donde W1Erep Y W2Ear SON las contribuciones de energia de
atraccion y repulsion de la fuerza de van der Waals, wzEelec €S un término de energia
electrostatica, waEpars representa energia libre debido a desolvatacion al retirar
agua del sistema y los coeficientes wi, w2, w3 y wa son los pesos de cada término.
Este programa clasifica los complejos generados con 4 funciones, balanceada,
favorable hidrofobica, favorable electrostatica y van der Waals-electrostética, y
recomienda utilizar la funcion balanceada si se desconocen las interacciones de las

moléculas a acoplar.

6.2.9 Prodigy
Es un servidor que encuentra la interfaz de union entre dos proteinas y con base en

esta interfaz y en el area no unida de las proteinas calcula la fuerza de unién
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tomando en cuenta datos experimentales de afinidad de complejos reportados en
bases de datos de estructuras proteicas (Xue, Rodrigues, Kastritis, Bonvin, &
Vangone, 2016).

6.2.10 g_mmpbsa

Molecular mechanics Poisson-Boltzmann Surface area. Es una herramienta que se
puede utilizar con GROMACS; determina la energia de unién de complejos de
proteinas al calcular la energia libre del receptor, el ligando y el complejo. Esta
energia esta dada por tres términos de energia: el primer término esta dado por los
cambios de energia en el vacio, lo que incluye a términos de enlaces (energias de
unién, angulo y torsién) y términos no enlazados (interacciones de van der Waals y
electrostaticas); el segundo término esta dado por la desolvatacion de diferentes
especies, siendo la suma de dos términos energéticos como las energias de
solvatacion polar y no polar; finalmente, el tercer término es la entropia
configuracional asociada a la formacion del complejo en fase gaseosa (Kumari,
Kumar, & Lynn, 2014).

6.2.11 HADDOCK

High ambiguity driven protein-protein docking es una herramienta para obtener
informacién bioquimica y/o biofisica de interacciones, toma en cuenta a los residuos
interactuantes como restricciones ambiguas de interaccion obtenidas de
informacion experimental. Después de calcular los modelos los califica de acuerdo
con su energia intramolecular (AIR, por sus siglas en inglés), siendo estos términos
energéticos de electrostatica, van der Waals y AIR. El programa hace el
acoplamiento en tres pasos: En el primero las moléculas giran aleatoriamente desde
su centro de masa, se hace una minimizacién de energia que permite que las
moléculas giren para reducir la energia del sistema, después se permite las
traslacion y rotacion de las moléculas y son acopladas, esto hasta que se forman
1,000 complejos, aproximadamente. En el segundo paso, se seleccionan 200 de los
1,000 complejos y se refina su orientacion, cadena lateral de la interfaz (sitios de
unién) y las cadenas principal y lateral de la interfaz. Los complejos restantes son

pasados por una minimizacién en picada (steepest descent) de 200 pasos. El tltimo

21



paso es un refinamiento con moléculas de agua TIP3P (Dominguez, Boelens, &
Bonvin, 2003).

6.2.12 CoCoMaps

Una herramienta en linea para obtener mapas de contactos en complejos proteicos,
utiliza un umbral de 8 A para identificar los residuos que interactian en la interfaz
de unién y otro de 16, 13, 10 y 7 A para identificar los residuos cercanos entre si.
También reconoce las interacciones como hidrofilica-hidrofilica, hidrofilica-
hidrofébica e hidrofobica-hidrofébica, al igual que los puentes hidrégeno (Vangone,
Spinelli, Scarano, Cavallo, & Oliva, 2011).

6.2.13 FiberDock

FiberDock es un servidor para hacer predicciones de poses en interacciones
proteina-proteina, y las refina para poder obtener fuerzas de unién mas acertadas.
Las proteinas son flexibles, ya que poseen cierto grado de libertad de movimiento,
por lo que generalmente las proteinas cambian de conformacion al unirse a un
ligando, por eso al hacer solo acoplamiento rigido se puede perder efectividad en la
prediccién de poses (E. Mashiach, Nussinov, & Wolfson, 2010). En este caso se
empled para refinar los modelos creados con ClusPro. Este servidor emplea un
analisis de modo normal (NMA, normal mode analysis), con el que se describe la
flexibilidad de las proteinas como una combinacién de movimientos lineales
discretos, este analisis describe el movimiento de la proteina de acuerdo con
vectores conformados por tres carbonos alfa. Los autores del programa simplifican
estos vectores como normal modes (NM), los cuales se distribuyen por el espacio
conformacional de la proteina, el coeficiente de estos representa su amplitud,
ademas de esto el andlisis también provee la frecuencia de vibracion de cada
modelo (Efrat Mashiach, Nussinov, & Wolfson, 2010).

La opciodn de refinamiento con FiberDock primero modela la flexibilidad de la cadena
lateral al optimizarla de acuerdo con una libreria de rotAmeros, después hace un
refinamiento de la cadena principal de hasta 20 iteraciones, donde se aplican las
fuerzas repulsivas de van der Waals de los mejores NM, el uso de las fuerzas

repulsivas de van der Waals ayuda a escoger NM que describen el movimiento de
22



la cadena lateral que mejor resuelven los choques estéricos. Posteriormente, se
hace una minimizacién con la técnica Monte Carlo, con lo que se reorienta la
posicion del ligando. Finalmente, se calculan las energias de union, de atraccion y
de repulsion de fuerzas de van der Waals, asi como las electrostaticas (E. Mashiach
et al., 2010; Efrat Mashiach et al., 2010).

6.2.14 PyMOL

Las representaciones graficas de los modelos y complejos fueron generadas con
PyMol (Schrodinger, n.d.) (Eargle, Luthey-Schulten, & Wright, 2006; Humphrey,
Dalke, & Schulten, 1996). Para la distribucién de cargas en los péptidos y el receptor

se uso el plug in APBS Electrostatics (Jurrus et al., 2018).

6.2.15 RING 2.0

Para la representacion de los contactos se empled el servidor RING 2.0, el cual
busca contactos y los clasifica segun sus caracteristicas de distancia, &tomos que
interactuan, energias y geométricas de la union. Los contactos encontrados se
clasifican como interacciones de van der Waals, puentes de hidrégeno, enlaces

idnicos y apilamientos -1 (Piovesan, Minervini, & Tosatto, 2016).

6.3 Metodologia de modelado
6.3.1 Modelado por homologia de HBD3M y CCR2

La secuencia de la HBD3M se obtuvo del trabajo de (Ibarra Valencia, 2017), y la
secuencia de CCR2 de humano del numero de referencia de NCBI

NP _001116513.2. Se realiz6 una busqueda de secuencias con estructura

tridimensional reportada con BLAST, Tabla 2, con la base de datos de Protein Data
Bank (PDB) para seleccionar plantillas para la generacion de estructuras por
modelado comparativo y se escogieron las de menor valor E, el cual indica la
probabilidad de que la secuencia sea tomada al azar, y que también tuvieran mayor
identidad y cobertura. Siguiendo este criterio se escogio la estructura dilucidada por
resonancia magnética nuclear por Schibli et al., 2002 de la hBD3, pdb id 1kj6. La
secuencia de dicho péptido y la de HBD3M es la misma, solo difiere en la cola de
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histidinas presente en el N-terminal de este ultimo. Dicha regidn no se retiré de la

secuencia debido a que se ha reportado que HBD3M mantiene actividad

quimioatrayente con la cola de histidinas. La estructura tridimensional de la beta

defensina HBD3M se realiz6 por modelado comparativo con MODELLER.

Tabla 2. Busqueda de plantillas por NCBI BLAST de proteinas.

Codigo P
6GPS

6GPX
5T1A
6MEO
6AKX

Cédigo P
1KJ6

Resultados BLAST para CCR2

DB Cadena Descripcion Cobertura (%) Valor E Identidad (%)
Receptor de quimiocinas
A C-C tipo 2 99 0 86.08
Receptor de quimiocinas
A C-C tipo 2 78 0 83.43
Proteina quimérica CCR2
A con lisozima T4 82 1.00E-159 98.7
B Receptor de quimiocinas 76 2 00E-159 70.31
C-Ctipo 5
A Receptor de quimiocinas 82 2 00E-142 62.71
C-Ctipo 5
Resultados BLAST para HBD3M
DB Cadena Descripcion Cobertura (%) Valor E Identidad (%)
A Beta defensina humana 3 72 6.00E-24 7.78

Debido a que no se cuenta con un modelo tridimensional de CCR2 para realizar el
acoplamiento molecular, se generé uno usando como base la entrada 6MEO del
PDB, que corresponde a la estructura del receptor CCR5 (Shaik et al., 2019). Se
muestra el alineamiento de secuencias de aminoacidos en la Figura 5. Esta plantilla
se escogio debido a que los demas modelos, de CCR2, tienen ocupaciéon cero en
residuos del N-terminal (Anexo 1), regién importante para la unién con ligandos,
mientras que el modelo con la entrada 6MEO si presenta residuos del N-terminal de
CCRS5, y el N-terminal y las regiones extracelulares son homoélogas. Para esta
estructura se generaron 10,000 modelos con MODELLER vy se realiz6 la seleccion
del mejor modelo, siguiendo los parametros mencionados en el siguiente punto, y
con éste se realizé un refinamiento de asas con en las regiones extracelulares EC1
y EC3.
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Figura 5. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de CCR2 y CCR5. CCR2 con su nimero de acceso en
NCBI y CCR5 con su codigo de acceso de la PDB, las regiones de interés para el acoplamiento molecular con
CCR?2 estan subrayadas. Tienes una con una delecion respecto al templado, y el N-terminal es mas largo en tu

receptor, por lo que no tienes templado para esa region importante para la unién. Lo bueno es que DYDY ya
esti en la zona para la que si hay idea.

6.3.2 Seleccion de los modelos

Se obtuvo el RMSD de la cadena principal (CA, C, Ny O), de la plantilla 1kj6, 6MEO
y de los modelos generados con MODELLER con el programa ProFit (Martin &
Porter, 2010; McLachlan, 1982). Para encontrar los modelos mas estables, con
mejor probabilidad de existir, se obtuvo el promedio de valores RMSD, contra las

plantillas, y DOPE, y se consideraron los modelos con valores cercanos al promedio
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y mediana para el modelo final. De éstos se produjeron graficas de Ramachandran
con el programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y se calculé el porcentaje de
error con el software ERRAT (Colovos & Yeates, 1993) para asi verificar que no
existan choques estéricos. De estos modelos se escogio el de mayor calificacion
ERRAT y se verific6 que los aminoacidos en las graficas de Ramachandran
estuvieran en las zonas permitidas. Para CCR2 se generaron modelos con el
refinamiento de asas para optimizar las asas de EC1 y EC3. Se generaron 500
modelos para cada una con la opcion very _slow de MODELLER para mejorar el
rendimiento al aumentar el tiempo de cOmputo y asi obtener mejores soluciones de
las asas. De los nuevos modelos con asas se escogieron aquellos que mejoraran la
calificacion ERRAT. El EC2 no se optimizé para no perder el puente disulfuro C113-
C190, ya que este esta conservado entre CCR5 y CCR2. Para la seleccién de los
modelos de las asas de EC1 y EC3 se escogieron aquellos con menor molpdf,
también se tuvo en cuenta el RMSD de cadena principal. Otro factor fue que ciertos
modelos de asas eran parecidos entre si con RMSD muy bajos, por lo que se
tomaron como asas con patrones similares aquellos con RMSD menor a 0.5 Ay se

dio mayor preferencia a los modelos mas repetidos.

6.3.3 Minimizacién de los modelos

Los modelos escogidos pasaron por un proceso de minimizacion con el programa
GROMACS (Abraham et al., 2015) se uso el campo de fuerza Charmm36m (Huang
et al., 2016), el cual esta optimizado para proteinas y péptidos intrinsicamente
desordenados. Se fijaron los péptidos y proteinas desde su centro de masa al centro
de una caja cubica de 1 nanémetro de distancia del centro a los lados, se protonaron
los N- y C-terminal, se introdujeron los puentes disulfuro del péptido y el receptor.
Posteriormente, se agregoé solvente con un modelo de moléculas de agua TIP3P en
el que las moléculas de agua estan rigidas y se establece las cargas del oxigeno e
hidrogenos (Berendsen, Postma, van Gunsteren, & Hermans, 1981). Las cargas se
neutralizaron con iones cloro, la cantidad de iones dependi6 de la carga neta del
péptido, ademas de esto se agrego 0.15 M de iones de sodio y cloro a la solucion.

Se realiz6 la minimizacion de las moléculas hasta que la fuerza maxima fue de 1,000
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kJj

molxnm

para relajar las cadenas laterales. Se empled el esquema de corte Verlet,

steepest descent con el algoritmo CG, cada paso de 0.0015 kJ, tolerancia de 1000
kJ y 5000 pasos como maximo, corte electrostatico de rango corto (rcoulomb =
1nm), corte de van der Waals de rango corto (rvdw = 1nm) y condiciones periédicas

a la frontera.

6.4 Metodologia del acoplamiento molecular

6.4.1 Condiciones de acoplamiento molecular

Para el acoplamiento se utilizé PIPER a través de ClusPro (Katebi, Kloczkowski, &
Jernigan, 2010; Vajda et al., 2017). Este se realiz6 de tres maneras, un
acoplamiento sin restricciones, otro teniendo las regiones transmembranales e
intracelulares del receptor como repulsivos y un altimo como el anterior, pero en el
gue se establecid a las regiones extracelulares del receptor como atrayentes. Esto
se hizo para cada caso y para los péptidos con sitios de unién conocidos se hizo un

acoplamiento local como se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Interacciones entre hBD6 y CCR2 (De Paula et al., 2013; Hemmerich et al).

