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RESUMEN

En la presente investigacion se realizo el analisis de la interaccion de 78 cicldtidos de la
familia Rubiaceae con un dodecdmero de beta amiloide; obteniendo en una primera
instancia las estructuras reportadas en la literatura, tanto como de los cicl6tidos como de
la beta amiloide, las cuales fueron modeladas, optimizadas y alcanzaron el equilibrio
mediante el uso de técnicas de Mecanica Molecular como la minimizacién de energias y
dinamica molecular, utilizando el ensamble canénico NVT por un tiempo de 200ns, el
campo de fuerza OPLSAA, y un solvente explicito (SPC216). El acoplamiento molecular
entre la beta amiloide y los 78 ciclotidos respectivamente y post procesamiento con una
dindmica molecular de 10ns, nos mostré que llega a existir una interaccion entre los
ciclétidos con la proteina de beta amiloide al observar la existencia de puentes hidrogeno;
solo un cicl6tido no tiene presencia de puentes hidrégeno con respecto al dodecamero de
beta amiloide, el Cycloviolacion 022, después de evaluar los aminoacidos interactuantes

entre ambas proteinas, los resultados obtenidos se pueden usar para estudios posteriores.

Palabras clave: Beta amiloide, Cicl6tido, Dinamica Molecular, Campo de Fuerza,

Acoplamiento Molecular.
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ABSTRACT

In the present investigation, the interaction of 78 cyclotides of the Rubiaceae family with
an amyloid Beta dodecamer was performed; obtaining in a first instance the structures
reported in the literature, as well as cyclotides and amyloid beta, which were modeled,
optimized and reached equilibrium through the use of Molecular Mechanics techniques
such as the minimization of energies and molecular dynamics, using the canonical NVT
assembly for a time of 200ns, the force field OPLSAA, and an explicit solvent (SPC216).
The docking between the amyloid Beta and the 78 cyclotides respectively and post
processing with a molecular dynamics of 10ns, showed us that there is an interaction
between the cyclotides with the Beta amyloid protein when observing the existence of
hydrogen bonds; only one cyclotide doesn’t have presence of hydrogen bridges with
respect to the dodecamer of Beta amyloid, Cycloviolation 022, after evaluating the amino
acids interacting between both proteins, the results obtained can be used for further

studies.

Key words: Amyloid Beta, Cyclotide, Molecular Dynamics, Force Field, Docking.
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INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida progresiva cronica
de la estructura y las funciones de las neuronas, lo que resulta en deficiencias funcionales
y mentales. Si bien las causas asociadas con la degeneracion neuronal siguen siendo poco
conocidas, la incidencia de neurodegeneracion aumenta con la edad, en la vida adulta
media a tardia. Este fendmeno, que afecta principalmente a las personas mayores, se
traduce en enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer
(EA).

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo e incesante
que afecta amplias areas de la corteza cerebral y el hipocampo. La enfermedad de
Alzheimer esta asociada con la acumulacion de formas insolubles de beta amiloide (5A)
en placas en espacios extracelulares, asi como en las paredes de los vasos sanguineos, y
con la agregacion de la proteina tau de microttbulos en los enredos neurofibrilares de las
neuronas.

En el Peru alrededor de 200,000 personas padecen de la enfermedad de Alzheimer, en
donde el Ministerio de Salud (Minsa) brinda tratamientos y servicios especializados a
3,309 pacientes. Actualmente, existen estudios donde se da terapia anti-amiloidogénica,
que principalmente abarca la reduccion de la produccion de A mediante la inhibicion de
la enzima secretasa, o0 bloqueando la agregacién de SA, siendo este Gltimo el de interés
en esta investigacion ya que existen estudios en donde anticuerpos, péptidos u otras
moléculas pequefias, interaccionan con SA y la inhiben.

Los ciclétidos son péptidos que son proposito de diversas investigaciones, como
inhibidores de moléculas responsables de distintas enfermedades tales como: la
proliloligopeptidasa humana, la proteina tau, etc. Es por ello que el objetivo de este
estudio es realizar y evaluar la interaccion de ciclétidos con las moléculas de SA,

mediante el uso de herramientas bioinformaticas y técnicas de mecanica molecular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccion a nivel de Mecénica Molecular entre los ciclotidos presentes en la

familia Rubiaceae y estructuras de beta amiloide.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Recopilar informacion en la literatura sobre las estructuras de los ciclétidos
presentes en la familia de Rubiaceae, asi como de las estructuras de beta amiloide,
reportadas en el “Protein Data Bank™

2. Minimizar energias y realizar una dinamica molecular de las estructuras de los
ciclotidos como de las de beta amiloide en formato pdb.

