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Resumen

Los métodos de diagnostico del cancer actualmente se basan en biomarcadores que se
encuentran glucosilados como lo es el antigeno Tn y pueden ser detectados por tecnologias
basadas en lectinas como son los biosensores. Sin embargo, hay una limitacién por la falta
de disponibilidad comercial de lectinas que reconocen estas estructuras, ademas de que
puede presentarse baja estabilidad en los biosensores por las capas de proteinas
asociadas a este. En el presente se trabajo se analiz6 la lectina de mani (Arachis
Hypogaea), en conjunto de otras lectinas de leguminosas pertenecientes la familia
Fabaceae como Glycine max (PDB 4D69), Wisteria Floribunda (PDB 5KXB), Psophocarpus
Tetragonolobus (PDB 2D3S), e Isolectina B4 Vicia Villosa (1N47); en donde basandose en
sus caracteristicas se disefiaron y modelaron péptidos los cuales fueron analizados por
medio de pruebas de docking molecular. Se obtuvieron doce péptidos candidatos para la
libreria los cuales, once provienen de la segmentaciéon estructural de nuestra proteina de

interés Arachis Hypogaea y uno obtenido en las comparaciones y alineamientos de todas
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las proteinas fabaceas. Los péptidos analizados mediante docking molecular se
consideraron estables, de longitud adecuada, con propiedades energéticas similares a la
lectina de mani cuando se encuentra acoplado con el antigeno Tn, considerandose asi unos
excelentes candidatos para que posteriormente puedan ser sintetizados y analizados para

ser posibles métodos de diagndstico de cancer.

Abstract

Cancer diagnostic methods are currently based on glycosylated biomarkers such as Tn
antigen and can be detected by lectin-based technologies such as biosensors. However,
there is a limitation due to the lack of commercial availability of lectins that recognize these
structures, in addition to the fact that low stability may occur in biosensors due to the layers
of proteins associated with them. In the present work we analyzed peanut lectin (Arachis
Hypogaea), together with other lectins from legumes belonging to the Fabaceae family such
as Glycine max (PDB 4D69), Wisteria Floribunda (PDB 5KXB), Psophocarpus
Tetragonolobus (PDB 2D3S), and Isolectin B4 Vicia Villosa (1N47); where, based on their
characteristics, peptides were designed and modeled and analyzed by means of molecular
docking tests. Twelve candidate peptides were obtained for the library, eleven of which
come from the structural segmentation of our protein of interest Arachis Hypogaea and one
obtained from the comparisons and alignments of all the fabaceous proteins. The peptides
analyzed by molecular docking were considered stable, of adequate length, with energy
properties similar to peanut lectin when coupled with the antigen Tn, being considered
excellent candidates to be later synthesized and analyzed for possible cancer diagnostic

methods.

Keywords: Antigeno Tn, PNA, mucinas, glicosilacion, cancer, acetilgalactosamina
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Introduccion

Las lectinas son proteinas que se encuentran en una amplia variedad de organismos como
hongos, animales, bacterias, virus y plantas; las lectinas se caracterizan por la capacidad
de unirse a carbohidratos de forma reversible ya que poseen en su estructura dominios no

cataliticos especificos para el reconocimiento de monosacaridos y oligosacaridos [1], [2].

La clasificacion de las proteinas se fundamenta en el organismo donde se encuentre,
actividad biologica que posea, afinidad que esta tenga por un determinado sustrato [3], 0
por su estructura dependiendo de su niumero de dominios y sus caracteristicas. Las lectinas
mayoritariamente estudiadas son las vegetales y se dividen en cuatro clases de proteinas
segun su estructura: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas y las superlectinas[4],
ademas presentan un peso estimado que varia entre 60 a 400 kDa por la heterogeneidad
gue se presenta dentro del grupo de glicoproteinas [5].

