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Resumen

En el presente trabajo se hace uso del acoplamiento molecular (docking) para exponer el apoyo que pueden brindar estos proce-
dimientos computacionales en diversos aspectos de investigaciones quimica interdisciplinarias en areas como la agricultura,
medicina, ciencia de materiales, entre otras. Se discuten algunos resultados obtenidos mediante este sistema informético sobre
la energia de afinidad de los ocho quitooligosacaridos trimeros de quitina y quitosano hacia una lectina presente en el floema de
la planta de pepino (Cucumis sativus). Se destaca el valor predictivo y educativo que puede tener el docking como una poderosa
técnica complementaria para el estudio de estos biomateriales. De los trimeros estudiados, se pudo perfilar el ADD, como el
mejor candidato para estudios en aplicaciones agricolas, como la preservacion de frutos de pepino cortado propuesta, mostrando
asi la versatilidad de estos estudios. Adicionalmente, este trabajo aporta informacion basica, en idioma espafiol, para ayudar a
fomentar el interés por el uso de esta metodologia entre estudiantes e investigadores hispanoparlantes.
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Abstract

The molecular docking of the chitin and chitosan trimers as an example of current interdisciplinary research. This paper
uses molecular docking to expose how these computational procedures can support various aspects of interdisciplinary chemical
research in fields such as agriculture, medicine, and materials science. Some results obtained using this informatic system re-
garding the affinity energy of eight chitin and chitosan trimers of chitooligosaccharides towards a lectin present in the phloem of
the cucumber plant (Cucumis sativus) are discussed. The predictive and educational value of docking as a powerful complemen-
tary technique for studying these biomaterials is highlighted. Of the trimers studied, ADD, emerged as the best candidate for
studies in agricultural applications, such as the proposed preservation of cut cucumber fruit, thus demonstrating the versatility of
these studies. Additionally, this paper provides basic information in Spanish to help foster interest in the use of this methodology

among Spanish-speaking researchers.
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Introduccién

La quitina y el quitosano son biopolimeros que se pueden obte-
ner de una amplia variedad de fuentes naturales? y que han
encontrado aplicaciones novedosas en mudltiples areas del
quehacer humano. Algunas de sus propiedades han sido apro-
vechadas desde tiempos remotos para aplicaciones biomédicas
como, por ejemplo, su centenario empleo para acelerar la cica-
trizacion de heridas por los coreanos, quienes utilizaron durante
mucho tiempo la pluma del calamar como fuente de quitina
para el tratamiento de abrasiones corporales; igualmente, los
antiguos mexicanos usaban algunos hongos (cuyas paredes ce-
lulares contienen quitina) para acelerar la curacion de heridas
causadas por machetes®.

Oligémeros de quitina y quitosano

En muchisimas investigaciones con la quitina, y especialmente
con el quitosano y sus derivados, se ha observado una fuerte

dependencia de sus propiedades, especialmente de sus activi-
dades bioldgicas, con parametros fisicoquimicos tales como el
grado de polimerizacion (GP) —relacionado directamente con
el peso molecular (PM)-, la fraccion de unidades acetiladas o
grado de acetilacion (GA) y la distribucion de las unidades ace-
tiladas a lo largo de la cadena, que se ha comenzado a conocer
como el patron de acetilacion (PA). Asi, de manera empirica,
se ha llegado a comprobar que dichas propiedades se pueden
revelar incluso para especies moleculares pequefias de estos
biopolimeros, es decir, sus especies oligoméricas. Para definir
estas especies, denominadas usualmente como quito-oligosaca-
ridos (en inglés COS), en este trabajo se hara referencia a los
hetero-quitooligosacaridos (H-COS), que son especies molecu-
lares de entre 2-10 unidades repetitivas que contienen unidades
glucosamina (GIcN, D) y al menos una unidad N-acetil-gluco-
samina (GIcNAc, A) en la cadena, y a los homo-quitooligosa-
caridos, que son también especies de 2-10 unidades repetitivas
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conformadas solo por unidades A (A-COS) o solo por unidades
D (D-COS).

Por otro lado, la mayoria de los estudios de la relacion estruc-
tura/bioactividad con los COS se han desarrollado utilizando
muestras gue, por lo general, son mezclas de especies molecu-
lares con distintos valores de GP, GA 'y PA. Esta es una practica
muy usual debido a la dificultad de obtener y separar una espe-
cie pura de un COS, con una estructura especifica y bien carac-
terizada, a partir de las complejas mezclas que normalmente
producen los diversos métodos de sintesis*. Por ello, la bus-
gueda de procesos fisicos, quimicos y/o enzimaticos que per-
mitan producir estos materiales puros, de manera sencillay sus-
tentable, es un &rea de intensa actividad, incluyendo el desarro-
llo de métodos de separacion y caracterizacion mas eficientes®.
Afortunadamente, en los Gltimos tiempos se han obtenido lo-
gros destacables debido al avance de las distintas estrategias
gue se han abordado para lograr la sintesis mas efectiva de al-
gunos COS, los cuales se pueden resumir en: a) la sintesis de
COS a partir de sus unidades repetitivas mediante reacciones
puramente quimicas® o enzimaticas, especialmente con quitina-
sas obtenidas a partir de microorganismos mutados que se han
denominado “glicosintasas™’; b) la disponibilidad actual de un
arsenal de herramientas para la despolimerizacion de quitina y
quitosano, incluyendo métodos fisicos, quimicos y biolégicos®,
destacando entre los métodos bioldgicos la obtencidn creciente
de enzimas cada vez més especificas a través de la ingenieria
genética®; c) el perfeccionamiento reciente de algunos métodos
de separacién de estos materiales, como la cromatografia de in-
tercambio iénico (IEC), la cromatografia de exclusion por ta-
mafio (SEC), la cromatografia de interaccion hidrofilica (HI-
LIC), etc., que son métodos de amplio uso®, especialmente
cuando estan acoplados a técnicas de caracterizacion poderosas
como la espectrometria de masas', entre otras.