3. Acoplar, “Docking”, la estructura beta amiloide con los ciclétidos obtenidos
presentes en la familia Rubiaceae

4. Evaluar mediante simulacion de Dindmica Molecular en el ensamble Canonico,
las estructuras mas estables del complejo cicl6tido — beta amiloide.

5. Analizar la interaccion entre las estructuras de los ciclétidos con la beta amiloide

mediante la existencia de puentes hidrdgeno.
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HIPOTESIS

Utilizando la Mecanica Molecular para sistemas biologicos, es factible evaluar la
interaccion entre ciclotidos presentes en la familia Rubiaceae y la estructura de Beta

amiloide, mediante técnicas de acoplamiento molecular.
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CAPITULO |

Marco Tedrico

1.1.Alzheimer

Los desordenes neurodegenerativos son esporadicos y caracterizados por la persistente y
progresiva pérdida de los subtipos neuronales, entre ellas se incluye a la enfermedad del
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, Esclerosis Lateral

amiotrofica, Esclerosis multiple y desordenes neurocognitivos asociados a virus.® 2

La enfermedad del Alzheimer es el desorden neurodegenerativo mas comun que
desarrollan las personas de la tercera edad, mayormente a partir de los 65 afos, esta
enfermedad se caracteriza por ser la forma mas comin de demencia, la cual afecta al
paciente en un &mbito personal, laboral, familiar y social; y los sintomas mas remarcables
son la degeneracion de las funciones cognitivas y alteracion del comportamiento de la

persona afectada, incluyendo la pérdida progresiva de la memoria.® 4
1.1.1. Sintomas

En 1906, el Dr. Alois Alzheimer presento los resultados de la autopsia de cerebro de
Auguste Deter, una mujer de 55 afios de edad, que padecia de demencia presenil, y
propuso que los problemas psiquiatricos de la paciente eran debido a lesiones patoldgicas
anormales en su cerebro. Alzheimer indic6 que esto era un “proceso de enfermedad
diferente” descrito por la correlacion de hallazgos clinicos y caracteristicas patologicas;
sin embargo, Emil Kraeplin, el mentor de Alzheimer, nombr6 a la demencia presenil

como “la enfermedad de Alzheimer”.°
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Se conoce que la enfermedad del Alzheimer (EA) produce sintomas cognitivos, pero los
avances en la neurociencia han establecido que; ademas de estos sintomas, la enfermedad
también presenta una conexién entre las emociones y las cogniciones, presentando una
serie de sintomas neurosquiatricos (SNP).® Una reciente iniciativa del “Instituto Nacional
sobre el envejecimiento” junto con “La Asociacion de Alzheimer” ha desarrollado un
nuevo criterio de diagndstico en donde clasifica a la enfermedad del Alzheimer en tres
fases: La fase pre-clinica, fase clinica, y finalmente la demencia de EA.’

Los sintomas de la fase pre-clinica son a menudo confundidos con problemas
relacionados al envejecimiento normal o indicadores de estrés inducido, incluyendo la
falta de formar nuevas memorias. Por otro lado, basicamente la fase clinica es en donde
la enfermedad puede ser identificada como un deterioro cognitivo leve (DCL), en este
estado o fase de la enfermedad se observa que hay cambios tanto psicolégicos como en
el comportamiento, mostrando un deterioro gradual en la forma de realizar actividades
diarias, incluyendo aprender nuevas habilidades.® Usualmente en el progreso de la
enfermedad, la persona afectada ain puede hacerse cargo de si mismo, pero comienza a
notarse un deterioro en su vocabulario y pérdida de la fluidez para comunicarse. De todos
los SNP, la depresion y la apatia son los sintomas mas frecuentemente observados,
ademas de que la incidencia de agitacion verbal y fisica es también alta en EA y DCL.°

Paralelamente, los SNP pueden ser una manifestacion directa no cognitiva de la
enfermedad del Alzheimer debido a que afecta areas clave del cerebro asociados al
comportamiento, emociones y/o percepciones.*® Como la enfermedad es progresiva, las
alucinaciones y las agresiones se vuelven mas comunes, donde la apatia es la mas
persistente en los SNP de entre todos los estados del EA. Adicionalmente, el ritmo
circadiano se vuelve exagerado comparado con la fase de cambio que se observa en las

personas con envejecimiento normal.!