Del grupo de las lectinas vegetales, las provenientes de legumbres han sido ampliamente
estudiadas y se ha identificado que a pesar de que estas glicoproteinas pueden ser
obtenidas de cualquier parte de la planta, se encuentran mayoritariamente en las semillas
y pueden constituir hasta el 15% de las proteinas totales de estas [5],[6]. Las lectinas son
utilizadas en las plantas como mecanismo de defensa para virus, bacterias y hongos,
ademas de mediar procesos celulares como el reconocimiento célula-célula y la division
celular [7],[8]. Por lo tanto, se han realizado investigaciones que han considerado a las
lectinas vegetales como una herramienta clave en el diagnostico y tratamiento del cancer;
debido a que las lectinas tienen afinidad por glicosilaciones asociadas a células
potencialmente cancerosas y son considerados antigenos, los cuales son necesarios en los
componentes de la membrana por que pueden actuar como mecanismo regulador de

procesos fisiopatoldgicos y metéastasis [9], [10].
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Los antigenos mas comunes en células cancerigenas solo contienen de uno a tres
carbohidratos unidos a proteinas de membrana, sin embargo, el precursor de todos ellos
se da mediante la formacion del antigeno Tn, el cual consiste en solo la unién de GalNAc a
residuos de Serina y/o Treonina[ll]. El antigeno Tn es el resultado de la glicosilacion
incompleta y elongacion truncada caracterizandose, asi como una de las estructuras
especificas asociadas al cancer ya que a partir de él se pueden formar otros antigenos
asociados a células cancerosas como el antigeno sTn, T, sT, que se diferencian

estructuralmente por presentar galactosa y acido N-acetilneuramico, respectivamente [12].

Los péptidos han sido identificados como dianas de interés farmacoldgico, debido a que se
han encontrado péptidos tanto naturales como sintéticos que cumplen funciones de
neurotransmisores, factores de crecimiento, hormonas, ligandos, entre otras funciones [13].
Durante los ultimos 30 afios se han desarrollado numerosas investigaciones relacionadas
con el desarrollo farmacéutico de péptidos para el diagnostico y tratamiento de
enfermedades debido a la gran versatilidad que presentan estas moléculas peptidicas en
el contexto clinico, considerandose de esta forma seguros, eficaces y tolerables por los

seres humanos [13], [14].

El disefio racional de péptidos ha sido una herramienta ampliamente utilizada para realizar
estudios a partir de proteinas de interés para obtener moléculas peptidicas derivadas de
menor peso molecular y menor complejidad estructural manteniendo y/o potenciando las
propiedades especificas de la proteina precursora para el desarrollo de nuevas
herramientas terapéuticas, ahorrando tiempo de sintesis y analisis en laboratorio, ademas
de permitir la evaluacion de una gran cantidad de moléculas candidatas con una finalidad

especifica [13], [15]. Por lo cual, se ha sugerido que el disefio de péptidos derivados de
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proteinas vegetales pueden desempefar un papel importante en el diagndéstico y/o
deteccion de glicosilaciones asociadas a células cancerosas [16],[17]. Algunos trabajos han
demostrado que péptidos orientados al diagndéstico y tratamiento de cancer resultan menos
inmunogénicos que anticuerpos monoclonales recombinantes usados generalmente para
atacar células tumorales con drogas anticancerigenas, siendo menos toxicos y produciendo
menor cantidad de efectos secundarios en comparacién con los agentes quimioterapéuticos

actuales [18].

Por lo anterior, en el presente trabajo, se estudié la lectina de Arachis hypogaea (PNA),
extraida del mani (FIGURA 1), que también suele llamarse proteina aglutinina de mani[19].
Esta proteina se caracteriza por presentar cuatro cadenas polipeptidicas de 236
aminoacidos, con estructura homotetramérica, que posee una especificidad para el
disacarido GalB1-3GalNAc y GalNAc asociados a un factor antigénico de tumores malignos,
otra de sus caracteristicas es su estructura no glicosilada de plegamiento de tipo abierto,
gue le proporciona mejor estabilidad respecto a las otras lectinas tetraméricas registradas

con caracteristicas estructurales similares [20],[21].