Con todos estos avances, han comenzado a aflorar resultados
gue evidencian la especificidad individual de muchos de estos
COS para las distintas bioactividades que se les han venido des-
cubriendo, lo que ha impulsado recientemente un mayor énfasis
en investigar, producir y comercializar estos atractivos bioma-
teriales**®. Entre algunos resultados que apuntan fuertemente
en este sentido, se puede mencionar los siguientes: a) la efecti-
vidad de la induccion de un cebado positivo en semillas de
arroz cuando se aplican H-COS con DP = 4 que poseen una
sola unidad GIcNACc, la cual ha mostrado ser dependiente de la
posicion de dicha unidad®®; b) se ha demostrado que el A-COS
pentamérico suprime la proliferacion de células HepG2 por in-
duccion de la apoptosis via ruta intrinseca y por afectacion de
su autofagia protectora, mostrando su potencial como agente
antitumoral frente a células de carcinoma hepatocelular®’; c) se
han encontrado ejemplos de bioactividades especificas gober-
nadas por el PA para COS con DP mayores que los dos men-
cionados anteriormente, como el favorecimiento de algunos pa-
rametros del crecimiento en semilleros de trigo por COS hexéa-
meros'®; aunque todos los hexameros estudiados en dicho tra-
bajo mostraron mejores prestaciones que las observadas en los

estudios de control, el hexdmero DDDDDD tuvo mayores efec-
tos positivos que los del AAAAAA, mientras que un hexamero
con un tercio de sus unidades acetiladas por via quimica mostro
resultados intermedios entre los observados para AAAAAA Y
DDDDDD; d) estudios de perfiles metabdlicos han mostrado
que el heptdmero DDDDDDD podria actuar como un poten-
ciador metabdlico de plantas de trigo, al modular pleitrépica-
mente (cuando un gen influye en dos o mas rasgos fenotipicos
aparentemente no relacionados) su metabolismo del Cy N. La
fijacion fotosintética de carbono fue potenciada por
DDDDDDD, con incremento de la fosfato-sacarosa sintasa y
de la fructosa 1,6-2 fosfatas®.

Estudios de acoplamiento molecular de COS

La diversidad de especies quimicas de COS que pueden obte-
nerse, considerando solo los oligémeros con GP < 10, es muy
grande. Debido a que son posibles s6lo dos unidades repetitivas
en ellos, es posible calcular el nimero de especies (Nop) que
pueden existir para un valor de DP determinado. Asi, este valor
vendria dado por Npp = 2P°, En la tabla 1 se pueden observar
los resultados para valores de DP entre 2-10. Si adicio-nal-
mente se considera que la unidad terminal reductora (GICNAc
0 GIcN) de cada una de estas especies puede existir también
como estructura abierta, el nimero de especies se duplica.

Tabla 1. Namero tedrico de especies posibles para los COS en fun-
cion de su grado de polimerizacion.

DP 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nor 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

En basqueda de un manejo mas practico de la voluminosa in-
formacion que podria obtenerse en los estudios de estos mate-
riales, y ante la poca cantidad de informacion experimental dis-
ponible en la actualidad, los COS también han venido siendo
objeto de estudios de simulacion computacional. Adicional-
mente, estos métodos también permiten manejar modelos ted-
ricos que facilitan el entendimiento de las complejas relaciones
que tienen parametros como el PM, el DAy el PA sobre sus
propiedades fisicoquimicas y sus bioactividades. Los resulta-
dos de varios estudios experimentales de titulacion calorimé-
trica isotérmica, microscopia de fuerza atémica y electrofore-
sis, sobre los sitios de union de una lectina obtenida del floema
exudado de los frutos inmaduros de la calabaza de hiedra (Coc-
cinia indica), han permitido establecer que dicha proteina tiene
marcadas diferencias en sus afinidades por COS de distintos
DP; el trabajo fue complementado con estudios de simulacion
computacional, incluyendo “experimentos” de acoplamiento
molecular (molecular docking), modelado por homologia y di-
namica molecular, que han apoyado estos resultados, gene-
rando informacién adicional o complementando la existente®.
La informacion sobre este tipo de proteinas, que se encuentran
en el floema de diversas plantas y son conocidas como PP1y
PP2, asi como de sus mecanismos de defensa (PPD por sus si-
glas en inglés para protein plant defense), como la formacion
de estructuras filamentosas extendidas que facilitan el sellado
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de las heridas relacionadas con ataques de insectos y patoge-
nos?, puede resultar de mucha utilidad para la aplicacion agri-
cola de los COS mas adecuados.