Ligando CCR2
CCL2 Y13, K18, K19, R24, K35, K38, K49 D25, Y26, D27, Y28
hBD6 F1, F2, D3, E4, K5, C6, K14, N15, L26, C27, Q28, K29 V20, T21, T22, F23, F24, D25, Y26, D27, Y28

6.4.2 Identificacidon de residuos activos en la union

Con g_mmpbsa se obtuvieron las aportaciones energéticas residuo por residuo, y
de esta manera se encontraron los residuos que se activan durante la unién, ya sea
gue aporten energia libre positiva negativa a la union. También se complementd con
mapas de incidencia de contactos realizado con el servidor Prodigy para asi
encontrar que contactos son mas frecuentes entre los complejos. Finalmente, se
escogieron los residuos que aparecen activados durante la unidon y se emplearon

para el reacoplamiento.

6.4.3 Reacoplamiento molecular e identificacion de poses
Con la identificacion de los residuos activos se hizo un reacoplamiento local con
HADDOCK para asi poder identificar las posibles poses de los péptidos al unirse

con el receptor. Los mejores complejos, segun HADDOCK, se usaron para
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encontrar las orientaciones mas favorables en la union de CCR2 a los ligandos. Los
residuos con mayor contribucion de energia libre, tanto positiva como negativa, se
consideraron como “activos” durante el acoplamiento y los demas como “pasivos”
con excepcion de las regiones transmembranales e intracelulares de CCR2.
HADDOCK clasifica los complejos generados en conjuntos (cluster) de acuerdo con
sus caracteristicas como energias de vdW, electrostéticas, desolvatacioén y unién,
ademas del RMSD, calculado a partir del complejo con menor energia, para
encontrar los complejos mas parecidos en su distribucion espacial. Basado en esto,
el programa calcula el valor-Z, el cual entre mas negativo implica a un mejor
conjunto de complejos. De los resultados obtenidos se escogieron los conjuntos con
un valor-Z negativo, de los que se analizé el mejor complejo, complejo 1 del
conjunto. Se obtuvieron los mapas de contactos con el servidor CoCoMaps vy las
aportaciones de energia libre residuo por residuo con g_mmpbsa. También dada la
importancia de los residuos D25, Y26, D27 y Y28 de CCR2, se descartaron aquellos

complejos en los cuales estos no tuvieran contacto con residuos del ligando.
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7 Resultados

7.1 Modelado por homologia

Del modelado por homologia con MODELLER se obtuvieron los datos de la Figura
6. Se escogieron modelos con valores DOPE y de RMSD cercanos al promedio y
mediana y dentro de la distribucion normal, y de estos modelos se obtuvieron
graficos de Ramachandran y el valor ERRAT. Se seleccionaron aquellos con los

mejores graficos y calificaciones ERRAT.

A) Modelos generados con MODELLER
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Figura 6. Incidencia de valores DOPE y RMSD. En color azul los valores para HBD3M y en rojo para CCR2.
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En la Tabla 4 y en la Figura 7 se muestran los modelos obtenidos después de la
seleccidon y méas adelante se discuten los valores ERRAT y de energia DOPE de
estos, asi como sus cambios después del refinamiento de asas y minimizacion de

energia.

Tabla 4. Seleccion de modelos generados por homologia. La tabla muestra los modelos con mejor calificacion
ERRAT de los seleccionados de acuerdo con su calificacion DOPE y a su RMSD respecto a la plantilla. También
se muestra el promedio y mediana de los valores DOPE y RMSD para los dos casos.

Modelos para HBD3M
Modelo DOPE RMSD | ERRAT

Promedio | -2654.77

hbd3m.B99993232.pdb | -2654.69 | 1.108 | 57.5000 | Mediana | -2655.18

hbd3m.B99998270.pdb | -2654.68 | 1.094 | 48.5714 m
hbd3m.B99995888.pdb | -2654.87 | 1.046 | 46.5116 | Promedio | 1.012618
hbd3m.B99991588.pdb | -2655.59 | 0.990 | 40.0000 | Mediana | 0.959000

Modelos para CCR2

Modelo DOPE RMSD | ERRAT

-41138.0
-41134.2

Promedio
Mediana

ccr2.899995453.pdb -41136.1 81.3084
€cr2.899998480.pdb -41136.5 | 3.456 | 81.3115
ccr2.899993220.pdb -41141.2 | 3.589 | 81.4330 | Promedio | 3.494253
ccr2.899993461.pdb -41138.3 | 3.574 | 79.6238 | Mediana | 3.511000

Figura 7. Modelos generados por homologia. Representaciones de caricatura con puentes disulfuro marcados
con lineas naranjas de A), B) CCR2, N-ter representado con color verde y C), D) hBD3M.
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7.2 Refinamiento de asas

Las asas a optimizar con MODELLER fueron las de las regiones EC1 y EC3, del
residuo N104 al N110 para EC1 y de F268 a N276 para EC3. De cada asa se
hicieron 500 modelos con la opcidon very slow para su refinamiento. Para
seleccionar los nuevos modelos se emplearon aquellos con menor molpdf, después
se obtuvo el RMSD de cadena principal con respecto al modelo original y
posteriormente con aquellos seleccionados por molpdf para revisar patrones
similares. Se reconocieron los patrones mas repetidos, aquellos con RMSD menor
a 0.5 A entre si. Finalmente se selecciond a aquel dentro del patron mas repetido y
con mejor calificacion ERRAT.

Para EC1 se reconocieron seis patrones parecidos, de estos se escogio el mas
representativo, en el cual hubo 98 modelos semejantes. Este nuevo modelo tiene
un RMSD de cadena principal de 1.671 A y de cadena lateral de 4.277 A con
respecto al modelo original. En los nuevos modelos de EC3 solo se reconocié un
grupo con 15 miembros, el modelo escogido tiene un RMSD de cadena principal de
3.962 Ay de cadena lateral de 5.706 A (Figura 8). Los valores ERRAT se muestran
en la Figura 11, donde se observa una mejora en el valor ERRAT de estas dos asas.

Figura 8. Refinamiento de asas. A) EC1y B) EC3. Se muestran dos vistas de los modelos. En negro antes del
refinamiento y en amarillo después del refinamiento.
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7.3 Minimizacion de energia

Los modelos creados por homologia y los demas ligandos para el receptor, hBD6 y
CCL2 fueron minimizados como se indica en el apartado de metodologia. De CCR2
se eliminaron los residuos 321-374 para facilitar la minimizacion. En las Figuras 9-
12 se muestran los cambios en energia DOPE, calificacion ERRAT y graficos de
Ramachandran de los modelos, antes y después de la minimizacion de energia y
del refinamiento de asas. Los cambios de los demas ligandos se encuentran en el
Anexo Il. Por otro lado, tras la minimizacion se puede observar como los cambios
son mas claros para HBD3M, ya que se observa una disminucion de energia en
todo el péptido. Esto también se refleja en el aumento de la calificacion ERRAT,
indicando asi menor presencia de choques estéricos. Finalmente, cabe mencionar
gue después del refinamiento de asas de CCR2 se observa un cambio minimo en
energia DOPE, pero una mejor calificacion ERRAT. También se puede observar
que el refinamiento de las asas de EC1 y 3 disminuyd la presencia de choques
estéricos en EC2 segun ERRAT.

El movimiento de las cadenas principal y laterales de los modelos de HBD3M y
CCR2 se describe como RMSD en la Tabla 5 y se muestra en las Figuras 13 y 14.
Para CCR2 se evalu6 el RMSD de la proteina completa y de las regiones de interés
individualmente. De los demas ligandos solo se vio mejorada la calificacion ERRAT
de 1kj6 (hBD3), mientras que 3ifd (CCL2) y 2lwl (hBD6) presentaron cambios

minimos.

Tabla 5. RMSD de cadena lateral y principal después de la minimizacion de energia.

RMSD (A)

Cadena principal | Cadena lateral

* N-ter 0.237 0.450
e EC 0.212 0.315
e EC2 0.232 0.360
e ECG 0.252 0.367
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Figura 9. Cambios de energia en los modelos generados por homologia. Cambios en energia DOPE segun
MODELLER de HBD3M y CCR2. El nombre antes de los cambios se mantiene como lo dio MODELLER, Min
indica el cambio después de la minimizacion de energia. En CCR2 las zonas sombreadas indican las regiones
extracelulares.
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Phi (degrees) Phi (degrees)
Plot statistics Plot statistics
Residues in mos_t_favuured regiuns_ [A,B,L] 42 82.4% Residues in most favoured regions [A,B,L] 42 82.4%
Resgducs in additional allowed regions [a,bLp] 9 17.6% Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 9 17.6%
Resgducs in g'cnemusly allqwcd regions [~a,~b.~1~p] 0 0.0% Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0% Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 51 100.0% Number of non-glycine and non-proline residues 51 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2 Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 8 Number of glycine residues (shown as triangles) 8
Number of proline residues 1 Number of proline residues 1
Total number of residues 62 Total number of residues .63

Figura 10. Evaluacion ERRAT y graficos de Ramachandran de HBD3M. Se muestran las evaluaciones ERRAT
(A) y los graficos de Ramachandran (B) del modelo obtenido por homologia para hBD3M (hbd3m.B99997323)
y el mismo después de la minimizacién de energia (HBD3M).
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Figura 11. Evaluacion ERRAT de los modelos para CCR2. Calificacion ERRAT del modelo obtenido por
homologia para CCR2 (ccr2.B99993498), del mismo después del refinamiento de las asas de EC1 (residuos
101 - 114) y EC3 (residuos 269 - 285), y del modelo final después de la minimizacion de energia.
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Figura 12. Graficos de Ramachandran de los modelos para CCR2. Gréaficos de Ramachandran del modelo
obtenido por homologia para CCR2 (ccr2.B99993498) y del modelo después del refinamiento de las asas de
EC1y EC3 (ccr2.loopref) y del modelo final después de la minimizacion de energia (CCR?2).
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Figura 13. Minimizacion de energia del modelo para hBD3M. En negro se muestra el modelo antes y en azul el
modelo después de la minimizacion.
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Figura 14. Minimizacion de energia del modelo para CCR2. En amarillo se muestra el modelo antes y en rojo
después de la minimizacion. Se muestran las regiones de interés N-ter, EC1, EC2 y EC3.
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7.4 Acoplamiento molecular

Para hacer un muestro general de los patrones de unidén se realizaron tres
acoplamientos globales con ClusPro para cada ligando, CCL2, hBD6, hBD3 y
hBD3M y uno local para CCL2 y hBD6, pues sus sitios de union ya estan

identificados. En la Tabla 6 se describen los acoplamientos:

Tabla 6. Nomenclatura para acoplamientos con ClusPro.

Acoplamientos

Global
Glo No se designaron residuos atrayentes ni repulsivos.
Re Se designo a las regiones transmembranales e intracelulares del
P receptor como repulsivas
Atre Se designaron a las regiones transmembranales e intracelulares
P del receptor como repulsivas y al ligando como atrayente
Local
CCL2 Residuos atrayentes segun la tabla 4 y regiones
hBD6 transmembranales e intracelulares del receptor como repulsivos

La intencidén de estos tres modos para el acoplamiento global fue determinar si los
ligandos se pueden unir al receptor al encontrarse sin restricciones de union, esto
para el acoplamiento Glo. Con el acoplamiento Rep y Atrep se buscé hacer una
busqueda mas limpia, siendo que las regiones transmembranales no entran en
contacto con el ligando en la primera fase de la union. El acoplamiento local solo se
us6 para compararlo con los acoplamientos globales. En el acoplamiento Glo se
obtuvieron complejos en los que el ligando interactia con cualquier parte del
receptor menos la regién de interés. Sin embargo, en el conjunto de complejos
VdW+Eelec se encontraron complejos en los que la unién se da con la region
extracelular, esto puede dar a entender que la unién de CCR2 a los ligandos se da

por fuerzas electrostaticas.

7.4.1 Mapas de incidencia de contactos
Con el fin de encontrar cuales residuos tenian contacto entre los ligandos y el
receptor, y asi determinar con esto la incidencia de estos en cada conjunto, se

hicieron mapas de interaccién con Prodigy. Se muestran los contactos de los tres
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acoplamientos globales en una sola matriz, Figura 15. Se muestran también los
mapas de incidencia de cada conjunto obtenido con ClusPro, Figura 16. En el caso
de CCL2 se observan patrones similares en los acoplamientos globales y locales.
Se puede observar mayor frecuencia de contactos por parte de CCR2 en el N-
terminal, especialmente en los residuos D25, Y26, D27 y Y28. En EC2 se ve mayor
presencia de contactos alrededor del residuo R196, mientras que, en EC3 se
aprecian contactos en gran parte de esa region. Se puede apreciar también que
ECL1 tiene menor presencia al formar contactos con CCL2. Por parte de CCL2 se
observa mayor frecuencia de contactos en la region proxima al N-terminal y
alrededor de los residuos cargados R14, K15, R20, R25, R26, K31, K34, E35, K40,
K45 y E46.

Suma global

CCL2

Local

Suma global

d|

Suma global Suma global

hBD3M

Figura 15. Mapas de incidencia de contactos, suma global y local. Se muestran mapas con la suma de contactos
de los acoplamientos globales y el acoplamiento local para CCL2 y hBD6. Los mapas estan representados en
una escala de negro: cero incidencia, hasta blanco: mayor incidencia de contacto. Los puntos azules y rojos
representan residuos con carga positiva y negativa, respectivamente. Los residuos correspondientes a CCR2
se muestran con rojo en la parte superior y las regiones extracelulares de diferencian con colores beige y gris
intercalados (N-ter, EC1, EC2 y EC3). Los residuos de los ligandos se muestran igualmente representados por
colores del lado izquierdo: amarillo para CCL2, verde para hBD6, cian para hBD3 y azul para hBD3M.
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Para hBD6 se muestra un patrén de interaccion similar al que presenta CCL2 con
CCR2. Se observa que los residuos con carga positiva y negativa participan en la
formacién de contactos. Se puede mencionar también la existencia de una mayor
contribucion por parte de la region mas cercana al N-terminal de hBD®6, siendo esta
de M1 a K10, igualmente con la region entre los residuos E21 y K29, el residuo R35

y la region cercana al D45, ademas del C-terminal.