Figura 1. La estructura general de PNA donde se evidencian las cuatro subunidades en colores
diferentes.(PDB 1CIW)[20].
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La lectina PNA ha sido estudiada en complejo con monosacaridos o carbohidratos
encontrando que reconoce glicosilaciones, ademas de tener una buena estabilidad en
comparacion con otras proteinas que también reconocen estos carbohidratos [22]. Por otro
lado, la lectina de mani se ha utilizado como proteina especifica para identificar carcinomas
desde hace mas de cuatro décadas cuando descubrieron que la PNA reacciona con células
de carcinoma embrionario, pero no con sus derivados diferenciados sanos [23], y en
estudios, donde se utilizaron en conjunto con otras lectinas para probar su capacidad de
reconocimiento hacia células de glaucoma por las caracteristicas especificas encontradas
en la membrana de estas, ademas de ser probado para reconocer biomarcadores de
células cancerosas provenientes de cancer de seno, siendo eficiente en cada uno de los

estudios [24],[25].

La lectina de mani también fue utilizada para diseflar nanoesferas fluorescentes
inmovilizadas con PNA como un nuevo agente de imagenologia y obtuvieron que las
esferas reconocieron tumores de tamafio milimétrico en la mucosa del intestino grueso [28],
con el valor agregado asociado a la baja toxicidad de las nanoesferas ofreciendo el
desarrollo de un nuevo un agente de imagenologia endoscopica [26].

Desde hace algunos afios, que se han estudiado diferentes lectinas vegetales para apoyar
los métodos de diagndéstico de cancer y asociarse a biomarcadores glucosilados como lo
han hecho distintos investigadores[27-34]. Sin embargo, hasta el momento hay una
limitacion por la falta de disponibilidad comercial de lectinas y proteinas aglutinantes que
reconocen estas estructuras glucidas o glucoproteinas de membrana, por sus limitaciones

al momento de la extraccion, baja estabilidad, y alto costo de produccion [35].
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Actualmente se usan biosensores basados en lectinas como los microarrays para la
deteccion de glicanos aberrantes asociados al cancer para ayudar al diagndstico,
prondstico y evaluacion del tratamiento de estos pacientes, pero estos presentan algunas
dificultades como la obtencidn y extraccion de proteinas con las cuales se trabaja; hallar un
agente bloqueador que permite una buena cobertura de la superficie del microarray sin
causar un alto ruido de fondo debido a la presencia de glicanos contaminantes, y por ultimo
la generacion de capas en la superficie del arreglo que genera que sean menos compactas
y menos estables, lo que puede afectar a toda la estabilidad del biosensor [36], [37].

Ademas, las glicosilaciones celulares son variables y complejas, y por la técnica de
microarrays de lectinas que es la mas comun, no se producen bases poliméricas las cuales
cuenten con una superficie con diferentes tipos de lectinas inmovilizadas para lograr un
analisis mas diferenciado y caracteristico de glicanos debido a la complejidad de sus
estructuras, y tampoco se cuenta con una amplia variedad de lectinas con alta afinidad a

distintas moléculas consideradas antigenos [38], [39].

La deteccién temprana de cancer ha demostrado que contribuye a que el tratamiento
acorde a el padecimiento sea eficiente, ya que permite que la probabilidad de vida aumente
hasta 90% en los diferentes tipos de cancer en etapas iniciales, también la morbilidad se
reduce y el tratamiento es mas econémico [40]; sin embargo, la falta de estrategias de
diagndstico en etapas iniciales y tratamiento oportuno son problemas frecuentes en lo que
concierne al cancer (Figura 2 )[39]. Desde el 2017, la OMS ha reportado que solo el 26%
de los paises con indice de desarrollo humano (IDH) bajo contaba con servicios de
patologia para atender y diagnosticar a la poblacion en general y menos del 30% de estos

paises ofrecen tratamiento a enfermos oncoldgicos a comparacion de los paises con un
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IDH alto en donde en mas del 90% de los paises tienen la capacidad de tratar a pacientes

oncoldgicos, aungque sean tratamientos costosos y netamente paliativos [41].