Paralelamente, los métodos informaticos para analizar modelos
moleculares, combinados con técnicas bio-analiticas, se han
convertido en una estrategia alternativa prometedora para am-
pliar la informacion existente sobre la union de ligandos a pro-
teinas del plasma sanguineo en humanos?. Estos estudios pue-
den generar informacion nueva sobre la distribucion y el com-
portamiento cinético de farmacos, permitiendo estimar previa-
mente las posibles consecuencias de su accion farmacologica;
no obstante, esta informacion necesita ser confirmada poste-
riormente porque algunos estudios han sefialado que los COS
también podrian generar efectos toxicol6gicos, como la inhibi-
cion del transporte de aniones organicos por péptidos, la afec-
tacion del receptor andrégeno, cardiotoxicidad y fosfolipido-
sis®, etc. En el caso de los COS, estos estudios se han vuelto
cada vez més relevantes, especialmente debido a que existe
poca informacion sobre su distribucion en los seres humanos,
la cual depende fundamentalmente de la afinidad de los COS
para unirse a las proteinas del plasma, especialmente a la albu-
mina del suero (HSA) y a la a-1-4cido glicoproteina (AGP)?,

Los estudios de acoplamiento molecular tienen como objetivo
principal proponer modelos de unién entre dos moléculas,
usualmente una proteina y una molécula pequefia (denominada
ligando), mediante el analisis de las fuerzas envueltas en las in-
teracciones que originan dicha union. Diversos trabajos descri-
ben los primeros pasos necesarios para iniciarse en estos estu-
dios®?8, mostrando comparaciones de los diversos programas
que se han venido desarrollando; igualmente, existen diversos
sitios en linea que permiten realizar este tipo de estudios.

Algunas aplicaciones de los estudios de acoplamiento molecu-
lar a proteinas

A continuacion, se resumen tres de las innumerables aplicacio-
nes que pueden obtenerse usando estudios de acoplamiento
molecular relacionados con proteinas:

i) Estudios de union de farmacos a proteinas del plasma (PPB
en inglés): usualmente se realizan para HSA y AGP. Estas
interacciones afectan considerablemente la distribucion y el
comportamiento farmacocinético de los medicamentos, con
consecuencias en la accién farmacolégica general®. Se han
reportado algunos estudios de docking para la unién de COS
con HSA que indican que ésta resulta mas fuerte que la
unién con AGP?* y que la fuerza de la unién depende del
PMy del GD de los COS. Las interacciones de los COS con
AGP y/o HSA tienen un impacto potencial en su biodispo-
nibilidad, distribucién, depuracion, eficacia y seguridad
como agentes antimicrobianos. Los COS unidos a las pro-
teinas plasmaticas no estaran disponibles para el metabo-
lismo de primer paso, llevando entonces a un menor volu-
men de COS disponible para las proteinas diana. Por otro
lado, conocer los residuos de AGP y HSA responsables de
la unién/estabilizacion de los COS con diversos PM, den-

sidad de nuclettidos y densidad de &cido lactico (DAP) es
importante en los campos de la quimica y la medicina cli-
nica, ya que permite disefiar COS con las propiedades
deseadas de absorcion, distribucion, metabolismo, excre-
cién y toxicidad (ADMET). Otra consecuencia de la union
de los COS a las proteinas plasmaticas es su posible efecto
inhibidor de las interacciones de estas proteinas con otros
compuestos, ya que se sabe que estas proteinas se unen a
una amplia diversidad de ligandos end6genos y exdgenos.

i) Los estudios de acoplamiento molecular también consti-
tuyen una metodologia didactica eficaz y motivante para
el aprendizaje de este tipo de interacciones y su relacion con
el disefio de inhibidores enzimaticos. Un buen ejemplo es el
trabajo sobre la generacion y visualizacién del complejo
acetilcolinesterasa-tacrina para facilitar la comprension es-
tudiantil de conceptos como estructuras de las proteinas, in-
teracciones proteina/ligando, fuerzas de interaccién de los
inhibidores enzimaticos®, entre otros.

iii) Estudios para investigar el efecto sobre las propiedades ca-
taliticas de las enzimas luego de mutaciones controladas: se
ha encontrado que la quitosanasa BaCsn46A de Bacillus
amyloliquefacien posee buenas propiedades cataliticas para
generar COS por hidrélisis de quitosano; ahora bien, la qui-
tosanasa expresada tras una mutacion por saturacién mostré
un aumento de alrededor de 120% en la actividad enzimé-
tica especifica, y su estabilidad térmica resulté mucho ma-
yor. Los estudios de acoplamiento molecular con el trimero
AAA indicaron que el tipo de aminoacido en el sitio 196
afecta los enlaces de hidrégeno y que la disminucion de los
enlaces desfavorables con el sustrato resulta la principal
causa de la mejora en las propiedades enzimaticas®. Estos
resultados permiten apreciar claramente el gran potencial
del docking en estudios de ingenieria genética relacionados
con mutaciones y con optimizacion de las actividades enzi-
maticas, entre otros.