En el caso de hBD3 y hBD3M se repite el mismo patron de interaccion con CCR2 y
se observa que las regiones entre residuos positivos en ambos péptidos tienen
mayor peso en la uniéon que la region con cargas negativas. Se observa también
como la cola de histidina entorpece la unién con la region original del péptido,
aungue los modelos del conjunto glo de hBD3M presentan un mismo patron de
incidencias que hBD3. También se puede apreciar que la regidon del receptor con
los residuos D25, Y26, D27 y Y28 es la que tiene mayor incidencia de contactos,

resaltando asi la importancia del N-terminal en la unién a ligandos.
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Figura 16. Mapas de incidencias de contactos individuales. Se muestran los mapas para cada conjunto obtenido
con ClusPro. Los mapas estan representados en una escala de: negro, para cero incidencia, a blanco, para la
mayor incidencia de contactos. Los puntos azules y rojos representan residuos con carga positiva y negativa,
respectivamente. Los residuos correspondientes a CCR2 se muestran con rojo en la parte superior y las
regiones extracelulares de diferencian con colores beige y gris intercalados (N-ter, EC1, EC2 y EC3). Los
residuos de los ligandos se muestran igualmente representados por colores del lado izquierdo: amarillo para
CCL2, verde para hBD6, cian para hBD3 y azul para hBD3M.

En la Figura 16 se puede apreciar que la cola de histidinas de hBD3M no interfiere
en el acoplamiento sin restricciones de este e incluso se presenta un patron similar
al de hBD3. Puesto que se emplearon los modelos en el conjunto VdW+Elec, se
puede recalcar nuevamente que la naturaleza de las uniones CCR2-peptidos
ligandos se debe meramente a fuerzas de van der Waals y electrostaticas, las
cuales son dadas por los residuos hidrofébicos y cargados. También se puede
considerar que en el caso de hBD3M es importante la posicion del péptido, al ser

un péptido mas grande y con cola de histidinas, al entrar en contacto con el receptor.
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7.4.2 Aportaciones energéticas

Para determinar cémo influyen los residuos del receptor y los ligandos en los
complejos generados se empled g_mmpbsa y se calculd la energia libre de cada
residuo en los complejos. En las Figuras 17 — 20 se muestran las contribuciones de
energia libre del receptor CCR2 acoplado con cada ligando. Se aprecia que en todos
se comporta de manera similar, ya que hay mayor aportacién a la union por parte
del N-terminal, después del EC2, seguido del EC3 y ECL1. Este ultimo presenta la
menor aportacion de energia libre de las cuatro regiones extracelulares. Para
determinar qué residuos participan en la uniéon con los ligandos se obtuvo el
promedio, desviacion estandar y valores maximos y minimos de energia libre de
cada residuo. Se descartd a aquellos cuyo promedio fuera cero, a menos que la
desviacidn estandar fuera mayor a 8, ya que algunos residuos aportan energia libre

positiva 0 negativa en diferentes complejos del mismo ligando.
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Figura 17. Aportaciones energéticas de CCR2 al complejo CCR2xCCL2. Se muestran los valores en kJ/mol
promedio, maximos y minimos de energia libre de cada residuo. Los colores en el fondo representan las
regiones del receptor: verde para las regiones extracelulares, naranja para las regiones transmembranales y
amarillo para las regiones intracelulares.
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Figura 18. Aportaciones energéticas de CCR2 al complejo CCR2xhBD6. Se muestran los valores en kJ/mol
promedio, maximos y minimos de energia libre de cada residuo. Los colores en el fondo representan las
regiones del receptor: verde para las regiones extracelulares, naranja para las regiones transmembranales y
amarillo para las regiones intracelulares.
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Figura 19.

Residuos

Aportaciones energéticas de CCR2 al complejo CCR2xhBD3. Se muestran los valores en kJ/mol

promedio, maximos y minimos de energia libre de cada residuo. Los colores en el fondo representan las
regiones del receptor: verde para las regiones extracelulares, naranja para las regiones transmembranales y
amarillo para las regiones intracelulares.
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Figura 20. Aportaciones energéticas de CCR2 al complejo CCR2xhBD3M. Se muestran los valores en kJ/mol
promedio, méximos y minimos de energia libre de cada residuo. Los colores en el fondo representan las
regiones del receptor: verde para las regiones extracelulares, naranja para las regiones transmembranales y
amarillo para las regiones intracelulares.

Los residuos seleccionados como “activos” durante la unién se presentan en la
Tabla 7. Ahi se observa que los residuos del receptor con carga positiva aportan
energia libre positiva a la union, mientras que los de carga negativa aportan energia
libre negativa. Para los ligandos las aportaciones energéticas se presentan en las
Figuras 21 — 24 y los residuos seleccionados como “activos” durante el

acoplamiento se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 7. Residuos de CCR2 con mayor contribucién energética a los complejos con los ligandos. En la parte
superior se encuentran residuos del N-terminal y en la inferior de las regiones EC1, 2 y 3. Unidades en kJ/mol.
Para mejor distincion se emplearon esquema de colores, en promedio los valores positivos se muestran en
verde y los negativos en rosa, para desviacion estandar se muestra una escala de color azul, a mayor intensidad
mas grande la desviacién estandar.

Residuos CCR2 E15 E18 E19 F24 D25 Y26 K34 D36

Prom 89.6 833
2 8.65/29.6 8.12 15.1 23.2 16.1 199 14.5 29.9 305 129 17.6 9.41
o
© 57.7 40.2 36.1 228 506 130 101 -12 -39 -16 273 -14 230 59.7 42.7 127 135 -59 104

6.6 7 57 724 32 638 585 118 127 121 29 111 -18 -114 18 49 764 -134 62.1
256 4.05 1.36 1108 1.3591.1 79.8 |81 =77/ 80 -3.6 80N 1.03 585 -1.8 223 [93.7 83 80 |
6.65 9.93 597 23.4 883 212 633 227 158 182 604 114 132 232 7.68 879 129 168 8.14
Max | 223 32.4 402 194 158 42.2 150 97.1 -22 -56 -50 7.91 -53 646 162 27.5 436 133 -64 963
Min 493 3.8 28 57 66 -33 659 67.2 -118 123 104 -19 -105 -10 -114 13 -49 687 -130 67.8

Prom| 46 | 2.18 29 424590 -05 | 46.2 40.7 34 35 32 -05 40 3.58 |37 922 3.5 | 44.9 1440 41.8

CcCL2

Local

E|Dust|27.3 107 836 186 282 172 205 13.4 234 172 211 117 17.4 149 283 329 166 155 17.4 135
8| Max | 137 725 425 127 150 482 103 663 52 7.6 162 474 146 862 105 185 108 887 -11 692
Min | 586 68 95 81 619 5 917 25 -68 86 73 27 74 17 68 20 41 532 82 812
Prom 1.09 414 -0.1 [5258] -0.3 | 379 354 =30 D390 33 -1.7 =36 1.88 I3 555 7.57 | 37.2 N3i) 359
| Dst 549 103 427 |27.4 163 151 118 196 195 174 11 156 85 195 19.6 245 174 137 11.4
S| Max 245 425 132 120 482 659 544 285 -84 528 433 55 37.5 118 784 108 61 -11 54
Min 68 22 -81 619 -3.1 917 25 66 -86 -62 21 -61 -53 -65 -11 -2.8 -19 -69 8.12
Prom 157 552 1.18 0.2 164 146 -0.7 |5160) 3.25 7152 7.81 0.81 ] 164 157 149 |
Z| st 6.87 185 631 693 20 13.9 183 219 166 17.1 127 255 281 877 19 284 14.4
8| Max 319 96.2 287 294 50 209 203 94.4 111 -113 99.1 -122 613 -53 135 60.9 212 -117 176
Min 74 38 -7.3 111 -55 122 112 -186 -189 -203 -23 -192 -13 -191 -18 -57 111 -214 119
Prom 11 565 7.08 19.9 07 34 868
Z| st 5.84 197 29.6 273 16.8 32.4 7.83 6.16 203316 282 22
® 287 165 320 255 349 258 176 190 -32 715 343 111 164 -26 125 251 253 -55 192

-7.2 926 -81 107 109 -216 -217 -215
K183 E184 D185 R196 R206 E270 E278 D284

-20 -180 -28 -193 -19 -6.2 93.7 -221 112

Residuos CCR2

Prom 62.7 | 80.2
Dvst| 13 10.6|125 26.8 12.2 14 .6|17.5 13.8 9.61
Max | -43 83.7| 112 175 -63 -51 209 993| -52 -51 -28
Min |-106 45.4|60.5 54.9 -113 -117 53.7 50.5|-117 -113 -104
Prom| -63 65.7 | 81.9 83.4 72
Dvst | 23.4 11.7|13.4 278 147 12.6 345 9.97|16.4 16.8 6.53
Max | 50 95.5| 108 185 -59 -70 209 87.5| -51 -47 -73
Min | -90 48.5|61.7 55.6 -113 -121 55.1 -114 -121 -104
Prom[[30 322 (413 _—_
Dvst | 14.2 12.5|18.6 30.5 20.7 189 321 9.73|12.8 181 127
Max | -3.2 67.8|84.5 128 29.6 -51 122 56.8 —8 4 34 2 —2 5
Min| -82 53 |073 -33 -80 -79 125 8.26

prom (5511 32.7 [ 363 35 “

Global

cCL2

Local

Global

E|Dvst| 119 14.2|17.4 143 215 156|326  9.28|13.8 20.2 12.7

S| Max| -14 67.8|702 64.4 296 -51 112 52 | -84 -3.6 -25
Min | -60 53 |1.97 3.52 -75 -71 155 11.3| -57 -79 -58
Prom 116 125

E|Dvst | 28.1 203|248 22 163 20.6 (314 252 126

% Max | -98 188 | 194 262 -102 -131 305 188 | -84 -90 -122

Min [-220 82.8| 107 109 -191 -191 90.4 94.8|-194 -203 -183
Prom 112 | 135 134 121

Dvst 25.1|20.8 24.8 By 15.5 Sy 23.7
Max | 40.4 209 | 196 257 -83 -11 217 154|153 -75 -66
Min | -214 77.3|83.1 85.4 -193 -193 83.3 92.7|-192 -225 -191

Global
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Figura 21. Aportaciones energéticas de CCL2 al complejo CCR2xCCL2. Se muestran los valores promedio,

méximos y minimos de energia libre de cada residuo.
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Figura 22. Aportaciones energéticas de hBD6 al complejo CCR2xhBD6. Se muestran los valores promedio,
méximos y minimos de energia libre de cada residuo.
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Figura 23. Aportaciones energéticas de hBD3 al complejo
méaximos y minimos de energia libre de cada residuo.
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Figura 24. Aportaciones energéticas de hBD3M al complejo CCR2xhBD3M. Se muestran los valores promedio,

méaximos y minimos de energia libre de cada residuo.

49



Tabla 8. Residuos de los ligandos con mayor contribucion energética a los complejos.

[Residuos 11 N2 A3 P4 V5 T6 ¥9 N10 T12 R14 K15 R20 523 R25 R26 T28

50

Prom | 40,7 9.29 6.68 922 3.79 3.54 454 1.94 347 17.5 219 141 3.18 247 252 4.35
Dvst | 88,0 28.1 11.9 (298 954 163 121 129 236 226 251 547 264 19 163
Max | 136 187 373 641 217 47.8 73.6 659 876 7L5 87.6 643 324 108 97.5 130
mMin| -4 4 12 16 20 13 15 17 -10 -30 29 36 -25 -18 3.33 -2.1
Prom (BBl 8.68 1.68 -4.9 0.12 3.65 242 429 638 162 23.6 20,8 3.54 333 30.6 2.98
Dvst 20,1 113 578 13.3 8.58 121 159 17.5 222 17.6 228 7.58 17.4 6.17
Max [ 138 87.1 57.4 49 535 253 501 60.4 876 683 6L6 858 37.4 108 581 247
Min[011 52 16 16 15 11 45 91 7.6 23 82 21 -33 -18 414 -15

Residuos K52 K54 D58 D61 D64 K65
Prom[39.3 233 -17 -0.1 19.1 33.6 674 -46 -18 254 20.5| -18 .23 -19 244 -16
Dvst [ 246 198 22 152 [ESIBN 229 BB 11 214 214 193 194 181 173 17.4
Max [ 117 612 65 116 971 107 143 3.78 23 786 7L4 19 -26 265 86 145
min| 3 18 -60 89 -20 -17 62 -19 -65 -16 -15 -69  -86 -69 3.6 73
Prom|49.5 259 27| -3 236 396 -41 -64 -24 307 258| -24 28 -26 258 26
Dvst [i26sn 201 20,8 5.99 264 5.05 212 218 159 167 163 203 16 195
Max | 117 612 3.9 27.5 971 122 45 3.47 674 70.2 56.5 442 -28 147 77.1 2.54
Min |10 96 63 10 31 34 62 19 60 6.3 0.14 60 76 69 615 -69