¢Como y cuando se diagnostican los pacientes con cancer ?
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Figura 2. Porcentaje de casos de todos los tipos de cancer por diagndstico en adultos de 15 a 99 afios,
Inglaterra, 2012-2013. Adaptada de Cancer Research UK.[42]

Por lo tanto, es importante investigar proteinas mediante el uso de herramientas

bioinforméticas para obtener secuencias peptidicas mediante el disefio racional de péptidos

e identificar moléculas bioactivas. que sean altamente estables, de bajo costo, accesibles,

y que posean caracteristicas fisicoquimicas apropiadas [14], [15]. La formulacién in silico

es una tecnoldgica cada vez mas sofisticada para simplificar y acelerar el proceso de

obtenciéon de moléculas, ademas permite ampliar la diversidad quimica y aumentar el

panorama de la seleccion de nuevas entidades moleculares con actividades especificas y

potentes contra objetivos con relevancia terapéutica [43].
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Resumiendo lo anteriormente planteado, obtener péptidos mediante las anteriores
estrategias, permite que estos puedan apoyar métodos que sirvan para la deteccion
temprana del cancer [44], y de esta manera ayuden a disminuir la morbilidad y mortalidad
por cancer, el cual es de 198 personas por cada 100 000 hombres y mujeres por afio (con

base en datos de muertes desde el 2018) [45], [46].

El disefio racional de péptidos sintéticos derivados de la lectina de Arachis hypogaea busca
generar una libreria peptidica con posibles candidatos que reconozcan el antigeno Tn como
una estrategia para contribuir con el desarrollo de técnicas para el diagndstico y/o deteccidn

de glicosilaciones asociadas a células cancerosas [36].

1. Materiales y Métodos

La siguiente metodologia se baso en la relizada por Romero [47], para analizar lectinas de
proteinas vegetales. Se realizaron ajustes para llevar acabo los objetivos del presente
trabajo.

1. Busqueda bibliogréafica de estructuras

Se trabajo con la lectina Arachis hypogaea y proteinas de la familia Fabaceae que tuvieran
estructura terciaria reportada en Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) con el
antigeno Tn. Se realizaron alineamientos de secuencias multiples con BLAST (The Basic

Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ci) y se obtuvieron los

perfiles de hidrofobicidad, inestabilidad, punto isoeléctrico, GRAVY , entre otros a partir del

uso de ExPAsy.
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1.1Analisis de estructuras de proteinas a trabajar

Para el analisis de la estructura primaria, se realizaron alineamientos multiples de la lectina
Arachis Hypogaea y otras lectinas pertenecientes a la misma familia (Fabaceae) con los
algoritmos de ClustalOmega, Clustalw, MAFFT y T-COFEE para encontrar zonas
conservadas en las lectinas a partir diferentes softwares para el analisis de las secuencias
proteicas. Ademas, se realizé una segmentacion de la proteina Aglutinina de mani, de
acuerdo a los alineamientos previamente realizados. Los resultados fueron visualizados en

Jalview, para sus respectivos analisis.

2. Disefo de péptidos.

La informacién obtenida anteriormente se usO para para identificar los aminoacidos
involucrados en el reconocimiento del antigeno Tn y los amino&cidos conservados en las
proteinas precursoras, esta informacion fue util para el disefio de los péptidos sintéticos, los
cuales deberan incluir los amino4cidos asociados a la interaccion con el antigeno Tn, los
aminoacidos conservados y deberan conservar una aproximacion estructural similar al sitio

de reconocimiento en la proteina precursora.

2.1Creacioén de lalibreria de péptidos.

La libreria de péptidos se disefid a partir de las conservaciones identificadas en los
alineamientos obtenidos de las proteinas y la segmentacion de la PNA. Se realizaron
modificaciones a las secuencias mas promisorios para aumentar el score. Se analizaron los
péptidos promisorios obtenidos segun criterios especificos expuestos en el trabajo por

AutoDock Tools evaluando y comparando la afinidad con la proteina precursora.
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3. Modelamiento de péptidos

Los péptidos de interes fueron modelados en PEP-FOLD SERVER
(https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/), donde se obtuvo la
respectiva estructura para el acoplamiento péptido-antigeno, en el programa AutoDock
v4.2. La visualizacion de los resultados se realiz6 mediante AutoDockTools v1.5.4 (ADT),
a fin de observar el grado de similitud existente entre las conformaciones generadas y las

conformaciones nativas.

