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1. RESUMEN

Recientemente se ha descubierto que las células dendriticas tipo Langerhans son
habiles en el manejo del Virus de Inmunodeficiencia Humana, debido a que su
receptor Langerina se enlaza a los residuos tipo manosa presentes en la proteina de
envoltura externa gpl20 presente en el VIH-1, a diferencia de sus homdlogas
células detriticas, las cuales tras producirse el vinculo célula dendritica—VIH, pueden
ser infectadas. Este hallazgo ha liderado una serie de investigaciones basadas en el
comportamiento de las células dendriticas y sus diferencias.

Adicionalmente, se ha encontrado que el receptor tipo Toll 8 puede potenciar el
estimulo de la respuesta inmune. Otros estudios han determinado que una
secuencia peptidica sola no puede producir por si misma una respuesta inmune
eficaz. Particularmente en infecciones virales, TLR-8 parece tener una actividad
importante a través de una serie de reacciones bioquimicas que siguen la
sefalizacion de cascada correspondiente a la liberacion de interferén alfa e
interleucinas.

En este trabajo se propone el disefio in silico de un nuevo péptido antigénico basado
en el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), con el propdsito de que sea
capaz de estimular al receptor MHC clase Il DR1 en las células dendriticas tipo
Langerhans.

Ademas se ha investigado la estructura tedrica del receptor tipo Toll 8 (TLR-8) para
el cual se ha propuesto una probable estructura tridimensional basada en la similitud
de su secuencia con otras secuencias de conocida estructura terciaria.

Para estimular las células tipo Langerhans, dos moléculas han sido disefiadas in
silico en base a los sitios activos de los receptores tipo Langerina y HLA-DR1
presentes en las células de Langerhans, y se ha determinado que una familia de
ligandos utilizados previamente como estimulante de TLR-8, basados en secuencias
uracilo o sus andalogos artificiales, son eficaces en la potenciacion de una respuesta
inmune, especialmente en casos de infeccion viral.

Esta investigacion Unicamente se centra en el disefo in silico y en el modelaje
molecular asistido computacionalmente. Se prevé que los resultados obtenidos en
esta investigacion puedan contribuir al desarrollo de nuevas vacunas contra el VIH-
1, como parte de una generacion de tratamientos basados en el disefio in silico que
hace uso de tecnologias de vanguardia como el modelaje molecular y la
bioinformatica.

Palabras claves: Antigeno, VIH, Anticuerpo, inmune, bioinformatica, modelaje
molecular, TLR8, Langerhans Langerina, manosa, receptor, modelaje molecular.
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2. INTRODUCCION

18,873 personas son portadoras de VIH en Guatemala segun el estudio presentado
por el Programa Nacional VIH y Sida, del Ministerio de Salud Publica en mayo de
2007. (Garcia, 2007) Tan solo en 2006 se estim6 un gasto total de 21.2 millones de
Délares Americanos, segun el ultimo reporte hasta la fecha UNGASS 2007,
(Galindo, 2007) que cubria al total poblacion en ese momento.

Esta investigacion estd enfocada desde tres puntos de vista: el informatico, que
busca el disefio molecular a través de modelaje computarizado del antigeno y la
determinacién de propiedades farmacoforicas de los sitios receptores en donde por
medio de nanotecnologia computacional y utilizando los cluster de alto
procesamiento, se model6 una macromolécula de la cual se obtuvieron propiedades
fisico-quimicas y que se pretende servira como antigeno.

En el punto de vista bioinformatico, se analizaron bases de datos de secuencias
peptidicas de interés, su porcentaje de identidad y otra informacién de interés
farmaco-biolégico.

En el enfoque quimico se han estudiado las interacciones cercanas moleculares
ligando-proteina, determinando los grupos quimicos relevantes que originan
propiedades farmacoféricas y su mecanismo quimico de reaccién proteina-ligando o
bien proteina-proteina.

Adicionalmente, la investigacibn se complementa con un enfoque biolégico
genético-fenotipico, puesto que es importante analizar las potenciales mutaciones
gue presentan resistencia ante farmacos en gp120 de VIH-1. Para lo anterior, se
utilizaron nuevamente programas de software bioinforméatico que facilité en gran
medida la determinacion de mutaciones de importancia farmacoforica y biolégica,
incorporando principios de la mimética de péptidos como fundamento para crear
nuevos péptidos que puedan generar respuestas inmunes.

En el aspecto inmunolégico, se investigé la forma de estimular una respuesta
inmune controlada mediante la incorporacién de antigenos de disefio que tienen por
objetivo reaccionar directamente en los Receptores tipo Toll de las Células
Dendriticas para crear respuestas inmunes tipo CD2, que se espera desencadenen
la maduracion de Linfocitos Th2 y Ceélulas B con ImM especificas para la
neutralizacion del antigeno, el cual a su vez pretenderd mimetizar la estructura
conformacional de gp120 presente en VIH-1.



3. ANTECEDENTES

Bases Bioldgicas de La Respuesta Inmune a las Vacunas.

Las primeras vacunas desarrolladas en el siglo XX estuvieron orientadas a estimular
las células T, hasta que al final del siglo y en la actualidad, se ha descubierto el
importante rol que desempefian en la inmunidad las células presentadoras de
antigeno, en especial las células dendriticas, las cuales orquestan en un principio la
respuesta inmune, mientras que las células T la manejan (Bot, 2004; Ken, 2006).

Puesto que las células T no pueden percibir directamente un antigeno y se hace
necesaria la célula dendritica para procesar el epitopo a atacar y posteriormente
presentar este antigeno como un producto de las moléculas del MHC a los
timocitos, lo cual crea una respuesta inmune especifica, es necesario contemplar
entonces el proceso bioquimico que esta transformacion conlleva y por tanto, las
nuevas tecnologias en el desarrollo de vacunas han estado encaminadas hacia las
células presentadoras de antigeno (Bot, 2004; Sille, 2005).

El reconocimiento de un antigeno por una célula presentadora de antigeno se lleva
a cabo a través de PAMPs (Patrones Moleculares del Patégeno Asociado), los
cuales interacttan con los Receptores tipo Toll (TLR) que se encuentran en las
células presentadoras de antigeno (CPAs) (Sille, 2005; Akira, 2006; Goreden, 2005).
Los PAMPs pueden ser enlazados entonces a diferentes tipos de TLR como:

PAMP Receptor
Peptidoglicanos TLR4 CD14,
Lipopolisacdridos TLR2 y NOD2
Flagelinas TLR5 TLR3
Cadenas de ADN dobles TLR7y8
guanosin submetilados y cadenas de

ARN simples CpG TLR9
oligodeoxinucledticos contenedores de

citosinas

(Kopp, 2003; Wang, 2005), los cuales son los TLR portados en general por las
CPAs (Ken S et al. 2006).

Las células dendriticas Mieloides son las principales presentadoras de antigeno. El
receptor que activa una respuesta viral en estas es el TLR-8. Segun el trabajo de
Schlaepfer y Speck en 2008, se demuestra la diferencia entre la activacion en
células dendriticas mieloides y plasmocitoides, donde las células dendriticas
mieloides expresan el TLR-8 preferentemente, mientras que las plasmocitoides
expresan TLR-7. Ambas activan la respuesta inmundénega especifica en células
TCD8+, sin embargo TLR-7 demostro activar con mas eficiencia la replicacion en
células linfoides de origen amigdalar, mientras que TLR-8 activd preferentemente
las células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) (Schlaepfer E. 2008).



Desarrollo de la Respuesta Inmune Especifica.

En enlace de un antigeno a un Receptor Tipo Toll de una célula presentadora de
antigeno genera la liberacion de una serie de citosinas como IL-1 y el factor de
necrosis tumoral (TNF), estas inducen al nucleo de la célula a la transcripcion de
genes determinados. Las células dendriticas y otras semejantes como los
macrofagos fagocitan el antigeno, degradandolo en su interior en secuencias mas
simples que luego son ensambladas en el reticulo endopldsmico a los productos
genéticos del MHC. Las secuencias peptidicas obtenidas de este proceso son
expresadas en la membrana celular presentadora de antigeno y estimulan la
maduracion de las células dendriticas a CD1 o CD2 las cuales causan el desarrollo
de una respuesta inmune Thl o Th2 (Lesley-Jane, 1997).

Este proceso se debe a que las células T no pueden tener contacto directo con los
antigenos en estado natural, en vez de eso reciben contacto con los receptores
madurados en las células presentadoras de antigeno, que como se explico, estan
compuestos de una region MHC clase | o Il y una region variable compuesta por
epitopos extraidos del antigeno ingerido por la célula presentadora de antigeno
(Lesley-Jane, 1997).

Si dentro de las células T dentro del timo se encuentran células T que son capaces
de reconocer estos receptores, entonces estas se dividen para dar paso a nuevas
células T que expresaran exactamente el mismo anticuerpo que reconocié la célula
T madre en su membrana de superficie.

Sin embargo, puede ocurrir una mutacion posterior de esta célula T en su
descendencia, dando lugar a células T que producen anticuerpos de mayor
especificidad. Todas las células T que no logran enlazarse a algun receptor
antigénico, mueren en el transcurso de 4-5 dias, mientras que las células T que
logran enlazarse con éxito, pasan a formar parte de las células de memoria, cuyo
decaimiento puede durar semanas y hasta meses en presencia consecutiva del
mismo antigeno.

El desarrollo de células B es semejante, debido a que estas si pueden enlazarse
directamente al antigeno sin necesidad de una célula presentadora de antigeno, sin
embargo, requieren de otras citosinas para desarrollarse. Las células B también
pueden desarrollarse en células B de memoria y células B periféricas (Lesley-Jane,
1997).

Antigenos de Disefio.

Las relaciones Anticuerpo-Antigeno se basan en la estructura peptidica
tridimensional que comprende la serie de grupos quimicos funcionales que
comprenden estos. Entender las reglas de las interacciones quimicas entre
paratopo® del anticuerpo y epitopo® de un antigeno determinado es util para el
disefio de vacunas. Los métodos asistidos por computadora ayudan a modelar in
silico, las estructuras peptidicas del complejo paratopo-epitopo para simplificar el
analisis estructural tridimensional del sitio de reaccion (Edwads, 2000; He X, 2006).

! Paratopo: La parte del anticuerpo que reconoce el epitopo es llamada paratopo.
2 Epitopo: Es la parte del antigeno que es reconocida por el sistema inmune.



La identificacion de la estructura tridimensional del epitopo es la clave para
desarrollar posteriormente posibles soluciones de paratopos afines que seran los
anticuerpos. La estructura tridimensional de epitopos ha sido elucidada por varias
técnicas, la mas moderna es la cristalografia de rayos X. Otros métodos han sido
utilizados con anterioridad para determinar la estructura de epitopos, como la
mutagénesis dirigida sobre el sitio activo del antigeno (Carter, 1986; Szklarz, 1997),
o bien la sintesis peptidica paralela (Frank, 2002; Reineke, 1999) que se basa en la
sintesis de péptidos de traslape que cubren las secuencia antigénica por completo.
En esta investigacion se utilizan los resultados obtenidos por otros investigadores
mediante cristalografia de rayos X, debido a que es una técnica mas rapida,
altamente precisa y ademas se cuenta con el software y el equipo, lo que la hace
més econdmica. Adicionalmente las técnicas bioinforméaticas sobre la localizacion de
epitopos en base a estructuras elucidadas por rayos X han sido ampliamente
desarrolladas (Halperin, 2003; Moreau, 2006).

Los estudios hechos por Geysen y colaboradores en 1984 (Geysn HM et al. 1985)
sobre fiebre aftosa, en los que crea tres péptidos sintéticos que mimetizan epitopos
presentes en el virus de esta enfermedad, dan cuenta de obtener como resultado
anticuerpos con estructuras légicas bien definidas en funcién de los antigenos
incorporados. Demostraron también que el nimero de respuestas antigénicas para
un determinado antigeno es bastante limitado, haciendo la observacion de que en
este caso, Unicamente 2 de los 3 antigenos disefiados e incorporados estimularon
una respuesta inmune.

Se hace énfasis en el trabajo de Geysen, Meloen y Bertelin de 1984 fundado en los
trabajos de Green y colaboradores de 1982 y Bittle y colaboradores de 1982 (Green,
1982; Gittle, 1982; Geysen, 1984), quienes destacan el uso de matrices activadas
para la sintesis peptidica en columna cromatografica. Dichos trabajos que datan de
hace casi 30 afios fundamentan la sintesis peptidica por métodos de sintesis
guimica organica tradicional que prescinde de tecnologias costosas. De hecho en la
actualidad se cuentan con matrices poliméricas activadas de costos menores y
eficiencias elevadas como la sintesis peptidica de fase sélida (He X, 2006), que se
basa en el uso de derivados aminoacidicos 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) y que
cuenta con numerosas empresas que distribuyen los reactivos a nivel mundial.

El trabajo de Kolaster en 1990, demuestra que la base del disefio de péptidos
asistidos computacionalmente se encuentra en las caracteristicas fisicoquimicas de
la proteina a neutralizar, como hidrofobicidad, flexibilidad, accesibilidad y estructura
secundaria, las cuales han sido estudiadas por mas de 25 afios (Kolaskar AS,
1990).

Las mas innovadoras técnicas en la busqueda de epitopos funcionales incluyen el
uso de analisis computacional tridimensional, como el desarrollado por Huang en
2008 en el que se desarrolla un innovador algoritmo computacional para el analisis
de estructuras 3D en epitopos de células B con el fin de mimetizar el sitio activo.


http://en.wikipedia.org/wiki/9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl

Vacunas contra VIH-1 basadas en células T.

Existen fuertes motivos para contemplar la respuesta inmune en células T como la
base fundamental para crear una respuesta inmune eficiente en contra de VIH-1,
estos motivos son (Bette T et al. 2009):

1- Las mutaciones encontradas en VIH responden a un escape biologico al
desarrollo de linfocitos T citotoxicos. (Bhattacharya, 2007; Brumme, 2007;
Rousseau, 2008).

2- La respuesta inmune de células TCD8+ esta directamente relacionada con la
decaida de la carga viral.

3- Los productos HLA del genoma HLA B*5701 y un sitio cercano al gen HLA C
(Almeida, 2007), son frecuentemente encontrados en la respuesta inmune del
huésped y estan relacionados con la produccion de células T.