Algunos ejemplos de aplicaciones que pueden encaminarse
mediante estudios de docking con COS

A continuacidn, se presentan ejemplos de estudios de docking
usando COS con el fin de obtener informacién preliminar para
su potencial aplicacion en areas especificas:

a) Agricultura: se ha propuesto que la union de los COS a lec-
tinas del floema de algunas plantas puede ejercer un efecto
importante en las respuestas de éstas a los patodgenos, asi
como en la cicatrizacion de sus heridas?, entre otras. Tales
hallazgos han impulsado el estudio de tales interacciones en
busqueda de posibles aplicaciones en sectores como el agri-
cola y el alimentario. Asi. se ha encontrado que el trimero
AAA, a 18 °C, posee una constante de union con la lectina
del floema de exudado de calabaza de 3,24x10° mayor a la
del tetramero AAAA (1,26x10°) y del pentamero AAAAA
(1,65x10°), aunque apreciablemente menor que la del hexa-
mero AAAAAA (90,1x10%), confirmando que esta cons-
tante es dependiente del GP y perfilando al hexamero como
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un mejor candidato para estudios en la proteccion de plan-
tas.

b) Medicina: aunque hasta la fecha no se ha comprobado que
los seres humanos produzcan quitina de alto PM, estudios
recientes han mostrado que poseen al menos dos quitinasas:
la quitotriosidasa humana (HCHT por su nombre en inglés)
y la quitinasa acida de mamifero (AMCase), asi como tam-
bién ciertas proteinas similares a quitinasas (en inglés CLP).
Estas enzimas se han asociado a algunas enfermedades y en
la actualidad se consideran biomarcadores y dianas terapéu-
ticas; se cree que juegan un papel importante en la respuesta
antiparasitaria del sistema inmune innato de los seres huma-
nos®L. Entre las enfermedades con las que se han asociado
estan incluidos algunos desérdenes de almacenamiento li-
sosomal, sarcoidosis y enfermedades del sistema respirato-
rio tales como el asma, la obstruccién pulmonar crénicay la
fibrosis idiopatica cronica®. Afortunadamente, el creciente
acceso digital a grandes bibliotecas de compuestos y farma-
cos comienza a permitir su cribado virtual, mediante do-
cking frente a dianas moleculares, lo cual ha permitido iden-
tificar posibles farmacos como candidatos para enfermeda-
des especificas. Adicionalmente, el acoplamiento inverso,
que se basa en la busqueda de dianas bioldgicas que puedan
interactuar con sustancias especificas de interés, integrando
datos estructurales de proteinas con informacion quimica,
también permite obtener resultados prometedores, como en
el caso revisado recientemente de las enfermedades parasi-
tarias desatendidas®,

Entre las aplicaciones propuestas en este campo para los
COS se pueden mencionar la inhibicién del crecimiento tu-
moral y la inflamacién inducida por TH2 en el asma, asi
como su uso para el fortalecimiento 6seo en la osteoporosis,

como vector para la administracion de genes, agente anti-
bacteriano, antiflngico, antipaltdico o agente hemostatico
en apositos para heridas®. El uso de mezclas de COS bien
definidos podria ayudar a comprender mejor los mecanis-
mos relacionados con sus bioactividades en estas aplicacio-
nes. Asi, por ejemplo, se ha reportado que un pretratamiento
con derivados per-acetilados de COS (en los cuales todos
los grupos -OH y -NH. del COS han sido acetilados y que
son denominados genéricamente como PACOS) inhibe no-
toriamente la muerte de células PC12 inducida por exposi-
cién a glutamato, de manera dosis dependiente y mostrando
una baja citotoxicidad®.

c) Separacién y purificacion de biomateriales: la N,N",N""-
triacetilquitotriosa (AAA) ha sido utilizada para la modifi-
cacién de Sepharosa con el fin favorecer la separacion y pu-
rificacion de proteinas del tipo lectinas®.

Por otro lado, en la tabla 2 se presentan algunos de los estudios
reportados sobre los COS trimeros. En ella se puede observar
gue también existe interés en su uso en areas como la agricul-
tura, la medicina, biomateriales, entre otras.

Como se puede apreciar de la resumida informacion mostrada
en las subsecciones anteriores, existen numerosos frentes de
trabajo que necesitan ser abordados interdisciplinariamente en
el insurgente campo de los COS individuales. Estos incluyen
desde sus métodos de preparacion, los cuales comienzan a tener
en consideracion la sustentabilidad ambiental, incluyendo con-
ceptos como economia circular y fabricas celulares, pasando
por procesos de separacion y caracterizacion que requieren de
procedimientos y técnicas avanzadas, hasta llegar a la realiza-
cién de estudios de aplicacion en diferentes campos, como la
medicina, la agricultura, la nutracedtica, el sector alimentario,

Tabla 2. Estudios relacionados con las bioactividades de los trimeros de GIcNAc y GlcN encontrados durante la revision.

PA  Bioactividades observadas

DDD«

- Ha mostrado una ligera actividad para favorecer la germinacion y crecimiento posterior de semillas de trigo, aunque mucho menor que los hexameros

y heptdmeros desacetilados®”. Ha sido separado de otros COS de diferentes tamafios por cromatografia de intercambio i6nico®.