Residuos Ks K8 KID K14 K29 K32 R35 144
Prom|47.9 -44 -6.4 348512 439 289 242 268 =25 -7.8 302 309 278 136 23.8
Dvst [M908) 21.3 328 |40 329 33 221 207 199 208 249 284 255 28 16.2
Max | 231 843 848 956 149 146 729 667 652 183 461 8L7 99 100 92.6 206
min| 13 40 .82 83 -13 14 12 27 -24 66 64 34 -15 -14 -22 -118
Prom|62.5 -77 -7.4 -15 | 654 354 29.6 30 312 =800 -12 29.5 307 32 061 257
Dvst |Gl 20.6 434 38 28 323 226 199 177 194 267 334 29 28 101
Max | 231 781 848 956 126 97.3 729 667 624 -24 361 8L7 835 80 329 145
Min | 13 28 82 83 549 14 12 218 569 66 61  -34 15 11 22 -114

RPN Gl I2 I3 K8 Y9 Y10 Cl1 R12 VI3 R14 R17 K26 E27 E28 K32 C33
Prom |88 -26 052|228 118 3.17 2.97 | 335 184 247 93 2.8 -53 82 185 11
Dvst (B8l 29 162 254 143 108 12.5 [N 222 BB 30 236 24 23 17.8 10.2
Max | 161 30,5 868 88.6 63.1 544 66 339 135 186 153 67.4 48.8 648 555 452
min[0.01 30 22 -15 -17 14 10 10 -15 22 48 -18 63 54 -19 -1

i=lsel] R36 R3B : i i 44 i
Prom|26.9 181 169 137 153 169 222
Dvst|20.3 243 16 |314 253 229 [33.4
Max [ 68.5 635 471 141 702 653 159
Min | 13 31 20 28 33 21 20

Residuos R / z 3 : 1 i RL16
Prom| 454 424 -0.9 7.6 593 126 7.33 268 127 11.8 159 121 1.56 9.1 52| 396
Dvst| 342 488 557 142 153 476 13.9 31.8 30.9 897 39.7 323/531 182 447
Max | 162 299 30,8 881 97.4 394 70.4 731 240 239 56.8 325 251 172 94.5 322
min| -40 22 15 68 11 -83 11 -93 -15 -7.9 -13 -13  -37 -80 -16 -18

EEWSE M17 G18 119 120 N2l T22 123 Q24 K25 Y26_V27 R29 R31 R34 K43 Ed4 |
Prom| 59 201 117 012 254 -0.8 -51 -0.9 153 015 -L2 241 20.2 255 299022
Dvst | 461 7.45 147 17.5 515 54 472 269 10.8 452 34 28.6 27.7 241 269
Max | 319 364 737 922 145 232 182 253 846 524 289 114 105 114 925 147
min| 27 7 19 14 22 A5 22 23 24 14 12 28 -26_-8.3 25 -104

E45 K49 R53 R55 K56 RS9 K61 K62
41 20 27.6 259 204 151 17.4 18.9
Dvst| 32 241 257 286 254 29.5 27.4 27.6 452
Max | 647 822 110 106 89.8 929 108 86.8 186
min| -91 32 -39 25 29 31 26 -34  -20




Se puede observar que las aportaciones energéticas a los complejos por parte de
los ligandos son mas variadas que aquellas que aporta el receptor, ya que en CCR2
los residuos positivos y negativos aportan energia conforme a su carga en todos los
complejos generados, mientras que en los ligandos estos residuos aportaban
energia positiva 0 negativa, lo cual se podria deber a la posicion del ligando sobre
el receptor. Cabe mencionar que en ClusPro el receptor permanece inmovil y el
ligando flexible durante el acoplamiento. A pesar de esto, la aportacion energética

promedio de estos residuos concuerda con su carga.

7.5 Reacoplamiento

HADDOCK clasifica los complejos obtenidos en conjuntos y los ordena para saber
cudles son los mas favorables a la union receptor-ligando. Para un mejor
entendimiento se escogieron los mejores cinco conjuntos de cada acoplamiento y
sus calificaciones se presentan en las Tabla 10 y 11. De estos conjuntos se
escogieron aquellos con un valor-Z negativo, el cual indica a cuantas desviaciones

estandar el conjunto esta en el promedio.

Se realizaron dos reacoplamientos, uno con los residuos de las Tablas 7 y 8
marcados como activos y otro solo con los residuos cationicos de los ligandos
marcados como activos en HADDOCK. En la Tabla 9 se muestran los residuos tal
cual se utilizaron en HADDOCK, los ligandos con (1) indican que se usaron los
residuos con aportacion energética, como se presentaron anteriormente, y los
marcados con (2) indican que solo se marcaron como activos los residuos cargados,
los cuales son los que mayor aportan a la unién, ademas del N-terminal, el cual
también se observo, aporta a la union, en el caso de HBD3M (2) solo se usaron
residuos presentes en el péptido original. HADDOCK ordena los complejos de
acuerdo con su RMSD y los acomoda en conjuntos, los cuales son ordenados por
sus caracteristicas, ademas de esto, cada conjunto tiene una calificacién
HADDOCK y un valor-Z. Entonces, de los conjuntos obtenidos se escogieron
aguellos con valor-Z negativos y se utilizé el mejor complejo de cada conjunto, esto
es, aquellos que presentaron menor energia segun HADDOCK. También se tomd

en cuenta la calificacion HADDOCK, asi como las energias individuales presentadas
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por el servidor. De igual forma, se consideré que los residuos D25, Y26, D27 y Y28
tuvieran contacto con los ligandos, para lo cual se generaron mapas y tablas de
contacto con el servidor CoCoMaps. Finalmente, para seleccionar los modelos
finales de cada complejo, se obtuvo la energia de unién de los complejos
seleccionados con el servidor FiberDock. En la Tabla 10 y 11 se muestran los
resultados del acoplamiento 1y 2, respectivamente, y en la Tabla 12 se muestran
las energias segun HADDOCK, asi como los niumeros de contactos con la region
DYDY del receptor.
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Tabla 9. Residuos utilizados como activos y pasivos en el reacoplamiento con HADDOCK.

Activos
CCR2 1,6, 8,11, 15, 18, 19, 25, 27, 34, 36, 38, 105, 114, 180, 183, 184, 185, 196, 206, 270, 278, 284
CCL2 (1) 5,6,7,8,9,10, 13, 14, 16, 18, 19, 24, 29, 30, 35, 38, 39, 42, 44, 49, 50, 54, 56, 58, 62, 65, 68, 69, 70
CCL2 (2) 5,6,7,8,18, 19, 24, 29, 30, 35, 38, 39, 44, 49, 50, 54, 56, 58, 62, 65, 68, 69, 70
hBD6 (1) 1,2,3,4,5,8, 10, 14, 19, 21, 22, 29, 32, 35, 44, 45
hBD6(2) | 1,3,4,5,8,10, 14,19, 21, 22, 29, 32, 35, 45
hBD3(1) |1,2,3,8,9,10,11,12,13,14,17,26, 27, 28, 32, 33, 36, 38, 39, 42, 43, 44, 45
hBD3 (2) 1,2,3,4,8,12,14, 17, 26, 27, 28, 32, 36, 38, 39, 42, 43, 44, 45
hBD3M (1) 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 26, 27, 29, 31, 34, 43, 44, 45, 49, 50, 53,
55, 56, 59, 60, 61, 62
hBD3M (2) | 18, 19, 20, 21, 22, 25, 29, 31, 34, 43, 44, 45, 49, 56, 59, 60, 61, 62
Pasivos
2,3,4,5,7,9,10, 12,13, 14, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 35,37, 39, 40, 41, 42, 101,
e 102, 103, 104, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 181, 182, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193,

194, 195, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 269, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 279, 280,
281, 282, 283, 285
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Tabla 10. Resultados de reacoplamiento 1 con HADDOCK.

hBD3M

Conjunto 1 Conjunto 1 Conjunto 3 Conjunto 2
Calificacion HADDOCK -79.5 +/-7.2 -89.1 +/- 4.9 -59.1 +/- 23.2 -104.1 +/- 11.8
Tamafio del Conjunto 15 21 4 7
RMSD contra la estructura de menor energia 1.0+/-0.6 2.7 +/-0.2 1.4 +/-0.9 3.3+/-0.6
Energia de van der Waals -73.5+/-5.1 -41.1 +/- 3.2 -49.2 +/- 8.5 -60.4 +/- 9.8
Energia electrostatica -184.9 +/- 42.9 | -258.8 +/- 64.2 | -149.1 +/-19.9 | -315.3 +/- 35.6
Energia de desolvatacion -19.6 +/- 4.7 -30.1 +/- 3.5 -31.4 +/- 5.7 -32.0 +/- 5.8

Energia de violacion de restricciones
Superficie enterrada

505.2 +/- 32.38
2280.6 +/- 147.4

338.9 +/- 75.88
1650.2 +/- 101.0

513.4 +/- 131.36
1689.1 +/- 171.1

513.2 +/- 59.83
2367.9 +/- 181.0

Valor-Z -1.5 -1.4 -1.1 -1.5
Conjunto 3 Conjunto 9 Conjunto 1 Conjunto 3
Calificacion HADDOCK -66.0 +/- 11.3 -88.2 +/-5.1 -56.5 +/- 4.7 -88.4 +/- 14.9
Tamario del Conjunto 8 5 5 7
RMSD contra la estructura de menor energia 12.5 +/- 0.1 4.0 +/- 0.0 10.9 +/- 0.3 14.8 +/- 0.1
Energia de van der Waals -47.8 +/- 4.4 -45.5 +/- 4.1 -49.5 +/- 6.7 -65.1 +/- 5.2
Energia electrostatica -351.1 +/-47.0 | -248.1 +/-25.4 | -196.3 +/- 19.0 | -230.3 +/- 29.0
Energia de desolvatacion 0.8 +/-3.2 -30.2 +/- 3.7 -0.4 +/- 3.0 -36.2 +/- 3.9

Energia de violacién de restricciones
Superficie enterrada

511.9 +/- 57.72
1911.8 +/- 110.6

371.2 +/- 35.27
1842.5 +/- 84.8

327.5 +/- 59.18
1665.3 +/- 81.2

589.1 +/- 79.85
2302.6 +/- 138.5

Valor-Z -0.8 -1.3 -0.9 -0.8
Conjunto 6 Conjunto 3 Conjunto 5 Conjunto 1
Calificacion HADDOCK -61.2 +/- 6.3 -82.9 +/- 7.7 -51.7 +/- 10.3 -77.9 +/- 8.0
Tamafio del Conjunto 5 10 4 9
RMSD contra la estructura de menor energia 7.6 +/-0.3 9.5+/-0.4 10.8 +/-0.3 15.0 +/- 0.1
Energia de van der Waals -54.5 +/- 6.0 -43.9 +/- 7.4 -33.4+/-7.9 -52.5 +/- 6.6
Energia electrostatica -131.9 +/-19.8 | -304.4 +/- 46.3 | -341.1 +/-15.2 | -225.4 +/- 20.9
Energia de desolvatacion -31.3 +/- 2.9 -14.3 +/- 3.3 8.1+/-1.8 -47.2 +/- 2.4

Energia de violacion de restricciones
Superficie enterrada

510.1 +/- 63.71
1722.8 +/- 131.7

361.9 +/- 33.09
1865.8 +/- 81.1

418.7 +/- 72.14
1621.8 +/- 120.4

669.4 +/- 62.61
2408.2 +/- 59.0

Valor-Z -0.5 -0.8 -0.4 -0.4
Conjunto 5 Conjunto 2 Conjunto 4 Conjunto 6
Calificacion HADDOCK -49.5 +/- 13.2 -80.5 +/- 10.8 -38.7 +/- 16.6 -57.8 +/- 19.9
Tamafio del Conjunto 5 11 4 4
RMSD contra la estructura de menor energia 3.6 +/-0.2 2.3+/-0.6 6.1 +/-0.2 13.6 +/- 0.1
Energia de van der Waals -57.5+/-6.5 -31.5+/-3.4 -48.6 +/- 6.5 -52.2 +/- 8.9
Energia electrostatica -136.2 +/- 18.0 | -270.8 +/- 81.9 -72.2 +/- 13.4 -205.7 +/- 39.2
Energia de desolvatacion -25.5 +/- 5.2 -25.6 +/- 3.5 -22.6 +/- 6.3 -189 +/- 7.1

Energia de violacién de restricciones
Superficie enterrada

608.0 +/- 107.37
1903.8 +/- 151.7

308.0 +/- 59.66
1419.0 +/- 120.7

468.5 +/- 57.94
1587.3 +/- 89.2

544.6 +/- 35.94
2005.0 +/- 153.9

Valor-Z 0.1 -0.5 1 0.4
Conjunto 2 Conjunto 6 Conjunto 2 Conjunto 5
Calificacion HADDOCK -48.9 +/- 3.6 -80.0 +/- 6.1 -35.1 +/- 10.8 -42.0 +/- 14.4
Tamafio del Conjunto 9 6 4 4
RMSD contra la estructura de menor energia 11.1 +/- 0.1 9.5+/-0.1 6.0 +/- 0.1 11.0 +/- 0.5
Energia de van der Waals -61.2 +/- 4.4 -43.7 +/- 4.0 -32.4 +/- 6.9 -48.6 +/- 12.7
Energia electrostatica -219.4 +/- 27.2 | -295.9 +/- 38.2 | -167.0 +/-14.7 | -189.7 +/- 21.1
Energia de desolvatacién -7.9 +/-2.3 -13.7 +/- 4.6 -6.7 +/- 4.2 -31.4 +/- 2.1

Energia de violacién de restricciones
Superficie enterrada

641.3 +/- 50.84
1958.9 +/- 18.6

365.4 +/- 124.76
1612.7 +/- 147.4

373.5 +/- 66.50
1556.6 +/- 144.5

760.3 +/- 47.68
1974.0 +/- 136.4

Valor-Z 0.2 -0.5 14 1.1
Conjunto 4 Conjunto 4 Conjunto 4
Calificacion HADDOCK -37.2 +/- 8.0 -71.1+/-4.6 -37.3 +/- 15.1
Tamario del Conjunto 6 8 6
RMSD contra la estructura de menor energia 7.7 +/-0.7 3.8+/-0.2 12.3 +/-0.3
Energia de van der Waals -50.0 +/- 5.1 -34.1+/-7.6 -49.5 +/- 6.3
Energia electrostatica -167.2 +/- 49.5 | -266.5 +/- 35.6 -101.2 +/- 13.9
Energia de desolvatacién -13.2 +/- 4.4 -23.6 +/- 4.6 -29.7 +/- 3.7

Energia de violacién de restricciones
Superficie enterrada
Valor-Z

594.3 +/- 85.63
1721.7 +/- 72.9
0.8

399.2 +/- 59.49
1429.0 +/- 91.7
0.4

621.9 +/- 104.96
1639.8 +/- 51.0
13
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Tabla 11. Resultados de reacoplamiento 2 con HADDOCK.