4. Preparacion de las moléculas para Docking molecular.

La proteina PNA, se simplifico mediante UCFS Chimera a una sola cadena de las cuatro
gue conforman la proteina, debido a que no se tuvieron en cuenta las cadenas B, Cy D
para realizar los analisis. Posteriormente a las estructuras proteicas se afiadieron
hidrégenos polares y cargas pertenecientes a la estructura mediante Autodock Tools,

ademas de eliminar los hidrégenos sin carga.

El antigeno Tn, se descargd de Ila base de datos PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) en estructura 2D formato (Structure 84265) y fue
preparada en Avogadro mediante una minimizacion de energia y asignacion de los enlaces
(angulos vy distancias) mediante la base de datos del software. Posteriormente fueron

afiadidos hidrégenos y cargas de la molécula mediante Autodock Tools.

El disefio del Grid Box para la proteina se realizo teniendo en cuenta la region asociada a
para la interaccion antigeno-proteina y los aminoacidos relacionados en esta [47];para los
péptidos propuestos se realizé un docking global y se tuvo en cuenta toda la estructura de

la molécula.
14
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Se analizaran todas las conformaciones de los péptidos seleccionados teniendo en cuenta

los criterios mencionados en el punto anterior, el andlisis se realiza con los programas

AutoDock Tools y USFC Chimera.

2. Resultados y Discusion

2.1.Busqueda bibligrafica de estructuras

Se realiz6 una busqueda bibliogréafica de lectinas pertenecientes a la misma familia de

la lectina de mani (PNA) la cual corresponde a las fabaceas o Fabaceae, que son

capaces de reconocer el antigeno Tn.

Las proteinas seleccionadas para realizar el estudio a parte de la de Arachis Hypogaea

(PDB 1CIW) correspondieron a 4 lectinas las cuales fueron, Glycine max (PDB 4D69),

Wisteria Floribunda (PDB 5KXB), Psophocarpus Tetragonolobus (PDB 2D3S) e

Isolectina B4 Vicia Villosa (1N47), debido a que poseen estructuras homotetramericas

similares a la PNA, ademas todas se encuentran reportadas en PDB asociadas al

reconocimiento del antigeno.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas de estudio

Proteina Peso Punto Indice de indice Indice
molecular isoeléctrico inestabilidad hidropaticidad alifatico
(Da) (GRAVY)

SBA 27571,93 5,15 34.75 -0,107 89.05

WFA ‘ 26670,54 4,64 38.08 -0,216 85,39

WBL 26614.93 5,70 29,61 -0,129 82,11

VVA B4 ‘ 24695,51 4,53 31,68 0,145 85,97

PNA* 25189.07 4,99 24,78 -0,038 84,15

SBA: Aglutinina de soya; WFA: Aglutinina de Wisteria Floribunda ;WBL:Lectina de Psophocarpus tetragonolobus;;VVA

B4: Isolectina B4 de Vicia Villosa;PNA: Aglutinina de mani*proteina de estudio
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Las caracteristicas generales de las proteinas muestran que el peso molecular se encuentra
entre 25.000 a 27.000 Da y poseen carga neta de cero en pH 4 y 6 considerandose asi una
homogeneidad entre ellas. Sus puntuaciones GRAVY por debajo de 0 indican que son
posiblemente proteinas globulares y/o hidrofilicas, ademas, de ser termoestables debido a
su alto indice alifatico; se confirman su tendencia estable, debido a sus indices de
inestabilidad calculados en Protparam tool (https://web.expasy.org/protparam/) ya que sus
indices son menores a 40.