Conforme va avanzando la enfermedad a su ultima fase, el paciente requiere de un
cuidador, debido a que en la mayoria de casos en esta Ultima etapa de la enfermedad la
persona ha perdido totalmente el habla, ademas también sufre una pérdida de la masa
muscular que como consecuencia afecta la movilidad del paciente, por lo cual este
termina confinado a estar postrado en una cama. En esta etapa de la enfermedad los SNP

se vuelven menos frecuentes que en la fase intermedia del EA.*2
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En general, los sintomas mas recurrentes en personas con EA incluye depresion, psicosis,
apatia, hiperactividad o agitacion, desordenes del suefio, pérdida de la memoria y
habilidades diarias, deterioro de la comunicacion y el vocabulario, y finalmente perdida

de la movilidad fisica.'®

1.1.2. Epidemiologia

La enfermedad del Alzheimer es la mayor causa de demencia en personas mayores de 60
a 65 afios. En donde el declinamiento cognitivo y demencia ha tenido un alto impacto
individual, el cual est4 asociado a la edad, por lo que el impacto social viene aumentando
a nivel mundial. La prevalencia global de demencia para el 2010 fue de 35.6 millones, y
se predice que ira doblando esta cantidad cada 20 afios, afectando a méas de 80 millones
de personas en el mundo para el 2040.* Este incremento de casos de Alzheimer es
atribuido al incremento de personas ancianas en los paises del segundo y tercer mundo.
Consecuentemente, se espera que para el 2040 el porcentaje de las personas con demencia
aumente del 80 % al 190 % en lo que es Europa, Norte Ameérica, y la regién desarrollada
del occidente del Pacifico, mientras que en lo que se refiere a Latinoameérica, India, China,

Norte de Africa, y el medio oriente incrementara en mas de 300 %.°

La incidencia de casos de Alzheimer en Latinoamérica en adultos mayores de 65 afios es
de 7.1 % parecido al de paises desarrollados; especificamente en Peru la prevalencia es
de 6.85 %, siendo el Alzheimer la forma de demencia mas comun en el pais. La
epidemiologia de esta enfermedad en Latinoamérica es mucho mayor que en paises
desarrollados, esto se debe a los bajos niveles socio-econémicos y educativos, que
influyen en el desarrollo a nivel crénico de la EA. Por eso es que la demencia, en un

aspecto general, se considera como un problema de salud publica en Latinoamérica.®

Si se basa la prevalencia de esta enfermedad de acuerdo a género, estudios en
Latinoamérica indica que para ambos géneros se tiene un promedio de producirse o
presentarse la enfermedad a la edad de 65 a 69 afios; si se toma solo a las mujeres, el
resultado de presentarse la enfermedad va de 70 a 74 afios, por otro lado para el grupo
masculino se mostré una tasa levemente superior que el de mujeres. Por lo tanto, la

prevalencia de que se produzca esta enfermedad en Latinoamérica en mayores tasas que
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en paises desarrollados, puede deberse a distintas razones como, el acceso limitado a una

atencion médica primaria y los bajos niveles de educacion.’

Un gran numero de factores ha sido asociado con el incremento del riesgo de EA, pero
entre ambos, la enfermedad cerebrovascular y sus antecedentes son los mas
consistentemente reportados. Una historia con diabetes, hipertension, el tabaquismo, la
obesidad y la dislipidemia se ha encontrado que puede aumentar el riesgo. Aunque una
enfermedad cerebrovascular, infartos corticales, infartos individuales, hemorragia
cerebral, cambios corticales dado por la hipoperfusion, cambios en la materia blanca y

vasculopatias, son los antecedentes a la demencia en general.®

1.1.3. Patologia

A través de los afios las dos caracteristicas neuropatoldgicas de la enfermedad del
Alzheimer han sido las placas Beta amiloide y los ovillos neurofibrilares, que han sido
estudiados extensivamente en un intento de entender las causas subyacentes e identificar

un potencial tratamiento para la enfermedad.® 2°

En la actualidad la EA s6lo puede ser confirmado con examenes post-mortem, y un
diagndstico clinico se puede realizar solo después de que se haya presentado la
enfermedad, por lo que se realizan varios estudios en cuanto a mejorar el diagnostico de
la enfermedad en donde lugares como el “Instituto Nacional de Trastornos Neuroldgicos
y Accidentes cerebrovasculares” y “La Asociacion de Alzheimer” que combina criterios
los patrones clinicos y neuropatoldgicos y asignan diagndsticos como “posible”,

“probable”, y “definitivamente es EA”.%

En la actualidad si es que se hace el estudio de la seccidn transversal del cerebro humano
en una persona con Alzheimer este revelaria una atrofia cerebral macroscopicamente
visible en las regiones que implica el aprendizaje y el proceso de memoria, incluyendo la
corteza temporal, parietal y frontal también conocido como hipocampo (ver Figura 1.1).
Esta reduccion del volumen del cerebro da lugar a una profunda degeneracion de las
neuronas Y la sinapsis.??2® Para observar si realmente estas lesiones son causadas por las
placas seniles u ovillos neurofibrilares, se hace un estudio histopatologico especifico para
EA.24
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Figura 1.1 Los cerebros la enfermedad del Alzheimer (EA) se caracteriza por
tener una notable atrofia en comparacion con los cerebros control.?