Conjunto 8 Conjunto 1 Conjunto 4 Conjunto 1
Calificacion HADDOCK -78.5 +/- 11.9 -95.2 +/- 5.2 -64.4 +/-12.2 -71.6 +/- 3.8
Tamafio del conjunto 5 20 8 27
RMSD contra estructura de menor energia 7.8 +/-0.3 6.5 +/-0.1 6.3 +/-0.1 16.3 +/- 0.2
Energia de van der Waals -58.5 +/- 3.3 -42.7 +/- 5.9 -45.0 +/- 2.2 -56.2 +/- 9.6
Energia electrostatica -206.4 +/- 30.1 | -291.4 +/-41.6 | -218.1 +/-18.0 | -194.0 +/- 44.3
Energia de desolvatacién -24.7 +/- 4.6 -24.3 +/- 4.8 -5.6 +/- 5.3 -12.3 +/-9.4
Energia de violacion de restricciones 460.1 +/- 118.7 | 301.6 +/- 62.0 297.6 +/- 42.4 356.1 +/- 76.9
Superficie enterrada 1872.0 +/- 78.8 | 1622.6 +/- 65.2 | 1524.5 +/- 56.1 | 1943.8 +/- 251.3
Valor-Z -2.3 -1.7 -1.2 -1.4
Conjunto 5 Conjunto 3 Conjunto 8 Conjunto 10
Calificacion HADDOCK -57.6 +/-5.3 -85.3 +/- 4.7 -60.5 +/- 3.5 -68.0 +/- 16.4
Tamaiio del conjunto 6 7 4 4
RMSD contra estructura de menor energia 9.1 4/-0.1 9.5+/-0.1 8.3 +/-0.3 17.4 +/- 0.3
Energia de van der Waals -59.0 +/- 5.4 -42.1 +/- 6.2 -51.5 +/- 3.4 -51.2 +/- 8.3
Energia electrostatica -161.0 +/- 18.9 | -320.6 +/-29.1 | -158.9 +/- 32.5 | -242.0 +/- 17.0
Energia de desolvatacion -23.2+/- 85 -14.4 +/- 1.7 -11.1 +/-2.2 1.2 +/-5.8
Energia de violacién de restricciones 567.8 +/- 42.5 353.1 +/-41.5 | 337.6 +/- 106.0 | 304.5 +/- 18.6
Superficie enterrada 1883.2 +/- 98.0 | 1686.7 +/- 65.8 | 1807.8 +/- 136.5 | 1796.8 +/- 147.1
Valor-Z -0.6 -1 -0.7 -1.1
Conjunto 4 Conjunto 4 Conjunto 5 Conjunto 4
Calificacion HADDOCK -56.4 +/-7.2 -83.4 +/- 4.4 -58.7 +/-12.9 -63.0 +/- 4.5
Tamafio del conjunto 6 7 6 7
RMSD contra estructura de menor energia 3.9+/-0.7 10.8 +/- 0.3 9.0 +/- 0.2 15.2 +/- 0.2
Energia de van der Waals -63.5 +/- 3.8 -52.1 +/- 9.3 -54.2 +/- 8.3 -57.4 +/- 6.5
Energia electrostatica -116.6 +/- 36.8 | -269.8 +/-53.6 | -112.8 +/-19.3 | -121.6 +/- 16.6
Energia de desolvatacion -16.1 +/- 3.1 -18.3 +/- 3.5 -22.1 +/- 6.6 -23.1+/- 3.6
Energia de violacion de restricciones 465.6 +/- 19.9 410.0 +/- 46.9 402.3 +/- 53.5 417.3 +/- 47.0
Superficie enterrada 1855.6 +/- 73.9 | 1881.2 +/- 63.0 | 1701.0 +/- 85.7 | 1848.6 +/- 122.2
Valor-Z -0.5 -0.9 -0.5 -0.7
Conjunto 7 Conjunto 7 Conjunto 1 Conjunto 6
Calificacion HADDOCK -56.1 +/- 14.6 -81.1 +/- 14.9 -58.2 +/- 3.6 -60.2 +/- 9.3
Tamafio del conjunto 5 5 16 6
RMSD contra estructura de menor energia 8.6 +/- 0.3 14 +/-0.8 7.7 +/-0.1 11.8 +/- 0.7
Energia de van der Waals -55.7 +/- 12.1 -39.9+/-7.4 -50.5 +/- 7.5 -59.6 +/- 7.5
Energia electrostatica -192.0 +/- 34.9 | -203.0 +/-11.7 | -165.6 +/-26.8 | -139.9 +/- 22.0
Energia de desolvatacion -4.1 +/-5.0 -38.8 +/- 1.8 -7.8 +/- 2.9 -10.9 +/- 4.3
Energia de violacién de restricciones 420.1 +/- 58.9 381.6 +/-67.5 | 331.8 +/-102.0 | 383.4 +/- 93.0
Superficie enterrada 1821.8 +/- 201.0 | 1641.8 +/- 120.5 | 1636.1 +/- 82.6 | 1801.1 +/- 146.3
Valor-Z -0.5 -0.7 -0.4 -0.5
Conjunto 3 Conjunto 9 Conjunto 2 Conjunto 5
Calificacion HADDOCK -50.9 +/- 7.0 -74.2 +/- 23.8 -57.6 +/- 2.9 -57.2 +/-6.1
Tamafio del conjunto 6 4 12 7
RMSD contra estructura de menor energia 9.9 +/-0.1 6.4 +/- 0.1 10.1 +/-0.2 8.3 +/-0.2
Energia de van der Waals -48.2 +/- 7.5 -30.1 +/- 7.5 -42.6 +/- 5.9 -42.6 +/- 6.5
Energia electrostatica -213.5 +/-27.6 | -270.8 +/- 74.3 | -225.8 +/-19.9 | -281.8 +/- 48.6
Energia de desolvatacion -12.5 +/- 3.3 -26.7 +/- 5.1 -2.4 +/-1.7 8.3+/-3.1
Energia de violacién de restricciones 524.7 +/- 59.8 367.7 +/- 48.3 325.6 +/- 55.3 334.5 +/- 42.3
Superficie enterrada 1788.1 +/- 88.0 | 1390.6 +/- 129.4 | 1542.0 +/- 41.8 | 1641.6 +/- 27.4
Valor-Z -0.1 -0.2 -0.3 -0.3
Conjunto 10 Conjunto 8 Conjunto 7 Conjunto 9
Calificacion HADDOCK -46.6 +/- 3.5 -69.2 +/- 10.8 -55.5 +/- 6.0 -54.5 +/- 12.2
Tamafio del conjunto 4 5 ) 4
RMSD contra estructura de menor energia 7.8+/-0.1 6.6 +/- 0.1 9.9 +/-0.1 16.3 +/- 0.2
Energia de van der Waals -46.1 +/- 12.0 -41.1 +/-5.3 -53.0 +/- 6.1 -44.8 +/- 5.9
Energia electrostatica -174.4 +/- 28.4 | -311.8 +/- 22.2 -89.3 +/- 21.2 -179.9 +/- 35.3
Energia de desolvatacion -11.5 +/- 5.4 -1.1+/-7.3 -17.5 +/- 2.6 -6.0 +/- 4.0
Energia de violacion de restricciones 458.1 +/- 84.3 354.5 +/- 25.9 328.8 +/- 66.0 323.2 +/- 31.9
Superficie enterrada 1738.2 +/- 96.5 | 1545.5 +/- 46.4 | 1800.0 +/- 191.1 | 1565.9 +/- 114.5
Valor-Z 0.3 0.1 -0.1 -0.1




Tabla 12. Energias HADDOCK y contactos con la region DYDY del receptor. Con rojo se muestran los complejos
descartados.

Reacoplamiento 1

Ligando | Complejo Energias (kJ/mol) Contactos

vdwW Electrostatica  Desolvatacion Unién D25 Y26 D27 Y28
11 -76.7569 -217.099 -18.2958 -237.11 13 11 9 13
31 -53.1363 -398.117 2.16515 -372.187 0 0 0 0
6 1 -64.0843 -165.612 -31.8212 -199.662 8 6 5 8
11 -44.8427 -218.214 -33.8527 -234.518 4 2 4 9
91 -48.3199 -237.658 -31.4895 -262.065 8 8 5 8
31 -51.2494 -267.221 -18.0562 -275.758 0 0 0 0
21 -30.3624 -349.853 -23.1853 -327.439 7 1 4 7
6 1 -43.6932 -296.726 -9.52713 -286.44 0 0 0 0
31 -56.0628 -183.46 -25.6163 -210.13 11 10 6 14
11 -56.6831 -226.127 3.07388 -216.366 0 0 0 0
52 -40.0034 -323.361 9.98847 -281.038 0 0 0 0
21 -63.3957 -298.194 -40.9496 -342.821 5 3 2 10
31 -68.183 -240.648 -39.5672 -275.849 8 6 5 7
11 -54.4757 -247.475 -45.6776 -282.203 7 6 4 4

Reacoplamiento 2
Ligando | Complejo Energias (kJ/mol) Contactos

vdwW Electrostatica  Desolvatacion Unién D25 Y26 D27 Y28
81 -61.4257 -179.231 -26.7671 -208.509 7 5 4 11
51 -58.004 -132.993 -31.2624 -170.804 6 3 4 7
41 -66.3662 -177.617 -10.7508 -160.889 6 3 3 2
71 -68.1329 -159.096 -6.95468 -183.991 10 9 7 17
31 -54.3057 -201.739 -15.8606 -215.228 7 0 7 12
11 -49.1041 -250.635 -23.3862 -256.666 7 5 4 5
31 -50.664 -283.809 -12.4175 -279.301 0 0 0 0
41 -62.1205 -203.682 -21.6134 -222.976 0 0 0 0
71 -51.3252 -211.057 -40.5077 -235.321 10 6 4 10
91 -28.7561 -347.976 -31.5223 -309.327 4 1 2 10
41 -48.5594 -224.302 -14.5687 -203.412 2 1 0 1
81 -47.4588 -104.265 -11.548 -114.898 5 4 4 7
51 -63.0355 -108.699 -27.1447 -154.392 9 7 7 17
11 -55.5761 -188.153 -6.36868 -184.812 5 4 7 17
21 -40.8933 -230.009 -4.07542 -215.665 0 0 0 1
71 -49.1335 -77.5175 -21.8928 -96.7323 9 5 8 19
11 -70.486 -184.426 -19.1506 -207.664 | 12 8 6 7
10 1 -61.7583 -262.92 0.989367 -248.982 11 3 7 17
41 -65.8643 -106.829 -28.5108 -140.689 11 6 8 9
6 1 -48.8545 -170.569 -8.1716 -170.491 6 3 6 7
51 -44.0941 -261.844 4.28209 -243.657 0 0 0 0
91 -44.4935 -202.134 -8.60794 -191.86 8 4 4 5
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7.6 Complejos proteina-péptido del reacoplamiento con HADDOCK

Antes de presentar los complejos finales es de importancia mostrar las
caracteristicas electrostaticas de CCR2 y de los péptidos. Para esto se uso el plug
in APBS Electrostatics de PyMOL. En la Figura 25 se muestra la distribucion de
cargas del receptor CCR2. Se puede observar la formacion de una cavidad entre el
N-ter, EC2 y EC3, la cual se mencionard como cavidad N23 de ahora en adelante.
También se pude observar que tanto el interior de esta cavidad como el exterior del
N-ter y EC3 presentan, principalmente, una carga negativa. Tomando en cuenta que
los péptidos con los que se realizé el acoplamiento molecular son de naturaleza
catidnica, se pude esperar que su sitio de unién este cerca o dentro de esta cavidad,

con lo que también puede interactuar con las regiones extracelulares.

Figura 25. Caracteristicas electrostaticas de CCR2. Se muestra el mapa de distribucion de cargas, donde las
cargas negativas se muestran en escala de rojo y las positivas en escala de azul, del receptor CCR2 junto con
la representacion de superficie con las regiones extracelulares marcadas de colores, cian para el N-ter, verde
para EC1, amarillo para EC2 y verde para EC3.
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Los ligandos se muestran en la Figura 26, se puede observar como tanto CCL2
como hBDG6 tienen un parche con carga negativa, esto puede influir en la posicion
de los dos ligandos sobre el receptor. En cambio, hBD3 presenta solo un residuo

con carga negativa, lo cual dificulta encontrar una orientacién correcta.

