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Resumen

En la actualidad, la enfermedad de Alzheimer es la causa mas importante de demencia, la cual produce un
deterioro de la memoria, el pensamiento, el comportamiento y la capacidad para llevar a cabo tareas cotidianas.
La proteina # amiloide y la proteina prion son dos de los componentes celulares con mayor relevancia para
explicar el origen, atin desconocido, de ésta y otras enfermedades neurodegenerativas. Si bien los mecanismos
celulares a través de los cuales estas proteinas generan neurotoxicidad aun no estan completamente claros, los
procesos de agregacion y formacion de fibras amiloides asi como los de formaciéon de complejos con diversos

iones metalicos han demostrado jugar un papel importante en dichos mecanismos neurotoxicos.

Con la finalidad de mejorar la comprension a nivel molecular de estos procesos, en el presente trabajo se crearon
modelos atomisticos de las proteinas £ amiloide y prion, asi como de fibras formadas por la proteina S amiloide.
Estos se utilizaron para estudiar el efecto estructural derivado de su interaccién o coordinacion con iones
metalicos como cobre o zinc. Se analizd la evolucion temporal de la estructura de los modelos de fibras
amiloides interaccionando con iones metalicos y de modelos de la proteina prion coordinada a cobre mediante
simulaciones de dinamica molecular. Por su parte, la coordinacion del cobre a la proteina f amiloide se evalud
comparando la estabilidad de diferentes modos de coordinacion mediante calculos de estructura electronica

basados en la teoria de funcionales de la densidad.

Los resultados mostraron que la interaccion con iones metalicos tiene un efecto importante en términos de
estructura y plegamiento de las proteinas 5 amiloide y prion, lo cual tiene como consecuencia el cambio de sus
propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, de sus propiedades de agregacién. Los modelos de fibras de la
proteina 8 amiloide mostraron que el plegamiento del dominio N-terminal de la fibra es particularmente sensible
a la presencia de los iones. Este dominio mostré un plegamiento particular en el que el incremento de la
estructura de tipo [ en esta region produce una interaccion regioselectiva por parte de los cationes presentes en el
sistema, caracteristica que no se habia reportado previamente. El andlisis de los complejos de la proteina 3
amiloide con el cobre mostraron que esta coordinacion podria inhibir la formaciéon de estructuras £ en esta
region y, de esta manera, modificar su plegamiento en las fibras amiloides. El descubrimiento de diversos modos
de coordinacion a cobre también tiene implicaciones importantes en la estructura y propiedades de las fibras. Por
su parte, la coordinacion del cobre a la proteina prion también impide la formacioén de estructuras secundarias y
promueve la formacion de estructuras globulares. La principal aportacion de éste trabajo es proporcionar una
vision a nivel atomistico de diversos procesos implicados en la enfermedad de Alzheimer, los cuales son dificiles
de estudiar mediante otras metodologias tanto tedricas como experimentales. Esta informacion ayuda en el

diseiio de nuevas estrategias terapéuticas y preventivas dirigidas a combatir la enfermedad.




Abstract

Currently, Alzheimer's disease is the most important cause of dementia, which causes a deterioration of memory,
thinking, behavior and ability to perform everyday activities. The amyloid-$ and prion proteins are two of the
most important cellular components to explain the origin, still unknown, of this and other neurodegenerative
diseases. While the cellular mechanisms by which these proteins produce neurotoxicity are not yet completely
clear, the aggregation and formation of amyloid fibrils, as well as the formation of complexes with several metal

ions have been shown to play an important role in these neurotoxic mechanisms.

In order to enhance understanding at molecular level of these processes, atomistic models of amyloid-£ and
prion proteins as well as fibrils formed by the amyloid-f protein were created. These were used to study the
structural effect derived from their interaction or coordination with metal ions such as copper or zinc. The
temporal evolution of the structure of amyloid fibril models interacting with metal ions and prion protein models
coordinated to copper was analyzed by means of molecular dynamics simulations. Meanwhile, copper
coordination stability by amyloid-f protein was evaluated by comparing different coordination modes using

electronic structure calculations based on density functional theory.

The results showed that the interaction with metal ions has a significant effect in terms of structure and folding
of the amyloid-f and prion proteins, which results in the change of their physicochemical properties and,
therefore, of their aggregation properties. Fibril models of amyloid-f protein showed that the folding of the N-
terminal domain of the fibril is particularly sensitive to the presence of ions. This domain showed a particular
folding in which the increase in S-type structure in this region produces a regioselective interaction with the
cations present in the system, feature not previously reported. The analysis of amyloid-f-copper complexes
showed that the coordination could inhibit the formation of § structures in this region and, thus, change its
folding in amyloid fibrils. The discovery of various copper-coordination modes also has important implications
for the structure and properties of the fibers. Meanwhile, copper coordination to prion protein prevents the
formation of secondary structures too and promotes the formation of globular structures. The main contribution
of this work is to provide insights at atomistic level of various processes involved in Alzheimer's disease, which
are difficult to study using other methodologies both theoretical and experimental. This information helps in the

design of new therapeutic and preventive strategies to combat the disease.
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ABSTRACT: In spite of significant experimental effort dedicated to the study of Cu™
binding to the amyloid beta (AfJ) peptide, involved in Alzheimer’s disease, the nature of
the oxygen-based ligand in the low pH component of the Cu®*-A#(1-16) complex is
still under debate. This study reports density-functional-theory-based calculations that
explore the potential energy surface of Cu™* complexes including N and O ligands at
the N-terminus of the Aff peptide, with a focus on evaluating the role of Aspl
carboxylate in copper coordination. Model conformers including 3, 6, and 17 amino 4
acids have been used to systematically study several aspects of the Cu**-coordination Bz
such as the Aspl side chain conformation, local peptide backbone geometry, g
electrostatic and/or hydrogen bond interactions, and number and availability of Cu™
ligands. Our results show that the Aspl peptide carbonyl binds to Cu™ only if the 1 g
coordination number is less than four. In contrast, if four ligands are available, the most ./ I / il
stable structures include the Aspl carboxylate in equatorial position instead of the Aspl £

carbonyl group. The two lowest energy Cu”*-Af(1—17) models involve Aspl COO", the N-terminus, and His6 and His14 as
equatorial ligands, with either a carbonyl or a water molecule in the axal position. These models are in good agreement with
experimental data reported for component I of the Cu™-Af(1-16) complex, including EXAFS- and X-ray-derived Cu”"—ligand
distances, Cu™ EPR parameters, and "N and "*C superhyperfine couplings. Qur results suggest that at low pH, Cu’*-Aff species
with Aspl carboxylate equatoral coordination coexist with spedies coordinating the Aspl carbonyl. Understanding the bonding
mechanism in these species is relevant to gain a deeper insight on the molecular processes involving copper-amyloid-ff

Azpl

complexes, such as aggregation and redox activity.




Abreviaturas

AD | Enfermedad de Alzheimer
APP | Proteina precursora amiloide
Ap | Proteina beta amiloide
C-ter | Grupo (extremo) carboxilo terminal de una proteina
DFT | Teoria de funcionales de la densidad
DM | Dinamica molecular
EPR | Resonancia paramagnética electronica
eq | Equivalente
EXAFS | Estructura fina de absorcion de rayos-X extendida
GA | Algoritmo genético
GAFF | Campo de fuerza generalizado de Amber
GB | modelo de solvatacion implicita Born generalizado
HYSCORE | Correlacion de subniveles hiperfinos
IMD | Dinamica molecular interactiva
IR | Infrarrojo
LJ | Lennard-Jones
N-ter | Grupo (extremo) amino terminal de una proteina
NMR | Resonancia magnética nuclear
p. ¢j. | Por ejemplo
PDB | Base de datos de proteinas
PES | Superficie de energia potencial
PrP | Proteina prion
RMSD | Raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media
RMSF | Raiz cuadrada de la fluctacién cuadratica media
SA | Recocido simulado
TSE | Encefalopatia transmisible espongiforme
VDW | van der Waals
7 | Proteina tau

Notas sobre nomenclatura

En esta tesis se eligié utilizar nomenclatura y abreviaciones cortas. Para hacer referencia al nombre de alguna
técnica o concepto por medio de siglas o acronimos, en la mayoria de los casos, estos se derivaron del idioma
inglés, ya que son los términos mas comunes en la literatura cientifica. Por ejemplo, para abreviar la técnica de
resonancia magnética nuclear, utilizamos las siglas NMR derivadas de Nuclear Magnetic Resonance. En los
casos donde se hace referencia a secuencias de aminoacidos, se utiliz6 el codigo de nomenclatura de una letra,
por ejemplo, la secuencia del pentapéptido HGGGW se refiere a His-Gly-Gly-Gly-Trp en el codigo de tres letras,
donde His = histidina, Gly = glicina y Trp = triptofano. Los simbolos utilizados para referirse a pardmetros u
objetos matematicos se escriben con estilo italico, por ejemplo, la funcion de distribucion radial por pares
atomicos se denominé g(7). Las variables matriciales o tensoriales se escriben en estilo negritas, p. ej. A es el

tensor de acoplamiento hiperfino.
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Capitulo 1. Bases moleculares de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas

Capitulo 1. Bases moleculares de la enfermedad de
Alzheimer y otras enfermedades
neurodegenerativas

1.1. Introduccion

Diversas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de
Parkinson y las encefalopatias espongiformes, son consideradas por la Organizacion Mundial de la Salud como
un problema de salud prioritario debido al incremento en afios recientes de su incidencia a nivel mundial. Las
graves repercusiones a nivel de paciente, familia y sociedad que estos padecimientos originan son un foco de
atencion desde el punto de vista macroecondmico. Actualmente se estima que, a nivel mundial, alrededor de 35.6
millones de personas viven con demencia como consecuencia de diversas enfermedades neurodegenerativas, y se

espera que este numero se duplique para el afio 2030 y se triplique antes del afio 2050. !

La AD es actualmente la causa mas comun de demencia con mas de 20 millones de casos a nivel mundial.?
Descrita por primera vez en 1907 por Alois Alzheimer,® se trata de una enfermedad cerebral de naturaleza
cronica y progresiva que afecta la memoria, el pensamiento, el comportamiento y la capacidad para llevar a cabo
tareas cotidianas.!'> En etapas avanzadas, la enfermedad resulta deshabilitante para quien la padece y, en ultima
instancia, fatal. Esto tiene importantes repercusiones a nivel fisico, psicoloégico y econdmico tanto para las
personas que brindan cuidados al paciente con AD como para los familiares. El impacto social y econéomico
también es importante, ya que se estima que el costo anual a nivel mundial debido a la demencia es de $604,000

millones de dolares.!

A pesar de la intensa investigacion a nivel mundial, aiin no se comprenden del todo los mecanismos que dan
origen a la AD. No obstante, en las ultimas décadas se han logrado identificar diversos componentes fisiologicos
que juegan un papel clave en la patogénesis de la enfermedad. Tal es el caso de la proteina 8 amiloide (Ap), la
proteina tau (7) y la proteina prion (PrP), las cuales son actualmente reconocidas como factores determinantes en
la neurodegeneracion.* Asi mismo, se reconoce que algunos biometales como el cobre o el zinc también juegan
un papel importante en estas enfermedades.>° Otros factores que se encuentran involucrados son la agregacion
de proteinas mal plegadas y su interaccion con metales de transicion.” Varias proteinas involucradas en
enfermedades neurodegenerativas tienen la caracteristica en comiin de coordinar metales de transicion y de ser
de naturaleza intrinsecamente desordenada, esto implica que, en condiciones celulares normales, no adoptan una
estructura tridimensional definida (estructura nativa), sino que muestran estructuras dinamicas, desordenadas y

aleatorias probablemente con multiples estados metaestables.®

Carlos Z. Gémez Castro - 1



Capitulo 1. Bases moleculares de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas

1.2. La proteina 3 amiloide

1.2.1. Funcién biolégica y caracteristicas de la proteina 8 amiloide

El analisis histopatologico del cerebro de pacientes con AD? reveld la existencia de depositos proteicos
filamentosos anormales de dos tipos, las placas neuriticas extracelulares (o placas amiloides) y los agregados
neurofibrilares intracelulares, los cuales se consideran como marcadores neuropatologicos de la enfermedad.? La
Ap es el principal componente de las placas amiloides, mientras que la proteina t lo es para los agregados
neurofibrilares. Posteriormente se postuld la hipdtesis de que tales depositos podrian iniciar una cascada de
eventos que desencadenarian en la muerte neuronal y eventualmente causarian la AD.’ Sin embargo, la hipdtesis
mas aceptada en la actualidad sugiere que alteraciones en la produccioén y/o procesamiento de la proteina A S
llevarian a la formacion de formas oligoméricas solubles, las cuales estarian actuando como los principales
agentes neurotoxicos.*!'® Ademas, es evidente que existe una relacion entre la AS y otras proteinas con
mecanismos fisiopatologicos entrecruzados,!! tal es el caso de la PrP.4!° Otras caracteristicas observadas en la
AD es un incremento en el estrés oxidativo'? y la alteracion en la homeostasis de biometales,>”-!3 ademas de una
serie de alteraciones en la fisiologia celular de las neuronas con multiples vias bioquimicas involucradas, dando
lugar a varias posibilidades terapéuticas potenciales.!'* Un evento central en la patogénesis de la AD es la
alteracion del procesamiento de la proteina precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés), cuyos productos

proteoliticos, incluida la proteina A, juegan un papel clave en la neurodegenracion.®!!

La Af es un péptido de 4 kDa de 37 a 42 aminoacidos de longitud, el cual se encuentra de manera natural en el
cerebro y muestra una alta propension a agregarse.!® Las formas mas comunes de la proteina son la Ay y la
A, las cuales se derivan de la APP por accion proteolitica de las 8y y secretasas.” La Af3 es una proteina de
naturaleza anfipatica, ya que en su estructura primaria se encuentra un dominio hidrofilico (rico en residuos
polares) en el extremo N-terminal (residuos 1-16), mientras que el extremo C-terminal (a partir del residuo 17)
predominan los residuos no polares formando un dominio hidrofobico (Figura 1.1 a).!5 Estas caracteristicas
proveen a la proteina de una alta flexibilidad estructural, la cual es sensible a factores como concentracion, pH,
interaccion con iones metalicos y con membranas. Esta flexibilidad ademas da origen a diferentes estados de

"asociacion" de la A S, ya que puede encontrarse como monoémeros en solucion acuosa o en medios no polares, '¢-

10,19 20,21

18 como oligdbmeros solubles'®!” o incrustados en membranas®*! o como fibras amiloides insolubles. '

1.2.2. Estructura de la proteina 8 amiloide

La Af es una proteina intrinsecamente desordenada ya que no posee una estructura nativa definida en
condiciones fisiologicas normales. Los estudios de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés)
y de dindmica molecular revelan que el dominio N-terminal es soluble y no presenta estructura definida en

medio acuoso, mientras que, en membranas lipidicas, parte de la proteina adopta estructura tipo . El dominio
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1.2. La proteina 8 amiloide

hidrofobico contiene dos regiones con estructura de hélice o entre los residuos 15-23 y 32-35 las cuales se
encuentran conectadas mediante una region de "bisagra" entre los residuos 24 a 31.!7:18222% Este dominio

probablemente es afin por micelas 0 membranas lipidicas (Figura 1.1 b).!7

a)

1 10 20 30 40
HSN*— DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAINIGLMVGGVVIA =COO
Dominio Dominio
hidrofilico hidrofébico

Figura 1.1. Estructura de la proteina Afs. a) Estructura primaria. b) Estructura de NMR en
solucion de hexafluoroisopropanol/agua (PDB: 1Z00Q). c¢) Estructura de NMR en
estado solido de fibras amiloides Afi7.4> (PDB: 2BEG).

1.2.3. Oligomerizacién de la proteina 8 amiloide

Ademads de su forma monomérica soluble, la proteina A 8 se puede observar en formas oligoméricas solubles o
como parte de las fibras amiloides insolubles; la primera en condiciones fisiologicas normales, mientras que las
dos ultimas formas se encuentran en ciertos estados patoldgicos del cerebro. En su forma oligomérica se
consideran agregados que pueden incluir dos, tres o hasta cientos de moléculas de A 5. Dependiendo del orden
del oligdbmero (dimeros, trimeros, tetrameros, etc...) se afecta la estructura (y posiblemente la funcion) del
agregado, ya que este orden incrementa la presencia de estructuras secundarias $.!° Mediante microscopia, los
oligomeros de A se pueden observar como estructuras pseudo esféricas con didmetros predominantes de ~11
nm.>* Los oligdmeros también se pueden encontrar en forma de anillos formando poros en las membranas

celulares. 9212527

El proceso de agregacion proteica para formar oligdmeros a partir de monomeros de A S implica cambios
conformacionales importantes, asi como transiciones de estructura aleatoria a 8 o bien de estructura ¢ a 5.2
Estas transiciones se han relacionado con la toxicidad de la especies oligoméricas.?®?° La estabilizacion de los
agregados depende principalmente de las numerosas interacciones hidrofobicas entre los mondmeros asi como

de interacciones polares muy especificas, como por ejemplo, el puente salino intermonémero formado entre
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3032 Una caracteristica de las formas

Asp23 y Lys28, interaccion clave para el proceso de agregacion.
oligoméricas de la Af es que forman hojas § antiparalelas, a diferencia de las fibras amiloides que muestran

hojas f3 paralelas.!

1.2.4. Estructura y funcion de las fibras de la proteina 8 amiloide

Debido a la naturaleza filamentosa, insoluble y no cristalina de las fibras amiloides resulta dificil conocer con
detalle atomistico su estructura; sin embargo, a través de estudios de resonancia magnética nuclear (NMR) en
estado solido, difraccion de rayos X y de microscopia, entre otras técnicas, se han reconocido muchas
caracteristicas importantes.!>**#! Las fibras de tipo amiloide formadas por la AS y por otras proteinas con
secuencias de aminoacidos no relacionadas tienen un nticleo estructural en comun, como lo revelan los patrones

39,40 ¢] cual se conoce como el motivo estructural 8 cruzado

de difraccion observados en diferentes tipos de fibras,
(cross-P).1** Este motivo consiste en hojas 8 formadas a lo largo de la fibra del eje de crecimiento de la fibra,
con sus hebras (cadenas peptidicas) orientados perpendicularmente con respecto al eje mas largo de la fibra vy,
por lo tanto, orientando los puentes de hidrogenos entre las hebras de manera aproximadamente paralela al
mismo eje (Figura 1.1 ¢). Las fibras amiloides suelen estar torcidas formando macroestructuras
helicoidales.!*334%4 Ademas, las hojas /3 formadas en estos agregados suelen formar estructuras conocidas como
"cierres estéricos" (steric zippers) que consisten en interfaces "secas" entre un par de hojas S acomodadas cara a
cara en donde las cadenas laterales de cada una se encuentran "interdigitadas" entre si con alta

complementariedad estructural.** Los cierres estéricos forman el ntcleo hidrofobico la fibras amiloides

derivadas de la A o de otras proteinas sin relacion entre sus secuencias de aminoacidos.*

Para las fibras amiloides formadas a partir de la Af, cada hebra se encuentra alineada a lo largo del eje de
crecimiento de la fibra y forma parte de dos hojas £, una de ellas abarcando los residuos 10 a 22 y la otra del 30
al 40; aunque esta asignacion puede variar dependiendo de las técnicas y condiciones experimentales utilizadas
en su elucidacion.!® Entre las dos hojas [ se encuentra una region de bisagra en conformacion de giro (turn), que
permite a ambas hojas [ acomodarse una frente a la otra y entrar en contacto formando un cierre estérico en un
motivo estructural "hoja 5-giro-hoja B" con forma de "U" (Figura 1.1 ¢).3¢ El dominio N-terminal de la proteina
Ap no presenta una estructura secundaria definida y, aunque se ha propuesto que puede jugar un papel

estructural en la uniéon y organizacién entre filamentos amiloides, no forma parte del nucleo hidrofobico de las

fibras.*¢

El arreglo descrito representa una unidad estructural que se conoce como "protofibra", la cual suele asociarse
lateralmente con otra u otras protofibras para formar fibras "maduras".!”*> Dependiendo del nimero de
protofibras que formen una fibra y de la forma en que interaccionan entre si es comun observar muy diversas

morfologias de las fibras amiloides resultantes, de tal manera que en una misma muestra pueden observarse
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fibras de distintos grosores, curvaturas y grado de torcimiento.” El nimero de protofibras en una fibra
determinada suele variar desde 1 hasta 5, y se ha propuesto que cada protofibra puede estar formada por dos o
tres capas de moléculas de Ap, cuyos distintos arreglos también darian lugar a diversos polimorfismos.3* Estas
capas se arreglan de manera pseudosimétrica de tal forma que la protofibra tendria un eje de rotacion C: paralelo
al eje de crecimiento de la fibra.!” Las topologias observadas en el microscopio revelan estructuras filamentosas
alargadas, alcanzando longitudes desde varios micrometros hasta arriba de un milimetro, con ancho de 6-10 nm
pero que pueden ensancharse hasta 23 nm. La distancias de entrecruzado de la estructura helicoidal se

encuentran desde 25 hasta 300 nm. 9243447

1.2.5. Papel de la proteina 8 amiloide en la enfermedad de Alzheimer

Las funciones fisiologicas de la A asi como el papel que juegan en la AD aln estan siendo investigadas. En la
actualidad se cree que origina la patologia a través de procesos como la acumulacion y formacion de depositos

fibrilares entre las células nerviosas,”*® la formacion de agregados anulares de AS en las membranas

19,27 5-7,49

celulares, la interaccion de la Af o sus agregados con metales de transicion, entre otros.!''* Otras
proteinas intrinsecamente desordenadas, como la PrP, la « sinucleina y la 7, tienden a formar agregados de tipo
amiloide y también son capaces de interactuar con metales de transicion, por lo que se considera que estos
procesos son de importancia en diversas enfermedades neurodegenerativas, como por ejemplo en la enfermedad

de Huntington, la diabetes tipo 2, las encefalopatias espongiformes, etc.%®

De acuerdo con la hipdtesis amiloide,’ el incremento en la produccion o la deficiente depuracion y consecuente
acumulacion de la Af en el cerebro llevaria primero a la formacion de oligomeros, después a la formacion de
protofibras y, finalmente, a la formacion de fibras amiloides. Esto marcaria el inicio de una serie de cambios
perjudiciales que llevarian a la muerte neuronal y eventualmente causaria la AD. Por otra parte, la hipdtesis de
metales en la AD establece que la interaccion de la A f con biometales como cobre, zinc o fierro, es determinante
para producir los efectos neurotoxicos de la A 8.#° Esta interaccion posiblemente afecta la estructura del péptido y
sus caracteristicas de agregacion, ademas produciria estrés oxidativo por la posible formacion de especies
reactivas de oxigeno o alterando rutas de sefializacion o la actividad de otras proteinas.® Otro de los mecanismos
propuestos sugieren que los efectos neurotoxicos de los oligomeros A S solubles son mediados por la proteina
PrP, que estaria actuando como un receptor de alta afinidad para dichos oligdmeros.*° Estos y otros mecanismos
propuestos sugieren multiples rutas neuropatoldgicas en la enfermedad de Alzheimer.!! Parte de la motivacion
del presente trabajo es entender a un nivel molecular las funciones de la AS con base en sus propiedades

estructurales y relacionarlas con los procesos fisiopatolégicos con que se encuentran involucrados.

1.2.6. Terapias farmacolégicas

A pesar de que no se comprenden las causas de la AD y no se conoce una cura, existen multiples blancos

farmacologicos que prometen utilidad terapéutica. Entre los principales agentes propuestos se encuentran los
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inhibidores de la acetilcolinesterasa, inhibidores de la agregacion proteica, antioxidantes y agentes que
modifican el procesamiento de la proteina precursora amiloide (inhibidores de la 8y y secretasas).!! De estos,
los inhibidores de la acetilcolinesterasa representan una primera generacion de farmacos en el mercado
dedicados al tratamiento de los sintomas de la enfermedad.'* Las nuevas terapias atn tienen un camino por
recorrer en estudios clinicos, sin embargo, la comprensiéon de los mecanismos moleculares implicados en la

enfermedad permitiran el disefio de estrategias mas efectivas.

1.3. La proteina prion

La PrP es un agente patdogeno infeccioso sin precedentes que causa un grupo de enfermedades
neurodegenerativas fatales mediadas por un mecanismo novedoso.’! Aunque se desconoce el papel que la
proteina juega en condiciones normales, se ha reconocido como un componente indispensable en el inicio de las
encefalopatias transmisibles espongiformes (TSE).>? Como ocurre en el caso de otras proteinas relacionadas con
enfermedades neurodegenerativas, se han tratado de entender dos procesos moleculares llevados a cabo por la
PrP como son la coordinacion a diversos biometales y sus procesos de agregacion proteica o fibrilizacion. Esta
ultima caracteristica hace dificil su estudio y caracterizacion ya que la baja solubilidad de las especies fibrilares
limita considerablemente el uso de diversas técnicas espectroscopicas. No obstante, la relevancia de esta proteina
en las TSEs ha generado mucho interés e intensa investigacion en la comunidad cientifica, en especial las

implicaciones de la formacion de complejos con metales de transicion.

1.3.1. Funciones fisioldgicas de la proteina prion y su participacion en
enfermedades neurodegenerativas

La proteina prion se relaciona con una serie de procesos celulares, entre los que encontramos: adherencia celular,
formacion y regulacion de contactos sindpticos, actividad antiapoptdtica, transduccion de sefales
transmembranales, prevencion del estrés celular, metabolismo del Cu?’, encefalopatias espongiformes y
proliferacion y metastasis en diferentes tipos de cancer.>*>¢ Dada la capacidad de la PrP para coordinar cobre,”’
se supone un papel en el trafico de este metal al interior de la célula, implicando también la regulacion de sus

niveles en la sinapsis.*®

Por otra parte, la PrP se identifica como el agente patogénico clave en las TSEs, (también conocidas como
enfermedades pridnicas), entre las que se encuentran la enfermedad de Creutzfeldt-Jackob, la enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Sheinker, kuru, insomnio fatal, entre otras.>’»> A pesar de que estos padecimientos pueden
ser esporadicos, genéticos o infecciosos, el caracter transmisible en varios casos fue motivo de confusion, ya que
el agente infeccioso no es un microorganismo o un virus en donde se implica la transmision del material genético
de dicho agente. En lugar de esto se descubrid que el agente infeccioso es una proteina, la cual se denominé
como prion. El estado patoldgico surge como resultado de un cambio conformacional y un proceso de

agregacion hacia una forma de la proteina conocida como scrapie (PrP5%) que resulta neurotdxica y es capaz de
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inducir a otras moléculas de PrP en su forma nativa o "celular" (PrP¢) hacia la forma scrapie.®® Los mecanismos
fisiopatologicos mediados por la PrPS¢ que dan origen a la neurodegeneracion y a las TSEs atn no se entienden
completamente. Muchos de los efectos toxicos podrian relacionarse con la pérdida de la funcion de la forma
PrP¢ al transformarse a PrP5; sin embargo, también se sugiere la interconexién de los mecanismos
fisiopatologicos de las TSEs con otras enfermedades neurodegenerativas no originadas por la PrP, como es el

caso de la enfermedad de Alzheimer.*!%5

1.3.2. Estructura de la proteina prion

La prion es una proteina anclada a la membrana mediante un enlace glicosilfosfatidilinositol (GPI) en el extremo
C-terminal. La proteina madura es glicosilada y consiste en una secuencia de alrededor de 208 aminoéacidos, la
cual se puede dividir en dos dominios, como se muestra en la Figura 1.2 @). El dominio no estructurado se ubica
en el extremo N-terminal abarcando las posiciones 23-128. El extremo C-terminal (residuos 129-230)
corresponde al dominio estructurado de la proteina en el que se encuentran tres hélices o (posiciones 144-156,

172-194 y 200-225) y dos hebras f que forman una hoja S corta (posiciones 129-131 y 161-163).

Sitios de union a Cu®*

- - /—‘-'_
Dominio no estructurado

b)

Figura 1.2. Estructura de la proteina prion. a) Dominios estructurales de la PrP. b) Estructura
tridimensional de la PrP (90-230) (PDB: 2PRP).

Esta estructura secundaria se conserva en varias estructuras de la PrP derivadas a partir de diferentes especies en

estudios de NMR vy de difraccion de rayos X disponibles en el Protein Data Bank (PDB), (Figura 1.2 5).-% La
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segunda y tercera hélice a se encuentran conectadas lateralmente mediante un puente disulfuro entre los residuos
de cisteina en posiciones 179 y 214. A diferencia de la PrP€ en la que la estructura secundaria mayoritaria es de

tipo a, la forma scrapie PrP5¢ muestra una conformacion en la que predomina la estructura (3.5

1.3.3. Agregacion de la proteina prion

El agente infeccioso en las enfermedades pridnicas, la PrP%, puede funcionar como un molde estructural y
propagar sus caracteristicas conformacionales hacia otras moléculas PrP€ no patogénicas. Esto implica la union
de la PrP5¢ con la PrPC, o con un intermediario metaestable (PrP*), para llevar la PrP¢ a la forma scrapie.®’ Esta
conversion probablemente esta relacionado a la formacion de dep6sitos o fibras de tipo amiloide de la PrP*, la
cual es una caracteristica neuropatologica observada en el cerebro de los pacientes con TSEs, que ademas
generalmente se observan rodeados por lesiones neurodegenerativas espongiformes.* Al igual como ocurre con
otras enfermedades neurodegenerativas, la participacion de una proteina que sufre un cambio conformacional de
su estado nativo para formar agregados fibrilares de tipo amiloide marca un mecanismo molecular, que si bien
no esta claro como produce la neurodegeneracion, es una caracteristica de este tipo de padecimientos, cuya

comprension puede llevar a generar estrategias para curar, diagnosticar o prevenir la enfermedad.

1.3.4. Coordinacidén de metales de transicién a la proteina prion

871 por lo que se conoce

La capacidad de la proteina prion para coordinar Cu®" ha sido extensamente estudiada,
su alta afinidad y especificidad en comparacion con otros biometales divalentes.%7>7* Sin embargo, la afinidad
por cobre de la PrP es menor en comparacion con otras metaloproteinas.” La PrP es capaz de coordinar hasta
seis atomos de Cu?" en el dominio N-terminal (ver Figura 1.2 a), mostrando una variedad de modos de
coordinacion dependiendo de la proporcion PrP:Cu?* y del pH.”®”” El dominio octarepeat de la PrP se encuentra
formado por cuatro repeticiones de la secuencia PHGGGWGQ, entre las posiciones 60-91. Cada una de las
cuatro repeticiones es capaz de coordinar un ion Cu?' cuando hay un exceso del metal respecto a la
concentracion de la proteina; en cambio, cuando la proporcion Cu?":PrP es baja, varias repeticiones de la
secuencia PHGGGWGQ a lo largo del dominio octarepeat pueden participar en la coordinacion de un atomo de
Cu?" mediante los residuos de histidina (posiciones 61, 69, 77 y 84).”7 Estos modos de coordinacién o
componentes también se los conoce como modos de alta o baja ocupacion de cobre. Ademas del dominio
octarepeat, se han observado otros dos sitios de coordinacion en el dominio no estructurado de la PrP (Figura 1.2
a), los cuales involucran a la His96 y a la His111.”! Uno de los objetivos del presente trabajo es estudiar la
evolucidn en el tiempo de la estructura del estado de alta ocupacion de cobre para lograr una mejor comprension
de la coordinacion del cobre a la PrP y sus implicaciones en la formacion de estructuras patogénicas observadas

en las TSEs.
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Capitulo 2. Interaccidn de iones metalicos con las
fibras amiloides de la proteina g amiloide (1-42)

2.1. Antecedentes

Como se explico en el capitulo anterior, una de las caracteristicas en comun de varias proteinas relacionadas a
diferentes enfermedades neurodegenerativas es la agregacion proteica que resulta en la formacion de especies
oligoméricas o fibrilares. En el caso de la A 5, existe mucha informacion reportada en la literatura relacionada a
la estructura que esta proteina adopta cuando forma parte de las fibras amiloides presentes en la AD. En este
capitulo se consider6 esta informacion para generar un modelo atomistico que permitiera estudiar la estructura
de las fibras amiloides formadas por la proteina A S, asi como las consecuencias de su interaccion con iones

metalicos mediante simulaciones de dindmica molecular (DM).

2.1.1. Modelos estructurales de fibras amiloides

La estructura molecular de las fibras amiloides aun no estd completamente elucidada debido a su naturaleza
insoluble y no cristalina; sin embargo, a través de una amplia variedad de métodos se conocen muchas de sus
caracteristicas. Gran parte de esta informacion se ha incorporado como "restricciones" en los protocolos de
refinamiento estructural que han permitido proponer diversos modelos moleculares de las fibras
amiloides.!%*%37787 El nuacleo hidrofobico de las fibras ha sido descrito a través de modelos estructurales
depositados en el Protein Data Bank (PDB),%° como es el caso de la estructura 2BEG.* Este modelo fue
propuesto a partir de experimentos de NMR en estado solido realizados en fibras amiloides derivados de la
proteina A S, y cumple con muchas de las caracteristicas estructurales reconocidas para las fibras amiloides. El
modelo 2BEG del PDB (Figura 1.1 ¢, pagina 3) incluye 10 estructuras, cada una de las cuales contiene 5
moléculas o mondmeros del fragmento 17-42 de la proteina f amiloide, (ApBi742)s. Cada cadena también se
denomina como "hebra", etiquetadas en este modelo con las letras A-E. La porcion N-terminal restante de cada
hebra (residuos 1-16) se reportdé como fluctuante o en estructura aleatoria (random coil), por lo que no se
resolvio en el experimento y no esta incluida en el modelo 2BEG. Los cinco mondmeros se encuentran alineados
a lo largo del eje de la fibra, que es la direccidon en la que crecen estos agregados, cada uno mostrando un
plegamiento y estructuras secundarias similares. Los motivos de estructura secundaria asignados son dos hojas
entre los residuos 18-26 y 31-41, y una region de "bisagra" entre estas dos permitiendo un plegamiento de cada
hebra en forma de "U". De esta manera, las dos hojas f se apilan una sobre la otra con sus cadenas laterales
interactuando estrechamente para formar un cierre estérico.*® Estas caracteristicas son congruentes con el motivo
P cruzado generalmente reconocido en las fibras amiloides.!”* De la misma manera, los cierres estéricos

presentes en esta estructura son caracteristicos en las fibras amiloides formadas por diversos péptidos.+*4°
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La estructura descrita en el parrafo anterior provee una descripcion de las interacciones inter- e intramoleculares
que estabilizan el nucleo hibrofobico de las fibras amiloides. Sin embargo, se ha reportado que cada filamento
amiloide estaria formado por dos capas de moléculas A S, cada una cumpliendo con el motivo f cruzado para
formar un arreglo supramolecular con una pseudosimetria C»..!° A partir de estas observaciones, con base en
experimentos de NMR en estado sélido, se determinaron interacciones especificas entre los residuos Gly33 y
Met35 provenientes de diferentes capas de moléculas ApS, las cuales proveen informacion de la estructura
cuaternaria de las fibras amiloides y permitieron generar nuevos modelos.?” Estos modelos ponen en contacto
dos hojas 3 de diferentes capas, idénticas en secuencia, pero orientadas en direcciones opuestas que generan un
segundo tipo de cierre estérico que estabilizaria la union entre las dos capas. De esta manera, el nucleo
hidrofobico de las fibras estaria formado por dos capas de moléculas A S, cada una generando un par de hojas £,

las cuales se apilan para formar tres cierres estéricos entre las cuatro hojas .%7

Otros modelos de fibras amiloides varian en el nimero de capas de moléculas A 5, en la orientacion relativa de
cada capa o en el arreglo de las hebras que conforman la fibra.!-3381-82 Sin embargo, los modelos generados en el

presente caapitulo consideran solo las caracteristicas estructurales ya mencionadas.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

¢ Estudiar el efecto de la interaccion de iones metalicos en la estructura de las fibras amiloides.

2.2.2. Objetivos particulares

*  Generar modelos atomistico de fibras amiloides formadas a partir del la A 4, que permitan modelar su

estructura y comportamiento dindmico.

* Evaluar la estabilidad y la capacidad de los modelos para reproducir las caracteristicas estructurales de

las fibras amiloides reconocidas experimentalmente.

* Evaluar el efecto de la interaccion de iones Na®, Cl- y Zn>" en la estructura de la fibra mediante

simulaciones de dinamica molecular.

2.3. Metodologia

2.3.1. Construccién de los modelos de fibras amiloides (modelo I)

El estudio de la estructura de las fibras amiloides que se llevo a cabo en el presente trabajo se basoé en un modelo
atomistico construido a partir de informacidn estructural experimental, como se ilustra en la Figura 2.1 y se
describe a continuacion. A partir del séptimo modelo de los diez contenidos en la estructura 2BEG®* del PDB, se

extrajeron las estructuras de las cadenas intermedias B, C y D, (excluyendo las cadenas A y E), para obtener un
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2.3. Metodologia

trimero (Afi742)3, (cadenas en azul en la Figura 2.1 a, 7). Estas cadenas cumplen con el motivo estructural S
cruzado de las fibras amiloides y fueron la base para extender el modelo en tamano. Se eligio el séptimo modelo
del archivo PDB 2BEG debido a que su estructura secundaria es mas uniforme entre las 5 cadenas. Las cadenas
Ay E no se consideraron debido a que se encuentran en las terminaciones del pentdmero, y, a diferencia de las
hebras intermedias, las cadenas laterales de sus residuos no se encuentran adecuadamente alineadas y

compactadas.

Figura 2.1. Estructura inicial del modelo I de fibra amiloide (A 4:)36. a) Vista en perspectiva.
b) Seccion transversal mostrando una hebra de cada capa del modelo.

La secuencia 1-16 faltante en el dominio N-terminal, (cadenas en color rojo en la Figura 2.1 a, ii), se completo
considerando la secuencia de aminoacidos 1-42 de la proteina A humana,® para formar el trimero (Afs)s
(cadenas en color azul y rojo, i y ii). Para esto se cre6 un péptido con la secuencia de aminoacidos 1-16 indicada
en conformacion S extendida, que es aproximadamente la misma que tienen los residuos contiguos (17-26) en el
modelo 2BEG. El nuevo péptido se agrego a cada una de las cadenas B, C y D (seleccionadas en el paso anterior,
i), formando un enlace peptidico entre los residuos 16 y 17, y respetando la orientacion de las cadenas del
modelo experimental. Al incorporar el dominio N-terminal de esta manera, se sobreestimo por construccion la
estructura de tipo 8 en esta region, ya que el estudio experimental sugiere que el extremo N-terminal no se

observa estructurado.’® Sin embargo, se considerd que las condiciones de simulacion elegidas en el presente
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Capitulo 2. Interaccion de iones metalicos con las fibras amiloides de la proteina 3 amiloide (1-42)

trabajo podrian corregir la estructura, es decir, disminuir la estructura de tipo £ en el dominio N-terminal, en una

DM suficientemente larga. Esta suposicion se discutirda mas adelante en la seccion 2.5.3.

El crecimiento del modelo se realizdé de acuerdo a la definicion de la estructura  cruzada, con las nuevas
cadenas Ap alineadas perpendicularmente al eje de crecimiento de la fibra, para incorporarse a las hojas £ ya
presentes; los puentes de hidrogeno entre las cadenas peptidicas se formaron en direccion aproximadamente
paralela al mismo eje, como se ilustra en la Figura 2.1 a). La estructura del trimero construido se duplico y se
alined de la manera indicada para formar un hexamero y, subsecuentemente, un nonamero. A partir de esta
estructura y con la finalidad de incrementar el tamafio del oligomero de tal manera que el eje mas largo de la
estructura sea el eje de crecimiento de la fibra, se cred una copia que se alined adyacente a la estructura original
para llegar a un agregado con 18 mondmeros (estructura en color azul, rojo y verde en la Figura 2.1 q, i, ii y iii).
Con la finalidad de adoptar la simetria C,. observada experimentalmente en las fibras amiloides (como se
describié en la seccion anterior), se incorpord una segunda capa de moléculas A S, al modelo al hacer un
duplicado de la estructura de 18 monomeros, la cual se rot6 180° sobre el eje de la fibra (eje z) y se acopld a la
estructura original de tal forma que las cadenas laterales de la Met35 a lo largo de la fibra quedaran proximas a
los C, de los residuos de Gly33 de la otra capa de moléculas, tal y como se sugirié en un estudio previo,?’
(estructura en color gris en la Figura 2.1 a, iv). Esta condicion permitié que las cadenas laterales de cada capa de
oligomeros formaran un cierre estérico compacto (Figura 2.1 b). El modelo final, designado aqui como modelo I,
incluye 36 moléculas de Aps, organizadas en dos capas de moléculas que cumplen con el motivo S cruzado y
con la simetria y estequiometria reportados para las fibras amiloides. En este punto se llevé a cabo una
minimizacién de la energia de la estructura por 500 pasos para eliminar interacciones desfavorables como
choques estéricos resultantes del ensamblaje de la estructura, (ver metodologia mas adelante). Uno de los
aspectos que no esta considerado en el presente modelo es la estructura helicoidal de las fibra amiloides, ya que
el modelo experimental no incluye esta informacion. Sin embargo, como se analiza en la seccion 2.5.2, la
dinamica molecular del modelo a temperatura fisioldgica en ausencia de restricciones geométricas permite al

modelo adoptar esta estructura de manera espontanea.

Como paso final en la construccion del modelo, la estructura completa se embebié en un cubo conteniendo
71,067 moléculas de agua de solvatacion. Las dimensiones del cubo fueron 178 x 108 x 129 A3, suficiente para
contener la estructura proteica dejando un margen entre el soluto y los bordes de la caja de 14, 30 y 15 A en las
direcciones de los ejes x, y y z, respectivamente. Ademas se evitd que los dtomos del disolvente quedaran a una
distancia menor de 2.6 A de los 4tomos proteicos. Finalmente se agregaron 108 atomos de Na* distribuidos
aleatoriamente en el cubo de solvente con la finalidad de neutralizar la carga total de la fibra (-108).
Considerando los atomos proteicos de la fibra, las moléculas de agua y los iones incluidos en el sistema, la
estructura final consta de 235,881 atomos en total. La manipulaciéon de las coordenadas de los fragmentos

estructurales del modelo y su ensamblaje se llevaron a cabo mediante el programa VMD.% Cabe
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mencionar que éste y los otros modelos de fibras amiloides que se describiran mas adelante, se pueden
considerar en la actualidad como "de gran tamafo", situacion que se tomoé en cuenta para elegir el tiempo de
simulacion empleado en consideracion también de los recursos computacionales disponibles, como se discutira

mas adelante.

2.3.2. Equilibracion y simulaciones de dinamica molecular

El modelo final, construido de manera adecuada para realizar simulaciones de DM, fue sometido a un protocolo
de equilibracion, previo a la simulacion "de produccion”, con la finalidad de uniformar las propiedades locales
del sistema en toda su extension y de llevar al sistema a las condiciones de simulacion elegidas. El protocolo de
equilibracion aplicado se puede dividir en dos etapas: la de "adaptacion del solvente" y la de "calentamiento y
ajuste del volumen". En la primer etapa se mantiene fija la estructura de la fibra amiloide mientras que se
permite el movimiento de las moléculas de agua y de los iones. Con estas restricciones se llevan a cabo 3,000
pasos de optimizacion geométrica minimizando la energia potencial mediante el método de gradiente conjugado,
seguido de 20 ps de DM partiendo de una temperatura de 10 K e incrementandola en 1 K cada 50 fs hasta llegar
a 310 K. En la segunda etapa de la equilibracion se permite el movimiento de todas las especies (soluto, solvente
e iones) eliminando las restricciones aplicadas en la etapa anterior, aplicando nuevamente 3,000 pasos de
minimizacioén de la energia, 100 ps de DM de 10 a 310 K con incrementos de 1 K cada 200 fs y una DM a
temperatura (310.15 K) y presion (1 atm) constantes por 40 ps. Posteriormente, la simulacion de produccion se
llevo a cabo por 100 ns partiendo de las coordenadas y velocidades finales del ltimo paso de la equilibracion
para todos los atomos. Las condiciones de simulacion en el ensamble termodinamico isotérmico-isobarico (NTP)

fueron una temperatura de 310.15 K y una presion de 1 atm, sin restricciones estructurales.

Todas las corridas de equilibracién y simulaciones se llevaron a cabo utilizando el paquete NAMD %8
empleando el campo de fuerzas CHARMM?27.%8 Para el céalculo de interacciones no covalentes de corto alcance
se empled un radio de corte de 10 A, aplicando una funcion de atenuacion a partir de 8 A. Las listas de pares
utilizadas por NAMD se crearon hasta 12 A de distancia. Las interacciones electrostaticas se calcularon
mediante el método particle-mesh Ewald (PME),¥**° aplicando condiciones a la frontera periodicas y utilizando
un espaciamiento de los puntos de la rejilla de aproximadamente 1 A en cada dimension. Para llevar a cabo las
dinamicas moleculares se utilizd un paso de 2 fs al integrar las ecuaciones de movimiento aplicando el método
SHAKE,’! en donde se restringe el alargamiento de los enlaces que incluyen atomos de hidrogeno. Esto permitid
un esquema de integracion multiple en donde las interacciones covalentes, no covalentes de corto alcance y
electrostaticas se evaluaron cada 2, 2 y 4 fs, respectivamente. La temperatura de las simulaciones se controld
utilizando dinamicas de Langevin, mientras que la presion se controld utilizando el método del piston de

Langevin implementado en NAMD. >3
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Capitulo 2. Interaccion de iones metalicos con las fibras amiloides de la proteina 3 amiloide (1-42)

2.3.3. Construccion de modelos secundarios (modelos IlI-V)

A partir de la estructura equilibrada del modelo I, descrito en las secciones anteriores, se construyeron otros
modelos de fibras amiloides en los que se incluyeron diferentes iones en el solvente, ver Tabla 2.1. Esto con la

finalidad estudiar el efecto de la interaccion de los iones metalicos en la estructura de las fibras.

Tabla 2.1. Caracteristicas de los modelos de fibras amiloides construidos.

Numero de , . Numero de Numero total
Modelo , Numero de iones en el solvente , .

monomeros A S, moléculas de agua  de atomos
I 36 108 Na* 71,067 235,881
II 48 90,685 302,151
111 48 170 CI-, 314 Na* (0.1 M) 90,103 301,183
v 48 169 CI-, 265 Na* (0.1 M) / 48 Zn*" (1 eq) 100,283 301,283
A% 188 660 CI-, 1224 Na* (0.1 M) 351,162 1,173,246

El procedimiento para construir los modelos II-IV es el siguiente: A partir de la estructura del modelo I, después
de 50 ns de simulacion de DM, se replicaron las coordenadas de las seis hebras intermedias, es decir, de las 18
moléculas de Af alineadas en cada una de las capas del modelo, solo se consideraron de la nimero 7 a la 12. De
manera similar a como se construyé el modelo I, las hebras replicadas se alinearon contiguas a las hebras
originales, en este caso conservando el angulo de torsién adoptado por la fibra, (ver seccidon 2.5.2). De este modo
se extendid el modelo hasta llegar a una longitud de 24 hebras en cada una de las dos capas de moléculas Aps
de la fibra. A esta estructura se le agregaron las moléculas de agua y, para cada modelo, se adicionaron diferentes
iones de acuerdo a lo especificado en la Tabla 2.1. La Figura 2.2 muestra un esquema con la secuencia de pasos

seguidos para la creacion de cada modelo.

(A/?)42)3N§+ — (A By
I

a n*' al aCl
(Aﬁ42)4N8 (o e (Aﬁ42)48_>( A/J)42)TBCI_>(A Ba)—> [(Aﬁ42)1N88C Lo
v II III A%
Figura 2.2. Secuencia de construccion de modelos secundarios de fibras amiloides.

El modelo V se construy6 de manera similar a los modelos 1I-IV, pero utilizando como estructura de partida al
modelo IIT después de 37 ns de DM. Este modelo utilizé 20 monoémeros intermedios por capa de la estructura de
la fibra (hebras 3-22), los cuales se reprodujeron y alinearon repetidamente sobre el eje de la fibra para
incrementar su tamafio. Considerando el angulo de torsion mostrado por las hebras del modelo III a lo largo del
eje de la fibra, al agregar 94 hebras en ambas capas de la fibra se alcanzé un angulo de torsion entre la primera y

ultima hebra cercano a 180°. Dada la simetria (C».) del modelo, su estructura helicoidal y el empleo de
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condiciones a la frontera periddicas, fue posible poner a la tltima hebra del modelo V en contacto directo con la
primera hebra de la réplica periodica del sistema en la direccion positiva del eje z, mientras que la primera hebra
del modelo se coloco de vecina a la ultima hebra de la réplica del sistema en la direccion negativa del eje z, para
cada capa. Ademas, no se dejo ningiin margen entre los atomos de la fibra y el borde de la caja de solvente en
ambas direcciones del eje z. Al construir el modelo V de esta manera, se simula una fibra amiloide de longitud
infinita que elimina cualquier efecto asociado al tamafio del oligdmero. Este modelo se discutird en la seccion

2.7.

A diferencia del modelo I, que sélo incluyo el nimero de iones Na™ suficiente para neutralizar la carga de la
fibra, en los modelos I1I-V se agrego6 un exceso de atomos de Na* y CI suficiente para simular una concentracion
de iones de 0.1 M y, al mismo tiempo, para neutralizar la carga del sistema. Al modelo IV se le agregaron
ademas 48 atomos de Zn*" que representa una proporcion 1:1 de ABs:Zn?*" 6 un equivalente (1 eq). El modelo II
fue el Gnico en el que no se adiciond ningun ion, por lo que sélo en este modelo la carga neta del sistema fue de

-144, (1a carga neta de cada molécula A Bs, es de -3 a pH fisiologico).”

El protocolo de equilibracion de los modelos secundarios (II-V) fue similar al del modelo I con las siguientes
diferencias: las corridas de minimizacion de la energia fueron de 5,000 pasos, las corridas de DM de
calentamiento que se corrieron con el doble de pasos de los aplicados al modelo [ y la DM de ajuste del volumen
se aplicd por 0.4 ns. Cada paso del protocolo de equilibracion de los modelos secundarios se planteé mas largo
que en el modelo I para permitir que los diferentes iones incluidos en cada modelo se adaptaran a la estructura ya

equilibrada de la fibra.

2.3.4. Criterios de analisis de la dinamica molecular de los modelos de fibras
amiloides

Para llevar a cabo el analisis de la evolucion estructural de cada modelo se calcularon distintos parametros
estructurales sobre las trayectorias guardadas a partir de las simulaciones de DM. Dichas trayectorias se refieren
al detalle de las coordenadas cartesianas para cada uno de los 4&tomos que conforman a cada modelo, y que son
almacenadas a intervalos regulares de tiempo durante la simulaciéon para su posterior procesamiento y analisis.
Para el caso de los modelos atomisticos de fibras amiloides, se consideraron como relevantes varios pardmetros
relacionados con la topologia estructural del modelo y su evolucion en el tiempo, la formacion de interacciones
atomicas estabilizadoras incluyendo la formacion de estructuras secundarias, asi como la interaccion de la fibra
con el medio de solvatacion y con los iones metalicos. La mayoria de estos parametros se calcularon mediante el
programa VMD version 1.9.1.% La determinacion de estructuras secundarias (reconocimiento de motivos

estructurales repetitivos en proteinas) se llevo a cabo mediante el algoritmo STRIDE. "

*  En condiciones experimentales, la mayor parte de la poblacion de moléculas A 4 tendrian una carga neta de -3 a pH
fisiologico.
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2.4. Equilibracién y estabilidad del modelo |

El protocolo de equilibracion aplicado al modelo I consistid en total de 6000 pasos de optimizacion mas 160 ps
de dinamica molecular, lo cual representa un tiempo de simulacién muy corto en comparacion con la
subsecuente simulacion "de produccion. Esta equilibracion es un requisito imprescindible ya que prepara al
sistema llevandolo a las condiciones de simulacion elegidas. Para este modelo, la equilibracion ademas permite a
la estructura adaptarse al cambio de una fase sélida amorfa (de la que se derivo el modelo experimental 2BEG) a
las condiciones de solvatacion y de temperatura fisiolégica planteados en las simulaciones. Esto ademads
considera la liberacion de las restricciones geométricas impuestas durante el refinamiento estructural en los
experimentos de NMR en estado so6lido,*® cuyo resultado se utiliz6 como base para crear el modelo 1. La
estructura resultante del protocolo de equilibracion, que incluye las coordenadas tridimensionales y las
velocidades atomicas finales, son utilizadas como punto de partida de la simulacion de produccion, por lo que la
evolucion temporal del sistema esté directamente afectada por el protocolo elegido. A continuacion se describe el

resultado de este procedimiento.