4- Las células T CD8+ responden a epitopos HIV especificos que pueden ser
asociados con buenas salidas observadas para gente infectada de VIH, HLA
B*5701-positiva (Altfeld, 2003; Kaslow, 1996) y HLA B*2701-positiva (Kaslow, 1996;
Almeida, 2007).

Otro motivo para enfocarse en vacunas basadas en la respuesta inmune de células
T es que estudios en primates revelan que la respuesta inmune puede reactivarse
en animales que ya son portadores del virus.

Vacunas contra VIH-1 basadas en gp120.

La glicoproteina gp120 pertenece a la cubierta de VIH, es la primera glicoproteina
en tener contacto con los linfocitos TCD4 y ésta pertenece al segmento V3 que
también estd compuesto por gp41.

Debido a que gpl20 y gp4l se encuentran unidas y son las responsables de la
primera interaccion virus-célula, ambas se han perfilado muchas veces como
candidatos favoritos para el disefio de drogas y vacunas de inhibicion del contacto
virus-célula. De hecho una gran cantidad de anticuerpos encontrados en el suero de
individuos infectados pueden neutralizar el segmento V3 de VIH, cuyo epitopo es el
principal dominio neutralizante de las cepas de VIH de linea adaptada a células T
(Javaherian, 1989). Sin embargo, probablemente el motivo del fracaso de estos
anticuerpos es la alta mutabilidad que gp120 presenta, y ademas el hecho de que la
conformacién terciaria de gp120 oculta (por su conformacion terciaria) los epitopos
principales de neutralizacion (Rsche, 1988; Kausik, 2006).

La estructura bioquimica de la secuencia V3 de gpl120 de VIH-1 ha sido blanco de
numerosos intentos de mimetizar con el fin de crear inmundgenos eficientes
(Aguilar, 2001; Tolman 1993; Conley, 1994; Richalet, 1994). Sin embargo hasta este
momento aun no ha quedado clara cudl es la verdadera estructura tridimensional de
la regidn V3 entre otros motivos, por su alta tasa de mutacion.

Los esfuerzos para elucidar la conformacion estructural correcta de V3 en gp120
han sido encaminados por dos métodos (Kausik et al. 2006). El primero, consistente
en determinar la estructura bioquimica de V3 por medio de enmascaramiento



antigénico de otras regiones inmunodominantes de gpl120 (Pantophlet, 2003;
Pantophlet R and Burton, 2003).

El segundo método es el disefio de una secuencia V3 que se enlace eficientemente
a los anticuerpos desarrollados por la respuesta inmune, y que de hecho, tal
resultado puede ser utilizado como un inmundgeno (Kausik et al. 2006). El
segmento V3 de gpl20 es muy variable pero dentro de su estructura existe una
region en horquilla-Beta que se conserva (Stanfield et al. 2004).

La estructura de los inmunégenos orientados en esta region suelen ser pequefios,
por lo cual se disefian en forma de péptidos ciclicos unidos por puentes disulfuro, lo
cual permite que la estructura del inmundgeno sea bien aceptada por las células
dendriticas en orden de producir una respuesta inmune apropiada (Kausik, et al.
2006).



4. JUSTIFICACION

En Guatemala se estan desarrollando farmacos por técnicas bioinformaticas, algo
nunca antes trabajado en el pais hasta 2009 (Carrascoza F, Cobar, 2010;
Carrascoza F, Vargas 2010; Carrascoza F, 2009). Esto ha sido posible gracias a la
fuerte inversion en software y hardware realizada por la Direccion General de
Investigacion y el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia en conjunto con la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos.

Estos logros estan produciendo una nueva generacion de potenciales farmacos en
contra del VIH y el la Enfermedad de Alzheimer disefiados in silico, lo cual ha
abierto las puertas a pensar en un desarrollo integral en el disefio de farmacos mas
complejos como las vacunas.

El disefio de péptidos inmundgenos como vacunas, habia estado restringido al pais
debido a las carencias tecnoldgicas que han existido hasta el momento. El disefio
de una secuencia peptidica con actividad dirigida sobre un epitopo especifico era
algo sumamente dificil de obtener sin hacer pruebas de mutagénesis y
secuenciacion peptidica para la elucidacion de sitios activos y posteriormente el
disefio de un inmundgeno, haciéndose imposible si se le afiaden los andlisis de
pruebas clinicas posteriores que son necesarios. El costo econémico, tecnoldgico,
de tiempo y conocimiento de todo esto es muy alto.

La bioinforméatica ha acercado la posibilidad de crear nuevos disefios de
inmunogenos sin la necesidad de realizar previas la sintesis y ensayos clinicos al
azar, necesarios para el disefio. Esta nueva técnica permite hacer una elucidacion y
disefio de inmundgenos de forma inteligente, de manera que en el momento de
hacer una sintesis peptidica y una posterior prueba clinica, se obtienen una
probabilidad de éxito del 80% o superior, debido que ahora es posible analizar
directamente la interaccion en el sitio activo de cualquier péptido que se pueda
diseflar a través de programas computacionales como Autodock y SYBYL que
permiten hacer esto reduciendo el costo a los recursos computacionales, con los
cuales ahora ya se cuentan. Dado esto, la certeza de obtener secuencias peptidicas
eficaces hace disminuir dramaticamente los costos de sintesis, pues ya no es
necesario adquirir cantidades mayores de reactivos que serian utilizados en hacer
pruebas sino que las cantidades son reducidas al igual que el tiempo a lo
estrictamente necesario.

Aunque esta etapa de la investigacion unicamente esta enfocada al disefio de un
inmundgeno eficaz contra el VIH-1, la sintesis quimica del inmundgeno disefiado
como producto de esta investigacion es factible, debido a que nuevas tecnologias
en la sintesis de péptidos han sido desarrolladas, tecnologias que son
suficientemente econdmicas para implementarse en el pais.

18,873 personas son portadoras de VIH en Guatemala segun el estudio presentado
por el Programa Nacional VIH y Sida, del Ministerio de Salud Publica en mayo de
2007 (Garcia, 2007).
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Tan solo en 2006 se estim6 un gasto promedio total de 21.2 millones de dolares
Americanos en 2006, segun el ultimo reporte hasta la fecha UNGASS 2007
(Galindo, 2007), que cubria al total poblacion en ese momento (posterior a 2007 no
se han encontrado presupuestos) la cual tiene un costo anual que supera los 21
millones de Dolares Americanos.

Esta investigacion trata el disefio de un inmundégeno en contra de VIH con énfasis
en la genética de las cepas de VIH-1 que afectan a Latinoamérica y a Guatemala (B
y F), ya que los tratamientos hasta ahora disefiados en Estados Unidos y otros
paises del primer mundo, tienen énfasis en las cepas de VIH-1 que afectan a los
paises de mayor desarrollo econémico (A y E), por lo que es razonable pensar que
los efectos de estos tratamientos no sean iguales en Latinoamérica.
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5. OBJETIVOS

5.1 General.

Disefiar in silico, una secuencia peptidica como potencial inmundgeno en funcion
del Receptor Tipo Toll-8 de las Células Dendriticas y de la glicoproteina 120 del
Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1.

5.2 Especificos.
5.2.1 Disefiar una secuencia peptidica con base en el Receptor Tipo Toll-8
presente en las Células Dendriticas y evaluar la fuerza de enlace quimico TLR8-
secuencia.

5.2.2 Disefio de una secuencia peptidica con base en gp120 regién variable 3 de
gp120 de VIH-1.

5.2.3 Analizar las interacciones entre las dos secuencias peptidicas disefiadas.

5.2.4 Unir ambas secuencias disefiadas y analizar las interacciones entre el
Receptor Tipo Toll-8 y el inmundgeno compuesto.

5.3 Hipotesis

Es posible disefiar in silico, una secuencia peptidica como potencial inmundgeno en
funcion del Receptor Tipo Toll-8 de las Células Dendriticas y de la glicoproteina 120
del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1.
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6. METODOLOGIA

Universo: VIH-1y el sistema inmune humano.

Muestra: Epitopos en Receptores Tipo Toll-8 (TLR-8) y en la Secuencia Variable 3
de gp120 de VIH-1.

Instrumentos a Utilizar:

Software:
Linux Fedora 14

SYBYL de Tripos version 10.2
Autodock 4.01/Autodock Tools
UCFS Chimera 1.2540
Gaussian ‘09 con Gauss View 5

Equipo:

8 Computadores 3.2 MHz AMD Phenom Il x4 955

4 Gb de Memoria Ram/Computador

1 Gb de procesamiento grafico/ Computador

1 Switch 1/10/100/1000 de capacidad de transferencia de datos.

Descripcion de Técnicas Empleadas y Factores.

La elucidacion de los epitopos de importancia en gp120 de VIH-1, el desarrollo de
las secuencias peptidicas, asi como el analisis de TLR-8, se realizaron por medio de
programas computacionales que permiten un analisis exacto con archivos de tipo
banco de dato proteico .pdb (protein data bank), que se recopilardn de la
informacion brindada por autores de articulos que generan estos archivos virtuales
tridimensionales en base a estudios cristalograficos de rayos X , que se encuentran
almacenados en bases de datos como “The Research Collaboratory for Estructural
Bioinformatics” (RCSB), que es un grupo respaldado por Rutgers University, el cual
es el departamento RCSB-SDSC que esta localizado en el Centro de
Supercomputadoras de San Diego (SDCS), Estados Unidos; la “Skaggs School de
Farmacia y Ciencias Farmacéuticas” (SSPPS) de la Universidad de California, San
Diego (UCSD), y el grupo RCSB-BMRB que esta localizado en el Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Winsconsin-Madison. También se tomé en cuenta
“The Word Wide Protein Data Bank” que es el centro de depdsito mundial de
proceso y distribucion de datos .pdb, cuyo respaldo descansa en los grupos RCSB
de Europa, Estados Unidos y Japon.
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Los programas de estudio de estructuras biolégicas macromoleculares que se
utilizaron en este estudio como SYBYL, Autodock y Chimera, fueron seleccionados
por su reconocimiento en la exactitud de la descripcibn atomica, la que se
fundamenta en la interpretacion de algoritmos matematicos que describen los
orbitales moleculares mediante una “malla electronica virtual tridimensional’,
permitiendo predecir los cambios energéticos en funcion de su conformaciones
probables entre el ligando y correceptor (Morris et al. 1998).

Parametros a Utilizar en las Series de Evaluaciones en Autodock 4.01.

Numero de corridas en Algoritmo Lamarkiano: 100

El algoritmo Lamarkiano es el modelo matematico utilizado por Autodock para
calcular las fuerzas de las interacciones ligando-proteina en cada evaluacion. Este
es un algoritmo de mutacion genética en donde se hace cambiar para cada
individuo el “codigo genético molecular”, el cual esta establecido por una secuencia
numeérica referente a los angulos de enlaces que rotan y que componen la molécula,
resultando en una serie de conférmeros diferentes. Se realizaron 100 corridas.

Tamafio de la poblacion: 150 individuos

Esto significa que de cada corrida realizada se seleccionaron automéaticamente los
150 mejores enlaces ligando-proteina, basandose en la energia de enlace calculada
por el Algoritmo genético.

Maximo Numero de Evaluaciones: 2.5 millones
Este parametro establece que dentro de cada corrida se haran 2.5 millones de
enlaces proteina-ligando en diferentes posiciones y conformaciones.

Numero Méaximo de Generaciones: 27,000

Los 2.5 millones de evaluaciones se realizaron en 27 sets 0 generaciones debido a
gue las conformaciones que no alcanzan un nivel 6ptimo no pasan a ser base o
plantilla de la siguiente generacion.

Numero méximo de individuos que sobreviven por cada corrida: 1
Numero de generaciones de las cuales se escoge el peor individuo: 10

Cristalografia de Rayos X.

Esta técnica es la utilizada para la generacién de los archivos .pdb. Consiste en
realizar un escaneo de rayos X sobre un cristal purisimo de la molécula o proteina a
analizar, la cual difracta los rayos X hacia un sensor, el cual determina segun el
angulo de difraccidn, las posiciones atomicas exactas y mediante un algoritmo se
determina las identidades mas probables de dichos atomos. Estos datos son
traducidos por software que interpreta los datos como resultados en una matriz
virtual en tres dimensiones, de la cual se pueden guardar estos datos en archivos de
extension .pdb el cual es un lenguaje que identifica puntos de coordenadas
cartesianas en los planos X, Y y Z para cada atomo, y que es actualmente el
formato de modelaje molecular mas extendido por su uso a nivel mundial.
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Procedimiento.

En términos generales, el procedimiento de disefio de los elementos del complejo se

ha divido en cuatro secciones principales:

e Determinacion de un estimulante del Receptor Tipo Toll-8 presente en las Células
Dendriticas.

e Diseflo de una secuencia peptidica con base en gpl20 region variable 3 de
gp120 de VIH-1.

¢ Analisis de interacciones entre péptido-enzima.

¢ Disefio de una estructura habil de enlazarse al receptor manosa de la Langerina
presente en las células de Langerhans.

Determinacion de un estimulante del Receptor Tipo Toll-8 presente en las
Células Dendriticas.

1. Fue necesario modelar una estructura tridimensional para TLR-8 debido a que la
base de datos en el sitio Protein Data Bank no se encontré ninguna reportada. Para
esto se utilizod el subprograma Biopolymer presente en SYBYL X y asistido con los
sub modulos FUGUE y ORCHESTAR, con los cuales se ha construido una
estructura tridimensional de TLR-8 en base a una secuencia presente en la base de
datos NCBI.

2. En la construccion de la estructura terciaria, se han utilizado los algoritmos
Homostrand, para determinar el esqueleto carbonado de la estructura, métodos
semi-empiricos para modelar segmentos no coincidentes menores a 13
aminoacidos y métodos ab initio para casos de modelaje de algunas cadenas
laterales.

3. Se cre6 un archivo .pdb de un TLR-8 representativo en base al analisis
previamente realizado.

4. Se determinaron de las propiedades bioquimicas y farmacoféricas de TLR-8.

5. Se realizaron enlaces proteina-ligando (docking) a una serie de secuencias de
uracilo y otros ligandos para TLR-8 que son buenos adyuvantes para estimular una
respuesta inmune y que se ligan directamente a TLR-8.

6. La descripcion farmacoférica de CLO75, se realiz6 mediante el modelado
computacional del ligando CLO75 para obtener sus propiedades fisicoquimicas y
bioquimicas.

7. Se determind el sitio de enlace entre CLO75 y TLR-8 utilizando Surflex Dock.

Disefio de una secuencia peptidica con base en gp120 region variable 3 de
gpl120 de VIH-1.