Los alineamientos por pares correspondientes a las cinco proteinas de estudio indican que
la proteina de interés PNA, en la matriz de sustitucion guarda mayor coincidencia y

conservacion con la lectina VVA B4, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Alineamiento de proteinas en Clustal Omega

Proteina SBA WFA WBL VVA B4 PNA
SBA 100,00 46,72 42,36 40,69 40,360
WFA 46,72 100,00 48,73 48,10 49,57
WBL 42,36 48,73 100,00 59,58 53,91
VVA B4 40,690 48,10 59,58 100,00 59,230
PNA 40,36 49,57 53,91 59,230 100,00

SBA: Aglutinina de soya; WFA: Aglutinina de Wisteria Floribunda ;WBL:Lectina de Psophocarpus tetragonolobus;;VVA
B4: Isolectina B4 de Vicia Villosa;PNA: Aglutinina de mani*proteina de estudio

2.2.Andlisis de estructuras primarias de las proteinas seleccionadas
El analisis de las estructuras demostré que las cinco proteinas estudiadas tienen en comudn
siete aminoacidos consecutivos conservados presentando una unica diferencia en el
aminoacido 129, en donde 4D69, 5KXB y 2D3S presentan una fenilalanina 'y 1N47 y 1CIW
presentan una tirosina; siendo relevante la presencia de los aminoacidos GIn127 y Asn130
en la secuencia conservada los cuales se encuentran estrechamente relacionados con la

interaccién del antigeno con la lectina [47].
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Figura 3. Alineamiento multiple de las secuencias de las proteinas de estudio:En azul se encuentra la secuencia
mayoritarimente conservada en las cinco secuencias; en verde se encuentran los residuos que interactuan con el antigeno
Tn.

De acuerdo con la figura 1, las proteinas estudiadas presentan caracteristicas estructurales
similares asociadas a la presencia del aminoacido 123 el cual es alifatico y se caracteriza
por presentar baja hidrofobicidad y en la posicion 129 se encuentra un aminoacido
aromatico. Las variaciones respectivas se presentan en la lectina PNA, sugiriendo asi que
estos podrian indicar la mediana afinidad por antigeno Tn, y adicional variar la estabilidad

de este fragmento de la proteina.

La segmentacion de PNA permitio obtener diecisiete secuencias peptidicas constituidas por
trece residuos y una secuencia adicional de quince, de las cuales se descartaron cuatro
debido a sus altos indices de inestabilidad que predicen la baja estabilidad de los péptidos

[48].
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los peptidos obtenidos de la segmentacion de PNA

uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Codigo Secuencia Aminogcidos moPI::::Iar isozrénctt:ico in:er;ctl:i)eilgdead ;Ojlri‘let‘;:o hidr('::)‘:lltciiidad
peptidica (Da) (GRAVY)
EVSY1 AETVSFNFNSFSE 13 1478,64 3,80 12,48 (E) 30,00 -0,208
EVSY2 GNPAINFQGDVTV 13 1331,45 3,80 -2,78 (E) 82,31 0,031
EVSY3 LSNGNIQLTNLNK 13 1428,61 8,75 31,59 (E) 120,00 -0,569
EVSY4* VNSVGRVLYAMPV 13 1404,69 8,72 69,53 (I) 126,92 0,938
EVSY5 RIWSSATGNVASF 13 1395.54 9,75 10,98 (E) 67,69 0,208
EVSY6 LTSFSFEMKDIKD 13 1560,78 4,56 2,70 (E) 60,00 -0,369
EVSY7* YDPADGIIFFIAP 13 1438,64 3,56 44,02 (1) 105,38 0,831
EVSY8 EDTQIPAGSIGGG 13 1201,26 3,67 38,27 (E) 67,69 -0,338
EVSY9 TLGVSDTKGAGHF 13 1289,41 6,41 -23,37 (E) 60,00 -0,108
EVSY10 VGVEFDTYSNSEY 13 1509,55 3,57 15,45 (E) 44,62 -0,623
EVSY11 NDPPTDHVGIDVN 13 1392,44 3,93 10,98 (E) 74,62 -0,931
EVSY12 SVDSVKTVPWNSV 13 1417,58 5,55 32,36 (E) 89,23 0,023
EVSY13 SGAVVKVTVIYDS 13 1337,54 5,55 20,45 (E) 126,92 0,900
EVSY14 STKTLSVAVTNDN 13 1349,46 5,55 -8,86 (E) 82,31 -0,315
EVSY15 GDITTIAQVVDLK 13 1372,58 4,21 -14,66 (E) 142,31 0,523
EVSY16 AKLPERVKFGFSA 13 1449,72 9,99 28,67 (E) 67,69 -0,108
EVSY17* SGSLGGRQIHLIR 13 1393,61 12,00 43,03 (1) 120,00 -0,146
EVSY18* SWSFTSTLITTTRRS 15 1743,94 12,00 76, 81(1) 52 -0,367