2.4.1. Perfiles de energia durante la equilibracion

El protocolo de equilibracion aplicado al modelo I se ilustra en la Figura 2.3, donde se pueden observar los

perfiles de energias y variables de simulacion durante los cinco pasos que conforman dicho protocolo (i-v).
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Figura 2.3. Perfil de temperatura (a), volumen (b), energias potenciales (c, d) y de energia
electrostatica y total (e) durante las cinco etapas (i-v) de equilibracion del modelo 1.
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En laFigura 2.3 a) y b) se grafican las restricciones de temperatura y volumen aplicados a cada una de las
etapas, asi mismo, las graficas c), d), y e) muestran el perfil de diferentes energias potenciales y el de la energia
total (la suma de las energias potenciales y la energia cinética). Las etapas i y iii corresponden a minimizaciones
de la energia total, mientras que en las etapas ii y iv se llevo a cabo un calentamiento del sistema. La etapa v
corresponde a un ajuste de volumen (donde se restringe la presion del sistema a 1 atm y se libera la restriccion de

volumen aplicada durante los pasos i-iv).

Durante las etapas de minimizacion de la energia, la componente electrostatica aportd la mayor contribucion a la
energia total (Figura 2.3 c-e, i yiii), lo que sugiere que en estas etapas se optimizaron la geometria y las
interacciones electrostaticas entre las moléculas que conforman el sistema (moléculas de agua y de proteina
Aps), modificando principalmente sus posiciones en el espacio y orientaciones relativas. Las energias de
enlaces, de angulos, y de van der Waals (VDW) se incrementaron en las etapas de minimizacion, mientras que
las energias de angulos diedros e impropios se observaron poco afectadas. Esto indica que las conformaciones de
las moléculas que forman el sistema salieron ligeramente de sus valores de equilibrio, (definidos por el campo de
fuerza), para favorecer la optimizacion de las interacciones electrostaticas durante las etapas i y iii. En el caso de
las etapas de calentamiento del sistema (i yiv), todas las energias potenciales se incrementaron o se
mantuvieron casi constantes, con la excepcion de la energia de VDW, la cual disminuy6 su valor a medida que se
incrementd la temperatura. Este comportamiento indica que la optimizacion de los contactos de VDW
estabilizaron la energia total del sistema en las condiciones de temperatura fisiologica utilizadas en la
simulacion, mientras que la energia cinética incorporada en el calculo modificé las geometrias de equilibrio de
las moléculas permitiendo cambios conformacionales al rebasar barreras de energia en la superficie de energia
potencial (PES). La liberacion de la restriccion del volumen constante (Figura 2.3 b, v) produjo un ligero
incremento en la energia de VDW y una ligera disminucion de la energia electrostatica; al mismo tiempo se
observo una disminucion de ~6% de las dimensiones de la caja de disolvente (volumen de celda unitaria), la cual
se asocia a la formacion de contactos estrechos entre el soluto y el disolvente que no estaban presentes durante la
construccion del modelo. En esta ltima etapa la energia de VDW parece disminuir lentamente hacia el final de

la equilibracion.

2.4.2. Cambios estructurales durante la equilibraciéon

El tiempo de simulacion asociado al protocolo de equilibracion es demasiado corto como para esperar cambios
conformacionales importantes en una estructura macromolecular del tamafio del modelo I. Sin embargo, a nivel
local se observaron arreglos importantes entre los atomos que forman contactos estrechos; esto es evidente al
observar el incremento de los parametros RMSD y RMSF para los 4tomos de carbono o (C,) de la fibra en el
modelo I, como se puede observar en la Figura 2.4. Estos parametros cuantifican respectivamente los cambios
estructurales y las fluctuaciones espaciales para los atomos C, en el modelo a lo largo del tiempo simulaciéon en

la equilibracion .

Carlos Z. Gbmez Castro - 17



Capitulo 2. Interaccion de iones metalicos con las fibras amiloides de la proteina 3 amiloide (1-42)

a) . Proteina fija Sin resfricciones ‘
) (@) (@) () ()
o 2|§ — - - E
Ra sk E 3
> TooF 3
x 0 . .
min 20 ps min 100 ps 40 ps
3000 DMNVT 3000 DM NVT DM NPT
pasos  10-310 K pasos 10-310 K 310K, 1 atm
5 e L N
[pesddy ¥ r
b) < s G Ay RMSE C, (&)
A o f:u\q ~'¢'4"":"pm ‘ - !& 2 -4
b At “m’;‘" " f""\?‘ o4 “l‘
‘% :r .“ “' lb‘ sr &%’ kg : 1.95
"‘qi.d-“qo. . ‘,_'.’@f ’ug 3 " _ﬂ'l& 1.48
“f’,‘,’:‘ """MJ" ; .-' ‘E. » -"“b : G S , “ '?'.J,
@ Lhae. _ “.-'V.‘«..: -}:4. _ : 0.98
? W‘, by PO r’ AU
@ S NIGT IS a‘m' &umﬂzt 0.49
J“*MW et ¥ A WOy g AL 3
:‘M»M T aﬁ-f‘?.""‘: ‘1'..&& Ay e
o990 P N A S LB A ‘e

oDoroormndiin ‘G};"*"‘fﬁ (A A &
) _ .."I!‘ oS ¢ ] U} .‘" .
J’"J}«* B o OB s,

RMSF C
promedio
&)
(3]

A W AT T A . N

5 10 15 20 25 30 35 40
Residuo

Figura 2.4. Fluctuaciones estructurales del modelo I durante la equilibracion. a) RMSD Cq

de la fibra. b) RMSF para C,'s de la fibra. ¢) RMSF C, promedio por residuo.
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Como se menciono6 en la seccion anterior, las interacciones electrostaticas y de VDW son las primeras que tienen
un efecto sobre la estructura, inicialmente del solvente y luego también del soluto, optimizando los contactos "no
covalentes" entre las moléculas. La temperatura y la presion simuladas ademas incrementan la energia cinética
de los atomos, permitiendo rebasar barreras de energia potencial, para asi modificar mas facilmente su
conformacion. Como se observa en la Figura 2.4, estos efectos no se manifiestan de manera uniforme a lo largo

de la estructura de la fibra, lo que sugiere la presencia de tension estructural en regiones particulares del modelo.

La Figura 2.4 a) muestra una grafica del RMSD C, con respecto al tiempo. Se observa que, al liberar las
restricciones estructurales sobre los atomos proteicos (ii7), de inmediato comienza a incrementarse el RMSD y
continua aumentando durante el resto de la equilibracion. Esto sugiere que, a pesar de que las componentes de la
energia mostradas en la Figura 2.3 parecen estar estabilizadas en la etapa final de la equilibracion (v), las
transiciones o cambios conformacionales necesarios para equilibrar la estructura de la fibra tienen escalas de
tiempo mas largas, y se manifestaran durante la simulacion de produccion. La fuerza directriz de estos cambios

es muy sutil y corresponde a la disminucion lenta y constante de la energia de VDW hacia el final de la
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equilibracion. Cabe mencionar que el término CMAP? de la energia potencial del campo de fuerza de
CHARMM, incluido en estos calculos, también puede tener un efecto importante en la conformacion de la
estructura de la fibra, ya que este término considera los angulos diedros del esqueleto peptidico, para favorecer la

estabilidad de las conformaciones observadas experimentalmente en proteinas.®

La estructura mostrada en la Figura 2.4 b) permite ubicar los residuos o regiones del modelo que estan
contribuyendo en mayor proporcion a los cambios estructurales cuantificados globalmente por el RMSD. Las
esferas coloreadas en rojo indican aquellos C,.'s que sufrieron mayores fluctuaciones (RMSF) durante la
equilibracion, mientras que aquellos en azul se mantuvieron mas fijos o localizados. De esta manera se encontro
que, paraddjicamente, las mayores fluctuaciones se localizaron cerca de la region de "bisagra" y en el extremo C-
terminal, regiones localizadas en el ntcleo hidrofobico de la fibra, mientras que el dominio N-terminal mostr6o
fluctuaciones menores. Esto se puede verificar en la Figura 2.4 ¢), que muestra el RMSF C, por residuo
promediado para cada una de las hebras que forman el oligbmero. En esta grafica se observa que los residuos
Asp23, Val24, Gly25, Leud42 y Ala42 (ubicados en el nucleo hidrofobico) mostraron la mayor fluctuacion. A
partir de la Figura 2.4 b) es evidente que las fluctuaciones de cada residuo varian entre cada hebra a lo largo del
eje de la fibra, lo cual manifiesta que algunas de las transiciones estructurales inician de manera localizada en
uno de los extremos de la fibra (en este caso en el lado distal mostrado en la figura). El patron de fluctuaciones
observado durante la equilibracién tuvo consecuencias estructurales importantes durante la simulacion de

produccion del modelo 1. Esto se analizara en detalle en la siguientes secciones.

2.5. Simulacion de dinamica molecular del modelo |

La DM de produccién del modelo I, iniciada a partir de la estructura equilibrada a la temperatura y presion
propuesta (310.15 K y 1 atm), representa una mejor aproximacion de las condiciones en que las fibras amiloides
se encuentran a nivel fisioldgico, considerando también el ambiente quimico que el solvente y los iones
incorporan al modelo de manera explicita. La secuencia de aminoacidos y estructura de la proteina A S en
conjunto con la compleja red de interacciones entre las moléculas que conforman el modelo determinaran la
evolucion temporal de la estructura del modelo. A pesar de que el modelo de fibra amiloide aqui estudiado se
basa en diversas mediciones experimentales, varias caracteristicas del modelo pueden limitar la correcta
descripcion del sistema real. Por este motivo es de especial importancia comparar las caracteristicas estructurales
del modelo con la informacion experimental disponible. Esta comparacion puede establecer la utilidad del
modelo en la descripcidn de caracteristicas estructurales de las fibras amiloides que estan fuera del alcance de los

métodos experimentales, por lo que las siguientes secciones se dedicardn a este analisis.

2.5.1. Estabilidad del modelo oligomérico

Las fibras amiloides son estructuras altamente estables. En el caso de la proteina A fi, la formacion de los

agregados ocurre de manera lenta pero espontanea, por lo que es deseable que el modelo sea capaz de mantener
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sus caracteristicas estructurales a lo largo del tiempo en las condiciones de simulacion empleadas. En la Figura
2.5 se muestra la grafica el RMSD C,, durante la simulacion del modelo I, en la que se puede evaluar el grado de
estabilizacion estructural alcanzado en 100 ns de DM. Para el nucleo hidrofébico, (linea azul) la estructura
parece estabilizarse poco antes de 40 ns con un nivel bajo y constante de fluctuaciones para el resto de la
simulacion. Por su parte, la grafica que considera el modelo completo (linea negra) muestra un incremento
superior del RMSD, lo que sugiere una transicion estructural importante para el dominio hidrofilico N-terminal;
también se observan fluctuaciones mayores de este parametro practicamente durante toda la simulacion. En este
sentido el tiempo de simulacion parece ser suficiente para alcanzar una estructura "estacionaria" en el nucleo

hidrofébico; sin embargo, el dominio N-terminal parece tener fluctuaciones en una escala de tiempo mas larga.
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Figura 2.5. RMSD C, para el modelo [ de fibra amiloide completa
y para el nucleo hidrofobico (17-42).

Como se harad evidente en las siguientes secciones, durante los 100 ns de simulaciéon de DM, el modelo I
mantuvo su estructura cuaternaria intacta, es decir, ninguno de los 36 mondmeros se disocio6 del agregado inicial.
Esta disociacion o fragmentacion podria ocurrir entre las hebras que conforman el modelo (a lo largo del eje de
la fibra), o entre las dos capas de moléculas A B4 (ver Figura 2.1). Si bien 100 ns de simulacion de DM puede
parecer un tiempo demasiado corto en comparacion con el tiempo que toma la formacion de las fibras (en el
orden de horas a dias), el modelo I partié de una estructura pre-ensamblada del oligémero, por lo no es necesario
un tiempo de simulacion tan largo como el que seria necesario para estudiar procesos de formacion o
disgregacion de las fibras. De hecho, durante el tiempo de simulacion se observo una estabilizacion estructural
del nucleo hidrofébico y ademas fue tiempo suficiente para observar algunas transiciones estructurales
importantes. Tal es el caso del torcimiento del agregado para adoptar una estructura helicoidal, la consolidacion
de estructuras secundarias, la modificacion de las interacciones que estabilizan los cierres estéricos y la
formacion de interacciones duraderas entre los iones y la superficie de la fibra. A continuacion se analizan con

detalle estos procesos.

2.5.2. Estructura helicoidal de la fibra amiloide

El cambio estructural mas evidente durante la simulacion de produccion del modelo I fue el torcimiento del
oligomero sobre ¢l eje de la fibra amiloide. Esta transicion generd una estructura helicoidal a lo largo del eje de
la fibra dada la simetria del modelo. La Figura 2.6 a) compara la estructura inicial y final del modelo desde una

perspectiva que permite observar el alineamiento de las hebras que forman el oligdomero asi como el giro que
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sufren las hebras a lo largo del eje de la fibra al término de la simulacion.
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Figura 2.6. Estructura helicoidal de la fibra amiloide. a) Estructura del modelo I al inicio y al final de la
simulacion. b) Angulo de giro promedio entre hebras y angulo global con respecto al tiempo.

A pesar de que la estructura helicoidal de las fibras amiloides es una caracteristica bien reconocida, ésta no se
considerd al momento de la construccion del modelo I debido a la falta de informacion estructural. No obstante
la Figura 2.6 demuestra que el modelo adopta esta caracteristica de manera espontdnea y sin la necesidad de
imponer restricciones estructurales. Esto sugiere que la disposicion de las hebras dentro del oligdbmero, y quiza
su conformacion, son factores que por si solos determinan esta propiedad estructural de las fibras amiloides. Por
otro lado, el torcimiento del modelo no se atribuye a la secuencia de aminoacidos de la proteina A 3, ya que se ha
demostrado que las fibras amiloides formadas por una variedad de proteinas poseen caracteristicas estructurales

similares independientemente de las diferencias en sus secuencias de aminoéacidos. 44!

El grado de torcimiento de la fibra a lo largo de la simulacién se puede observar en la Figura 2.6 b). En el
recuadro exterior se grafica el angulo de giro promedio entre todos los pares de hebras contra el tiempo, mientras
que en el recuadro interno se grafica el angulo de giro global del oligdmero considerando el angulo de giro
promedio y el nimero de hebras a lo largo del eje de la fibra. Estas graficas revelan que al inicio de la simulacion
el proceso de torsion ya habia comenzado, lo que implica que se inici6 durante el protocolo de equilibracion. De
hecho, el patron de fluctuaciones de los C.'s observado durante la equilibracion, (seccion 2.4.2, pagina 17), se

puede explicar en buena medida por este cambio estructural.

En el transcurso de los primeros 5 ns de simulacion el modelo ya habia alcanzado un angulo de torsion global
alrededor de 36° (con un angulo promedio entre hebras cercano a 2°). Después de esto se comienza a observar un
comportamiento asimétrico entre las dos capas del modelo, de tal forma que el angulo promedio en las hebras de
la capa 1 (graficado en color verde en la Figura 2.6 ») es menor y parece mas estabilizado que el de la capa 2
(mostrada en color gris), efecto que podria interpretarse como que una de las capas "envuelve" a la otra. Como
resultado de esto, la torsion total del modelo fluctia alrededor de 40.7° para la capa 1 y de 47.2° para la capa 2,

lo que se podria considerar como una torsion efectiva de ~44° para el modelo con 2 capas de 18 hebras de
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longitud. Tomando en cuenta este parametro estructural se puede proyectar el nimero de hebras necesarias para
completar un giro de la fibra de 180° en ~74, las cuales, considerando una distancia promedio entre cada hebra
de 4.77 A, ocuparian una longitud total para este modelo hipotético de ~35 nm. La longitud de giro de la
estructura helicoidal predicha por el modelo I es de hecho compatible con las observaciones experimentales
realizadas para fibras amiloides, en donde las distancias de giro mas cortas se encuentran entre 25 y 30 nm, y
pueden llegar a un maximo de ~300 nm.?**” El torcimiento espontineo de este modelo es también congruente

con el comportamiento observado en simulaciones previas realizadas en modelos de péptidos amiloidegénicos.*

2.5.3. Estructura secundaria de proteinas

Los motivos de estructura secundaria de proteinas presentes en la estructura inicial del modelo I provienen del
modelo experimental 2BEG del PDB,* al menos para la region del niicleo hidrofobico (residuos 17-42). El
dominio N-terminal (residuos 1-16) se reporté como no estructurado,*® por lo que no se contd con alguna
estructura experimental que pudiera incorporarse al modelo. En el presente trabajo se decidié construir este
dominio en conformacion extendida (estructura de tipo S similar a la de los residuos vecinos) como punto de
partida. Esta propuesta considerd una estructura incorrecta o poco probable para el dominio N-terminal segun los
experimentos, sin embargo, se consider6 que las condiciones de simulacion elegidas en una DM lo
suficientemente larga deberian ser suficientes para corregir la estructura. Como se observa en la Figura 2.7, esta

prediccion se cumplio parcialmente en 100 ns de simulacion.
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Figura 2.7. Incidencia de motivos de estructura secundaria de proteinas por residuo
para el modelo 1. a) Estructura inicial. b) Promedio en 100 ns de DM.

La estructura secundaria inicial para el dominio hidrofébico consideré dos hojas £, identificadas aqui como S1
(residuos 18-26) y S2 (residuo 31-41). Entre las secuencias S1 y S2, la secuencia 27-30 inicialmente formaba

una "bisagra" con motivo estructural de giro. Al incorporar el dominio N-terminal con estructura S, se
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increment6 la extension de la hoja  S1, abarcando practicamente de los residuos 1 al 26 (Figura 2.7 a). En la
Figura 2.7 b) se muestra la incidencia de diferentes motivos de estructura secundaria para cada residuo de
aminoacido de la secuencia A, promediadas en el tiempo de simulacion y sobre cada una de las hebras que
conforman el modelo I. En ninglin momento se encontrd la formacion de estructuras tipo ¢, mientras que las
estructuras S en general predominaron para la mayor parte de la secuencia de 42 aminoacidos. Comparando con
el modelo 2BEG, se encontrdé una disminucion de la estructura f en el dominio hidrofébico mientras que el
dominio N-terminal conservo una considerable fraccion de este motivo a pesar de que se esperaba que se

perdiera en su totalidad.

La hoja 8 S2 permaneci6 practicamente intacta durante la simulacion, ya que los residuos 31 a 41 mostraron este
motivo por arriba del 90% del tiempo a lo largo de la estructura de la fibra. La disminucion del porcentaje se
debe a que las hebras en los extremos de las fibras disminuyeron considerablemente su incidencia de estructura

[, como se puede observar en la Figura 2.8 a).
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Figura 2.8. Incidencia del motivo estructural hoja B para las hebras de la fibra amiloide.
Promedio temporal por residuos para la secuencia APy (a) y para las
regiones 1-9 (b) y 20-30 (c).

La region de "bisagra" entre las hojas f S1 y S2 (inicialmente residuos 27 al 30) se extendido durante la
simulacion incluyendo a los residuos 24 a 26, que originalmente formaban parte de la hoja 8 S1. El motivo de
giro en esta region disminuyo6 a 2% para el residuo 24 y a 63% para el residuo 29, permitiendo una incidencia

importante de estructura aleatoria (sin motivos de estructura secundaria), y en algunos casos estructura S
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extendida o de hoja S (residuos 24, 26-28). Vecinos a esta region, los residuos 21-23 que forman parte de hoja
S1, también fueron afectados, ya que su contenido del motivo hoja £ disminuyd a ~76%, atribuible al efecto de
los bordes del oligdbmero, (las primeras cuatro hebras y las Gltimas dos mostraron baja incidencia de estructura g,
Figura 2.8 ¢). En esta misma figura también se observa que las hebras que pierden estructura f en los residuos
21-23 la ganan en los residuos 26-28. Adicionalmente, so6lo cuatro hebras centrales forman estructuras £ en el

residuo 24 mientras que estas mismas muestran la menor incidencia en los residuos 26-28.

Estos resultados sugieren que la pérdida de la estructura secundaria de la hoja 8 S1 en los residuos 21-26 esta
acompafada (o quiza producida) por la deformacion de la region de "bisagra" contigua (residuos 27-30) que
tienden a perder el motivo estructural de giro y terminan con una estructura aleatoria o S extendida. Este efecto
parece iniciar o potenciarse en las hebras ubicadas en los bordes de la fibra y se transmite a las hebras internas
vecinas. Por otro lado, la ausencia del motivo de hoja 8 en el residuo 25 podria ser resultado de la alta
fluctuacion mostrada por este residuo durante la equilibracion (ver Figura 2.4 ¢ en la pagina 18), que revel6 una
alta tension estructural en esta region del modelo en el estado solido original. Al eliminar las restricciones
estructurales y simular a temperatura fisiologica, esta region tiende a sufrir una deformacion asi como cambios

en su estructura secundaria.

La Figura 2.7 b) muestra que la hoja £ S1 es muy estable en el rango de los residuos 10 a 20, con so6lo una ligera
pérdida del motivo estructural por parte de las hebras en los extremos de la fibra (Figura 2.8 a). Como se
comentd antes, esta hoja  redujo su extension durante la simulacion en comparacion con el modelo
experimental 2BEG. El resto de la estructura en el dominio N-terminal (residuos 1-9) se esperaba que se volviera
aleatoria o no estructurada, sin embargo, para los residuos 2 a 7 se encontr6 una alta incidencia del motivo hoja
p, con casi el 100% de estructura f3 para los residuos 4 y 5. En la Figura 2.8 b) se observa que la cantidad de este
motivo es también dependiente de la posicion de la hebra a lo largo de la estructura de la fibra, pero, a diferencia
de lo que ocurre con las hojas  S1 y S2, la incidencia del motivo hoja 5 crece en direccion a uno de los
extremos de la fibra. Este comportamiento probablemente se relacional al plegamiento del extremo N-terminal
de cada hebra a lo largo de la fibra, el cual tiene la misma tendencia a lo largo de la fibra (ver también seccion
2.6.1). La alta incidencia de estructura 8 observada para los residuos Phe4 y Arg5 se puede deber a varios
factores, uno de los cuales es la naturaleza de sus cadenas laterales. El grupo bencilo de la Phe4 puede
interactuar con sus homologos de las hebras vecinas y formar apilamientos de los anillos aromaticos y asi
favorecer a los puentes de hidrégeno "interhebras" necesarios para estabilizar una hoja . En el caso de la Arg5,
la conformacion S extendida elegida para el péptido favorecio la formacion del puente salino Arg5-Asp7, el cual
también puede favorecer la conformacion £ extendida de la cadena. Otras cadenas laterales de los residuos en
esta region podrian contribuir de manera similar, como es el caso del anillo aromatico de la His6, o el puente

salino formado entre carboxilato del Glu3 y el grupo amino terminal (NH;").
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A pesar de que la alta incidencia de estructura f para el dominio N-terminal es inesperada de acuerdo con varios
reportes experimentales, éste resultado es de hecho congruente con un trabajo en el que se midi6 la proteccion al
disolvente de los protones de las amidas peptidicas en fibras amiloides A 1;°® en este se reportd que los residuos
Phed y Arg5 conservan ~30% de la proteccion al disolvente, lo cual puede sugerir un cierto grado de formacion
de hojas . Por otra parte, la participacion de estos residuos en la formacion de hojas £ no impide que exista una
alta fluctuacion estructural en el dominio N-terminal del modelo I, como se evidencid en la grafica de la Figura

2.5 (pagna 20).

Los residuos Ser8 y Gly9 practicamente no participaron en la formacion de ningiin motivo de estructura
secundaria, ya que, como se observa en la Figura 2.7 b), su incidencia de estructura aleatoria fue casi del 100%.
Considerando la formacion de estructura £ por parte de los residuos 2 a 7, los residuos 8 y 9 partieron la hoja
extendida que se impuso al inicio en la construccion del modelo I. Este resultado coincide con varios reportes
experimentales en los que se determina la estructura secundaria en el nticleo hidrofobico de fibras amiloides A S0
0 A s, 34357997100 en os que se encontrd que la hoja B S1 se forma a partir del residuo 10, 11 o 14, aunque otros
reportes marcan este inicio mas adelante en la secuencia.’*!°! Considerando esto, la estructura secundaria

sobreestimada del modelo I se reduce a la secuencia 2-7 del dominio hidrofilico.

A pesar de que la estabilidad sostenida de la hoja £ en el dominio N-terminal (observada en la DM del modelo I)
podria corregirse al utilizar tiempos de simulacién mas largos, el contraste con las observaciones experimentales
sugiere que las interacciones que estabilizan la estructura secundaria de esta region, (como las que se
mencionaron anteriormente), tendrian que estar de alguna manera neutralizadas para evitar que se formen estas
estructuras duraderas en las fibras amiloies. En principio, la alta fluctuacion estructural observada en el dominio
N-terminal del modelo I podria cumplir con esta tarea. Adicionalmente, la interaccion de las fibras amiloides con
iones metalicos como Cu?" y Zn?" es un factor que de hecho disminuye la incidencia de estructura  y modifica
la morfologia de las fibras.”® Mas adelante, en la seccion 2.6, se analiza el impacto de la interaccion de los iones
Zn*" en la estructura de las fibras. Asi mismo, en el capitulo 3 se estudia la coordinacion del Cu?" al extremo N-

terminal de la A, la cual puede explicar a nivel molecular la inhibicion de la formacion de estructuras de tipo .

2.5.4. Estructura de los cierres estéricos

Los cierres estéricos se describen como interfases secas entre las caras de dos hojas £ apiladas cuyas cadenas
laterales hidrofobicas se complementan como los dientes de un engranaje y mantienen a la estructura
estrechamente unida.*** Estas estructuras son comunes en fibras amiloides formadas por diferentes proteinas.*
En la Figura 2.9 se muestran los dos tipos de cierres estéricos presentes en el modelo 1. El tipo "intercapas" se
forma en la interfase entre las dos capas de la fibra (Figura 2.9, regiones resaltadas en color azul), en donde las
hojas 5 S2 de cada capa se unen cara a cara. El segundo tipo "intracapa" se forma entre una de las caras de las

hojas f S1 y S2 en cada capa (Figura 2.9, regiones resaltadas en color verde). Los tres cierres estéricos
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considerados en las interfases entre las cuatro hojas S apiladas forman el ntcleo hidrofébico del modelo (ver
también Figura 2.1 b, en la pagina 11), y juegan un papel clave en la estabilidad de las fibras amiloides. En la
Figura 2.9 se observan los cambios estructurales durante la DM comparando la estructura inicial (a) con la

estructura después de la equilibracion (b) y después de la simulacion de produccion (c).

. Ciemre
estérico
Es_ul_lc_nna intercapas
micial 5
Clemre
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=100 ns

Figura 2.9. Estructura de los cierres estéericos del modelo I de fibra amiloide. En color azul se resalta el
cierre estérico intercapas y en verde los cierres estéricos intracapa. a) Estructura inicial. b)
Estructura después de la equilibracion. c) Estructura final después de 100 ns de simulacion.

El cierre estérico intercapas esta formado por las cadenas laterales de los residuos Leu3 1, Gly33, Met35 y Gly37,
provenientes de ambas capas de la fibra. Las hojas  S2 en cada capa se encuentran con orientacion antiparalela
una respecto a la otra, permitiendo a las cadenas laterales intercalarse para formar un ensamble compacto y libre
de moléculas de agua. Como se observa en la Figura 2.9 ¢), las cadenas laterales dentro de este cierre estérico
permanecieron alineadas "cara a cara" en direccion perpendicular al eje de la fibra; sin embargo, las hebras de
una capa de la fibra se desplazaron con respecto a las hebras de la otra capa de tal forma que las cadenas laterales
de cada capa se alternaron en forma de "zigzag" a lo largo del eje de la fibra (Figura 2.10 a). La funcion de
distribucion radial por pares g(r) para los atomos C, involucrados en esta interfase entre las dos capas (Figura
2.10 d), muestra que la distancia promedio mas pequefia entre los C,'s de una y otra capa es de ~6.5 A. Esta
distancia perpendicular al plano de la hoja 8 corresponde, por ejemplo, a la distancia entre el C, del residuo

Met35 de una capa, y el de la Gly33 en la otra capa. La funcidon g(7) muestra ademas otros dos picos en 9.2 y 9.9
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A, que corresponde a distancias diagonales entre C,'s en direccion paralela y perpendicular a las hebras. En
comparacion, la funcion g(r) para los cierres estéricos intracapa (Figura 2.10 e) muestran el menor pico a ~7.5 A,

mostrando una estructura menos compacta que el cierre estérico intercapas.
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Figura 2.10. Posiciones relativas de los C,'s en los cierres estéricos del modelo I.
a) Vista lateral. b) Vista superior. c) Vista transversal. Funcion g(r)

para C,'s en el cierre estérico intercapas (d) e intracapa (e).

Las cadenas laterales implicadas en los cierres estéricos intracapa son las provenientes de los residuos Leul?7,
Phel9, Ala21, Asp23 y Gly25 en la hoja § S1, y de los residuos I1e32, Leu34, Vall6, Gly38 y Val40 de la hoja
S2 (Figura 2.9). Estos residuos forman un cierre estérico heterogéneo de naturaleza anfipatica, lo cual produce
una estructura diferente al cierre estérico intercapas. Como se observa en la Figura 2.9 (c), este cierre estérico no
permanecioé compacto en toda su extension, ya que sufrié un ensanchamiento cerca de la region de bisagra (26-
30). Este cambio se dio durante las etapas de equilibracion y se manifiesta en la distribucion de distancias entre
C.'s mostrada en la Figura 2.10 (e) como una funcioén g(») mas ancha y plana. A diferencia del cierre estérico
intercapas, el cierre estérico intracapa no forma interacciones "cara a cara" entre la mayoria de las cadenas
laterales de los residuos que lo conforman; para este cierre estérico solo se observa esta alineacion en la region
de bisagra (Figuras 2.9 ¢ y 2.10 b). Esta caracteristica aunada a la formacion del puente salino entre Asp23 y
Lys28 imposibilita el contacto estrecho entre las hojas f S1 y S2, y, como consecuencia, originan el

ensanchamiento de este cierre estérico. Cabe mencionar que el modelo en el estado s6lido 2BEG propone este
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tipo de cierre estérico completamente compacto y con interacciones "cara a cara" de sus cadenas laterales
(Figura 2.9 a).’® Las interacciones "cara a cara" observadas en el cierre estérico intercapas probablemente estan
favorecidas por la secuencia de aminoacidos y por la conformacion particular de la cadena peptidica, ya que la
ubicacion de varios residuos de glicina evita que las cadenas laterales de otros residuos interfieran estéricamente

entre si. Esto parece ser un requisito estructural para obtener un cierre estérico compacto.

El ensanchamiento de los cierres estéricos intracapa tuvo como consecuencia la formacion de un canal en cada
capa de la fibra, los cuales permitieron el acceso de moléculas de agua hacia el interior del nucleo hidrofébico.
Esto produjo la solvatacion de los puentes salinos formados entre los residuos Asp23 y Lys28 a lo largo del eje
de la fibra. La formacion y solvatacion de estos canales también se reportd anteriormente en modelos de fibras
AP con arreglos distinto de las cadenas laterales a los utilizados en el presente trabajo. !> Ademads se analizé la
formacion de canales de agua en estructuras amiloides con cierres estéricos de naturaleza anfipatica. ' Durante
la simulacion se observo que las moléculas de agua atrapadas pueden formar puentes de hidrogeno con la cadena
peptidica de la fibra, en algunos casos intercalandose entre las hebras. Estos resultados son consistentes con
experimentos de espectroscopia de infrarrojo en dos dimensiones, en donde se demuestra la presencia de
moléculas de agua en el interior de las fibras amiloides.!** En este experimento se determind que las cadenas
laterales de los residuos Leul?7, Vall8, Ala21, I1e32, Leu34 y Val36, estarian "afectadas" por la presencia de las
moléculas de agua y que cada hebra contendria 1.2 moléculas de agua en promedio.'* La estructura final de los
cierres estéricos intracapa muestra que el modelo I puede explicar la interaccion de las cadenas laterales de la
Vall8, la Ala21, la I1e32 y la Leu34 con moléculas de agua, sin embargo, la interaccion con la Leul7 y la Val36
con el solvente no se observa durante la simulacion. En la Figura 2.11 se observa que cada hebra del modelo I
contiene en promedio entre 4 y 9 moléculas de agua en el interior de ntcleo hidrofobico, y que la entrada de

moléculas de agua se completd entre los primeros 10 a 20 ns de simulacion.

o Moléculas de agua dentro del nucleo hidrofobico del

= modelo de fibra amiloide

|
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Figura 2.11. Numero promedio de moléculas de agua por
monomero Afs en el interior de los cierres
estéricos intracapa del modelo I de fibra amiloide.

Ademas se observa que el nimero de moléculas de agua que entr6 al cierre estérico fue distinto en cada capa del

modelo, en la capa 1 se observan alrededor de 6 moléculas, mientras que en la capa 2 entran en promedio ~8.
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Este comportamiento asimétrico es similar al observado en el grado de torcimiento de cada capa (ver Figura 2.6
en la pagina 21), lo que sugiere que el niimero de moléculas de agua que solvatan el interior del nucleo
hidrofobico puede depender del grado de torcimiento de la fibra. La tendencia observada en el modelo I sugiere
que a mayor grado de torcimiento de la fibra mayor es el nimero de moléculas de agua incorporadas en el
interior de los cierres estéricos intracapa. Otra observacion importante es que la formacion de la cavidad en el
cierre estérico se completd antes de que las moléculas de agua comenzaran a incorporarse en su interior, por lo
que la formacion de dicho canal no depende de la solvatacion y mas bien se asocia a la tension estructural

comentada anteriormente, (ver también la seccion 2.4.2 en la pagina 17).

2.5.5. Distribucién de los iones en la superficie de la fibra

La simulacion de dinamica molecular del modelo I mostré que los iones Na* pueden interactuar de manera
regioselectiva con la fibra amiloide, como se puede observar en la Figura 2.12, en donde se representan las

posiciones finales de los iones Na™ como circulos amarillos.

Figura 2.12. Estructura final del modelo I después de 100 ns de simulacion. Se resaltan el torcimiento
de la fibra, los motivos de estructura secundaria, las moléculas de agua en el interior de
los cierres estéricos y los iones Na*t en contacto con la fibra amiloide (circulos amarillos).

A pesar de que los iones al inicio de la simulacion se encontraban distribuidos al azar en la caja del disolvente, al

final de la simulacion estos se concentraron en regiones especificas sobre la superficie de la fibra, en particular

Carlos Z. Gémez Castro - 29



Capitulo 2. Interaccion de iones metalicos con las fibras amiloides de la proteina 3 amiloide (1-42)

en el espacio delimitado por el nucleo hidrofébico de la fibra y el dominio N-terminal (Figura 2.12 ¢). En la
Figura 2.13 a) se puede observar la evolucion temporal del proceso de saturacion de cationes Na™ sobre la
superficie de la fibra. Durante los primeros 10 ns de simulacion, el niimero de iones a menos de 3.5 A de
distancia de la fibra crecié hasta llegar a ~90 iones, que representa mas del 80% del total de los cationes
presentes en el modelo. Durante el resto de la simulacion, este nimero permanecid estable con ligeras

fluctuaciones en el rango méaximo de ~75-100 atomos.

a) Tones Na™ en la superficie de la fibra (dist. < 3.5 A) C-‘) Funcion de distribucion radial entre iones Na™ y residuos
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Figura 2.13. Interaccion de los iones en el modelo I. a) Numero de atomos de sodio (Na*) a una distancia
menor o igual a 3.5 A de la fibra. b) Niimero promedio de datomos Na* por residuo. c) Funciones
g(r) entre varios residuos y los iones Na™. d) Funcion g(r) entre pares de atomos Na".

Como se observa en la Figura 2.13 b), los residuos que presentaron mayor contacto con los iones Na* a lo largo
de la fibra fueron Asp7, Glull y Ala42 (el grupo carboxilato terminal), con niimero de iones Na* promedio de
16.3, 32.2 y 16.7, respectivamente. Con excepcion de Asp23, que no se encuentra en la superficie del modelo, el
resto de los residuos acidos (Aspl, Glu3 y Glu22) muestran valores considerables de 5.5, 8.2 y 11.2 iones,
respectivamente. Es importante notar que algunos residuos no acidos, (ArgS, Gly9 e His13) también entran en
contacto con los iones Na' a un nivel comparable con algunos de los residuos acidos. Esto ocurre claramente
debido a la ubicacién de estos aminoacidos en la secuencia proteica, (observe en la Figura 2.13 b que los
residuos pares en el extremo N-terminal no entran en contacto con los iones por estar en la cara opuesta de la

hoja f en donde se concentran los iones Na™*).

Con estos datos y la disposicion espacial de los residuos (Figura 2.1 en la pagina 11) podemos afirmar que los
grupos carboxilato de el Asp7, el Glull y la Ala42 (grupo COO -terminal) producen la regioselectividad de la
interaccion de los iones Na' observada en la simulacion del modelo I, siempre y cuando estos residuos se sitiien
en la misma cara de la hoja  S1. Esto se cumple en todo momento en el modelo I ya que la estructura S se
encuentra sobreestimada en el extremo N-terminal. Las funciones g(7) mostradas en la Figura 2.13 ¢), muestran

que la His13, a diferencia de la His6 y la His14, entra en contacto estrecho con los iones debido también a su
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posicion en la secuencia de aminoacidos en la hoja f S1. La Figura 2.13 d) muestra que, al final de la
simulacion, la funcion de distribucion radial entre los iones Na* adquiere una estructura de capas como resultado

de la alta concentracion en la superficie de la fibra en la region discutida.

En la Figura 2.12 se observa también el plegamiento particular de cada una de las hebras a lo largo de la fibra, el
cual fue distinto en cada borde del modelo; en uno de los extremos del oligémero el dominio N-terminal de las
hebras se encuentran mas extendido, mientras que, en el otro extremo, de dominio N-terminal se encuentra
plegado creando una segunda estructura de "bisagra" cerca de los residuos Ser§ y Gly9. Como se menciond
anteriormente, estos residuos tuvieron una participacion nula en la formacion de motivos de estructura
secundaria de proteinas, hecho que puede estar relacionado con este plegamiento del dominio N-terminal. En
este punto se puede relacionar la interaccion regioselectiva de los iones sodio con el plegamiento del dominio
hidrofilico N-terminal y, posiblemente, con la sobreestimacion de los motivos de hojas £ en esta region. De
acuerdo a lo descrito anteriormente, el dominio N-terminal enriquecido con estructura S coloca varios residuos
acidos, (en particular el Asp7 y el Glull), en una misma cara de la hoja 8 S1, lo que produce una alta densidad
de carga negativa en esta region que se vuelve atractiva para los cationes presentes en el disolvente. Al mismo
tiempo, el residuo alcalino Arg5, que se encuentra también en el lado indicado de la hoja 5 S1, es atraido por la
densidad de carga negativa y favorece el doblamiento del dominio N-terminal de las hebras. Este efecto se da
s6lo en uno de los bordes de la fibra debido a que el traslape de las hebras entre las hojas f S1 y S2 no es
completamente paralelo sino diagonal (ver Figura 2.10 b), por lo que el extremo N-terminal de las hebras en el
borde superior de la fibra (Figura 2.12 b) se orientan en la direccion del borde opuesto cuando se encuentran mas

plegadas, mientras que las hebras en el borde opuesto se encuentran mas extendidas.

2.6. Efecto de los iones y de la interaccién con cationes divalentes

De acuerdo a la discusion de la seccion anterior, la estructura 3, sobrestimada por construccion en el dominio N-
terminal del modelo I, probablemente favorece la interaccion regioselectiva de los iones Na* sobre la superficie
de la fibra. Al mismo tiempo, este efecto puede incrementar la estabilidad de las hojas £ que, de otra manera, es
inesperada en esta region. Como se comentd anteriormente, una fluctuacién estructural alta por parte del
dominio N-terminal, quizd en una escala de tiempo mayor a la considerada en la simulacion descrita, podria
revertir este comportamiento. Otra posibilidad es la coordinacion especifica del dominio N-terminal con metales
de transicion como cobre o zinc que impedirian la formacion de hojas f3; este Gltimo caso se estudiara en el
siguiente capitulo. En las proximas secciones se discute el efecto de la presencia de diferentes iones en la
estructura, estabilidad y en la formacion de motivos de estructura secundaria de las fibras amiloides. Esto se
llevo a cabo utilizando modelos derivados de la estructura equilibrada del modelo I, (ver Figura 2.2, pagina 14).
La comparacion de las caracteristicas de estos modelos secundarios permitird esclarecer mejor el papel que

juegan los iones metélicos en la estructura y estabilidad de las fibras amiloides.
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2.6.1. Efecto de los iones en la estructura de las fibras amiloides

A diferencia del modelo I, que sélo incluy6 el nimero de atomos Na™* necesarios para neutralizar la carga neta de
la fibra (-108), los modelos II-IV se crearon para evaluar el efecto de incluir diferentes tipos y nimeros de iones
en el medio, condiciones que se especificaron en la Tabla 2.1 (pagina 14). Estos modelos permiten evaluar la
ausencia de iones (modelo II), la presencia conjunta de aniones y cationes en una concentracion mayor (modelo
IIT) y la presencia adicional de cationes divalentes (modelo IV). Ademas, el modelo V se construy6 con 188
moléculas repetidas periddicamente a lo largo del eje de la fibra, en una representacion de fibra amiloide de
longitud infinita, cuya estructura se comparo con los otros modelos de oligémeros de tamafio finito (seccion 2.7).
En la Figura 2.14 se comparan las estructuras finales de los modelos II, III, y IV. También se muestra la
estructura secundaria de cada modelo y se compara el plegamiento del dominio N-terminal en cada caso. A
simple vista se puede observar que las estructuras de estos modelos muestran diferencias en el dominio N-

terminal, mientras que el nucleo hidrofobico parece similar en los tres casos.

d)  Estructuras superpuestas de
los modelos II, I y IV

a) IT: Sin iones
— ——

E
S
—

Figura 2.14. Estructura final de los modelos secundarios de fibra amiloide II (a), 11l (b), IV (c)
y la superposicion de las tres estructuras (d).

La Figura 2.14 a) muestra que, para el modelo II, ocurrié una disminucion del motivo estructural hoja S en la
region del dominio N-terminal, en comparacion con los modelos I1I y I'V. Dado que este modelo carece de iones
en el disolvente, esta observacion es compatible con la hipdtesis de que la interaccion regioselectiva de los
cationes sobre la superficie de la fibra ayuda a mantener la estructura § en el dominio N-terminal de los modelos

de fibra amiloide. Ademas, se puede apreciar (d) que el plegamiento del dominio N-terminal del modelo II
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también es distinto al resto de los modelos; en lugar de plegarse en direccion del ntcleo hidrofébico (como
ocurre con los modelos I, III y IV), las hebras parecen mantenerse extendidas o, en algunos casos, se doblan en
la direccion opuesta. Al analizar los modelos Il y IV (b y ¢), se encuentra una estructura consistente con la del
modelo I, descrita en detalle en las secciones anteriores. Entre estos dos modelos también se encuentran ligeras
diferencias en el plegamiento y en la estructura secundaria del dominio N-terminal; la presencia de los iones
Zn?" parece también distorsionar la hoja B previamente formada en el dominio N-terminal del modelo IV (c¢).
Estas diferencias se pueden cuantificar en la Tabla 2.2, en donde se comparan algunas propiedades estructurales
de los diferentes modelos. Estos valores se calcularon como un promedio temporal a lo largo de la simulacion de

DM de 100 ns.

Tabla 2.2. Propiedades estructurales promedio de los modelos de fibras amiloides.

Modelo I 1I I v A%
Incidencia del motivo hoja 8 b
(fibra completa) (%) 70 64 69 67
Incidencia del motivo hoja B
(nticleo hidrofobico 17-42) (%) 67 69 7 69
Incidencia del motivo hoja b
(dominio N-terminal 1-9) (%) 52 25 40 34
Angulo de giro por hebra (°) 2.4 2.1 1.8 1.7 1.9
Distancia de giro total de la fibra (nm) ¢ 36 41 47 50 46
Numero de moléculas de agua por hebra 6.8 6.3 56 59 11

en el interior del nucleo hidrofobico

2 Calculado a partir del angulo de giro promedio por hebra, considerando el numero de hebras necesario
para conseguir un giro de 180° y un espaciamiento entre las hebras de 4.77 A.
b No calculado.

La incidencia de estructura secundaria § mostrada en la Tabla 2.2 muestra que, con respecto al modelo I, los
modelos secundarios (II-IV) mantuvieron o incrementaron ligeramente este motivo en el nucleo hidrofébico,
mientras que lo disminuyeron considerablemente en el dominio N-terminal. Esto sugiere que la estructura del
nucleo hidrofobico es poco sensible a la presencia de los iones en el medio, a diferencia del dominio N-terminal,
cuya estructura se distorsiona debido a interacciones especificas con los iones. La ausencia de iones en el modelo
II, que produce un cambio en el plegamiento del dominio N-terminal, produce una disminucion de 27% en la
incidencia de estructura f5 en este dominio. En el caso del modelo III se encontré una disminucion del 12% de
estructura £ al incorporar iones Cl-y Na* en una concentracién mayor. A su vez, la adicion de 48 iones Zn?",

produjo una disminucion del 18% de las hojas £ en el modelo IV.

Los parametros de angulo de giro por hebra promedio para los modelos II-IV (Tabla 2.2), muestran que las
condiciones de ionizacion tienen un efecto minimo sobre el grado de torcimiento de la fibra. De estos, el modelo

en ausencia de iones (II) se encuentra ligeramente mas torcido que los modelos con iones, de los cuales, el
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modelo en presencia de Zn*>" muestra el menor grado de torcimiento. Curiosamente, el modelo I, que se s6lo
incluye 108 iones Na*, mostr6 el mayor grado de torcimiento; sin embargo, es posible que el tamafio del sistema
pueda influir en este resultado, (36 monémeros en el modelo I contra 48 en los modelos II-IV). En el caso del
modelo V, la comparacion no es aplicable ya que, al ser un modelo de fibra periddico, el angulo de giro se

encuentra restringido.

El angulo de giro por hebra observado en cada modelo puede utilizarse para estimar la distancia en que la fibra
completaria un giro global de 180°. Estos valores, reportados en la Tabla 2.2, se encontraron en el rango de 36 a
50 nm, completamente dentro del rango observado experimentalmente (25-300 nm).?**” El nimero de moléculas
de agua por hebra dentro del ntucleo hidrofobico, incluido en esta tabla, confirm¢ la tendencia observada en cada
una de las capas del modelo I, en la que un mayor grado de torcimiento de la fibra permitié un mayor niimero de
moléculas de agua dentro del cierre estérico (ver Figura 2.11). En el caso del modelo periodico (V), los canales
en los que entran las moléculas de agua se encuentran aislados del medio, por lo que hubo un nimero muy
limitado de moléculas de agua en el interior de los canales durante la simulacion. Sin embargo, la entrada de
moléculas de agua en el nucleo hidrofobico se observo en la region de bisagra (residuos 24-30) entre algunas de
la hebras a lo largo del eje de la fibra. Este proceso se favorecié en parte por el doblamiento (curvatura) de la
fibra (que se describira en la seccion 2.7). El nimero de moléculas de agua por hebra encontrado en este modelo

(1.1) es comparable al valor propuesto experimentalmente (1.2 moléculas por hebra).!%

El efecto de los iones en el plegamiento del dominio N-terminal de las fibras se puede analizar en la Figura 2.15,
donde se muestran las funciones de distribucion radial por pares entre los atomos C,, de los extremos N- y C-
terminal. Esta distancia es una medida del grado en el que el dominio N-terminal se plegd en direccion del
nucleo hidrofébico; las distancias menores sugieren un mayor grado de plegamiento, mientras que una mayor
distancia significa que el domino N-terminal permanecié extendido. En estas funciones s6lo consideraron las

estructuras al final de cada simulacion, (tiempo entre 95 y 100 ns).

Funcién g(r) entre el N-ter y el C-ter
Estructura final de la simulacién (dltimos 5 ns)
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Figura 2.15. Funcion de distribucion radial entre los extremos
N-y C-terminal de cada hebra de los modelos I-V.
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Las formas de las distribuciones mostradas en esta figura confirman las tendencias observadas en las estructuras
finales de los diferentes modelos (Figura 2.14 d). El modelo II muestra el menor grado de plegamiento con su
dominio N-terminal extendido (el maximo en su funcidn g(r) se encontr6 a 43 A). Los modelos I, 11l y V, que
incluyen 4tomos Na* como catién, muestran méaximos alrededor de 29 A. Sin embargo, el modelo I parece estar
menos plegado que los modelos III y V, probablemente como resultado de la presencia de un nimero menor de
iones Na" y la ausencia de iones Cl. El modelo III mostré el mayor grado de plegamiento de su dominio N-
terminal, lo cual se manifesté como un segundo méaximo a 15 A en la g(») que no se observd en ningun otro
modelo. Considerando que los modelos Il y V tienen la misma concentracion de iones, se puede suponer que la
ausencia de este maximo en la g(r) del modelo V es consecuencia de las condiciones a la frontera periodicas;
esto significaria que el estrecho plegamiento del dominio N-terminal solo se observaria en agregados
oligoméricos pequefios y no en fibras amiloides largas. El modelo IV, que incluye iones Zn?', mostré una
distribucién ancha y mas aplanada que el resto, con un maximo no muy pronunciado a 31 A. Esto sugiere que
hay una mayor diversidad estructural en el dominio N-terminal de este modelo, probablemente debido a
interacciones especificas con el ion metalico y por la distribucion no uniforme de los iones a lo largo de la fibra,

esto se analiza a continuacion.