1. Analisis protéico por medio de base de datos de cepas B, Cy F de VIH-1 gp120y
gp41 utilizando el programa computacional Chimera.

2. Se utilizé el programa UCFS Chimera para eliminar residuos de agua u otros
atomos flotantes caracteristicos de las proteinas gp120 obtenidas por cristalografia
de rayos X.
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3. Se analizaron los sitios activos de gpl20, dentro de ellos, se estudid la
variabilidad fenotipica en V3 para determinar su frecuencia de mutacion y sus
aminoacidos determinantes.

4. Se determinaron las propiedades bioquimicas y farmacoféricas de gp120.

5. Se determinaron puntos de enlace farmacoférico relevantes para el receptor DR1
de MHC I1.

6. A continuacién se utilizé SYBYL para disefiar secuencias aminoacidicas que
mimetizan V3 y que pueden ser unidas a DR1.

7. Se comparo la secuencia obtenida, en su estructura con gp120.

8. Se analizaron 60 secuencias diferentes de segmentos V3 de VIH con un
algoritmo creado en lenguaje de programacion C para determinar cuales de estas
secuencias contenian puntos farmacoforicos importantes encontrados en el
complejo gag-DR1 que fue utilizado como referencia.

9. Se realiz6 un muestreo conformacional (conformational sampling) al segmento V3
de gp120 en unidn in silico con DR1. De la misma manera se hizo para los péptidos
artificiales disefiados y también con una secuencia gag de VIH-1 que esta reportada
como capaz de formar complejo con DR1. Los datos de union de enlace y las
conformaciones preferidas se utilizaron como referencia para mejorar los péptidos
disefados.

10. Se compararon y analizaron los resultados de energia de enlace péptido-DR1,
obtenidos por Surflex-Dock para los péptidos estudiados: V3, gag y un péptido
mutante producto de disefio asistido computacionalmente.

Anélisis de interacciones.

1. Se utilizé Surflex-Dock de SYBYL para crear un docking entre CLO75 y la
secuencia peptidica mimetizada con el objeto de evaluar si ambas secuencias
pueden formar un complejo estable, lo cual es una interferencia. CLO75 y el péptido
disefiado no deben enlazase de forma estable debido a que ambas secuencias
estaran integradas en el complejo.

Disefio de una estructura habil de enlazarse al receptor manosa de la
Langerina presente en las células de Langerhans.

Se ha disefiado una estructura capaz de enlazarse al receptor manosa, que es el
receptor Langerina presente en las células de Langerhans. Esto debido a que se
eligi6 este tipo de célula para ser estimulada especificamente con el péptido
inmundégeno debido a la habilidad de las CL para enlazarse a VIH-1 y procesarlo
exitosamente.

De esta manera se aisl6 in silico una estructura manosa simple y una estructura
manosa compleja para determinar afinidades de enlace.
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7. RESULTADOS

La presentacion de los resultados se ha dividido en 4 secciones:

7.1 Determinacion de un estimulante del Receptor Tipo Toll-8 presente en las
Células Dendriticas.

7.2 Disefio de una secuencia peptidica con base en gp120 region variable 3 de
gp120 de VIH-1.

7.3 Andlisis de interacciones entre péptido-enzima.

7.4 Disefio de una estructura habil de enlazarse al receptor manosa de la Langerina
presente en las células de Langerhans.

7.1. Determinacién de un estimulante del Receptor Tipo Toll -8 presente en las
Células Dendriticas.

Creacion de un archivo .pdb de un TLR-8.

Gréafica 1 Modelo de TLR-8




Gréfica 2 Acercamiento de la estructura interna modelada para TLR-8.
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Gréfica 4 Propiedades Bioquimicas de TLR-8

Densidad de Hidrégenos Aceptores Densidad Total de Hidrégenos dadores y
Aceptores

Potencial Lipofilico Potencial Lipofilico-2
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Descripcion Farmacoforica de SEQL.

Tabla 1Constantes y Evaluaciones Farmacoforicas de SEQ1 (CLO75):

Compuesto | CLOGP| CMR |COMFA |ESTERICO |HIDROFOBICO
CLO75 | 3.8688 |7.2116| 102 9.9814 7.6569
. H H ESTERICO Y
Compuesto| ELECTROSTATICO| 55\ ApOR | ACEPTOR | ELECTROSTATICO
CLO75 0.7388 2.8119 3.9612 7.0965

CLOGP: Constante Logaritmica del Coeficiente de Particion Etanol-Agua.
ESTERICO-HIDROFOBICO: Evaluaciones asignadas por Molecular Spread Sheet
de Sybyl®.

CMR: Constante de Refractividad Molar.

COMFA: Evaluacion total de la combinacién de factores farmacoforicos.

H Donador-Aceptor: Factor de Hidrogeno Dadores-Aceptores.

Grafica 5 Estructura Electrostatica de CL0O75

Poisson-Boltzman (isovalor -4.8551) Cargas de Coloumb por Corte de
superficies (Slicing surfaces)
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Cargas de Coulomb en Anélisis de tres
dimensiones

Grafica 6 Estructura Farmacoférica de CLO75

Potencial Lipofilico Potencial Poisson Boltzman
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Gréfica 7 Estructura Farmacoforica de CLO75 (2)

Formadores de Puentes de Hidrégeno Densidad de Aceptores-Donadores de
Hidrégeno

Densidad de Aceptores de Hidrégeno Densidad de Donadores de Hidrégeno

0.042
0.019
0.039
0.018

0.034
0.031

0.017
0.015
0.014 0.028
0.013 0.025
0.012 0.022
0.010 0.020
0.009 i
0.008

0.006

Optimizacion Geométrica de CLO75
Modelo: RHF/PM3

Numero de depositos: 47

30 S shells

P 17 shells

Numero de funciones de base: 81
Numero de electrones: 86

Uso de la simetria molecular:

Molecular de carga: 0

Multiplicidad de spin: 1

Calor de formacion: 241.710 kJ/mol
Debido a la energia de solvatacion
Energia de Solvatacién: SM5.4 / P-39,162
Medidas termodinamicas standard: a 298,15 K y 1,00atm

Entalpia Entropia Cv




J/mol.K J/mol.K J/mol.K

Vibraciones Totales 31.3296 193.9901 215.4925
Ideal Gas 2.4789
Translation 3.7184 177.2573 12.4716
Rotation 3.7184 139.0912 12.4716
Totales 667.1655 510.3386 240.4357

Grafica 8 Docking TLR8-SEQ1

Protomol de TLR-8 Mejor enlace proteina-ligando
: el R e

gL “"'t%{ s ¥
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T

L

Gréfica 10 Docking TLR-8-CLO75—Mejor interaccién encontrada (lera posicién)



CLO75
Docking Crash | Polar | Strain | Total
CLO75 0 | -0.4561 |1.8984 | 0.016 |3.4137
CLO75 001 | -0.4645 | 1.073 | 0.0752 | 3.081
CLO75_002 | -0.389 |0.9929|0.0403|3.1431
CLO75 003 | -0.6826 |1.4087 | 0.0529 | 3.0701
CLO75_004 | -0.5501 |1.7197|0.0913 | 3.0363
CLO75 005 | -0.2624 | 1.0047 | 0.026 |2.7605
CLO75 006 | -0.4583 | 2.2971 | 1.2633 | 1.3628
CLO75_007 | -0.2135 | 0.9144 | 0.0053 | 2.4935
CLO75 008 | -1.2177 |1.9186 | 0.2531 | 2.2843
CLO75 009 | -0.6789 |1.2674|0.4139 | 2.0638
CLO75_010| -0.2334 | 1.0578 | 0.0449 | 2.8782
CLO75 011 | -0.241 | 0.987 |0.0435|2.3093
CLO75 012 | -0.4263 |1.8859 | 0.1361 | 2.4085
CLO75 013 | -0.4799 |1.1448|0.2303 | 2.1529
CLO75 014 | -0.4078 | 1.1191 | 0.0292 | 2.3402
CLO75 015 | -0.5402 |1.1467 | 0.0146 | 2.2444
CLO75 016 | -0.5212 | 1.1537 | 0.2956 | 1.9576
CLO75 017 | -0.4762 | 2.3191 | 0.0661 | 2.3121
CLO75 018 | -0.6564 | 1.5858 | 0.0867 | 2.0104
CLO75 019 | -0.254 |1.0213|0.0167 | 2.8393
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Tabla 2 Analisis de Evaluaciones a las mejores conformaciones del docking TLR8-
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La columna Crash se refiere al nivel de penetracion positiva o negativa del ligando
en la enzima, asi como a la propia interaccién negativa del ligando consigo mismo.
El valor mas pequefio se interpreta como una penetracion favorable.

La columna Polar es una evaluacion basada en la contribucion de Puentes de
Hidrégeno en la interaccion total.

La columna Strain se refiere al nivel de restriccion referente a enlaces que rotan del
ligando en la enzima, siendo valores cercanos a 0 los menos restringidos.

Tabla 3 Analisis quimico de 20 conférmeros de CLO75 en enlace con TLR8

Docking Punteo D PMF Punteo G SCCHOERME DR—SECOR PMFR GR Sggg'\éR
CLO75 000 | -65.3972 -14.6257 -125.982 -6.4448 -71.507 -8.3159 -142.311 -7.4162
CLO75 001 | -65.2952 10.0551 -126.111 -8.9821 -76.1571 24.8691 -150.657 -9.7928
CLO75_002 | -60.9434 | 25.8933 | -121.855 -5.0236 -71.9525 41.1617 -145.398 -5.7827
CLO75_003 | -68.8775 11.2702 -132.221 -6.6689 -72.376 14.8727 -151.195 -6.8951
CLO75 004 | -61.8737 | 12.0606 | -117.107 -8.2458 -75.6961 28.3367 -146.476 -9.4967
CL0O75_005 | -57.847 15.8138 | -107.633 -6.9821 -70.4916 25.9818 -133.353 -8.4873
CLO75_006 | -56.8979 | -15.5659 | -94.2015 -8.657 -74.5703 12.51 -134.785 -8.9489
CLO75_007 | -58.197 11.7221 -105.828 -7.4714 -71.4014 30.4856 -132.774 -8.9188
CLO75_008 | -67.4523 | 25.3236 | -140.225 -8.1198 -75.31 36.9391 -167.163 -8.6656
CLO75_009 | -65.8566 1.1724 -133.27 -11.6992 -73.6497 3.0378 -145.475 -15.8736
CLO75 010 | -52.8749 9.9726 -101.009 -6.8801 -71.6644 28.3534 -135.317 -8.5816
CLO75 011 | -49.947 -14.3025 | -100.174 -8.9699 -60.2757 5.7488 -124.902 -11.2995
CLO75 012 | -55.2897 3.1292 -101.554 -8.6206 -67.5067 9.2435 -123.147 -9.893
CLO75 013 | -60.7454 21.3604 -117.119 -5.5482 -75.2038 37.7519 -144.063 -6.8016
CLO75 014 | -60.2154 22.991 -114.468 -5.3178 -70.4491 39.0088 -138.803 -6.0419
CLO75 015 | -53.5001 42.6946 -122.135 -11.7559 -65.6497 65.8799 -145.849 -11.156
CLO75_016 | -65.2601 1.5894 -130.891 -11.6447 -75.1216 3.9183 -145.978 -15.9774
CLO75 017 | -57.0544 | -16.7403 | -95.6593 -8.3097 -74.5536 17.3909 -135.791 -8.9836
CLO75 018 | -55.4482 6.0412 -106.285 -71.775 -69.1247 24.6394 -122.744 -8.8329
CLO75 019 | -54.7926 16.7605 -98.1705 -6.6969 -69.5788 24.185 -129.096 -8.4928

Punteo D. Evaluacidn relativa la carga y a las interacciones de van der Waals entre
proteina y ligando.

Punteo G. Es una evaluacion que utiliza los enlaces de hidrégeno, el complejo
ligando-proteina y energias internas.

PMF. Es una evaluacioén relativa que toma en cuenta un grupo grande de complejos
de Protein Data Bank y desarrolla energias libres de Helmholtz de las interacciones
de los pares ligando-proteina (Potential of Mean Force, PMF).

Chem Score. Incluye un término de Puentes de Hidrogeno, interacciones metal-
ligando (si existen), contacto lipofilico y entropia rotacional en conjunto con un
término intercepto.

DR_SCORE PMFR_SCORE GR_SCORE (Relaxed Scores). Estas evaluaciones
tienen el mismo significado que D Score, G Score y PMF Score, con la diferencia de
gue han sido tomadas posterior a un relajamiento (relaxed) o minimizacion
energética aplicada al complejo formado por el docking para cada conformacion.
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Tabla 4 Evaluacién total de los conformeros de CLO75 en TLR8 —todos los

parametros-

Conférmero

GLOBAL
CSCORE

CSCORER

GLOBAL
CSCORER

CSCORE

CLO75_000

N

2

CLO75_001

CLO75_002

CLO75_003

CLO75 004

CLO75_005

CLO75 006

CLO75 007

CLO75_008

CLO75_009

CLO75_010

CLO75_011

CLO75_012

CLO75_013

CLO75 014

CLO75_015

CLO75_016

CLO75_017

CLO75_018

CLO75_019

PR R[NP IRPINININIDNGEIN/PFP (WS lwOa|>

PR RP[IAINFPIRPININNDINGEWN/PFP || w o

NN NN IFPFEPINDNINPEDINIEPEINDNIWWIN W

PR R[NP IRPINININDNGEINP (WD w o |

Global Score: Sumatoria global de todas las evaluaciones normalizadas.
CScorer: Evaluacion de Consenso Normalizada y optimizada.