Con respecto a los cambios estructurales que se producen en el cerebro son clasificadas
como: lesiones “positivas” a laacumulacién de placas y ovillos, hilos, neuritas distroficas,
angiopatia amiloide cerebral (AAC) y otras lesiones que se observan en los cerebros de
pacientes con EA, y lesiones “negativas” que comprenden la atrofia masiva, consecuencia

de la pérdida de neuronas y la degeneracion de axones y sinapsis. 2> 2

Cada una de estas lesiones presenta un patrén caracteristico en la EA, la cual provee
algunas claves acerca de la relacion entre estas lesiones y el progreso de los sintomas y la
enfermedad. Existen también cambios estructurales en la neuropilo asociado con las
placas y lo ovillos que contribuyen con la discapacidad cognitiva. Estas placas amiloideas
aparecen en el cerebro en una etapa temprana de la enfermedad y va progresando
lentamente, empieza con la corteza cerebral y pasa a la allocorteza, luego llega hasta el
diencéfalo, el cuerpo estriado, y el prosencéfalo basal de nucleos colinérgicos, seguido

por la progresion a los ntcleos del tronco cerebral y, finalmente, al cerebelo.?’
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Recientes estudios en imagenes radiolégicas han sido capaces de detectar las
caracteristicas patoldgicas de la enfermedad del Alzheimer en pacientes vivos, asi
mejorando un diagndstico exacto y una seleccion de pacientes para las pruebas clinicas.
Basicamente este proceso se basa en inyectar un compuesto (Pbl) en la sangre que se
unira a los depositos de proteinas beta amiloide fibrilares (placas amiloide), si estos se
Ilegan a unir al compuesto con ayuda de un Tomdgrafo de emision de positrones (TEP),
pueden ser detectados con este equipo; pero se ha podido observar que este compuesto
comienza a presentar unas reacciones causa-efecto con respecto a la enfermedad pasados

unos 5 afios de detectada la enfermedad.?® 2

1.1.4. Fisiopatologia

Con respecto a la fisiopatologia, existen muchas hipétesis que han sido puestas como la
base de los diversos factores causantes de esta enfermedad, que traen consigo como
consecuencia los desérdenes multifactoriales; las hipotesis mas cominmente tomadas

por los cientificos son la de las Beta amiloide (5A) o la hip6tesis de la proteina Tau.30 3

Aunque la creciente evidencia ha demostrado que el estrés oxidativo es un factor
importante que contribuye a la iniciacion y progresion de la EA; sin embargo, los
mecanismos que conducen a la alteracion del equilibrio redox y las fuentes de radicales
libres sigue siendo dificil de alcanzar. Las especies reactivas de oxigeno excesivas pueden
generarse a partir de mecanismos tales como la disfuncion mitocondrial y/o la
acumulacion aberrante de metales de transicion, mientras que la acumulacién anormal de
proteinas SA y tau parece promover el desequilibrio redox. El resultado de estrés
oxidativo ha sido implicado con las SA o neurotoxicidad con proteinas Tau. Ademas, la
evidencia ha sugerido que el estrés oxidativo puede elevar la produccion y la agregacion
de pA y facilitar la fosforilacion y la polimerizacion de tau, formando asi un ciclo vicioso

que promueve la iniciacion y progresion de la EA. 3234

En la actualidad se ha observado que la hip6tesis mas frecuentemente usada es la de la
ruta de la Beta amiloide, la cual ha prevalecido durante las dos ultimas décadas.®
Estudios recientes han descubierto el rol de los oligbmeros de A en la interrupcién de
la sinapsis, con lo cual se sugiere que este destruye la integridad de las funciones del

cerebro.36 37
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e Via amiloidogénica

Como se dijo la Beta amiloide es una de las caracteristicas de la enfermedad del
Alzheimer, donde sugiere que esta proteina tiene muchos roles fisioldgicos. Existen tres
posibles mecanismos para la fisiopatologia del Alzheimer dependiente de SA: la primera,
la agregacion de BA,; la segunda, el incremento de la produccion de SA; vy la tercera, la
alteracion de la degradacion de la SA.%8