Se encuentran resaltados los peptidos con las mejores estabilidades y (*) peptidos descartados debido a sus deficientes caracteristicas

fisicoquimicas. Estable;(l):Inestable

Los alineamientos de pares de peptidos derivados de la proteina PNA, muestran que las

secuencias peptidicas EVSY2 y EVSY8 presentan

la mayor puntuacion de los

alineamientos realizados a todas las secuencias peptidicas propuestas.
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Tabla 4. Alineamientos de péptidos obtenidos de la segmentacién de PNA

uURAN

UNIVERSI
ANTONIO NA

Péptido EVSY1 EVSY2 EVSY3 EVSY5 EVSY6 EVSY8

EVSY9 EVSY10 EVSY11 EVSY12 EVSY13 EVSY14 EVSY15 EVSY16

EVSY1
EVSY2
EVSY3
EVSY5
EVSY6
EVSY8
EVSY9
EVSY10
EVSY11
EVSY12
EVSY13
EVSY14
EVSY15
EVSY16

100,00 50,00 0,00
50,00 100,00 25,00

0,000
0,000
0,000
30,00
22,22
0,000
14,29
0,000
11,11
0,000
0,000
22,22

25,00 100,00

0,00
16,67
60,00
22,22
0,000
16,67
0,000
0,000
0,000
11,11
25,00

20,00
37,50
-nan
25,00
0,000
11,11
23,08
20,00
18,18
16,67

-nan

0,000
0,00
20,00
100,00
27,27
0,000
0,000
33,33
9,090
16,67
25,00
8,330
9,090
0,000

0,000
16,67
37,50
27,27
100,00
20,00
11,11
12,50
8,330
20,00
10,00
10,00
33,33
0,000

30,00
60,00
-nan
0,000
20,00

100,00

33,33
10,00
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
16,67

22,22
22,22
25,00
0,000
11,11
33,33
100,00
33,33
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
12,50

0,000
0,00
0,00

33,33
12,50
10,00

33,33

100,00

0,000

20,00

0,000

0,000

0,000

0,000

14,29
16,67
11,11
9,090
8,330
0,000
0,000
0,000
100,00
36,36
11,11
27,27
10,00
0,000

0,000
0,000
23,08
16,67
20,00
0,000
0,000
20,00
36,36
100,00
14,29
30,77
15,38
0,000

11,11
0,000
20,00
25,00
10,00
0,000
0,000
0,000
11,11
14,29
100,00
57,14
33,33
28,57

0,000
0,000
18,18
8,330
10,00
0,000
0,000
0,000
27,27
30,77
57,14
100,00
25,00
0,000

0,000
11,11
16,67
9,090
33,33
0,000
0,000
0,000
10,00
15,38
33,33
25,00
100,00

-nan

22,22
25,00
-nan
0,000
0,000
16,67
12,5
0,000
0,000
0,000
28,57
0,000
-nan

100,00

Los valores mas altos de puntuacion en la matriz de sustitucion se encuentran resaltados en la tabla

2. Disefio de los péptidos y creacion de libreria

La tabla 3 sugiere que los péptidos que presentan indices de inestabilidad por debajo de 40

son viables para analizar la interaccion entre el péptido y antigeno Tn mediante docking

molecular, por esta razén se decidioé seleccionar un péptido que cumpliera este parametro

y se descartaron los péptidos con indices de inestabilidad cercanos a 40 (ESVY3, EVSYS,

EVSY17 Y EVSY18), adicionalmente se descarto el péptido EVSY9.