Global Scorer: Evaluacién global de los punteos por consenso.
CScore: Punteos por consenso.
CScore y CScoreR (Relaxed), CScore (Evaluacién Consenso) integra un grupo de
evaluaciones conocidas y funciones para evaluar la afinidad de ligandos enlazados
a sitios activos de un receptor. La fuerza de la funcién de evaluacién individual
combinada para producir un consenso que es mas robusto y exacto que cualquier
funcién de evaluacion para evaluar la interaccion ligando-receptor.
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7.2. Disefio de una secuencia peptidica con base en gp120 regién variable 3 de

gp120 de VIH-1.
Modelaje de SEQ 3

MINIMIZACION DE GAG:
Método: Powell
Terminacioén: Por Gradiente
Inicial Optimizacion: Simplex
Maximo de iteraciones: 100.
Campo de Fuerza: Tripos
Carga: Ninguna

PBC: Ignorado

NB Cutoff: 8.0

Funcién Dieléctrica: Distancia
Constante Dieléctrica: 1.0

Energias calculadas para HLA-DR1 (Kcal/mol):

Se utilizé Tripos Campo de Fuerza Externo
Energia para la molécula: 1SJH

Bond Stretching Energy: 107.306
Angle Bending Energy: 969.874
Torsional Energy: 954.048
Out of Plane Bending Energy: 13.693
1-4 van der Waals Energy: 552.721
van der Waals Energy: -2776.491

Energia Total: -178.849 Kcal/mol

Superposicién de Secuencias

gag PRO GLU VAL* ILE PRO MET* PHE SER¥*
v3-01 PRO GLY ARG- ALA PHE TYR+ ALA THR+
V3-M03 PRO GLY ARG? ALA PHE TYR+ ALA THR¥

ASP GLY THR- SER GLN GLY- THR ALA-
Refx PRO PRO SER* GLN GLU ALA- SEP LEU-

ALA
GLY
GLY
TYR
LYS

LEU SER* GLU GLY

GLN ILE- THR GLY

GLN SER_ THR GLY ASP

PHE ALA- ARG GLY PRO

GLU TYR* ALA PRO PRO ALA

SOOOOOOOOO000000
OO0 00000 000
OUTWH OO RNHFWUIDI000

Gréafica 12 Interacciéon de Serina de GAG VIH-1, en HLA-DR1

/
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7.3. Analisis de interacciones entre péptido-enzima, secuencias GAG de VIH-1

y V3 de gpl120 de VIH-1.

Docking de SEQ 3.

Tabla 5 Punteo Total del Docking Péptido-Enzima

PUNTEO TOTAL
Conformacion GAG V3 V3-M03
_001 -0.2191 2.366 0.2963
~ 002 -0.2965 3.2995 0.1446
_003 -0.7586 1.8972 | -0.3942
_004 -1.5137 1.3393 | -2.7399
_005 -1.0318 0.957 | -3.7249
_ 006 -2.0456 | -2.4688 | -4.6338
_ 007 -2.9385 | -1.3366 | -4.5006
008 -1.957 | -0.8313| -2.0132
_009 -3.3943 | -2.7735| -4.5431
_ 010 -2.2938 | -2.7865| -4.2296
011 -3.8766 0.9304 | -5.6775
012 -8.4679 -1.985| -5.6202
_013 -11.8184 | -2.2807 | -5.1448
014 -12.0057 | -1.7257 | -4.5455
_ 015 -11.4846 | -1.6021 | -6.5258
_016 -12.1374 | -3.7315| -4.5529
017 -12.406 | -0.6521 | -7.0816
_018 -13.1764 | -2.9257 | -6.8187
Tabla 6 Punteo de las Colisiones del Docking entre el Péptido-Enzima
COLISIONES

Conformacion GAG V3 V3-M03
_ 001 -3.6079 -3.441 | -4.8858
_002 -4.197 -2.6353 | -8.1007
_ 003 -3.5565 -2.0305 | -5.2687
_004 -4.0612 -2.2603 | -5.6489
_ 005 -3.3877 -2.6053 | -4.8475
_006 -3.598 -2.8089 | -6.9297
007 -3.9427 -2.5032 | -4.1824
_008 -3.4843 -2.5852 | -5.5571
_ 009 -2.8924 -2.257 | -4.1753
_ 010 -4.8668 -2.3654 | -4.3183
011 -3.1121 -2.3274 | -4.4827
012 -4.4901 -2.4948 | -3.548
_ 013 -2.3771 -3.6333 | -3.4646
014 -4.1042 -3.1235 | -3.74
015 -2.7943 -2.1607 | -3.4635
016 -3.3079 -2.1401 | -3.7571
_017 -4.1419 -3.0659 | -3.8218
_018 -3.3671 -3.0799 | -4.5048
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Punteo D, Evaluacion relativa la carga y a las interacciones de van der Waals entre

proteina y ligando.

Tabla 7 Evaluacion del Punteo D para el Docking entre Péptido-Enzima

Punteo D

Conformacion GAG V3 V3-MO03

001 -664.61 -21.214 | -232.6831
002 -721.188 | -21.2683 | -247.9853
~ 003 -647.981 7.4016 | -197.2796
004 -665.616 | 36.3232 | -193.6979
~ 005 -664.592 | 33.2022 | -180.5016
006 -600.717 | 33.9664 | -179.2308
~ 007 -637.768 | 39.2139 | -160.9809
008 -541.147 | 39.6383 | -160.3994
~ 009 -528.457 | 28.8787 | -136.9841
~ 010 -548.02 30.8243 | -156.1461
~ 011 -512.444 | 41.4454 | -134.5591
012 -222.709 | 32.4187 | -99.3265

013 -95.4827 | 35.9591 | -176.3076
014 -166.038 | 84.5166 | -150.4119
~ 015 -208.669 9.9044 | -173.6044
~ 016 -141.265 60.392 -144.,1084
017 -69.0245 | 55.9422 | -116.9344
018 -149.082 | 16.1936 | -133.8908

Punteo G, Es una evaluacion que utiliza los enlaces de hidrégeno, el complejo
ligando — proteina y energias internas para determinar afinidad enzima-ligando.
Tabla 8 Evaluacion del Punteo G para el Docking entre Péptido-Enzima

Punteo G

Conformacion GAG V3 V3-MO03

~ 001 -664.61 -21.214 | -530.4797
~ 002 -721.188 | -21.2683 | -572.0237
- 003 -647.981 7.4016 | -534.1365
004 -665.616 | 36.3232 | -534.0878
~ 005 -664.592 | 33.2022 | -400.279

006 -600.717 | 33.9664 | -481.4559
_ 007 -637.768 | 39.2139 | -446.428

008 -541.147 | 39.6383 | -434.1833
~ 009 -528.457 | 28.8787 | -385.7588
~ 010 -548.02 30.8243 | -434.3234
011 -512.444 | 41.4454 | -377.2268
012 -222.709 | 32.4187 | -299.2471
013 -95.4827 | 35.9591 | -377.7735
014 -166.038 | 84.5166 | -374.4459
015 -208.669 9.9044 | -379.4305
_ 016 -141.265 60.392 | -354.9174
017 -69.0245 | 55.9422 | -330.9166
018 -149.082 | 16.1936 | -418.8754
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Punteo Global: Es la sumatoria total de las propiedades filtradas y clasificadas
como buenas, regulares o malas. A cada propiedad se le asigna un peso de 1 punto
por ser bien ponderada dentro del limite establecido por SYBYL.

Tabla 9 Evaluacion del Punteo Global para el Docking entre Péptido-Enzima

Punteo Global
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7.4. Disefio de una estructura habil de enlazarse al receptor manosa de la
Langerina presente en las células de Langerhans.

Resultados del Docking SEQ2- Langerina.

A- Epitopos en gp120 para el receptor Langerina.

Grafica 13 Analisis Bioquimico de gp120 de VIH-1
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Puentes de Hidrégeno

Densidad Total de H Don.-Acept.
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Densidad de H Aceptores Densidad de H Dadores

Gréfica 14 Presencia de grupos Manosa en gp120 de VIH-1:
Los grupos se encuentran sefialados en color rojo.

Gréfica 15 Estructuras de grupos manosa presentes en gp120.
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Modelaje molecular para grupos manosa Manl_Man2.
Proceso Ejecutado: Minimizacion Energética/Geométrica, DFT.

31

Minimize (Energy/Geometry) B3ALYP/STO-3G

Tabla 10 Modelaje PM3 para Man9GIcNAc2

Cp = 285.578 cal/(mol K)

Cv = 283.591 cal/(mol K)

Dipole = (-6.428766, -7.968500, 0.871047) 10.275444 Debye
Enthalpy = 754.933 Kcal/Mol

Entropy = 427.020 cal/(mol K)

Gibbs Free Energy = 627.617 Kcal/Mol

Harmonic Zero Point Energy = 0 Kcal/Mol

Internal Energy = 754.340 Kcal/Mol

Se han obtenido los siguientes descriptores farmacoféricos utilizando el programa

SYBYL de Tripos:

Tabla 11 Descripcion farmacoforica de SEQ 2 (Mamosas)

COMPUESTO | CLOGP ESTERICO ELECTROSTATICO | HIDROFOBICO
1| MAN1 MAN2 -7.4413 1.4173 6.3391 0.3387
2 | MAN9GLCNAC?2 - 2.5944 11.2669 0.7666
2 DONADOR
COMSIA ESTERICO Y
COMPUESTO ACEPTOR < Y
DONADOR ELECTROSTATICO ACEPTOR
1| MAN1_MAN2 0 1.478 6.4179 1.0451
2 | MAN9GLCNAC?2 0 3.0192 11.4152 2.1349

Mapas Farmacofdricos paralos grupos Manosas

Grafica 16 Man 9 Potencial Lipof|ilico
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Gréafica 17 Man 9 Potencial Electrostatico
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Grafica 18 Man9 Puentes de Hidrogeno
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Grafica 19 Man9 Densidad Total de Hidrégeno Dadores y Aceptores
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Gréfica 20 Man9 Densidad de Hidrogenos Dadores
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Grafica 21 Man9 Densidad de Hidrogenos Aceptores
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Grafica 22 Estructura De Manl_Man2




Gréfica 23 Potencial Lipofilico De Manl_Man2
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Gréfica 24 Potencial Electrostatico De Manl_Man2

Grafica 25 Formadores de Puentes de Hidrégeno de Manl_Man2
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Gréfica 26 Densidad total de Hidrégenos Aceptores y Donadores de Manl_Man2
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Gréfica 27 Densidad de Hidrogenos Aceptores de Manl_Man2
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Grafica 28 Densidad de Hidrégenos Dadores de Manl_Man2
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Gréfica 29 Cargas Electrostéticas de Poison-Bolzman De Manl_Man2
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Gréfica 30 Enlaces Teoricos y Experimentales de Manosas a Langerina.

Enlaces Tedricos de Manosa a Langerina

Man9GIcNac2-Sitio A

3
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Andlisis de las Mejores conformaciones encontradas par Man1lMan2 'y
Man9GIcNac?2.

Tabla 12 Evaluaciones del Docking Manosas-Langerina.

Conformaciones Ligando Total Crash Polar
1 Manl Man2 000 -0.5008 -0.6152 0
2 Manl Man2 001 -0.7158 -0.1818 0
1 Man9GIcNac2 000 2.132 -5.6676 | 8.9057
2 Man9GIcNac2 001 2.2411 -3.4535 | 8.8538
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Tabla 13 Evaluaciones fisico-quimicas del docking Manosa-Langerina.

Confor. Ligando D_SCORE |PMF_SCORE |G_SCORE |CHEMSCORE
1 Manl_Man2_000 | 19937.057 4.5715 -75.407 -7.6123
2 Manl_Man2_001 |12627.2596| 41.4331 -60.9461 -5.8288
1 Man9GIcNac2_ 000 |-2314.7999 | -111.293 -354.306 -16.0179
2 Man9GIcNac2_001|-1841.1362 | -58.9339 -245.042 -16.5984
Tabla 14 Evaluaciones totales del docking Manosa-Langerina.
_ Ligando CSC | GLOBAL_CS | CSCO | GLOBAL_CsC
Conformaciones ORE CORE RER ORER
1 Manl_Man2_000 4 4 4 2
2 Manl Man2 001 3 3 3 2
1 Man9GIcNac2 000 5 5 5 3
2 Man9GIcNac2 001 4 4 4 2
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
Determinacion de un estimulante del Receptor Tipo Toll-8 presente en las Células Dendriticas.

Creacion de un archivo .pdb de TLR-8

Ha sido necesario realizar un primer modelado (Gréafica 2) para examinar la
necesidad de completar la base de datos presente en FUGUE y ORCHESTRAR, los
resultados obtenidos en el primer modelado no fueron del todo satisfactorios.

El modelaje de la proteina por este método es mucho mas rapido, pero también
implica la necesidad de exactitud en la longitud de secuencias homologas y la
secuencia desconocida para reducir el porcentaje de desviacion real.

Después del primer modelado, fue necesario complementar la base de datos
existente en FUGUE.

Posteriormente, fue necesario realizar minimizaciones energéticas sobre el primer
modelo creado. Adicionalmente se model6 por separado una cuarta seccién de un
segmento perdido.

Los resultados finales para el modelado del Receptor Tipo Toll-8 se presentan a
continuacion:

1059 residuos en total

901 residuos modelados

158 residuos perdidos

0 cadenas laterales perdidas

Las secuencias homoélogas sobre las que ha sido construido el modelo, se
identifican en la base de datos PRODAT que provee SYBYL de Tripos con los
cédigos:

hslxkua
hs2z64a

Adicionalmente se encontré un segmento homélogo que pertenece al TLR1 cuya
secuencia se identifica en la base de datos publica NCBI como

1fyva “Chain A, Crystal Structure Of The Tir Domain Of Human Tir1”

Por lo que, segun las predicciones tedricas desarrolladas con el programa SYBYL
TLR-8 debe tener una estructura circular como se aprecia en la Grafica 1.

Consideraciones: El modelo que se presenta de TLR-8 es el primer modelo de la
familia de receptores tipo Toll intra-citoplasmicos creados.

Dentro de esta familia, se encuentran los receptores de caracteristicas exclusivas
TLR-7, TLR-8, TLR-9 y TLR-10, habiéndose aislado y secuenciado la totalidad de
ellos.
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Ninguno de estos ha sido cristalizado y examinado por difraccion de Rayos X. Las
secuencias utilizadas para crear el presente modelo tuvieron una identidad entre sus
aminoacidos que oscila entre 28 y 34 %, cuando se considera el limite de identidad
para relacionar una esqueleto estructural el 32% de identidad, por lo cual, muchos
de los segmentos (loops) presentes tuvieron que ser modelados por célculos semi-
empiricos tipo POWELL (el cual también esta formulado por SYBYL), asi mismo las
cadenas laterales.

Tomando en cuenta que la mayoria de los otros receptores tipo Toll (TLR1-6) tienen
diversas otras estructuras, se considera probable que efectivamente TLR-8
mantenga cierta semejanza en su estructura terciaria con los otros receptores. En
este sentido, se puede considerar que si los otros receptores tienen una estructura
terciaria no circular, pero si con forma de herradura y otros simplemente estructura
tubular recta o semi-recta, no es dificil sugerir que el modelo TLR-8 obtenido tiene
forma de herradura y probablemente se encuentra colapsado debido a que las
secuencias estructurales utilizadas por homologia para el modelo de TLR-8 estan
basadas en estos otros TLR que de hecho son mas pequefios.