- Mostro cierta bioactividad para mejorar la tolerancia al estrés por el frio en plantulas de trigo; se propone que algunos COS modulan las actividades de
las enzimas antioxidantes en las plantulas, las cuales desempefian un papel clave en sus respuestas defensivas bajo estrés por frio®.

- La suplementacion con quitotriosa favorece la actividad antitumoral del farmaco Doxorubicina®.

DDA - Como antioxidante por su capacidad para atrapar radicales hidroxilo y superéxido, mostrando una actividad algo mayor que el trimero DDD*
DAD: - Su presencia ha sido reportada en la mezcla de acetilacion de la quitotriosa, aunque no pudo ser separado de ésta™.
ADD: - Similarmente al isdmero DAD, su presencia ha sido reportada en la mezcla de acetilacion de la quitotriosa, aunque no pudo ser separado de ésta®..
DAA: - Comparado con la especie trimera DDD, ha mostrado una actividad notoria como agente para atrapar radicales hidroxilos y superéxidos*.
- Resultd resistente a la hidrélisis con la lisozima*.,
ADA: - Se ha observado su formacién en proporciones apreciables dentro de la fraccidn de trimeros obtenidos durante la hidrolisis de quitosano (GD = 0,659)

con quitinasas de Serratia marcensis, especialmente para altos valores de escision*,
- Se ha encontrado que se une a la a-glicoproteina cida y a la albtimina del suero humano®.

AAD; - Sehamostrado que la lisozima puede hidrolizar este trimero por su extremo no reductor, pero no por su otro extremo, en contraste con el trimero
AAA: que puede ser hidrolizado por ambos extremos*.
AAA: - Se ha reportado su unién moderada (Kp = 3,24x10° M a 25 °C) a una lectina obtenida del exudado de calabazas*.

- Se une a la quitotriosidasa humana (K4 = 9,9 + 0,8 mM —Kjy = 1x102 M%), como algunos otros COS, lo cual podria po-tenciar la respuesta inflamatoria
contra patdgenos que contienen quitina mediante la liberacion de COS inmunogénicos, actuando como un catalizador inmunitario que puede conducir

al reclutamiento de agentes inmunitarios adicionales®.

- Ha sido utilizada en la modificacion del adsorbente Sefarosa para la separacion y purificacion de proteinas del tipo lectinas®.
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etc. Frecuentemente, los estudios de COS con bioactividades
potenciales pueden complementarse con métodos de simula-
cion computacional. Por ello, en el presente trabajo se presen-
tan los pasos necesarios para realizar un estudio preliminar de
acoplamiento molecular de los COS trimeros con una de las
proteinas presentes en el floema exudado del pepino (Cucumis
sativus), la cual ha sido caracterizada como una lectina y se ha
relacionado con mecanismos de defensa de estas plantas®. Al-
gunos de los resultados obtenidos son discutidos brevemente
con relacién a su potencialidad para ser apli- aplicados en el
area de proteccion de plantas y/o alimentos, para mostrar
el soporte que pueden brindar estos estudios computacio-
nales.

Procedimientos
Obtencion de las estructuras de la proteina y los COS trimeros

La informacion sobre la lectina del floema de Cucumis sativus
se obtuvo de la base de datos de acceso abierto Protein Data
Bank (https://www.rcsh.org/), en la cual aparece con el identi-
ficador PDB ID: 7sv6 para su forma nativa, con un PM repor-
tado de 17 kDa. Sin embargo, debido a que se encontrd un
nuevo archivo que presenta mejoras en la resolucién de la es-
tructura tridimensional, cddigo PDB ID 7YAQ (https:/fi-
les.rcsh.org/download/7Y AQ.pdb), se usé este tltimo para to-
dos los estudios de acoplamiento. Las estructuras de los trime-
ros DDD, y AAA: se obtuvieron mediante el programa Avo-
gadro®, usando los identificadores SMILES (simplified mole-
cular-input line-entry system) obtenidos de la base de datos
PubChem (https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/) para los com-
puestos codificados como CID 3086191 y CID 444514, res-
pectivamente. Ambas estructuras fueron optimizadas con el
mismo programa usando el campo de fuerza MMFF94 hasta
minimizar su energia y se obtuvieron como archivos *.pdb.
Las restantes seis estructuras trimeras se construyeron modifi-
cando la estructura bidimensional del trimero AAA en el sitio
CB-Dock2 (solo para sustituir los grupos acetilos necesarios
por hidrégeno —equivalente a una reaccion de desacetilacion—
y dejando iguales el resto de las uniones) para obtener sus iden-
tificadores SMILES, con los cuales se procedi6 a construir y
optimizar sus estructuras tridimensionales, como archivos
* pdb, usando igualmente el programa Avogadro. Se obtuvie-
ron las energias de todas las estructuras optimizadas.