Cabe recalcar que para el reacoplamiento se emplearon las aportaciones de energia
libre de cada residuo, para asi encontrar aquellas mas representativas. Se ignoraron
los contactos formados por ClusPro debido a la gran variedad de orientaciones
encontradas para cada ligando y de la informacién experimental limitada para hBD3,
y especialmente para hBD3M, en el cual la cola de histidinas podria modificar el

modo de unién.

Figura 26. Caracteristicas electrostaticas de los ligandos. Se muestra el mapa de distribucién de cargas, donde
las cargas negativas se muestran en escala de rojo y las positivas en escala de azul, de los ligandos CCL2,
hBD6, hBD3 y hBD3M.

Para analizar a los complejos se obtuvieron las energias de union, electrostaticas y
de van der Waals con el servidor FiberDock, para asi tener un mejor entendimiento
de la posicion de los ligandos sobre el receptor. En la Tabla 13 se muestran estas
energias junto con las presentadas de la Tabla 12 y en las siguientes Figuras se

muestran los ligandos sobre el receptor.
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Tabla 13. Energias de los complejos segin HADDOCK vy FiberDock. Las abreviaciones de las energias son:
Elec = electrostatica, Desol = desolvatacion, avdW = atraccion de vdW, rvdW = repulsion de vdW, aElec =
atraccion electroestatica de corto alcance, rElec = repulsién electrostatica de corto alcance, laElec = atraccion
electroestaticos de largo alcance, y IrElec = repulsion electrostatica de largo alcance. El primer reacoplamiento
se indica con un (1) después del ligando, igual para el segundo con un (2).

Ligando | Compleio Energias (kJ/mol) HADDOCK Energias (kJ/mol) FiberDock
g piel Unién vdw Elec Desol Unién avdW rvdW  aElec rElec laElec IrElec
11 -237.11 -76.7569 -217.099 -18.2958 |-54.87 -36.02 13.03 -111.7 51.77 -5.73 20.65

6_1 -199.662 -64.0843 -165.612 -31.8212 |-20.06 -29.18 7.98 -83.22 11559 -4.15 11.65

3.1 -215.228 -54.3057 -201.739 -15.8606 |-55.66 -34.97 14.69 -136.86 857 -3.96 17.67
4.1 -160.889 -66.3662 -177.617 -10.7508 |-26.82 -34.16 8.78  -9.67 34.43 -11.98 10.67

51 -170.804 -58.004 -132.993 -31.2624 |-32.32 -29.74 15.69 -4.97 0 -39 8.03
71 -183.991 -68.1329 -159.096 -6.95468 |-29.95 -30.22 5.85 -69.79 0 -16.23 17.58
8. 1 -208.509 -61.4257 -179.231 -26.7671 |-14.75 -29.74 11.38 -128.28 26.73 -30.36 46.93
11 -234.518 -44.8427 -218.214 -33.8527 | -41.76 -21.34 3.83 -132.41 51.05 -21.2 47
hBD6 (1) 2.1 -327.439 -30.3624 -349.853 -23.1853 | -49.87 -18.98 4.62 -170.46 61.67 -17 7.22
91 -262.065 -48.3199 -237.658 -31.4895 |-30.19 -23.47 431 -5428 4039 -8.15 1261
11 -256.666 -49.1041 -250.635 -23.3862 |-32.87 -25.89 12.84 -99.25 85.84 -23.64 551
hBD6 (2) 71 -235.321 -51.3252 -211.057 -40.5077 |-41.28 -29.37 11.95 -140.5 11594 -37.42 35.05
91 -309.327 -28.7561 -347.976 -31.5223 |-56.83 -20.93 8.32 -22493 56.05 -11.29 4.73
hBD3 (1) 3.1 -210.13 -56.0628 -183.46 -25.6163 |-38.46 -26.99 494 -107.22 59.56 -22.27 20.41
11 -184.812 -55.5761 -188.153 -6.36868 |-24.32 -26.66 10.73 -17591 5146 -27.2 31.04
41 -203.412 -48.5594 -224.302 -14.5687 |-47.07 -25.7 481 -160.72 31.19 -28.18 6.05
hBD3 (2) 51 -154.392 -63.0355 -108.699 -27.1447 |-43.84 -27.89 13.15 -552 0 -14.55 13.76

71 -96.7323 -49.1335 -77.5175 -21.8928 |-20.73 -27.47 19.21 -59.79 99.07 -11.65 40.11
8.1 -114.898 -47.4588 -104.265 -11.548 |-18.58 -1843 6.09 -27.12 62.34 -16.93 22

11 -282.203 -54.4757 -247.475 -45.6776 |-67.72 -26.41 15.04 -103.47 0 -8.41 4.84
hBD3M (1) 2.1 -342.821 -63.3957 -298.194 -40.9496 |-46.19 -27.51 9.75 -62.24 59.33 -11.9 30.04
3.1 -275.849 -68.183 -240.648 -39.5672 |-92.49 -35.25 11.37 -237.73 73.88 -11.34 23.89

11 -207.664 -70.486 -184.426 -19.1506 |-20.98 -31.93 3.93 -43.84 63.08 -14.42 11.58
101 -248.982 -61.7583 -262.92 0.989367 | -3.89 -38.31 18.49 -23.85 137.95 -11.22 26.95
hBD3M (2) 41 -140.689 -65.8643 -106.829 -28.5108 |-30.31 -31.79 9.78 0 10.95 -244 1151
6_1 -170.491 -48.8545 -170.569 -8.1716 | -4.06 -22.81 7.14 -103.14 65.79 -11.91 15.39
91 -191.86 -44.4935 -202.134 -8.60794 |-17.42 -23.43 7.96 -8155 39.85 -12.97 15.59

Los complejos: CCL2 (1) 1_1,hBD6 (1) 1_1, CCL2 (2) 8_1, hBD6 (2) 1_1, hBD3 (2)
4 1y hBD3M (2) 1_1, son los mejores segun HADDOCK; se puede observar que
los péptidos interactian con la parte del N-ter sobre la cavidad. Previamente se ha
discutido que el modo de union de CCL2 a CCR2 podria ser primero por la
interaccion con el N-terminal, para que después el ligando se mueva hacia las
demas regiones extracelulares (Monteclaro & Charo, 1996), por lo que estos
complejos podrian representar un estadio temprano de la unién. Respecto a los
demas complejos, se puede observar que a mayor cercania a la cavidad N23 hay
una mayor influencia de las interacciones (energia) de van der Waals, esto con las

energias segun HADDOCK.

59



CCL2 (1) 1_1 , CCL2 (1) 6_1 S . CCL2 (2)5_1

Figura 27. Ligandos sobre el receptor. Se muestran los complejos seleccionados del reacoplamiento, el ligando
(amarillo para CCL2, verde para hBD6 y cian para hBD3) posa sobre el receptor, el receptor, CCR2, fue tratado
con el plugin APBS Electrostatics para hacer visible la cavidad formada por el N-ter, EC2 y EC3.

En el primer reacoplamiento de HBD3M el mejor complejo segiin HADDOCK fue el
(1) 2_1. Se muestra la parte original del péptido sobre la cavidad y la cola de
histidinas rodeando al N-terminal. El complejo (1) 3_1 muestra a la cola de histidinas
interactuando con la cavidad N23 y la parte original del péptido sobre el N-terminal.
Se descarto al complejo (1) 1_1 debido a que el ligando interactia con las regiones
transmembranales del receptor. En el segundo reacoplamiento se observa que la

parte original del péptido interactta con la cavidad N23 y con la regién del N-terminal
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sobre la cavidad. En algunos complejos se observa que la cola de histidinas esta
direccionada hacia las regiones transmembranales; ya que con la metodologia
empleada no se pudo hacer los acoplamientos con el receptor insertado en una

membrana.

Figura 28. Ligandos sobre el receptor (cont.). Se muestran los complejos seleccionados del reacoplamiento, el
ligando (azul para hBD3M) posa sobre el receptor, CCR2, el cual fue tratado con el plugin APBS Electrostatics
para hacer visible la cavidad formada por el N-ter, EC2 y EC3.

Se escogieron los complejos en dos estados para cada ligando, en la parte superior
de la cavidad y dentro de esta. Con estos complejos se generaron imagenes para
determinar los contactos entre los ligandos y el receptor. En las Figuras 29 — 32 se
muestran los contactos y la interfaz de los complejos. En general, se aprecia que en
la cavidad N23 y en la region superior, que corresponde al N-terminal, hay una
mayor tendencia a formar contactos guiados por fuerzas de van der Waals y gran

parte de la interfaz de contactos (menor a 8 A) se encuentra en el N-terminal.

En los tres péptidos se encontraron contactos en la cavidad N23, en las partes
exteriores, en las regiones EC2 y EC3, y dentro de la cavidad en el N-terminal. Para
las defensinas se proponen dos formas de interaccion, con la cavidad N23 y con el
N-terminal en la parte superior del receptor. Finalmente, para el caso de HBD3M se

proponen dos modelos, uno con el péptido en una orientacion similar a la de hBD3,
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con la cola de histidinas rodeando el receptor, y otra donde la cola de histidinas no

interactta con el receptor; de este Ultimo solo hay interaccion con el N-terminal.

ccL2 (1) 1.1

DG
23111
VAW, - 6.7569
Ele '\! 17.099
-18.2958
795 +-72

-29.74
-128.28

Figura 29. Contactos entre CCR2 y CCL2. En la imagen se muestran los contactos obtenidos con RING 2.0y
la interfaz de contactos obtenida con CoCoMaps, las lineas grises representan a las uniones de van der Waals,
las azules a puentes hidrogeno, y las naranjas a apilamientos 1-1m. CCR2 se muestra de color rojo y en la region
de la interfaz de color rosa célido, CCL2 se muestra de color amarillo y la region de la interfaz de color amarillo
palido. La superficie esta en 0.65 de transparencia y 0.9 en la interfaz. Colores PyMol: red, warmpink, yellow,
paleyellow.
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hBD6 (1) 9_1

-56.83
-20.93

Figura 30. Contactos entre CCR2 y hBD6. En la imagen se muestran los contactos obtenidos con RING 2.0 y
la interfaz de contactos obtenida con CoCoMaps, las lineas grises representan a las uniones de van der Waals,
las azules a puentes hidrogeno, y las naranjas a apilamientos 1-1m. CCR2 se muestra de color rojo y en la region
de la interfaz de color rosa calido, hBD6 se muestra de color verde y la region de la interfaz de color verde
mancha. La superficie esta en 0.65 de transparencia y 0.9 en la interfaz. Colores PyMol: red, warmpink, green,

smudge.
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-38.46
-26.99
107.22

Energias (kJ/mol)

HADDOCK FiberDock
-24.32
-26.66

-175.91

-6.36868
-58.2 +/-3.6
-04

Figura 31. Contactos entre CCR2 y hBD3. En la imagen se muestran los contactos obtenidos con RING 2.0 y
la interfaz de contactos obtenida con CoCoMaps, las lineas grises representan a las uniones de van der Waals,
las azules a puentes hidrogeno, y las naranjas a apilamientos 1-m. CCR2 se muestra de color rojo y en la region
de lainterfaz de color rosa céalido, hBD3 se muestra de color cian y la region de la interfaz de color verde azulado.
La superficie esta en 0.65 de transparencia y 0.9 en la interfaz. Colores PyMol: red, warmpink, cyan, deepteal.

64



s(kJ ol)

ADDOCK—Fiberbo
Union -3 629
vaw 6339 5

Elec -298.194
Desol -40.9496
Calif  -104.1 +/- 11
Valor-Z

-15

-248.982 -3.89

-61.7583 -38.31
-262.92 -23.85
0.989367

-68.0 +/-16.4

14 hBD3M (2) 10_1

Figura 32. Contactos entre CCR2 y hBD3M. En la imagen se muestran los contactos obtenidos con RING 2.0
y laiinterfaz de contactos obtenida con CoCoMaps, las lineas grises representan a las uniones de van der Waals,
las azules a puentes hidrogeno, y las naranjas a apilamientos 1-1m. CCR2 se muestra de color rojo y en la region
de la interfaz de color rosa calido, hBD3M se muestra de color azul y la regién de la interfaz de color azul

morado. La superficie esta en 0.65 de transparencia y 0.9 en la interfaz. Colores PyMol: red, warmpink, blue,
purpleblue.
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Figura 33. Aportaciones energéticas residuo por residuo de los complejos finales. Aportaciones energéticas
segun g_mmpbsa, la escala de colores indica la carga de la energia libre (AG), rojo para aportaciones negativas,
blanco para aportaciones = 0 kJ/mol y azul para aportaciones positivas.

7.7 Comparacion de complejos

El acoplamiento de CCR2 con CCL2 y hBD6 se realiz6 como control para poder
evaluar las interacciones con hBD3 y HBD3M. Con CCL2 (Figura 34) se pudo
obtener un complejo, CCL2 (2) 1_1, muy parecido a un modelo propuesto por
Hemmerich et al., (1999), en el que los residuos K49 y R24 de CCL2 estan cerca de
la region DYDY (Figura 34C), al mismo tiempo que los residuos K58 y H66 estan
mirando opuestamente a la interfaz de unién y que el N-terminal del péptido es
orientado hacia el receptor y el residuo K35 de CCL2 esta cercano al residuo D284
de CCR2. En contraste con nuestro complejo, se encontré a K49 en contacto con la
region DYDY y a K58 y H66 opuestos a la interfaz y al N-terminal del péptido
interactuando con la parte superior del N-terminal de CCR2. En el caso de hBD6
hay que tomar en cuenta que el modelo usado solo emplea al N-terminal del
receptor (Figura 35). El modelo mas cercano al propuesto por De Paula et al., (2013)
fue el complejo hBD6 (2) 9_1, en el que el péptido interactta principalmente con el
N-terminal. En este complejo la Y28 de CCR2 interactla con la F1y F2 de hBD6,
formando enlaces de apilamiento 1, ademas la F2 de hBD6 interactua con los D25
y D27.
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H66 R24

1

Figura 34. Comparacion de acoplamiento de CCL2. A) se muestra una comparacion de los dos complejos
seleccionados contra la informacion en la literatura (Hemmerich et al., 1999). B) complejo CCL2 (1) 1_1, C)
acercamiento a la interaccion entre Y26 de CCR2 y K49 de CCL2 en el complejo CCL2 (1) 1_1, y D) complejo
CCL2 (2) 8_1. Se conservo el esquema de colores de la figura original a excepcién de los residuos K58 y H66,
los cuales se indica estan opuestos a la interfaz de union.