2.6.2. Interaccion del ion zinc en la superficie de la fibra amiloide

En la seccion 2.5.5 se analiz6 la interaccion de los iones Na' en el modelo I; en este caso se describe la
interaccion de los iones Zn?" con las fibras amiloides. Cabe mencionar que se eligié utilizar Zn?>* en estos
célculos (en lugar de Cu?") debido a la disponibilidad de parametros empiricos en el campo de fuerza de
CHARMM; no obstante, la interaccion de Zn?* con las fibras amiloides es tan relevante como la interaccion del
Cu?". El modelo IV considero en el disolvente una concentracion 0.1 M de iones Na* y CI-, (169 y 265 atomos,
respectivamente), y ademas se incluyeron 48 atomos de Zn*" (1 eq). La Figura 2.16 muestra la evolucion

temporal del proceso de saturacion de los iones en la superficie del modelo I'V.

b)

Tones en la superficie de la fibra (dist. <3.5 A)

Numero de iones
o 8 8 2 2

0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Figura 2.16. Interaccion de los iones con el modelo 1V de fibra amiloide. a) Estructura final mostrando
iones Na* en amarillo, CI en naranja y Zn** en verde. b) Numero de iones en la superficie
de la fibra con respecto al tiempo de simulacion.
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En la Figura 2.16 a) se puede observar que la region en la que interactian los iones de zinc es practicamente la
misma que para los iones de sodio, (compare con la Figura 2.12 b). En (b) se puede observar que la saturacion de
los iones Na* se completé mucho mas rapido que con los iones Zn**; en el primer caso, se alcanzé un nimero de
iones cercano a 90 durante los primeros 20 ns, mientras que el nimero de 4tomos de zinc se incrementd
lentamente hasta alcanzar un maximo de 37 atomos después de 80 ns. Esta grafica también muestra que existe
una competencia entre estos cationes por la fibra; esto se observé como una disminucion del nimero de atomos
de Na* después de 20 ns a medida que se increment6 el nimero de iones Zn?*. Sin embargo, hacia el final de la
simulacion, cuando se saturd el numero de atomos de zinc en contacto con la fibra, el nimero de atomos de
sodio se volvid a incrementar. Esto también se puede interpretar en la estructura como un radio de exclusion
entre los cationes, ya que se pueden apreciar zonas en las que en nimero de iones Na* se reduce por la presencia
de iones Zn?". Asi mismo, alguna regiones del dominio N-terminal parecen distorsionadas en su plegamiento y

estructura secundaria por la interaccion con los cationes.

En el modelo III, donde se incluy6 la misma concentracion de iones Na* y CI, pero en ausencia de Zn**, el
comportamiento del ion cloruro fue idéntico al observado en la Figura 2.16 b), mientras que el numero de iones
sodio en contacto con la fibra se elevd hasta aproximadamente 150 atomos. La diferencia entre el nimero
maximo de iones Na* en los modelos III y IV se debe a que la interaccion regioselectiva de los cationes es
favorecida solo mientras la carga de -3 de cada molécula A B4 se neutraliza. El modelo III, que se saturd con un
mayor nimero de atomos de Na*, mostro en general un mayor grado de plegamiento del dominio N-terminal
hacia el nucleo hidrofébico que en el modelo IV. Esto puede indicar que la exclusion de los iones Na™ por parte
de los iones Zn*" en la superficie de la fibra del modelo IV inhibe el plegamiento mencionado del dominio N-

terminal, proceso que también se puede conectar con la disminucion de la estructura f£.

2.7. Estructura del modelo de fibra amiloide de longitud infinita

La pseudosimetria utilizada en los modelos de fibra amiloide (C,.), donde el eje z coincide con el eje de
crecimiento de la fibra, permitié generar un modelo periddico en el que la estructura helicoidal de la fibra se
reprodujo en las celdas periddicas vecinas simulando una estructura de longitud infinita (modelo V). Esto se
llevo a cabo "extrapolando" la estructura equilibrada del modelo I11, el cual produjo un torcimiento de sus hebras
de tal forma que, en una longitud tedrica de 47 nm sobre el eje de la fibra (ver Tabla 2.2), se completa un giro de
180° de su estructura helicoidal, (en la seccion 2.3.3 se detallé la construccion de este modelo). Existen
reportadas simulaciones periddicas con esta y otras simetrias en modelos de fibras amiloides méas pequefios, 19219
sin embargo, estos modelos no consideran el torcimiento de las fibras amiloides, por lo que, al ser modelos
periddicos, se elimind la posibilidad de estudiar tal caracteristica. Por otro lado, la interaccion de las fibras

amiloides con iones metalicos también se estudi6 usando modelos de fibras amiloides en optimizaciones o

simulaciones cortas para ayudar a la interpretacion de observaciones experimentales. %17 El modelo V, en
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2.7. Estructura del modelo de fibra amiloide de longitud infinita

cambio, permitio el analisis de la estructura dindmica en una simulacion mas larga (100 ns) que considerd la
estructura helicoidal de las fibras amiloides, y que ademas permiti6 el estudio del dominio N-terminal y su
interaccion con los iones en el medio. En la Figura 2.17 se puede observar la estructura del modelo V al inicio y

después de 100 ns de simulacion.

100 ns ._'.

Figura 2.17. Estructura del modelo V de fibra amiloide de longitud infinita. a) Vista perpendicular
al eje de la fibra. b) Vista lateral. c) Vista en perspectiva que permite ver el espacio
considerado como celda unitaria, delimitado por las lineas azules.

En esta figura se muestran los limites de la celda unitaria utilizada en la simulacion con condiciones a la frontera
periodicas (lineas azules). Esta caja tiene unas dimensiones aproximadas de 16.1 x 16.2 x 44.5 nm?, y en su
interior se muestran los atomos de Na® y CI" inmersos en el solvente explicito (no mostrado). En b) y ¢) se
incluyeron las estructuras de las celdas periddicas vecinas en la direcciones + z, en donde se aprecia que los
extremos de la fibra en cada celda se encuentran directamente conectados. Comparando las estructuras a 0 y 100
ns, se observa que la estructura global de la fibra sufrié una deformacion durante la simulacion, la cual se puede

apreciar como una curvatura o doblamiento a lo largo de la celda unitaria (Figura 2.17 b).

La grafica de RMSD C, del modelo V (Figura 2.18 a) muestra que el doblamiento de la fibra se completa
durante los primeros 30 ns de simulacion, después de esto la estructura parece estabilizarse con ligeras
fluctuaciones. De manera interesante, el RMSD medido exclusivamente para el nticleo hidrofobico crece de
manera casi paralela al medido para la fibra completa; esto sugiere que el dominio N-terminal no presentd
cambios estructurales importantes ademas de la misma deformacion de la fibra completa, (compare con la

grafica equivalente para el modelo I en la Figura 2.5, pagina 20). La similitud de estas dos curvas es congruente
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con la afirmacién de que, en el modelo de fibra amiloide de longitud infinita, el plegamiento del extremo N-
terminal hacia el dominio hidrofébico estaria limitado por las interacciones con las hebras vecinas en fibras
amiloides largas (seccion 2.6.1). Sin embargo, la Figura 2.15 muestra que si se encontrd una pequefia fraccion de
hebras muy plegadas para este modelo. La Figura 2.18 ) muestra que no hay cambios significativos en el angulo
de giro promedio entre las hebras, resultado esperado en un modelo periddico; sin embargo, el torcimiento
parece ser asimétrico entre las dos capas del modelo. Esta observacion probablemente esta relacionada a la

deformacion de la fibra, donde una de las capas se enrolla o envuelve a la otra capa.

a) Transicion estructural de la fibra completa y
del nicleo hidrofébico
gm0 T
= 10F
s 8F
b 6_ Fibra (1-42 b
t% 4 .—»I\I]uglljef:{!??ﬂ] F
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b) Angulo promedio entre hebras
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Figura 2.18. RMSD C, (a) y angulo de giro promedio (b)
para el modelo V de fibra amiloide..
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La estructura asimétrica de las dos capas del modelo V de fibra amiloide, encontrada también en los modelos I-
IV, puede ser el origen de la curvatura o doblamiento del modelo de logitud infinita, situacion que no se esperaba
en primera instancia. No obstante, esta caracteristica no es incompatible con la morfologia de las fibras
observada experimentalmente, ya que son conocidas las estructuras "superenrolladas" de las fibras amiloides
maduras. En sentido estricto, el modelo V corresponde a una "protofibra" que es una unidad estructural de las
fibras amiloides maduras; dos o mas protofibras se asocian lateralmente para formar fibras maduras que suelen
observarse superenrolladas.!®3* La estructura curva del modelo V podria manifestar la necesidad de acoplarse
con una o mas protofibras vecinas para encontrar una estructura lineal mas estable compatible con el
superenrollamiento de las fibras amiloides maduras. Otra posible explicacion es que, al incrementar el tamafio
del agregado (del modelo III utilizado para generar el modelo V), los parametros de giro de la fibra podrian
modificarse de tal forma que sea necesario un reajuste del tamafio de la celda unitaria. De acuerdo con las
tendencias observadas en los distintos modelos, un agregado mas grande disminuye su grado de torcimiento y
llevaria a una longitud de giro mayor. De hecho, la distancia de giro promedio teérica (46 nm) es ligeramente
mayor a la requerida cuando se construy6 el modelo (44.5 nm), debido a irregularidades estructurales entre las

hebras que componen el modelo.
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2.8. Conclusiones

En este capitulo se presentd el modelado atomistico de fibras amiloides basado en estructuras experimentales
que describen los contactos intra e intermoleculares de su nticleo hidrofébico. Los modelos creados extendieron
la descripcion de las estructuras propuestas experimentalmente con elementos que generalmente han sido
ignorados en estudios previos, como son la estructura del dominio N-terminal y el efecto de los iones metalicos
en contacto con las fibras. Las simulaciones de dinamica molecular mostraron que los modelos cumplen en
general con la mayoria de las caracteristicas descritas experimentalmente para las fibras amiloides, por lo que se

consideraron adecuados para el analisis de su estructura molecular.

En comparacion con la estructura experimental en estado solido, las simulaciones en solucion a temperatura
fisioldgica mostraron cambios importantes en el nicleo hidrofobico de las fibras, en particular se observd que los
cierres estéricos anfipaticos formaron canales que permitieron la solvatacion de los residuos polares confinados
en el nicleo hidrofébico, en un proceso que incrementaria la estabilidad de la estructura. Por su parte, el cierre
estérico hidrofobico permanecié compacto y estable conservando la estructura observada en el estado sdlido,
permitiendo ademas el torcimiento de las fibras en acuerdo con la topologia observada experimentalmente. Este
torcimiento produce la estructura helicoidal de las fibras y parece un caracteristica invariable del motivo S
cruzado, considerado en todos los modelos. Durante las simulaciones se observd que los agregados mas
pequefios y/o con una baja (o nula) concentracion de iones, tienden a sufrir un mayor grado de torcimiento.
También se encontrd que el grado de torcimiento de la fibra tiene un efecto sobre la solvatacion del interior del
nucleo hidrofobico, ya que las fibras mas torcidas permiten un mayor numero de moléculas de agua en su

interior.

La cuantificacion detallada de la estructura de tipo 8 en los diferentes modelos resulté congruente con varias
estimaciones experimentales para el nucleo hidrofobico de las fibras amiloides, mientras que, para el dominio N-
terminal, se encontrd una incidencia de este motivo con un tiempo de vida superior al esperado. La interaccion
de los iones metalicos presentes en el medio tuvo un efecto importante sobre la formacion de la estructura S en el
dominio N-terminal, ya que una alta concentracion de iones Na* estabilizaron la formacion de hojas £, mientras
que la presencia de iones Zn?" interfirio con esta actividad. Debido a la estabilizacion de la estructura /3 en el
dominio N-terminal y la consecuente orientacion selectiva de las cadenas laterales de residuos acidos de la
proteina A S, se observo una acumulacion regioselectiva de cationes sobre la superficie de las fibras amiloides.
Este proceso estuvo acompanado de un plegamiento particular del extremo N-terminal de las hebras que forman
el dominio N-terminal en el que las cadenas se doblaron direccion del niicleo hidrofébico, encapsulando los
iones acumulados en la superficie de la fibra. Este comportamiento, descrito por primera vez para el dominio N-
terminal de las fibras amiloides A, podria explicar la alta concentracion de metales de transicion que se

observa en las placas amiloides como resultado de un incremento de la estructura de tipo f.
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Capitulo 3. La coordinacién del cobre a la proteina 8
amiloide

3.1. Antecedentes

Diversas enfermedades neurodegenerativas, incluida la AD, tienen como una de sus caracteristicas la presencia
concentraciones elevadas de metales de transicion en las placas amiloides en el cerebro de los pacientes que las
padecen.!®1” De hecho, se han reconocido una variedad de proteinas relacionadas con enfermedades
neurodegenerativas que tienen alta afinidad por biometales.’*!1%!112 Las funciones fisiologicas asociadas a la
union del cobre con proteinas intrinsecamente desordenadas aun no estan completamente comprendidas. No
obstante, en el caso de la proteina A, la union a cobre se ha relacionado con efectos neurotoxicos y con su
proceso de agregacion.” Por este motivo, la comprension de los mecanismos moleculares implicados en la

coordinacion del cobre y otros metales a la proteina A 5 es de interés.

3.1.1. La coordinacién del cobre a la proteina 8 amiloide

Diversos estudios pioneros, dedicados a estudiar la coordinacion del Cu?" a la proteina Ap, establecieron que el
modo de coordinacion del complejo es de tipo 3N10.'"3-116 Dependiendo del pH, existen diferentes especies del

complejo que varian en su modo de coordinacion,!!’

aunque las especies mas relevantes a pH fisioldgico se
conocen como los componentes 1 y II. El valor de pH en el que los componentes [ y II se encuentran en
equilibrio es 7.8."71"% A valores bajos de pH, donde el componente I predomina, se observa un modo de
coordinacion 3N10, donde los ligantes N en el plano ecuatorial del cobre incluyen al grupo N-terminal, un
atomo N imidazdlico proveniente de la His6 y otro proveniente de la His13 o de la His14.'1%12! E] ligante basado
en O es motivo de debate, ya que originalmente se propuso la participacion del grupo carboxilato del Aspl, 1611
mientras que los estudios mas recientes propusieron que el O coordinado al Cu?* en el plano ecuatorial proviene
del grupo carbonilo del Aspl con una posible participacion del grupo carboxilato del Aspl en posicion
axial.!?0:122-125 E] modo de coordinacion del componente II, que comienza a predominar a pH por arriba de 7.8, es
también de tipo 3N10O, pero los ligantes involucrados en este caso son el grupo N-terminal, la amida
desprotonada (N-) de la Ala2, un Nimidazolico de la His6 y el O del grupo carbonilo de la Ala2. 129122123 Egtas
asignaciones son las mas aceptadas pero no excluyen otras posibilidades, como se ha hecho evidente en
experimentos de NMR.'?> Ademas de estos complejos, se han estudiado los complejos entre cobre o zinc y

diferentes variantes de la proteina A8 que también son relevantes a nivel fisioldgico. 26127

3.1.2. Calculos de estructura electréonica en complejos M-AB
Los métodos computacionales basados en la mecanica cuantica son futiles en el estudio de los complejos entre
metales de transicion y la proteina A, en particular los métodos basados en la teoria de funcionales de la

densidad (DFT). Estos métodos complementan los resultados experimentales ya que permiten crear modelos de
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sistemas que son dificiles de estudiar experimentalmente. Ademdas permiten hacer conjeturas y verificar datos
experimentales con una descripcion atomistica o electronica, asi como calcular propiedades que no son
facilmente observables en el laboratorio y que ofrecen informacion que complementan la comprension del
sistema real. En particular, se han reportado estudios en complejos de la proteina A 8 o de modelos mas pequefios
con Cu*, Zn*" o Cu?, analizando su estructura y estabilidad, asi como su participacion en procesos de oxido-
reduccion.'?®13* También hay algunos reportes tedrico-experimentales en donde se usan modelos de complejos

de cobre con agregados amiloides.'%%1%7

En el presente trabajo hay una particular motivacion por estudiar la coordinacion del cobre con estructuras
fibrilares, por lo que en este capitulo se plante6 la estrategia de analizar, haciendo uso de una metodologia que
considere todos los electrones del sistema, la formacion de complejos Cu?*-A 8 tomando como punto de partida
la estructura de las fibras amiloides estudiada en el capitulo anterior. Esto implica que en lugar de utilizar una
proteina con estructura aleatoria o con motivos de estructura secundaria o, que es como se encontraria la forma
monomérica de este péptido, se utilizd6 un estructura de tipo predominantemente  que pueda ficilmente
incorporarse a un modelo de fibra amiloide. A diferencia de la metodologia aplicada en el capitulo anterior, en
esta parte del trabajo se mejoro la descripcion de la interaccion de la proteina A 8 con el cobre, ya que se emplean
calculos de estructura electronica, por lo que las conclusiones derivadas de estos calculos deben considerarse

como un refinamiento de la descripcion de las interacciones descritas en el capitulo anterior.

3.2. Objetivos
3.2.1. Objetivo general

* Estudiar la coordinacion del cobre al extremo N-terminal de la proteina S amiloide asi como el efecto en

su estructura.

3.2.2. Objetivos particulares

*  Generar diferentes modelos moleculares del complejo Cu?*-Af7.
» Evaluar la participacion de diferentes residuos en la estabilidad del complejo.
* Evaluar el efecto de la coordinacion del cobre en la estructura de la proteina A 5.

e Comparar diversas propiedades y parametros derivados de los modelos con mediciones experimentales.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Construccion de modelos del complejo Cu?*-Af

Los modelos de coordinacion del Cu?" a la proteina 8 amiloide humana de 42 aminoacidos (A f312) creados en
este trabajo involucran a la secuencia de aminoécidos mostrada en la Figura 1.1 (pagina 3). Se sabe que el sitio
de unién a cobre en esta secuencia se encuentra ubicado dentro de los primeros 16 residuos en el dominio
hidrofilico N-terminal,'' por lo que ninguno de los residuos restantes (17-42) participarian en la coordinacion al
metal. De hecho, el péptido Afis es cominmente utilizado en los estudios experimentales de interacciéon con
cobre mediante diversas técnicas como un modelo simplificado de la proteina de 42 aminoacidos. '’ El principal
beneficio de utilizar el modelo A S, ademas del hecho de que posee la misma esfera de coordinacion que la A Si,
es su alta solubilidad en agua, lo que le permite permanecer en forma monomérica en solucion y evitar asi los
problemas de agregacion encontrados al utilizar la proteina completa. Para fines de calculos de estructura
electronica, el modelo A Sis también resulta ventajoso ya que el nimero de atomos que se deben considerar para
describir proteina Apfs es muy grande (arriba de 600 atomos) y resulta demasiado costoso en términos
computacionales. En el presente trabajo se utilizé el modelo A 7, que considera el fragmento tradicional N-
terminal de 16 aminoacidos, incluyendo ademas a la Leul7. Este tltimo residuo se utilizaria como "ancla" para

posteriormente acoplar el dominio N-terminal coordinado a cobre al resto de la secuencia de 42 aminoacidos.

En la Figura 3.1 se muestra un esquema general del procedimiento utilizado para obtener diversos modelos del
complejo Cu**-Api7, que en conjunto consideran una variedad de residuos coordinados al metal con diferentes
geometrias y modos de coordinacion. A partir de €stos se generaron otros modelos mas pequefios que
consideraron a los péptidos Afs y ABs. Todos los modelos incluyeron dos moléculas de agua cercanos (o en

algunos casos coordinados) al ion metalico. A continuacion se describe la metodologia aplicada en cada paso.

Busqueda
(ABgo)sg + 108 Na” conformacional > .
(Modelo 1) Cu?™Ap4(H,0),  Cu?*-Afig(H,0),

i i \ x /
Y Algoritmo -
ABy, + Na* V4 genético T Cu**-AB;(H,0),
\ /
ii / N viii

iv /
\J Dinémica vi Vi
AP +ZnZ" & MOIECUIAr =t EqUIlibracion =femmms-  Zn?*-Af,;(H,0),
interactiva
N Recodido / Optimizacion de la esfera
simulado de coordinacion del cobre

Figura 3.1. Procedimiento para la obtencion de los modelos de los complejos Cu**-Afip, n =3, 6y 17.
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Como se muestra en la Figura 3.1 i, la estructura del péptido Api; utilizada se derivd del modelo de fibra
amiloide A4 de 36 mondmeros estudiado en el Capitulo 2 (modelo I). A partir de la estructura de este modelo,
equilibrado a temperatura fisioloégica durante 50 ns, se tomo el noveno mondmero A 4 de la capa 1 de la fibra,
elegido por encontrarse en una posicion intermedia a lo largo del eje de la fibra amiloide. También se
consideraron las coordenadas de uno de los iones Na* cercano a esta hebra. De esta cadena se elimin6 el extremo
C-terminal, conservando soélo el fragmento 1-17 con estructura predominantemente S extendida y se cambid el
atomo de sodio por un ion metalico divalente Zn?* (ii). El extremo C-terminal de este fragmento fue
metilacetilado. En las etapas de bsqueda conformacional (iii-vi) se utilizo un atomo Zn?>' en lugar de Cu?"
debido a que el campo de fuerza empleado (CHARMM) no incluye parametros para el ion cobre. Sin embargo,
las etapas de optimizacion de la esfera de coordinacion (vii y x) se realizaron mediante calculos de estructura

electronica que no dependen de parametros empiricos, por lo que en éstos se reemplazo el atomo Zn?* por Cu?".

3.3.2. Busqueda conformacional aplicada a la obtencion de distintos modos de
coordinacion

A partir de la estructura extendida del péptido A 317, que incluye un dtomo de Zn*" en su cercania, se aplicaron
diferentes estrategias de blisqueda conformacional sobre la estructura del péptido con la intencion de obtener
diversos modelos del complejo Zn?**-A 7, (Figura 3.1 iii, iv y v). Los métodos que se describen a continuacion
son de especial importancia ya que la estructura predominantemente S extendida del péptido Afi7 de la que se
parte es probablemente inadecuada para modelar el comportamiento del péptido como un mondmero. Mas
adelante, en la seccion 3.4.1 se analizan las implicaciones derivadas del uso de este tipo de estructura. A
continuacion se describen las metodologias de blisqueda conformacional aplicadas en la obtencion de diversos

modelos de coordinacion.

Busqueda conformacional mediante algoritmos genéticos (GA) (Figura 3.1 iii). En este método se empleod el
algoritmo Genético-Lamarkiano implementado en el programa AutoDock 4.2.13%13¢ E] programa considera la
estructura de dos moléculas, designadas como receptor y ligante, en donde el objetivo es encontrar el complejo
mas estable entre las dos moléculas. Mientras que el receptor se mantiene completamente inmovil, se proponen
cambios en las coordenadas internas del ligante para generar isomeros conformacionales (principalmente por
rotaciones de angulos diedros seleccionados); asi mismo se modifican la posicion y orientacion del ligante
respecto a la estructura del receptor de acuerdo a las reglas definidas por el algoritmo genético (GA).!*3 En el
presente trabajo el péptido Af7 se tratd como ligante flexible, cuya estructura se modificd a lo largo de la
busqueda alrededor del atomo Zn?*, el cual permaneci6 fijo como "receptor". Para esto se propusieron diferentes
selecciones de enlaces con libre rotacion dentro de la estructura del péptido A £17. En la Figura 3.2 se muestra un
ejemplo de una de las selecciones de enlaces con libre rotacion aplicadas, en donde los enlaces coloreados en

verde se rotaron durante la busqueda conformacional mientras que los enlaces en color gris permanecieron
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rigidos. Para cada seleccion de enlaces rotables, se calcularon 100 conférmeros del complejo Zn?"-Ap,
tomando como criterios de seleccion el mayor nimero de coordinacion para el Zn?*, considerando los atomos
provenientes de grupos funcionales o residuos del péptido a distancias < 3 A del metal y que dichos ligantes

formaran modos de coordinacion similares a lo reconocidos en la literatura para complejos Cu?*-Ap.

Figura 3.2. Estructura inicial del péptido ApP;; utilizada en la busqueda de
conformeros del complejo Zn**-Af7. En la busqueda mediante GA los
enlaces en color verde tuvieron libre rotacion.

Los parametros de busqueda para el algoritmo Genético-Lamarkiano en AutoDock fueron: una poblacion
aleatoria inicial de 150 individuos, un nimero maximo de 250,000 evaluaciones de energia y un numero maximo
de 270,000 generaciones, dejando el resto de los parametros considerados por el programa en sus valores
predeterminados. Como lo indican las flechas de flujo en la Figura 3.1, algunas de las estructuras obtenidas en
este paso fueron consideradas como punto de partida para los otros dos métodos de biisqueda conformacional

mientras que otras continuaron directamente hacia un paso de equilibracidn, (ver mas adelante).

Busqueda conformacional mediante dinamica molecular interactiva (IMD) (Figura 3.1 iv). Este método se
aplicod a estructuras resultantes de la busqueda mediante GA que se consideraron como "parcialmente
coordinadas" o en las que se buscéd reemplazar algiin grupo o residuo coordinado por algin otro. Asi mismo, se
aplico a la estructura extendida mostrada en la Figura 3.2 en donde, de manera secuencial, se acercaron los
ligantes deseados al ion Zn?" durante una simulacion de dindamica molecular. Para llevar a cabo esto se utilizaron
en conjunto los programas NAMD?® y VMD® en una simulacién que considerd los parametros del campo de
fuerza CHARMM?27% y varias opciones de configuracion similares a las descritas en la seccion 2.3.2 (pagina 13)
para la equilibracion del modelo de fibra amiloide. En términos generales, la simulacion de dinamica molecular
interactiva (IMD) consiste en aplicar fuerzas externas a uno o mas atomos especificos del sistema durante una

DM con la finalidad de modificar su estructura y forzar ciertas conformaciones. La magnitud y direccion de la
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fuerza aplicada a cada atomo seleccionado es definido por el usuario mediante una interfaz grafica (disponible en
VMD) o a través de un archivo de instrucciones predefinido. En el primer caso (método interactivo) el usuario se
conecta con un célculo (de NAMD) de DM en ejecucion mediante la interfaz grafica de VMD, lo que le permite
visualizar la estructura del sistema que se actualiza en tiempo real al momento que las nuevas coordenadas de
todos los atomos son calculadas. Durante esta conexion el usuario "dibuja" vectores sobre los atomos de interés
que representan las fuerzas externas que en ese momento NAMD incorpora al calculo. En el presente trabajo se
aplicaron fuerzas externas a atomos de diferentes residuos en direccion del ion metalico para acercarlos a
distancias de enlace, mientras que a las moléculas de agua circundantes se les aplicaron fuerzas en direcciones
"divergentes" para "desolvatar" al ion metalico y a los residuos por coordinarse a fin de facilitar la formacion del

complejo deseado.

Como requisito previo a la corrida IMD, el sistema debe someterse a un protocolo de equilibracion, el cual varia
dependiendo de la estructura inicial utilizada y del modo de coordinaciéon que se desee obtener. En general, la
estructura inicial del péptido A7 con el ion Zn*" incluido es inmerso en una caja con cerca de 6,300 moléculas
de agua. Las moléculas de agua fueron sometidas a 3000 pasos de minimizacién de la energia y a una DM de
calentamiento de 10 a 310 K durante 20 ps, manteniendo fija la estructura del péptido. Parte del péptido fue
entonces liberado de las restricciones estructurales con la intencion de modificar la estructura local para
promover la unién al Zn?" de algin atomo proveniente de esa region mediante la IMD. Para esto se aplicaron
otros 3000 pasos de minimizacion de la energia aplicando las nuevas restricciones, seguido por la corrida IMD
en donde se aplican las fuerzas externas definidas por el usuario. La longitud de esta simulacion fue de 20 a 150
ps dependiendo de la magnitud de los cambios conformacionales necesarios para conseguir algun modo de
coordinacion especifico. Ademas, durante los primeros 20 ps de esta corrida se llevd a cabo un calentamiento
lento del sistema de 10 a 310 K con una velocidad de calentamiento de 1 K/50 fs. Después de obtener el modo
de coordinacién deseado, se minimiz6 la energia sin restricciones sobre el sistema completo (3000 pasos). En
algunos casos, en lugar de una minimizacion se llevo a cabo una DM a baja temperatura (p. ej. 50 K) para

disminuir la energia del sistema permitiendo la posibilidad de rebasar barreras bajas de energia potencial.

Este protocolo se aplicé a la obtencion diversos modelos Zn?*-A 7 en los que el ion Zn** se encuentra unido a
diferentes residuos Unicamente a través de interacciones no covalentes (electrostaticas y VDW). Debido a la
carga del ion metalico (2+), los atomos electronegativos como nitréogeno y oxigeno son fuertemente atraidos, por
lo que en general se encontraron hasta 6 atomos a corta distancia del Zn?*. De las multiples combinaciones
posibles de residuos unidos al metal, s6lo se eligieron modelos que fuesen probables candidatos a representar los
modos de coordinacion observados experimentalmente de acuerdo con diferentes propuestas reportadas en la
literatura. Como se muestra en la Figura 3.1 (iv), algunos de los modelos se trataron adicionalmente con un
protocolo de recocido simulado con la finalidad de incrementar el muestreo conformacional de la cadena

peptidica (ver a continuacion). En la seccion 3.4 se analizaran las estructuras de los modelos obtenidos.
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Busqueda conformacional mediante recocido simulado (SA) (Figura 3.1 v). El método de recocido simulado
(SA) consiste en ciclos de calentamiento y enfriamiento del sistema durante una simulacion de dinamica
molecular, (ver Figura 3.3 a). En las etapas a alta temperatura se promueven cambios conformacionales de la
estructura peptidica al introducir mayor energia cinética en los dtomos, lo que permite al sistema rebasar barreras
de energia sobre la PES. En cambio, las etapas a baja temperatura "congelan" o afianzan algunas de estas
estructuras. Este tipo de protocolos ademas permiten la "relajacion” de la estructura peptidica, que se traduce en
una mejor exploracion estructural y abarca un rango mas amplio de conformaciones. Las graficas en las Figuras
3.3 b) yc) muestran como ejemplo una de las corridas SA aplicadas a uno de los modelos Zn*-Ap;. Un
beneficio adicional para los complejos preparados con los métodos GA ¢ IMD es asegurar la estabilidad del
complejo formado, ya que una conformacion particular de la cadena peptidica podria no favorecer la union al
metal. En estos casos, la tension en la cadena peptidica competiria con las interacciones atractivas que mantienen
la unioén entre los atomos peptidicos y el metal, por lo que sélo las conformaciones mas favorables sobrevivirian

coordinadas en las etapas a alta temperatura.

a) Ciclo SA completo b) -
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Figura 3.3. Busqueda conformacional mediante recocido simulado (SA). a) Etapas que conforman cada ciclo de
SA. b) Grdfica de temperatura contra el tiempo (t) para una corrida de 5 ciclos de SA sobre el
complejo Zn’*-APy7. ¢) Grafica de la energia total relativa contra el tiempo para la misma corrida.

La metodologia SA aplicada, implementada mediante el programa NAMD.,®’ utiliza opciones de configuracion
similares a las descritas previamente, (seccion 2.3.2, pagina 13). En este caso la corrida consistio de 10 a 25
ciclos de calentamiento-enfriamiento con una duracion por ciclo de 2 ns. Como se observa en la Figura 3.3 a),
cada ciclo se puede dividir en 2 etapas, donde se ejecuta la DM a alta y baja temperatura. Cada una de estas dos
etapas incluye una porcion de tiempo en la que se calienta o enfria el sistema lentamente y otra en la que se
mantiene la temperatura constante. La porcion de tiempo en que el sistema se simula a temperatura constante (ya
sea a alta o baja temperatura), con respecto al tiempo en el que se calienta o enfria depende de la velocidad de
calentamiento o enfriamiento predefinida. En el presente trabajo se manejaron dos esquemas de SA, en el
primero la etapa a alta temperatura era mas larga que la etapa a baja temperatura (1.6 y 0.4 ns, respectivamente),

donde la temperatura minima fue de 50 K y la maxima de 600 K. El segundo esquema de SA considera la misma
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duracion para las etapas a alta y baja temperatura (1 ns), con un rango de temperaturas de 10 a 333 K. Las
velocidades de calentamiento y enfriamiento utilizadas fueron de 0.5 a 1 K/ps. En el anexo A 1.3 se puede

consultar un ejemplo de la implementacion de estos protocolos en NAMD.

Los tres métodos de busqueda conformacional descritos en esta seccion permitieron obtener diferentes modelos
estructurales del complejo Zn?"-ABi;7 equilibrados en una caja periddica con moléculas de disolvente explicitas,
por lo que el efecto de la temperatura y de las interacciones con el medio acuoso fueron considerados para el
rango de conformaciones explorado. Los modelos derivados del método GA que no fueron tratados
posteriormente con los métodos IMD y SA son una excepcion, ya que se obtuvieron en el vacio y a través de un
método que no sigue una trayectoria temporal. En estos casos las estructuras fueron también inmersas en una
caja de agua y equilibradas como se hizo con el resto de las estructuras modeladas mediante DM (Figura 3.1 vi).
Este ultimo paso de equilibracion también se aplicd para uniformizar las condiciones finales de todos los
modelos, en donde todas las estructuras se minimizaron sin restricciones estructurales en la secuencia 1-16 del
péptido AS. Es importante mencionar que las restricciones en el residuo 17 se aplicaron de manera uniforme a
todos los modelos en todos los calculos, debido a que, como se menciond antes, este residuo se consideré6 como

una "ancla" entre los fragmentos 1-16 y 18-42 de la proteina A 5 completa.

El refinamiento posterior de la geometria alrededor del ion metalico, que se describe en la siguiente seccion,
parte de estructuras derivadas de los tres métodos de blisqueda conformacional (ver Figura 3.1), por lo que fue
necesario extraer exclusivamente las coordenadas del complejo (proteina + metal) incluyendo también dos
moléculas de agua en la cercania del ion Zn?*. Las moléculas de agua incluidas en los modelos resultantes Zn**-
AP17(H20), (Figura 3.1 vii), que en algunos casos formaron parte de la primera esfera de coordinacion del metal,
se incluyeron con la finalidad de que todos los modelos consideraran un niimero de coordinacion de 6 como

estructura inicial para la siguiente etapa.

3.3.3. Optimizacion de la esfera de coordinacion del cobre

Las estructuras de los modelos obtenidos en la seccion anterior son producto de calculos basados en métodos
empiricos que no consideran la estructura electronica de las moléculas. Estos modelos incluyen potenciales
analiticos (campos de fuerza) que por definicion requieren parametros que les permitan reproducir las estructuras
y el comportamiento de los sistemas quimicos estudiados. A pesar de que los campos de fuerza utilizados en la
etapa anterior han sido parametrizados y refinados a lo largo de wvarias décadas para reproducir el
comportamiento de biomoléculas, la simplicidad de los mismos no permite describir de manera adecuada las
diversas geometrias observadas en complejos con metales de transicion, como es el caso del ion zinc incluido en
estos modelos. Por este motivo es necesaria una etapa de optimizacion de las geometrias de los complejos que
involucran atomos metalicos utilizando métodos que permitan corregir el comportamiento de estos sistemas. En

esta seccion se describe la metodologia para optimizar las esferas de coordinacion de todos los modelos.
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Los calculos de optimizacion de la geometria se llevaron a cabo considerando la teoria de funcionales de la
densidad'*”-13® (DFT) mediante el programa deMon2k.!3%!40 Se utilizaron los funcionales de intercambio PBE

141y de correlacion LYP,'*? aumentados con una funcion empirica para la considerar la dispersion. #* Las

revisado
funciones de base empleadas para todos los atomos fueron de tipo DZVP, con excepcion del 4&tomo de cobre,
para el cual se utilizo la base TZVP.'* Estas bases se utilizaron en combinacion con funciones de base auxiliares

de tipo GEN-A2 y GEN-A2* para las bases DZVP y TZVP, respectivamente. '4°

Los modelos de los complejos Cu?*-Api7(H,O), obtenidos a partir de estas optimizaciones, (Figura 3.1 viii),
consideraron como punto de partida las mismas estructuras derivadas de la seccion anterior reemplazando el ion
Zn** por el Cu?*'. Una vez optimizados, algunos modelos fueron sometidos nuevamente a simulaciones IMD
(Figura 3.1 ix) con la finalidad ya sea de reemplazar algin atomo coordinado por otro, o para relajar la estructura
de la cadena peptidica después de tener optimizado el centro metalico. En estos casos los pasos de DM clésica se
corrieron manteniendo el ion Cu** y los residuos coordinados fijos. Estas estructuras se volvieron a optimizar
con la metodologia DFT sin ninguna restriccion estructural, con la excepcion de algunos atomos "anclados" del

residuo 17, como se explico anteriormente.

3.3.4. Analisis conformacional sobre la cadena lateral del Asp1

Ademads de los modelos obtenidos de acuerdo a la metodologia descrita en las secciones anteriores, también se
generaron tres conjuntos de isdémeros conformacionales a partir en el modelo Cu?*-A17(H20), de menor energia.
Cada una de estas tres series considero diferentes longitudes del extremo N-terminal de la proteina A de 3,6y
17 aminoacidos (Figura 3.1 x). Para cada serie de conféormeros se exploraron las posibles conformaciones anti
(A) y gauche (G) alrededor de la cadena lateral del residuo Aspl, mediante la rotacion del angulo diedro
alrededor de los carbonos a 'y 8 de este residuo (Cs,Co,Cp,C,) (Figura 3.4). La estructura del resto del péptido se
mantuvo intacta. Todos estos modelos se optimizaron de acuerdo a la metodologia DFT descrita en la seccion
anterior y se incluyeron también dos moléculas de agua explicitas. En los modelos con 6 aminoacidos se agrego
a la estructura una molécula de N-etilimidazol para simular el ligante His13/14 faltante, mientras que en los

modelos con 3 aminoacidos se agregaron dos de estas moléculas (simulando a la His6 y a la His13/14).

Q" 4 NH

o

Asp His A G1 G2

Figura 3.4. a) Nomenclatura para los atomos de los residuos aspartato e histidina.
b) Conformaciones anti 'y gauche de la cadena lateral del Asp1.

0% 5 "NH

Al

48 - Cinvestav - IPN - Departamento de Quimica



3.3. Metodologia

La construccion de estos modelos tuvo por objeto estudiar el efecto de varios factores sobre la coordinacion del
cobre a la proteina A S, tales como el papel de la conformacion del Aspl, la estructura del esqueleto peptidico, las
interacciones no covalentes y el niimero de sitios de coordinacion disponibles para el Cu?’. Los modelos
pequetios fueron particularmente utiles para estudiar la competencia entre los grupos carboxilato y carbonilo del
Aspl1 por la coordinacién del ion metélico, asi como para reducir la dimensionalidad de la superficie de energia

potencial y estudiar la coordinacion sin el efecto de la conformacion particular de la cadena peptidica.

3.3.5. Calculo de parametros de EPR del cobre y constantes de acoplamiento
hiperfinas

Para varios de los modelos Cu?™Ap; optimizados se calcularon parametros de EPR con la finalidad de
compararlos con los datos experimentales reportados en la literatura. Los parametros considerados fueron los
tensores g y A para el Cu2’, asi como constantes de acoplamiento hiperfinas entre el Cu?" y los atomos de
nitrégeno y carbono vecinos en la esfera de coordinacién del ion metéalico. Todos los parametros se calcularon
mediante el programa ORCA'¥¢ considerando las estructuras finales de los modelos descritos en la seccion
anterior. Para el calculo de los tensores g y A de EPR del Cu?" se empled el funcional PBEO,'*” considerando la
base CP!*® para el atomo de cobre y la base DGAUSS!'* para el resto de los atomos. El célculo del tensor A para
atomos “N y 3C seleccionados se llevo a cabo utilizando la base EPRIIL.'*° En todos los casos se utilizo IGLO
como origen de norma; se incluyé el acoplamiento espin-Orbita en el tensor A del Cu2* y se consideraron los
efectos de solvatacion utilizando el modelo de solvente implicito COSMO.!3%5! Todos los valores de las
componentes de los tensores g y A calculados se reportan en unidades de ppm y MHz, respectivamente. Estos

resultados se analizaran en la seccioén 3.7.

3.4. Estructura y estabilidad de los complejos Cu-AB17

La secuencia de aminoacidos de la proteina A7 contiene multiples grupos funcionales capaces de coordinarse al
Cu?", los cuales pueden generar un enorme conjunto de variantes del complejo Cu?*-Afi7. De hecho, la
naturaleza no estructurada de esta proteina permite que diversas especies se encuentren presentes en solucion, ®
posiblemente en equilibrio dinamico entre varias combinaciones de atomos coordinados, como se evidencia en
experimentos de NMR.'?>!52 No obstante, la intensa investigacion en este campo permite delimitar el nimero de
posibilidades hasta el punto en que actualmente s6lo unas pocas estructuras se consideran predominantes en el
complejo. Para el complejo Cu**-Apis a valores bajos de pH (componente 1) se considera que las especies
predominantes involucran sitios de coordinacion como el grupo carboxilato proveniente de residuos de aspartato
o glutamato, nitrogenos imidazodlicos de los residuos de histidina, grupos carbonilo provenientes de la cadena
peptidica y el grupo amino terminal.'?’ La coordinacion de moléculas de agua en la posicion axial también ha

sido propuesta.'>?
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Varios de estos ligantes propuestos en la literatura fueron considerados en los modelos construidos en el presente
trabajo con la finalidad de evaluar la participacion de cada uno en la estructura y estabilidad de los complejos.
Estos modelos ademas permiten evaluar diversos factores que afectan la coordinacion con el metal como son la
disponibilidad de diferentes ligantes, las interacciones involucradas en la segunda capa de coordinacion, la
participacion de moléculas de agua y el efecto de la conformacion tanto de la cadena peptidica como de las
cadenas laterales de los residuos en la proteina. En las siguientes secciones se presentan y discuten los resultados
obtenidos a partir de 20 modelos estructurales del complejo Cu?*-Ai7(H,0), optimizados a nivel de DFT; mas
adelante (seccion 3.7) se comparan estos resultados con las observaciones experimentales reportadas en la

literatura.

3.4.1. Estructura del péptido AB+; libre y coordinado a cobre

La estructura del péptido Api7 libre de cobre que se utilizd como punto de partida para generar los modelos
coordinados al cobre se puede observar en la Figura 3.2 (pagina 44). En esta figura se observa que el motivo
estructural predominante es de tipo 5 extendido, debido a que la cadena se extrajo de un modelo de fibra
amiloide. Esta conformacion probablemente no es la que se espera en solucion para este péptido, sin embargo,
resulto de particular utilidad para evaluar el efecto de la coordinacion del Cu?* a la proteina A . Ademas, el uso
de esta estructura permite extrapolar el andlisis para entender la coordinacién del ion metalico a la proteina

cuando esta se encuentra formando parte de las fibras amiloides.

Los residuos utilizados como sitios de coordinacion para el Cu?* fueron el Aspl, la His6, el Glull, la His13 y la
His14, los cuales se encuentran distribuidos a lo largo de la secuencia de aminoacidos del péptido Afi7. Cuando
se coordina el metal a dos 0o mas ligantes provenientes de una misma molécula se generan macrociclos que
restringen la flexibilidad de la molécula y modifican, por consecuencia, la estructura global del péptido asi como
sus propiedades fisicoquimicas. En la Tabla 3.1 se recopilan diversas caracteristicas y mediciones estructurales
para los 20 modelos obtenidos, las cuales tienen como objeto cuantificar los cambios estructurales derivados de
diferentes situaciones de coordinacion y evaluar su efecto en la estabilidad del complejo. Los valores de RMSD
permiten comparar la estructura del péptido completo (RMSD..x), de la cadena peptidica principal (RMSDuis) 0
de las cadenas laterales de sus residuos (RMSDcuara:), con alguna estructura de referencia; en este caso se utilizo
como referencia la estructura de minima energia. El radio de giro relativo, A r;,r , permite diferenciar las
estructuras extendidas (valores mas elevados) de las globulares (valores mas pequeiios). Tanto la diferencia de
area superficial accesible a disolvente, ASA4S4, como el niimero de puentes de hidréogeno, nHB, cuantifican
interacciones intramoleculares estabilizantes. Una gran ASASA implica mayor contacto con el medio y, por lo

tanto, un menor numero de contactos intramoleculares.

A partir de los datos recopilados en la Tabla 3.1, se puede observar que el modelo 20 muestra propiedades

completamente distintas al resto de los modelos. De hecho, su estructura se encuentra parcialmente plegada ya
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que solo el extremo N-terminal y la His6 estan involucrados en la coordinacion con el metal. Este modelo, que
es el mas extendido, muestra el menor numero de puentes de hidrogeno y la mayor area superficial en contacto
con el disolvente. El resto de los modelos muestran un plegamiento tal que permite la coordinacién simultanea
de ligantes tan distantes como el Aspl y la His14. En todos los casos se observa un incremento en el niimero de
puentes de hidrogeno que lleva a una disminucion del area superficial accesible al disolvente y, en general,

resulta en estructuras mas globulares.

Tabla 3.1. Energias relativas y mediciones estructurales de los complejos Cu?*-AB17(H0).

AE Modo de Macrociclos RMSD,orx RMSDpwy RMSDcurar 4 I’fw ASASA
No. (kcal/mol)  coord. formados (A)? (A)? (A)? (A (A?) nmHB "
1 0.0 3N10 (10) 1-6-14 0.00 0.00 0.00 0.62 131 14
2 1.7 3N10 1-6-14 0.29 0.12 0.35 0.65 117 14
3 6.7 3N10 (10) 1-6-14 0.77 0.36 0.40 0.57 119 15
4 7.1 3N10 (10) 1-6-14 0.75 0.35 0.37 0.57 126 16
5 9.9 3N10 (10) 1-6-14 0.76 0.34 0.35 0.58 122 15
6 12.0 3N10O 1-6-14 2.49 1.39 3.14 0.24 5 16
7 12.0 3N 1-6-14 2.60 1.55 3.30 0.22 0 18
8 16.9 3N (10) 1-6-14 0.83 0.33 0.62 0.60 148 17
9 194 3N10 (10) 1-6-13 5.80 3.71 7.22 1.26 364 11
10 21.5 3N10 (20) 6-11-13-14 7.44 6.38 8.12 0.33 159 14
11 21.7 3N10 (10) 1-6-13 5.80 3.72 7.21 1.25 360 10
12 22.2 3N10 (10) 1-6-13-14 6.52 5.53 7.15 0.16 155 15
13 29.0 3N10 (10) 1-6-14 2.06 1.37 2.50 0.33 116 13
14 29.1 3N10 1-6-13-14 6.51 5.50 7.13 0.15 116 16
15 335 2N10 (10) 1-13-14 5.70 4.58 6.49 0.00 115 13
16 58.5 2N10 (IN) 1-14 6.88 5.56 7.54 0.22 224 12
17 67.5 2N10 1-6-14 431 3.01 5.38 0.77 233 10
18 73.8 3N10 (10) 1-6-14 5.63 4.67 6.27 0.34 365 9
19 81.4 2N10 (IN10O) 1-6-13 2.17 0.81 2.86 0.60 222 11
20 91.5 2N20 (10) 1-6 9.97 8.38 10.64 5.67 600 7

« Entre paréntesis se indican los 4tomos débilmente unidos con distancias de enlace: 2.3 < dc, < 3.2 A.

b Raiz cuadrada de la distancia cuadratica media de las coordenadas atomicas de diferentes regiones de los complejos.

¢ Numero de puentes de hidrogeno (D-H:--A) determinados mediante parametros geométricos de distancia (d) y angulo
(0) entre los dtomos involucrados: dp.4 < 3.5 A'y Op.s > 130°.

Los valores de RMSDg», muestran que los modelos pueden agruparse en varios tipos de plegamientos, los cuales
tienen cierta correspondencia con los diferentes tipos de macrociclos formados. Las estructuras correspondientes
a los diferentes tipos de plegamientos se pueden comparar en la Figura 3.5. Los macrociclos mas comunes en los
modelos son los formados por la coordinacion del Cu?" a los residuos Aspl e His6 (1-Cu-6), y a los residuos

His6 e His14 (6-Cu-14). También se observaron otros macrociclos como 6-Cu-11, 6-Cu-13, 11-Cu-13, 13-Cu-14
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y combinaciones de estos; sin embargo, fueron menos frecuentes y formaron complejos menos estables que la
combinacion 1-6-14. Este resultado es congruente con reportes experimentales en donde la coordinacion
simultanea de la His6 y la His14 se ha propuesto como predominante en comparacion con las combinaciones

His6-His13 e His13-His14.!2! A continuacidn se analizan las caracteristicas de los macrociclos mas comunes.

—

Modelos: 1, 9, 10, 12, \ Modelos: 1-8 Modelo: 15

15,17, 18 y 20. Coord: 3NO (O) Coord: 2N20
Lig: 1-13-14

AE = 33.5 keal/mol

N A== Lig: 1-6-14 > i
<K KA}E = 0.0 keal/mol (f: E“m

Modelos: 9y 11 \ Modelo: 17
Coord: 3NO (O) . Coord: ZNO
Lig: 1-6-13 S 0 Lig: 1-6-14
AE=194kecalmol| ( Y )=~ AE =675 keal/mol
o t\_‘_
Modelo: 10 o |
Coord: 3NO (20) f
ng: 6-11-13-14 I~ Modelo: 20
AE = 21.5 kcal/mol " Coord: 2N20
Lig: 1-6

AE = 91.5 keal/mol

Modelos: 12, 14
V. Coord: 3N (Q)

4 _/rfr”', Lig: 1-6-13-14 i
= “edlE = 22.2 kecal/mol

S

Figura 3.5. Ejemplos de distintos plegamientos y macrociclos formados en los complejos Cu**-
APi7(H>0)2. En el panel de la izquierda se muestran alineadas por el extremo C-terminal
(en rojo) las estructuras de los modelos mostrados en los paneles centrales y de la derecha.

a) Macrociclo Aspl-Cu’*-His6 (1-Cu-6). En la mayor parte de los modelos estudiados (1-9, 11-14 y 17-20), el
Cu?" coordina simultaneamente al Aspl y a la His6 para formar el macrociclo 1-Cu-6; sélo los modelos 10, 15 y
16 no se construyeron con esta caracteristica. El modelo mas estable, carente del macrociclo 1-Cu-6, tiene una
energia relativa de 21.5 kcal/mol, lo que sugiere que la coordinacion simultanea del Aspl y de la His6 es
esencial para la estabilidad del complejo. Un analisis mas detallado de las estructuras con el macrociclo 1-Cu-6
permite detectar otras subclasificaciones adicionales, las cuales estan relacionadas con los residuos coordinados
al metal y con la geometria que adopta el complejo. Los modelos 1-5 son los prototipos de estructuras cuadrado
planas distorsionadas, con modo de coordinacion 3N10 en donde los atomos coordinados provienen de los
residuos Aspl, His6 e Hisl4. Los modelos 9 y 11 reemplazan la His14 por la His13, lo que resulta en una
disminucion en la estabilidad de los complejos resultantes y una geometria practicamente tetraédrica (ver mas
adelante). De manera interesante, el intercambio de la His14 por la His13 tiene un efecto en la estructura del

macrociclo 1-Cu-6; no obstante, el efecto mas notorio fue el cambio en el tipo de plegamiento (ver Figura 3.5).
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Esto se explica por la estructura predominantemente 3 extendida del modelo inicial, ya que, para este tipo de
estructura, las cadenas laterales de cada residuo se orientan de manera alternada, hacia lados opuestos de un
plano imaginario a lo largo de la cadena peptidica. Este es el caso de la His13 y la Hisl4, orientados en
direcciones opuestas uno respecto al otro, de tal forma que el péptido se tiene que plegar de manera distinta para
coordinar a cada uno de estos residuos. En el caso de los modelos 6 y 7, de acuerdo a los pardmetros mostrados
en la Tabla 3.1, también se encontrd diferencia en el macrociclo 1-Cu-6 en comparacion con los modelos 1-5.
Esto ocurri6 como resultado de un rearreglo de las cadenas laterales de los residuos Glu3, Phe4 y Arg5, que

incrementaron el namero de interacciones intramoleculares estabilizantes.

b) Macrociclo His6-Cu’*-His14 (6-Cu-14). Los modelos que presentan este macrociclo, sin la participacion del
Glull o la Hisl3, fueron 1-8, 13, 17 y 18. Los modelos 1-8 tienen las caracteristicas estructurales que ya se
mencionaron, siendo estas las estructuras mas estables. En comparacion, el modelo 13 muestra un plegamiento y
estructura similar al grupo mas estable con algunas variaciones en las cadenas laterales, lo que produce un
cambio de energia moderado; a diferencia de lo que ocurre con el modelo 18, en donde la disminucion de
interacciones moleculares debido a un cambio considerable en el plegamiento del péptido, llevan a una completa
desestabilizacion del complejo (ver datos en la Tabla 3.1). De manera similar, el modelo 17 muestra una
estructura muy desfavorable energéticamente, que ademas carece del macrociclo 1-Cu-6, que como ya se habia

comentado, es también determinante de la estabilidad de los complejos.