Esta hipo6tesis debe corroborarse con resultados experimentales.

TLR-8 posee 1058 aminoacidos mientras que una proteina de gran tamafio
promedio posee entre 400 y 500 aminoé&cidos. Esto hace dificil la manipulacién de la
proteina tanto experimentalmente como in silico.

901 residuos modelados-158 residuos perdidos.

Debido a los parametros de modelado utilizados por SYBYL, este no permite
facilmente el modelado de segmentos que no encuentran homologia.

Dentro de los segmentos que no encontraron homologia que fueron 13, cuyos
aminoacidos suman 158/1058 en total, SYBYL permite modelar estos aminoacidos
mediante calculos semi-empiricos siempre que no excedan los 9 aminoacidos de
longitud, probablemente debido a los recursos computacionales necesarios para
crear estos modelos y al porcentaje de error de diferencia creado entre segmentos
modelados por homologia y segmentos modelados por métodos mecano-cuanticos.
Si en un caso determinado el segmento modelado semi-empiricamente y el resto de
la proteina modelada no coinciden por un minimo de distancia entre los aminoacidos
gue conectan los segmentos, SYBYL-ORCHESTAR rechaza el segmento modelado
y reporta que ningin modelo puede ser propuesto para el segmento en cuestion.

Es por esto que estos 158 residuos no se han podido modelar utilizando
ORCHESTAR.

Sin embargo, actualmente se considera la probabilidad de modelar estos segmentos
por separado utilizando métodos semi-empiricos dentro de SYBYL o con otros
programas, pero el costo computacional de este desarrollo es muy alto respecto al
tiempo y los recursos dentro de los que se trabajo esta investigacion.

Validez del modelo.

Este modelo se considera valido unicamente para los fines de este proyecto, puesto
gue se trata de determinar el o los potenciales sitios activos para SARN presentes
en TLR-8, con el fin de determinar la afinidad los sitios activos en el modelo.

El presente modelo de TLR-8 no se considera valido para fines de publicacion.
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Dados los motivos anteriores, es necesario refinar por minimizaciones energéticas la
totalidad del modelo y considerar ademas el gran tamafo de esta proteina para
modelarla utilizando recursos computacionales mas amplios.

En la grafica No.3, donde se muestra el mapeo de Ramachandran para los
aminoacidos modelados en TLR-8, puede observarse que la mayoria de
aminoéacidos modelados se encuentran en zonas Optimas para el modelo de TLR-8
presentado. Algunos aun se encuentran fuera de las regiones permitidas.

Interpretacion de los puntos en las graficas Ramachandran.

Los puntos son coloreados de la siguiente forma:

Magenta Residuos de Glicina

Azul Residuos de Prolina

Blanco El resto de residuos.

Los puntos son ubicados en base a 4 columnas:

Phi  El valor del angulo phi

Psi  El valor del &ngulo psi

Tipo 1 (glicina), 2 (Prolina) o 3 (todos los otros tipos de residuos)

Posicion 0 (residuo terminal), 1 (nacleo), 2 (permitido), 3 (generoso), 4 (prohibido)
La gréfica estadistica Ramachandran resalta cuatro regiones representando varios
niveles de preferencia conformacional para residuos.

Los contadores son coloreados de acuerdo al numero de residuos en una matriz
10x10 como sigue:

Rojo Region nicleo; contiene 100 0 mas residuos por caja.

Amarillo Regiones permitidas; contiene 8 o mas residuos por caja.

Verde Region generosa; extendida por 20° alrededor de las regiones
permitidas.

Todos los demas Regiones prohibidas; tipicamente solo residuos Glicina.

Informacién Adicional

Las estructuras proteicas de alta calidad seleccionadas para generar el mapa
estadistico Ramachandran fueron obtenidas de la lista de 685 proteinas
establecidas por Hobohm and Sander y muestran al menos 25% de similitud en
secuencia desde octubre de 1997 en sus versiones PDB. ( Sander, 2010; U,
Hobohm, 1992; U,Hobohm, 1994)

Estudio Bioquimico de TLR-8.

Se realiz6 un mapeo completo de las propiedades bioquimicas de TLR-8 al modelo
virtual (Grafica 4).

La grafica de Potencial Eléctrico revela propiedades particulares en ciertas regiones
gue no son facilmente perceptibles en las otras graficas, la zona intensamente azul
observada delata una region altamente electronegativa que puede representar un
potencial sitio activo.

En general se observd que la mayor actividad farmacoférica caracteristica de la
bioguimica de TLR-8 proviene del area interior del receptor, debido a una gran
presencia de aminoacidos altamente polares como Arginina y Asparagina, que
probablemente tienen interaccion directa con los residuos uracilo presentes en las
cadenas de ARN simple propias de los virus.
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Descripcion Farmacoforica de SEQL.

La Tabla 1 describe las caracteristicas fisico-quimicas encontradas para CLO75
como producto del modelaje molecular realizado a este.

CLO75 se usa actualmente en ensayos de vacunas como un potente coadyuvante,
estimulante de la respuesta inmune para péptidos experimentales.

Puede observarse que su CLOGP es cercano a 5, el valor 3.86 se considera como
muy bueno y supera al valor promedio de las drogas aprobadas por la FDA (2.56).

La Grafica No. 5 describe la estructura electrostatica de CLO75, esta informacion es
importante para entender las interacciones enzima-ligando durante el docking
realizado a este compuesto contra TLR-8.

Puede observarse que CLO75 posee grupos farmacoféricos muy activos
electrostaticamente (principalmente amino) que mimetizan el tipo de estructura
guimica presente en los grupos uracilo, los cuales son detectados por TLR-8.

La grafica No. 6 muestra las propiedades bioquimicas de CLO75 y en ella se puede
apreciar que este posee un lado hidréfobo y un lado hidrofilo.

El mapa de hidrégenos dadores y aceptores se complementa con el andlisis
electrostético sefialando, que son los grupos aminos los formadores de Puentes de
Hidrégeno, siendo entonces esta la caracteristica farmacoférica sobresaliente de
este compuesto.

Propiedades farmacolégicas de SEQ 1 CLO75.

CLO75 (conocido también bajo el nombre comercial 3M002) es un derivado de
tiazoloquinolona que estimula TLR-8 en las células mononucleares de sangre
periférica. Activa NF-kB y activa preferentemente la produccién de TNF-ay IL-12.
CLO75 también parece inducir la secrecion de IFN a través de TLR-7 pero en menor
medida.

Para ver una lista de otros estimulantes sintéticos de TLR-8 consultar la seccion de
Anexos.

Docking TLR8-SEQL1.

Se utiliz6é un proto-modelo (protomol) para el Receptor Tipo Toll-8 (TLR-8).

En la Grafica 8 izquierda, el proto-modelo se puede apreciar como un area de
volumen tridimensional en color gris que se ubica en el centro del TLR-8.

TLR-8 a su vez esta representado en esquema de barras y bolas.

Una vez construido el proto-modelo, fue posible encontrar facilmente las mejores
posiciones de enlace.

En la grafica derecha se muestra el enlace de CLO75 a TLR-8 que presentd los
mejores valores de union enzima-ligando.

CLO75 esta representado en esquema de barras y bolas rodeado por un campo de
van der Waals mapeado con una superficie de potencial electrostatico.

TLR-8 se representa simplemente en esquema de barras y lineas.

Como producto del Docking entre TLR-8 y CL0O75, fue posible determinar areas
sensibles al enlace entre CLO75 y TLR-8, dichas areas sensibles se han establecido
como regiones de enlace probables para CLO75 en este receptor.
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Se encontr6 que TLR-8 tiene una estructura partida en dos regiones, dada su forma
curva-semicircular, se distingue una region interna compuesta por aminoacidos
altamente reactivos, que son facilmente identificados en sitios de reaccion
enzimatica como Arginina, Asparagina, etc. Estd area se encuentra cubriendo la
totalidad de esta zona interna.

Como puede observarse en la seccion [Docking TLR8-SEQ1] en la Gréfica 8
[Protomol de TLR-8] en donde el proto-modelo cubre esta zona.

Por tanto se encontré que por lo menos los mejores 10 docking enzima-ligando
reportados, poseen valores de evaluacion quimica y de unién enzima-ligando muy
semejantes.

Se considera que los resultados obtenidos por el programa SurflexDock y
reportados como primera posicién en las evaluaciones, son producto de una mejor
conformacién encontrada por el programa en un sitio especifico del receptor, esto
debido a la notable similitud entre todas las evaluaciones como se muestra en las
gréficas siguientes.

En la Grafica 9 (Docking TLR8-CL075-3 primeras posiciones oOptimas) el ligando
CLO75 se encuentra representado en color rojo, mientras que TLR-8 en color verde.
Pueden observarse dos sitios de unién diferentes de CLO75 en la enzima para estas
3 primeras posiciones.

Mientras que la Grafica 10 (Docking TLR8-CLO75-Mejor interaccion encontrada)
muestra un detalle de las interacciones electrostaticas entre CLO75y TLR-8.

En esta grafica, CLO75 esta representado en una volumetria de fuerzas de van der
Waals y los colores representan la clase de atomo, verde H, azul N, amarillo S.
Puede verse un Puente de Hidrégeno en CLO75 representado por un color celeste.
De forma semejante, TLR-8 se encuentra representado por una volumetria de
fuerzas de van der Waals mapeado con un potencial eléctrico en su superficie, de
manera que se puede ver facilmente el nivel de penetracion que alcanza CLO75 en
TLR-8 y el tipo de interacciones que se desarrollan, entre ellas, el grupo amino
(NHy) presente en CLO75 forma Puentes de Hidrogeno con una cetona presente
entre los aminoacidos de TLR-8; el grupo sulfuro se encuentra estabilizado con una
molécula de Arginina; el grupo etilo en CLO75 parece interactuar con otros grupos
polares en TLR-8, esto explica algunos valores polar (o de interaccion polar) en la
Tabla 2 elevados entre la enzima y el ligando.

En la Grafica 11, TLR-8 se encuentra representado en una volumetria de van der
Waals opaca y mapeado en su superficie con potencial electrostatico, en donde el
color azul representa areas mas electronegativas y el color rojo las mas
electropositivas (ver escala a la izquierda).

CLO75 se encuentra representado en esquema de bolas y barras, se puede ver
como el area aroméatica de CLO75 interactia con areas mas neutras y el area amino
de CLO75 forma Puentes de Hidrégeno. A su vez el Azufre se orienta hacia un area
mas electropositiva.

En el caso de la cadena lateral carbonada de CLO75, no se encuentra en posicion
favorable, pero el efecto inductivo de los &tomos de Ny S en CLO75 mejora segun la
posicion encontrada por el conférmero.
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En la Tabla 2 (Analisis de Evaluaciones a las mejores conformaciones del docking)
la columna “Total” se refiere a un sistema de evaluacion semejante que toma en
cuenta la sumatoria de los otros tres factores. Segun estas evaluaciones la mejor
posicion tiene un valor de 3.41.

La Tabla 3 Muestra los mejores conférmeros encontrados para el docking CLO75-
TLR8 respecto a sus evaluaciones fisicoquimicas.

Los primeros dos conformeros de la lista componen la mayor probabilidad de
geometria para CLO75 segun estos resultados.

Una simplificacion de todas las evaluaciones se muestra en la Tabla 4, en donde a
cada conformero se le ha asignado 1 punto por cada valor fisicoquimico
considerado como 6ptimo.

Las evaluaciones de consenso son evaluadas entre 1 y 5, donde 5 significa que
todos los parametros que componen la evaluacion consenso (G Score, D Score,
Chem Score, etc.), son buenos. Si la evaluacion se encuentra entre 3-5 el candidato
debe evaluarse, si se encuentra con un valor de 0, el candidato se considera malo y
debe descartarse.

Anélisis de Aminoacidos de Interaccion.

Para CLO75 se encontraron varios aminoacidos de interaccion, debido a que este
puede encontrarse bien ubicado en varias zonas de TLR-8.

Sin embargo, se analizan aqui las primeras tres posiciones consideradas como
optimas entre la lista obtenida de conférmeros y que por tanto poseen una alta
probabilidad de ser el sitio activo de eleccién en un escenario real.

En el caso de CLO75 000 los aminoacidos de interaccién fueron ASN484, sus
grupos amino y carboxilo interactian con el anillo aroméatico y la cadena alifatica de
CLO75 respectivamente. PHE 485 posee la misma interaccion entre su grupo
carboxilo y la cadena alifatica de CLO75.

Grafica 31 CLO75, estructura quimica.
NH,

También se considera importante la accién de ARG 483 que posee una interaccion
cercana de su grupo de cadena lateral con los a&tomos de Ny S en CLO75.

En los casos de CLO75 001 y CLO75_ 002, las interacciones cercanas para
CLO75_001 son LEU 666, SER 665, ASP 645 donde estos aportan sus grupos
carboxilo a los anillos aroméaticos de CLO75.

Mientras que en el caso de CLO75_002, TRP 642, ASP 644 y ASN 643, estos
aportan sus grupos amino de cadena y de grupo R a los anillos heteroatdmicos de
CLO75 especialmente orientados a los grupos Sy N.



44

Tanto CLO75_001 como CL0O75_002 se encuentran ubicados en la misma posicion
en el docking realizado a TLR-8 por lo que se analizan juntos desde el punto de
vista de que la posicion de CLO75 en este sitio puede cambiar.

Disefio de una secuencia peptidica con base en gpl120 region variable 3 de
gpl120 de VIH-1.

SEQ 3 fue disefiada en base a una secuencia de la region variable 3 de gp120 de
VIH (V3).

Previo al disefio se escribi6 un programa en lenguaje C esperando encontrar
mejores secuencias peptidicas de enlace para DR1 que es el receptor tipo MHC
clase Il presente en la células dendriticas.

El programa fue aplicado a la base de datos de secuencias peptidicas Protein de
NCBI (The National Center for Biotechnology Information advances science and
health, de Estados Unidos).

En la seccién Anexos, se encuentra el programa escrito para la determinacion de
Inmundgenos en secuencias V3. Se estudiaron 60 secuencias presentes en la base
de datos.