Los complejos generados no pueden representar completamente la union de los
péptidos con CCR2, pero en el caso de CCL2 se puede considerar al complejo
CCL2 (1) 1_1 como algo fiable, ya que cumple ciertas caracteristicas del modelo
anteriormente mencionado. Esto se puede deber, como ya se menciond, a su
volumen y a las caracteristicas de los residuos, siendo que tiene una pequefia
region con carga negativa (Figura 26), la cual puede afectar la orientacion con la
que el péptido entra en contacto con el receptor. Ademas, se cumple que la regién
hidrofobica del péptido, donde se encuentran los residuos R24 y K49, entra en
contacto con la region DYDY del receptor. hBD6 igualmente contiene parches con
cargas negativas (Figura 26) los cuales no interactian con la region DYDY del
receptor. hBD3, por el contrario, no posee parches con carga negativa y posee una

superficie mayormente positiva.
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Figura 35. Comparacién de acoplamiento con hBD6. A) se muestra una comparacion de los dos complejos
seleccionados contra la informacién encontrada en la literatura (De Paula et al., 2013), B) complejo hBD6 (1)
9 1 en diferentes puntos de vista y C) complejo hBD6 (2) 9_2 en diferentes puntos de vista. Se trato de
conservar el esquema de colores, se indica la region T21-Y28 en color azul y el resto del receptor en color cian.

Tomando en cuenta el modelo de unién propuesto por Monteclaro & Charo (1996 &
1997) en el que la union se da con el N-terminal del receptor, el cual tiene mayor
peso en la afinad a ligandos, se podria esperar que los complejos obtenidos tengan
solo un paso en la unién. Al no haber mas informacién sobre la unién con las demés
regiones extracelulares, aqui se propone que después de la unién al N-terminal, los
ligandos son acercados a las regiones EC2 y EC3, formando una cavidad y que la

union a estas es guiada por interacciones hidrofébicas.

La interaccion de hBD6 con CCR2 se da principalmente por los residuos aromaticos
F1y F2 con laregién DYDY. Por otro lado, hBD3 no posee residuos aromaticos en
su N-terminal, por lo que probablemente el peso de la unibn a CCR2 recae en su
cationicidad. La union de hBD3 a la region DYDY en el complejo hBD3(1) 3_1 es
similar a la del complejo CCL2 (1) 1_1, en CCL2 la K49 forma un contacto con la
Y26 de CCR2, mientras que, en hBD3 se forman contactos entre R14 y Y26 de
CCR2, y otro entre R12 y Y28. Cabe mencionar que con solo este trabajo seria

imposible decir si la unién de la regién DYDY a residuos cargados positivamente, y
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aromaticos en el caso de hBD6, es suficiente para desencadenar la via de
sefalizacion de CCR2, pero si permite resaltar y proponer la importancia de estos

residuos en la unién.

8 Discusion

Las herramientas in silico son utiles para entender fenomenos que, de otra manera,
serian dificil de observar. En este caso, se trata de la unidon de un receptor a su
ligando, con lo cual se pretende proponer modelos que pueden brindar una idea
sobre como es que se lleva a cabo esta union (Dar & Mir, 2017; Vyas, Ukawala,
Chintha, & Ghate, 2012). Para el modelado de proteinas y péptidos existen varias
alternativas, de las cuales resaltan tres, el modelado ab initio, el comparativo y la
basqueda de plegamientos (threading). Dependiendo de la informacion que se
tenga disponible, al inicio del modelado, sobre la proteina de interés se va a emplear
alguno de estos métodos (MacKerell et al., 1998; Sali & Blundell, 1993; Zhang,
2008). Cuando se pueden encontrar secuencias homaologas con estructura terciaria
revelada ya sea por cristalografia de rayos X, criomicroscopia electronica o
resonancia magnética nuclear, se puede emplear el modelado comparativo, por
homologia. Generalmente, una homologia igual o mayor al 30% puede generar
buenos modelos, pero también influyen la identidad y el valor e (Sali, Webb,
Madhusudhan, Shen, & Dong, 2018). Si no se encuentran secuencias con buena
homologia y si particularmente se quiere predecir la estructura de una proteina
grande, se puede emplear en modelado por threading, el cual buscara los dominios
en la secuencia y los comparara con dominios de estructuras ya conocidas,
formando una estructura como “mosaico” de otras estructuras diferentes (J. Yang et
al., 2014). Finalmente, si no hay secuencias con buena homologia, 0 no se
encuentran los suficientes dominios y regiones para predecir la estructura por
threading, se emplea el método ab initio, el cual generara una estructura de acuerdo
con las caracteristicas quimicas y fisicas de los aminoacidos que componen a la
secuencia. De esta manera, se trata de imitar al plegamiento natural. Una limitante
importante en este método es el tamafio de la secuencia, sin embargo, algunos

programas pueden generar modelos con secuencias de hasta 60 -100 residuos
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(Khan, Wei, Gu, Hassan, & Tabrez, 2016; MacKerell et al., 1998). Cabe mencionar
que se pueden generar modelos mas fiables con el modelado por homologia; ya
que en este se buscan estructuras proteicas que tengan cierto grado de homologia,
identidad igual o mayor al 30%, a un mayor grado de homologia mayor fiabilidad del
modelo (Muhammed & Aki-Yalcin, 2019; Vyas et al., 2012). Con el acoplamiento
molecular se buscan las poses con las que un ligando, sea proteina, péptido o
farmaco, se presenta e interactla ante una proteina, en este caso puede ser un
receptor y ligando o la formaciéon de una estructura cuaternaria (Macalino et al.,
2018). Para esto, existen diversos programas que generalmente presentan su
propio protocolo para generar dichas poses sobre una proteina. Por lo que, con lo
antes mencionado, se pueden obtener acoplamientos en los que los participantes
tengan mayor libertad al formar conformaciones o en los que el receptor se
mantenga rigido en su posicién. Con todos los programas existentes se busca dar
aproximaciones a lo que puede pasar en la vida real (Ciemny et al., 2018). Igual que
con el modelado por homologia el tipo de acoplamiento varia segun el protocolo y
programa que se utilice. En la mayoria de los casos, el software de trabajo dara la
opcion de seleccionar los residuos que interactian en el complejo que se quiere
encontrar. Para esto se necesita de informacion previa y generalmente generara
modelos confiables (Dominguez, Boelens, & Bonvin, 2003; Kozakov, Hall, et al.,
n.d.). Cuando no se cuenta con informacion sobre la interfaz de unién, se opta por
un acoplamiento ciego para encontrar poses de uniébn de acuerdo a las
caracteristicas de las moléculas participantes (Elokely & Doerksen, 2013; Gupta,
Pallavi, & Bhatnagar, 2016). Se debe de tener en cuenta también que el
acoplamiento ciego sirve para corroborar la robustez del programa; si el complejo
generado es parecido al complejo observado por métodos in vitro, esto se vera
reflejado en el RMSD del complejo predicho in silico y el revelado in vitro (Agrawal

et al., 2019; Kozakov, Beglov, et al., n.d.). esta referencia esta rara

En este trabajo se quiso entender como los péptidos de defensa del hospedero, o
péptidos antimicrobianos, pueden interactuar con elementos del sistema inmune.

Para esto, se escogi6 a la defensina recombinante hBD3M y a un receptor con el
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gue se ha propuesto que interactta, CCR2. En el modelado de hBD3M se quiso
modelar la cola de histidinas que se le afadio para facilitar su purificacion por
expresion recombinante, por esto se escogié como plantilla a la estructura de HBD3,
a esto se debe que la identidad sea del 100% y la Unica diferencia sea dicho
elemento (Schibli et al., 2002). En el caso de CCR2, se escogié como plantilla a una
estructura de CCR5 unido a gp120 y a una proteina de membrana de HIV (Shaik et
al., 2019). En este caso, hubo una identidad del 79.31, algo que se considero fue
que la estructura tuviera una buena parte del N-terminal del receptor, por eso se
escogié este modelo en lugar de los modelos de CCR2 que presentaban mayor
identidad(Apel et al., 2019; Shaik et al., 2019; Zheng et al., 2016). Diversos grupos
han realizado modelado por homologia de defensinas, tales como Suresh & Verma
(2006), Siqueira et al.,, (2016) y Dhananjeyan, Sivaperumal, Paramasivan,
Thenmozhi, & Tyagi (2009). En el primero se crearon modelos para la estudiar las
caracteristicas fisicoquimicas de la defensina de oveja 2, sBD2, esto a través de la
dindmica molecular. En el segundo se utilizé la estructura de la hBD2 para crear
modelos de defensinas homologas que se encuentran en otros mamiferos,
particularmente en este estudio encontraron que estas defensinas, a pesar de ser
homologas, van a tener mejor actividad antimicrobiana como mondémeros en unas
especies y como dimeros en otras. Mientras que, en el tercero, crearon estructuras
de tres defensinas del mosquito Aedes aegypti, esto con el fin de comprender el
sistema inmune de estos mosquitos y en un futuro proponer soluciones a las
enfermedades transmitidas por vectores, en este caso del dengue. Esto resalta la
importancia del estudio de péptidos antimicrobianos y de defensa del hospedero, ya
que dependiendo del organismo y del tipo de péptido puede haber una gran
variedad en la que estos péptidos actlan en la defensa inmune. Ademas, que el
estudio de estos péptidos con métodos in silico puede acelerar la propuesta de

soluciones ante temas de salud actuales de importancia.

Una vez generados los modelos se escogieron aquellos con valores RMSD y DOPE
dentro del promedio y media, y que también tuvieran buenos valores ERATT y

graficos de Ramachandran. Para mejorar los modelos se realizé el refinamiento de
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las asas EC1 y EC3, no se escogio a EC2 para el refinamiento para mantener el
puente disulfuro entre el N-terminal y EC2, el cual es caracteristico de los receptores
CCR(Hughes & Nibbs, 2018). Con el refinamiento se vio una mejora en los valores
ERRAT de los modelos, incluso se vio una mejora en el EC3, esto se puede
interpretar como la pérdida de choque estéricos. Finalmente, se realiz6 una
minimizacion de energia de los modelos para hBD3M y CCR2, y al igual que en los
modelos previos hubo una mejora en los valores ERRAT para ambos casos. Estos
meétodos de validacion son Utiles tanto para la creacion de modelos in silico, como
para la propuesta de estructuras por métodos in vitro. Otros grupos han propuesto
modelos de CCR2, el grupo Kothandan, Gadhe, & Cho (2012), que ademas de
proponer una estructura para CCR2 también lo hizo para CCR5, esto con el fin de
observar la dinAmica del receptor al interactuar con farmacos pequefios, y el grupo
de Shi et al., (2002), donde a partir de su estructura propuesta por homologia,
hicieron dindmica molecular de su modelo dentro de una membrana y de esta

manera encontraron los residuos importantes para la funcién del receptor.

Ciertos procedimientos post modelado/acoplamiento pueden mejorar la disposicion
espacial de los &tomos en los modelos y complejos (Khan et al., 2016). En el caso
del modelado por homologia, uno de ellos es el refinamiento de asas, que ayuda a
encontrar conformaciones mas estables de las asas presentes en una proteina. En
el caso de MODELLER el refinamiento usa como referencia la libreria de estructuras
de asas en la PDB, mientras que otros métodos se basan en dinamicas moleculares
(Sali et al., 2018). En el desarrollo de nuestros modelos se uso6 el refinamiento de
asas para quitar los choques estéricos que se observaban en las graficas ERRAT,
Figura 11, en las cuales se observaron choques estéricos. Es de gran importancia
el modelado de las asas debido a que estas zonas pueden ser las mas cambiantes
entre homologos y suelen estar presentes en los sitios activos y de unién en una

proteina (Macalino et al., 2018).

Otros procedimientos utiles en el modelado y acoplamiento son las mecanicas y
dinamicas moleculares. La primera se emplea en la minimizacion de energia, lo cual

compone los choques estéricos de los modelos, y la segunda es util para ver el
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comportamiento de la proteina, péptido o complejo generado en ciertas condiciones,
en vacio, solvente, solvente con iones cargados, solvente con iones neutralizantes,
entre otros (Hospital, Gofii, Orozco, & Gelpi, 2015). En este proyecto no se llevaron
a cabo dichos estudios debido a la limitante del tiempo y el equipo computacional
necesario, pero diversos laboratorios han aplicado estas pruebas en diversos
péptido y receptores. Dependiendo del fin del estudio se puede estudiar solamente
a una molécula en solvente, que en el caso de los péptidos ayuda a entender el
comportamiento de este en solvente y cercano a membrana (Velasco-Bolom, Corzo,
& Gardufio-Juérez, 2019). En el caso de receptores se pude aplicar para observar
los cambios conformacionales de la proteina, ya sea que esté sola en solvente,
insertada en una membrana, en cercania o en contacto con algun ligando (Dutta,
Botlani, & Varma, 2014; Hospital et al., 2015; Shi et al., 2002; B. C. Taylor, Lee, &
Amaro, 2019).