¢) Macrociclo Hisl3-Cu?*-His14 (13-Cu-14). Este macrociclo esta presente en los modelos 10, 12, 14 y 15, de
los cuales el mas estable tiene una energia relativa de 21.5 kcal/mol, por lo que podemos considerar que este
macrociclo no favorece la estabilidad del complejo. Sin embargo, el segmento 13-Cu-14 se ha propuesto como
relevante a pH fisiologico cuya presencia se estim6 en alrededor del 15 % respecto a la especie que coordina a la
His6 y la Hisl4;"! resultados que son compatibles con la energética de los modelos aqui presentados. El
macrociclo 13-Cu-14 se encontré en combinacidon con otros macrociclos como el 6-Cu-11, 11-Cu-13, 6-Cu-13 y
1-Cu-13; curiosamente, el modelo mas estable (10) muestra un modo de coordinacién y plegamiento similar al

4

observado en una estructura proveniente de experimentos de NMR del complejo Zn?*-Afis,'>* mostrando

también congruencia con estos resultados.

La estructura mostrada en la Figura 3.6 es un ejemplo de un complejo que muestra la coordinacion del cobre a
los residuos Aspl, His6 e His14, que fue una de las combinaciones més estables. En esta figura se puede apreciar
con mas detalle los contactos entre grupos funcionales de los residuos de aminoacido del péptido. Ademas, se
puede ver la estructura de los dos macrociclos mas estables formados en este complejo, el Aspl-Cu?"-His6 e
His6-Cu?*-His14. También se aprecia que la region mas afectada por la coordinacion del metal, respecto a la
estructura extendida inicial, es la secuencia 1-10. En cambio, la secuencia 11-17 no requiere modificaciones
conformacionales importantes para permitir la coordinacién de los residuos mencionados. Esto puede explicar la

similitud entre los parametros de EPR medidos para el complejo Cu?*-Af tanto en solucion como en fibras
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amiloides;'> la region del péptido A 8 que muestra estructura /3 en las fibras amiloides, (por lo regular a partir del
residuo en posicion 10), no seria afectada de manera importante por la coordinacion al cobre. En cambio, la

coordinacion al metal en el extremo N-terminal dificultaria la formacion de estructuras S en esta region.

Figura 3.6. Estructura optimizada del complejo Cu?*-Ap17(H>0),, modelo 3.

3.4.2. Geometrias y modos de coordinaciéon

El conjunto de los 20 modelos del complejo Cu?*-ASi7(H,0), obtenidos incluyeron una variedad de geometrias
(cuadrado planas, tetraédricas, trigonales, piramidales, ...) y modos de coordinaciéon (3N10, 3N, 2N20,
3N10(10)ay, ...). Los modos de coordinacion se indicaron en la Tabla 3.1. Todos estos modelos se optimizaron a
partir de una geometria octaédrica en la que el centro metalico tenia 6 4&tomos coordinados. Las distancias de
enlace iniciales se consideraron en todos los casos en el rango de 1.9 a 2.2 A. Después de la optimizacion de
geometria mediante DFT, en practicamente todos los casos se observd un cambio importante en la geometria, asi
como una disminucién del numero de coordinacién a 3 o 4, (considerando distancias de enlace al Cu?* menores a
2.3 A). Algunos de los residuos que originalmente se encontraban coordinados se alejaron a distancias mayores a
3.2 A, mientras que otros permanecieron coordinados débilmente con distancias de enlace en el rango de 2.3 a
3.2 A. Los atomos a distancias de enlace mayores a 3.2 A no se consideraron como parte de la primera capa de
coordinacion del ion metalico. En la Tabla 3.2 se listan las energias relativas de cada modelo junto con sus
atomos coordinados al cobre al final de las optimizaciones. Esta tabla también incluye los 4ngulos diedros entre
los atomos mas fuertemente enlazados al ion metalico, los cuales permiten clasificar las geometrias con al menos

4 de estos atomos desde cuadrados planos, cuadrados planos distorsionados y hasta tetraedros, en la medida que
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este angulo se incrementa de 0 a 60°.

Tabla 3.2. Caracteristicas principales de la esfera de coordinacion de los complejos Cu?*-ABi7(H>0),.

No. AE Atomos con coordinacion Coqrd. Oric” Osnv-ci® @uspi®  Conform.
(kcal/mol) fuerte al metal ¢ débil ® ©) ©) ©) Aspl
1 00 N NSNS o O0 28 22 -155 A
2 1.7 N NE*ONGHE, 0y 60 24 -170 A
367 N NN o oa! 27 12 -75 G2
4 71 Niop, NJ O NG 027 oy 24 11 -82 G2
5 99 N N2 0 NGB 027 onT! 27 12 -78 G2
6 120 N, No 0 NG 027 46 27 64 G2
7 120 N, Ne0 NEs! 5 59 Gl
8 169 N NESO NSt oy 427 9 -165 A
9 194 N Ny® NP ohPn On0 58 -2 -60 G2
10 215 NI;Iis6,NHis13’NI(;Iisl4’Oggx(1)1_ 2OH20 2 8 9
11 217 N NyON™P 0fr Oy, 0 -56 -16 -62 G2
12 222 NPONPONPRE oM Oy -49 -46 158
13 290 N NSONIE ol oL 25 12 -62 G2
14 201 NSO NGBRONGEM o 58 -4l 157
15 335 NSNS of! Oy.0 60/ 56
16 585 N N2, 0890 NESB 317 93/ 175 A
17 675 NS0, NG ofe! 72
18 738 N NIONIE ol o' 48 12 74 G2
19 814 NESONGSB 080l N, 08P 257 15/ T3 G2
20 915 Ny N5, 058,04 6 onr! 61 -53 G2

¢ Atomos coordinados al metal con distancias de enlace: dc, < 2.3 A.

b Atomos con distancias de enlace al metal: 2.3 <dc, <3.2 A.

¢ ¢rie = Angulo diedro entre los atomos coordinados al cobre.

4 on.cu = Angulo (impropio) del Cu?* fuera del plano de los tres atomos N coordinados.

¢ a1 = (C5,Ce,Cp,C,); Angulo diedro de la cadena lateral del Aspl. Ver también Figura 3.4 b).
JEl 4ngulo diedro en estos casos se midié considerando también atomos débilmente coordinados.

En la Tabla 3.2 se observa el tipo de geometria de cada complejo a través de los angulos diedros formados entre
los 4 ligantes mas cercanos al centro metalico (¢r;). Los modelos 1, 3-5, 13 y 19 mostraron una geometria
cuadrado plana distorsionada con valores de ¢, entre 24 - 28°. En cambio, los modelos 2, 11, 14-15 y 20

muestran una geometria tetraédrica con angulos cercanos a 60°. En el caso de los modelos 6 y 18, sus dngulos
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diedros de ~46 y 48° respectivamente, sugieren una estructura cuadrado plana ain mads distorsionada. Al
comparar la similitud de las geometrias y los modos de coordinacion entre el modelos 13 y 19 con los modelos 1
o 3, se pone en manifiesto que la estructura global del péptido tiene un efecto mucho mas grande en la
estabilidad del complejo que la deformacion de la estructura local del centro metélico; aunque este efecto puede
estar siendo potencializado artificialmente por la falta de solvatacion explicita en los modelos, ya que las
optimizaciones se llevaron a cabo en fase gaseosa. Estos resultados sugieren que puede haber una alta
flexibilidad en la geometria en la primera esfera de coordinacion del ion metalico. Los complejos parecen ser
mucho mas sensibles a los cambios en la conformacion o plegamiento de la proteina A fi7; sin embargo, como ya
se comento, la flexibilidad del péptido es tal que un mismo modo de coordinacién puede observarse en

conformaciones muy distintas del péptido y con diferentes residuos participando en la coordinacion.

3.4.3. Ligantes fuertes o ecuatoriales coordinados al cobre

Los modelos del complejo Cu**-AB17(H20), obtenidos en el presente trabajo incluyen diferentes geometrias,
atomos peptidicos coordinados y modos de coordinacion alrededor del Cu?*. Los sitios de coordinacion basados
en nitrogeno considerados fueron el grupo N-terminal del péptido (en el Aspl) y los N imidazolicos de los
residuos de histidina en posiciones 6, 13 y 14. Por su parte, los ligantes basados en oxigeno considerados fueron
los grupos carboxilo de los residuos Aspl y Glull, el grupo carbonilo del Aspl y el O de las moléculas de agua.
Se probaron diferentes combinaciones de estos sitios de coordinacion, dando prioridad a los modos de
coordinacion que se han propuesto en la literatura como modos de coordinacion plausibles de acuerdo a diversas
metodologias tanto tedricas como experimentales. Las Tablas 3.1 y 3.2 describen las principales caracteristicas
de los modelos optimizados, a partir de los cuales, en conjunto con las distancia de enlace de los distintos

residuos se puede evaluar el papel que cada uno juega en la estabilidad del complejo.

La estructura mas estable encontrada (modelo 1), muestra una esfera de coordinacion alrededor del atomo de
Cu?" con geometria cuadrado plana distorsionada. El plano ecuatorial contiene coordinados tres atomos N y un
atomo O, descrito como modo de coordinacion 3N10. Los atomos N provienen del grupo amino terminal (N-ter)
del Aspl y de dos anillos imidazdlicos de los residuos de histidina en posiciones 6 y 14 (His6 e His14). En este
modelo los N imidazoélicos coordinados al metal corresponden a la posicion ¢ de las histidinas acuerdo a la
nomenclatura PDB (posicion 7 de acuerdo a la notacion IUPAC) (ver Figura 3.4 a). El atomo O proviene del
grupo carboxilato del residuo Aspl, coordinado de manera monodentada. En la posicion axial del modelo 1 se
observé una molécula de agua cuyo atomo de O se encuentra a 2.652 A del atomo de Cu?'; este valor de
distancia indica una unién débil al compararlo con las distancias de enlace de los atomos ecuatoriales (2.142,
2.093, 2.049 y 2.104 A para el N-ter, His6, His13 y Aspl, respectivamente). La estructura de este modelo se
puede observar en la Figura 3.7, en donde se compara con el modelo 4, el cual muestra una geometria muy
similar, con la diferencia que el atomo en la posicion axial es el O del grupo carbonilo (CO) del Aspl en lugar de

la molécula de agua.
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b) NH,-term

N Hz—te m

H,O
a
M Aspi1 COO-

@ His14

Il Modelo 1
I Modelo 4

Figura 3.7. Estructura superpuesta de los modelos 1 y 4. a) Residuos coordinados al Cu®*. b) Detalle
de la estructura alrededor del centro metalico.

Es importante mencionar que el modo de coordinacion y geometria encontrados para el modelo 1 esta en
acuerdo con varias propuestas experimentales. En la seccion 3.7 se analizaran en detalle los resultados teoricos
en comparacion con las mediciones experimentales reportadas en la literatura. Tomando como referencia el
modelo 1, a continuacion se analiza el papel de los diferentes residuos unidos en el plano ecuatorial en la

coordinacion con base en el impacto de la sustitucion de cada uno en la estabilidad del complejo:

Al analizar en detalle los ligantes del Cu?" en cada modelo (Tabla 3.2), se puede observar que en muchos casos
un mismo residuo puede coordinarse al ion metéalico en modos distintos, esto debido a que muchos aminoécidos
poseen mas de un sitio quelante en su estructura. EI Aspl tiene 3 diferentes sitios que pueden coordinarse al
metal incluso de manera simultanea, estos sitios son el grupo amino terminal (N-ter), el grupo carboxilo (COO")
de su cadena lateral y el grupo carbonilo (CO) del enlace peptidico entre Aspl y Ala2. Por su parte, la His6
puede coordinarse al Cu?>" mediante alguno de los dos nitrogenos imidazdlicos de su cadena lateral o mediante su
grupo CO peptidico, aunque este ultimo caso no se probo en ninguno de los modelos. De esta forma, la
participacion de distintos sitios de coordinacion por parte del Aspl y la His6 llevan a diferencias en la estructura
del macrociclo Asp1-Cu?"-His6 que se describi6 en la seccion 3.4.1. A continuacion se analiza el efecto de cada

uno de estos ligantes en la estructura del complejo.
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a) Grupo amino terminal (N-ter): El grupo N-ter fue probado como ligante del Cu?* en 15 de los 20 complejos
listados en la Tabla 3.2, (modelos 1-9, 11, 13, 16, y 18-20), y es caracteristico de los modelos mas estables. De
los cinco modelos que no coordinan al N-ter, el modelo 10 es el mas estable con una energia relativa de 21.5
kcal/mol. Este modelo reemplazoé el grupo N-ter por un N imidazolico de la His13 y el grupo carboxilato del
Aspl por el del residuo Glull, por lo que el modo de coordinaciéon 3N10O se conserva respecto al modelo 1. Los
modelos 12 y 14, por su parte, intercambiaron el N-ter por la His13 con una disminucion de la estabilidad de
22.2 y 29.1 kcal/mol, respectivamente, por lo que se puede afirmar que el costo energético de intercambiar el
grupo N-ter por la His13 como sitio de union a Cu?* es de ~22 kcal/mol. Sin embargo, es interesante considerar
el caso del modelo 19, que inicialmente se construyo6 con el grupo N-ter coordinado al metal y que después de la
optimizacién se alejoé a una distancia de 2.305 A. En esta estructura se intercambi6 la His14 por la Hisl3
conservando el mismo plegamiento del péptido, teniendo como consecuencia la desestabilizacion del complejo
por ~75 kcal/mol y la pérdida de el ligante N-ter. Considerando este modelo podemos afirmar que aunque hay un
costo energético considerable al intercambiar el N-ter por una histidina, el costo por no incluir alguno de estos
dos grupos en la esfera de coordinacion del Cu®* es mucho mayor. Estos resultados sugieren que la participacion
del grupo N-ter es un determinante importante de la estabilidad del complejo y que de hecho produce una
estabilidad superior a la aportada por los nitrégenos imidazolicos de los residuos de histidina al menos para las

estructuras peptidicas exploradas.

b) Nitrégenos imidazolicos de His6, Hisl3 e His14. Las histidinas son buenos ligantes de Cu?*, sin embargo, el
grado de participacion de cada una de las tres histidinas presentes en la proteina A 5 no habia sido explicado del
todo. Recientemente, varios trabajos evaluaron la participacion de cada histidina de manera independiente. !°-12!
De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 3.2, la His6 parece ser un requisito indispensable para
lograr la estabilidad de los complejos. Los tnicos modelos que no incluyeron a la His6 como ligante fueron 15y
16, los cuales se encuentran a una energia relativa de 33.5 y 58.5 kcal/mol. El modelo 20 es el unico que s6lo
considerd una histidina, mientras que los modelos que consideraron dos histidinas fueron 1-8, 13, 17 y 18 (His6
e His14), 9 y 11 (His6 e His13), y el 15 (His13 e His14). Los modelos que incluyeron a las tres histidinas fueron
10, 12 y 14. Considerando las energias relativas de todos estos modelos podemos observar que la His6 y la
His14 se encuentran favorecidas energéticamente sobre la His13. Como se coment6 en el inciso anterior, el
modelo 19 utilizé el mismo plegamiento que el modelo 3, y tinicamente se intercambi6 la His14 por la His13
modificando al minimo el resto de su estructura, (ver valores de RMSD en la Tabla 3.1). El modelo resultante es
~75 kcal/mol menos estable que el modelo original, en parte debido a la pérdida del ligante N-ter; sin embargo,
esta estructura sugiere que estos dos residuos no son equivalentes entre si. Como se comentd antes, la
coordinacion de cada uno de estos residuos requiere de un plegamiento distinto de la cadena peptidica para las

conformaciones § estudiadas. El intercambio His13 por Hisl4, y viceversa, por consiguiente requeriria un

rearreglo importante en la estructura del péptido, el cual podria estar impedido en estructuras 5, como las
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observadas en fibras amiloides.

La energética de los modelos 1, 9 y 10 podria explicar las abundancias relativas de las histidinas en coordinacion
con el Cu*" observadas experimentalmente, ya que las tres histidinas pueden coordinar al cobre en distintas
especies con diferentes modos de coordinacion. Algunas especies podrian incluir a los tres residuos
simultaneamente. La His6 se encontré coordinada en los tres modelos por lo que su contribucion seria mayor,
ademas de que participa en la especie mas estable. Tanto la His13 como la His14 participarian en dos de estas
tres especies, sin embargo la His14 forma complejos mas estables, por lo que seria favorecido energéticamente.
Esto, una vez mas, es congruente con los reportes experimentales en donde en primer lugar se asigno a la His6
como el N imidazdlico con mayor contribucion por ser ligante comin a dos especies, una involucrando a la
His13 (Ta) y otra a His14 (Ib)."" A su vez, los resultados también son congruentes con el reporte de que la His14
es de hecho mas favorecida que la Hisl3, practicamente al nivel de la His6, dejando a la His13 con una

participacion minoritaria (~15 %).'?!

Es importante hacer notar que, con la excepcion del modelo 19, los modelos que incluyeron a las histidinas 6 y
13 coordinan al Cu?" a través de los N imidazdlicos ¢ y 8, respectivamente, mientras que los modelos que
incluyen a la His6 y la His14 lo hacen ambos residuos a través del N,. Esta diferencia podria ser la causa de las
estabilidades relativas observadas que cada ligante aporta al complejo. Para confirmar esta suposicidon seria
necesario hacer una busqueda conformacional exhaustiva considerando las diferentes formas tautoméricas de
cada histidina. En el presente trabajo esto se plantea como una perspectiva. Sin embargo, cabe mencionar que la
energética mostrada por los modelos construidos no se contradice con la mayoria de las observaciones

experimentales.

¢) Grupo carboxilato (COO’) de Aspl y Glull. Mientras que el grupo COO" del Glull sélo se probo en el
modelo 10, el grupo carboxilato del Aspl se encuentra en 16 de los 20 modelos estudiados. En el modelo 10, en
comparacion con el modelo 12, la particiacion del carboxilato del Glul1 parece ser comparable a la participacion
del grupo carboxilato del Aspl. Incluso los paradmetros estructurales de los modelos 10 y 12 mostrados en la
Tabla 3.1 son muy parecidos a pesar de que se esta intercambiando un grupo S-COO- del Aspl por un y-COO"
del Glull en posiciones distantes en la secuencia del péptido Api;. Considerando ademas que el grupo
carboxilato del Aspl participa en estructuras tanto de alta como de baja energia, es de suponerse que este grupo
funcional no es determinante de la estabilidad del complejo. De hecho, en el caso de los modelos 2 y 7, la
presencia del grupo COO- parece no tener algun efecto considerable en la estabilidad de los complejos cuando se
les compara con los modelos 1 y 6, respectivamente. Esto sugiere una vez mas una alta flexibilidad en el centro
metalico del complejo, en donde el grupo carboxilato de alguno de los residuos acidos del péptido pueden
intercambiarse sin una gran penalizacidon energética, al menos no asociada al centro metalico, sino mas bien

determinada por el efecto en la estructura global del péptido.
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En contraste, la coordinacion del grupo COO- del Aspl al Cu?" puede tener un efecto importante en la geometria
del centro metalico. Como se observa en la Tabla 3.2, la ausencia de este grupo unido al metal tuvo el efecto de
modificar la geometria del complejo de una estructura cuadrado plana distorsionada (1) a una tetraédrica (2) o
trigonal (7). A pesar de no tener una importante contribucion energética a la estabilidad del complejo, la
presencia y disponibilidad de grupos carboxilato como los provenientes de los residuos Aspl y Glull pueden
jugar un papel en la estabilizacion de la geometria cuadrado plana, que de hecho es la que se observa

experimentalmente en un modo de coordinacion ecuatorial 3N10. 125156

3.4.4. Atomos con unioén débil y/o en posicion axial al cobre

Los residuos considerados en la seccion anterior (N-ter, His6, His13, His14, Aspl y Glul1) mostraron distancias
de enlace al cobre menores a 2.3 A, por lo que fueron considerados como fuertemente ligados. En esta seccion se
consideran los 4tomos que mostraron distancias de coordinacion en el intervalo de 2.3 a 3.2 A, los cuales estan
identificados en la Tabla 3.2 (pagina 55), mientras que en la Tabla 3.3 se pueden consultar las distancias de
enlace para todos los complejos. En todas las estructuras iniciales, los diferentes sitios de coordinacion unidos al
ion metélico en el péptido fueron tratados de manera equivalente, con distancias de enlace uniformes de ~2.1 A.
Esto sugiere que las distancias de enlace de los atomos débilmente coordinados se incrementaron durante el
proceso optimizacion de manera selectiva, mientras que los residuos con union fuerte en general disminuyeron
sus distancias. El andlisis de las distancias en ligantes fuertes y débiles se presenta en la seccion 3.7.1, donde se
comparan con diversos resultados experimentales. Como se discute a continuacion, los ligantes débiles también
ocuparon posiciones particulares en las geometrias del centro metalico, como por ejemplo, la posicion axial de

estructuras cuadrado planas.

a) Grupo carbonilo (CO) del Aspl. A pesar de que muchos de los modelos estudiados se construyeron
considerando el grupo carbonilo del Aspl como ligante en el plano ecuatorial del Cu?* en su estructura inicial,
ninguno de los complejos optimizados conservd al carbonilo en esa posicion. Ademads, en todos los casos se
observo un incremento considerable en la distancia CO-Cu?". En la Tabla 3.3 se incluyen las distancias al ion
metalico del carbonilo del Aspl para todos los complejos, en donde se puede observar que Unicamente los
modelos 3-5, 13 y 18-20 conservaron al grupo CO del Aspl a una distancia menor a 3.2 A. Entre estos, el
modelo 13 mostrd la menor distancia con un valor de 2.538 A. Considerando estos resultados, se observa que la
coordinacion del grupo carbonilo del Aspl en la posicidén ecuatorial del centro metéalico en el componente I (a
bajo pH) del complejo Cu?*-ApB17 es poco probable y es de hecho inestable, al menos para el conjunto de
conformaciones del péptido y de modos de coordinacion estudiados. En el mejor de los casos este grupo puede
unirse débilmente a una distancia del ion metalico promedio de ~2.7 A. En la mayoria de los casos donde el CO
del Aspl se coordind débilmente, este grupo se encontré ocupando la posicion apical de una geometria cuadrado

plana distorsionada (modelos 3-5, 13, 18 y 19).
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3.4. Estructura y estabilidad de los complejos Cu-AB17
Tabla 3.3. Distancias (A) al Cu?* de los ligantes presentes en los complejos Cu’*-AB17(H20).°

No. N, Oé;"g, Oéf;’l ngiisé ngis6 nglisl3 Ngnsm N];Iisl4 O(C?glg OHZO OHZO
1 2142 2104 2.093 2.049 2.652

2 2.098 2.056 2.014 2.287

3 2200 2032 2705 2.029 2.052 3.248

4 2196 2057 2.673 2.040 2.048 2.998

5 2201 2.036 2644 2033 2.061 3.230

6 2142 1.997 2.035 2.047 3.092

7 2.098 2.009 2.003

8 2.068 2.768 2.062 1.989

9 2.097 2.070 2.018 2.170 2.620

10 2.022 2.063 2211 2.087 3.064 3.139
11 2081 2.067 2.004 2.121 3.050

12 2.081 2.054 2.072  2.300 2.326 3.350
13 2.198 2.056 2.538 2.067 2.016

14 1.984 2.054 2.039 2.188 3.380

15 2.009 ® 2.026  2.050 2.549

16 2.001 2.044 2960 1.954 3.164 3314
17 1.959 1.996 2.118

18 2.173 2.121 2.711 2.033 2.064

19 2305 2.014 2.888 2.041 2.154 3.208

20 2.193 1993 3.129 2.056 2.170 3.410

« Se muestran las distancias dc, < 3.2 A para ligantes proteicos y de, < 3.5 A para moléculas de agua.
b El grupo carboxilato mostré coordinacion pseudobidentada con el segundo O a una dc, = 3.087 A.

Las distancias de enlace observadas para el CO del Aspl, en contraste con las distancias observadas con otros
atomos, se encuentran en desacuerdo con varios reportes experimentales en los que se propone que este grupo de
hecho participaria en la coordinacidn al cobre en la posicion ecuatorial, mientras que el grupo carboxilato del
Aspl en todo caso estaria ocupando la posicion axial.!'??!25 Estos reportes también contrastan con los resultados
presentados en la seccion anterior relacionadas con el papel del grupo carboxilato del Aspl. Por este motivo, con
la intencion de explicar las diferencias entre los calculos tedricos y las propuestas experimentales relacionadas a
la participacion de los grupos CO y COO- del Aspl en la coordinacion al Cu®*, se llevo a cabo un analisis mas
detallado acerca de la influencia de la estructura de la cadena lateral del Aspl en la coordinacion del cobre a la

proteina A 317. Este analisis se presentara mas adelante en la seccion 3.5.

b) Moléculas de agua. En la mayor parte de los complejos estudiados las moléculas de agua que inicialmente se
incluyeron en la primera capa de coordinacién del metal, ocupando principalmente posiciones axiales
disponibles, salieron de la esfera de coordinacion alejandose del Cu?* y formando puentes de hidrogeno con

grupos polares de la proteina. En algunos casos muy particulares, como por ejemplo en los modelos 2 y 20, una
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de las moléculas de agua se mantuvo directamente coordinado al Cu?" con distancias del enlace de 2.287 y 2.170
A, respectivamente. Sin embargo, como resultado de la coordinacion de este ligante, la geometria del complejo
se modifico hacia un tetraedro (Tabla 3.2, pagina 55). En el caso de los modelos 1, 9-11, 15 y 16 se observo una
molécula de agua participando como ligante débil; las geometrias en estos modelos son principalmente
tetraédricas o cuadrado planas muy distorsionadas. A diferencia de esto, en el modelo 12 las dos moléculas de
agua participan como ligantes débiles en las dos posiciones axiales; posiblemente estas moléculas de agua
también juegan un papel en la estabilizacion de la geometria de este complejo, ya que este modelo tiene la
geometria mas plana de todas. El modelo 1 por su parte muestra una molécula de agua axial en una geometria
cuadrado plana, posiblemente participando también en la estabilizacion de esta geometria (ver Figura 3.7 en la

pagina 57).

Un resultado que sobresale en cuanto a la coordinacién de moléculas de agua al centro metalico de los complejos
Cu?"-AB17(H,0); es la alta estabilidad de los modelos 1 y 2, los cuales involucran a una molécula de agua como
ligante débil (1) o fuerte (2). La participacion de una molécula de agua en la posicién axial parece ser
ligeramente mas favorable que la participacion axial del grupo carbonilo del Aspl. La geometria y modo de
coordinacion del modelo 1 es de hecho compatible con la propuesta basada en experimentos de ENDOR de 34
GHz en la que un acoplamiento hiperfino de 'O es asociado con la participacion de una molécula de agua

axial.!?3

3.5. La coordinacion del Asp1 del péptido AB al cobre

En la seccion 3.4 se analizaron las estructuras obtenidas de diferentes modelos de los complejos Cu?'-
Api7(H,0), evaluando el papel que la coordinacion de diferentes residuos aporta a la estabilidad de cada
complejo. En general se encontré una buena conexién con las propuestas experimentales reportadas en la
literatura en las que se pretende elucidar el modo de coordinacién del cobre, incluyendo la identificacion del
conjunto de residuos de aminoacido que participan en la coordinacién. En esta seccion se analiza con detalle la
participacion del Aspl en la coordinacion al Cu?*, cuya evaluacion a través del analisis energético y estructural
(en la seccion anterior) se encontré en franca contradiccion con las predicciones experimentales. Dichas
predicciones estan basadas en diversas técnicas espectroscopicas como EPR y constituyen una sélida evidencia,

por lo que nos dimos a la tarea de analizar extensa y cuidadosamente los factores que llevan a tal contradiccion.

3.5.1. Isdbmeros conformacionales de la cadena lateral del Asp1

De acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 3.3.4 (pagina 48), se generd una serie de modelos a partir de
la estructura optimizada de uno de los modelos més estables, en los que se modifico la conformacion de la
cadena lateral del Aspl, es decir, solo se rotd el angulo diedro @u.=(Cs,Cq,Cp,C,) a valores de 180° y + 60° para
obtener los conformeros anti (A) y gauche (Gl y G2), respectivamente (ver Figura 3.4 b). Ademads se probaron

diferentes configuraciones de las dos moléculas de agua incluidas; después de estas modificaciones estructurales
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3.5. La coordinacién del Asp1 del péptido AB al cobre

los modelos se optimizaron nuevamente. Los conféormeros obtenidos de esta forma se encuentran incluidos en el
conjunto de los 20 complejos descritos en las secciones previas. De esta manera se obtuvieron tres conféormeros
anti y tres gauche, los cuales en esta seccion denominamos Al, A2, A3, G1, G2 y G2', para analizar el efecto de
la conformacion particular de la cadena lateral del Aspl. Estos conformeros corresponden a los modelos 2, 1, 8,

7, 4y 6, respectivamente.

En la Tabla 3.2 (pagina 55) se mostraron los valores del dngulo ¢4, y la clasificacion de la conformacion para
todos los modelos. En la Tabla 3.1 (pagina 51) se puede observar mediante los valores de RMSD,oir 0 RMSD s
que este conjunto de estructuras tienen conformaciones globales (plegamientos) muy similares y difieren
ligeramente en las estructuras de sus cadenas laterales (RMSDcuir.:) debido a la modificacion del angulo @usp;.
Los modelos 6 y 7 (G2 y G1) ademas mostraron un cambio importante en la estructura de la cadena peptidica
debido al rearreglo de los residuos Glu3, Phe4 y ArgS que llevd a incrementar el nimero de puentes de

hidrogeno estabilizantes.

En la Tabla 3.4 se resumen algunas de las caracteristicas estructurales de la esfera de coordinacion del Cu?" para
la serie conformeros del Aspl. La comparacion entre ligantes iniciales y optimizados ofrece informacion sobre la
estabilidad de la coordinacion de algunos grupos a través de un atomo de oxigeno; es decir, las preferencias del
metal por enlazarse a un grupo carboxilato, a un grupo carbonilo o a una molécula de agua. Los atomos N
coordinados (provenientes de los grupos N-ter, His6 ¢ Hisl4) son los mismos en todos estos modelos y se

ubicaron en todos los casos en el plano ecuatorial como estructura inicial para la optimizacion.

Tabla 3.4. Energias relativas, ligantes involucrados y geometrias de los isomeros conformacionales de
Aspl en complejos Cu?*-Bi7(H>0),.

Conférmero Al (2) A2 (1) A3 (8) G1(7) G2 (4) G2' (6)
AE (kcal/mol) 1.7 0.0 16.9 12.0 7.1 12.0
Ligantes  (3N,CO)p, 5 119 BN, CO)p, (N, CO)y, (3N, COO)eg, (3N, CO),
iniciales H;0.« ’ H,0.x H,0.« COux COOr
Op%;ﬁgi:os 3N, H,0 (3N’H(238:3')e‘*’ 3Ne, COs 3Ng (3N’CC(2§)')°‘*’ (3N, COO)eq
dcun-ser (B) 2.099 2.142 2.068 2.098 2.196 2.141
deu-nise) (A) 2.056 2.093 2.063 2.009 2.039 2.034
deunaiisiy) (A) 2.014 2.049 1.989 2.002 2.048 2.047
dewoco (A) 3.988 2.104 4.194 6.037 2.057 1.997
dcwoc (R) 3.255 3.290 2.768 3.361 2.673 3.307
dcwonz (A) 2.287 2.652 3.547 4.021 3.998 3.092
Prig (°) 60 28 24 46
Psn-cu (°) 24 22 9 5 11 27
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Como se menciond anteriormente, la principal motivacion detras de analizar los conférmeros de la cadena lateral
del Aspl es estudiar los factores estructurales que llevan a estos complejos a favorecer la coordinacion al Cu?*
del grupo carboxilato del Aspl en posicion ecuatorial en lugar de favorecer a su grupo carbonilo, en desacuerdo
con varias propuestas experimentales. Como se observa en la Tabla 3.4, cada uno de los conférmeros permite
una disposicion diferente de los ligantes basados en oxigeno; mientras que las conformaciones A y G1 alejan al
grupo COO- del Cu*" cuando este se encuentra unido al grupo N-ter, las conformaciones G2 resultan favorables
para coordinacion simultanea del N-ter, del CO y del COO". Esta configuracion tridentada se supone mas
favorable que la bidentada posible en T y Gl en donde s6lo el N-ter y el CO se pueden coordinar
simultdneamente. De hecho, la configuracion tridentada G2 ha sido considerada en los modos de coordinacién
propuestos en la literatura, donde el N-ter y el CO del Aspl se han asignado a las posiciones ecuatoriales,
mientras que su grupo COO- se ha asignado a la posicion apical.'?*!25 No obstante, un segundo arreglo de estos
grupos es posible, en donde los grupos N-ter y COO" ocupan el plano ecuatorial, mientras que el grupo CO se
ubica en la posicion axial. Estas dos disposiciones de la conformacion G2 las identificaremos en adelante como
(CO¢q, COOa) ¥ (COO¢q, CO4y), respectivamente. El modelo G2 de la Tabla 3.4 considerd la disposicion (COcq,
COO ) en su estructura inicial, mientras que el modelo G2' se construyd como (COeq, COO ). A continuacion

se describen las estructuras obtenidas para cada una de las diferentes disposiciones de atomos O.

3.5.2. Coordinacién bidentada de los grupos N-ter y CO del Asp1 al cobre

La coordinacion de los grupos N-ter y CO del Aspl en el mismo plano ecuatorial que la His6 y la His14 se
planteo en los conformeros A y G1, (ver ligantes iniciales de los modelos A1, A3 y G1 en la Tabla 3.4). Después
de la optimizacion de geometria, el grupo COO" se observd en estos conférmeros a una distancia del Cu?* de
3.988 A o mayor, por lo que su participacion en la coordinacion con el metal no estd favorecida. En la caso del
grupo CO, en ninguno de los tres modelos se conservd la coordinacion en el plano ecuatorial planteada
inicialmente; de hecho, esta coordinacién no se observd en ninguna estructura del conjunto completo de 20
modelos descrito anteriormente. Para el modelo A1, una molécula de agua reemplazo al grupo carbonilo en el
plano ecuatorial, incrementando considerablemente la estabilidad del complejo en comparacion con los modelos
A3 y Gl. En el modeloA3 no hubo reemplazo del CO por otro grupo, sin embargo, este grupo se desplazo a la
posicion axial quedando unido débilmente a una distancia al Cu?* de 2.768 A. En el caso de Gl1, el grupo CO
sali6 completamente de la esfera de coordinacion a una distancia de 3.361 A del centro metalico sin que algiin
otro grupo lo reemplazara. En la Figura 3.8 se pueden comparar las energias relativas y las esferas de

coordinacion del Cu?* de estos confoérmeros.
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Figura 3.8. Energia relativa y estructura del centro metdlico para los conformeros de los
complejos Cu?*-AB7(H-0)..

En estas estructuras se puede observar que las moléculas de agua, ademds de ser capaces de entrar con facilidad
en la esfera de coordinacion del metal, pueden formar puentes de hidrogeno con los ligantes basados en oxigeno
y de esta forma estabilizar el complejo. Sin embargo, estas interacciones no fueron suficientemente favorables
para mantener la coordinacion del carbonilo del Aspl en el plano ecuatorial. Este tipo de estabilizacion mediada
por puentes de hidrogeno se postuld en la literatura para explicar la estabilidad del componente I en complejos
de Cu?* con variantes del péptido A 516 modificadas en el extremo N-terminal.!'6-118:126.157 Ep [a seccion 3.7 se
comparan tales propuestas con los resultados derivados de nuestros modelos. Mas adelante también se discuten
los posibles factores metodologicos que podrian prejuiciar nuestras observaciones relacionadas a la baja
estabilidad del grupo carbonilo del Aspl como ligante ecuatorial del Cu®*; sin embargo, los resultados de las
optimizaciones de los modelos Al, A3 y G1 permiten concluir que la coordinacion del grupo carbonilo en el
plano ecuatorial del Cu?* es desfavorable, y que de hecho la formacién de la coordinacion bidentada del Aspl

con los grupos N-ter y CO en el plano ecuatorial no estan favorecidos en el complejo Cu?*-Afy7.

3.5.3. Coordinacién tridentada de los grupos N-ter, CO y COO-" del Asp1 al cobre

Este tipo de coordinacion so6lo es posible en los modelos en conformacion G2 de la cadena lateral del Aspl (¢usp;
~ -60°). Las dos disposiciones accesibles de los grupos carbonilo y carboxilato del Aspl se probaron en los
modelos G2 (COO¢q, COux) y G2' (COeq, COO ). Como se puede observar en la Tabla 3.4 y en la Figura 3.8, la

optimizacion de la estructura del modelo G2' provocd un cambio en la disposicion de estos grupos en la esfera de
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coordinacion del Cu?*, en la que el grupo COO-, inicialmente ubicado en posicion axial, se desplazd hacia el
plano ecuatorial, mientras que el grupo CO pasé de la posicion ecuatorial a quedar fuera de la esfera de
coordinacion (la distancia al i6n metalico fue de 3.307 A). La perdida de la coordinaciéon del grupo CO es
congruente con el comportamiento observado en los modelos Al, A3 y G1, lo cual reafirma la conclusion de que
la coordinacion del grupo carbonilo del Aspl en el plano ecuatorial no estable. Por su parte, la entrada del grupo
carboxilato al plano ecuatorial del metal es un resultado que también contrasta con las varias propuestas de la
literatura relativas a la participacion de este grupo, en las que primero se descartd la coordinacion directa del
COO- al Cu?",!"'8 y luego se le asignd como ligante axial.!?*!?> En todos los célculos en donde se coloco el grupo
COO" del Aspl en la posicidon axial, el ligante se desplazd al plano ecuatorial durante la optimizacién de

2+

geometria, por lo que podemos concluir que la coordinacion del grupo carboxilato del Aspl al Cu*" en la

posicion axial es también inestable.

En el modelo G2, a diferencia de la optimizacion de G2', se conservo la disposicion de ligantes durante la
optimizacion de geometria (ver Tabla 3.4). De hecho, esta estructura es la tinica que no modifico su esfera de
coordinacion, ademds de resultar mas estable que los modelos Al, A3, Gl y G2'. En este conférmero
encontramos entonces la coordinacion de los grupos N-ter y COO-~ compartiendo el plano ecuatorial con la His6
y la His14, mientras que la posicion axial estd ocupada por el grupo CO del Aspl como ligante débil a una
distancia de 2.673 A del Cu**". Esta disposicion se encontrd también en varios otros de los modelos descritos en
las secciones anteriores (ver Tabla 3.2). Estos resultados confirman que para la coordinacion tridentada del Aspl,
la disposicion (COOq, CO.) de ligantes basados en oxigeno es la mas favorable cuando el grupo N-ter, la His6
y la His14 ocupan el plano ecuatorial. También se concluye con certeza que la disposicion (COgq, COOa) es

inestable y por lo tanto poco probable.

3.5.4. Participacion de las moléculas de agua en la coordinacién al cobre

Aunque en todos los modelos se incluyd en su estructura dos moléculas de agua, la participacion de estas no fue
igual para todos los conformeros. De hecho, ademas de explorar los diferentes conformeros presentados, también
se probaron diferentes posiciones de las moléculas de agua para llegar a los modelos mas estables. En general,
durante la optimizacion de los modelos, las moléculas de agua formaron interacciones por puente de hidrégeno
con los grupos polares cercanos. Esto ocurrio en los modelos A3, G1, G2 y G2', como se puede observar en la
Figura 3.8. Sin embargo, en el caso del conféormero Al, la optimizacion llevd a que una molécula de agua
reemplazara al grupo CO en la posicion ecuatorial, con un considerable incremento en la estabilidad del
complejo. Partiendo del modelo Al con una rotacion de 25° en el angulo diedro de la cadena lateral del Aspl
(@usp1) v, optimizando nuevamente la estructura, se llegd al modelo A2, en el cual el grupo COO- del Aspl
reemplazd a la molécula de agua en el plano ecuatorial mientras que la molécula de agua se desplazo a la
posicion axial. Esto llevo a una ligera estabilizacion adicional (ver Figura 3.8). Estos resultados permiten

proponer que el complejo Cu*-Ap tiende a formar complejos con 4 ligantes ecuatoriales adoptando una
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molécula de agua si el grupo carboxilato no se encuentra disponible. Curiosamente, comparando la estabilidad
de los modelos A2 y G2 parece ser que la coordinacion de una molécula de agua en la posicion axial es
ligeramente mas estable que la coordinacion del carbonilo del Aspl en la misma posicion, aunque A2 fue el

unico modelo en el que una molécula de agua se encontrd en la posicion axial de una geometria cuadrado plana.

3.5.5. Participacioén de los ligantes basados en oxigeno en la coordinacién al
cobre

Considerando que el modo de coordinacién para el complejo Cu?*-8A mas probable es el 3N10 de acuerdo a los
experimentos de EPR,''*!1® con la posible participacion de ligantes axiales de acuerdo con experimentos de
EXAFS, NMR ¢ IR,!2#125.156.158 v que los ligantes basados en nitrogeno suelen ser favorecidos sobre los ligantes
basados en oxigeno en los complejos proteicos con Cu?*, podemos suponer que la coordinacion de estos Gltimos
ligantes es mas 1abil. En esta suposicion el grupo N-ter, la His6 y la His14 permanecerian en cierta forma fijos o
al menos permanecerian coordinados en mayor proporcién, mientras que los ligantes basados en oxigeno
tendrian oportunidad de intercambiarse o "reacomodarse" de distintas maneras. El planteamiento de los
conformeros de la cadena lateral del Aspl es congruente con esta suposicion. Considerando la energética de los
conformeros analizados en las secciones anteriores, podemos ubicar la diferentes disposiciones de ligantes
basados en oxigeno en una escala de estabilidad creciente como (CO.q, COOay) << (COax) < (COO¢) < (COO ¢,
COu) < (H20¢q) < (COO¢q, H204), todos estos derivados de la coordinacion del Aspl e incluyendo los tres
grupos que aportan a un nitrogeno coordinado en el plano ecuatorial (3N.q) N-ter, His6 ¢ His14. Las tltimas
cuatro de estas especies se encuentran en un rango de energia de ~12 kcal/mol, por lo que, considerando la
energia térmica a temperatura ambiente o fisiologica, se podria esperar un libre intercambio o equilibrio entre

estas especies en solucion.

Como se discutio en la seccion 3.4.3 (pagina 56), el intercambio de los grupos que coordinan al Cu?" mediante
un atomo de nitrogeno, a diferencia de los ligantes basados en oxigeno, resulta en una desestabilizacion del
complejo de al menos ~20 kcal/mol, lo que reafirma la suposicion que considera que los grupos que se coordinan
mediante nitrogeno serian menos labiles. Sin embargo, también existen las evidencias experimentales de que
estos intercambios de ligantes N son cominmente observables, como es el caso por ejemplo del intercambio
entre la His13 y la His14 para formar los componentes Ia y Ib del complejo Cu?*-A .12 Tomando en cuenta
esto, es de esperarse una variedad de especies presentes en solucion a temperatura fisiolégica. Considerando a
las especies que intercambian ligantes N (siempre y cuando se mantenga la coordinacion del grupo N-terminal),
el nimero de especies que intercambian ligantes basados en O seria aun mayor a los mencionados en esta
seccion. Por ejemplo, considerando estructuras que contengan los macrociclos 1-6-14, 1-6-13 y 1-13-14, cada
una de estas tres especies podria incluir alguna de las cinco disposiciones de ligantes O analizadas, con lo que se
obtendrian 15 posibles esferas de coordinacion diferentes las cuales se encontrarian en un intervalo de energia de

~33 kcal/mol (ver Tabla 3.1, pagina 51). A estas numero le podemos multiplicar las diferentes formas
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tautoméricas de cada histidina debido a la coordinacion con el Cu?* a través del N5 o N, las cuales no fueron
exploradas extensivamente en este trabajo, pero significarian un total de 120 especies diferentes. Las energias
relativas de los modelos probados en este trabajo y las tendencias de estabilidad exploradas al intercambiar
ligantes permiten tener una idea de la abundancia relativa de las diferentes especies posibles, sin embargo, estas
energias no incluyen las contribuciones entropicas necesarias para evaluar tales abundancias relativas en
solucién. Estas limitantes, en conjunto con otras discutidas en la seccidon 3.7.7, deben ser bien consideradas para
evaluar los alcances de la metodologia utilizada. Como se analiza en la seccion 3.7, la comparacion con diversas

mediciones experimentales permiten orientar de mejor manera las conclusiones derivadas de estos modelos.

3.6. Papel de Ia cadena peptidica de la proteina AB en la coordinacién con
el cobre

El conjunto de modelos analizados hasta el momento permitieron evaluar la contribucion que cada uno de los
diferentes residuos disponibles aporta a la estabilidad del complejo Cu?*-A 7, como se analizé en la seccion 3.4.
Ademads permitieron postular la existencia de diversas especies con estabilidades similares que estarian presentes
en solucién probablemente en equilibrio dindmico entre estas, (ver seccion 3.5). Sin embargo, como se ha
comentado en estas secciones, existen algunas discrepancias en cuanto a la informacion reportada en la literatura
con respecto a la asignacion del ligante basado en oxigeno ocupando el plano ecuatorial 3N10 de los complejos.
El analisis detallado de los isomeros conformacionales del Aspl y la comparacion de la estabilidad de diferentes
grupos aportando el &tomo O coordinado sugirié que la especie propuesta en la literatura es de hecho inestable
con respecto a los modelos aqui estudiados. Por este motivo, en la seccion 3.7.7 se analizaran los posibles
factores metodoldgicos que podrian artificialmente influenciar nuestras conclusiones hacia el desacuerdo con el
experimento. Uno de los factores por analizar es la conformacion de la cadena peptidica utilizada para construir
los modelos, la cual, de ningin modo se podria considerar representativa de una proteina intrinsecamente
desordenada que ademas es soluble en solucion acuosa. La estructura "base" para generar varios modelos podria
estar de alguna forma predispuesta para coordinar algunos residuos mientras que para otros podria estar
impedida. De esta manera, el analisis del efecto de la estructura de la cadena peptidica utilizada en los complejos
es obligada. Desafortunadamente, estudiar el espacio conformacional de un péptido con 858 grados de libertad,
como las estructuras aqui estudiadas, es practicamente imposible con la metodologia elegida, por lo que en esta
seccion se propuso reducir la dimensionalidad de la superficie de energia potencial para estudiar la coordinacion
de los mismos ligantes considerados pero en modelos mas simples. Para conseguir esto se generaron dos series
de complejos considerando los péptidos Afs y Afs, a los que se aplico un tratamiento y analisis similar a lo

descrito en modelos con el péptido A fi7, (ver también la explicacion en la seccion 3.3.4, pagina 48).
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3.6.1. Isébmeros conformacionales de los complejos Cu-AB;y Cu-Afe

Para los modelos con 3 y 6 aminoacidos, se decidi6 explorar los mismos conféormeros del Aspl planteados en la
Seccion 3.5.1 para los modelos con 17 aminoéacidos para comparar las tendencias energéticas. De esta forma,
para cada serie se generaron 4 conformeros anti y gauche (A, G1, G2 y G2'), con las mismas disposiciones de

ligantes ecuatoriales y axiales iniciales, como se describe en las Tablas 3.5 y 3.6.

Tabla 3.5. Energias relativas, ligantes involucrados y geometrias de los isomeros conformacionales de
Aspl en los complejos Cu?*-AB3(H>0),.

Conférmero A Gl G2 G2
AE (kcal/mol) 18.6 27.3 0.0 11.8
Ligantes (3N, CO)e, (3N, CO)ey, (3N, COOY)eq, (3N, CO)eq,
iniciales H>0.« H,0.« COux COO
Ligantes (3N, CO)e,, (3N, CO)eq, (3N, COO)eg, (3N, COO)eq,
optimizados H>0ax H>0ax COax COux
dcun-ser (B) 2.090 2.133 2.130 2.072
deungis (A) 2.074 2.006 2.016 2.037
dcunais (A) 2.050 2.074 2.041 2.121
dcw-oco (A) 2.034 2.012
dcw-oc (A) 2.170 2211 2.382 2.657
dewom (A) 3.087 2.744 - 2.916
Pric () 11 7 19 -12

Tabla 3.6. Energias relativas, ligantes involucrados y geometrias de los isomeros conformacionales de
Aspl en los complejos Cu?*-ABs(H>0),.

Conférmero A Gl G2 G2
AE (kcal/mol) 14.4 26.5 0.0 53
Ligantes (3N, CO)eq, (B3N, CO)eq, (3N, COO)eq, (3N, CO)eq,
iniciales H>0ax H>0.x COax COOra
Ligantes (3N, CO)eq, (BN, CO)eq, (BN, COO)eq, (3N, COO)eq,
optimizados H>0ax H>0ax COax COux
dcun-ser (B) 2.099 2.113 2.097 2.113
deuniss) (A) 2.014 2.093 2.055 2.029
deungis) (A) 2.092 2.009 2.066 2.046
dcw-oco (A) 1.964 2.001
dcwoc (A) 2.357 2.303 2.617 2.765
dcuom: (A) 2.319 2.573
Prig (°) -25 26 34 -8
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En la Figura 3.9 se pueden comparar las estructuras y las energias relativas de la esfera de coordinacion de cada
uno de los conformeros para los complejos Cu?*-AS3(H20), y Cu?*-ASs(H20).. En estas graficas se observa que,
en modelos con 3 y 6 aminoacidos, se pueden ubicar a los diferentes tipos de conférmeros en una escala de
estabilidad creciente como G1 < A < G2' < G2. Este resultado se puede explicar de acuerdo con el analisis
presentado en la Seccidn 3.5.3 (pagina 65), donde se encontré que la coordinacion tridentada del Aspl con los

grupos N-ter y COO" en el plano ecuatorial es la mas favorecida para el complejo Cu-Ap.

N
g

AE (kcal/mol)
H
Q

o

A G1 G2 G2
Modelos Cu™™-A5;,(H,0),

2

AE (kcal/mol)

A &l G2 G2
Modelos Cu™-A,(H,0),

Figura 3.9. Energia relativa y estructura del centro metdlico para los
conférmeros de los complejos Cu?*-AB,(H>0)>, n = 3 (a), 6 (b).

Un resultado interesante que sobresale en la Figura 3.9, es que los conférmeros A y G1 en modelos de 3 y 6
aminoacidos, a diferencia de los conformeros con 17 aminoacidos, son capaces de mantener el enlace entre el
cobre y el grupo carbonilo del Aspl. En el caso de los conformeros Cu?"-A 3(H20),, los modelos A 'y G1 tienen
una distancia de enlace Cu?*-OC de 2.170 y 2.211 A, respectivamente. Sin embargo, estos modelos son menos

estables que el conféormero G2 por 18.6 y 27.3 kcal/mol, respectivamente, lo que es congruente con las
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conclusiones obtenidas con modelos de 17 aminoacidos, que establecen que el grupo COO- es mejor ligante
ecuatorial que el grupo CO. Ademas podemos agregar el hecho de que el enlace con el carbonilo en ambos
modelos es el mas largo en comparacion con el resto de los atomos coordinados ecuatorialmente en cada
modelo, (ver valores en la Tabla 3.5). Esto también confirma que la estructura de la cadena peptidica utilizada en
los modelos con 17 aminoacidos no es la causante de la aparente preferencia del Cu?* por coordinarse al grupo

carboxilato sobre el carbonilo del Aspl.