Las condiciones que vuelven a la Beta amiloide (8A) una molécula patologica no esta del
todo claro, pero se cree que es dependiente de la concentracion de esta proteina; es por

ello que la acumulacion de la SA empieza alcanzar niveles toxicos.*

La proteina de la Beta amiloide se da naturalmente dentro del cerebro humano como un
fragmento proteolitico de la proteina precursora amiloidea (PPA).*° La PPA posee una
estructura anfifilica con terminales N-hidrofilico y C-hidrofébico. El término de la C-
terminal es variable, y produce proteinas con un rango de largo de entre 37 a 42 residuos
de aminoacidos. Las dos formas més estudiadas de A son las aloformas fA40 y fA42,

las cuales consisten de 40 o 42 residuos de aminoacidos respectivamente.* 42

Las fibrillas de BA forman el nucleo de las placas amiloide dentro del parénquima
cerebral, una de las caracteristicas de la EA, o se acumulan en las paredes de los vasos
sanguineos cerebrales, asociados con la angiopatia amiloidea cerebral (AAC). Una gran
variedad de agregados de BA han sido identificados, como dimeros, oligbmeros
heteromorfos, o protofibrillas, que representan el Ultimo estado antes de finalmente pasar

a ser fibrillas.*®

De acuerdo con la hipétesis de la amiloide, en las células de las neuronas se puede dar
dos vias: la primera en donde la PPA puede ser procesada por una via no amiloidogénica,
que previene la formacion de la SA, o por la via amiloidogénica que da como producto a
la SA. En la via no amiloidogénica, la PPA es reconocida por la enzima transmembrana
a-secretasa, donde corta a la proteina en dos fragmentos la PPAsa y la a-CTF que luego
este Ultimo fragmento vuelve adentro de la neurona donde es reconocida por la y-secretasa

y esta la secciona en dos fragmentos en el p3 y la AICD, que como se ve ningln fragmento
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resultante es la SA. En el caso de la via amiloidogénica, la PPA no es reconocida por la
a-secretasa, por lo que esta proteina ingresa nuevamente a la neurona donde en un
endosoma la enzima f-secretasa reconoce a la PPA y comienza con una escision dando
como resultado a la PPAsP y la BCTF; seguidamente la B-CTF es cortada por la enzima
y-secretasa, que es un complejo de presinilinas 1y 2 (PS1/2), para generar ala AICD y la
beta amiloide.** % La y-secretasa puede trabajar bajo condiciones fisioldgicas entre los
aminodacidos 37 a 43 de la secuencia de la SA, generando asi diversas especies de SA.%

Siguiendo por la via amiloidogénica (ver Figura 1.2 ), la beta amiloide es secretada de la
neurona, donde en una primera parada, estas deberian ser degradadas por enzimas como
la cistatina C, plasmindgeno y tPA/UPA, si en este paso algunas beta amiloide no son
degradadas, forman pequefios oligémeros (que pueden ser dimeros y trimeros), y pasan
por una segunda etapa de degradacion por otro grupo de enzimas; los oligomeros que no
sean degradados en esta etapa son los que pasaran a formar parte de las placas seniles o

placas amiloideas.*"*8

La especie méas abundante de SA es la fA40, pero la fA42 es la més toxica debido a su
alta hidrofobicidad y su tendencia a formar agregados. Pero la proteina de la SA por si
misma no es téxica, ya que esta también cumple un rol fisiolégico en las neuronas, en
donde estudios han determinado que interviene en el aprendizaje y retencion de la
memoria, que en bajas dosis este mejora la memoria, mientras que por el contrario en

altas dosis este afecta la memoria.*®

Estudios nos indican que la enfermedad del Alzheimer pude resultar de la desregulacion
de la neurotransmision glutamatergica excitatoria por la SA, produciendo alteraciones
sinapticas. En donde el Glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio, y es el
responsable de munchas funciones en el cerebro, incluyendo la cognicion y la memoria.
El glutamato contribuye al aprendizaje dependiente del hipocampo y la potenciacion de
la memoria a largo plazo. Ademés es beneficioso a bajos niveles, pero en altas
concentraciones de glutamato extracelular puede producir la muerte celular a través de la
excesiva activacion de los receptores de glutamato, proceso conocido como
excitocicidad.*
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Figura 1.2 Presentacion esquematica de las vias de procesamiento de PPA. °

1.1.5. Tratamiento

En la actualidad, muchos de los fondos para busquedas bésicas y traslacionales en EA
han sido invertidos en desarrollo de tratamientos que puedan detener la produccion de

SA 0 aumentar su remocion, los cuales han tenido fallas en pruebas clinicas.>*

La enfermedad del Alzheimer es compleja, y es improbable que un farmaco intervenga
satisfactoriamente a tratar esta enfermedad. Los enfoques actuales se centran en ayudar
a las personas que padecen esta enfermedad a mantener una buena funcién vital, controlar

los sintomas del comportamiento y retrasar o detener los sintomas de la enfermedad.
Investigadores esperan poder desarrollar terapias con mecanismos de marcadores
especificos, genéticos, moleculares y celulares asi que las causas subyacentes de la

enfermedad pueden ser detenidas.>?