Estudios de acoplamiento

Se accede a la plataforma de CB-Dock? (https://cadd.labshare.
cn/cb-dock?2/) y se ejecutan los siguientes pasos: i) car-gar el
archivo PDB correspondiente a la proteina y esperar que el pro-
grama indique que ha sido preparado para activar el estudio, ii)
cargar el archivo del ligando que sera evaluado y esperar su re-
vision por el programa, luego de lo cual se confirmar en el bo-
ton enviar, iii) iniciar la busqueda de los sitios de union de la
proteina y el estudio de acoplamiento del ligando en dichos si-
tios. Al finalizar el proceso, se pueden analizar los resultados
en el sitio; el programa también envia automéaticamente los re-

sultados al correo electrdnico indicado y un enlace que permite
consultarlos en la plataforma durante un periodo de 48 horas.
Cada uno de los estudios de acoplamiento se realizé por quin-
tuplicado para mejorar el nivel de confianza de los valores de
la energia de afinidad (con respecto a los de un solo experi-
mento), recordando que en cada corrida el programa generara
valores para el conférmero que haya logrado la mayor afinidad.

Resultados y discusion
Sitios de unién de la proteina

De acuerdo con la informacion obtenida del estudio de detec-
cion de cavidades en el sitio web de CB-Dock2, la lectina mos-
tr6 5 sitios de unién, cuyos volimenes y coordenadas centrales
son detallados en la tabla 2. Estos sitios se pueden apreciar de
manera mas gréafica en las vistas frontal y posterior de la lectina
(figura 1a y 1b, respectivamente), donde el sustrato DDD, re-
presentado en colore fucsia, se observa unido a cada uno de
ellos. La identificacion de varios sitios de union en la lectina
parece justificar lo que se ha mencionado en algunos estudios
acerca de que estas proteinas cumplen varias funciones relacio-
nadas con los mecanismos de defensa basados en el floema de
la planta?-%64¢ (PBD en inglés). Asi mismo, este hallazgo apo-
yaria su consideracion como una lectina con sitios de unién pro-
miscuos debido a que puede interactuar con una intrigante va-
riedad de carbohidratos*.

Estudios de acoplamiento con los COS trimeros

Como se establecid anteriormente (tabla 1), el nimero de espe-
cies trimeras (DP = 3) distintas que son posibles para la combi-
nacion de GIcNAc (A) y GlcN (D) es Npp = 2°° = 8. En la tabla
3 se resume la informacion quimica y estructural obtenida para
cada una de estas especies.

Por otro lado, los estudios de acoplamiento proteina/ligando
realizados a traves del sitio CB-Dock2 proporcionan un valor
conocido como puntaje Vina (VS por Vina Score), el cual esta
relacionado con la energia libre de la unidn del ligando al sitio
o0 cavidad de union, donde un valor Vina mas negativo indica
una mayor afinidad del ligando por dicho sitio***C, Este valor
se obtiene en CB-Dock2 ejecutando el motor de acoplamiento
molecular AutoDock Vina sobre los sitios de unién predichos
para la proteina; combina términos de interaccion (hidrofobi-
cos, de hidrogeno, electrostaticos, etc.) asi como también pena-
lizaciones conformacionales. La tabla 4 presenta los puntajes

Tabla 2. Cavidades de unién de la proteina PP2 del floema exudado
de la Curcumis sativus, obtenidas mediante el estudio de determina-
cion de cavidades realizado en el sitio CB-Dock?2.

Sitioo Volumen de la cavidad Coordenadas del centro
cavidad (A3 (X,V,2)

Cl 109 3,8,-5

C2 71 8, -8, -9

C3 58 20,23,4

C4 57 6,11, -14

C5 55 16,28, -5
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Fig. 1: Vista frontal (A) y posterior (B) de la ubicacion de los sitios de union en la lectina 7Y AQ (color gris). Se muestra el ligando DDD; unido
a cada uno de los sitios (en color morado y con el nimero del sitio), lo que permite la observacion conjunta de las cavidades. Resultados obtenidos
en el sitio web de CB-Dock? (https://cadd.labshare.cn/cb-dock?2/).

Tabla 3. Resumen de los datos y estructuras de los COS trimeros estudiados.

Trimero PM GA Formula quimica e Energia* Estructura 3D**
(Da) identificador Smiles (kJ.mol™?)

DDD, 501,51 0,00 CigH3N3013 1190

C(Ce@HCeH]([C@@H]([C@HI(C@@H](O1)0[C@@H]2[C@H](O[C@H]I([C@@HI(C : )
@HJ]20)N)O[C@@HIB[C@H](O[C@H]([C@@H]([C@H]30)N)O)CO)CO)N)0)0)O '

DDA, 54355 0,33 CaoHz7N3014 1075 L :
CC(=O)N[C@H]3[C@H](0)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@@H](O[C@ ' alr
@H]10[C@H](CO)[C@@H](O)IC@H](O)C@HIIN)[C@H](O)[C@H]2N)[C@@H]30 \ -

DAD, 54355 0,33 CaoH37N3O14 1159
CC(=O)N[C@@H]2[C@@H](0)[C@H](O[C@@H]10[C@H](CO)[C@@H](O)[C@H](O)[C@ 1
HILN)[C@@H](CO)O[C@H|20[C@HIBIC@HI(O)C@@HI(NC@HI(O)O[C@@HI3CO P . e%'s