Los conférmeros A 'y G1 en los modelos con 6 aminoacidos muestran un comportamiento parecido a los modelos
con 3 aminoacidos, pero presentan dos diferencias muy importantes. La primera es que el enlace Cu?**-OC se
observa atin més alargado (distancias de enlace de 2.357 y 2.303 A, para los modelos A y G1, respectivamente);
en segundo lugar, en ambos modelos la interaccion del ion metalico con las moléculas de agua es mas estrecha
que lo observado en los modelos con 3 aminoacidos. En el caso del conféormero A, la molécula de agua en
posicion axial se encuentra a una distancia menor que el grupo carbonilo en la posicion ecuatorial (ver distancias
en la Tabla 3.6). También se observd en este complejo que se redujo la energia relativa respecto al modelo mas
pequeiio, lo que sugiere que la entrada de la molécula de agua estabiliza el complejo a la vez que desestabiliza la
coordinacion del grupo CO. Este comportamiento es congruente con lo observado con el modelo Al de 17
aminoacidos. En este sentido pareciera ser que los modelos con 6 aminoacidos tienden a comportarse de manera
mas congruente con los modelos de 17 aminoacidos que con los de 3 residuos. Sin embargo, aun no esta claro
cual es el factor que provoca que el enlace Cu**-OC sea mas débil a medida que se incrementa el tamafio de la

cadena peptidica de 3 a 6 y hasta 17 aminoacidos.

A diferencia de los modelos A y G1, los modelos G2 y G2' de 3 y 6 aminoacidos son completamente congruentes
con el comportamiento observado en sus equivalentes conformeros en modelos con 17 aminoacidos. Incluso la
energética es muy comparable, con la diferencia de que la energia relativa de los conférmeros G2 y G2' parece
ser mayor en los modelos de 3 aminoacidos (compare diferencias de los valores de energias relativas en la Tablas
3.4, 3.5 y 3.6). La participacion del grupo CO del Aspl en los conféormeros G2 en la posicion axial con union
débil también fue congruente en estos modelos respecto a las estructuras més grandes analizadas anteriormente.
Ademas, en todas la estructuras mostradas en la Figura 3.9 los enlaces COO™-Cu?" siempre fueron mas cortos
que los enlaces CO-Cu?", a pesar de que en las estructuras iniciales de los modelos G2' se incluy6 al grupo CO
en la posicion ecuatorial y al COO" en la posicion axial. La Figura 3.10 a) ilustra el proceso de reacomodo de
ligantes en los conformeros G2' durante la optimizacion de la geometria, en la que ocurren tres eventos que son
el rompimiento del enlace CO-Cu?*, el reacomodo de geometria para acomodar al grupo COO- en la posicion
ecuatorial de un cuadrado plano distorsionado y la salida de una molécula de agua de la posicion axial. La
optimizacion del modelo G2, mostrada en la Figura 3.10 b), no presenta ningin cambio en los coordinacion de

los atomos de oxigeno, con la excepcion de la perdida de una molécula de agua de la posicion axial.
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&
Figura 3.10. Optimizacion geométrica de los modelos Cu’*-ABs(H>0)> G2' (a) y G2 (b).

3.6.2. Efectos mediados por la segunda capa de coordinacion

Se ha propuesto en la literatura que la estabilidad de algunas especies observadas en los complejos Cu?*-Afi6 se
debe a residuos que no participan directamente en la coordinacién con el metal, como es el caso del efecto que
tienen algunas mutaciones de la proteina Af ubicadas en residuos ajenos a la coordinacién con el
Cu?t N7ISZISTIS9 - Aunque la forma correcta de evaluar la participacion de esos residuos siguiendo las
observaciones experimentales seria construir tales mutantes, los resultados presentados en la secciéon anterior
permiten plantear hipotesis sobre el papel de algunos residuos en la segunda esfera de coordinacion del metal.

Para esto se discuten a continuacion las diferencias observadas entre los modelos que utilizaron los péptidos A S,

Afey AP

Una de las diferencias evidentes al comparar las graficas en las Figuras 3.8 y 3.9, es el ordenamiento de la
estabilidad de los diferentes conférmeros del Aspl. Como se comento en la seccion anterior, el ordenamiento en
estabilidad creciente para modelos con 3 y 6 aminoacidos fue G1 <A < G2' < G2, mientras que, para modelos
con 17 aminoacidos, se observa un cambio en el ordenamiento (A3 < G1 = G2' < G2), descartando a los modelos
Cu?-AB17(H,0), Al y A2 en los que una molécula de agua estabilizo de manera considerable a los complejos y
modifico su modo de coordinacion. La diferencia en el ordenamiento se explica por un incremento en la
estabilidad del conformero G1 de 17 aminoacidos (modelo 7), que, como se habia descrito anteriormente, es
consecuencia de un reacomodo de algunas cadenas laterales y de su cadena peptidica para estabilizar la
estructura global del péptido. Este efecto también se observé en el conformero G2' de 17 aminoacidos (modelo

6), como se manifiesta en sus parametros estructurales de la Tabla 3.1 (pagina 51). Esto representa un efecto de
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la estructura de la cadena peptidica, ya que debido a un rearreglo de la estructura en un sitio fuera del centro
metalico, la estabilidad global del péptido resultd comparable con la estabilidad asociada a un modo de
coordinacion en particular. Como consecuencia, la estructura G2' (3N10) puede perder el grupo COO" para
llegar a la estructura G1 (3N) sin que haya un cambio en la energia total del complejo (ver Figura 3.8, pagina
65). No obstante, la falta de solvatacion explicita probablemente tiene un efecto muy importante en la estabilidad

asociada a la conformacion de la cadena peptidica.

Otra observacion importante, que se analizd en la seccion anterior, es la estabilidad del enlace Cu?*-OC. Se
describié que a medida que se incrementd el tamafio del modelo entre 3, 6 y 17, se observo una disminucién en
la estabilidad de este enlace (como un alargamiento de la distancia de enlace) en la posicion ecuatorial. Ninguno
de los modelos con 17 residuos mantuvo este grupo coordinado; en modelos con 6 residuos los enlaces se
encontraron muy alargados (modelos A y G1), mientras que los modelos con 3 residuos mostraron las distancias
mas cortas del enlace Cu?*-OC en la posicion ecuatorial. Este comportamiento podria estar conectado con las
observaciones hechas sobre la mutante A i R5G, que muestra un cambio en la distribucion de los componentes
Iy II en funcién de pH congruente con la desestabilizacién del componente 1.!5? Esta observacion experimental
muestra que la ausencia de la Arg5 en la secuencia desestabiliza el complejo a pesar de que tal residuo en ningin
momento participa directamente en la coordinacion del cobre. El papel que la Arg5 juega en los modelos
estudiados podria relacionarse con la interaccion por puente salino que este residuo forma junto con el Asp7 en
los modelos de 17 aminoacidos, el cual no es posible en ninguno de los modelos con 3 o 6 residuos. La presencia
de este puente salino, ademas de ser muy favorable energéticamente, probablemente modifica la estructura del
macrociclo Aspl-Cu-His6 de tal forma que, de acuerdo a la presente propuesta, de alguna manera dificulta la

coordinacion del grupo CO del Aspl especialmente en las conformaciones Ay G1.

La participacion de las moléculas de agua en la esfera de coordinacion también se ve afectada por el tamafio del
sistema, particularmente en las conformaciones A, mientras que en los modelos G2 en general no participaron las
moléculas de agua en la coordinacion (ver Tablas 3.4, 3.5 y 3.6, y Figuras 3.8 y 3.9). En el modelo A de 3
residuos se observa una molécula de agua participando como ligante débil en la posicién axial, mientras que,
para el mismo conférmero de 6 residuos, la molécula de agua en la posicion axial se observa a una distancia del
cobre menor que el grupo carbonilo que se encuentra en posicion ecuatorial en ese modelo. Para el modelo Al de
17 residuos la molécula de agua se acercé a una distancia ain menor, de hecho enlazdndose fuertemente en el
plano ecuatorial y desplazando al grupo carbonilo del Aspl fuera de la esfera de coordinacion. El
comportamiento observado en los modelos con 17 aminoacidos es de hecho mas congruente con las propuestas

experimentales, como se analiza a continuacion.

Carlos Z. Gbmez Castro - 73



Capitulo 3. La coordinacion del cobre a la proteina 8 amiloide

3.7. Comparacién con las mediciones experimentales

A lo largo de este capitulo hemos analizado informacion estructural derivada de modelos del complejo Cu?*-Af3
generados con base en una metodologia combinada de dindmica molecular mediante el uso de campos de fuerza
y la teoria de funcionales de la densidad. Las estructuras generadas permiten realizar calculos de propiedades
moleculares y electronicas "observables" que pueden ser comparadas con diversas mediciones experimentales
reportadas en la literatura. En las siguientes secciones se recopilan estas mediciones hechas utilizando el
complejo Cu®*-ABis en un rango de pH de ~6.4 a ~7.8 que es en el que predominan las especies comparables con
las estructuras aqui estudiadas. Entre las propiedades que se calcularon encontramos a los tensores g y A para el
Cu?* en los complejos, y las constantes de acoplamiento hiperfinas entre el ion metalico y diversos atomos

coordinados o vecinos al centro metalico.

3.7.1. Distancias metal - ligando derivadas de experimentos de EXAFS y de
estructuras cristalograficas

Las geometrias de los complejos pueden ser directamente comparados con varios estudios de EXAFS realizados
para el complejo Cu?"-ApBis. Uno de estos llevado a cabo a pH de 6.6, encontré que 3 atomos coordinados N
estarian a una distancia promedio de 1.98 A, un 4tomo O estaria a 1.96 A y otro 4tomo O estaria a 2.46 A.'> En
otro estudio a pH de 7.2, se encontré que habrian 3 dtomos N/O a 1.938 A y otro N/O a 2.07 A, en donde el sitio
de Cu?" corresponde a una coordinacion ecuatorial con 4 ligantes.'*® Las Tablas 3.2 y 3.3 (paginas 55 y 61,
respectivamente) describen los sitios de coordinacién del Cu?" en todos los modelos; sin embargo, para este
analisis nos enfocaremos en los modelos mas estables para los que su esfera de coordinacion se describid en la
Tabla 3.4 (pagina 63). Considerando los resultados derivados de EXAFS, podemos descartar como estructuras
probables a todos los modelos que presentan coordinacion 3N, 2N10 y 2N20 (modelos 2 (A1), 7 (G1), 8 (A3),
15-17, 19 y 20), para considerar las estructuras cuadrado planas distorsionadas mas estables (modelos 1 (A2), 4

(G2)y 6 (G2)).

Considerando las distancias metal-ligante promedio en los complejos de 17 aminoacidos (2.146, 2.039, 2.092,
2.073 y 2.039 A para grupos N-ter, His6, His13, His14, y Aspl, respectivamente), y comparandolas con las
distancias derivadas de los experimentos de EXAFS, podemos observar que en general las distancias de los
modelos son mas largas que las predichas por el experimento. Esto normalmente se observa en calculos
empleando funcionales de intercambio y correlacion de tipo GGA (en enlaces metal-ligante, se suele admitir una
sobreestimacion de las distancias de ~0.5 A). Para el caso de los atomos N coordinados derivados de histidinas
en modelos 3N10 cuadrado planos, la distancia al ion metélico en promedio es de 2.078 A, la cual es mayor que
las estimadas por EXAFS para ligantes N por ~0.12 A. Si consideramos que, en un andlisis de bases de datos de
proteinas, las distancias Cu?"-N(His) son sistematicamente mas largas que las distancias derivadas de los

estudios de EXAFS por ~0.1 A,'6%1! es evidente que los modelos cuadrado planos describen adecuadamente las
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distancias de enlace Cu**-N(His) observadas experimentalmente.

También es importante resaltar que los reportes de EXAFS indican que hay tres distancias Cu?"-N/O
equivalentes en el complejo, las cuales se encuentran a 1.94'25 0 1.98 A.'*® Como se puede observar en la Tabla
3.4, los modelos 3N10 cuadrado planos con los grupos N-ter, His6, Hisl4 y Aspl (A2 y G2) coordinados
cumplen con esta caracteristica ya que las distancias Cu-O(Asp1) son pequeiias y comparables con las distancias
Cu-N(His). Estas observaciones también son congruentes con los datos reportados para estructuras

cristalograficas de complejos proteicos con cobre, 62

en donde el promedio de las distancias Cu-N(His) reportado
fue de 2.00 A, mientras que el promedio para distancias Cu-O(carboxilato) resulté solo ligeramente mas

pequefio, 1.98 A.

Una caracteristica generalizada en todos los modelos que incluyen al N-ter, la His6, la Hisl4 y al Aspl
coordinados en la posicion ecuatorial de un cuadrado plano, es que el enlace Cu?'-N-ter es el mas largo de todos
(ver distancias de los modelos A2 y G2 en la Tabla 3.4, pagina 63). Este comportamiento ha sido observado en
proteinas que coordinan cobre en el extremo N-terminal, como es el caso de dos estructuras cristalinas de
péptidos que modelan el motivo ATCUN de la proteina albumina sérica humana (HSA).!®»1%* En estas
estructuras el Cu?* se coordina al extremo N-ter, un residuo de histidina, dos nitrogenos de amidas peptidicas
desprotonadas y un ligante débil basado en oxigeno en la posicion axial. La distancia de enlace Cu?'-N-ter en
estas estructuras es 2.029 y 2.047 A, mientras que el promedio de los otros tres ligantes N es menor por 0.081 y
0.108 A, respectivamente. En otra estructura cristalina de un péptido coordinando Cu?" en el extremo N-
terminal,'®> el enlace Cu**-N-ter muestra la mayor distancia de 2.043 A, en comparacién con las distancias de
enlace de los otros grupos de 1.997, 1.991 y 2.007 A, para N(His), N(amida) y O(carboxilato), respectivamente.
Considerando estos resultados, se observa que los modelos A2 y G2 describen de manera adecuada la distancia
del enlace Cu?*-N-ter, y, al mismo tiempo, se reproduce la tendencia cuando se compara con las distancias Cu?*-
N(His) y Cu?"-O(carboxilato). Ademas, la comparacion de las distancias metal-ligante con los datos de EXAFS
soporta los modelos con modo de coordinacion 3N10 cuadrado plano, en donde los grupos coordinados son el

N-ter, la His6, la His14 y el grupo carboxilato del Aspl en el plano ecuatorial.

3.7.2. Parametros de EPR del cobre

La resonancia paramagnética electronica (EPR) ha sido una de las técnicas mas empleadas para el estudio de la
coordinacion del Cu?" a la proteina A3,!16:11%:120.122,123,152,166-169 o1 1o que existen varios reportes que permiten
comparar parametros de EPR experimentales con los calculos tedricos. En la Tabla 3.7 se recopilan pardmetros
de EPR calculados para los complejos Cu?*-A B5(H,0),, Cu*-A Ss(H20),, y Cu?-AB17(H,0),; estos incluyen los
componentes principales de los tensores g y A. En este caso se incluyen los calculos para los modelos de 3 y 6
aminodacidos junto con los de 17 para comparar el efecto de los diferentes modos de coordinacion encontrados en

cada serie de modelos. Los resultados calculados pueden tener una variacion aceptable respecto a las mediciones
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experimentales de ~0.3 y ~50.0 MHz para los parametros g. y 4., respectivamente, de acuerdo a reportes previos

de célculos similares.!7%-178

Tabla 3.7. Pardmetros de EPR calculados para los complejos Cu’*-AB,(H:0)2, n =3, 6, 17.

Modelo  Conférmero fes® g g A (MHz) A, (MHz) 4. (MHz)
A 2.06 2.07 2.23 2 31 -527
Cu-Aps Gl 2.05 2.08 2.24 -12 67 -503
(H20)> G2 2.05 2.09 2.23 -45 98 -526
G2' 2.03 2.14 2.25 -61 245 388
A 2.02 2.15 225 21 306 323
Cu-Afs Gl 2.04 2.13 2.26 15 262 345
(H0), G2 2.07 2.07 2.23 -10 11 -548
G2' 2.06 2.07 2.23 -13 37 -529
Al (2) 2.07 221 2.34 181 259 284
A2 (1) 2.05 2.10 2.25 -42 75 -510
A3 (8) 2.05 2.13 2.28 172 211 314
G1(7) 2.09 2.14 241 132 145 -167
G2 (4) 2.06 2.07 2.23 3 -11 -550
Cu-Apy  G2'(6) 2.05 2.10 225 22 94 -481
(H0), 9 2.04 2.18 231 100 253 327
10 2.06 2.07 2.23 2 46 -520
1 2.01 2.03 2.06 -151 270 -552
12 2.01 2.03 2.06 93 -128 743
13 2.07 2.08 2.24 -4 32 -537
15 2.06 221 2.34 -136 172 393

Cu?*-Apus Exp. 2.06 226-227 44 - 50 513 -552

% Los datos experimentales se muestran como el intervalo entre los valores minimo - maximo reportados.
Como se puede observar para modelos Cu?"-AS17(H,0),, los modelos A2 y G2 muestran buen acuerdo con los
datos experimentales de g. y 4: (en el intervalo de 2.26 - 2.27 y 513 - 552 Mhz, respectivamente). A2 mostro el
valor de g (2.25) mas cercano al experimento, mientras que su valor de 4. (510 MHz) se encuentra a sélo 3
MHz de uno del valor inferior reportado en la literatura.''!?? En el caso de G2, el valor de g. de 2.3 resulta
congruente con el valor experimental al igual que su parametro 4. de -550 MHz, este ultimo también muy
cercano al valor superior reportado para 4. (a solo 2 MHz de diferencia).!23152:166-169 Regulta interesante que los
valores de 4. calculados para los modelos A2 y G2 se acerquen cada uno a dos diferentes reportes
experimentales, existe la posibilidad de que cada una de estas mediciones de alguna manera pudieran distinguir
entre dos especies presentes en solucion; esta posibilidad se analizard con mayor detalle mas adelante. El
conformero G2' de 17 aminoacidos mostré un buen valor para g. de 2.25, sin embargo su parametro 4. (-480

MHz) subestima el valor experimental mas pequefio por 32 MHz, que aun se puede esperar como dentro del
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error esperado para estos calculos, pero mas bien puede estar manifestando el efecto de la pérdida de planaridad
del complejo observada en este modelo (ver Tabla 3.4, pagina 63). Los conférmeros Al, A3 y Gl de 17
aminoacidos no mostraron acuerdo en ninguno de los dos parametros, lo que es congruente con los reportes

experimentales que predicen una geometria cuadrada plana 3N10 para el complejo.

Para el resto de los modelos de 17 aminoacidos de mayor energia, mostrados en la Tabla 3.7 (9-13, 15), se puede
observar que Unicamente las estructuras con la geometria y modo de coordinacion cuadrado plano 3N10 (10 y
13) son congruentes con los parametros experimentales. A pesar de que los modelos 9, 11 y 12 poseen un modo
de coordinacion 3N10, sus geometrias son tetraédricas, como se puede comprobar en la Tabla 3.2 (pagina 55)
con los valores del angulo diedro entre ligantes (¢r;,), lo que produce que los parametros de EPR se alejen del
experimento. Estos resultados a su vez pueden relacionarse con la combinacion particular de ligantes en los
modelos con geometria teraédrica, por lo que constituyen una evidencia, paralela a la energética de los modelos,
de que los grupos coordinados encontrados en los modelos mas estables (N-ter, His6, His14 y Aspl) son
probablemente los mas favorecidos en los complejos observados experimentalmente. De entre los modelos cuyos
parametros son congruentes con los experimentos, el modelo 10 es el Gnico que tiene en el que los atomos N
coordinados provienen de las histidinas 6, 13 y 14, mientras que el O coordinsdo proviene del grupo carboxilato
del Glull. Considerando que la energia relativa de este modelo es de 21.5 kcal/mol, resulta posible que esta

especie se encuentre también contribuyendo al espectro de EPR experimental en cierto grado.

La Tabla 3.7 también incluye los parametros calculados para los modelos de 3 y 6 residuos, los cuales resultaron
ser consistentes con los parametros derivados de los complejos de 17 aminoacidos. El empleo de estos modelos
permitié la comparacion de los modos de coordinacion del Aspl en los que su grupo carboxilato o carbonilo se
coordinan en el plano ecuatorial, ya que los conformeros A 'y G1 conservaron el enlace CO..-Cu?", mientras que
los modelos G2 muestran el enlace COO-Cu?*, (ver Tablas 3.5 y 3.6, y Figura 3.9). Los parametros g. de todos
estos modelos resultaron de hecho congruentes con el experimento, lo que sugiere que tanto el ligante COec
como el COO . son compatibles con el parametro experimental. En cambio, analizando el parametro 4. se puede
observar la diferencia, mientras que los valores de 4. son similares y congruentes con el experimento para los
modelos A, G1 y G2 de 3 aminoacidos, los conférmeros A y G1 en modelos de 6 aminoacidos no reproducen el
resultado experimental. Como se discutié anteriormente, (seccion 3.6.1, pagina 69), estos modelos mostraron el
enlace CO¢q-Cu?" mas alargado y con una mayor participacion de moléculas de agua, lo que sugiere que, por
efecto de la incorporacion de un mayor numero de residuos de la cadena peptidica, la coordinacion del carbonilo
es inestable y no es capaz de reproducir el parametro experimental en conformidad con los resultados obtenidos
para los modelos de 17 residuos (Tabla 3.7). De esta forma se encontr6 que el conformero G2 fue el Unico
modelo con parametros de EPR consistentes para las tres series de modelos, en acuerdo con los resultados

experimentales y ademas, en general, fue el conformero mas estable.
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3.7.3. Constantes de acoplamiento hiperfinas de '“N para ligantes del cobre

Algunos estudios han analizado la coordinacion del Cu?* a la proteina A 8 mediante experimentos de HY SCORE
de los cuales han obtenido constantes de acoplamiento hiperfinas entre el ion metéalico y atomos especificos
dentro de la esfera de coordinacion.''*1?%123 Los modelos de los complejos aqui estudiados permitieron el calculo
de dichas constantes de acoplamiento hiperfinas, considerando la metodologia descrita en la seccion 3.3.5
mediante calculos de DFT. Los resultados para los conformeros del Aspl en modelos Cu?*-AfS,(H.0), se
muestran en la Tabla 3.8. En esta seccion se analizan los acoplamientos con atomos N directamente coordinados

al metal, mientras que los acoplamientos con atomos vecinos se analizan en la seccion siguiente.

Tabla 3.8. Constantes de acoplamiento hiperfinas calculadas para los complejos Cu’*-AB.(H20)s, n =
3,6, 17.

Modelo Confc')rmero Aiso I4NAspl Aiso 14NHis6 Aiso I4NHis14 Aisa 13Ca Aiso 13cy Aiso 13C6 Aisu l4NA1a2

A 29.5 47.0 30.1 43 -0.1 -3.7 1.7
Cuz*-Aps Gl 26.8 46.7 33.9 3.4 -0.2 3.4 1.7
(H20)2 G2 31.7 35.8 37.6 3.7 2.2 0.9 0.0
G2' 28.6 25.1 28.9 3.8 0.7 0.1 0.2
A 27.7 42.9 32.6 3.2 0.2 -1.6 0.8
Cu2*-Afs Gl 26.7 42.7 30.5 3.0 -0.1 2.5 1.4
(H0), G2 31.8 38.2 33.4 3.7 0.3 1.0 0.1
G2' 30.6 34.9 32.5 3.2 -1.6 1.1 -0.0
Al (2) 24.8 35.3 8.7 0.3 -0.2 -0.1 0.1
A2 (1) 29.6 38.4 27.4 2.5 2.3 -0.1 0.0
Cu*-Apy A3 (8) 19.6 50.5 15.7 0.8 0.3 -0.7 0.4
(H20). G1(7) 10.1 452 12.7 -1.7 a 0.5 0.2
G2 (4) 32.6 37.4 354 3.3 -0.4 1.6 0.1
G2' (6) 26.5 33.9 29.2 23 0.6 0.8 0.0

Cu?"-Apis Experimento 33.8 39.0 42.0 b b b ¢

¢ El programa no convergié a un resultado.
b Se han detectado en conjunto acoplamientos de ~3 y ~1 MHz, o dos fuertes y uno débil.
¢ Se detecta como un acoplamiento débil y con baja intensidad.

Los valores Ai, de!'*N para los residuos Aspl, His6 e Hisl4 mostrados en la Tabla 3.8 corresponden a las
constantes de acoplamiento entre el ion metalico y los tres atomos N coordinados en el plano ecuatorial. Para el
caso de modelos con 17 aminoacidos, los conformeros G2, A2 y G2' muestran resultados en acuerdo con los
valores de acoplamientos hiperfinos experimentales para el N-ter, His6 e His13/14 de 33.8, 39.0 y 42.0 MHz,
respectivamente.!'® Calculando el RMSD de los tres acoplamientos para cada modelo, resulta evidente que el
mejor acuerdo fue obtenido por el modelo G2, con un valor de RMSD de 4.0 MHz, seguido por los modelos A2
y G2' que muestran RMSDs de 8.8 y 9.0 MHz, respectivamente. En cambio, los conformeros Al, A3 y Gl

tuvieron valores de RMSD alrededor de 20 MHz, lo que reafirma que las geometrias cuadrados planas 3N10
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generan propiedades calculadas congruentes con los experimentos.

Las constantes de acoplamiento hiperfinas de atomos '“N de los residuos Aspl, His6 e¢ His14 en complejos
pequetios con 3 y 6 residuos (Tabla 3.8), muestran consistencia con las constantes medidas para los modelos mas
grandes, ya que el mejor acuerdo con los valores experimentales fue obtenido para conféormeros G2 con valores
de RMSD de 3.4 y 5.1 MHz para modelos Cu?"-A S y Cu®*-A S5, respectivamente. Es interesante observar que en
los modelos Cu**-Af; Ay G1 que mantienen el grupo coordinado COc, a pesar de reproducir correctamente los
parametros de EPR g. y A. experimentales, producen constantes de acoplamiento hiperfinas con mayor
desviacion respecto al experimento en comparacion con el modelo G2 (RMSD de 8.7 y 7.6 MHz,
respectivamente). Los conformeros Cu?**-Afs A y G1 también se encontraron mas desviados del experimento
(RMSD de 6.9 y 8.6 MHz) que su similar modelo G2. Es importante mencionar que todos los modelos
analizados comparten los mismos atomos N coordinados ecuatorialmente y solo difieren en el arreglo de los
atomos O ecuatoriales y axiales, por lo que estas constantes de acoplamiento son una buena prueba para evaluar
el efecto del o los ligantes basados en oxigeno. Los resultados sugieren que el modo de coordinacion G2 (3N,
COOr¢, CO4) es probablemente la especie mayoritaria observada experimentalmente. Estos resultados también
demuestran que las estructuras utilizadas y la metodologia elegida son capaces de reproducir con un alto nivel de

precision las constantes de acoplamiento hiperfinas para &tomos N directamente coordinados.

3.7.4. Constantes de acoplamiento hiperfinas de '*C para atomos vecinos a los
ligantes

Las constantes de acoplamiento hiperfinas entre el Cu?" y varios atomos a dos o tres enlaces del metal también
han sido reportados en experimentos de HYSCORE con marcaje isotopico especifico.!?>1?? Estos mismos
acoplamientos también fueron calculados para los carbonos en posiciones ¢, y 'y 6 del Aspl que son vecinos de
los atomos ligantes N (N-ter), O (COO") y O (CO), respectivamente. Los valores 4;, de '*C para los modelos
Cu?"-A S, mostrados en la Tabla 3.8 corresponden con dichos acoplamientos. En la Figura 3.11 se puede apreciar
con claridad posicién que estos atomos especificos ocupan respecto al ion metalico, donde se esquematiza el
modo de coordinacién mas probable que de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo estaria

contribuyendo a las especies que se observan experimentalmente a valores bajos de pH.

Las constantes de acoplamiento hiperfinas con el 3C, en los modelos Cu?*-Af7(H,0), muestran que sélo los
conformeros A2, G2 y G2' tienen un acoplamiento fuerte, con valores de 4i, *C, de 2.5, 3.3, y 2.3,
respectivamente. Los valores son congruentes con los datos experimentales medidos a pH de 6.3 en donde se
observo un valor 4;, de ~3 MHz con el Aspl marcado con *C.'?? Estos resultados indican que tinicamente los
complejos cuadrado planos que incluyen al ligante COO~ del Aspl generan un acoplamiento fuerte entre el Cu?*

y el BC,. En aquellos modelos de 17 aminoacidos que no incluyen al COO~ del Aspl como ligante, (A1, A3 y

G1), los valores de 45, disminuyen considerablemente a 0.3, 0.8 y 1.7 MHz, a pesar de que el grupo N-ter
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vecino al C, se encuentra directamente coordinado. El analisis de este acoplamiento en modelos con 3 y 6
aminoacidos muestra los valores de estas constantes en estos modelos pequefios estan sobreestimados con
respecto a los modelos de 17 residuos y al experimento. Sin embargo, es interesante observar que los modelos A
y G1 muestran valores de 4, '*C,, fuertes (ver Tabla 3.8), lo que indica que tanto el ligante COO . como el COc.

del Aspl producen que el C, muestre acoplamiento hiperfino fuerte.

C-ter

Figura 3.11. Modo de coordinacion propuesto como
predominante en los complejos Cu’*-Af7
a valores bajos de pH (componente ).

A pesar de que los valores de A;, para °C, y *C; parecen tener diferente tendencia en modelos Cu®-Af3; con
respecto a los modelos Cu?*-Afs y Cu?*-Apfi7, los resultados muestran claramente el comportamiento de la
coordinacion ecuatorial y axial del grupo carbonilo del Aspl. Los acoplamientos hiperfinos con *C; del grupo
carbonilo del Aspl son fuertes cuando este grupo se coordina en la posicién ecuatorial, como es el caso de
modelos Ay G1 de 3 y 6 aminoacidos en los que las constantes de acoplamiento se observaron en el rango de 1.6
a 3.7 MHz. Cuando el grupo carbonilo se coordina en posicion axial (como en el caso de los conférmeros G2), el
acoplamiento *C; es generalmente débil, con valores en el rango de 0.9 a 1.6 MHz. Los valores 4,5, "*C,,
correspondientes al acoplamiento hiperfino con el grupo carboxilato del Aspl, en general se observaron como
acoplamientos débiles; los acoplamientos '*C, mas fuertes se observaron para los modelos Cu**-AfS1; A2 y Cu*'-
A3 G2 con valores de 2.2 y 2.3 MHz, respectivamente. Para modelos G2 con 6 y 17 residuos, los acoplamientos
para el C, del grupo carboxilato fueron de 0.3 y 0.4 MHz, respectivamente, por lo que estos acoplamientos son
incluso menores que aquellos para el Cs del grupo carbonilo. Esto sugiere que, para estos modelos, el tnico

acoplamiento observable (ademas del proveniente de C,) es debido al carbonilo coordinado en la posicion axial.

Estos resultados pueden conectarse con experimentos de HYSCORE de 6 pulsos en los que se observaron dos

acoplamientos hiperfinos de *C fuertes y uno débil medidos a un valor de pH de 6.5.'*> De acuerdo a los
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resultados obtenidos, uno de los acoplamientos fuertes puede claramente asociarse al producido por el C, como
resultado de la coordinacion del grupo N-ter. Los otros dos acoplamientos observados pueden ambos ser
atribuidos a la coordinacion del grupo carbonilo del Aspl, la coordinacion CO,. produciria un acoplamiento
fuerte, mientras que la coordinaciéon CO, mostraria un acoplamiento débil. El valor tan bajo de 4, *C, en
modelos G2 de 6 y 17 residuos pueden explicar la desaparicion de estas sefiales en los espectros HY SCORE de
complejos Cu*-Af en los que se ha marcado especificamente al C,, del grupo carboxilato del Asp1.'2* A pesar de
esto, el modelo Cu*-Api; A2 sugiere que se puede encontrar un acoplamiento hiperfino de *C de ~2 MHz
asociado con el grupo carboxilato cuando una molécula de agua reemplaza al carbonilo del Aspl en la posicion
axial. De esta manera se puede postular que, de acuerdo a los calculos de acoplamientos hiperfinos con atomos C
vecinos a diferentes ligantes del Cu?’, los tres acoplamientos observados en los experimentos mencionados'?’
son congruentes con la presencia de al menos tres diferentes especies en el espectro (Figura 3.12): 1) La especie
(ya propuesta en la literatura) en la que el grupo carbonilo del Aspl se coordina ecuatorialmente, la cual
generaria dos acoplamientos hiperfinos fuertes. 2) La especie en la que el grupo carboxilato del Aspl se coordina
en la posicion ecuatorial, mientras que su grupo carbonilo ocupa la posicion axial; esta especie generaria un
acoplamiento fuerte y uno débil. Y 3) la especie que coordina el grupo carboxilato ecuatorialmente y a una
molécula de agua en la posicion axial, la cual mostraria un acoplamiento fuerte y otro de magnitud intermedia.
Dado que en el experimento mencionado no se simularon los parametros 4;, para estos acoplamientos, no
podemos confirmar que la magnitud del acoplamiento de la tltima especie propuesta sea congruente con el
experimento, sin embargo, esta especie es compatible con las conclusiones derivadas de otro estudio en donde se

propuso la coordinacioén de una molécula de agua axial.!>?

His14
2, e NH
’/,’I \ N’!’\ H i 56 ’J' et e \“:‘_
NH, / ) I.:}H —_— “‘-o/ U"‘*-Nﬁ\

[} ) = \ BH
/,O " N\ &-J\/

Figura 3.12. Especies con distintos modos de coordinacion en el complejo Cu’*-Af;17 a pH bajo que
son congruentes con los experimentos de HYSCORE.

3.7.5. Constantes de acoplamiento hiperfino de “N para la Ala2

El acoplamiento hiperfino del tnico atomo N presente en el residuo Ala2 (nitrégeno peptidico), ha sido utilizado
en varios reportes como una evidencia de la coordinacion del grupo carbonilo del Aspl, dado que son grupos

vecinos y que dicho nitrogeno se encontraria a tres enlaces del ion metalico ante la coordinaciéon del grupo
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carbonilo.!'*122123 En la Tabla 3.8 se muestran los valores 4;, ““N*%2 que corresponden a este acoplamiento
hiperfino. Los acoplamientos observados para modelos de 3 y 6 aminoacidos A y G1, con coordinacion CO., se
encuentran en el rango de 0.8 a 1.7 MHz, mientras que para el resto de los conférmeros estos valores fueron muy
pequefios (0.0 - 0.4 MHz). Estos resultados muestran que el nitrégeno en cuestion forma un acoplamiento
hiperfino sélo cuando el carbonilo del Aspl se coordina en el plano ecuatorial del Cu?’, lo cual es congruente
con la aseveracion de que tal especie es la que se observa en los experimentos mencionados. Sin embargo, esto
no descarta la presencia de las otras especies propuestas en la Figura 3.12. De hecho, las sefiales en los espectros
HYSCORE asociadas con la coordinacion CO.. muestran ser menos intensas que las sefiales observadas para
otros atomos similares, como por ejemplo la del N peptidico del Glu3 en experimentos para el componente II del
complejo,'?? lo que ha llevado a proponer que la coordinacion ecuatorial del O del carbonilo del Aspl podria no
estar presente en todas las especies presentes en el componente 1.'2° Esta observacion es congruente con las
conclusiones derivadas de los resultados aqui presentados, en donde se propone que al menos dos especies
distintas de la propuesta anteriormente (CO.) coexisten en el complejo a valores bajos de pH. La baja
estabilidad de la especie CO.., analizada en la Seccidn 3.6.1, es también congruente con la baja intensidad de las
sefiales en los espectros HYSCORE asociados a este modo de coordinacion. En cambio, las especies que
coordinan al carboxilo en posicion ecuatorial son mas estables y sus parametros calculados son mas congruentes
con las mediciones experimentales, por lo que en este trabajo se propuso que estas especies son de hecho

predominantes en el componente I del complejo Cu?*-A 7.

3.7.6. Comparacion con otras mediciones experimentales

Los modelos estructurales aqui presentados permiten proponer una explicacion a diversas observaciones
experimentales, como es el caso del comportamiento de los complejos de Cu?* con el péptido mutante A fie
(DIN),'8 o con la variante Af.16.!'® Los parametros de EPR para el componente I de estas variantes son
similares a los parametros derivados del complejo con el péptido nativo, lo que sugiere que todos estos
complejos compartirian un mismo modo de coordinaciéon. Sin embargo, los valores de pK, asociados a la
transicion dependiente del pH del componente I al componente II (I/II) se reducen significativamente de 7.8 a

117

6.0 para el mutante DIN con respecto al péptido nativo.''” La explicacion original a este comportamiento

propuso la participacion indirecta del grupo COO- del Aspl en la coordinacion con el cobre mediante la

formacion de un puente de hidroégeno probablemente con algtin ligante del Cu?*.!8

A pesar de esto, los resultados derivados de los modelos estructurales de los complejos Cu?*-Af, aqui descritos
permiten una interpretacion alternativa del comportamiento observado en estas variantes del péptido A 6. Los
complejos de Cu?" con las variantes del péptido Apis que carecen del grupo COO- del Aspl, probablemente
formarian especies que incluyan al ligante CO.. en el complejo, mientras que el péptido ASis nativo podria

formar estas mismas especies CO.. ademds de especies que incluyeran el ligante COO.. De acuerdo con los
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calculos de EPR en los diferentes modelos (Tabla 3.7), tanto las especies CO. como las COO generarian
parametros de EPR muy similares, por lo que las especies COO . formadas en el complejo con el péptido nativo
no serian distinguibles respecto a las especies CO.. formadas en las variantes del péptido en el espectro de EPR,

que fue el comportamiento observado en los experimentos.

La diferencia en el valor del pK, (I/Il) entre el péptido nativo y sus variantes puede explicarse mediante dos
factores; el primero seria la energética de las especies COO y CO (Figuras 3.8 y 3.9). De acuerdo a las
estabilidades relativas de cada especie, el péptido A 17 nativo formaria especies COO ¢ que son las mas estables,
mientras el péptido mutante DIN tinicamente podria formar la especie menos estable CO... Como consecuencia
de esto, el complejo mutante DIN favoreceria la formacion del componente II, lo que se manifiesta como una
disminucion del pK, (I/I). El segundo factor es la ausencia del grupo COO" del Aspl, porque la coordinacion de
este grupo con el Cu** en el extremo N-terminal dificulta la desprotonacién de la siguiente amida peptidica, es
decir, dificulta la formacion del componente II, como se observé en un estudio previo. '3° Por lo tanto, la ausencia
de esta funcion en los complejos con la mutante A i (D1N) y la variante A .16 favorecen el componente II,
acentuando la disminucion observada del valor del pK, (I/Il) de manera sinérgica al primer factor. De manera
consistente con esta propuesta, el espectro de EPR de la variante isoAspl Apis, no muestra sefiales del
componente II incluso a valores altos de pH hasta de 8.0.'%° Esto probablemente se debe a que el anillo de 5
miembros formado cuando los grupos N-ter y COO- de esta variante se coordinan al Cu?* en el componente I es
atn mas estable que las especies COO y CO aqui estudiadas, por lo que el pK, (I/Il) en este caso se

incrementaria con respecto a la proteina nativa.

3.7.7. Factores metodologicos que afectan la comparacion con los experimentos

El analisis presentado en las secciones anteriores muestra que las propiedades derivadas de los modelos
estudiados son congruentes con la mayoria de las observaciones experimentales. Sin embargo, es importante
discutir las limitaciones de estos modelos que pueden afectar la comparacion con el experimento y limitar las

conclusiones obtenidas.

En primer lugar podemos considerar que los calculos de estructura electronica se llevan a cabo en el vacio, lo
cual puede resultar inadecuado cuando se trabaja con biomoléculas, ya que su estructura nativa suele estar
estabilizada por interacciones especificas con moléculas de agua. En los modelos se utilizaron dos moléculas de
agua cercanas al centro metalico, las cuales, en varios casos, participaron directamente en la primera esfera de
coordinacion del ion metalico, y en otros casos formaron interacciones estabilizantes con atomos polares de la
proteina. Considerando el comportamiento de los complejos durante las optimizaciones, podemos afirmar que
las moléculas de agua incluidas permitieron completar efectivamente la primera esfera de coordinacion, ya que,
en casi todos los casos, estas molécula se alejaron del centro metalico en lugar de afianzar su coordinacion. Cabe

mencionar también que, previo a los célculos de estructura electrénica, para todos los modelos se llevé a cabo
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una etapa de equilibracion utilizando la metodologia de dinamica molecular en la que las estructuras son tratadas
en un medio con miles de moléculas de disolvente explicitas; esto permite afirmar que los cambios estructurales
que sufre la proteina en esta etapa en ningiin momento se da en el vacio o en alguna condicion que impida
modelar la estructura de manera "inadecuada". A pesar de que la etapa refinamiento de la geometria del centro
metalico se da en el vacio, la estructura de la proteina no se ve demasiado afectada debido a que se trata de una
minimizacién de la energia, en donde no es posible salir de un minimo local en la superficie de energia potencial.
El principal efecto estructural en estas optimizaciones es la consolidacion de interacciones intramoleculares

estabilizantes y la deseable optimizacion de la geometria del centro metalico.

Otro factor que no se considero en los calculos es la contribucion térmica y entropica, el cual puede modificar la
superficie de energia potencial. De esta forma, las energias relativas de los modelos se pueden modificar y
cambiar el ordenamiento de estabilidad; ademas, algunos minimos podrian simplemente no existir al incorporar
estos términos. Algunas estructuras aparentemente poco estables podrian estar mas "pobladas" a una temperatura
distinta a 0 K. El empleo de métodos que permitan el muestreo de multiples estados o configuraciones a nivel ab
initio es deseable; sin embargo, el costo computacional para tales célculos es demasiado elevado para el sistema
estudiado en el presente trabajo. En este sentido la estratega de exploracion de puntos estacionarios de la

superficie de energia potencial adoptada es mas adecuado que hacer un muestreo de estados insuficiente.

Relacionado al punto anterior, la naturaleza implicitamente desordenada de la proteina 5 amiloide complica el
estudio debido a que la PES es plana y rugosa, teniendo como consecuencia una infinidad de posibles
configuraciones con estabilidades similares. En este sentido una exploracion exhaustiva de la PES también
resulta poco practica e inconveniente. En el presente trabajo la construccion de los modelos se apeg6 en todo
momento a la informacion experimental disponible, lo que permitié delimitar el nimero de posibilidades a
explorar. Ademas, se llevo a cabo una detallada comparacién entre pardmetros y propiedades calculados para los
modelos y diversas mediciones experimentales para discriminar las estructuras realistas y congruentes con los
experimentos de las que no lo son. La construccion de los modelos también estd basada en el empleo de la
estructura 8 extendida derivada de un modelo equilibrado de una fibra amiloide, la cual es una configuracion
evidentemente estable y duradera, y se puede considerar que la proteina /5 amiloide tiene la capacidad de adoptar

esta estructura de manera espontanea para formar las fibras.

3.8. Conclusiones

El trabajo presentado en este capitulo describe una exploracion detallada de la superficie de energia potencial de
la proteina f amiloide, implicada en la enfermedad de Alzheimer, asi como la formacién de complejos con
cobre. Los modelos atomisticos creados proveen una detallada descripcion molecular de estos complejos que
permite entender la naturaleza quimica de estas especies. Esta informacion permitié dilucidar el papel que juegan

varios residuos en la coordinacion del cobre, las cuales se encontraron a la par y en consistencia con la mayoria
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de las observaciones experimentales disponibles en la literatura. A continuacion se puntualizan algunos de los

descubrimientos mas relevantes:

1) Se encontrd una base estructural del hecho experimental de que la proteina A 5 muestra el mismo modo de
coordinacion cuando se encuentra como monomero en solucion o cuando se encuentra formando parte de las
fibras amiloides. Los modelos més estables encontrados en el presente trabajo son capaces de coordinar al cobre,
de manera consistente a las evidencias espectroscopicas, sin que la coordinacion afecte de manera importante la
estructura 3 extendida de la proteina A, la cual es compatible con la estructura que adopta como parte de las

fibras amiloides.

2) La discusion de resultados relacionada a la coordinacion de atomos de nitrogeno en los complejos Cu?"-Ap
explica, con argumentos energéticos, la contribucion de cada residuo a la estabilidad de los complejos. En primer
lugar se encontrd, en conformidad con las propuestas experimentales, que la participacion del grupo N-terminal
y de la His6 producen la mayor estabilizacion en los complejos. En segundo lugar, se observdé que la
participacién de la His14 es mas favorable que la participacion de la His13, aunque no esta muy claro el origen
de este resultado. Aunque este comportamiento ha sido menos explorado experimentalmente, algunos reportes
coinciden con los resultados aqui observados. En general, los resultados sugieren que la coordinacion de la
His13 o la His14 en estructuras 8 como la que adopta la proteina A en las fibras amiloides es asimétrica, y que,
para intercambiar un residuo por otro en el centro metalico, se requieren rearreglos estructurales importantes,

probablemente impedidos en las fibras amiloides.

3) El analisis de los ligantes basados en oxigeno llevd a conclusiones en directa contradiccion con varias
propuestas experimenttales. Sin embargo, la revision detallada de diferentes propiedades espectroscopicas
permitiéo proponer una explicacion a estas discrepancias. Ademas, esto llevd a una mejor comprension de la
naturaleza quimica del complejo Cu?*-Af. La conclusién mas relevante en este sentido es que existen varias
especies del complejo (al menos dos o tres), que coexisten simultineamente y que pueden considerarse
predominantes en los estudios espectroscopicos; estas especies se basan en diferentes configuraciones de los
ligantes basados en oxigeno las cuales producen una misma huella espectroscopica, motivo por el cual no se
habian diferenciado experimentalmente. Los resultados también permiten postular que estas especies, que
difieren en sus ligantes basados en oxigeno, podrian entrar en equilibrio mucho mas facilmente que las especies
que intercambian residuos coordinados mediante atomos de nitrogeno, posiblemente, en una escala de tiempo

distinta.

4) Los modelos estudiados también reflejan indirectamente el comportamiento de algunas variantes de la
proteina A que son relevantes desde el punto de vista fisiopatologico y epidemiologico. Con esto se propuso
una explicacion al comportamiento, por ejemplo, de las mutantes DIN o R5G, cuyos efectos se manifiestan

principalmente en las constantes de equilibrio que describen el intercambio de diferentes modos de coordinacion
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dependientes del pH. Esto sugiere que la metodologia propuesta en el presente trabajo también es aplicable al
estudio de los efectos de las mutaciones o modificaciones postraduccionales de la proteina A 8 asociados con

diferentes enfermedades o estados patoldgicos especificos.

El calculo de propiedades electronicas, en acuerdo con las mediciones experimentales, jugd un papel
fundamental en la comprension del sistema estudiado. Ademas, el acuerdo con los parametros experimentales
permiti6 validar la metodologia propuesta y confiar en las conclusiones derivadas de los analisis. Por este motivo
resulta muy conveniente invertir en el desarrollo de metodologias robustas que permitan el calculo adecuado de
estos parametros. De igual manera, el empleo de modelos estructurales lo mas cercanos posible al sistema real,
probo ser una estrategia, que si bien es costosa computacionalmente, muestra que tiene la ventaja de incorporar
efectos complejos y poco evidentes a favor de una descripcion mas precisa del sistema, la cual no podria

obtenerse con modelos mas simplificados, especialmente en este tipo de sistemas bioldgicos.
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Capitulo 4. La coordinacidén de cobre a la proteina
prion

4.1. Antecedentes

El estudio tedrico de la coordinaciéon de metales de transicidn a proteinas intrinsecamente desordenadas, como la
que se llevd a cabo en el presente trabajo, representa un reto metodoldgico, ya que por lo regular se trata de
proteinas de gran tamafio que llevan al limite las capacidades computacionales y metodologicas disponibles para
lograr el modelado. Los métodos de estructura electronica cominmente resultan inaplicables incluso en proteinas
relativamente pequefias, las cuales tipicamente estin formadas por varios miles de atomos. Una alternativa
comunmente utilizada es el empleo de métodos simplificados que desprecian la estructura electronica de las
moléculas, como es el caso de los campos de fuerza empleados en el capitulo 2, y parcialmente en el capitulo 3.
Sin embargo, estos métodos resultan muy limitados para describir el comportamiento de metales de transicion en
sistemas bioldgicos. La principal dificultad es la necesidad de parametros que permitan la adecuada descripcion
del sistema. Por estos motivos, en este capitulo se propuso una metodologia de parametrizacién de permitiera
estudiar la coordinacion del Cu?* a la proteina prion (PrP) utilizando campos de fuerza. Los pardmetros y

modelos creados se emplearon en el estudio de la dindmica molecular (DM) de esta proteina.

4.1.1. Modelos para el estudio de la interaccion entre el cobre y la proteina prion

Uno de los aspectos mas relevantes de la interaccion del cobre con la proteina prion es el efecto que produce el
metal en las propiedades de agregacion de la proteina. Esta interacciéon se ha estudiado por métodos
computacionales a pesar de las limitaciones metodologicas mencionadas. A continuacion se hace un breve repaso
de estos reportes que contienen mucha informacion relevante a considerar en el presente capitulo, en donde se

utilizan metodologias similares. Ver también la seccion 1.3 en la pagina 6.

A nivel local, la coordinacion del cobre a la secuencia PHGGGWGQ (octarepeat) de la PrP tiene consecuencias
importantes sobre la cadena peptidica de esta region y sobre las cadenas laterales de los residuos mas cercanos.
Al coordinarse a varios residuos vecinos (HGG) la cadena peptidica pierde su flexibilidad (particularmente alta
para los residuos de glicina), y ademas se crea una interaccion entre el centro metalico y el grupo indol del
triptofano mads cercano.!”-!®! Las regiones de la secuencia PrP que conectan a los diferentes sitios octarepeat
(CWGQ) también sufren cambios estructurales ante la coordinacion del metal. Estas regiones tienden a adoptar
una estructura de giro, permitiendo a los centros metalicos vecinos acercarse los unos a los otros, con lo que se
forman apilamientos de los sitios de union a cobre.!® Estas interacciones entre sitios metalicos tienen
consecuencias para el plegamiento del dominio octarepeat completo de la PrP, ya que esta region "no
estructurada" de la proteina, al saturarse de Cu?’, adoptaria una estructura mas definida y globular. '¥1-13* Esto, por
supuesto, puede tener implicaciones importantes en la funcion de la PrP, especialmente si se consideran los

multiples modos de unién observados en los complejos Cu?’-PrP dependiendo de las condiciones de
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concentracion y pH.

La unidn del cobre a la PrP también tiene consecuencias en la formacion de motivos de estructura secundaria, ya
que se observaron incrementos en la prevalencia y estabilidad de estos motivos en simulaciones de DM del
complejo.'¥ Ademas, se propusieron mecanismos en los que la coordinacion del cobre a los sitios His96 e
His111 en el dominio N-terminal de la PrP puede inducir la formacion de estructuras de tipo "horquilla S".'85-187
Estas propuestas conectan la coordinacion del cobre a la PrP con sus propiedades de agregacion, y plantean un
posible papel de este metal en la formacion de especies patogénicas de la proteina (PrP5). Sin embargo, aun
existen muchas preguntas por contestar relacionadas al papel que la interaccion cobre-PrP puede jugar en
diferentes estados tanto fisioldgicos como fisiopatologicos, asi como su relacion con los procesos que
desencadenan a las enfermedades prionicas. En este sentido, el presente trabajo busca generar modelos

estructurales y parametros adecuados al estudio de los complejos Cu?*-PrP.