Actualmente, existen muchas prescripciones aprobadas por la FDA (Administracion de
Medicamentos y Alimentos) para tratar a personas que han sido diagnosticadas con la
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enfermedad del Alzheimer. El poder tratar los sintomas de la enfermedad proporciona al
paciente comodidad, dignidad e independencia durante un largo periodo de tiempo. Es
importante entender que ninguno de los medicamentos detiene a la enfermedad por si

misma.>®

Para tratar el Alzheimer leve o moderado (es decir en su fase pre-clinica y clinica) se usan
los medicamentos que inhiben la colinesterasa, las cuales pueden ayudar a reducir o
prevenir los sintomas que van empeorando en un determinado tiempo y puede ayudar a
controlar algunas sintomas del comportamiento, algunos ejemplos de estos medicamentos

son la galantamina, rivastigmina, donazepil.>*

Varios cientificos aun no han podido comprender completamente como el inhibidor de
colinesterasa trabaja para tratar la enfermedad del Alzheimer, pero algunos dicen que
posiblemente previene la descomposicién de la acetilcolina, un quimico del cerebro que
se cree que es importante para la memoria y el pensamiento. Conforme va desarrollandose
la enfermedad, el cerebro va produciendo menos y menos acetilcolina, por lo tanto los
inhibidores de colinesterasa pueden ir perdiendo su efecto. Estudios no publicados
comparan directamente estas drogas, porque ellos trabajan en caminos similares,
cambiando de un farmaco a otro para ver la probabilidad de si produce algun cambio

significante. Pero un paciente puede responder mejor a una droga que a otra.>

En el caso del tratamiento del Alzheimer moderado a severo existe un medicamento
Ilamado Namenda (memantina), un antagonista del N-metil D-aspartato (NMDA), que
es prescrito para tratar las etapas de moderado a severo de la enfermedad del Alzheimer.
El efecto principal de esta droga o farmaco es de retrasar el progreso de algunos de los
sintomas del paciente. Este puede permitir a los pacientes a mantener ciertas funciones

diarias un poco mas de lo que les permitiria la enfermedad.>®

Por ejemplo la Namenda puede ayudar al paciente en las ultimas etapas de la enfermedad
a mantener su habilidad de poder ir al bafio independientemente por varios meses mas,
algo que beneficiaria tanto a pacientes como cuidadores. Se cree que este farmaco ayuda
a regular el glutamato, un importante quimico del cerebro, que cuando es producido en

exceso, el glutamato puede dirigir a la muerte celular; esto debido a que el antagonista
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NMDA trabaja muy diferente a los inhibidores de la colinesterasa, los cuales ambos

pueden ser prescritos en combinacion.®’

Por otro lado, investigaciones o teorias dicen que si la SA inicia y sostiene una cascada
especifica en la EA, la eliminacion o prevencion de esta podria ser lo mas ideal para
detener su aparicion o posterior progresion. En un estudio humano, una vacuna de A
redujo el total de carga de placas amiloidea, mientras que en otros estudios, infusiones
intravenosas caracteristicas del ensayo de anticuerpos para SA fallaron al cumplir su

primer objetivo.*®

Otros tratamientos que se han ido desarrollando a menudo implican intervenciones
médicas drasticas como la quimioterapia y el trasplante de higado o corazén, o como ya
se ha descrito el uso de farmacos inhibidores de la formacion de la fibrilla son escasos®
Asi es como algunos compuestos provenientes de plantas, han sido o han generado gran
interés para la investigacion de posibles biofarmacos que podrian inhibir a la formacion

de las placas Beta amiloide.®°

1.2. Ciclétidos

Los ciclotidos son péptidos ciclicos de aproximadamente unos 28 a 37 aminoacidos,
caracterizados por tres enlaces disulfuro, estos enlaces se deben a que en su estructura
tiene 6 residuos conservados de cisteina los cuales forman un nudo ciclico de cistina

(NCC), el cual le confiere una alta estabilidad a la estructura.®*

Los ciclotidos fueron definidos como una Unica familia de proteinas en 1999, con el
nombre proveniente de los términos “ciclo” y “péptido” que indicaban sus mayores
caracteristicas que era de desde el inicio al termino del péptido tenia una estructura
circular.%? El descubrimiento de los ciclétidos fue dado por las aplicaciones de la
medicina nativa, donde un té preparado a partir de la planta Oldenlandia affinis que era
usado por las mujeres en varias partes de Africa para facilitar el parto de nifios. En los
afos 70’s el ciclotido Kalata B1 (de la familia Rubiceae) fue descubierto por Gran, como

el responsable de estas actividades uterotonicas en el té, pero tuvieron que pasar otros 25
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afios antes de que se pueda conocer su secuencia y su estructura tridimensional (ver
Figura 1.3)%,
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Figura 1.3 llustracion de la linea del tiempo acerca de las investigaciones relacionadas
ciclétidos. &