Para estudiar la interaccion de HBD3M con CCR2 se optd por realizar dos
acoplamientos, uno global y otro de reacoplamiento, para asi hacer un escaneo de
los contactos mas frecuentes en los complejos y determinar cuales son los que
aportan energia a la unién. Tomando en cuenta que la energia libre de los residuos
de los ligandos no es constante, se pueden simplificar los residuos activos en la
unién a aquellos del N-terminal, en caso de aportar energia, y a los residuos
cargados, debido a que son los que mas aportan a la union. HADDOCK da la opcién
de elegir residuos “pasivos”, que pueden o no participar en la unién, en los péptidos
se tomaron como pasivos aquellos residuos que no sean parte del N-ter y que sean
cargados. Por parte del receptor, se observd que los residuos pasivos fueron los
gue no aportan energia libre a la union, pero que son parte de las regiones
extracelulares. Como resultado, en ambos acoplamientos se encontré que las
defensinas tienen fuerzas de unidon muy cercanas al ligando nativo CCL2, algo que
se puede destacar es que las energias por fuerzas de van der Waals son mas
negativas en CCL2 y parecidas entre las tres defensinas. Ya se ha propuesto que
CCR2 es promiscuo en cuanto a la unién a ligandos (Hughes & Nibbs, 2018), y esto

podria apoyar esta teoria. Parece existir una buena relacion entre las defensinas y
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los receptores de quimiocinas, ya que se ha encontrado que CCR6 es activado por
las defensinas hBD1y 2 (K. Taylor, Barran, & Dorin, 2008), también de hBD3 puede
interactuar con CXCR4 (Feng, Dubyak, Jia, Lubkowski, & Weinberg, 2013), y con
respecto a otro péptidos se ha reportado que LL-37 puede actuar como

guimioatrayente a través del receptor FPRL1 (D. Yang et al., 2000).

Las aportaciones energéticas, residuo por residuo, se muestran en la Figura 33. En
general, se observa un patron muy consistente de aportaciones por parte de CCR2.
Resulta interesante que pareciera ser que las tirosinas de la region DYDY no
aportan energia libre, ni positiva ni negativa, y son los aspartatos los que aportan
energia libre negativa a la union. Por otro lado, en el caso de HBD3M, se observo
una mayor tendencia a formar contactos por fuerzas de van der Waals, igual que
con hBD3, pero parece que la cola de histidinas impide una union similar a la
observada con hBD3. Cabe mencionar que, en uno de los complejos la cola de
histidinas rodea al receptor por una regién del N-terminal, que posee carga negativa,
mientras que, la regidon correspondiente al péptido original hace contacto con la
cavidad, de ser esto posible implicaria una mayor afinidad, pero podria no ser
relevante para la activacion de CCR2. Para confirmar que esto favorece la
activacion del receptor se necesitaria otro enfoque para vislumbrar la unién de
HBD3M con CCR2 y determinar la activacion de cascadas de sefalizacion, que se
ha reportado que CCR2 moviliza a monocitos de la médula 6sea a sangre, y a
células Thl (Chen et al.,, 2018). Para determinar qué tipo de células son
quimioatraidas por CCR2 al unirsele hBD3 y HBD3M se podrian realizar ensayos
de quimiotaxis con diferentes tipos células del sistema inmune, también se podrian
hacer marcadores para identificar si hay algun tipo celular que exprese CCR2, al
que hBD3 y HBD3M sean mas propensos a unirse, y asi entender un poco del
contexto celular de la union. Finalmente, hay que resaltar que en estos
acoplamientos no se trabajé con las tirosinas Y26 y Y28 sulfatadas del receptor; se
sabe que esta modificacion postraduccional aumenta la afinidad a los ligandos,
como ocurre con CCL2 y hBD6 (De Paula et al., 2013; Monteclaro & Charo, 1996).

Por lo tanto, también podria cambiar la orientacion de los ligandos sobre el receptor.
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Dado que hBD3 y HBD3M son catidnicos, homologos a hBD6 y a que los sitios de
union del receptor son de caracter anionico, es de esperarse que haya unién similar
entre estos péptidos y el receptor. Mientras que, en hBD6 la interaccion con la region
DYDY del receptor se da con los residuos aromaticos del N-terminal del péptido,
tanto hBD3 como hBD3M interactian con esta region por medio de residuos
catiénicos y en menor medida con aromaticos, algo mas parecido a la unién con
CCL2 (Monteclaro & Charo, 1996; Shi et al., 2002).

Para CCR2 se ha propuesto un modelo de unién a ligandos donde la primera
interaccién se da con el N-terminal y de ahi el ligando se acerca a las regiones
extracelulares (Monteclaro & Charo, 1996, 1997), para después interactuar con las
regiones transmembranales (Hughes & Nibbs, 2018). Por esta razon, se escogieron
dos modelos para analizar los complejos generados, uno con el ligando en la parte
superior del receptor y otro mas cercano a la cavidad formada por el N-terminal y
las regiones extracelulares: EC2 y EC3. En el caso de CCL2, se puede observar
qgue el péptido ocupa gran parte del area exterior del receptor donde se encuentra
la cavidad N23, esto debido su volumen, 8872.3 A3 (segtn ProteinVolume 1.3;
(Chen & Makhatadze, 2015)). Mientras que, hBD3 y hBD6 tienen un volumen de
5968.9 y 5700.7 A3, respectivamente. Estos dos péptidos se encontraron en dos
estados: unidos solamente al N-terminal y unidos al N-terminal y a las regiones EC2
y EC3, Figura 30 y 31. También se pudo observar que, en su mayoria, las
interacciones de los péptidos con el N-ter de CCR2 se dan por fuerzas de van der
Waals, Figuras 29 - 32. Con respecto a HBD3M, pueden existir dos maneras en las
gue entre en contacto con el receptor, con la region del péptido original y con la cola
de histidinas, la cual, como se observé en el acoplamiento, tiene cierta afinidad por
la region externa del N-terminal. De igual forma, el resultado seria que el péptido
entre en contacto con la cavidad N23. Esto es algo que se ha observado
previamente en receptores acoplados a proteina G, especialmente en aquellos que
reconocen citocinas; el primer contacto de los ligandos se da con en su N-terminal,

y después son atraidos a las demas regiones extracelulares, e incluso los ligandos
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pueden interactuar con residuos de las regiones transmembranales (Hughes &
Nibbs, 2018).

Si bien los modelos propuestos fueron analizados y comparados con diversos
resultados, para tener una referencia que nos hablara de su fiabilidad, es posible
proponer mejores modelos. Esto mediante un reacoplamiento con las tirosinas de
la regién DYDY sulfatadas, para asi observar los cambios que podrian darse en una
dindmica molecular. Especialmente con los complejos donde el ligando esta en
contacto solo con el N-terminal de CCR2, con lo que se corroboraria si son atraidos
hacia las asas de la regién extracelular. Igualmente, observando los cambios en las
aportaciones energéticas, se podria tener un mejor entendimiento sobre el patrén
observado en CCR2 y si este se relaciona con la activacion de la via de sefializacion
0 si es gue ciertos residuos deben ser activados para que el receptor inicie su
funcion. Algo interesante es que se ha reportado la importancia de los residuos
transmembranales D284 y E291 en la union con CCL2, Figura 34A, y en las
aportaciones energéticas residuo por residuo, Figura 33, estos aparecen activados
con un AG negativo en todos los complejos. Cabe mencionar que, para poder validar
los resultados obtenidos por acoplamiento en este trabajo, se debe pasar de la
experimentacion in silico a la in vitro, para asi poder determinar las fuerzas de unién
y constantes de disociacion de los complejos por medio de titulaciones, la eficacia
con la que se activa el receptor con ensayos de quimiotaxis y la importancia de los
residuos por medio de mutagénesis. Diferentes grupos se han apoyado en técnicas
in silico para posteriormente corroborar o relacionarlos a estudios in vitro (Cava &
Castiglioni, 2020; Jeong, Kim, & Choi, 2019; Naha, Govindaiah, Sreenivasa,
Prakash, & Velmathi, 2020; Subhashree et al., 2017), ya sea para encontrar
ligandos/farmacos con buena afinidad al receptor, reducir la agresividad de un
agente in silico para mejorar terapias con toxinas u otro tipo de proteinas, o
simplemente para ahorrar tiempo y dinero que se podria gastar si solo se realizaran
estudios in vitro o in vivo. Seguir con este estudio a través de este enfoque podria

llevar a entender mejor el funcionamiento de hBD3, HBD3M y demas péptidos
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antimicrobianos y de defensa en el sistema inmune, y asi ser capaz de crear nuevas

terapias basadas en estos péptidos.

Para avanzar en la comprension de la interaccion de los péptidos antimicrobianos y
de defensa del hospedero es de interés hacer un escaneo mas grande, con
diferentes péptidos y receptores. Estos péptidos podrian ser un buen paso para
combatir la inminente resistencia a antibidticos, dado a que raramente generan
resistencia en patdégenos y a su capacidad de promover ciertas actividades de la
respuesta inmune por lo cual podrian o no interactuar directamente con los
patégenos (Afacan, Yeung, Pena, & Hancock, 2012; Hancock, Nijnik, & Philpott,
2012). Para esto es necesario entender como interactian con los patégenos y que
funcién del sistema inmune son capaces de promover o inhibir, también es
necesario saber qué caracteristicas de estos son las que les permite ejercer su
funcién. Algunos péptidos ya se han estudiado en cuanto a su funcion
antimicrobiana, tal es el caso de hBD3M el cual se muestra eficaz en el tratamiento
de heridas cutaneas en conejos (Ibarra Valencia, 2017). Ahora se le puede atribuir

una funcion quimioatrayente.

Finalmente, se debe recalcar que los métodos in silico ofrecen una gran ventaja en
el modelado de estructuras, ya sean terciarias, en el caso de una sola proteina o
péptido, o cuaternarias, en el caso de complejos proteicos. También es importante
mencionar que el método empleado dependera del tipo de molécula. En el grupo
del doctor Gerardo Corzo no solo se trabaja con defensinas, sino con una gran
variedad de péptidos con diferentes origenes, la mayoria con funciones
terapéuticas. Implementar estos métodos de andlisis al estudio de péptidos
antimicrobianos y de defensa del hospedero nos ayudara a entender cémo acttan
y bajo qué contexto, para de esta manera determinar cuales son los que pueden

resultar en un agente farmacoldgico de mayor relevancia.

77



9 Conclusiones

78

La union de ligandos a CCR2 forma una cavidad con las regiones
extracelulares del receptor.

Los aspartatos de la region DYDY del receptor aportan energia libre negativa,
mientras que las tirosinas forman contactos con los ligandos.

Las interacciones de van der Waals favorecen la afinidad de los ligandos.
La cationicidad de los péptidos favorece la unién a CCR2.

hBD3M tienen una carga electrostatica positiva prominente en su superficie
lo que favorece la unién a CCR2.

La unién de hBD3M con CCR2 podria darse tanto por la region del péptido
original como por la cola de histidinas, la cual mostré tener afinidad por la

parte trasera de la cavidad.
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Determinar la afinidad y aportaciones energéticas de los complejos
generados por medio de dindmica molecular.

Determinar la importancia de los residuos en la uniébn por medio de
mutagénesis in silico y corroborarlos in vitro.

Llevar a cabo ensayos de quimiotaxis para evaluar la actividad del receptor
unido a los diferentes ligandos.

Proponer nuevos receptores del sistema inmune con los que hBD3M pueda

interactuar.
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Anexo |

Alineamiento de secuencias con T-COFFEE extension de homologia de los
modelos encontrados con NCBI BLAST de proteinas para el modelado de CCR2.

Las secuencias de los modelos se obtuvieron del archivo fasta en sus respectivas
entradas en la Protein Data Bank.

Las regiones de interés de CCR2 se encuentran subrayadas y los residuos con

ocupancia cero de los modelos se encuentran tachados.
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Anexo Il

Cambios de energia, valores ERRAT y graficos de Ramachandran antes y después de la
minimizacion de energia a los ligandos hBD3, hBD6 y CCL2.
Los modelos antes de la minimizacion tienen como identificador su entrada en la

PDB, después de la minimizacién se emple6 su nombre comun como identificador.
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Overall quality factor: 56.250
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 29 76.3%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 5 13.2%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L~p] 4 10.5%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 38 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1
Number of glycine residues (shown as triangles) 5
Number of proline residues 1
Total number of residues 45
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 32 84.2%
Residues in additional allowed regions [a.b,l,p] 3 7.9%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 5.3%
Residues in disallowed regions 1 2.6%
Number of non-glycine and non-proline residues 38 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1
Number of glycine residues (shown as triangles) 5
Number of proline residues 1
Total number of residues 45
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Residues in most favoured regions [A,B,L] 56 91.8% Residues in most favoured regions [A,B,L] 54 88.5%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 5 8.2% Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 7 11.5%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 0 0.0% Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0.0% Residues in disallowed regions 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 61 100.0% Number of non-glycine and non-proline residues 61 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2 Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 0 Number of glycine residues (shown as triangles) 0
Number of proline residues 3 Number of proline residues 3
Total number of residues 66 Total number of residues 66
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Residues in most favoured regions [A,B,L] 29 74.4% Residues in most favoured regions [A,B,L] 29 74.4%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 8 20.5% Residues in additional allowed regions [a,b,Lp] 7 17.9%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 0 0.0% Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 1 2.6%
Residues in disallowed regions 2 5.1% Residues in disallowed regions 2 5.1%
Number of non-glycine and non-proline residues 39 100.0% Number of non-glycine and non-proline residues 39 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2 Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 3 Number of glycine residues (shown as triangles) 3
Number of proline residues 1 Number of proline residues 1
Total number of residues 45 Total number of residues 45
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