4.2. Objetivos
4.2.1. Objetivo general

*  Estudiar el efecto estructural de la coordinacion del Cu?* a la proteina prion humana.

4.2.2. Objetivos particulares

*  Generar un modelo de la proteina prion humana completa para el analisis de su estructura.

*  Generar un conjunto de parametros para el campo de fuerzas de CHARMM que describan correctamente

la coordinacion entre el Cu®* y la proteina prion.

*  Analizar a detalle la estructura local y dinamica de diferentes fragmentos de la proteina prion asi como

el efecto al coordinar el metal.

Analizar el efecto de la coordinacion del Cu?* sobre la estructura de la proteina.

4.3. Metodologia

4.3.1. Modelos estructurales

Dadas las caracteristicas estructurales de la proteina prion (PrP), la construccion de un modelo estructural
presenta varios retos metodologicos, similares a los enfrentados en la construccion de modelos estructurales del
caso Cu?*-Ap, en especial si se desea describir la coordinacion del cobre. Algunas de estas dificultades son: 1)
Existe poca informacion estructural para el dominio N-terminal de la PrP. 2) Este dominio coordina hasta seis
atomos de cobre considerando tres tipos distintos de sitios de union a lo largo de su secuencia de mas de 100
aminodcidos. 3) La secuencia de ~100 aminoacidos del dominio C-terminal, adicionales al extremo N-terminal,

dificulta el manejo y evaluacion de la proteina completa debido a su tamafio final. Considerando lo anterior, en
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el presente trabajo se planted dividir a la secuencia de aminoacidos de la PrP en fragmentos mas pequefios con la

finalidad de hacerlos mas manejables. En la Figura 4.1 se muestran los fragmentos considerados en el modelo

completo, y algunas de las fuentes de informacion estructural consideradas.
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Figura 4.1. Secuencia de la proteina Prion humana (hPrP). Alineadas debajo de la secuencia
hPrP, se encuentran las secuencias de estructuras experimentales. Se indican los
fragmentos construidos y las mutaciones consideradas en color rojo.

En esta figura se muestra la secuencia completa de aminoéacidos de la PrP humana, la cual aline6 a varias otras

secuencias parciales de la misma proteina para las que existen estructuras tridimensionales disponibles (PDB

IDs: 1SKH, 10EI y 2PRP). Estos fragmentos estructurales fueron utilizados para construir parte del modelo

completo, mientras que algunas secuencias faltantes se completaron de acuerdo a la secuencia de aminoacidos de

la PrP humana.'®® Esto se llevo a cabo mediante el programa PSFGEN, disponible con los programas NAMD?® y

VMD.,¥ (ver Figura 4.2 i-iv). El fragmento 1 (23-40), cuyos primeros 6 residuos provienen de la estructura de

NMR 1SKH,"’ se construy6 en conformacion extendida (if), al igual que el segundo fragmento (41-60), debido

a que no cuentan con alguna estructura reportada. El tercer fragmento (61-91) fue construido a partir de la

estructura de NMR 10EI (iii)."® El fragmento (92-126) y el dominio C-terminal completo (127-230) fueron

obtenidos a partir de la estructura 2PRP, la cual es una version descontinuada del PDB 1B10,!°! que contiene la

estructura de la secuencia (90-230) (iv).
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Informacién Fragmentos Modelos Parametrizacion
experimental
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Figura 4.2. Procedimiento general que muestra los diferentes modelos utilizados para ensamblar el
modelo completo de la proteina prion humana (hPrP33.239).

De manera independiente, cada uno de los cinco fragmentos estructurales, mostrados en la Figura 4.2, fueron
optimizados, solvatados, ionizados y equilibrados; en algunos casos la equilibracion incluy6 una simulacion de
DM de hasta 100 ns. La estructuras equilibradas de cada uno de estos fragmentos fue utilizada para ensamblar el
modelo de la PrP»3.30 (v), la cual a su vez fue utilizada para crear los modelos a pH acido y coordinado al cobre
en su estado de alta ocupacion (vii y viii). Para los modelos que contienen cobre coordinado ((Cu?*)s-PrPso.o1 y
(Cu?")6-PrP23.230), fue necesario incorporar las definiciones de topologia y de cargas parciales, asi como los
parametros de campos de fuerzas (ix), generados en el presente trabajo; esto se describe en la seccion siguiente.
En el caso del modelo (PrP23.230)ac, se simuld un pH de ~2, por lo que se consideraron las formas protonadas de
los residuos Glu, Asp e His (vii). Finalmente, los modelos PrP23.230, (PrP23230)ac, (Cu?")4-PrPsoo1 y (Cu?*)s-PrPas.
230 fueron sujetos nuevamente a etapas de optimizacion, solvatacion, ionizacion, equilibracion y simulacion de

dinamica molecular (x).

4.3.2. Optimizacion de los modelos de complejos cobre-PrP y parametrizacion
para el campo de fuerza CHARMM

El estudio del efecto de la coordinacion del cobre a la proteina prion requirié generar parametros de campos de
fuerzas que permiten describir adecuadamente la geometria de los centros metalicos en los complejos Cu?*-PrP.
El campo de fuerza es posteriormente utilizado en simulaciones atomisticas de dindmica molecular en las que se
pone en evidencia el efecto estructural de dicha coordinacion. Los pardmetros se obtuvieron utilizando tres
modelos estructurales del complejo Cu®-PrP, los cuales describen 3 tipos de coordinacion encontrados en
diferentes sitios de union al metal en el dominio N-terminal de la PrP, (ver esquemas en la Figura 4.3 y la Figura
1.2 en la pagina 7). Estos y otros modos de coordinacion se han estudiado exhaustivamente por métodos
experimentales y tedricos.®*7%7177 Los modelos propuestos son compatibles con el estado de alta ocupacion del

cobre en la PrP, en el que hay mayor certeza de los modos de coordinacion presentes en cada sitio.
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Figura 4.3. Estructuras de los modelos de complejos Cu®*-PrP utilizados en la parametrizacion de los
diferentes sitios de union a cobre.

La construccion de los modelos se llevo a cabo utilizando el programa Molden. !> Los célculos de estructura
electronica se llevaron a cabo aplicando métodos similares a los descritos en la seccion 3.3.3 (pagina 47),
mediante el programa deMon2k.!**140 Los funcionales utilizados en este caso fueron LSDA y PBE,'*? utilizando
funciones de base orbital DZVP!* y la base auxiliar Gen-A2.'** En algunos célculos se incluy6 una funcion

empirica para la dispersion.'* Los parametros generados son compatibles con el campo de fuerzas CHARMM.®

Los parametros de enlace, que describen la geometria de los 4tomos unidos covalentemente, se calcularon a
partir de las curvas de energia potencial de cada enlace o dngulo involucrado en la coordiancion al Cu?*. Estas
curvas se obtuvieron, para cada enlace o angulo, en una grafica de la energia total del complejo con respecto a
los valores de distancia (o angulo) especificos; estos valores se mantuvieron fijos durante una optimizacion del
resto de la geometria. Como se observa en el ejemplo mostrado en la Figura 4.4, se partié de una geometria de
minima energia en la superficie de energia potencial (punto central), el cual se comprobd mediante un analisis de
frecuencias; después se fijaron varios valores de la variable a parametrizar, (en este ejemplo, la distancia de

enlace Cu-N), y se optimizo el resto de la geometria. Cada punto en esta grafica corresponde a una optimizacion.

0.06 ——————

005

0.04

0.02

Energia relativa (kcal/mol)
3

L L L | " T i | L L |
?.89 19 191 1.92 193
Distancia Cu - ND1(His) (A)

Figura 4.4. Ejemplo de ajuste por minimos cuadrados de
la PES, restringiendo un enlace.
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Los puntos de las curvas de energia potencial se encuentran uniformemente espaciados. Para cada curva se
probaron diferentes valores de espaciamiento: 0.004, 0.01 y 0.02 A para enlaces, 0.4, 1.0 y 2.0° para angulos y
1.0 y 2.0° para angulos impropios. Los parametros se derivaron de cada curva aplicando un ajuste por minimos

cuadrados utilizando una funcién de energia potencial con la siguiente forma:
_ 2
E=k,(v—v,),

donde £, es una constante de fuerza asociada a la variable v, que puede ser una distancia de enlace, un angulo de
enlace o un angulo impropio. vy corresponde al valor de la variable en equilibrio, correspondiente al minimo de
energia. k, y vo son los pardmetros ajustados por minimos cuadrados usando los valores de la variable v fijos y a

las correspondientes energias potenciales resultantes.

Para cada variable, se eligio el espaciamiento entre los puntos de la curva de energia potencial que produjera el
mejor ajuste (mayor valor del coeficiente de correlacion, ). Los ajustes por minimos cuadrados se llevaron a
cabo utilizando el programa Kaleidagraph. Considerando que la coordinaciéon del metal en los tres sitios de
unién genera anillos alrededor del metal de 5 a 7 miembros, no fue necesaria la obtencién de parametros para
describir los angulos diedros que incluyeran al &tomo de Cu?", (ver Figura 4.3). Este fue también el caso para los
parametros de tipo Urey-Bradley de CHARMM.® Se comprobd que el conjunto de parametros obtenido fue
suficiente para reproducir y mantener la geometria optimizada mediante DFT en las simulaciones de mecanica

molecular, (ver resultados en la seccion 4.4).

Los parametros de enlaces covalentes calculados incluyeron a los enlaces entre el Cu?* y cuatro atomos de la

proteina (N§°, 2N, ..., Oc). El mismo modo de coordinacién (3N10) con el mismo tipo de atomos enlazados
fue considerado para los tres sitios de unién a cobre en el dominio N-terminal de la PrP. Sin embargo, el sitio 1
es un tipo de coordinacion distinto al mostrado en los sitios 2 y 3 (ver Figura 4.3) ya que el primero coordina al
cobre en direccion C-ter a partir de la histidina mientras que en los otros dos sitios esta coordinacion se da en
direccion N-ter.”!172178194195 Congiderando lo anterior se llevo a cabo la parametrizacion de los tres sitios de

manera independiente y con fines comparativos a pesar de las similitudes en los tipos de enlaces.

Los parametros para angulos de enlace se calcularon para todos las combinaciones de angulos que incluyeran al
atomo de Cu?" (Cu**-L-X y L;-Cu?*-L,), que en total fueron 13 para cada uno de los tres sitios de unién. De la
misma manera se generaron parametros para todos los angulos impropios que involucran al ion metalico
(Cu*",X1,X5,L y Cu?*,Ly,Ly,L3), en donde se restringe el angulo que forma el Cu?* respecto al plano formado por
uno de sus atomos ligantes (L) y dos atomos enlazados a L (X y X>), o al formado por tres atomos ligantes. En
total se calcularon 7 angulos impropios para cada sitio de union, los cuales, como una aproximacion, se

duplicaron simétricamente para considerar las desviaciones por arriba y por abajo del plano.
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Los parametros de Lennard-Jones para el cobre se tomaron de la literatura.!”® Las cargas atomicas fueron

calculadas mediante del programa Gaussian03'?7 para el modelo Cu**-HGG, utilizando el esquema Merz-Singh-
Kollman (MK).!*® Estas cargas fueron escaladas para hacerlas compatibles con las cargas del campo de fuerzas
CHARMM vy que conservaran la electroneutralidad de los residuos modificados por la coordinacién del Cu?".
Este escalamiento se llevo a cabo considerando dos modelos estructurales: el péptido HGG libre y coordinado a
Cu?" (modelo A = HGG; modelo B = Cu?>"-HGG). A partir de las cargas atomicas calculadas de los modelos A y

B (94 y g5) se estimo el efecto de la coordinacion del Cu?* sobre las cargas MK (4 q,_5), mediante la diferencia

en las cargas de cada atomo:
MK __ MK MK
Aqu"p=q, — (g

Aungque se conocen las cargas d¢ CHARMM (FF) del modelo A (q};'), no se conocen las cargas FF del modelo B
ni el efecto de la coordinacion del cobre sobre estas cargas (4 gl ;). Debido a que no hay garantia de que las
cargas MK y FF sean comparables en escala y magnitud, no se puede utilizar el término A gy, para determinar
las cargas q; . En lugar de esto, se consideré un factor de escalamiento (f;,) que permitiera conocer el termino
Aql" .y, por consecuencia, obtener las cargas q; de acuerdo con:
5 = —Ads 5
A QiliB:A qXIi(B*fesc

FF

El factor de escalamiento se determiné graficando las cargas FF y MK del modelo A (g} vs ¢}"), mostrada en la

Figura 4.5. Se encontrd una relacion lineal entre los dos tipos de cargas con una ordenada al origen de cero, por
lo que se utilizo foc = 0.72.
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Finalmente, se ajusto la electroneutralidad de las cargas resultantes del complejo, ya que el campo de fuerzas de
CHARMM utiliza cargas formales enteras en fragmentos o grupos funcionales especificos. Aqui se eligio hacer

el fragmento Cu**-HGG neutro dividiendo la carga restante entre los 4tomos involucrados de manera uniforme.

4.3.3. Simulaciones de dinamica molecular

El protocolo de equilibracion, asi como los parametros de simulacion empleados para todos los modelos
completos y fragmentos indicados en la Figura 4.2 son similares a los aplicados anteriormente en la Seccién
2.3.2 (pagina 13) para los modelos de fibras amiloides. Las simulaciones de produccion para los modelos finales
tuvieron una duracion de entre 20 y 100 ns. De igual manera, el analisis de las trayectorias de DM se llevo a
cabo mediante el programa VMD, utilizando diversas herramientas de analisis y mediciones estructurales (ver

Seccion 2.3.4 en la pagina 15).

4.3.4. Busqueda conformacional del péptido HGGGW

Como parte de la caracterizacion del efecto estructural de la coordinacion del cobre a la proteina prion, se llevo a
cabo un analisis conformacional del pentapéptido HGGGW, que es la secuencia de aminoacidos del primer sitio
de coordinacion del metal en el dominio octarepeat de la PrP. Esta estructura se construy6 también utilizando el
programa Molden con los extremos N- y C-terminal amidatados y acetilados, respectivamente. La geometria se
optimiz6 con una metodologia similar a la descrita anteriormente y se convirtié a formato MDL sdf para los
siguientes pasos utilizando el programa Babel.!” Para llevar a cabo el analisis se generaron mas de 10,000
conformeros del pentapéptido utilizando el método de analisis conformacional basado en modos normales, Tork,
implementado en el programa VConf.?® El analisis del conjunto conformaciones se llevo a cabo mediante el
programa VMD midiendo los parametros estructurales mencionados anteriormente; para esto fue necesario
convertir el archivo de salida de VConf a formato PDB mediante el programa UCSF Chimera.?! En total se
realizaron cuatro corridas de busqueda conformacional con VConf en las que se probaron dos campos de fuerzas
(Dreiding®” y GAFF?%) tanto en el vacio como considerando un modelo de solvatacion implicita (Born
generalizado, GB).?** Estas corridas se denominan: Dreiding/Vacio, Dreiding/GB, GAFF/Vacio y GAFF/GB. La
metodologia utilizada en Vconf para cada corrida es la siguiente: 12,000 pasos (conféormeros), asignacion
automatica de cargas formales, filtrado de conférmeros con una ventana de energia de 60 kcal/mol para corridas
en el vacio y de 120 kcal/mol para corridas con solvente implicito GB, tolerancia de energia del filtrado de 0.4
kcal/mol y una tolerancia de angulos y diedros para filtrado estructural de conformeros de 10.0°. Para el resto de

los parametros se utilizaron valores predeterminados.

4.4. Resultados de la parametrizacién del complejo Cu-PrP

La descripcion de la coordinacion de un metal de transicion como el cobre a la proteina prion (PrP) utilizando
campos de fuerzas requiere de un conjunto de parametros que permitan reproducir de manera adecuada la

geometria del complejo. La mayoria de los campos de fuerzas parametrizados para proteinas no incluyen los
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parametros necesarios para considerar la coordinacion de metales de transicion. A pesar de que regularmente se
encuentran reportadas protocolos de parametrizacion de complejos de proteinas con metales de transicion,
muchos de los parametros s6lo son aplicables a situaciones de coordinaciéon muy especificas, lo que resulta muy
limitante dada la diversidad estructural observada en este tipo de complejos. Otra limitacion se encuentra en el
hecho de que los parametros de un campo de fuerza pueden no ser intercambiables con otros campos de fuerza.
Considerando esto, en el presente trabajo se propuso generar un conjunto de parametros que describan de manera
adecuada la coordinacion del cobre a la PrP, con la finalidad de analizar el efecto de esta coordinacion en la
estructura de la proteina en simulaciones atomisticas de dinamica molecular. El estudio de este efecto es de
interés ya que permitiria entender mejor los mecanismos moleculares implicados en las funciones fisioldgicas y
fisiopatologicas de la PrP. En las siguientes secciones se discuten los resultados de esta parametrizacion

considerando la metodologia propuesta en la seccion 4.3.2 (pagina 90).

4.4.1. Parametros de uniones covalentes

Los parametros covalentes utilizados para describir la geometria de los diferentes sitios de union al cobre en la
PrP incluyen 4 enlaces, 13 angulos de enlace y 14 angulos impropios, para un total de 93 pares de parametros
(considerando los tres sitios de union) que incluyen una constante de fuerza y una distancia o angulo de
equilibrio. Cada uno de estos 93 pares de parametros se derivé de una curva de energia potencial obtenida a
partir de cinco optimizaciones restringidas y de un ajuste por minimos cuadrados; en cada caso se probaron dos o
tres curvas de energia potencial con diferentes rangos de la variable en cuestion. En la Figura 4.6 se muestran las
estructuras de minima energia de los modelos utilizados para cada sitio de union, las cuales son las geometrias

"objetivo" que el conjunto de parametros debe reproducir.

a)

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Cu?*-HGG Cuz*-GGTH CuZ*-NMKH

Figura 4.6. Estructuras de minima energia de los modelos utilizados como referencia para la
obtencion de parametros de campo de fuerzas CHARMM

En la Tabla 4.1 se muestra un resumen de los parametros obtenidos para los tres sitios de coordinacién. Es

importante mencionar que no todos los parametros propuestos se lograron obtener de manera satisfactoria. Los

principales factores que limitaron la obtencion de algunos parametros fueron: 1) que durante algunas

optimizaciones, se encontré6 un minimo local distinto a la estructura de referencia, y 2) en algunos casos las
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curvas de energia potencial fueron muy "suaves" llevando a constantes de fuerza demasiado pequefias. En estos
casos se utilizaron parametros andlogos provenientes de los otros sitios considerados, o se ignor6 su contribucion

considerando constantes de fuerza nulas.

Tabla 4.1. Parametros de enlace seleccionados para los modelos Cu’*-HGG (Sitio 1), Cu’*-GGTH (Sitio 2) y
Cu’*-NMKH (Sitio 3)

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Enlaces k- 7o Enlaces k- ro Enlaces k- 7o
Cu® -Nj™ 129.5 1.912 Cu® -Nj™ 79.4 1.957 Cu”"-N;™ 109.4 1.936
Cu* -N» 96.2 1.971 Cu® -NI™ 140.0 1.917 Cu® N 108.7 1.939
Cu®* -NS»* 192.4 1.859 Cu® -NI™® 127.1 1.917 Cu® -N*» 128.4 1.884
Cu* -0 34.7 2.157 Cu* -0 448 2.043 Cu* -o" 81.4 1.998
Angulos ko® 6,7 Angulos ko ) Angulos ko 2

NI Cu® N2 786 1087 NI™.Cu®-N™* 1136 939 N™._.Cu®-N'™ 996 957

am am am

NOZ-Cu™-Ng»® 1702 833  NO™-Cu™-No° 1802 84.8  NI™-Cu™-NJ¥ 1663 84.1

am am am am am

NS _cu® -0 1657 79.6  NI®-Cu*™ -0y  67.6 99.0 NZ®-Cu™-0" 562 99.7

Oco’-Cu®-N§*' 865 884  OFy'-Cu®-Ny* 776 847 Og'-Cu”-Ny* 339 938
NI;iSI-Cu2+—NGIy3 110.5 168.0 NI;154-CU2+—NThr3 NI(;Iis4_Cu2+_N;n§;S3 85.0 1597

am am

Oy -Cu™-N2» 886 1627 OZ'-Cu®™-NI* 308 1614 OX'-Cu®™-NI* 597 137.8

am am

Cu®™ -NSM.cS" 1352 1127 Cu™-N.c»® 1320 1152  Co®-ND™.c2® 1203 114.9

am a am

Cu® -N¥™'-.c™  66.7 1273 Cu*-Ny™-c"™ 865 1260 Cu”-Ny*-c"™ 734 1220

Y Y Y

Impropios ky®  o? Impropios ky Po Impropios ky )
NoW? o e cu®™ 43 02 N™cC®cM™.cu™ 210 9.6 NXEPcXech cu” 186 1.3
Ng2,Co?ciohed™ 72 64 NRLCHLCE.cut 195 48 NRcy.cht.cut 158 -5.8
NyLelt et e 327 0 04 NPMLePt.e™oe 2350 3.6 NyULC)TL.C.cut 269 -3.4
Cu® Ny*' NG NS 3.7 57  Cu” Ny¥LONLCNL Cu” Ny N2 N 8.1 -80.7

2 Unidades de kcal/mol/A2; ® Unidades de kcal/mol/rad?; < Unidades de A; ¢ Unidades de °

En términos generales, los parametros para enlaces mostrados en la Tabla 4.1 sugieren que la longitud del enlace
puede estar muy relacionada a la magnitud de su constante de fuerza, sin embargo, esta relacion no es
cuantitativa y depende también de la naturaleza del ligante, de la geometria global del centro metalico y de las
cadenas laterales de los aminoacidos alrededor del centro metalico. El enlace Cu?*-O(carbonilo) en los tres sitios
muestra las constantes de fuerza mas débiles (34.7 - 81.4 kcal/(mol- A)) y es el enlace mas largo (1.998 - 2.157
A). Las distancias mas cortas se observaron en los enlaces Cu?'-N- (amida desprotonada), en particular la que es
"vecina" al carbonilo coordinado, con distancias y constantes de fuerza en el rango de 1.859 - 1.917 Ay 127.1 -

192.4 kcal/(mol-A), respectivamente. Como se puede observar en la Figura 4.7, los enlaces con 4tomos N no son
equivalentes entre si, a pesar de que se tienen dos enlaces Cu?-N-. También se observaron diferencias entre

enlaces de un mismo tipo en diferentes sitio de union.
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0.2 T LI} I T I I I T I I T T I I I | T I I T | T I I T T I I T T I I T
L Enlace Cu-N(Gly1): 4
| E=96.2%(1.971 - d)? I
I Enlace Cu-N(Gly2): r=0359884 .
0.15 —E = 192.4%(1.859 - d)2 —
= L r=0.99913 il
g | |
G| L Enlace Cu-ND1(His): 4
= L E =129.5%(1.912 - d) , ]
£ 0.1+ r=0.99980 Enlace Cu-O(Gly2): i
g E =34.7%(2.157 - d)?
e I ) r=0.99942 i
k> 3 1 1
o L ]
8 |
0.05 |- -
ol AN INA G LNA e L L A
1.8 1.85 19 1.95 2 2.05 2.1 2.15 22

Distancia de enlace (&)
Figura 4.7. Comparacion de los ajustes de las curvas de energia potencial
correspondientes a los enlaces Cu?*-L para el sitio 1 de coordinacion
al cobre en la PrP (sitio octarepeat).

Los parametros para angulos de enlace y angulos impropios parecen ser mas congruentes entre los tres sitios de
union de acuerdo con la estructura del modelo; las constantes de fuerza reflejan la diferencia en el tipo de
coordinacién en el sitio 1 (en direccion C-terminal) y en los sitios 2 y 3 (en direccién N-terminal). Esto se
observa particularmente para angulos que incluyen a los ligantes N(His) u O(carbonilo); la coordinacion de la
histidina genera un anillo de 7 miembros en el sitio 1 y de 6 miembros en los sitios 2 y 3, mientras que la
coordinacion del carbonilo crea un anillo de 5 miembros en el sitio 1 y de 7 miembros en los sitios 2 y 3, (ver
Figura 4.3, pagina 91). En estos casos, los ligantes que forman anillos mas grandes generan constantes de fuerza
mas débiles. Esto explica porque en el sitio 1 los angulos de enlace con constantes de fuerza mas débiles fueron
aquellos que incluyeron al N imidazoélico de la histidina, mientras que en los sitios 2 y 3 las constantes de fuerza
mas débiles para angulos de enlace incluyen al O carbonilico. El dngulo de enlace que mostro6 las constantes de
fuerza mas grandes involucra a los dos N amidicos para los tres sitios de union. Las constantes de fuerza para
angulos impropios fueron en general mas pequefias en magnitud, indicando flexibilidad en el centro metalico
para deformarse sacando al ion metalico del plano ecuatorial sin un gran costo energético. De hecho, muchas de
estas constantes tuvieron valores cercanos a cero en el sitio 1, mientras que la presencia de las cadenas laterales

en los residuos de los sitios 2 y 3 estabilizaron la geometria.
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Como se menciond anteriormente, el calculo de los parametros de angulos diedros no fue necesario para los
modelos considerados debido a que los atomos que coordinan al cobre en cada uno de los tres sitios se
encuentran muy cercanos entre si, por lo que las rotaciones de los enlaces que involucran atomos ligantes o sus
vecinos se encuentran impedidos. Sin embargo, en los modelos si se consideraron los términos CMAP utilizados
en el campo de fuerza de CHARMM,? los cuales no fueron modificados de su forma original, sino que se adaptd

la nomenclatura para que fueran correctamente aplicados a las estructuras modificadas.

4.4.2. Parametros para interacciones no covalentes

Los pardmetros para interacciones no covalentes incluyen a las cargas atomicas y a los pardmetros de Lennard-
Jones (LJ). Dado que en nuestros modelos el cobre no se encuentra considerado en el campo de fuerza
CHARMM, este es el Gnico atomo que requiere parametros LJ nuevos. Estos se tomaron de la literatura, con
valores de &€ = 0.0427 kcal/mol y rp = 1.033 A."° Las cargas atdmicas se calcularon, escalaron y adaptaron al
campo de fuerzas CHARMM de acuerdo a la metodologia propuesta en la seccion 4.3.2 (pagina 90). Los
resultados para el sitio 1 se muestran en la Tabla 4.2, junto con los valores para los atomos de los aminoacidos
libres de cobre disponibles para el campo de fuerza CHARMM.?* Para los sitios 2 y 3 se utilizaron las cargas
analogas obtenidas para el sitio 1 considerando que son los mismos tipos de atomos los que estan involucrados
en los tres sitios. Cabe mencionar que, como primera aproximacion, el esquema de calculo de las cargas
atomicas solo se consideraron a los atomos directamente coordinados al ion metalico, por lo que los atomos a
dos o mas enlaces del Cu?* conservan las cargas originales CHARMM. Esta aproximacion también fue aplicada
para los parametros de enlace covalente, ya que no se modifico ningun parametro que no incluyera en su

definicidn al atomo de cobre.

Tabla 4.2. Cargas atomicas en el centro metdlico del sitio I de coordinacion al cobre (Cu**-HGG)

Atormo HGG HGG Cu*-HGG Cu*-HGG Cu*-HGG
(CHARMM) (MK)*“ (MK) @ (escalado) *  (neutralizado) ®

Cu** 0.36 0.26 0.24
I\ -0.70 -0.46 0.07 -0.32 -0.34
N2 -0.47 -0.22 -0.45 -0.63 -0.66
Nows -0.47 -0.40 -0.20 -0.33 -0.35
oy -0.51 -0.68 -0.51 -0.39 -0.41
HoY 0.31 0.24

HoY 0.31 0.33

am

¢ MK: cargas calculadas mediante el método de Merz-Singh-Kollman.
b Cargas escaladas y neutralizadas para hacerlas compatibles con las cargas CHARMM.

En magnitud, las cargas resultantes son mas cercanas y comparables a las cargas CHARMM. Sin embargo, el
procedimiento de escalamiento hace que la diferencia entre las cargas atdmicas de los modelos con y sin cobre,

(efecto del metal calculado con el método MK), sea también de magnitud comparable (escalada). Se observo que
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los cuatro atomos ligantes resultaron con cargas negativas, siendo la primera amida (a partir del ligante
imidazolico) el atomo con la carga mas negativa. Comparando las cargas neutralizadas con las obtenidas
directamente del calculo MK se observan dos diferencias importantes en el N imidazdlico y en el O carbonilico.
En el modelo MK el O es el mas negativo de todos los ligantes, mientras el N queda con una carga ligeramente
positiva. Estas diferencias son resultado de que, en el campo de fuerzas CHARMM, el N es mas negativo que el
O, situacion que es opuesta en el calculo MK para el modelo sin cobre. De esta forma, como el escalamiento
considera la carga CHARMM mas el efecto del cobre y de la neutralizacién, esto resulta en el orden invertido de

cargas para estos a&tomos, mas cercanas a un punto intermedio.

4.4.3. Evaluacion de los parametros obtenidos

Con la finalidad de evaluar el procedimiento de parametrizacion propuesto en el presente trabajo, se
determinaron los conjuntos completos de parametros de enlace de los residuos de aminoacido glicina y alanina,
aplicando la misma metodologia descrita para los complejos Cu-PrP. Estos resultados se comparan con los
parametros disponibles en los campos de fuerzas CHARMM?®2%5 y Amber,?% para estos mismos residuos. Los
resultados se muestran en la Tabla 4.3, donde se puede comprobar que, en términos generales, el procedimiento
propuesto proporciona parametros comparables a los disponibles en los campos de fuerzas mas comiinmente
utilizados para sistemas biologicos. Sin embargo, algunas de las constantes de fuerza calculadas fueron muy
sobrevaloradas, como se puede observar para el caso del enlace carbonilo. En la Tabla 4.4 se presentan los
coeficientes de correlacion para los conjuntos de parametros derivados de la glicina y de la alanina considerando
las diferentes metodologias. Estos resultados permiten cuantificar las diferencias entre los parametros derivados

de las diferentes metodologias.

Tabla 4.3. Parametros de enlace seleccionados para la glicina y la alanina calculados en el presente trabajo y
de los campos de fuerza CHARMM y Amber

LSDA PBE CHARMM Amber
Enlaces k% rp? k- rpb k- b ke b
(N-H)Gly 501.3 1.031 5004 1.028 440.0 0997 434.0 1.010
(N—Ca)Gly 359.0 1444 325.0 1.464 320.0 1430 337.0 1.449
(C—Cm)Gly 278.0 1.521 257.6 1.538 250.0 1490 317.0 1.522
(CZO)Gly 8284 1.236 7852 1247 620.0 1.230 570.0 1.229
(C-N)Gly 497.6 1.357 4655 1.369 370.0 1.345 490.0 1.335
(N-H)Ala 447.1 1.040 4959 1.030 440.0 0.997 434.0 1.010
(N-C,, )Ala 365.8 1441 356.2 1.460 320.0 1430 337.0 1.449
(C-Ca)Ala 289.4 1.522 267.7 1.539 250.0 1490 317.0 1.522
(CZO)AI&1 800.6 1.242 766.5 1.253 620.0 1.230 570.0 1.229

(C-N)Ala 522.6 1.354 480.5 1.368 370.0 1.345 490.0 1.335
@ Unidades de kcal/mol/A2; ® Unidades de A
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Tabla 4.4. Coeficientes de correlacion entre los parametros de constantes de fuerza de enlaces (k,) y distancias
de equilibrio (ry) obtenidos por diferentes metodologias

Coeficientes de Glicina Alanina

correlacion kr 7o k, 7o
LSDA vs CHARMM 0.983 0.998 0.944 0.998
LSDA vs Amber 0.949 0.999 0.962 0.999
PBE vs CHARMM 0.991 0.999 0.987 0.999
PAB vs Amber 0.942 0.999 0.951 0.999
LSDA vs PBE 0.996 1.000 0.982 1.000
CHARMM vs Amber  0.896 0.998 0.896 0.998

Los coeficientes de correlacion para cada conjunto de parametros muestran que las distancias de equilibrio
determinadas se encuentran en excelente acuerdo con los campos de fuerzas CHARMM y Amber. Las constantes
de fuerza en general tienen también buen acuerdo, pero este parece mejorar cuando se compara la metodologia

usando el funcional PBE con respecto al campo de fuerza CHARMM.

Ademas de estas comparaciones, se llevd a cabo una simulacion corta de dindmica molecular del modelo del
sitio 1 de coordinacion a cobre utilizando los parametros calculados. Esto permite comprobar que la geometria
del centro metalico se describe correctamente. En la Figura 4.8 a) se muestra una grafica con la evolucion
temporal del RMSD del modelo a lo largo de la simulacion, la cual en general se observa constante. En la Figura
4.8 b) se pueden apreciar superpuestas las geometrias adoptadas por el modelo durante la simulacion de prueba.
Cada estructura se aline6 considerando el ion cobre y sus ligantes para poder apreciar la extension de sus
fluctuaciones estructurales. Asi mismo, se muestra superpuesta la estructura de minima energia utilizada como

referencia.
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Figura4.8. Simulacion de prueba del complejo Cu’*-HGG utilizando los pardmetros
calculados. a) RMSD respecto al tiempo. b) Estructuras a lo largo de la
simulacion superpuestas. En verde se muestra la estructura de referencia.
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Esta figura muestra que los ligantes y el centro metdlico mantienen su geometria a lo largo del tiempo,
permitiendo ademas cierto grado de flexibilidad en el complejo. Los extremos N-terminal y C-terminal muestran
alto grado de flexibilidad con respecto al plano del centro metalico. De esta manera se demuestra que el conjunto
de parametros elegido es suficiente para describir la geometria del centro metalico obtenida mediante calculos de
estructura electronica. Ademas, se comprueba que los términos de angulos diedros y de Urey-Bradley son

prescindibles en un complejo cuyos atomos coordinados se encuentran muy cercanos en la cadena peptidica.

4.5. Analisis conformacional del péptido HGGGW de la proteina prion

En esta seccion se considera una exploracion extensa de puntos estacionarios de la superficie de energia
potencial (PES) del péptido His-Gly-Gly-Gly-Trp, reconocido como el primer sitio de coordinacion del Cu? en
la proteina prion (PrP). Se eligio este sitio para realizar un analisis detallado debido a que es el que se encuentra
mejor caracterizado estructuralmente en su coordinacion al Cu?" (ver por ejemplo la estructura cristalina del
complejo de este pentapéptido con el Cu®* y su caracterizacion espectroscopica).'® En las siguientes secciones se
exponen las principales caracteristicas de la PES de este pentapéptido con la finalidad de entender su estructura

intrinsecamente desordenada y su capacidad para coordinar Cu?".

4.5.1. Comparacion entre las metodologias aplicadas en la busqueda
conformacional

Las cuatro corridas de busqueda conformacional, realizadas de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion
4.3.4, arrojaron diferentes tendencias respecto a algunas mediciones estructurales (ver mas adelante). Este
resultado es esperado dada la naturaleza empirica de los métodos aplicados; sin embargo, se observaron algunas
similitudes en los resultados que se pueden atribuir a las naturaleza quimica del sistema, mientras que algunas
diferencias son consecuencia de factores metodologicos. En la Figura 4.9 se muestra la distribucion de
frecuencias de energia potencial para cada conjunto, en donde se puede comparar el rango de energia en el que

se encontraron las estructuras y el nimero de conformaciones con energia similar.
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En las graficas de la Figura 4.9 se puede observar que los rangos de energia para los dos campos de fuerzas son
similares, ya sea que se considere o no la solvatacion implicita. Para los conjuntos obtenidos en el vacio (graficas
a y b) el rango de energia se observa alrededor de 30 kcal/mol, mientras que en las graficas c) y d) muestran que
la consideracion del modelo de solvatacion GB produjo un rango de energia que sobrepasa las 100 kcal/mol. La
forma de las distribuciones en los conjuntos calculados en el vacio (a y b) también es similar para los dos
campos de fuerza, sin embargo, para el campo de fuerza GAFF la curva parece estar un poco mas sesgada,
mientras que para Dreiding la forma es mas simétrica. En el caso de los conjuntos considerando el modelo de
solvente continuo, ambas curvas parecen sesgadas a energias mas altas, lo que implica que existe un menor
numero de conformaciones de baja energia, es decir, que las estructuras mas estables son mas selectas. En la
Tabla 4.5 se muestran los promedios de algunas mediciones estructurales para los cuatro conjuntos de
conféormeros, donde ademas se incluyen los rangos de energias y de valores de parametros estructurales precisos

para cada conjunto.
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Tabla 4.5. Parametros estructurales promedio para los cuatro conjuntos de conformeros del pentapéptido

HGGGW ¢
Conjunto Dreiding/Vacio  GAFF/Vacio Dreiding/GB GAFF/GB
No. de conférmeros 10,250 9,448 10,488 10,236
- 13.2 14.9 65.0 69.5
AE  (keal/mol) (0.0-34.6) (0.0-40.3) (0.0-103.7) (0.0-113.0)
A 7.6 7.6 7.9 7.8
Ca (3.8-13.6) (3.6-14.7) (3.7-14.2) (3.7-14.9)
Ay 49 49 5.0 5.0
wr (3.9-7.9) (3.9-8.0) (4.0-7.9) (4.0-7.9)
S 542.6 5527 533.9 5433
2
SASA (A% (517.1-564.5)  (526.9-573.7)  (498.0-562.7)  (513.7-570.1)
___ 1.3 1.4 2.5 2.3
niiB (0-6) (0-7) (0-8) (0-8)

“ Entre paréntesis se muestra el rango (min-méx) correspondiente a cada medicion.
El nimero de conformeros obtenido para cada conjunto muestra que, a pesar de que en todos los casos se
solicitaron 12,000 estructuras, el proceso de filtrado por energia y geometria aplicado por VConf resulta en
conjuntos con alrededor de 10,000 elementos. Esto permite suponer que la busqueda conformacional es lo
suficientemente exhaustiva como para posiblemente abarcar el espacio conformacional completo del
pentapéptido. Los promedios de los parametros estructurales mostrados en la Tabla 4.5 muestran que los dos
campos de fuerza utilizados (Dreiding y GAFF) pueden generar estructuras similares con promedios y rangos
comparables, solo en el caso del area superficial accesible a disolvente (SASA) muestra que dicha area es
ligeramente mayor para GAFF. Curiosamente, el radio de giro (7,,) muestra valores comparables para ambos
campos de fuerzas. Esta diferencia sugiere que el campo de fuerzas Dreiding promueve interacciones
intramoleculares mas estrechas, es decir, que se logra un mejor "empaquetamiento”, a pesar de que los

plegamientos son en promedio similares para los dos campos de fuerza.

El uso de solvatacidon implicita GB produjo estructuras que son ligeramente mas alargadas (menos globulares)
que las estructuras en el vacio, como se puede observar al comparar los promedios de la distancia entre los C's
de la Hisl y el Trp5 y del radio de giro en la Tabla 4.5. Por su parte, la superficie expuesta al disolvente se redujo
al incluir el solvente implicito para ambos campos de fuerzas, mostrando que esta metodologia en promedio
favorece la formacion de interacciones intramoleculares en el pentapéptido. Esta observacion también se ve
reflejada en el numero de puentes de hidrogeno promedio, el cual es mayor en estructuras considerando el

modelo GB para ambos campos de fuerza en comparacion con las estructuras en el vacio.

Otra diferencia estructural se observa al comparar las graficas de Ramachandran®’ para el pentapéptido, por

ejemplo, en la Figura 4.10 se muestran estas graficas para la Gly3 en los cuatro conjuntos de conféormeros.
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Figura 4.10. Grdficas de Ramachandran para la Gly3 del péptido HGGGW considerando

los cuatro conjuntos de conformeros: a) Dreiding/Vacio b) GAFF/Vacio c)
Dreiding/GB y d) GAFF/GB.

Las graficas de Ramachandran muestran que existe una diferencia estructural importante entre los conféormeros
derivados de cada campo de fuerza, la cual se observa en los angulos diedros @y ¥ de la cadena peptidica. Las
graficas de los pares de dichos angulos obtenidas con el campo de fuerzas Dreiding (Figura 4.10 a y ¢) muestran
una distribucion regular en la que los puntos se concentran alrededor de los valores = 60, 120 y 180°, mientras
que, para el campo de fuerzas GAFF (Figura 4.10 b y d), las distribuciones parecen tener un patrén similar al
observado tipicamente para glicinas en proteinas,?*®2% que en este caso parece mas adecuado. La incorporacion
del modelo GB de solvatacion implicita produce una mayor dispersion de conformaciones en la grafica de
Ramachandran (Figura 4.10 ¢ y d), generando un mayor numero de conférmeros de alta energia, lo que explica

la distribucion sesgada en las distribuciones de la Figura 4.9 ¢) y d).

Considerando las pequenas diferencias en los parametros estructurales "globales" observadas entre los cuatro
conjuntos de conformaciones, es claro que la diferencia en la magnitud del rango de energia relativa entre los
conjuntos de conformeros con y sin solvente implicito es arbitraria y es resultado de la incorporacion del modelo

de solvatacion implicita para evaluar dicha energia potencial. En las proximas secciones se centrara el analisis en
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el conjunto GAFF/GB y se haran comparaciones con los otros conjuntos cuando sea pertinente.

4.5.2. Caracteristicas estructurales de las conformaciones con mayor
estabilidad en el péptido HGGGW

Con la finalidad de analizar las caracteristicas estructurales de las conformaciones mas estables del pentapéptido,
cada uno de los cuatro conjuntos de conformeros se dividid en subintervalos de 5 kcal/mol para conjuntos
calculados en el vacio y de 20 kcal/mol para los conjuntos calculados con solvente implicito. En cada
subintervalo de energia se calcularon los promedios de los pardmetros estructurales de las conformaciones para
su comparacion. En la Tabla 4.6 se muestran los parametros promedio para el conjunto de conférmeros
GAFF/GB, el cual es representativo de los otros tres conjuntos. En general, las tendencias de los promedios de

estos parametros respecto a los intervalos de energia son similares para los cuatro conjuntos de estructuras.

Tabla 4.6. Promedio de parametros geométricos por intervalo de energias para el conjunto GAFF/GB de
conformeros del péptido HGGGW

Intervalo A B C D E
(kcal/mol) (0-20)  (20-40)  (40-60)  (60-80) (80-100)
No. conf. 124 470 1810 4902 2907
d-’ (A 6.0 6.1 6.4 7.8 9.0
r, (A 4.5 4.5 4.6 5.0 54
SASA (A?) 536.5 5355 5379 5431  548.6
nHB 33 3.6 33 2.4 1.3
nen, 1.1 0.9 1.0 1.4 2.0

4 Numero de enlaces peptidicos en conformacion sin.
En general se observd que para el conjunto GAFF/GB las estructuras de menor energia tienden a ser mas
compactas y globulares, como se puede interpretar por los resultados mostrados en la Tabla 4.6. También se
observa que estas estructuras forman en promedio mas puentes de hidrogeno intramoleculares y muestran menos
frecuentemente sus enlaces peptidicos en conformacion sin, lo cual es tipicamente esperado para proteinas. De
esta manera podemos afirmar que existen caracteristicas estructurales determinantes de la estabilidad en el
péptido HGGGW a pesar de su naturaleza intrinsecamente desordenada. La Figura 4.11 permite observar la
forma como se distribuyen los valores de los pardmetros estructurales medidos con respecto a la energia. Se
observa que las caracteristicas estructurales observadas para los conformeros mas estables no son exclusivas, de
tal forma que estas mismas caracteristicas son observadas en conféormeros menos estables. Por ejemplo, se puede
observar en la Figura 4.11 e) que dentro del rango de energia de 0 a 30 kcal/mol el radio de giro de
practicamente todos los conféormeros se encuentra entre 4 y 5 A2, sin embargo, los conférmeros de alta energia
muestran radios de giro en un rango amplio desde 4 hasta 8 A2 De esta forma, los valores de radio de giro
pequefios son comunes en estructuras tanto estables como inestables, en cambio los valores de radio de giro altos

se observan unicamente en las estructuras inestables. Esto sugiere que ninguno de los parametros medidos puede
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por si solo explicar la estabilidad de los complejos, s6lo a través de la combinacion de esos y otros parametros se

podria entender dicha estabilidad.
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Figura 4.11. Distribucion de las propiedades estructurales del conjunto GAFF/GB de conformeros
del péptido HGGGW. a) Grdfica de los angulos diedros entre los C.'s (1-4 vs 1-5). b) y
¢) Histogramas de frecuencias normalizados para los angulos diedros. d) Distancias
entre los C,'s de la Hisl y el Trp5, e) radios de giro y f) areas superficiales accesible
al disolvente con respecto a la energia.

La gréafica de angulos diedros entre C.'s mostrada en la Figura 4.11 a) muestra que las conformaciones mas
estables del péptido HGGGW tienden a agruparse en regiones especificas de esta representacion, la cual es
analoga a la grafica de Ramachandran.?’” Los cimulos de puntos, mostrados en esta grafica en azul, representan
plegamientos particulares del pentapéptido para los conformeros mas estables (intervalo A, en el rango de 0 a 20
kcal/mol). Las graficas en los costados (b y ¢) ayudan a comparar la densidad de puntos para cada angulo, los
picos que se observan indican la acumulacion de los conférmeros en un valor de angulo definido. En cambio, los
otros conjuntos de conférmeros tienden a mostrarse mas dispersos en esta grafica a medida que se incrementa la
energia, como se observa en las graficas de densidad para los puntos provenientes de los intervalos B - E, los

cuales muestran histogramas mas anchos y planos, carentes de picos (Figuras Figura4.11 by ¢).

Estos resultados indican que se pueden esperar de cinco a seis plegamientos predominantes a baja energia,
mientras que al incrementarse la energia ningun plegamiento predominaria debido a la alta flexibilidad del
péptido HGGGW. Estas conformaciones predominantes también se pueden observar en las graficas de las

Figuras 4.11 d), e) y f) como secuencias de puntos alineados horizontalmente en el rango de 0 a 20 kcal/mol. Es
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interesante observar que los conférmeros del conjunto Dreiding/GB también mostraron un numero similar de
conformaciones predominantes a baja energia, aunque la posicion de los picos se desplazo ligeramente. En el
caso de los conjuntos de conférmeros obtenidos en el vacio (Greiding/Vacio y GAFF/Vacio) se encontraron dos
o tres plegamientos predominantes a baja energia, por lo que se puede afirmar que el método de solvatacion
implicita hace una diferencia importante en la determinacion de las estructuras de menor energia. Ambos campos

de fuerza permiten encontrar distribuciones de plagamientos predominantes comparables entre si.

4.6. Efecto de la coordinacion del cobre en la estructura del dominio
octarepeat de la proteina prion

El anélisis presentado en la seccion 4.5 permite entender algunas caracteristicas estructurales del sitio octarepeat
de coordinacion al cobre (sitio 1), sin embargo, para entender el efecto de la coordinacion del metal es necesario
comparar la estructura del péptido libre con su estructura en forma de complejo. Esto se analiza en la presente
seccion, en donde ademads se extrapola la comparacion entre la estructura del dominio octarepeat completo en su
forma libre y en su estado de alta ocupacion de cobre. En las Figuras 4.6 a) y 4.8 b) (paginas 91 y 100,
respectivamente) se mostro la estructura del complejo Cu?*-HGG, la cual es la secuencia minima necesaria para
coordinar al cobre en el sitio 1 de unién. Esta estructura se utilizdo como referencia para generar los parametros
de campos de fuerza (seccion 4.4) que se utilizaron para construir modelos de los complejos mas grandes que
aqui se analizan. L a Figura 4.12 muestra un ejemplo de los modelos generados. Asi mismo, las estructuras
mostradas en las Figuras 4.6 b) y ¢), que corresponden a los complejos Cu?'-GGTH y Cu?>’-NMKH (sitios 2 y 3),

se aplicaron en la generacion de modelos para el estudio de la proteina prion completa saturada de cobre.

4.6.1. Estructura del dominio octarepeat de la proteina prion en estado libre y
saturado de cobre

El dominio octarepeat completo de la proteina prion (PrPeo1) se encuentra en la regiéon no estructurada de esta
proteina (PrP2s.129). A pesar de que se ha propuesto una estructura y plegamiento particular para el péptido 60-
91,0 esta estructura carece de los motivos de estructura secundaria caracteristico de las proteina con estructura
nativa, lo cual sugiere una caracteristica relevante en las propiedades de agregacion de la PrP. La coordinacion
de iones metalicos a este dominio implicaria un modificacion en su estructura y propiedades, por lo que el
proceso de agregacion se veria modificado de manera importante. La coordinacion del Cu?" al dominio
octarepeat puede generar multiples estructuras o componentes dependiendo de la proporcion Cu:Prp, en donde
dos 0 mas sitios de coordinacién puede interactuar con un Unico i6n metalico.”” El escenario cuando se
consideran pocos equivalentes de Cu?" es muy complejo, ya que son posibles demasiadas configuraciones y
modos de union. Por este motivo se decidid comparar la dinamica molecular del estado de alta ocupacion de
cobre en la proteina PrPeo.o1 [(Cu?*)s-PrPeooi] con la estructura libre de cobre. Las estructuras iniciales

consideradas se muestran en la Figura 4.12.
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Figura 4.12. Estructuras iniciales del dominio octarepeat libre (a) y en estado de alta
ocupacion del Cu’* (b). Las histidinas resaltadas (61, 69, 77 y 85)
indican los sitios donde se coordinan los dtomos de cobre.

Ademads de estas estructuras se probaron distintas configuraciones iniciales del péptido durante las dindmicas
moleculares, las cuales permitieron evaluar el efecto de la coordinacion del metal. La Figura 4.13 muestra la
formacion de estructuras secundarias durante el tiempo de simulacion de la proteina libre (a y d) y saturada con

cuatro atomos de cobre (b, ¢, ey f).
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Claramente, la estructura libre de cobre (¢ y d) es mucho més susceptible a formar estructuras secundarias
particularmente de tipo ¢. Sin embargo, las hélices o formadas parecen no ser tan estables o estar en proceso de

consolidacion, ya que hay momentos en los que se pierde el motivo estructural o quedando como estructuras de
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giro, el cual es el motivo estructural prodominante. En el caso de las estructuras saturadas de cobre (b, ¢, e y ),
el patron de estructura secundaria respecto al tiempo es muy diferente, en estas estructuras se observan solo
motivos de giro con algunas fluctuaciones, pero que permiten identificar las tres bandas predominantes. Estas
bandas corresponden a las secuencias que conectan a los cuatro sitios de union a cobre, por lo que un efecto
inmediato de la coordinacion del metal es inhibir la formacion de motivos de estructura secundaria a. Como se
puede apreciar en la Figura 4.14, una caracteristica de las estructuras saturadas con cobre es que los anillos
formados en el plano ecuatorial tienden a apilarse con otros planos de los otros sitios de unidn a cobre asi como

con otros anillos provenientes de los residuos prolina y triptofano.
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Figura 4.14. Interaccion entre los cuatro sitios de union al Cu’* en el fragmento octarepeat de
la proteina prion. a) Distancias entre los centros metdlicos respecto al tiempo. b)
Una de las estructuras iniciales "extendidas". c) Estructura final que resalta la
interaccion de los diferentes tipos de anillos en el péptido.