El campo de investigacion se quedd en silencio por unos 20 afios, sin reportes que
indicaran sobre la Kalata b1 sino hasta 1995 en donde se vio su estructura tridimensional,
donde se revelaba en detalle el esqueleto macrociclico y la propuesta del arreglo del nudo
de enlaces disulfuro. Desde estos inicios, el campo de los cicl6tidos se ha expandido
significativamente, tanto asi que en la actualidad existen mas de 300 investigaciones
publicadas sobre ciclotidos o0 muy relacionados a estos péptidos. Ademas que se siguen
encontrando mas ciclotidos en disitintas especies de plantas, que tan solo en la década
pasada, el nimero de descubrimientos ha ido incrementando, y ha llegado a unas 150

secuencias de ciclétidos que han sido identificados.
Los ciclotidos se encuentran en ciertos tipos de familias de plantas, en donde en la familia

Rubiceae y Violaceae se encuentran con mas abundancia, pero también se han encontrado
en las familias Cucurbitaceae, Fabaceae, Solanaceae. Los cicl6tidos son la clase méas
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grande de péptidos sintetizados ribosomalmente en plantas, y su distribucién y evolucion
dentro de las plantas atin no esta claro.®®

La distribucion de los ciclotidos en las Rubiceae es méas limitada comparada con las
Violaceae, sin embargo, el grado en que los ciclotidos estan presentes en las Rubiceae
aun no esta claro, en parte porque menos de 10ce de especies rubiaceas existentes han sido
evaluadas para la expresion de cicldtidos. Rubiaceae es la cuarta familia de angiospermas
mas extensa con un aproximado de 650 géneros y 13 000 especies de arbusto y arboles
pequefios que se producen principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Los alcaloides son frecuentes en toda la familia, y los miembros familiares son
una fuente importante de recursos de café, madera, tinte, plantas ornamentales, y

medicamentos de venta con receta médica.®’

1.2.1. Estructura de los Ciclotidos

Los ciclotidos usualmente tienen una estructura primaria pequefia, que va desde los 28 a
37 residuos de aminoéacidos, con un peso molecular de 2.8 a 3.7 kDa. Este grupo de
proteinas estan caracterizadas por poseer una peculiar estructura ciclica, debido a la falta
de la N- y C-terminal que estan unidos por un enlace peptidico y que tienen seis residuos

conservados de cisteina, los cuales forman tres enlaces disulfuro.®®

Los ciclotidos muestran esta ciclacion conocida como “cabeza-cola” en su cadena
polipeptidica, la cual es conocida parcialmente. Primero es un anillo formado por dos
conexiones entre los enlaces disulfuro Cysl-CyslV y Cysll-CysV posicionados
internamente en la estructura, con un tercer puente disulfuro formado por CysllI-CysVI
pasando entre los otros dos enlaces anteriores, por lo tanto estos puentes enlazados forman
un nudo de cistina ciclico (NCC) (ver Figura 1.4).

La naturaleza ciclica de la cadena polipeptidica entre los residuos de cisteina, forman seis
bucles, estructuralmente importantes para la accion bioldgica de estos péptidos, es
conservada, pero el nimero de residuos de aminoacidos puede variar de un cicl6tido a

otro.59
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Figura 1.4 (A) Estructura quimica del prototipo de ciclétido kalata B1. (B) Estructura
3D de un ciclotido, donde se ve el nudo cistina (NCC), una cadena principal con bucles
de secuencia (1-6) y los tres enlaces puente disulfuro.”®"

Para poder determinar la estructura primaria del ciclétido, el esqueleto circular presenta
la primera barrera para determinar la estructura, porque los ciclétidos no son susceptibles
a cualquier secuenciacion N- o C- terminal. Al principio se usé la secuenciacion de
Edman para obtener la secuencia primaria, pero con el tiempo ahora se usa un
espectrometro de masa.’® Para determinar las estructuras secundarias y terciarias, se han
hecho varios intentos por cristalizar los ciclotidos, ninguno ha llegado a ser probado
exitosamente y toda la informacion existente de las estructuras terciarias de los cicldtidos
viene de una espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).”?

Los ciclétidos son extremadamente estables y sus residuos altamente conservados de las
diferentes secuencias juegan un papel estructural importante y roles funcionales.”
También los nudos de cistina son ahora una caracteristica establecida de los cicl6tidos
casi como una firma de la estructura del ciclotido. Los residuos de cisteina son a menudo
envasados herméticamente en el nlcleo de los péptidos ricos en disulfuros, lo que esto
significa que las 15 posibles conectividades de los disulfuro pueden ser concebibles. Para
determinar esta conectividad se realizaron distintos calculos de distancia en donde la
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combinacién de la conectividad de los enlaces I-1V, 11-V, I1I-VI fueron los que se
demostré que tenian una alta estabilidad térmica, quimica y enzimatica.”