Los pardmetros de busqueda del programa se centraron en identificar cualquier
residuo en las posiciones farmacoféricas determinadas por la presencia de
formadores de Puentes de Hidrogeno. No se encontrd ninguna secuencia
coincidente con estos parametros de busqueda.

Este resultado es concordante con el docking realizado a una secuencia estandar
V3 en el receptor MHC clase Il DR1 que revelé una muy baja afinidad del segmento
V3 por DR1.

Entre los motivos principales de esta baja afinidad, se encuentran tanto la
conformacién terciaria de V3 la cual es semejante a una V, asi como al hecho de
gue las secuencias V3 de gpl20 todas carecen de la presencia de alguno de los
formadores de Puentes de Hidroégeno importantes para el enlace a DR1.

Cabe resaltar que para que una secuencia peptidica pueda estimular la creacion de
anticuerpos, también se necesita que el receptor de la célula B o CD4 pueda
reconocer el segmento ligandose exitosamente en una complejo Receptor B-
peptido-DR1. Los detalles se estudian a continuacion.

Para la determinacion de las secuencias peptidicas que pueden ser utilizadas como
potenciales inmundgenos, fue necesario realizar un analisis farmacoforico sobre los
grupos quimicos funcionales presentes en las cadenas R de los aminoéacidos
presentes en el sitio activo de DR1 y que entran en contacto directo con las
secuencias peptidicas que crean inmunidad.

En el trabajo de Zavala y colaboradores en 2004, se determinaron las posiciones de
aminoacidos farmacoféricamente importantes. Seguidamente, se estudié cuales de
estos aminoacidos pueden tener aminoacidos farmacoféricamente equivalentes
para ser substituidos en estas posiciones con el fin de “mimetizar’ el péptido V3
original con uno no nativo, que posee diferentes aminoacidos y que es capaz de
ligarse efectivamente a DR1 y estimular la produccién de un anticuerpo que
neutralice a este péptido y a la secuencia V3.



45

A continuacién se presenta una secuencia gag que posee una conocida actividad

inmune.
GAG PRO GLU VAL* ILE PRO MET* PHE SER* ALA LEU SER* GLU GLY PG 13 AA

Donde gag tiene 13 aminoacidos y se ha comprobado que se enlaza exitosamente a
DR1.

Se pueden afadir otros 3 aminoacidos para complementar la secuencia normal de
16 amino&cidos que se enlazan a DR1 haciendo un pg 16.

Pgl13 es inactivo, a pesar de que contiene las posiciones clave y que se enlaza
exitosamente a DR1. La falta de éxito, probablemente se encuentra en el
intercambio peptidico entre DR1y TCells.

Equivalencias importantes para DR1

Grupos R EQUIVALENTES:
VALINA: -CH CHs; CHs ILE LEU ALA
METIONINA: -CH, CH, S CH; PHE CYS TRP HIS
SERINA: CH (NH,) CH, OH THR CYS ASP GLU ASN

Disefio de SEQ 3.

La secuencia objetivo de VIH-1 estudiada fue la region variable 3 de gp120.

Dentro de esta, se tom6 una secuencia previamente reportada por X.JIANG y sus
colaboradores en 2010, en el archivo .pdb presente en Protein Data Bank bajo el
cbdigo 3MLZ y que se obtuvo por medio de analisis por difraccion de rayos X.

De este se extrajo la siguiente secuencia:

V3 THR ARG LYS GLY ILE ILE GLY PRO ARG GLY ALA PHE THR ALA THR GLY
GLN ILE THR GLY ASP.

De la misma manera, se extrajo una secuencia de un segmento gag de VIH-1, el
cual estaba presente en el archivo 1SJH.pdb también presente en Protein Data
Bank y provisto por Z. ZAVALA-RUIZ, del cual también se extrajo la estructura
tridimensional virtual de HLA-DR1. La secuencia gag fue la siguiente:

GAG PRO GLU VAL* ILE PRO MET* PHE SER* ALA LEU SER* GLU GLY

Donde el signo (*) resalta las posiciones con grupos farmacoféricos importantes
para el correcto enlace proteina-ligando.

Condiciones:

Para DR1

P1y P6 deben ser hidrofobicos, P4, P7 y P9 pueden contribuir, estos atributos son
especificos para la secuencia GAG estudiada por Zavala-Ruiz, sin embargo se
decidio utilizarlos como base para la incorporacion de V3.

Para el correcto enlace Células T-SEQ 3:

‘La remocion de residuos adicionales de tanto las terminaciones C o N de la
secuencia gag derivada (de longitud 16 aminoacidos) PEVIPMFSALSEGATP
(Gag[PP16]) resulta en una abrogacion de la activacion de las células T” (Zavala et
al. 2004).
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“La horquilla C-terminal es requerida por la activacion de las células T.
La sustitucion de Alanina por las posiciones 1, 2 5y 13 tienen draméaticos efectos en
la adhesién del péptido.” (Zavala et al. 2004).

Las anteriores limitantes se encuentran en contexto con la formacion de Puentes de
Hidrégeno que estabilizan el péptido huésped en HLA-DR1, por lo cual se estudio
para el disefio de la secuencia V3 entrante, tratar de conservar la presencia de
estos Puentes de Hidrogeno en las posiciones mencionadas, como también la
presencia de grupos lipofilicos que puedan interactuar favorablemente con el sitio
activo de la enzima receptora.

Al analizar en detalle las interacciones lipofilicas de los segmentos determinantes
del residuo GAG dentro de DR1, se puede observar que:

Las interacciones de Serina 44 (P9), tienen contactos lipofilicos cercanos con
MET73, TRP9y TRP61.

Sin embargo, los Puentes de Hidrogeno que forma SER44 se describe de la
siguiente forma:

NH dador a C=0 en ASNG69.

ASNG69 aceptor a NH dador en SER44.

Entre las interacciones de SER 41 (P6) la mas importante es el Puente de
Hidrégeno formado por:
OH dador en SER42 a A/ASP66 EN OCO..

Las interacciones MET 39 con ASN 62 y GLN 9 también son de formacion de
Puentes de Hidrogeno. Estas son:

ASN 62 Nam H dador a O aceptor en Met39.
GLN 9 Nam H dador a O aceptor en MET 39.
GLN 9 O=C aceptor de H Nam dador en MET 39.

Las interacciones en VAL 36 de Puentes de Hidrégeno encontradas fueron con SER
53 en gag:

SER53 O=C aceptor de H Nam en VAL 36.

Sin embargo en VAL 36 también es evidente la interaccion alifatica de su grupo R
con VAL 85y con GLN9 en gag.
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Grafica 32 Formacion de puentes de hidrogeno entre GAG de VIH-1y HLA-DRL1.
Aminoacidos en color azul representar cadenas R polares. Aminoacidos en color
Naranja representan cadenas R apolares.

Superposicion de Secuencias
gag PRO GLU VAL* ILE PRO MET* PHE SER* ALA LEU SER* GLU GLY
v3-01 PRO GLY ARG- ALA PHE TYR+ ALA THR+ GLY GLN ILE- THR GLY

El signo (-) significa alguna discordancia, el signo (+), acierto relativo, (?) no se ha
estimado el efecto de esta cadena lateral.

En el caso Valina-Arginina, en ambos existe la posibilidad de formar Puentes de
Hidrégeno, sin embargo Arginina es considerablemente diferente, ademas de que
arginina normalmente es un donador de Hidrogeno.

Gréfica 33 Superposicion de Secuencias durante el Disefio de SEQ 3, V3-GAG de
VIH-1.

En verde se aprecia V3, mientras que en color naranja GAG, las lineas verdes con
puntos naranja son los atomos coincidentes entre ambas secuencias. El esqueleto
aminoacidico de V3 ha sido forzado a coincidir con la estructura terciaria de GAG.

Entre Metionina y Tirosina, ambos poseen capacidades relativas como donantes,
Tirosina posee un grupo fenilo que la hace habil para interactuar en ambientes
lipofilicos y ademas tiene un OH que es un buen dador para formar Puentes de
Hidrégeno.
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Serina, que posee un grupo alcohol CH,OH, encuentra una diferencia volumétrica
significativa comparada contra THR.

El caso mas discrepante podria ser la segunda molécula de Serina, que tiene por
diferencia a una Isoleucina, la cual es totalmente hidréfoba.

V3-M03 (SEQ?3).

V3-M03 es el mutante disefiado en funcion de la secuencia de V3. V3-M03 contiene
1 mutacion que es ILE/SER.

La Isoleucina en posicion 12 se ha sustituido por un grupo formador de Puentes de
Hidrogeno, adicionalmente se ha utilizado ASP para extender la longitud de la
secuencia a 14 aminoacidos, de esta manera se ha logrado mejorar
significativamente la habilidad de enlace del péptido V3 a DR1.

Ademas, esta secuencia evade el problema estructural geométrico referente a la
forma de V del segmento variable 3 de gp120.

La forma no lineal del mismo se considera como uno de los mayores problemas de
estabilidad-probabilidad para enlazarse de V3 a DRL1.

v3-01 PRO GLY ARG- ALA PHE TYR+ ALA THR+ GLY GLN ILE- THR GLY

V3-M03 PRO GLY ARG? ALA PHE TYR+ ALA THR* GLY GLN SERTHR GLY ASP
V3-MO03inverso ASP GLY THR- SER GLN GLY- THR ALA- TYR PHE ALA- ARG GLY PRO
Refx PRO PRO SER* GLN GLU ALA- SEP LEU- LYS GLU TYR* ALA PRO PRO ALA

Se ha utilizado otro esquema de enlace expresado en la secuencia Refx que
pertenece a una secuencia extraida de un péptido enlazado exitosamente a DR1 en
donde no se observan las tipicas posiciones que forman Puentes de Hidrégeno
previamente estudiadas en gag, y que sin embargo es muy estable.

Este nuevo esquema de enlace, que fue mimetizado en V3-M03, resultdé en la
formacion de 5 Puentes de Hidrégeno que en teoria alcanzan una gran estabilidad.
GAG posee en términos generales, una estabilidad mayor (ver Tabla 5).

Las colisiones de los conférmeros de V3-M03 pueden interpretarse como una menor
habilidad para encajar apropiadamente del péptido mutante respecto a GAG, V3
incluso encaja mejor que el péptido GAG, pero V3 no tiene las probabilidades de
formacién de enlaces estables que tiene GAG, por esto GAG es mejor evaluado en
consenso respecto a V3.

V3-M03 se encuentra en un punto intermedio mostrando la segunda conformacion
de este como muy mala con -8 puntos en sus evaluaciones de choque donde el
valor 6ptimo es 0.

La evaluacion de choque de V3-M03 se ve compensada por las evaluaciones
fisicoquimicas que miden las energias internas y de enlace de Puentes de
Hidrégeno (Punteos D y G, tablas 7 y 8).

Estas evaluaciones son determinantes para la prediccion teorica de la habilidad de
ligarse de V3-M03 a DR1.

El punteo D, que relaciona las interacciones electrostaticas entre V3-M03 y DR1 en
forma global, se encuentra en la escala de -160 kcal/mol para V3-M03, -500 para
GAG y -40 para V3, siendo V3 el menos estable debido a que es el que posee la
menor energia libre de enlace.

De esta forma, es probable comprender la capacidad que posee V3 para encontrar
interacciones electrostéticas favorables respecto a GAG y a V3.
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El punteo G, que es un término que relaciona directamente la energia interna y la
fuerza de enlace de Puentes de Hidrégeno, rinde un valor promedio de -420
unidades para V3-MO03, alrededor de -500 para GAG y -40 para V3.

Estos datos muestran de forma mas clara, que es posible teéricamente alcanzar una
estabilidad de enlace para V3-M03 muy semejante al péptido GAG, lo que describe
a este mutante como un potencial péptido capaz de crear una respuesta inmune.

Los valores estadisticos globales de evaluacion para V3-M03 se reflejan en los
punteos globales para los 20 mejores conférmeros de los 3 péptidos (Tabla 9).

En esta tabla, puede observarse que 11 de los 20 conférmeros del péptido GAG
poseen las 5 evaluaciones fisicoquimicas con un punteo excelente, V3 solo posee 1,
y V3-MO03 posee 4.

A pesar de que la evaluacion global parece mala para V3-M03, es necesario
recalcar que en esta evaluacidon global se le otorga igual importancia a todas las
evaluaciones, pero las mas determinantes para la formaciéon de enlace en
parametros fisicoquimicos pueden ser el Punteo Gy D.

Gréfica 34 V3-M03 en complejo con DR1.
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Arriba de la grafica 34: Se muestra Unicamente el sitio activo de DR1 en enlace con
V3-M03.V3-M03, que esta cubierto por un campo de van der Waals mapeado con
un campo electrostatico.

Abajo: Sitio Activo de DR1 (color morado) en enlace con V3-MO03, seccién lateral.
Puede observarse que V3-M03 forma 5 Puentes de Hidrégeno con DR1 y que V3-
MO3 se encuentra ubicado en una posicidon horizontal respecto a la abertura que
crea el sitio activo de DR1. Puede observarse también que V3-M03 no es lineal, una
parte del péptido sale de DR1, esto es conveniente puesto que puede facilitar la
formacion del complejo DR1-V3-M03-Receptor de células B/T.

Modelaje de V3.

El modelaje de SEQ3 se realiz6 dentro del proceso de Docking, debido a que el
subprograma Surflex-dock incorporado en SYBYL X (de Tripos) permite realizar un
pre-modelaje y un post-modelaje a las estructuras tanto ligando como enzima
utilizando el algoritmo POWELL desarrollado por el mismo programa.

Los detalles de las minimizaciones energéticas realizadas por SYBYL se observan
en la seccion de resultados:

El modelaje de SEQ 3, en donde se muestran los detalles del docking para la
secuencia GAG, la cual también se sometié a docking y modelaje como punto de
referencia para la secuencia V3 estudiada.

Docking de V3.

Utilizando Surflex-Dock (subprograma de SYBYL X), se determinG que el segmento
Arginina de la secuencia V3 estudiada, provocé multiples colisiones internas dentro
del sitio del ligando, por lo que en teoria, indicaria que el péptido/ligando podria ser
expulsado de la ranura de DR1.

Surlflex-Dock fue habil al predecir correctamente la conformacién terciaria mostrada
por la secuencia de 13 aminoacidos extraida de V3 que estad en concordancia con
los datos experimentales obtenidos por cristalografia de rayos X.

Los resultados de la comparacion de docking realizados tanto a GAG como al
segmento V3 de 13 aminoacidos, se muestran en las Tablas 5-9.