En esta figura se observa que las secuencias con estructura de giro permiten que los anillos formados en el plano
ecuatorial de cada ion metalico se acerquen unos a con otros y se apilen en diferentes patrones de interaccion
"cara a cara", formando finalmente una estructura compacta y globular. La grafica en la Figura 4.14 a) muestra
que la interaccion puede ser tal que los 4tomos de cobre de dos sitios de unién pueden llegar a acercarse a ~4 A
de distancia, que corresponde a un apilamiento cara a cara de los dos sitios de unioén intermedios (Figura 4.14 ¢).
Esta forma de interaccion es congruente con estudios previos en los que se postula la posibilidad de un
apilamiento miltiple involucrando los cuatro sitios de unién al Cu?" en este péptido.'®? La distancia minima
observada entre los centros metalicos también es una caracteristica esperada a partir de estudios
espectroscopicos.”’ La conformacion de la cadena lateral de los residuos Trp en este fragmento también forma un
patron de interaccion caracteristico respecto al los anillos del plano ecuatorial del metal. A diferencia de lo que

se puede observar en la estructura Cu**-HGGGW, ' en el dominio octarepeat completo se observa una mayor
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diversidad en los patrones de interaccion entre estas especies. De esta manera el grupo indol de los residuos de
triptofano puede interactuar en el sitio de uniéon a Cu*" inmediato o puede interactuar con otros sitios mas
distantes, y puede intercalarse entre dos anillos (ver Figura 4.14 ¢). De hecho, durante las simulaciones se
pueden observar que las fluctuaciones estructurales parecen ser producidas por reacomodos en los patrones de

interaccion de los anillos.

4.6.2. Estudio del efecto de la coordinacion del cobre a la proteina prion
completa

Ademas de los modelos de coordinacion del cobre al dominio octarepeat de la PrP, descritos en la seccion
anterior, se generaron diversos modelos de complejos de cobre con la proteina prion completa (23-230), los
cuales se compararian con las estructuras libres de cobre para analizar el efecto de tal coordinacion (Figura
4.15). Sin embargo, dada la dificultad metodoldgica al tratar con estructuras con dominios intrinsecamente
desordenados tan grandes (~100 residuos), se consider6 que tal estudio es ain demasiado preliminar para poder
obtener conclusiones confiables. Por lo que se decidid no incluir este andlisis en el presente trabajo. Cabe
mencionar que el conjunto de parametros generado puede ser utilizado en varios tipos de calculos y
experimentos computacionales que involucren la coordinacion de Cu?" a estructuras peptidicas en donde
participen amidas peptidicas desprotonadas como ligantes. Estos complejos son observados, por ejemplo, en la

123.125 o en el complejo con el motivo ATCUN de

componente I del complejo de cobre con la proteina S amiloide,
la proteina albiimina sérica humana.'®>1%* Por lo que el andlisis planteado sobre la coordinacion del cobre a la

proteina prion completa es solo una de las posibles aplicaciones inmediatas de los resultados obtenidos.

& ]

Figura 4.15. Estructura del modelo de PrP»;.239 libre y saturado
de cobre después de 50 ns de simulacion de DM.

4.7. Conclusiones

En el presente capitulo se desarrolld una metodologia que permite, de manera confiable y robusta, modelar en
simulaciones de dindmica molecular varios modos de coordinacion entre el Cu?" y el dominio no estructurado de

la proteina prion. Dado que los modos de coordinacion seleccionados son compatibles con el estado de alta
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ocupacion de cobre, en el que cada uno de los seis sitios de union estdn ocupados por un ion metalico, existe

mayor certeza en cuanto al modo de coordinacion del metal.

Los parametros de union covalente calculados probaron ser compatibles con los parametros de los campos de
fuerzas de CHARMM y Amber, y se observo que la metodologia de optimizacion de la estructura electronica
puede refinarse para generar parametros mas compatibles con uno u otros campos de fuerzas. Se demostr6 que
un conjunto reducido de parametros para enlaces, angulos de enlaces y angulos impropios es suficiente para
reproducir, en un calculo de mecanica molecular, la estructura optimizada mediante los calculos de estructura
electronica. Para esto se planted una metodologia en la que, con pocos puntos de muestreo de las curvas de
energia potencial del complejo, se obtienen parametros precisos y sensibles a las particularidades estructurales
alrededor del centro metalico. Se propuso ademas un método simple para escalar las cargas atomicas obtenidos

de un analisis de poblacion y hacerlas equiparables con las cargas del campo de fuerzas de CHARMM.

Los parametros generados se probaron en complejos Cu?>’-HGGGW del dominio octarepeat de la proteina prion,
en donde también se llevd a cabo un analisis conformacional detallado del péptido libre de cobre. En este
analisis se encontrd que una caracteristica de este péptido es la presencia varias estructuras estables (alrededor de
6) predominantes en intervalos pequefios de energia, las cuales muestran parametros estructurales muy similares,
pero difieren en el plegamiento global de la cadena peptidica, sugiriendo barreras de energia de reorganizacion
bajas. La coordinacion del cobre a este pentapéptido cambia completamente las propiedades estructurales, ya que
el centro metalico se mantiene como una estructura plana y rigida con flexibilidad solo en las cadenas laterales

de los residuos vecinos.

En acuerdo con estudios previos, la estructura del dominio octarepeat completo (60-91) presenta también
caracteristicas estructurales muy distintas cuando se encuentra libre o saturado de cobre. En el primer caso se
tiene una estructura que promueve la formacion de hélices « en solucion, mientras que, al coordinar los cuatro
atomos de cobre, se pierde cualquier rastro de estructura ¢; en su lugar se observan regiones con motivos de giro
entre los sitios de unién al metal. Estas regiones son muy flexibles y promueven la formacién de apilamientos de
los centros metalicos, formando interacciones estrechas con otros los sitios de unidon (vecinos o distantes), y con
otras estructuras rigidas, como el grupo indol de los residuos de triptofano y los anillos en los residuos de
prolina. Los apilamientos de estos grupos forman diferentes patrones y estructuras que se observan en
competencia dindmica para formar estructuras mas globulares y definidas. Los parametros generados describen
modos de coordinacion entre el Cu?" y la PrP que también se pueden encontrar en complejos entre cobre y otras
proteinas, por lo que los resultados derivados de este trabajo son facilmente transferibles y aplicables en otras

situaciones de coordinacion en proteinas distintas a la PrP.
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En este trabajo, desglosado en cuatro capitulos, se estudiaron con detalle atomistico diversas especies derivadas
de dos de las proteinas mas relevantes para diversas enfermedades neurodegenerativas, la proteina [ amiloide
(Ap) y la proteina prion (PrP), las cuales tienen una participacion clave en la enfermedad de Alzheimer. En el
primer capitulo se revisaron varios antecedentes historicos en la investigacion cientifica encaminada a entender
las bases moleculares de ésta y otras enfermedades neurodegenerativas, y se plantearon algunas motivaciones
que dieron origen al presente trabajo. En particular se enfatiza la dificultad para estudiar este tipo de proteinas
mediante métodos experimentales, por lo que el uso de los métodos tedricos aplicados en el presente trabajo, que
son mas econdmicos y amigables con el medio ambiente, se justifica también por motivos metodologicos. Esto
sin mencionar el impacto que la enfermedad de Alzheimer (y otras enfermedades que producen demencia en el
ser humano), tiene a nivel macroecondmico hoy en dia. La necesidad de una mejor comprensién a nivel
molecular de las proteinas y de los procesos moleculares involucrados en estos padecimientos hace
particularmente valiosos a los estudios que aportan una vision molecular de estos procesos, como es el caso del

presente trabajo.

Uno de los ejes sobre los que se planted esta tesis, es el estudio de la interaccion de cobre (y otros metales de
transicion) con las proteinas A y PrP, que es una caracteristica importante para la enfermedad de Alzheimer.
Ademas se plante6 una metodologia que permitiera el anélisis de propiedades que afectan la agregacion de estas
proteinas, lo cual tiene también implicaciones en la formacion de estructura fibrilares amiloides, también
caracteristica en estas enfermedades. El capitulo 2 tuvo como objetivo el estudio de estas dos propiedades. En
éste se generaron modelos atomisticos de fibras amiloides que permitieron analizar detalles estructurales que
dificilmente se podrian observar mediante metodologias experimentales. Una de las observaciones mas
relevantes fue el efecto en la estructura del dominio terminal de estas especies de los iones presentes en el medio
acuoso. Se encontrd que tanto la naturaleza como la concentracion de los iones pueden inducir cambios en el
plegamiento de dicho dominio, lo cual plantea consecuencias en la formacion de estructuras secundarias, en la
agregacion y en la coordinacion de metales de transicion en esta region de las fibras amiloides. La construccion
de modelos enriquecidos de estructuras de hojas f en el dominio N-terminal reveld que la secuencia de
aminoacidos de la proteina A S y su conformacion particular en las fibras es capaz de generar una interaccion
regioselectiva de los cationes en el medio, lo cual podria explicar la altas concentraciones de metales de
transicion encontradas en las fibras amiloides formadas en el cerebro de las personas que padecen la enfermedad

Alzheimer.

La coordinacion del cobre al extremo N-terminal de la proteina A S fue el sujeto de estudio en el capitulo 3, en el
que se busco utilizar modelos estructurales de esta proteina que fueran compatibles con la estructura adoptada en

las fibras amiloides. La construccion de estos complejos permitid una comparacion directa con las diversas
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propuestas experimentales de elucidacion estructural, asi como con las mediciones espectroscopicas en las que
se basan. El examen detallado de estas comparaciones permitio aclarar algunas controversias, planteadas en la
literatura, relacionadas a la identidad de los ligantes en la proteina A 8 que participan en la coordinacion al Cu?".
Ademas, se explicO de manera cuantitativa la participacion de diferentes ligantes en la estabilidad de los
complejos, lo que permitid proponer la contribucion de diferentes especies del complejo a diferentes
observaciones experimentales que antes solo se atribuian a una sola especie predominante. Esta propuesta resulto
congruente con varios parametros espectroscopicos y con la naturaleza intrinsecamente desordenada de esta
proteina. Otra de las propuestas derivadas de los modelos estructurales del complejo Cu?*-Afi7, es que varias
especies que intercambian el ligante basado en oxigeno podrian estar en un equilibrio dindmico rapido en
comparacion con el posible intercambio de ligantes basados en nitrogeno propuesto en la literatura, por ejemplo,
el intercambio entre la His13 y la His14. La energética de los modelos indica que este intercambio estaria
impedido en las fibras amiloides. La consideracion de varias especies presentes en solucion del complejo entre el
cobre y la proteina 8 amiloide tiene implicaciones en las propiedades redox de los complejos, asi como en sus

propiedades de agregacion, y, por lo tanto, puede ser relevante en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

Al igual que la coordinacion de metales de transicion a la proteina £ amiloide es relevante en la enfermedad de
Alzheimer, la coordinacion del cobre a la proteina prion también es relevante en varias enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, como se planted a lo largo de esta tesis, algunas dificultades metodologicas
limitan su estudio. Esta fue la principal motivacion del trabajo descrito en el capitulo 4, en donde se planteo la
generacion de parametros estructurales que permiten el estudio de estos sistemas en simulaciones de dindmica
molecular clasica. En este capitulo se describié un paso previo y necesario al estudio de las consecuencias de la
coordinacion del Cu?" a la PrP. El conjunto minimo de parametros obtenido se valido y probd en una serie de
simulaciones (en el dominio octarepeat de la proteina PrP coordinado a cuatro atomos de cobre), que permitio
evaluar la sensibilidad estructural de los modelos a la coordinacion planteada. De esta manera, se establecieron
bases (metodologicas) para el estudio en la coordinacion del cobre a modelos de la proteina prion completa, o a

especies agregadas que coordinen a este metal utilizando simulaciones de dinamica molecular.

La diferentes aproximaciones empleadas para cada sistema estudiado en esta tesis llevan al limite las
capacidades computacionales y metodologicas disponibles en la actualidad. No obstante, esta estrategia probo
ser redituable, ya que permitié la descripcion a nivel atomistico y en algunos casos a nivel electronico de los
complejos sistemas y procesos planteados. Algunas de las simulaciones descritas en este trabajo, se encuentran
probablemente entre las mas grandes y complejas realizadas a la fecha en estos sistemas. Los modelos,
parametros y conclusiones derivadas de este trabajo pueden y seran utilizadas como una base robusta en trabajos

futuros dirigidos a entender y combatir el origen de las enfermedades neurodegenerativas.
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Anexo 1. Creacion de estructuras para calculos de dinamica molecular e
implementacién de protocolos de simulacién

En este anexo se incluyen detalles complementarios a la metodologia descrita en cada capitulo. Es importante
mencionar que no se pretende dar una secuencia exhaustiva de los pasos a seguir para crear los modelos
utilizados ni para ejecutar los calculos realizados, principalmente por motivos de espacio. El objetivo de este

anexo es orientar al lector que desee utilizar metodologias y estrategias similares a las desarrolladas en esta tesis.

A1.1. Creacion de estructuras con PSFGEN y VMD
La utilidad PSFGEN forma parte del paquete de programas de NAMD y de VMD, la cual utiliza las definiciones

de topologia del campo de fuerzas de CHARMM para crear estructuras de proteinas con las definiciones
necesarias para correr una dindmica molecular con NAMD. Por lo regular se requiere un archivo en formato
PDB por cada molécula de proteina, del cual PSFGEN toma la secuencia de aminoacidos y las coordenadas
cartesianas de los &tomos para generar cada segmento del sistema. En el Recuadro 1 se muestra un ejemplo de la
secuencia de comandos para PSFGEN (en lenguaje tcl) que se utilizd para generar la estructura de los modelos

IL, Il y IV de fibra amiloide analizados en el Capitulo 2.

. ., 14 segment $segn {
Recuadro 1. Secuencia de comandos para la obtencion | | pdb £ibril strand.S$segn.pdb
de estructuras proteicas usando PSFGEN | 16 first NTER
1 # reading topology file and applying aliases 1; last CTER
2 topology top all27 prot lipid.rtf 19 } dodb fibril st 4.8 ab S
3 pdbalias residue HIS HSD 20 coordp 1toril_strana.-»segn.p segn
4 pdbalias atom ILE CD1 CD }
5 21 }
6 # building segments for each monomer 22 . .
23 # guess missing atom coordinates
7 foreach ¢ {A B} { 24 4
8 for {set sn 1} {$sn <= 24} {incr sn} { — guesscoor
9 if {$sn < 10} { .
26 # writing structure files
10 set segn ${c}0$sn ! .
11 } else { 27 writepsf fibril.psf
12 set segn $cSsn 28 writepdb fibril.pdb
29
13 } .
30 exit

Esta secuencia de comandos requiere el archivo de topologia de CHARMM top all27 prot lipid.rtf
y los archivos PDB individuales para cada una de las hebras de la fibra (moléculas de la proteina A fs)
fibril strand.AO0l.pdb, fibril strand.A02.pdb, ..., fibril strand.B24.pdb. En este
caso cada hebra se aline6 a partir de las estructura final del modelo I, como se describid en la seccion 2.3.3 (ver
también Recuadro 2). Al final se escribe el archivo de estructura y de coordenadas PDB para la fibra ensamblada
(fibril.psf y fibril.pdb, respectivamente). Para mayor informacién sobre los comandos especificos de

PSFGEN se puede consultar las guias de usuario de NAMD y VMD.
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Para alinear las hebras de los modelos de fibras y almacenar las coordenadas cartesianas en los archivos PDB
requeridos por la secuencia de comandos del Recuadro 1, se puede utilizar un procedimiento como el mostrado
en el Recuadro 2, en donde de describe como, a partir de una fibra de 24 hebras por capa, se generd otro modelo
mas grande reproduciendo la estructura repetidas veces sobre el eje de la fibra. Esta secuencia se aplicd para
obtener los archivos PDB de las hebras que formaron el modelo V de fibra amiloide. El ensamblaje del modelo
V (aplicando una secuencia de comandos similar al ejemplo mostrado en el Recuadro 1), requirié ademas de una
alineacion de las componentes principales del tensor de inercia de la fibra, siguiendo el procedimiento descrito

en http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/script_library/scripts/orient/.

. 7. 28 set selTot [atomselect [lindex S$mids $i] all]
Recuadro 2. Secuencia de comandos utilizada para 29 $selTot move [measure fit SselMol $selRef]
generar el modelo V de fibra amiloide a 30  S$selRef delete
partir del modelo Il en VMD g; gizﬂqgi ggii
1 # VMD script to align several fibril molecules 33 }
into a bigger one 34
2 35 #generate labels and write pdb segments
3 # number of fibril molecules to align 36 set 1 labA ""
4 set nMolec 5 37 set 1 labB ""
5 # fibril molecule psf file 38 # segment ids to be saved
6 set psfFile baoli.psf 39 for {set 1 3} {$i <= 22} {incr i} {
7 # structure coordinates with format consistent 40 if {$i < 10} {
with the file extension 41 lappend 1 labA A0Si
8 set coord fibIII-sim.restart.coor 42 lappend 1 labB BO0Si
9 # selection text for the base atoms for the 43 } else {
alignment 44 lappend 1 labA ASi
10 set refSelTxt "segid A21 to A24 B21 to B24 and 45 lappend 1 labB BSi
resid 10 to 42 and noh" 46 } -
11 # selection text for the atoms to be moved to 47 }
align with the base atoms 48 set segi 1
12 set molSelTxt "segid A0l to A04 BOl to BO4 and 49 foreach id [molinfo list] {
resid 10 to 42 and noh" 50 for {set i 0} {$i < [llength $1 labAl]} {incr
13 # output prefix for each pdb segment i} {
14 set outPref "fibV_strand." 51 set monA [atomselect $id "segid [lindex
15 $1 labA $i]"]
16 # load the fibril molecules to align 52 set monB [atomselect $id "segid [lindex
17 set mids "" $1 labB $i]"]
18 for {set i 1} {$i <= $nMolec} {incr i} { 53 if {$segi < 10} {
19 set id [mol new S$psfFile] 54 set lseg 0$segi
20 mol addfile $coord molid $id 55 } else {
21 lappend mids $id 56 set lseg $segi
22 } 57 }
23 58 $monA writepdb ${outPref}AS$lseg.pdb
24 # align the molecules 59 SmonB writepdb ${outPref}B$lseg.pdb
25 for {set 1 1} {$i < S$nMolec} {incr i} { 60 SmonA delete
26 set selRef [atomselect [lindex $mids [expr 61 SmonB delete
$i-1]] S$refSelTxt] 62 incr segi
27 set selMol [atomselect [lindex $mids $i] 63 }
SmolSelTxt] 64 }

La construccion del modelo de la proteina prion completa (23-230) (Figura 4.15, pagina 110), también se llevo a
cabo utilizando PSFGEN, sin embargo, en este caso se partid de varios fragmentos independientes que se
unieron para formar una cadena peptidica unica (seccion 4.3.1, pagina 88). Ademas fueron necesarias varias
mutaciones de residuos especificos sefialadas en la Figura 4.1 (pagina 89), y la formacion de un puente disulfuro
mediante un parche. Para esto se aplico la secuencia de comandos para PSFGEN que se muestra en el Recuadro
3.
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Recuadro 3. Secuencia de comandos para construir el
modelo de la proteina prion completa (23-
230) utilizando PSFGEN

1 topology top_all27 prot lipid.rtf
2 pdbalias residue HIS HSE

3 pdbalias atom ILE CD1 CD

4

5 segment FA {

6 pdb prph.23-40.pdb

7 first ACE

8 last NONE

9 }

10 coordpdb prph.23-40.pdb FA
11

12 segment FB {

13 pdb prph.41-60.pdb

14 first NONE

15 last NONE

16 }

17 coordpdb prph.41-60.pdb FB
18

19 segment FC {
20 pdb prph.61-89.pdb
21 first NONE
22 last NONE
23 }
24 coordpdb prph.61-89.pdb FC
25
26 segment FD {
27 pdb prph.90-230.pdb
28 mutate 97 SER
29 mutate 138 ILE

30 mutate 139 ILE

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate
mutate

143
145
155
166
168
170
203
205
215
219
220
227
228
229
230

first NONE
last CT3

}

coordpdb prph

patch DISU FD

patch LINK FA:40 FB:41

patch LINK FB
patch LINK FC

regenerate angles dihedrals

patch listall
guesscoord

writepdb prph.pdb
writepsf prph.psf

exit

SER
TYR
HSE
MET
GLU
SER
VAL
MET
ILE
GLU
ARG
GLN
ARG
GLY
SER

.90-230.pdb FD

:179 FD:214

:60 FC:61
:89 FD:90

La construccion del modelo de la proteina prion completa en el estado de alta ocupacion de cobre (saturada con

6 iones Cu?* coordinados) utilizo esta misma estructura, a la que se adicionaron las topologias de enlace creadas

en el presente trabajo, de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 4.3.2 (pagina 90). Ver también seccidon

4.4. En el Recuadro 4 se muestra la forma en la que se incorporan las topologias (mediante el comando patch),

mientras que las definiciones en formato del campo de fuerza de CHARMM (declaradas en el archivo prp-

Cu005. top) se muestra mas adelante.

Recuadro 4. Secuencia de comandos para construir el
modelo de la proteina prion completa
coordinada a seis iones Cu*" utilizando
PSFGEN

1 topology top_all27 prot lipid.rtf
2 topology prp-Cul05.top

3 pdbalias residue HIS HSE
4 pdbalias atom ILE CD1 CD
5

6 segment PR {

7 pdb prph.pdb

8 first ACE

9 last CT3

10 }

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

patch
patch
patch
patch
patch
patch
patch

DISU
S1PR
S1PR
S1PR
S1PR
S2PR
S3PR

PR:
PR:
PR:
PR:
PR:
PR:
PR:

179 PR:214

61 PR:62 PR:63

69 PR:70 PR:71

77 PR:78 PR:79

85 PR:86 PR:87

93 PR:94 PR:95 PR:96

108 PR:109 PR:110 PR:111

coordpdb prph.pdb PR
guesscoord

patch listall

writepdb prph-6Cu.pdb
writepsf prph-6Cu.psf

exit
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A1.2. Adicion de solvente y de iones a la estructura proteica

Las estructuras proteicas ensambladas mediante PSFGEN fueron embebidas en un cubo lleno de moléculas de
agua a la cual ademas se le agregaron diferentes nimeros y tipos iones en cada uno de los modelos. Este paso se
llevo a cabo utilizando el programa VMD, mediante su consola de texto TkConsole utilizando los comandos
solvate yautoionize; aunque VMD cuenta con interfaces graficas que pueden ayudar a realizar estas
tareas. Para obtener informacion sobre la forma de correr estos comandos se puede escribir en la TkConsole de
VMD el nombre comando sin ningiin argumento. Como ejemplo, la secuencia de comandos mostrada en el
Recuadro 5 se aplicd para agregar las moléculas de agua de solvatacion y asi obtener el modelo II de fibra
amiloide, luego se agregaron los iones obteniendo los modelos III y IV (ver Tabla 2.1, pagina 14). El modelo III
incluye una concentracion de iones Na* y Cl- de 0.1 M, mientras que el modelo IV ademas de éstos incluye 48
iones Zn?". Esta secuencia requiere de los archivos fibII.psf y fibII.pdb que se supone incluyen al

modelo de fibra amiloide ensamblado en el vacio.

Recuadro 5. Secuencia de comandos para agregar agua e iones a los modelos I, 11l y IV de fibras amiloides

1 # add waters to fibril model II

solvate fibII.psf fibII.pdb -x 16 +x 16 -y 18 +y 18 -z 14 +z 14 -o fibII-solv

# add 0.1 mol/l of Na+ and Cl- and neutralizing the total charge of the system (model III)
autoionize -psf fibII-solv.psf -pdb fibII-solv.pdb -sc 0.1 -o fibIII-ions

# add 1 eq (48 ions) of Zn2+ to the model II (solvated only)

autoionize -psf fibII-solv.psf -pdb fibII-solv.pdb -nions {{ZN2 48}} -o fibII-48Zn

# add 0.1 mol/l of Na+ and Cl- and neutralizing the total charge of the system (model IV)
autoionize -psf fibII-48Zn.psf -pdb fibII-48Zn.pdb -sc 0.1 -o fibIV-ions

0O~k WN

A1.3. Calentamiento y enfriamiento del sistema durante los protocolos de
equilibracién y de recocido simulado (SA)

Como se describié en las secciones 2.3.2 y 3.3.2, las simulaciones de produccion de los modelos de fibras
amiloides y las optimizaciones de la estructura de los modelos de complejos de la proteina A 517 con cobre fueron
pretratados a través de una serie minimizaciones y simulaciones de DM cortas. En el primero caso se tuvo la
finalidad de equilibrar el sistema, mientras que en el caso de los complejos se realizd6 una busqueda
conformacional utilizando un protocolo de SA. En estos casos es necesario calentar o enfriar el sistema con
ayuda de alguno de los termostatos o métodos que ofrece NAMD. Para el calentamiento del sistema durante las
equilibraciones se utilizdo el método de reasignacion de velocidades, el cual puede activarse mediante los

parametros reassign en el archivo de configuracién utilizado por NAMD (ver ejemplo en el Recuadro 6).

Recuadro 6. Parametros en el archivo de configuracion de NAMD para calentar el sistema de 10.15 a 310.15 K
por el método de reasignacion de velocidades

reassignFreq 50 ;# number of timesteps steps between velocity reassignment
reassignTemp 10.15 ;# initial temperature

reassignIncr 1 ; # temperature increment

reassignHold 310.15 ;# final temperature

128 - Cinvestav - IPN - Departamento de Quimica



Anexo 1. Creacion de estructuras para calculos de dinamica molecular e implementacion de protocolos de simulacion

Notese que al asignar 50 al pardmetro reassignFreq y 1l areassignIncr, si se considera un paso de
integracion (timeStep) de 2 fs/paso y partiendo de una temperatura de 10.15 K, este método calentaria el
sistema a una velocidad de 1 K/100 fs, por lo que se requeririan de 30 ps de simulacion para alcanzar la

temperatura final de 310.15 K, determinada por el pardmetro reassignHold.

En el caso de las busquedas conformacionales dirigidas mediante SA, el sistema fue sometido a ciclos de
calentamiento y enfriamiento durante simulaciones mas largas (Figura 3.3, pagina 46). En el Recuadro 7 se
muestra un ejemplo de la implementacion de este tipo de protocolo, el cual se incorpord al archivo de

configuracion de NAMD para ejecutarlo.

. . 32 langevinPistonTemp S$temp
Recuadro 7. Protocolo de recocido simulado 33 run SwarmFreq

implementado para NAMD 34 }

35 set constSteps [expr $SwarmSteps-

1 # Prefix for simulated annealing (SA) output - s -
2 set SAname out/complex.SA 36 reist war?treqé
3 # Number of SA warming-cooling cycles se €mp empHax
37 if {SconstSteps > 0} {

4 set SAcycles 10

) 38 langevinTemp S$temp
5 # number of warming steps 39 1 nPistonT st
6 set warmSteps 500000 40 ang:v1n iston-emp emp
7 # number of cooling steps 41 Tun constSteps
8

set coolSteps 500000
9 # initial temperature
10 set tempIni 10.15

42 set Nreas 0
43 while {Stemp > StempMin} {

11 # fi 44 incr Nreas
inal temperature
12 set tempFin 10.15 45 set temp [expr S$temp-S$tempDecr]
13 # Maximum temperature (warming stage) 46 1angeV}HT§mp Stemp
14 set tempMax 333.15 j; iiﬁgzzggiéizonTemp stemp
15 # Minimum temperature (cooling stage) 49 } q

16 set tempMin 10.15
17 # frequency for temperature increasing
18 set warmFreq 1000
19 # frequency for temperature decreasing
20 set coolFreg 1000

50 set constSteps [expr $coolSteps-
SNreas*$coolFreq]

51 set temp StempMin

52 if {SconstSteps > 0} {

21 # temperature increments 22 iangeV}nggmg $;emp st
22 set templIncr 1 55 ang§v1n i:ton emp emp
23 # temperature decrements run »cons €ps
56 }
24 set tempDecr 1 57 tout $SA sisa
25 set temp S$tempIni 53 Tu pu name: 1

26 f t iSA 1 iSA <= $SA 1 i i SA
{or {set 1 bost ?SAcycles} {incr iSA} 59 while {$temp < S$tempFin} {

60 set temp [expr S$Stemp+S$Stemplncr]
61 langevinTemp S$temp

62 langevinPistonTemp S$temp

63 run SwarmFreqg

64 }

27 set Nreas 0

28 while {$temp < S$tempMax} {

29 incr Nreas

30 set temp [expr S$temp+S$StempIncr]
31 langevinTemp S$temp

Esta implementacion puede aplicarse en conjunto con el método de Langevin para controlar la temperatura y la
presion de sistema. Ademas tiene la ventaja de que cada etapa del ciclo SA puede tener longitudes diferentes y
velocidades de calentamiento y enfriamiento independientes, las cuales se controlan ajustando la frecuencia y

magnitud del incremento o decremento de la temperatura.

A1.4. Restricciones de atomos fijos en equilibraciones

En varias etapas de los calculos de DM realizados fue necesario aplicar restricciones en las coordenadas

cartesianas de subconjuntos de &tomos en un modelo, p. €j., en los protocolos de equilibracion algunas etapas se
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llevan a cabo con los atomos de las proteinas fijos mientras se optimizan o modifican las posiciones de las
moléculas de agua y de los iones. Asi mismo, la bisqueda conformacional aplicada a los complejos Cu?*-Af se
llevo a cabo liberando de restricciones de manera progresiva y secuencial a las regiones de la proteina que se
coordinan al 16n metalico. Estas restricciones se incorporan en una simulacion de NAMD a través de el comando

fixedAtoms en el archivo de configuracion, como se ejemplifica en el Recuadro 8.

# set PDB beta-column to 1 to constraint atoms
fixedAtomsFile fixProt-colB.pdb

# specify which PDB column contains the flags
fixedAtomsCol B

de NAMD para definir atomos fijos

1 # Fixed Atoms Constraint
2 fixedAtoms on

, . ., 3
Recuadro 8. Pardmetros del archivo de configuracion 7
5
6

El archivo fixAt-colB.pdb es idéntico al archivo PDB creado por PSFGEN, con la diferencia que en la
columna correspondiente al factor térmico beta (B) se indican con un valor de 1 aquellos atomos que estaran
fijos, mientras que los 4atomos moviles tendrian un valor de 0. Cabe mencionar que el parametro
fixedAtomsCol permitiria utilizar otras columnas del archivo PDB (p. ¢j. O, X, Y o Z). Mediante VMD
(TkConsole) es posible crear el archivo PDB para especificar los atomos fijos utilizando el procedimiento
mostrado en el Recuadro 9, donde se asigna a los atomos de la proteina el valor del factor B como 1, mientras

que al resto (agua, iones, etc.) se les asigna el valor de 0.

set allAtm [atomselect top "all"]
$allAtm set beta 0

SallAtm set occupancy 0

Sprot set beta 1

SallAtm writepdb fixProt-colB.pdb

Recuadro 9. Secuencia de comandos de VMD para
crear un archivo PDB especificando
dtomos fijos en la columna B

1 set prot [atomselect top "protein"]

U WN

Noétese que antes de especificar los atomos fijos en la columna beta, se "inicializaron" los campos beta y
occupancy de todos los atomos de la molécula top con el valor de 0, y luego sdlo se cambiaron los valores

beta para los atomos de la proteina; en la linea 6 se escribe el archivo PDB con los cambios realizados.

Nota: El modo de instalar y ejecutar NAMD se puede consultar en la guia de usuario o mediante los tutoriales

disponibles en http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/index-all.html#namd.

Anexo 2. Parametros estructurales empleados en el analisis de modelos
atomisticos

En este anexo se definen algunos de los parametros empleados para analizar los cambios estructurales que
sufrieron los diferentes modelos proteicos durante las simulaciones u optimizaciones. También se describe
brevemente el procedimiento seguido para su calculo e implementacion. La mayoria de las secuencias de

comandos (scripts) estan escritos en lenguaje tcl y son ejecutados directamente desde la TkConsole de VMD.
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A2.1. Mediciones estructurales de geometrias

Las distancias (d, r) entre dos dtomos se reportaron en A, mientras que los 4angulos de enlace () entre tres
atomos y los angulos diedros e impropios (¢) entre cuatro atomos se reportaron ambos en ° (grados). En todos
los casos se utiliz6 VMD para calcularlos, ya sea su interfaz grafica o mediante los comandos measure

bonds, measure angle ymeasure dihed, en la TkConsole.

En el caso de las mediciones de angulo de giro de las hebras en los modelos de fibras amiloides en donde se
cuantificod su grado de torcimiento, se midieron los angulos diedros considerando los atomos C,, de los residuos
Ile31 y Val40, los cuales se encuentran en las hojas 8 mas internas del niicleo hidrofoébico de los modelos de las
fibras. El angulo promedio de giro se obtuvo por pares de hebras sin que necesariamente fuesen consecutivas; en
tales casos el angulo se dividié entre el nimero de hebras intermedias. En el mejor de los casos se calcularon
todos los posibles pares de hebras para cada cuadro o paso de la trayectoria, aunque la secuencia de comandos
utilizada admite un "muestreo" que omitiria ciertos pares de hebras y ciertos cuadros de la trayectoria para
obtener un calculo mas veloz. Esto se controld con los parametros frameStep y samplingStep (lineas 2 y

5) en la secuencia de comandos del Recuadro 10.

Recuadro 10. Fragmento de la secuencia de comandos utilizada para cuantificar el angulo de giro de las
hebras (torcimiento) en los modelos de fibras amiloides

1 # ...

2 for {set f $firstFrm} {$f < $lastFrm} {incr f $frameStep} {

3 set cntr 0

4 set angSeg 0.0

5 for {set ci $iniSeg} {S$ci < $finSeg} {incr ci $samplingStep} {

6 if {$ci <= 9} {set segl ${segletter}0Sci} else {set segl $segletter$ci}

7 set atl [atomselect $tId "protein and segid $segl and resid 41 and name CA"]
8 set at2 [atomselect $tId "protein and segid $segl and resid 30 and name CA"]
9 for {set cf [expr $ci+l]} {$cf <= $finSeg} {incr cf} {

10 if {$cf <= 9} {set seg ${segletter}0Scf} else {set seg $segletter$cf}

11 set at3 [atomselect $tId "protein and segid $seg and resid 30 and name CA"]
12 set at4 [atomselect $tId "protein and segid $seg and resid 41 and name CA"]
13 set angSeg [expr $angSeg+[measure dihed \

14 "[$atl get index] [$at2 get index] [$at3 get index] [$at4 get index]" frame S$f]/(Scf-$ci)]
15 if {(Sci == $iniSeqg)&& (Scf == $finSeqg)} {

16 set angMax [measure dihed "[$atl get index] [$at2 get index] [$at3 get index] [$atd get

index]" frame $f]

17 }

18 $at3 delete

19 Sat4d delete
20 incr cntr
21 }
22 Satl delete
23 Sat2 delete
24 }
25 set tLen $trajInfo($tId, length)
26 puts "S$f [simTime $f $tId] ns [expr S$angSeg/$cntr] SangMax \
27 [expr ($maxFibDepth-1.0)*$angSeg/$cntr]"

28 lappend tDat [simTime $f $tId]

29 lappend avDat [expr $angSeg/$cntr]

30 lappend maxDat $angMax

31 lappend cMaxDat [expr ($maxFibDepth-1.0)*S$angSeg/S$cntr]
32 }

33 #
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A2.2. Parametros que miden cambios y fluctuaciones estructurales

La raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media (RMSD) es una medida de la superposicion de dos
estructuras, generalmente se considera la comparacion de la una molécula con sigo misma después de que ha
sido sujeta a un cambio de conformacion o deformacién en sus coordenadas internas, como ocurre por ejemplo a

lo largo del tiempo de una DM. El RMSD para dos conjuntos con z puntos o atomos v y w se define como:

RMSD( B

)

<i
by

1 n
_Z Hvi_wi|
ni=

Por lo regular, previo al calculo de este parametro, suelen aplicarse rotaciones y traslaciones de las estructuras
con respecto a la referencia (alineamiento estructural) de tal forma que se minimice el RMSD final (best fif). En
el Recuadro 11 se puede observar un fragmento de la secuencia de comandos que se utilizo para calcular el
RMSD utilizando VMD y los comandos measure fit ymeasure rmsd, para mayor informacion se puede

consultar la guia de usuario de VMD.

Recuadro 11. Fragmento de la secuencia de comandos 9 lfgzoizgpér;me Sifrm
aplicada a calcular el RMSD con respecto | 10 $molTotSel frame $ifrm
altﬂnnpo. 11 ?molTotSel move [measure fit $SmolSel S$refSel
weight mass]
L# ... 12 lappend 1 xDat [simTime $ifrm $SmolId]
2 # reference atom selection 13 lappend 1 _yDat [measure rmsd $molSel $refSel
3 set refSel [atomselect $refId S$refTxt frame weight mass]
SrefFrame] 14 }
4 # trajectory atom selection 15 $refSel delete
5 set molSel [atomselect $molId $selTxt] 16 $molSel delete
6 # total atom selection 17 $molTotSel delete
7 set molTotSel [atomselect $molId all] 18 #
8 for {set ifrm $first} {$ifrm <= $last} {incr

Esta secuencia considera una seleccion de atomos de referencia fija (refSel, linea 3) y una segunda seleccion
con el mismo nimero de atomos (mo1Sel, linea 5) para la cual se actualiza su estructura con respecto al tiempo
en una trayectoria (lineas 9 y 10). Las variables first, last y step definen qué pasos de la trayectoria se
considerarian para calcular el RMSD respecto a la estructura de referencia en el cuadro refFrame. El comando
measure fit devuelve la matriz de rotacion necesaria llevar a cabo el ajuste estructural de la seleccion
molSel respecto a refSel, y, en la misma linea 10, se aplica el método move para aplicar tal rotacion a la
molécula completa (especificada en mo1TotSel). La funcion simFrame (linea 12) se utiliza para determinar
el tiempo de simulacion (en ns) correspondiente a un cuadro o punto de la trayectoria. Los valores resultantes se
almacenan en las listas 1 xDat y 1 yDat para después graficarse. Notese que el alineamiento de las

estructuras y el calculando los RMSD se realizan "pesados" por la masa de los atomos (mass weighted).

La raiz cuadrada de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) es una medida de la desviacion de la posicion de un

atomo i respecto a una posicion de referencia, por lo regular, la posicion promediada en el tiempo de una
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simulacion de DM, X;. Este parametro se puede definir como:

T
RMSF,.:\/lZ [x,(¢,)-%.
T =1

en donde T corresponde al tiempo sobre el que se considera el promedio de la posicion (de un s6lo atomo) en el
tiempo, a diferencia del RMSD, donde el promedio se aplica sobre los a&tomos de la molécula o sobre un grupo de
atomos. El RMSF por atomo se calculé6 mediante el comando measure rmsf de VMD después de hacer el
ajuste estructural measure fit, move (como se aplicé en el Recuadro 11). Tanto el RMSD como RMSF se
reportaron en A, los valores de RMSD cercanos a cero indican que dos estructuras se pueden superponer al
tender a ser idénticas, mientras que, al cambiar su estructura o conformacion, (excluyendo grados de libertas
rotacionales y traslacionales mediante el ajuste estructural), se incrementa el RMSD indicando mayor distancia
entre cada atomo al tratar de superponer las estructuras. En el caso del RMSF, los valores cercanos a cero
significa que existio una muy pequeiia (o nula) fluctuaciéon de la posicion de un atomo en el tiempo, y el
incremento de sus valores indica que a lo largo de la trayectoria el atomo en cuestion se alejé de su posicion

promediada en el tiempo.

A2.3. Parametros de formacion de motivos estructurales repetitivos
estabilizados por puentes de hidrégeno (estructura secundaria de
proteinas)

Como se comento anteriormente, la asignacion de estructuras secundarias por residuo de proteina se llevo a cabo
mediante el programa STRIDE, incluido en VMD mediante la aplicacion grafica de analisis Timeline (version
1.4), accesible a partir del menu de la ventana principal de VMD (version 1.9.x) (Extensions > Analysis >
Timeline > Calculate > Calc. Sec. Struct). Esta aplicacion permite almacenar un archivo de datos que reporta el
codigo de estructura secundaria para cada residuo en cada cadena de cada segmento y para cada cuadro de la
trayectoria de DM. Esta aplicacion es util para visualizar la evolucion en el tiempo de la estructura secundaria de
una cadena peptidica (ver por ejemplo Figura 4.13 en la pagina 108). Sin embargo, la visualizacion de esta
informacion para los modelos de fibras amiloides es complicada ya que cada modelo incluye decenas de cadenas
peptidicas. Por este motivo se decidio cuantificar la incidencia de cada motivo de estructura secundaria en el
tiempo y considerando cada hebra de los modelos de fibra amiloide. Para conseguir esto se escribid un programa
en lenguaje de FORTRAN que extrajera la informacion del archivo de datos de la aplicacion Timeline y
reportara los promedios de las incidencias de estructura secundaria deseados. En los recuadros 12 y 13 se
muestran dos subrutinas como parte del programa que lleva a cabo dicha cuantificacion,
calc ssTrajPerRes ycalc ssTrajSegRes. La primera calcula la incidencia de los diferentes motivos
de estructura secundaria durante la trayectoria para cada residuo, mientras que la segunda calcula la misma
incidencia pero para cada residuo por hebra del modelo de fibra amiloide. En las Figuras 2.7 y 2.8 se muestra un

ejemplo de estas cuantificaciones, en el segundo caso unicamente para el motivo de hoja f.
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43 if (£ .eg. 1) then
Recuadro 12. Fragmento de un programa para 44 itemResid (i) = ssInfodresid
FORTRAN que calcula las incidencias de | 45 itemChain (i) = ssInfo%chain
los motivos de estructura secundaria ig enclitirgsegld(l) = sslnfogsegid
determinados por la aplicacion Timeline 48 select case (ssInfo%ssCode)
de VMD. 49 case ('T")
- 50 ssRatio (i) %T = ssRatio(i)%T + 1
7 . b ) ] . 51 case ('E')
*|-subroutine calc_ssTrajPerRes 52 ssRatio(i)%E = ssRatio(i)%E + 1
(inpUnit, ssHdr, outFile) : 53 case ('B')
j f: —Calcuiates tge perientige of gccuience of | 54 ssRatio (i) %B = ssRatio(i)%B + 1
: ;| -~ ii;-eziiin ary structure code along a 55 case ('H'). .
- ;I —grgumints Y 56 ssRatio(i)%H = ssRatio(i)%H + 1
7 ;| -inpUnit : — case (161
: ; . ) ) 58 ssRatio (1) $G = ssRatio (i) %G + 1
8 !| -unit number cgnnected to the timeline 59 case ('I')
9 ' _ Ss ogtput file . ) 60 ssRatio(1)%I = ssRatio(i)$I + 1
10 !| -the unit must bg still connected and 61 case ('C')
i; :: - cad for reading ; 62 ssRatio(i)%C = ssRatio(i)sC + 1
13 il —recoéd with the header information of o3 end select
14 ! the secStruct timeline file . ot end do
15 ;l -must be previously obtained with the > end d? o ; o °
— ;I road ssHAr subroutine : 66 ssRat}o( )3T = ssRat}o(:)ﬁT/sstrsnFrm
— ;l coutFile T ’ 67 ssRat}o( )SE = SSRat}o(:)%E/sstr%nFrm
— ;l - % the file f Lt fout ;s 68 ssRatio(:)%B = ssRatio(:)%B/ssHdr%nFrm
—¥ ] name ol the L1 ? or wrlting output 77| g9 ssRatio(:)%H = ssRatio(:)%H/ssHdr%nFrm
— ;l —1nterna} v?rlables : 70 ssRatio(:)%G = ssRatio(:)$%G/ssHdr$nFrm
21 ;: _sziziZs.sum and ratio of occurence of o ssRatio(:)8I = ssRatio(:)&I/ssHdrnFrm
70 ;I cach secondary structure ; 72 ssBatio(:)% = ssRatio(:)%C/s§Hdr%nFrm
23 ;I -itemResid, itemChain itemSeg;d H 3 wr}te results FO the output file
o7 ;l CesInfo __’_ ’ . ’ 74 unltsgsed = uansUseq + 1 .! new unit number
25 ;I -f,1i :- L 75 outUnit = StaItl?gUan + un1t§Used
: o . rrr . 76 open (unit=outUnit, file=outFile)
26 subroutine calc_ssTrajPerRes 77 write (unit=outUnit, fmt=100) ssHdr%nItms,
(inpUnit, ssHdr, outFile) ssHAr3nFrm
fil implicit none . . 78 100 format (3X,'Summary of secundary
28 integer, lntentfln) ::.lnpUnlt structure motifs occurence:',//, 'Number of
29 type(t_ssHdr), intent(in) :: ssHdr items: ',I5,/,'Number of frames: ',I5,//)
30 character(legz*), }ntent(ln) :: outFile 79 write (unit=outUnit, fmt=' (4A6,8A7)")
31 typg(t_ssRatlo), dimension (ssHdr%nItms) "It:','res:','chain:','seg:','T:','E:', 'B:', 'H:
SSRath . ] ) ) ','G:','I:','C:','(%)'
32 integer, dlmgns10g(sstr%nItms) :: itemResid 80 do i = 1, ssHdr¥nItms
33 . chara;ter, dimension (ssHdr%nItms) :: 81 write (unit=outUnit, fmt=200) i,
itemChain . ) . itemResid (i), itemChain(i), itemSegid(i),
34 . charagter(len:4), dimension (ssHdr%nItms) ssRatio (i) $T*100, ssRatio(i)%E*100, ssRatio (i)
itemSegid $B*100, ssRatio(i)%H*100, ssRatio(i)%G*100,
35 type(t_ssInfo) :: ssInfo ssRatio (i)%I*100, ssRatio(i)%C*100, '%'
36 %nteger HH outgnlt . 82 end do
27 dnteger :: £, 1 ! for frames, items 83 200 format (I4, I6, A6, A6, X, F7.1, F7.1,
38 ! calcu;ate occurence ;atlos for each secStruct F7.1, F7.1, F7.1, F7.1, F7.1, A3)
39 ssRatio(:) = t ssRatio (0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 84 close (unit=outUnit, status='KEEP')
0.0, 0.0, 0.0) . 85 unitsUsed = unitsUsed - 1
€08 do f = 1, ssHdr&nFrm 86  print *, 'output file writen: ', outFile
41 do i =1, ;sHQr%nIFms 87 1000 return
42 read (unit=inpUnit, fmt=*, end=1000) 88 end subroutine calc ssTrajPerRes
ssInfo%resid, ssInfo%chain, ssInfo%segid, 89 1 -
ssInfo%frame, ssInfo%ssCode

Como se puede observar, la subrutina requiere varios pasos previos de preparacidon, pero permite observar la
manera en que se extrae y recopila la informacion para obtener el los porcentajes de estructura secundaria que se
reportaron en este trabajo. En el caso de la subrutina calc ssTrajSegRes, para discriminar entre cada una
de las hebras, se cuantifica por separado cada uno de los segmentos reportados en el archivo de datos de salida

de la aplicacion Timeline.
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Recuadro 13. Fragmento de un programa para

1
2
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==
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33
34
35
36
37

38
39

40

41

42
43
44
45
46

47
48
49

50
51
52

FORTRAN que calcula las incidencias de
los motivos de estructura secundaria por
hebra y por residuo determinados por la
aplicacion Timeline de VMD.

!
!'|-subroutine calc ssTrajSegRes
(inpUnit, ssHdr,outFile)
[ —-calculates the occurence ratio of each
secondary structure for each residue
_ along the segment and chain lists
—arguments
-inpUnit
-unit number connected to the timeline
_ ss output file
-the unit must be still connected and
_ open for reading ;
—-ssHdr
-record with the header information of
_ the secStruct timeline file
-must be previously obtained with the
_ read_ssHdr subroutine ;
-outFile
-name of the file for writing output ;;
-variables
-ssRatio
-stores the fractions of secStructs
_ for each residue
-size of nItms as maximum (depends
_ on how many segids and chains
_ have the same residues) ;
-itemResid
-array storing all different resids
_ found in the timeline file ;
—numRes
-number of different resids found
_ in the timeline file ;;;
subroutine calc_ssTrajSegRes
(inpUnit, ssHdr,outFile)
implicit none
integer, intent (in)
type(t_ssHdr), intent (in) ssHdr
character (len=*), intent (in) outFile
type (t_ssRatio), dimension (ssHdr%nItms)
ssRatio

inpUnit

integer, dimension(ssHdr%nItms) itemResid

character, dimension (ssHdr%nItms)
itemChain

character (len=4), dimension (ssHdr%$nItms)
itemSegid

integer numRes = 0, numChain = 0, numSeg =
0

integer outUnit

integer f, i, ind, res, seg, chain
! calculate occurence ratios for each secStruct

ssRatio(:) = t ssRatio(0.0, 0.0, 0.0, 0.0,
0.0, 0.0, 0.0)

do f = 1, ssHdr%nFrm

do i = 1, ssHdr%nItms
read (unit=inpUnit, fmt=*, end=2000)
ssInfo%resid, ssInfo%chain, ssInfo%segid,
ssInfo%frame, ssInfo%ssCode
! record # of residues, segments and chains
do ind = 1, numSeg
if (itemSegid(ind) .eq. ssInfo%segid)

goto 1100

53
54
55
56
57

58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
717
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

97

98

99
100

101
102

103
104
105
106
107
108

end do
numSeg = numSeg + 1
itemSegid (numSeg) = ssInfo%$segid
1100 do ind = 1, numChain
if (itemChain(ind) .eq. ssInfo%chain)
goto 1200
end do
numChain = numChain + 1
itemChain (numChain) = ssInfo%chain
1200 do ind = 1, numRes
if (itemResid(ind) .eqg. ssInfo%resid)
goto 1300
end do
numRes = numRes + 1
itemResid (numRes) = ssInfo%resid
!count occurences for each secStruct
1300 select case (ssInfo%ssCode)
case ('T"'")
ssRatio (ind) %T = ssRatio(ind)%T + 1
case ('E')
ssRatio (ind) %E = ssRatio(ind)%E + 1
case ('B'")
ssRatio(ind) %$B = ssRatio(ind)%B + 1
case ('H'")
ssRatio(ind)$H = ssRatio(ind)%H + 1
case ('G")
ssRatio (ind) %G = ssRatio(ind)%G + 1
case ('I"'")
ssRatio (ind) %I = ssRatio(ind)%I + 1
case ('C")
ssRatio (ind) %$C = ssRatio(ind)%C + 1
end select
end do
end do
ssRatio(:)%T = ssRatio(:)%T/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%E = ssRatio(:)%E/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%B = ssRatio(:)%B/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%H = ssRatio(:)%H/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%G = ssRatio(:)%G/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%I = ssRatio(:)%I/ssHdr%nFrm/numSeg
ssRatio(:)%C = ssRatio(:)%C/ssHdr%nFrm/numSeg
! write results to the output file
unitsUsed = unitsUsed + 1 'new unit number
outUnit = startingUnit + unitsUsed
open (unit=outUnit, file=outFile)
write (unit=outUnit, fmt=100) numRes, ssHdr
$nFrm, numChain, numSeg
100 format (3X, 'Summary of secundary
structure motifs along fibril:',//, 'Number of
residues: ',I5,/, 'Number of frames:
',15,/, 'Number of chains: ',I5,/,'Number of
segments: ',I5,//)
write (unit=outUnit, fmt='(A6,8A7)")
'res:','T:','"E:'",'B:", "H:'", "G, T, 'CE L, (%)
do i = 1, numRes
write (unit=outUnit, fmt=200) itemResid (i),

ssRatio (i) %T*100, ssRatio(i)%E*100, ssRatio (i)

$B*100, ssRatio(i)%$H*100,ssRatio(i)%$G*100,
ssRatio (i) %I*100, ssRatio(i)%C*100, 'S%'

end do

200 format (I4, ';', X, F7.1, ';', F7.1, ';',
F7.1, ';', ¥F7.1, ';', F7.1, ';', F7.1, ';',
F7.1, ';', A3)

close (unit=outUnit, status='KEEP')

unitsUsed = unitsUsed - 1

print *, 'output file writen: ', outFile

2000 stop

end subroutine calc ssTrajSegRes
|
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A2.4. Histogramas de frecuencias y funciones de distribucién radial

En varias partes de esta tesis se recurrio a la estrategia de cuantificar el numero o frecuencia de aparicion de
algiin evento en particular. Por ejemplo, para los modelos de fibras amiloides se contaron los numeros de atomos
correspondientes a los iones que entraron en contacto con la fibra. También se cuantificaron el nimero de
moléculas de agua que entraron a un canal en el interior del ntcleo hidrofobico. En los complejos metal-proteina
también se contaron el numero de puentes de hidrogeno intramoleculares formados. Asi mismo, para el analisis
conformacional del pentapéptido HGGGW de la proteina prion se generaron histogramas de frecuencias que
contaron el nimero de conférmeros que con una energia dentro de un intervalo determinado. También se
determiné la "densidad" relativa al nimero de conformaciones que mostraron caracteristicas estructurales

similares.