ADD, 54355 0,33 CaoH37N3O14 1152 - .
CC(=0NIC@@HILIC@@H](O)[COH|(O)[C@@H](CO)O[C@HIIO[C@HIBICAH(O)C@ s |
@H](N)[C@H](O[C@HI2[C@H](O)[C@@H]I(N)[C@H](O)O[C@@H]2CO)0[C@@H]3CO

DAA; 58559 0,67 CaH3Nz015 856 )
CC(=O)N[C@H]3[C@H](O)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@@H](O[C \ :
@EHII0[CGHICOICEEHIOICBHIOICOHINICGHIOICGHRNC(-OICE® R

H 4

ADAr 585,59 067 C22H39N3015 1002 _
CC(=0)N[C@H]3[C@H](O)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@R@H](O[ : ;
C@@H]10[C@H](CO)C(O)[C@H](O)[C@H]INC(C)=0)[C@H](O)[C@HI2N)[C@@H]30 ,

AAD, 58559 0,67 CaH3Nz015 994 c
CC(=O)N[C@@H]1[C@@H](O)[C@H](0)[C@@H](CO)O[C@H]10[C@H]3[C@H](O)[C@ - ‘
@H](NC(C)=0)[C@H](O[C@H]Z[C@H](O)ggc@o@H](N)[C@H](O)O[C@@H]ZCO)O[C@@ : -

H

AAA; 627,63 1,00 CasHaN3Os6 819 ~ )
CC(=ON[C@@H]L[C@H]([C@@H](IC@H](O[C@H]10)CO)O[C@HI2[C@@H]([C@H](C@ ‘ >
@H|([C@H](02)Co)0[C@ H]3[C@@H]([(C:(@g;(c[)co@@H]([C@H](O3)CO)0)O)NC(=O)C)O)N A :
* Energia potencial de los trimeros calculadas con el programa Avogadro luego de optimizada su geometria.
** Obtenidas con el programa Avogadro luego de optimizada la geometria de los trimeros.

Tabla 4. Resumen de los valores de V'S obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular de los trimeros estudiados con los sitios de union
de la lectina (PP2) del floema de Cucumis sativus.

Sitio o Puntaje Vina (Vina score) (kcal.mol™)

cavidad AAA DAA: ADA AAD: DDA, DAD ADD: DDDx
C1 -55+01 -55+02 -55%x02 -54+01 -55%x02 -52%01 -51%£02 -51%0.2
C2 -50+02 -51+03 -51+03 -49+01 -54+x04 -50+01 -49+£02 -52+0.22
C3 -59+02 -57+03 -58+01 -57+01 -59+03 -55+01 -56+£01 -56+0,3
C4 -57+03 -58+x05 -58+02 -54x02 -57+x03 -54%01 -54%£01 -53%0.2
C5 -57+01 -55+01 5602 -54+02 -60+02 -57+01 -53%£04 -57%0.2
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H86 ]
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Fig. 2: Interacciones de la lectina 1YAQ en el sitio C1 con: a) el trimero AAA (las flechas amarillas muestran las interacciones hidrofobicas de
los grupos metilos mostrados en circulos amarillos), b) el trimero DDD,. Resultados obtenidos en el sitio web CB-Dock2 (https://cadd.
labshare.cn/cb-dock?/).

R 5(’2‘;1

Vina obtenidos durante el acoplamiento de los trimeros estu-
diados (ligandos) con cada uno de los sitios encontrados para la
lectina.

De la tabla 4 se obtiene informacién relevante sobre la afinidad
de los trimeros por cada uno de los sitios de unién de la pro-
teina. Entre los hallazgos maés evidentes, sin pretender hacer
una evaluacion exhaustiva por no ser el objetivo del trabajo, se
pueden destacar los siguientes:

i) Los trimeros AAA, y DDD; mostraron una energia de afini-
dad ligeramente diferente (pero estadisticamente significati-
va) por el sitio C1, observandose una afinidad mayor para
AAA; que para DDD; (VS =-5,5+0,1y -5,1+ 0,2 kcal.mol
! respectivamente). Debido al caracter mas hidrofdbico del
trimero AAA,, este resultado sugiere que las interacciones
hidrofdbicas en el sitio C1 podrian ejercer una contribucion
importante en la afinidad de unién, aunque el valor de VS
para AAA esta algo alejado de un valor experimental repor-
tado para el complejo AAA-lectina de Cucumis sativus
(AGp = -6,88 kcal.mol™)®L. Por otro lado, a pesar de que C1
es el sitio con mayor volumen (109 A3), teniendo por ello
posibilidades de unir cada uno de estos trimeros (por sepa-
rado) mediante distintos tipos de interacciones, los valores
de VS obtenidos indicarian que las interacciones hidrofobi-
cas definen la afinidad de este sitio. Los andlisis de las in-
teracciones predichas para los trimeros AAA; y DDD; con
los residuos en C1 apoyan esta proposicion, como puede ob-
servarse para AAA: en la figura 2a, donde se sefialan con
flechas amarillas cinco interacciones hidrofébicas de los
tres grupos metilos con distintos residuos (dos con Y135,
una con E98, una con E88 y una con H86), las cuales no son
posibles para DDD; (figura 2b) al carecer de grupos metilos.
Un punto importante es el hecho de que en C1 los trimeros
maés acetilados mostraron valores de VS ligeramente méas
negativos que aquellos menos acetilados, con excepcion de
DDA\, lo que confirmaria la influencia de las interacciones
hidrofébicas en este sitio.