La libreria de péptidos obtenidos (Tabla 5), corresponden a diecisiete péptidos, sin

embargo, el andlisis se centré en estudiar péptidos con las caracteristicas fisicoquimicas

mas prometedoras correspondientes a EVSY, EVSY14 Y EVSY 15, ademas de los

resultantes de alineamientos y sustituciones que corresponden a EVSY20, EVSY10 y

EVSY10A.
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Tabla 5. Libreria de peptidos propuesta del estudio de PNA vy otras lectinas Fabaceas

uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Péptido Secuencia Aminoacidos
EVSY1 AETVSFNFNSFSE 13
EVSY2 GNPAINFQGDVTV 13
EVSY5 RIWSSATGNVASF 13
EVSY6 LTSFSFEMKDIKD 13
EVSY10 VGVEFDTYSNSEY 13
EVSY11 NDPPTDHVGIDVN 13
EVSY12 SVDSVKTVPWNSV 13
EVSY13 SGAVVKVTVIYDS 13
EVSY14 STKTLSVAVTNDN 13
EVSY15 GDITTIAQVVDLK 13
EVSY20 VAVEFDTY 8

EVSY10A VAVEFDTYSNSEY 13

3. Modelamiento de peptidos

Para evaluar la afinidad de los péptidos derivados hacia el antigeno, se realizd docking

molecular global entre el péptido y el antigeno. La metodologia utilizada fue la misma que

se usO para realizar el modelamiento proteina-antigeno.

Los resultados de los modelamientos moleculares entre los peptidos-antigeno sugieren que

el péptido EVSY10, presenta afinidad por el antigeno Tn, se realizé una modificacion

estructural, sustituyendo la Gly2 por Ala, para obtener la secuencia EVSY10A. El

modelamiento molecular realizado a esta secuencia peptidica sugiere que la secuencia

EVSY10, puede tener otras modificaciones estructurales que pueden mejorar la afinidad

del péptido por el antigeno Tn.
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Tabla 6. Propiedades energéticas de los péptidos acoplados al antigeno Tn

Peptidos
Propiedades EVSY15 EVSY10 EVSY10A
Energia de enlace -2,31 -2,95 -3,22
Eficiencia de ligando 0,15 0,20 0,21

El modelamiento molecular de la proteina y el péptido, muestra que existen diez

conformaciones posibles para el acoplamiento del peptido y la proteina, siendo la

conformacioén 1 (Conf.1) la mas viable.

Tabla 7. Conformaciones posibles Proteina PNA-antigeno Tn (AutoDock Tools, ADT)

Conformaciones
Propiedades | Conf.1 Conf.2 Conf.3 Conf.4 Conf.5 Conf.6 Conf.7 Conf.8 Conf.9 Conf.10
Energiade | -3,71 -3,50 -3,37 -3,34 -3,06 -2,96 -2,79 -2,65 -2,62 -2,56
enlace
Eficiencia de | 0,25 0,23 0,22 0,22 0,20 0,20 0,19 0,18 0,17 0,17
ligando

3. Conclusiones

Los resultados del docking molecular muestran que la secuencia EVSY10 presenta una

afinidad hacia el antigeno Tn similar a la proteina precursora lo cual lo hace una secuencia

promisoria para el disefio de estrategias para la deteccion de antigeno Tn.

El péptido EVSY10A debido a sus resultados de modelamiento molecular sugieren que hay

modificaciones que pueden mejorar la afinidad de la secuencia peptidica EVSY10, por lo
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cual se considera continuar el estudio de esta secuencia peptidica, a través de una libreria
basada en de este péptido para obtener moléculas peptidicas probablemente mas afines

con el antigeno.

Las herramientas bioinformaticas demuestran que ofrecen la posibilidad de analizar
interacciones de interés bioquimico evitando los costos innecesarios de reactivos, tiempo y
recursos consumibles, ya que se evidencio que los péptidos que se consideraban con
mejores caracteristicas fisicoquimicas no tuvieron resultados de interaccidén iguales o

superiores con el antigeno Tn comparado con los resultados de interaccion de la proteina.

Por lo tanto, este trabajo contribuye a sustentar que péptidos derivados de proteinas que
reconocen el antigeno Tn pueden ser utilizados para este mismo fin; los péptidos al ser
moléculas mas pequefias, son mas faciles de obtener, purificar y/o sintetizar que las
proteinas.

Como recomendacién se sugiere continuar con el modelamiento molecular de los péptidos

con mejores caracteristicas fisicoquimicas presentados en este trabajo.
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