La generacion de los histogramas de frecuencias o de densidad (cuando estan normalizados) se llevo a cabo
mediante el programa xmGrace (con el cual se generaron la mayoria de las graficas presentadas); sin embargo,
para obtener las cuentas en cada observacion se requirieron varias secuencias de comandos similares a las
mostradas en las secciones anteriores. Para este objetivo son de particular utilidad los comandos atomselect
y measure de VMD, asi como el método get de atomselet. Por ejemplo, en el listado mostrado en el
Recuadro 14 se muestra el procedimiento utilizado para contar el nimero de atomos presentes en una seleccion
particular, pero que ademas permite monitorear otras propiedades de una seleccion de atomos, como es la
posicion en el espacio o algun otro atributo definido por el usuario que varie respecto al tiempo (especificado por

los parametros attrib y upd).

. 7 lappend 1 xDat [simTime $frm $molId]
Recuadro 14. Fragmento de una secuencia de 8 lappend 1 yDat [$molSel num]
comandos de VMD para determinar 9 }
. , . 10 } else {
atrlbut.ors que varien en el tlc?mpopara una| 14 for {set frm S$firstFrm} {Sfrm <= $lastFrm}
seleccion de atomos determinada {(incr frm SstpFrm} {
14 ... 12 $molSel frame $frm
2 set molSel [atomselect $molId $selTxt] 13 if {$upd} {$molSel update}
3 if {Sattrib == "num"} { 14 lappend 1 xDat [simTime $frm $molId]
4 for {set frm $firstFrm} {$frm <= $lastFrm} 15 lappend 1 _yDat [$molSel get S$Sattrib]
{incr frm $stpFrm} { 16 }
5 $molSel frame $frm 17 }
6 $molSel update 18 $molSel delete
19 # ...
Noétese que cuando se solicita contar los atomos pertenecientes a una seleccion (Sattrib == "num"), la

secuencia siempre actualiza la seleccidon de atomos para cada cuadro de la trayectoria (linea 6), mientras que en
el caso de otros atributos el usuario puede elegir actualizar la seleccion de dtomos en cada cuadro o no. En el
caso por ejemplo de la cuantificacion iones de cualquier tipo en contacto con la fibra basta con declarar molSel
con el siguiente comando: set molSel [atomselect SmolId "ion within 3.5 of

protein"], donde se utiliza un radio de corte de 3.5 A. De esta manera la seleccion de 4tomos puede rebelar
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comportamientos muy interesantes cuando esto se combina con en calculo de diferentes parametros mediante el
comando measure. Otro ejemplo es la cuantificacion de moléculas de agua en el interior del canal formado en
el interior del nucleo hidrofoico de las fibra (ver seccion 2.5.4), la seleccion de atomos utilizada (segundo
argumento del comando atomselect) fue "same residue as water within 3.0 of (protein
and resid 21 23 28 32 34 and sidechain) ". La posibilidad de hacer selecciones de 4tomos muy

especificas es una de las fortalezas de VMD que vale la pena revisar cuidadosamente en la guia de usuario.

La funcién de distribucion radial, g(7), también se utiliz6 para observar las distribuciones de distancias entre
atomos particulares, por ejemplo, entre los C.'s de los residuos dentro del nicleo hidrofébico de la fibra y entre
los C.'s de los extremos N-ter y C-ter para evaluar el plegamiento del dominio N-terminal de las fibras. La

funcioén g(r) se define como
glr)=4xr’pdr,

en donde p = N/V, es el promedio de la densidad de particulas (», nimero de particulas; ¥, volumen); y describe
como varia la densidad respecto a la distancia de una particula de referencia. La g(r) también ofrece informacion
sobre el "empaquetamiento” de las particulas en una fase. En el caso de muchas particulas heterogéneas en una
trayectoria temporal, VMD permite el calculo de esta funcion utilizando el comando measure gofr, la cual,
en consideracion de los métodos de seleccion como los descritos arriba, permite generar las graficas reportadas

en las Figuras 2.10 y 2.15 (paginas 27 y 34, respectivamente).

El comando measure hbonds de VMD permite identificar, especificando una seleccion de atomos que
puedan participar como donadores (D) de H y otra en donde los atomos puedan aceptar (A) atomos H en un
puente de hidrégeno, los atomos involucrados en estas interacciones, de acuerdo con criterios geométricos de
distancia D---A y de angulo D-H---A. El comando regresa como resultado listas de los atomos formando estas
interacciones, las cuales con algunas instrucciones de tcl como 11length se utilizaron para cuantificar el

numero de puentes de hidrégeno.

A2.5. Otras propiedades estructurales calculadas

2

El radio de giro, r,,

calculado para varios modelo, se define como:

donde 7 es el centro de masa y w; son las masas de los 4tomos, y es una medida del grado en que una estructura

se encuentra compactada o en una conformacion ya sea mas "globular" o mas desplegada. Los valores altos de
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2 . . , . ’ r
r,,. indican que la estructura se encuentra mas extendida (menos globular). Este parametro se calculo con el

comando measure rgyr de VMD, aplicando secuencias de comandos similares a las ya explicadas.

El area superficial accesible al disolvente (S4SA) se calcula extendiendo a cada uno de los 4tomos de una
seleccion en un radio para ubicar los puntos en la superficie de una esfera que se encuentran expuestos al
disolvente, el procedimiento particular para calcularlo en VMD se muestra en el Recuadro 15. El procedimiento
permite calcular para una serie de moléculas el SASA aplicando varios parametros definidos por el usuario. El

parametro srad es el radio que se agrega a cada 4tomo, y se utilizo en nuestro caso con un valor de 1.4 A,

. 7 set molSel [atomselect $id $psel]
Recuadro 15. Fragmento de una secuencia de 8 set restSel [atomselect $id Ssel]
comandos para VMD para calcular el 9 puts "$id\t[measure sasa $srad $molSel
4 . . . -restrict SrestSel]"
area superficial accesible al disolvente - SmolSel delete
1 # ... 11 SrestSel delete
2 foreach sr $srad { 12 }
3 foreach psel $protSelTxt ({ 13 }
4 foreach sel $selTxt { 14 }
5 puts "molSasa: sel: S$sel protSel: $psel| 15 }
srad: $sr" 16 # ...
6 foreach id $idl {

El comando measure sasa también considera una seleccidon de restriccion en la que se pueden incluir todos
los atomos de una proteina para calcular el area de alguna region particular de la proteina sin que los huecos que

pueda haber en el interior de la estructura afecten el calculo.

Anexo 3. Definiciones de topologia y parametros para describir la
coordinacién del cobre a la proteina prion

En este anexo se presentan los archivos de topologia y de pardmetros en formato del campo de fuerza de
CHARMM, explicados en el Capitulo 4, que se utilizaron para describir la union del cobre a los diferentes sitios
de coordinacion presentes en la proteina prion humana en el estado de alta ocupacion de cobre (alta
concentracion del metal), en donde hasta seis iones metalicos se coordinan y saturan el dominio N-terminal de

esta proteina.

A3.1. Archivo de topologia para los tres sitios de coordinacién al Cu de la PrP

En los recuadros 16-18 se muestran las definiciones de topologia en formato CHARMM para los tres sitios de
coordinacion al cobre estudiados en esta tesis (ver Figura 4.3, pagina 91). Notese que en realidad estos tres
recuadros deberian estar incluidos en un solo archivo para poder utilizarse. En el Recuadro 4 ya se habia incluido
un ejemplo de como se aplicarian las definiciones de topologia utilizando el programa PSFGEN para generar la

estructura correctamente descrita.
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Recuadro 16. Definiciones de topologia para el sitio 1 de coordinacion de cobre a la PrP

MASS 200 CUP1 63.54600 CU ! Cu(II) Bounded to a peptide HGG
MASS 201 CUP2 63.54600 CU ! Cu(II) Bounded to a peptide GGTH
MASS 202 CUP3 63.54600 CU ! Cu(II) Bounded to a peptide NMKH
MASS 203 NM1 14.00670 N ! N from first Gly bounded to Cu
MASS 204 NM2 14.00670 N ! N from second Gly bounded to Cu
I
!
PRES S1PR -1.53 ! patch for Cu(II) bounded to the sequence HGG.
! use in a patch statement and
! follow with AUTOgenerate ANGLes DIHEdrals command
! \ I | |
GROUP ! 1CB---1CG 1CEl- 3C
ATOM 1CUP CUP1 0.235 ! \ / \ // \/ /7 N/
ATOM 1ND1 NR2 -0.341 ! -1ca IND1 1CE1l 30 3CA-
ATOM 2N NM1 -0.656 ! | | AN\ | |
ATOM 3N NM2 -0.354 ! 1C---2N---1CUP---30 1CG--1ND1--1CUP---3N
ATOM 30 O -0.414 ' // | | [ | |
DELETE ATOM 2HN ! -2CA 3N 3C -1CB 2N 2C=
DELETE ATOM 3HN ! /N /A / / A\ /N /
! 2C 3CA 1CA---1C 2CA
! I I\ /| I /N
BOND 1CUP 1ND1 1CUP 2N 1CUP 3N 1CUP 30
ANGLE 1CUP 1ND1 1CG 1CUP 1ND1 1CE1l
ANGLE 1CUP 2N 1C 1CUP 2N 2CA
ANGLE 1CUP 3N 2C 1CUP 3N 3CA
ANGLE 1CUP 30 3C
ANGLE 1ND1 1CUP 2N 1IND1 1CUP 3N 1ND1 1CUP 30
ANGLE 2N 1CUP 3N 2N 1CUP 30
ANGLE 3N 1CUP 30
IMPR 1CUP 2N 30 1IND1 1CUP 1ND1 3N 2N 1CUP 2N 30 3N 1CUP 1IND1 3N 30
IMPR 1CUP 30 2N 1IND1 1CUP 3N 1IND1 2N 1CUP 30 2N 3N 1CUP 3N 1ND1 30

IMPR 1ND1 1CG 1CE1l 1CU
IMPR 1IND1 1CE1 1CG 1CU
IC 1CG 1CEl1 *1ND1 1CUP

P
P

2N 1C 2CA 1CUP 3N 2C 3CA 1CUP
2N 2CA 1C 1CUP 3N 3CA 2C 1CUP
1.3768 107.537 179.0190 124.5360 1.9111

Recuadro 17. Definiciones de topologia para el sitio 2 de coordinacion de cobre a la PrP

1
2

[o<JIEN o) W 6, I SOV}

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

PRES S2PR -1.53

GROUP

ATOM 4CUP CUP2 0.23
ATOM 4ND1 NR2 -0.34
ATOM 3N NM1 -0.65
ATOM 4N NM2 -0.35
ATOM 10 ] -0.41
DELETE ATOM 3HN

DELETE ATOM 4HN

BOND 4CUP 10 4CUP 3N
ANGLE 4CUP 10 1C
ANGLE 4CUP 3N 2C 4CU
ANGLE 4CUP 4N 3C 4CU
ANGLE 4CUP 4ND1 4CG
ANGLE 10 4CUP 3N 10
ANGLE 3N 4CUP 4N 3N
ANGLE 4N 4CUP 4ND1
IMPR 4CUP 4ND1 3N 10
IMPR 4CUP 3N 4ND1 10
IMPR 3N 2C 3CA 4CUP
IMPR 3N 3CA 2C 4CUP
IC 4CG 4CE1 *4ND1 4CUP

! patch for Cu(II) bounded to the sequence GGTH.
! use in a patch statement and
! follow with AUTOgenerate ANGLes DIHEdrals command
! I | /
! -4CE1 4CG--4CB-
5 ! N/ |
1! 4ND1 4CA-
6 ! \ | /\
4 ! 1C==10--4CUP---4N
4 ! | | |
! -2N 3N 3C=
! \ / N\ /
! -2CA--2C 3CA
! / Il I\
4CUP 4N 4CUP 4ND1
P 3N 3CA
P 4N 4CA
4CUP 4ND1 4CE1l
4CUP 4N 10 4CUP 4ND1
4CUP 4ND1
4CUP 10 4N 3N 4CUP 3N 4ND1 4N 4CUP 4N 10 4ND1
4CUP 4N 10 3N 4CUP 4ND1 3N 4N 4CUP 10 4N 4ND1
4N 3C 4CA 4CUP 4ND1 4CG 4CE1 4CUP
4N 4CA 3C 4CUP 4ND1 4CE1 4CG 4cCup

1.3759 107.614 173.099 125.892 1.9549
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Recuadro 18. Definiciones de topologia para el sitio 3 de coordinacion de cobre a la PrP

1 PRES S3PR -1.53 ! patch for Cu(II) bounded to the sequence NMKH.
2 ! use in a patch statement and

3 ! follow with AUTOgenerate ANGLes DIHEdrals command
4 ! [ | /

5 GROUP ! -4CE1 4CG--4CB-

6 ATOM 4CUP CUP3 0.235 ! N/

7 ATOM 4ND1 NR2 -0.341 ! 4ND1 4CA-

8 ATOM 3N  NM1 -0.656 ! \ | / N\

9 ATOM 4N NM2 -0.354 ! 1C==10--4CUP---4N
10 ATOM 10 0 -0.414 ! | |
11 DELETE ATOM 3HN ! -2N 3N 3C=
12 DELETE ATOM 4HN ! \ /N
13 ! -2CA--2C 3CA
14 ! / I I\
15 BOND 4CUP 10 4CUP 3N 4CUP 4N 4CUP 4ND1

16 ANGLE 4CUP 10 1C

17 ANGLE 4CUP 3N 2C 4CUP 3N 3CA

18 ANGLE 4CUP 4N 3C 4CUP 4N 4CA

19 ANGLE 4CUP 4ND1 4CG 4CUP 4ND1 4CEl

20 ANGLE 10 4CUP 3N 10 4CUP 4N 10 4CUP 4ND1

21 ANGLE 3N 4CUP 4N 3N 4CUP 4ND1

22 ANGLE 4N 4CUP 4ND1

23 IMPR 4CUP 4ND1 3N 10 4CUP 10 4N 3N 4CUP 3N 4ND1 4N 4CUP 4N 10 4ND1
24 IMPR 4CUP 3N 4ND1 10 4CUP 4N 10 3N 4CUP 4ND1 3N 4N 4CUP 10 4N 4ND1
25 IMPR 3N 2C 3CA 4CUP 4N 3C 4CA 4CUP 4ND1 4CG 4CEl 4CUP

26 IMPR 3N 3CA 2C 4CUP 4N 4CA 3C 4CUP 4ND1 4CE1l 4CG 4CUP

27 IC 4CG 4CE1l *4ND1 4CUP 1.3780 107.484 -173.014 130.191 1.9339

A3.2. Archivo de parametros para los tres sitios de coordinacion al Cu de la PrP

Aqui se presentan los archivos de parametros en formato CHARMM separados en parametros de enlace, de
angulos, impropios, etc. Ver Recuadros 19-23. De igual manera, para poder utilizarse tendrian que unirse en un
solo archivo. Estos pardmetros serian necesarios para llevar a cabo una simulaciéon de DM u optimizacién con

NAMD empleando las estructuras que se creen mediante las definiciones de topologia de la seccion anterior.

17 ! Site 2

5 2+
Recuadro 19. Parametros de enlace entre Cu**-PrP 18 CUPZ O 44.751 2.043 | Cu-0(G1y93)
para el campo de fuerza CHARMM 19 CUP2 NM1  127.050 1.917 ! Cu-N(Thr95)
REONDS 20 CUP2 NM2  139.960 1.917 ! Cu-N(His96)
— 21 CUP2 NR2  79.428 1.957 ! Cu-NDI (His96
| 22 !
3 1V (bond) = Kb(b - DO)**2 ;
. (bond) ( ) 23 ! site 3
57 1Kb: kcal/mole/A%*2 24 CUP3 0O 81.369 1.998 ! Cu-O(Asnl08
&91b0: A 25 CUP3 NM1  128.440 1.884 ! Cu-N(Lysl10)
— 26 CUP3 NM2  108.680 1.939 ! Cu-N(Hislll)
§ latom type Kb 50 27 CUP3 NR2  109.440 1.936 ! Cu-NDI(Hisl1l
28 !
9 ! :
10 ! 29 ! Sites 1, 2 and 3
! site 1 30 M1 C 370.000 1.3450 ! from NH1 C
12 CUP1 NR2  129.510 1.9118 ! Cu-NDI (Hisl) g; NM} CT; 228-888 1-2288 f ﬁrOm NH} CT;
13 CUPL NMI  96.184 1.9711 ! Cu-N(Gly2) o NM2 cT e ey o NH1 CT
14 CUPL NM2  192.420 1.8585 ! Cu-N(Gly3) o Eﬁz ng S 1'4380 ; from Egl ng
15 CUP1l O 34.747 2.1569 ! Cu-0(Gly3 : : - trom
=N um0(Gly3) 35 NM2 CT2  320.000 1.4300 ! from NH1 CT2
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. , 37 0 CUP2 NM2  30.838 161.351 ! 0(G93)-Cu-N(H96)
Recuadro 20. Parametros de angulos de enlace entre | 35 o cupz nk2  77.570 84.746 | 0(G93)-Cu-NDI (H96)
Cu?*-PrP para el campo de fuerza 39 NML CUP2 NM2  180.200 84.769 ! N(T95)-Cu-N(H96)
40 NM1 CUP2 NR2 85.037 159.683 ! N(T95)-Cu-NDI1 (H96)
CHARMM 41 NM2 CUP2 NR2  113.630 93.868 ! N(H96-Cu-NDI (H96)
1 ANGLES 42 1 site 3
5 43 cupz 0 ¢ 22.529 131.694 ! Cu-O(N108)~C(N108)
3 1v(angle) = Ktheta(Theta - Theta0)**2 44 cup3 NM1 C 77.270 127.025 ! Cu-N(K110)~C (Met109)
am 45 CUP3 NM1 CT1  153.910 115.921 ! Cu-N(K110)-CA(K110)
5 1V (Urey-Bradley) = Kub(S - S0)*+2 46 CuP3 NM2 C 120.270 114.912 ! Cu-N(H111)~C(K110)
- 47 CUP3 NM2 CT1  70.240 125.787 ! Cu-N(H111)-CA(H111)
7 \Ktheta: kcal/mole/rad**2 48 CUP3 NR2 CPHL 73.380 121.966 ! Cu-NDL(H111)~CG(H111)
8 IThetal: degrees 49 CUP3 NR2 CPH2 86.240 130.016 ! Cu-NDI (H111)-CEL (H111)
9 1Kub: keal/mole/A**2 (Urey-Bradley) 50 0  CUP3 NM1  56.221 99.683 ! O(N108)-Cu-N(K110)
10 150: a 51 0  CUP3 NM2  59.689 137.796 ! O(N108)-Cu-N(H111)
11 52 0 CUP3 NR2 33.861 93.776 ! O(N108)-Cu-ND1 (H111)
12 1atom types Kiheta  Theta0  Kub <0 53 NM1 CUP3 NM2  166.310 84.110 ! N(K110)-Cu-N(H111)
13 1 54 NM1 CUP3 NR2  85.037 159.683 ! N(K110)-Cu-ND1 (H111)
14 1 site 1 55 NM2 CUP3 NR2  99.560 95.747 ! N(H111)-Cu-NDI (H111)
15 CUPLl NR2 CPHEL  66.724 127.328 ! Cu-NDI (H1)-CG (HI) B! Sites 1, 2 and 3
16 CUPL NR2 CPH2  61.709 124.578 ! Cu-ND1(H1)-CEl(i1) | 2/ NML C ~ CT1 ~ 80.000 116.500 @ from NH1 C CT1
17 cupl mML o 43.323 131.368 | Cu-N{(G2)-C(HL) 58 NM1 C  CT2  80.000 116.500 ! from NHL C CT2
18 CUPl NM1 CT2  135.150 112.747 ! Cu-N(G2)-CA(G2) POl C O 80.000 122.500 ! from NHL C O
19 cupl w2 o 127.900 120.081 | Cu-N{G3)-C(G2) 60 NMI CT1 HB  48.000 108.000 ! from NHI CT1 HB
20 CUP1 NM2 CT2  120.900 121.650 ! Cu-N(G3)-Ca(G3) gl Crl C 50.000 107.000 ! from NHL CT1 C
21 curl o o 93.587 110.478 | Cu-0(G3)~C(G3) 62 NMI CT1 CT1  70.000 113.500 ! from NHl CT1 CT1
22 NM1 CUP1 NR2 78.599 108.730 ! N(G2)-Cu-ND1 (H1) 63 NM1 CTl1 CT2 70.000 113.500 ! from NH1 CT1 CT2
23 NM2 CUPL NML  170.200 83.325 | N(G3)-Cu-N(G2) 64 NM1 CT2 HB 48.000 108.000 ! from NH1 CT2 HB
240  CUPL NMZ  165.670 79.567 | 0(G3)-Cu-N(C3) 65 NM1L CT2 C 50.000 107.000 ! from NHL CT2 C
25 NR2  CUPL O 86.502 85.396 | NDI (H)-Cu-0(G3) 66 C  NM1 CT1 50.000 120.000 ! from CT1 NHL C
26 NR2 CUP1 NM2  110.470 168.031 ! NDI(H1)-Cu-N(G3) SI@C MMl CT2  50.000 120.000 ! from CT2 NH1 C
27 o CUP1 NM1 88.574 162.720 ! 0(G3)-Cu-N(G2) 68 NM2 C CT1 80.000 116.500 ! from NH1 C CT1
28 1 site 2 69 NM2 C  CT2  80.000 116.500 ! from NHL C CT2
29 cup2 0 ¢ 22.529 100.325 ! Cu-0(G93)-C(G93) iz ¢ o 80.000 122.500 ! from NHL C O
30 cup2 NM1 82884 132.101 | Cu i (T95)-C(G04) 71 NM2 CT1 HB  48.000 108.000 ! from NHI CT1 HB
31 CUP2 NM1 CT1  130.250 112.626 ! Cu-N(T95)-CA(T95) (@2 cTl o C 50.000 107.000 ! from NHL CT1 C
32 cup2 NM2 o 132,020 115.165 | Cu-N (H96)-C (T95) 73 NM2 CT1 CT2  70.000 113.500 ! from NH1 CT1 CT2
33 CUP2 NM2 CT1  96.164 127.157 ! Cu-N(H96)-CA(H96) [ii@Mvz  CTZ HB - 48.000 108.000 ! from NHL CTZ HB
34 CUP2 NR2 CPHI  86.480 125.959 ! Cu-NDI (H96)-CG(Ho6) | /> NM2 CT2 C 50.000 107.000 ! from NHL CT2 C
35 CUP2 NR2 CPH2 90.417 125.867 ! Cu-NDI(H96)-CE1(H96) | /0 C ~ NM2 CT1  50.000 120.000 ! from CT1 NHL C
36 0 CcUP2 ML 67.627 99.024 ! 0(G93)-CuN (T95) 77 ¢ NM2 CT2  50.000 120.000 ! from CT2 NHI Cf
, , . 24 ¢ NML CTL CT2 1.800 1  0.00 !from CT2 CTL NHL C
Recuadro 21. Parametros de angulos diedros entre 25 ¢ WMl CT2 HB 0.000 1 0.00 !from HB CT2 NHL C
Cu?*-PrP para el campo de fuerza 26 C WML CT2 C  0.200 1 180.00 !from C CT2 NHL C
27 CT1 NM1 C O  2.500 2 180.00 !from O C NH1 CT1
CHARMM 28 CT1 NMI C  CT1 1.600 1  0.00 !from CT1 C NH1 CT1
1 DIHEDRALS 29 CTI NML € CTL 2.500 2 180.00 !from CT1 C NHL CT1
2 30 cT1 NM1 C  CT2 1.600 1  0.00 !from CT2 C NHI CT1
Bl 1 (dihedral) = Kchi(l + cos(n{chi) - delta)) 31 CT1 WML C  CT2 2.500 2 180.00 !from CT2 C NH1 CT1
— 32 cT2 WML C  CT1 1.600 1 0.00 !from CT2 NHI C CT1
5 1Kchi: kcal/mole 33 CT2 NM1 C  CT1 2.500 2 180.00 !from CT2 NH1 C CT1
6 in: multiplicity 34 cr2 WML C O 2.500 2 180.00 !from O C NHI CT2
7 ldelta: degrees 35 NM2 C CT1 HB 0.000 1  0.00 !from NH1 C CT1 HB
8 36 NM2 C CT1 CT1 0.000 1  0.00 !from NH1 C CT1 CT1
9 latom types kehi  n delta 37 NM2 ¢ CT1 CT2 0.000 1  0.00 !from NHL C CT1 CT2
10 38 NM2 C CT2 HB 0.000 1 0.00 !from NHl C CT2 HB
11 | sites 1, 2 and 3 39 NM2 CTL C O 0.000 1 0.00 !from O C CT1 NHI
12 NM1 C CT1 HBR 0.000 1 0.00 !from NH1 C CT1 HB 40 NM2 CT1 C NH1 0.600 1 0.00 !from NH1 C CT1 NH1
13 NML ¢ CT1 CT2 0.000 1  0.00 !from NH1 C CT1 CT2 a2 CT2 C - NHL 0.600 1 0.00 !from NHL C CT2 NH1
14 NM1L C  CT1 NHL 0.600 1  0.00 !from NH1 C CT1 NHI p gz CT2 € 0 0.0001  0.00 !from O C CT2 NA1
15 NML 6 ©T2 HE 0.000 1 0.00 !from NHL C T2 HB 43 ¢ NM2 CT1 HB 0.000 1 0.00 !from HB CT1 NHL C
16 NML C  CT2 NHL 0.600 1  0.00 !from NHl C CT2 NHI pallC MMz CT1 CT2 1.800 1  0.00 !from CT2 CT1 NH1 C
17 NML CTI C NM2 0.600 1  0.00 !from NH1 C CT2 NHL ellC M2 CTl C  0.200 1 180.00 !C CT1 NHL C
18 NMl oT1 ¢ O 0.000 1 ©0.00 lfrom 0 ¢ oT1 NI 46 C NM2 CT2 HB 0.000 1  0.00 !from HB CT2 NHL C
10 NM1L 0T2 ¢ ©  0.000 1 0.00 lfrom 0 0 oTo NHL 47 ¢ NM2 CT2 C  0.200 1 180.00 !from C CT2 NHL C
20 NM1 CT2 C NM2 0.600 1  0.00 !from NH1 C CT2 NH1 jp@crL Mz C 0 - 2.500 2 180.00 !from O C NHL CT1
21 ¢ NM1 CT1 HB 0.000 1 0.00 !from HB CT1 NHL C 49 CT1 NM2 C CT1l 1.600 1 0.00 !from CT2 C NH1 CT1
22 ¢ NMI OT1 ¢ 0.200 1 180.00 IG OTL NHI © 50 CT1 NM2 C  CT1 2.500 2 180.00 !from CT2 C NH1 CT1
23 C NMI CT1 CT1 1.800 1  0.00 !from CT1 CT1 NH1 C BEMCTZ NM2  C CT2 1.600 1  0.00 !from CT2 C NH1 CT2
52 CT2 M2 C O 2.500 2 180.00 !from O C NHI CT
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Anexos

, , . . 28 CUP2 NM1 NR2 O 14.465 0 -52.731 ! Cu-N(T95)-ND1 (H96)-0(G93)
Recuadro 22. Parametros de angulos impropios entre 29 CUPZ O NM2 NML 33.863 0 —71.413 ! Cu-0(G93)—N (H96) 1 (T95)
Cu2+_prppara el campo defuerza 30 cupP2 NM2 O NM1 33.863 0 71.413 ! Cu-N(H96)-0(G93)-N(T95)
31 cuPp2 NM1 NR2 NM2 8.112 0 103.547 ! Cu-N(T95)-ND1 (H96)-N (H96
CHARMM 32 CUP2 NR2 NM1 NM2 8.112 0 -103.547 ! Cu-ND1 (H96)-N(T95)-N (H96)
1 IMPROPER 33 CUP2 NM2 O NR2 19.599 0 -84.710 ! Cu-N(H96)-0(G93)-ND1 (H96
2 34 CcuP2 O NM2 NR2 19.599 0 84.710 ! Cu-0(G93)-N(H96)-NDL (H96
: 35 NM1 C CT1 CUP2 21.004 0 9.551 ! N(T95)-C(G94)-CA(T94)-Cu
3 !V(improper) = Kpsi(psi - psi0)**2
4 36 NML CT1 C CUP2 21.004 0 -9.551 ! N(T95)-CA(T94)-C(G94)-Cu
5 \kpsi: keal/mole/rad*2 37 NM2 C CT1 CUP2 19.484 0 4.776 ! N(H96)-C(T95)-CA(H96)-Cu
6 1psi0: degrees 38 NM2 CT1 C CUP2 19.484 0 -4.776 ! N(H96)-CA(H96)-C(T95)-Cu
7 o 39 NR2 CPHL CPH2 CUP2 23.492 0 3.599 ! NDI(H96)-CG (H96)-CE1 (H96) -
'note that the second column of numbers (0) is ignored cu
g iatom . « 0 40 NR2 CPH2 CPH1 CUP2 23.492 0 -3.599 ! NDI1(H96)-CE1 (H96) -
: ypes psi psi CG (H96) -Cu
10 41 1 site 3
11 1+ site 1 42 CUP3 NR2 NM1 O 14.465 0 41.431 ! Cu-NDI1 (H111)-N(K110)-0(N108)
12 cupl mM1 0 NR2 0.000 0 -7.507 ! Cu-N(G2)-0(G2)-NDI (H1) 43 CUP3 NML NR2 O 14.465 0 -41.431 ! Cu-N(K110)-NDL (H111)-
13 cupl O NM1 NR2 0.000 0 7.507 ! Cu-0(G2)-N(G2)-ND1 (H1) 0(N108)
14 CuPl NR2 NM2 NM1 3.661 0 -5.772 ! Cu-NDI (H1)-N(G3)-N(G2) 44 Ccup3 O NM2 NM1 33.863 0 -64.721 ! Cu-O(N108)-N(H111)-N(K110)
15 Ccupl NM2 NR2 NM1 3.661 0 5.772 ! Cu-N(G3)-NDI (H1)-N(G2) 45 CUP3 NM2 O NM1 33.863 0 64.721 ! Cu-N(H111)-0(N108)-N(K110)
16 cupl NM1 O NM2 0.000 0 167.554 ! Cu-N(G2)-0(G3)-N(G3) 46 CUP3 NM1 NR2 NM2 8.112 0 80.661 ! Cu-N(K110)-ND1 (H111)-N(H111)
17 cupl 0 NM1 NM2 0.000 0 -167.554 ! Cu-0(G3)-N(G2)-N(G3) 47 CUP3 NR2 NM1 NM2 8.112 0 -80.661 ! Cu-ND1 (H111)-N(K110)-
18 cupl NR2 NM2 O 0.000 0 169.720 ! Cu-NDI (H1)-N(G3)-0(G3) N (H111)
19 CUPL NM2 NR2 O 0.000 0 -169.720 ! Cu-N(G3)-ND1 (H1)-0(G3) 48 CUP3 NM2 O NR2 19.599 0 -58.848 ! Cu-N(H111)-O(N108)-ND1 (H111)
20 NR2 CPH1 CPH2 CUP1 32.743 0 0.361 ! NDI1(H1)-CG(H1)-CE1 (H1)-Cu 49 CUP3 O NM2 NR2 19.599 0 58.848 ! Cu-O(N108)-N(H111)-NDI1 (H111)
21 NR2 CPH2 CPH1 CUP1 25.410 0 -0.956 ! NDI (H1)-CEL (H1)-CG(H1)-Cu | 50 NM1 C CT1 CUP3 18.583 0 1.316 ! N(K110)-C(M109)-CA(K110)-Cu
22 NM1 C CT2 CUP1 7.162 0 -6.366 ! N(G2)-C(H1)-CA(G2)-Cu 51 NM1 CT1 C CUP3 18.583 0 -1.316 ! N(K110)-CA(K110)-C(M109)-Cu
23 NM1 CT2 C CUPL 7.162 0 6.366 ! N(G2)-CA(G2)-C(H1l)-Cu 52 NM2 C CT1 CUP3 15.784 0 -5.773 ! N(H111)-C(K110)-CA(H111)-Cu
24 NM2 C CT2 CUP1 4.298 0 -0.190 ! N(G3)-C(G2)-CA(G3)-Cu 53 NM2 CT1 C CUP3 15.784 0 5.773 ! N(H111)-CA(H111)-C(K110)-Cu
25 NM2 CT2 C CUPL 4.298 0 0.190 ! N(G3)-CA(G3)-C(G2)-Cu 54 NR2 CPH1 CPH2 CUP3 26.891 0 -3.373 ! ND1(H111)-CG(H111)-
26 ! Site 2 CE1l (H111)-Cu
27 CuP2 NR2 NM1 O 14.465 0 52.731 ! Cu-NDI (H96)-N(T95)-0(G93) 55 NR2 CPH2 CPH1 CUP3 26.891 0 3.373 ! ND1(H111)-CE1(H111)-
CG(H111)-Cu

Recuadro 23. Pardmetros de Lennard-Jones entre Cu®*-PrP para el campo de fuerza CHARMM

1 NONBONDED nbxmod 5 atom cdiel shift vatom vdistance vswitch -

2 cutnb 14.0 ctofnb 12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 eld4fac 1.0 wmin 1.5

3 ladm jr., 5/08/91, suggested cutoff scheme

4 !

5 !V (Lennard-Jones) = Eps,i,j[(Rmin,i,j/ri,j)**12 - 2(Rmin,i,j/ri,J)**6]
6 !

7 'epsilon: kcal/mole, Eps,i,j = sqgrt(eps,i * eps,j)

8 'Rmin/2: A, Rmin,i,j = Rmin/2,i + Rmin/2,j

9 !

10 'atom ignored epsilon Rmin/2 ignored eps,1-4 Rmin/2,1-4

11 !

12 CUP1 0.0 -0.0427 1.033 ! From [JPhysChemA.110.691]
13 CuP2 0.0 -0.0427 1.033 ! From [JPhysChemA.110.691]
14 CUP3 0.0 -0.0427 1.033 ! From [JPhysChemA.110.691]
15 NM1 0.0 -0.2000 1.850 0.0 -0.2000 1.550 ! From NH1

16 NM2 0.0 -0.2000 1.850 0.0 -0.2000 1.550 ! From NH1

17 !

18 !

19

20 END

Nota: Por motivos de espacio no se incluyeron los parametros CMAP.

Anexo 4. Estructuras XYZ de los modelos 1y 4 de complejos entre el
cobre y la proteina 3 amiloide

Se eligio incluir estas dos modelos ya que se encuentran entre los mas estables y congruentes con las mediciones

experimentales.
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Anexo 4. Estructuras XYZ de los modelos 1 y 4 de complejos entre el cobre y la proteina 3 amiloide
1 286 97 C -24.236148 -13.734581 -34.803406 [193 N -18.527807 0.393166 -35.279388
2 Model 1 98 O -24.514433 -14.768843 -35.453160 [194 C -18.704583 -0.749339 -34.488526
3 N -17.405013 -11.087883 -32.069414 99 N -25.178087 -12.905992 -34.246038 |195 H -17.967586 -1.038926 -33.732894
4 H -18.069626 -11.850507 -31.872938 |100 H -24.892246 -12.053548 -33.750285 196 C -18.914031 -4.437672 -35.072309
5 H -16.464914 -11.399401 -31.788020 |i01 C -26.580177 -13.328710 -34.112241 197 © -18.625057 -5.065117 -34.029771
6 C -17.799980 -9.908328 -31.203493 |102 H -26.753879 -14.115265 -34.863562 [198 N -18.018549 -4.227482 -36.100853
7 H -17.565042 -10.137204 -30.142426 [103 C -26.836220 -13.961346 -32.680595 [199 H -18.282530 -3.599596 -36.868089
8 C -17.044596 -8.598586 -31.623820 |104 H -27.481739 -13.291270 -32.073600 [200 C -16.579400 -4.527389 -35.961908
9 H -17.574369 -8.137701 -32.479170 |105 H -25.872327 -14.081945 -32.154842 |[201 H -16.432743 -4.830122 -34.906763
10 H -17.033875 -7.889659 -30.771417 |i06 C -27.524891 -15.335568 -32.772476 |[202 C -16.156718 -5.712410 -36.900953
11 C -19.321429 -9.708661 -31.382804 |107 O -27.084094 -16.257821 -31.987645 [203 H -15.055017 -5.830556 -36.852291
12 O -19.811318 -9.593218 -32.538221 (108 O -28.472060 -15.474544 -33.638286 [204 H -16.426410 -5.441821 -37.943440
13 N -20.131746 -9.576297 -30.274819 |i09 C -27.536821 -12.149366 -34.338016 [205 N -18.154753 -7.297592 -36.584552
14 H -21.115153 -9.405992 -30.527911 |110 O -27.137364 -10.953783 -34.241296 |[206 H -18.909817 -6.672981 -36.913778
15 C -19.960039 -10.193752 -28.944226 (111 N -28.837190 -12.501003 -34.561461 [207 C -16.790603 -7.004674 -36.464625
16 H -19.012606 -9.826570 -28.490360 |112 H -29.105744 -13.495520 -34.466304 [208 C -18.388516 -8.490573 -35.965373
17 C -21.147385 -9.739899 -28.055404 113 C -29.913642 -11.494171 -34.720995 [209 H -19.377821 -8.932019 -35.876131
18 H -22.111612 -10.120443 -28.454295 |114 H -29.467441 -10.633667 -35.266265 [210 N -17.247774 -8.999919 -35.467893
19 H -21.042543 -10.075884 -27.005358 |115 C -31.070487 -12.091968 -35.554893 [211 C -16.241195 -8.082559 -35.791435
20 H -21.186136 -8.632708 -28.045377 |116 H -31.856102 -11.311762 -35.676915 [212 H -15.209201 -8.241974 -35.474362
21 C -19.774141 -11.746760 -29.061224 |117 H -30.684406 -12.389360 -36.549123 213 C -15.782388 -3.250248 -36.313212
22 O -19.362963 -12.284918 -30.112397 118 O -31.617180 -13.292310 -34.955828 [214 O -15.854085 -2.739683 -37.456112
23 N -20.023753 -12.485360 -27.920561 |119 H -32.019680 -12.984488 -34.108421 [215 N -15.031528 -2.751837 -35.286122
24 H -20.248345 -11.969323 -27.062850 |120 C -30.423858 -10.955496 -33.340854 |216 H -15.054051 -3.199801 -34.366116
25 C -19.426557 -13.840821 -27.755518 121 O -31.588490 -11.172515 -32.925634 [217 C -14.192840 -1.536626 -35.393232
26 H -18.685974 -13.936271 -28.571876 |122 N -29.494688 -10.207987 -32.659923 [218 H -13.965935 -1.396094 -36.471124
27 C -18.715414 -13.933924 -26.374377 |123 H -28.533220 -10.235115 -33.034317 [219 C -14.957196 -0.281159 -34.874981
28 H -19.461393 -14.121277 -25.570585 |124 C -29.737719 -9.676944 -31.308401 [220 H -15.086627 -0.378845 -33.775592
29 H -18.235984 -12.956981 -26.166000 |125 H -29.425585 -10.400870 -30.525480 [221 H -15.961723 -0.294073 -35.345555
30 C -17.614960 -15.022234 -26.325217 |126 H -30.825967 -9.518505 -31.189431 [222 C -14.213748 1.033193 -35.220233
31 H -18.047020 -16.034228 -26.435142 127 C -29.001851 -8.358485 -30.986044 (223 H -13.181872 1.035920 -34.814117
32 H -16.909491 -14.893933 -27.176818 |128 O -29.054774 -7.888573 -29.825522 [224 H -14.130322 1.126762 -36.327690
33 C -16.783936 -14.949945 -25.050146 (129 N -28.288068 -7.789221 -32.004620 [225 C -14.857760 2.338791 -34.709331
34 0O -16.838847 -14.062528 -24.193700 |130 H -28.274664 -8.190219 -32.948631 [226 O -14.139202 3.299985 -34.347181
35 0 -15.911990 -16.019170 -24.953342 131 C -27.486990 -6.570692 -31.868412 [227 N -16.229037 2.400981 -34.705348
36 C -20.421149 -15.012291 -27.999959 (132 H -28.106046 -5.776735 -31.394477 |228 H -16.645659 3.269224 -34.365340
37 0O -20.065932 -16.188787 -27.751250 [133 C -26.228681 -6.759348 -30.914913 [229 H -16.866318 1.629565 -34.972698
38 N -21.647200 -14.696595 -28.530108 |134 H -25.684944 -5.791399 -30.891780 [230 C -12.924476 -1.862703 -34.567295
39 H -21.851359 -13.722382 -28.770152 |135 H -26.654744 -6.939649 -29.908102 [231 O -13.024332 -2.223005 -33.368216
40 C -22.604367 -15.755921 -28.915690 |136 C -25.241372 -7.866792 -31.272772 (232 N -11.733766 -1.795828 -35.233767
41 H -22.080700 -16.705484 -28.702796 [137 C -24.023767 =7.547222 -31.911567 (233 H -11.688046 -1.524333 -36.219820
42 C -23.910559 -15.693402 -28.064345 |138 H -23.815068 -6.502752 -32.188244 |234 C -10.469432 -2.255340 -34.625997
43 H -24.492537 -14.800070 -28.373389 |139 C -23.076123 -8.537047 -32.220245 (235 H -10.519427 -2.024002 -33.541274
44 H -23.600235 -15.575304 -27.006551 |140 H -22.133452 -8.279121 -32.727216 |[236 C -10.307359 -3.805640 -34.791700
45 C -24.749641 -16.960540 -28.223148 |141 C -23.337757 -9.882337 -31.885450 [237 H -11.268557 -4.261906 -34.474080
46 C -24.463048 -18.103704 -27.439860 |142 O -22.440600 -10.913399 -32.191295 (238 H -10.156023 -4.026197 -35.869805
47 H -23.634542 -18.068236 -26.712802 |143 H -21.591851 -10.512118 -32.513546 [239 C -9.158921 -4.414908 -33.949115
48 C -25.237134 -19.270579 -27.565803 |144 C -25.474799 -9.220949 -30.924506 [240 H -8.184667 -3.954856 -34.226858
49 H -25.012733 -20.148060 -26.942365 |145 H -26.399686 -9.486199 -30.391218 (241 H -9.331786 -4.180691 -32.873469
50 C -26.309129 -19.311259 -28.479093 |146 C -24.536993 -10.224170 -31.224008 [242 C -9.062808 -5.950244 -34.127095
51 H -26.925208 -20.218691 -28.568519 (147 H -24.714565 -11.275481 -30.946669 [243 H -10.023104 -6.421677 -33.811757
52 C -25.823497 -17.011906 -29.139770 |148 C -27.088031 -6.148221 -33.308550 (244 H -8.925326 -6.188466 -35.207661
53 H -26.053304 -16.154641 -29.790343 |149 O -27.133222 -6.967034 -34.258339 [245 C -7.901822 -6.589874 -33.320420
54 C -26.592772 -18.183300 -29.271303 150 N -26.702848 -4.838026 -33.473455 |246 H -6.938984 -6.129016 -33.631463
55 H -27.423836 -18.192277 -29.993724 |151 H -26.504845 -4.282841 -32.635087 [247 H -8.032291 -6.360227 -32.240628
56 C -22.912729 -15.616846 -30.431267 |152 C -26.002184 -4.402932 -34.711423 (248 N -7.759135 -8.070898 -33.453815
57 O -23.634407 -14.677263 -30.856410 (153 H -26.536287 -4.879803 -35.558325 [249 H -8.643075 -8.514476 -33.155835
58 N -22.296514 -16.551135 -31.217847 |154 C -26.059881 -2.855960 -34.834457 [250 H -7.658313 -8.304082 -34.454842
59 H -21.707357 -17.215467 -30.712505 |155 H -25.612591 -2.391050 -33.929821 [251 C -9.327000 -1.486011 -35.322988
60 C -22.417231 -16.803029 -32.688542 (156 H -27.134682 -2.579444 -34.887944 [252 O -9.357123 -1.277341 -36.562511
61 H -21.722100 -17.642783 -32.883303 |157 C -25.289480 -2.291546 -36.064047 [253 C -5.954000 -1.242015 -34.570987
62 C -23.852203 -17.250589 -33.131138 |158 H -25.205436 -3.026614 -36.890300 [254 © -5.809170 -1.546291 -33.360803
63 H -24.590644 -16.458872 -32.888916 159 H -25.852156 -1.423950 -36.473020 [255 N -5.113151 -1.684854 -35.565988
64 H -23.818884 -17.341546 -34.235383 |160 C -23.868901 -1.744646 -35.744224 |[256 H -5.315109 -1.396281 -36.524077
65 C -24.278421 -18.597358 -32.486386 |161 O -23.637450 -1.314124 -34.560746 [257 C -3.948466 -2.552158 -35.311151
66 H -23.404461 -19.281893 -32.451285 162 O -23.007669 -1.725220 -36.707093 [258 H -3.965052 -3.419195 -36.002977
67 H -24.617880 -18.435976 -31.441402 |163 C -24.555185 -4.959913 -34.637027 |[259 H -2.999454 -1.992271 -35.449654
68 C -25.375244 -19.352099 -33.272954 |164 O -23.844587 -4.748843 -33.617635 [260 H -4.016364 -2.902045 -34.264516
69 H -25.037670 -19.507407 -34.320983 165 N -24.136452 -5.708389 -35.699916 [|261 N -8.324104 -1.058321 -34.506025
70 H -25.524083 -20.350211 -32.798570 |166 H -24.824189 -5.900242 -36.430591 [262 H -8.301604 -1.342906 -33.522606
71 N -26.662145 -18.616624 -33.292476 [167 C -22.962906 -6.628054 -35.641871 [263 C -7.108000 -0.388014 -35.021986
72 H -26.778486 -17.732286 -32.714153 [168 H -22.876971 -6.948770 -34.582763 [264 H -7.216443 -0.366742 -36.123938
73 C -27.706674 -18.957510 -34.062217 |169 C -23.244956 -7.884102 -36.527469 [265 C -7.093998 1.120986 -34.493985
74 N -28.812317 -18.179646 -34.111053 |170 H -23.276948 -7.548435 -37.591673 [266 H -6.983212 1.123862 -33.389121
75 H -29.536645 -18.418693 -34.790822 |171 C -22.099900 -8.922744 -36.394734 |267 H -8.076533 1.551006 -34.771667
76 H -28.742923 -17.144457 -33.842169 |172 H -22.377327 -9.850274 -36.936823 [268 C -5.931997 1.935985 -35.186984
77 N -27.650955 -20.111332 -34.827393 |173 H -21.162310 -8.522014 -36.813985 [269 H -5.777860 1.502183 -36.204767
78 H -28.532714 -20.443860 -35.222957 |174 H -21.945118 -9.190628 -35.324326 [270 C -6.344808 3.421763 -35.374948
79 H -27.020377 -20.848758 -34.510982 [175 C -24.596197 -8.558113 -36.151952 [271 H -5.535691 3.993748 -35.877533
80 C -21.930785 -15.684310 -33.667727 |176 H -25.483560 -7.913892 -36.306629 [272 H -7.266084 3.505257 -35.987053
81 O -21.233224 -16.050123 -34.650486 [177 H -24.730261 -9.472217 -36.765490 [273 H -6.541005 3.903732 -34.391458
82 N -22.362919 -14.406884 -33.415376 |178 H -24.613955 -8.860680 -35.081635 [274 C -4.592059 1.841294 -34.404003
83 H -22.934669 -14.321201 -32.554178 179 C -21.643098 -5.848406 -35.982515 [275 H -4.705298 2.302027 -33.399293
84 C -22.760296 -13.379859 -34.433018 (180 O -20.908846 -6.133103 -36.970827 |276 H -4.263622 0.792024 -34.262518
85 H -22.731427 -12.419183 -33.877289 |181 N -21.364684 -4.858948 -35.092858 [277 H -3.790656 2.388790 -34.945078
86 C -21.856454 -13.269782 -35.688628 |182 H -22.058582 -4.681838 -34.348397 [278 Cu -17.074413 -10.522958 -34.108907
87 H -22.276699 -12.446207 -36.307056 (183 C -20.323328 -3.836367 -35.309009 [|279 H -15.406588 -15.877861 -24.118043
88 H -21.921559 -14.204906 -36.273730 |184 H -20.418960 -3.471621 -36.353845 [280 C -15.579918 -8.857694 -32.065734
89 N -19.401170 -13.891387 -35.293717 [185 C -20.565470 -2.639094 -34.324663 [281 O -14.614868 -8.377507 -31.434048
90 H -19.596172 -14.899642 -35.315956 (186 H -21.658736 -2.455368 -34.259395 [282 O -15.437152 -9.604093 -33.160018
91 C -20.417689 -12.933745 -35.368247 |187 H -20.190691 -2.923724 -33.319016 [283 O -15.203021 -11.923511 -35.361954
92 C -18.228082 -13.259284 -34.970026 |188 N -20.473162 -0.604997 -35.817597 [284 © -13.189345 -9.994268 -34.652655
93 H -17.257077 -13.746906 -34.877830 |189 H -21.422084 -0.787579 -36.221529 |285 H -15.447053 -11.611820 -36.259084
94 N -18.434014 -11.934771 -34.842071 |190 C -19.901140 -1.378332 -34.802167 (286 H -14.399214 -11.376081 -35.135449
95 C -19.793726 -11.729427 -35.090680 |191 C -19.620952 0.441840 -36.060108 (287 H -12.327083 -10.068684 -34.193328
96 H -20.242355 -10.737805 -35.023434 |192 H -19.832261 1.217929 -36.801486 |288 H -13.838564 -9.707875 -33.946087

Carlos Z. Gémez Castro - 143




Anexos
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3 N -17.093046
4 H -17.879552
5 H -16.211130
6 C -17.090297
7 H -17.203274
8 C -15.750788
9 H -15.020457
10 H -15.889737
11 C -14.976374
12 O -14.038689
13 0 -15.266805
14 C -18.315163
15 O -18.298351
16 N -19.423646
17 H -20.167424
18 C -19.683564
19 H -18.843778
20 C -20.986319
21 H -21.856470
22 H -21.193171
23 H -20.878039
24 C -19.717028
25 0O -19.435745
26 N -20.012308
27 H -20.162705
28 C -19.533003
29 H -18.845550
30 C -18.759901
31 H -19.478296
32 H -18.184289
33 C -17.766464
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37 0O -16.820429
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45 C -24.036782
46 H -24.640990
47 H -23.755651
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95 C -18.342601
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