Es necesario crear mas disefios de secuencias que mimeticen exitosamente a V3 'y
gue sean habiles de unirse, tanto a DR1 como a los receptores de los linfocitos T.
Existe el problema de que una secuencia habil de enlazarse a DR1, puede no serlo
para enlazarse a los receptores de las células T/B y esta investigacion solamente se
ha enfocado en la relacion péptido-DR1.

Basandose en el punteo global clasificado por SYBYL para los péptidos evaluados
(Tabla 9), el indice marca que en V3 solamente se ha obtenido una conformacion
estable de 20 mejores seleccionadas, mientras que GAG que es una estructura
obtenida por cristalografia de Rayos X y experimentalmente corroborada como
estable, Surflex-Dock predijo coherentemente que 12 de 18 de sus conformaciones
mas probables son estables.

Esto se puede interpretar como la necesidad de una mejora en la secuencia V3.
Como se ha expuesto antes, ARG puede ser uno de los aminoacidos responsables
de esta inestabilidad tedrica, sin embargo la prueba de la inestabilidad ocasionada
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por la falta de formacion correcta de Puentes de Hidrogeno en puntos
farmacofdricos clave se observa en las primeras dos filas de cada una de las tablas
5-8 en donde se han evaluado los pardmetros fisicoquimicos y estéricos de este
docking.

Por ejemplo, al observar el Punteo D (Tabla No. 8) se observan los valores de las
primeras dos filas para V3 y para GAG, la diferencia de energia interna de enlace es
superior a -600 unidades, que se considera como una diferencia muy notable (Para
una revision bibliografica de este tema consultar referencias 61-64).

Resultados del Docking SEQ2- Langerina.

A- Epitopos en gp120 para el receptor Langerina.

Descripcion de las propiedades bioquimicas y farmacoféricas de gp120.

El analisis de gp120 se ha desarrollado mediante el mapeo topolégico de la enzima
utilizando varios algoritmos mateméaticos para describir la relativa actividad, tanto
bioquimica como farmacoférica de gp120.

Los parametros se encuentran representados en la Grafica 13, donde cabe resaltar
gue el potencial lipofilico general de gpl20 es neutro, el segmento V3 es
relativamente neutral, tomando en cuenta las cargas electrostéticas superficiales.

Gp120 posee moléculas de manosa en su superficie, que estan ligadas a gp120.
Estas estructuras se aprecian en la Grafica 14, sefialadas en color rojo, y estas son
las responsables del reconocimiento del receptor Langerina presente en las células
de Langerhans.

Captura de VIH-1 por medio de las Células Dendriticas:
La captura se lleva a cabo principalmente por dos tipos de receptores:

e Fc-receptors
e Receptores tipo Lectina.

Adicionalmente, es necesario indicar que interviene en la superficie de las células
dendriticas el receptor CD4. La captura de VIH no esta determinada por un solo tipo
de receptor, sino por la colaboracién de estos.

Algunos datos parecen indicar que la colaboracién de CD4 en la captura de VIH
induce a la infeccion.

Por otra parte, la colaboracion de los receptores tipo Lectina pueden inducir a la
transfeccion de Linfocitos por medio de las células dendriticas. Los receptores tipo
Lectina que intervienen en estos procesos son dos:

e DC-SIGN (puede encontrarse también bajo el nombre DCSIGNR).
e Langerina (CD207).

El receptor Langerina se encuentra presente en las Células de Langerhans, que es
un receptor de reconocimiento de patrones asociados a patégeno para manosa.
Mediante este, las células de Langerhans reconocen al VIH-1 que posee manosa en
gpl20.
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Las células dendriticas en general, procesan virus mediante la endocitosis posterior
al anclaje de estos a los receptores asociados a patdégenos. TLR1-3 parecen estar
dedicados a la captura de otra serie de patdgenos como bacterianos, fungicos, etc.

Una vez que un virus ha sido endocitado, procede la formacion del endosoma
dentro del cual se degrada el virus y es liberado el cédigo genético que es ssSRNA
(single strand RNA).

Posterior a la liberacion de este ssRNA procede la captura por medio de TLR-8, el
cual es un receptor especifico para ssRNA.

El enlace de TLR-8 activa una sefializacion especifica y la liberacién de interferones
(I Wu et al. 2006).

Las estructuras de manosa encontradas la cubierta de gp120 son:

¢ Man9GIcNAc2
¢ Manl-Man2

Las estructuras de ambas secuencias fueron obtenidas de los archivos tipo protein
data bank generados mediante cristalografia de Rayos X y reportados en el informe
de D. A. Calarese y sus colaboradores en 2003 (ver Gréfica 15).

Las posiciones de gpl20 que poseen estructuras manosa son descritas en la
Grafica 14 en estructura de lineas rojas.

Propiedades Fisicoquimicas de SEQ2 (Manosa).

Se realiz6 una minimizacion energética molecular para Man9GIcNAc2, y se han
realizado los céalculos mecano-cuanticos para determinar Entropia, Capacidad
Calorifica, Energia Interna, etc. (Ver Tabla 10).

El resultado de este modelaje ha sido aplicado para obtener informacién
farmacofdrica de estos compuestos.

Descripcion farmacoférica de SEQ 2.

Se han obtenido descriptores farmacoféricos utilizando el programa SYBYL de
Tripos y que se pueden observar en la Tabla 11.

La tabla muestra que estas azucares no tienen buenas propiedades farmacoféricas
y es debido a la falta de grupos donadores y pobre cantidad de aceptores. De
cualquier forma, se considera que en el caso de MAN1_MANZ2 su peso molecular es
muy inferior al ideal (entre 500 y 700 umas), lo cual lo hace un mal grupo
farmacoforico.

La necesidad de evaluar las caracteristicas farmacoforicas y fisicoquimicas de las
estructuras manosa, radica en el hecho de que estas son importantes para el
reconocimiento de las células de Langerhans.

Se estima que es un potencial objetivo para el disefio de vacunas, desarrollar
patrones que sean reconocidos por los receptores de estas ceélulas dendriticas con
el fin de poder estudiar como controlar el procesamiento de antigenos dentro de
estas ceélulas, para lo cual, estas estructuras manosa bien pueden servir como una
“llave de acceso” al sistema de procesamiento antigénico, pues estas azucares no
solamente son un patron molecular reconocido por estos receptores, sino también
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pueden activar la produccion de interleucinas e interferones, potenciando la
respuesta inmune.

Adicionalmente, se han mapeado propiedades para Man9 en las graficas 16-21, de
cualquier manera, la complejidad de las estructuras de manosa se considera
farmacofdéricamente limitada, puesto que estas estan compuestas basicamente por
grupos alcohol alifatico y éter.

También se han descrito las propiedades fisicoquimicas tedricas para
Man9GlcNac2, obteniendo los siguientes resultados mediante el programa Gaussian
2009. Se han realizado los procesos de minimizacion y célculo de frecuencias para
Man9GIcNAc2, tipo PM3. Estos resultados han servido para construir los mapas
tridimensionales farmacofdricos para este compuesto.

Docking SEQ2 Manosa-Langerina.

La busqueda del sitio activo para la SEQZ2, que se ha definido como una secuencia
de estructuras de manosas en su respectivo receptor que es Langerina, y no como
una secuencia peptidica.

Dos grupos de investigacion paralelos han presentado resultados experimentales
sobre el estudio de complejos Langerina-Manosa, por medio de difraccion de Rayos
X. Los datos obtenidos por Feinberg & Taylor y los reportados por Skerra &
Schiefner estan en concordancia con los datos teéricos obtenidos por nosotros,en
donde se ha realizado un “blind docking”, que es una busqueda a ciegas que ha
determinado exitosamente el punto de union enzima-ligando (Gréfica 30 y Tablas
12-14). Aunque las conformaciones encontradas por el programa Surflex-Dock no
han sido 6ptimas, debido a que no se ha definido el Calcio dentro de la busqueda.
Sin embargo, la energia interna del enlace enzima-ligando en general, puede
apreciarse en la tabla 13 que es buena, y a pesar de que las conformaciones no son
las 6ptimas y a la carencia de definicion del Calcio dentro del tipo de docking
realizado, los valores de choque (crash) e indices polares de interaccion enzima-
ligando, se consideran como buenos.

La conformacién Optima se estima es la propuesta por los archivos pdb 3P5D-1 y
3P7F-H, que son los resultados de Feinberg H. & Taylor M. reportados en diciembre
de 2010 y de Skerra A. & Schiefner y que han sido publicados en Protein Data Bank
en estas series de archivos.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Se ha encontrado que en el segmento V3 de gpl20 del Virus de
Inmunodeficiencia Humana, existe una carencia de puntos farmacoforicos clave
para enlazarse a los receptores tipo MHC Il DR1. Esto dificulta la habilidad del
segmento V3 para ser un péptido estimulante de una respuesta inmune eficaz.

9.2 Sesenta (60) segmentos V3 de gpl120 de diferentes cepas, han sido estudiados
en su habilidad de ligarse a DR1. Todos ellos forman complejos V3-DR1 altamente
inestables al sitio de enlace de DR1con respecto a una secuencia de referencia
GAG de VIH-1 conocida por crear respuesta inmune a través de DR1.

9.3 Ha sido necesario mimetizar el péptido V3 con un homoélogo que sea capaz de
ligarse a al receptor MHC clase Il DR1 de las células dendriticas y/o de Langerhans.
Sin embargo, dicho péptido debe ser capaz no solo de cumplir con los puntos
farmacofdoricos mas importantes de enlace, sino también sortear el quiebre en forma
de V que posee la estructura terciaria del segmento V3 y a su vez, este segmento
debe ser capaz de ligarse a los puntos clave que existen en los receptores de
células Th+ CD4 y/o B.

9.4 EIl péptido mutante de V3 disefiado, tedricamente se enlaza al receptor MHC
clase Il DR1 con una eficiencia semejante a la que se enlaza el péptido GAG y en
donde se ha utilizado una descripcién farmacoférica diferente a la del péptido GAG,
logrando formar al menos 5 Puentes de Hidrégeno tedricos.

9.5 Se han encontrado una serie de coadyuvantes sintéticos que estimulan el
receptor tipo Toll-8. Estos se utilizan actualmente en el disefio de vacunas como
potenciadores de la respuesta inmune.

9.6 CLO75 es uno de los estimulantes sintéticos de TLR-8 que es capaz de
enlazarse in silico. El modelo virtual creado por homologia de secuencias de TLR-8
posee una estructura con forma de herradura que enlaza CLO75 en el perimetro
interno de TLR8. Este modelo propone que dicho perimetro es rico en aminoacidos
altamente polares como Arginina y Asparagina, los cuales facilitan la union de
secuencias virales simples de ARN ligandose por medio de los segmentos Uracilo
de estas.

9.7 Se han estudiado los segmentos manosa presentes en la cobertura exterior de
gp120. Dichos segmentos son habiles de ligarse al receptor Langerina presente en
las células de Langerhans. Dos grupos de investigacion han presentado resultados
de cristalografia de Rayos X de los complejos manosa-Langerina. Estos coinciden
con los resultados tedricos aqui reportados.

9.8 Se propone que los segmentos de manosa presentes en la cobertura exterior de
gp120, pueden ser un objetivo importante en el desarrollo de vacunas contra el VIH,
puesto que el receptor Langerina es parte de los receptores de reconocimientos de
patrones moleculares patdgenos. Es posible que estos receptores sean una clave
para el control del procesamiento antigénico en células dendriticas tipo Langerhans.
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9.9 Las interacciones entre la secuencia peptidica disefiada y el receptor DR1 han
guedado descritas por las estabilidad del péptido disefiado para ligarse al receptor.
Las interacciones entre la secuencia peptidica disefiada y los segmentos manosa
y/o la molécula CLO75 son de formacion de puentes de hidrégeno que se pueden
disolver en medio acido, por lo que se estima que estas moléculas no tienen
interaccion quimica relevante entre si desde que en los granulos de Birbeck las
secreciones de lisozimas son acidas.

9.10 Se concluye que la secuencia disefiada y las moléculas encontradas como
receptores para TLR8 y la Langerina no deben unirse debido a que la unién de
estas puede generar impedimento estérico y/o la inhabilidad completa del péptido
para interactuar con el receptor. Se estima que la mejor manera de hacer un
complejo de las moléculas creadas es utilizar otro mecanismo como la integracion.
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10. RECOMENDACIONES

10.1 Se recomienda estudiar otros segmentos importantes para la infeccion VIH-
Linfocitos Th +CD4 como por ejemplo segmentos en gp4l. Esto debido a que, la
dificultad natural existente en DR1 para ligarse a segmentos V3 minimiza las
probabilidades de estimular en forma natural el desarrollo de un anticuerpo capaz de
neutralizar a V3 y por tanto a VIH. El estudio de mimética de péptidos es una
alternativa que puede contribuir a hacer V3 un objetivo exitoso. Se considera que V3
sigue siendo uno de los objetivos favoritos para el desarrollo de vacunas por su alta
importancia en el comienzo en el proceso de infecciobn y por su relativa
vulnerabilidad en exposicion dentro de la estructura externa de VIH.

10.2 Se recomienda estudiar la posibilidad de desarrollar nano-capsulas con
receptores manosa que contengan en su interior un péptido de disefio para
estimular la respuesta inmune. La presencia de un coadyuvante como CL0O75 o una
secuencia de uracilos es de suma importancia. Otros investigadores han
comprobado que una secuencia peptidica por si sola no crea una respuesta inmune.
Los estimulantes de TLR8 se necesitan para estimular la diferenciacién de células B
y linfocitos Th2.

10.3 Se considera posible también desarrollar investigacién a partir del disefio de
nuevos ligandos para el receptor manosa de las células de Langerhans. Se
considera que esta es una potencial puerta de acceso para el desarrollo de nuevos
métodos de estimulo de inmunidad adaptativa. Dichos ligandos podrian ser
utilizados como complementos dentro de nano-cipsulas, o simplemente como
segmentos de moléculas de mayor tamafo. Otros receptores en las células
dendriticas también pueden ser criticos para este objetivo.