ii) De los sitios de unién encontrados para la lectina, el C2
mostr6 la menor afinidad para practicamente todos los tri-

(b)

meros, lo cual no parece estar relacionado con su volumen
debido a que ocupa el segundo lugar en tamafio. En este sitio
se obtuvieron valores de VS muy similares para todos los
trimero, obteniéndose también los menores valores de afini-
dad observados (VS = -4,9 kcal.mol* para AAD,, ADD))
entre todos los trimeros y en todos los sitios. En lo que res-
pecta a su mayor afinidad, ésta fue para DDA, (VS =-5,4 +
0,4 kcal.mol?). Este hecho parece apuntar a que este sitio
poseeria menor hidrofobicidad que el sitio C1 y que todos
los demés sitios.

iii) En términos generales se puede indicar que los trimeros mas
acetilados poseen valores de VS ligeramente mas negativos
que los menos acetilados para casi todos los sitios de la lec-
tina, excepto para C5. En este Gltimo sitio, el trimero DDD;
logré su valor de VS mas negativo (-5,7 + 0,2 kcal.mol?),
sugiriendo asi un modo de unidn distinto al de los sitios C1,
C2 y C4, pero probablemente similar al del sitio C3 (VS =
5,6 + 0,3 kcal.mol™). Sin embargo, para corroborarlo, es ne-
cesario profundizar en el estudio de las interacciones de este
trimero con los diversos residuos en cada sitio de la lectina.

Estudios de acoplamiento molecular como sondeos preliminar-
res en posibles aplicaciones de los COS con GP =3

En relacién con potenciales aplicaciones de estos trimeros en el
area de la agricultura, los resultados obtenidos no parecen perfi-
lar claramente alguno de ellos, como candidato sobresaliente
sobre el resto, para la inhibicion de los sitios de la enzima estu-
diada, aun cuando se podria generalizar indicando que los tri-
meros méas acetilados ofrecen mejores perspectivas al poseer
afinidades ligeramente mas altas por la mayoria de sus sitios. A
pesar de esto, el trimero DDA, que resultd ser la excepcion a
la menor afinidad de los trimeros menos acetilados por el sitio
C1, que obtuvo el valor de VS mas negativo (-5,4 + 0,4
kcal.mol?) en el sitio con la menor afinidad general (C2) y que,
ademas, logro el valor de afinidad de unién mas alto de todos
los trimeros para cualquier sitio de la enzima (VS = -6,0 £ 0,2
kcal.mol™ para C5), deberia ser el primer candidato de ensayo,
entre estas especies, como inhibidor de la lectina estudiada.
Claramente, es necesario obtener informacion adicional sobre
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el papel de ésta en los mecanismos PPD de las plantas o en sus
frutos.

Por ello, en el caso de demostrarse la participacion de esta lec-
tina en los mecanismos de defensa en los frutos de esta planta,
estos resultados dejan abierta la puerta para investigar los efec-
tos del trimero DDA, como un potencial preservante de alimen-
tos, como, por ejemplo, preservante de ensaladas que conten-
gan pepinos cortados. Obviamente, dichas investigaciones de-
berian incluir ensayos sobre las dosis necesarias para tales fi-
nes, sus efectos organolépticos y, muy importante, sus posibles
efectos en los consumidores.

Conclusiones

El estudio de los oligdbmeros de quitina y quitosano, actual-
mente definidos en la literatura especializada como quitooligo-
sacaridos o COS, ha comenzado a revelarse como un area de
intensa actividad debido a los beneficios que pudieran derivarse
de desarrollos exitosos de sus aplicaciones. Las posibilidades
de investigacion en estos materiales incluyen su produccion por
métodos fisicos, quimicos y biolégicos (y/o sus combinacio-
nes), su separacion y caracterizacion, aprovechando los nuevos
desarrollos de técnicas cada vez mas novedosas y poderosas, y
su aplicacion en diversos campos como la medicina, agricul-
tura, alimentos, entre otros. Asi, estos estudios pueden ser con-
siderados ahora como parte de un campo interdisciplinario in-
dependiente, o tal vez complementario, al de sus progenitores,
donde la simulacién computacional también tiene mucho que
aportar, especialmente debido a que algunos avances recientes,
como la inteligencia artificial, vienen permitiendo mayores ni-
veles de accesibilidad mediante artilugios informaticos. Los re-
sultados obtenidos del sencillo estudio de acoplamiento mole-
cular mostrado en este trabajo permiten apreciar claramente la
potencialidad que tienen estas técnicas, cada vez méas novedo-
sas, para vislumbrar aplicaciones de un ligando, 0 una enzima,
en areas que a priori resultarian dificiles de considerar. En el
caso especifico de los quitooligosacaridos trimeros se ha perfi-
lado el trimero ADD, como la especie con mejores perspectivas
para ensayos en algunas aplicaciones agricolas relacionadas
con la lectina de Cucumis sativus estudiada.
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