10.4 Es recomendable hacer un estudio teérico del enlace de estos péptidos aqui
descritos a los receptores de células Th CD4 y células B. El enlace de un péptido a
un receptor DR1 no garantiza una respuesta inmune y es necesario detallar las
habilidades farmacoféricas de los péptidos aqui estudiados respecto al receptor de
linfocitos CDA4.
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12. ANEXOS
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Descripcién de las secuencias aminoacidicas de TLR8 modeladas

Cons.Sequence =

gi
Model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons. Sequence
gi
model s4 1

Cons. Sequence
gi
model s4 1

Cons. Sequence
gi
model s4 1

1

hasta con el programa FUGUE

Secuencia Consenso.
Secuencia Original de TLR8 humano.

Modelo exitosamente creado para estas secciones dentro de

TLRS.

11 21 31 41
MKESSLONSSCSLGKETKKENMFLOSSMLTCIFLLISGSCELCAEENFEFSR
MKESSLONSSCSLGKETKKENMFLOSSMLTCIFLLISGSCELCAEENFSR

51 61 71 81 91
SYPCDEKKQNDSVIAECSNRRLOQEVPQTVGKYVTELDLSDNFITHITNES
SYPCDEKKQONDSVIAECSNRRLOQEVPQTVGKYVTELDLSDNEFITHITNES

101 111 121 131 141
FOGLONLTKINLNHNPNVQHONGNPGIQSNGLNITDGAFLNLKNLRELLL
FOGLONLTKINLNHNPNVQHONGNPGIQSNGLNITDGAFLNLKNLRELLL

151 161 171 181 191
EDNQLPQIPSGLPESLTELSLIQNNIYNITKEGISRLINLKNLYLAWNCY
EDNQLPQIPSGLPESLTELSLIQNNIYNITKEGISRLINLKNLYLAWNCY

201 211 221 231 241

FNKVCEKTNIEDGVFETLTNLELLSLSFNSLSHVPPKLPSSLRKLFLSNT
FNKVCEKTNIEDGVFETLTNLELLSLSENSLSHVPPKLPSSLRKLEFLSNT
————————————— VFETLTNLELLSLSEFNSLSHVPPKLPSSLRKLELSNT

251 261 271 281 291

QIKYISEEDFKGLINLTLLDLSGNCPRCFNAPFPCVPCDGGASINIDRFA
QIKYISEEDFKGLINLTLLDLSGNCPRCEFNAPFPCVPCDGGASINIDRFA
QIKYISEEDFKGLINLTLLDLSGNCP---=--=-—-==-———-————-— NIDRFA

301 311 321 331 341

FONLTQLRYLNLSSTSLRKINAAWFKNMPHLKVLDLEFNYLVGEIASGAF
FONLTQLRYLNLSSTSLRKINAAWFKNMPHLKVLDLEFNYLVGEIASGAF
FONLTQLRYLNLSSTSLRKINAAWFKNMPHLKVLDLEEN-—-—--—- ASGAF

351 361 371 381 391

LTMLPRLEILDLSFNYIKGSYPQHINISRNFSKLLSLRALHLRGYVFQEL
LTMLPRLEILDLSENYIKGSYPQHINISRNFSKLLSLRALHLRGYVFQEL
LTMLPRLEILDLSENYIKGSYPQHINISRNFSKLLSLRALHLRGYVFQEL

401 411 421 431 441

REDDFQPLMQLPNLSTINLGINFIKQIDFKLFONFSNLEIIYLSENRISP
REDDFQPLMQLPNLSTINLGINFIKQIDFKLFONFSNLEIIYLSENRISP
REDDFQPLMQLPNLSTINLGINFIKQIDFKLFONFSNLEITIYLSENRISP

451 461 471 481 491

LVKDTRQSYANSSSFQRHIRKRRSTDFEFDPHSNFYHFTRPLIKPQCAAY
LVKDTRQSYANSSSFQRHIRKRRSTDFEFDPHSNEYHFTRPLIKPQCAAY
LVKDTRQSYANSSSFQRHIRKRRSTDFEFDPHSNEYHFTRPLIKPQCAAY
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Cons.Sequence
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Cons.Sequence
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Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
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Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1
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gi
model s4 1

Cons.Sequence
gi
model s4 1

Cons.Sequence
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501 511 521 531 541

GKALDLSLNSIFFIGPNQFENLPDIACLNLSANSNAQVLSGTEFSAIPHV
GKALDLSLNSIFFIGPNQFENLPDIACLNLSANSNAQVLSGTEFSAIPHV
GKALDLSLNSIFFIGPNQFENLPDIACLNLSANSNAQVLSGTEFSAIPHV

551 561 571 581 591

KYLDLTNNRLDFDNASALTELSDLEVLDLSYNSHYFRIAGVTHHLEFIQN
KYLDLTNNRLDEFDNASALTELSDLEVLDLSYNSHYFRIAGVTHHLEFIQN
KYLDLTNNRLDEFDNASALTELSDLEVLDLSYNSHYFRIAGVTHHLEFIQON

601 611 621 631 641

FTNLKVLNLSHNNIYTLTDKYNLESKSLVELVFSGNRLDILWNDDDNRY I
FTNLKVLNLSHNNIYTLTDKYNLESKSLVELVFSGNRLDILWNDDDNRY T
FTNLKVLNLSHNNTYTLTDKY —=—=—====—=———— -

651 661 671 681 691

SIFKGLKNLTRLDLSLNRLKHIPNEAFLNLPASLTELHINDNMLKFEFNWT
SIFKGLKNLTRLDLSLNRLKHIPNEAFLNLPASLTELHINDNMLKEEFNWT
—-IFKGLKNLTRLDLSLNRLKHIPNEAFLNLPASLTELHINDNMLKEEFNWT

701 711 721 731 741

LLOQQFPRLELLDLRGNKLLFLTDSLSDFTSSLRTLLLSHNRISHLPSGFL
LLOOFPRLELLDLRGNKLLFLTDSLSDFTSSLRTLLLSHNRISHLPSGFL
LLOOFPRLELLDLRGNKLLFLTDSLSDFTSSLRTLLLSHNRISHLPSGFL

751 761 771 781 791

SEVSSLKHLDLSSNLLKTINKSALETKTTTKLSMLELHGNPFECTCDIGD
SEVSSLKHLDLSSNLLKTINKSALETKTTTKLSMLELHGNPFECTCDIGD
SEVSSLKHLDLSSNLLKTINKSALETKTTTKLSMLELHGNPFECTCDIGD

801 811 821 831 841

FRRWMDEHLNVKIPRLVDVICASPGDQRGKSIVSLELTTCVSDVTAVILF
FRRWMDEHLNVKIPRLVDVICASPGDQRGKSIVSLELTTCVSDVTAVILFE
FRRWMDEHLNVKIPRLVDVICASPGDOQRGKSIVSLELTT---—=-—-—=—-———

851 861 871 881 891
FFTFFITTMVMLAALAHHLFYWDVWEFIYNVCLAKVKGYRSLSTSQTEFYDA
FFTFFITTMVMLAALAHHLFYWDVWEFIYNVCLAKVKGYRSLSTSQTEFYDA

901 911 921 931 941
YISYDTKDASVTDWVINELRYHLEESRDKNVLLCLEERDWDPGLATIIDNL
YISYDTKDASVTDWVINELRYHLEESRDKNVLLCLEERDWDPGLATIIDNL

951 961 971 981 991
MQOSINQSKKTVFVLTKKYAKSWNFKTAFYLALQRLMDENMDVIIFILLEP
MQOSINQSKKTVFVLTKKYAKSWNFKTAFYLALQRILMDENMDVIIFILLEP

1001 1011 1021 1031 1041
VLOHSQYLRLRQRICKSSILOWPDNPKAEGLEFWQTLRNVVLTENDSRYNN
VLOHSQYLRLRQRICKSSILOWPDNPKAEGLEFWQTLRNVVLTENDSRYNN

1051
MYVDSIKQY
MYVDSIKQY
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Dentro del cuadro anterior puede observarse en la Secuencia Consenso que los
aminoacidos modelados estan resaltados en negrilla.

Otros ligandos sintéticos que son capaces de ligarse a TLR-8

R848

NH> y;
c)___f

[ >
N
Ton

R848 es un compuesto imidazoquinolina de potente actividad antiviral. Esta
molécula sintética de bajo peso molecular, activa a las células inmunes
dependientes a travées de la via de sefalizacion TLR7/TLR8MyD88; .
Recientemente, se demostré que R848 desencadena la activacion de NF-kB en las
células que expresan TLR-8 cuando se combina con poli (dT) 3.

—z

5’-GCCCGUCUGUUGUGUGACUC-3’ (20 mer).

Es una cadena oligonucleétida de cadena ARN simple cubierta con fosfotiolato, rica
en secuencias GUssARN40, es también conocida como un R-1075 y es derivada de
HIV-1.

5-UGUCCUUCAAUGUCCUUCAA-3’ (20 mer)

Esta es una cadena de secuencia ARN corta (<30 bp) que contiene dos copias de 9
secuencias fusionadas de GUCCUUCAA. Esta secuencia tiene un “motif putativo”
inmunoestimulatorio reconocido por el TLR-8 humano y del TLR-7 del ratébn que
induce la produccion de interferones tipo 1 (65).

5’-UUGUUGUUGUUGUUGUUGUU-3’ (20 mer)

Contiene 6 repeticiones de la secuencia UUGU, identificada como el minimo “motif”
responsable de la inmunoactividad de ssRNA40

También contiene 6 repeticiones de la secuencia motif UUGU, identificada como un
motif terminal responsable por la immunoactividad de la secuencia 5’-
GCCCGUCUGUUGUGUGACUC-3'.

Fuente de Informacion (Ref. 66).
Programa para la determinacién de Inmunégenos basados en DR1. Aplicable a
secuencias GAG y V3 de VIH-1.

/* PROGRAMA ANALISIS AMINOACIDICO SECUENCIAL PARA DESARROLLO DE POTENCIALES
INMUNOGENOQS* * /



/// Para compilar> cc AnalisisFASTA.c FastREV.c -I.

//postivo = (chekeo == "ILE") ? "ILE":
== "LEU") ? "LEU": NULL;

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <string.h>

#include "aa.h"

int 1, trans;

int order;

char dirl [100], dir2[100];
char compstr;

char eol;

char *title;

char 1ine[100];

int cargando ();
int analizando () ;
int copiar (int trans, int 1);

int clock ();

int clock ( ){
int j;

for (3 = 0; j < 50 ; F ++) {

if (
strcmp ( "I\O", &V3
|| strcmp ( "V\O", &V3
|| strcmp ( "L\O",
|| strcmp ( "A\O",
)
&&

(

(chekeo == "VAL")

strcmp ( "F\O", &V3[J+3

\
||  strcmp ( "C\O", &V3[j+3
|| strcmp ( "W\O", &V3[j+3
||  strcmp ( "H\O", &V3[j+3
)
&&
(
strcmp ( "T\O", &V3[]J+5
||  strcmp ( "S\O0", &V3[j+5
||  strcmp ( "C\O", &V3[j+5
|| strcmp ( "D\O", &V3[j+5
||  strcmp ( "Q\O", &V3[j+5
||  strcmp ( "N\O", &V3[j+5
)
& &

(

strcmp ( "M\O", &V3[j+3]

strcmp ( "T\O", &V3[j+8]1[0]) == 0

O O O O oo

?

"YAL"
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return

int copiar

\n", l

return

}

int an

| strcmp
| strcmp
||  strcmp
||  strcmp
| strcmp

~ e~ o~~~

} else
}
(1) ;
}

(trans, order

if ==

(order

)
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy
strcpy

(0);

alizando () {

int k ;
printf
fprint

printf

"S\O",
"c\O™,
"D\O",
"Q\o",
"N\O",

) {

printf

&V3[j+811[01)
&V3[j+811[01)
&V3[j+811[01)
&V3[Jj+811[01)
&V3[j+811[01)

Il
Il
[cNeNeNeNe)

("\nLA CONDICION SE HA CUMPLIDO,

B B B e B e T e T e e B e B e T e B e B e B e B e B}

HFHR PP PRPPRPRPROOJd00 s WwE o

("%S \n",
f (resultados,

title
"%$s ", title

&V3[trans-2]
&§V3[trans-1]1[
&V3[trans] [0]
&V3[trans + 1
&V3[trans ]
&V3[trans ]
&V3[trans ]
&V3[trans ]
&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

&V3[trans

— — — — —

)7
)7

("v3RR_%d \t", trans);

L
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int cargando

/*

fprint

for (k = 0 ;

printf

fprint

}

printf
fprint
printf
printf ("\n");
printf ("la posici
return (0);
}
() {
int j, order, wvclo

char analizarChar;

f (resultados,
k <30 ; k ++ )
("%c ", v3RR[k][O0]1);

f (resultados, "%c ",

("\n n),.

f (resultados,

("la posicion PARCIAL trans fue >

on final trans fue >

ck ;

n\nn ) .

"\nv3RR_%d \t", trans );

{

v3RR[k] [0]);

’

%d \n", trans);

SECCION PARA EXPORTAR EL PROGRAMA A CUALQUIER .FASTA

printf

scanf ("%s", dirl)

printf

scanf ("%s", dir2)

*/

archivoSEQ =

resultados = fopen

if (archivoSEQ !=
while (!feof

("Ingresa el nombre del archivo

’

’

fopen ("/home/dir/padres.fasta",

("/home/dir/output",

NULL) {
(archivoSEQ)) {

analizarChar =
if (analizarChar ==

title =
printf
fprintf
}
else {
printf
fprintf

fgets(line,
(">%s \n",
(resultados,

for (3 = 0;

100,
title);

J < 20;

.FASTA a analizar:\n

"r") .
’

"w") ,.

fgetc (archivoSEQ) ;
l>l) {

archivoSEQ) ;

"$s \n", title);

("\nOriginal");
(resultados,

"\nOriginal") ;

J o4+ A

%$d \n",

69

trans) ;

")

("Ingresa el nombre del archivo OUTPUT a analizar:\n ");
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fscanf (archivoSEQ, "%c", &V3[]J]1[01);

fprintf (resultados, "%c", V3[3j]1[0]);
printf ("%c", V3[3j1[0]);
if (analizarChar == '\n') { break;}
}
}
vclock = clock ()
if (vclock == 1) {

printf ("\nexiste identidad en:\n");

order = 1;

copiar (trans, order);

analizando ();
analisisREV () ;
}
}
if (archivoSEQ == NULL) {printf
return (1);};
return (0);
}
int main (void) {
cargando () ;
printf ("\n========fin del programa

fclose (archivoSEQ) ;
fclose (resultados) ;

return (0);

}//fin.

("FALLO AL ABRIR EL ARCHIVO");

\n") ;