Ingenieros quienes construyen estructuras macroscopicas saben que los enlaces de
abrazaderas cruzadas proporcionan fuerza a las estructuras, y en este caso los enlaces
disulfuro hacen lo mismo para las proteinas.” Dos otras clases de nudos de cistina son
también reconocidos, el inhibidor del nudo de cistina y el factor de crecimiento del nudo
de cistina, el cual como su nombre lo dice, se refiere a los tipos de moléculas en donde

estos nudos se producen.’®

1.2.2. Subfamilias de los Ciclétidos

Los ciclétidos estan divididos en dos grandes subfamilias: Los Mdbius y las bracelet (ver
Tabla 1.1).”"

La principal caracteristica que los distingue es la presencia del residuo conservado Prolina
en la conformacion “cis” en el bucle 5 en la subfamilia Mdbius, causando una torsion de
180° en el bucle, el cual no se ve en la subfamilia bracelet. Esta conformacién se debe a
la presencia de un residuo de triptofano (Trp) que precede a la prolina (Pro). Por lo tanto,
ocurre un interaccion entre el anillo pirolidinico de prolina con el lado de la cadena del

anillo aromatico del triptéfano, provocando una conformacion de cis-prolina (Cis-Pro).”

Otra caracteristica que distingue a los Mobius del bracelet, es la cantidad de residuos
hidrofébicos y su lugar en la superficie. Por ejemplo, cerca del 60% de los residuos
superficiales en los ciclotidos tipo brazalete son hidrofobicos, y se ubican en bucles 2 y
3. Por el contrario, solo el 40% de los residuos superficiales en los tipos Mdbius, son
hidrofbicos y se encuentran localizados principalmente en los bucles 2,5 y 6.7 Sin
embargo, estas grandes familias también contienen otros residuos altamente conservados
como es el caso de la Glutamina (Glu) en el bucle 1 y también el sitio natural de ciclacion,
Asparragina y Acido aspartico (Asn/Asp) en el bucle 6.8 Ahora se estan comenzando a
estudiar ciclétidos que tienen propiedades tanto de Mobius como de bracelet (por ejemplo

la Kalata B8 y Psyle), normalmente se refieren a ellos como ciclétidos hibridos.
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Tabla 1.1 Ciclétidos Representativos de las subfamilias Mdbius, bracelet e
inhibidores de tripsina.”

Ciclotido AA Secuencia PDB
Subfamilia Mdébius
Kalata B1 30 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN INB1
Kalata B2 29 GLPVCGETCFGGTCNTPGCSCTWPICTRD 1PT4
Kalata B7 29 GLPVCGETCTLGTCYTQGCTCSWPICKRN 2JWM
Kalata B12 28 GSLCGDTCFVLGCNDSSCSCNYPICVKD 2KV X
Cyclociolacin 014 31 GSIPACGESCFKGKCYTPGCSCSKYPLCAKN 2GJO
Varv F 29 GVPICGETCTLGTCYTAGCSCSWPVCTRN 3E4H
Subfamilia Pulsera (Bracelet)
Circulin A 30 GIPCGESCVWIPCISAALGCSCKNKVCYRN 1BH4
Circulin B 31 GVIPCGESCVFIPCISTLLGCSCKNKVCYRN 2ERI
Cycloviolacin O1 30 GIPCAESCVYIPCTVTALLGCSCSNRVCYN INBJ
Cycloviolacin 02 30 GIPCGESCVWIPCISSAIGCSCKSKVCYRN 2KNM
Kalata B5 30 GTPCGESCVYIPCISGVIGCSCTDKVCYLN 2KUX
Kalata B8 31 GSVLNCGETCLLGTCYTTGCTCNKYRVCTKD 2B38
Tricyclon A 33 GGTIFDCGESCFLGTCYTKGCSCGEWKLCYGTN 1YP8
GDPTFCGETCRVIPVCTYSAALGCTCDDRSDGLCK
Palicourein 37 RN 1R1F
Vhl-1 31 SISCGESCAMISFCFTEVIGCSCKNKVCYLN 1ZA8
Vhl-2 30 GLPVCGETCFTGTCYTNGCTCDPWPVCTRN 2KUK
Vhrl 30 GIPCAESCVWIPCTVTALLGCSCSNKVCYN 1VvVB8
Subfamilia inhibidor de tripsina
MCoTI-II 34 GGVCPKILKKCRRDSDCPGACICRGNGYCGSGSD  11B9

Entre las proteinas pertenecientes a la subfamilia Mobius, practicamente no hay ninguna
variacion en el niamero de residuos de aminoacidos entre los bucles, ademas ellos tienen
aminoacidos de cargas negativas o neutrales. Por otro lado los de tipo bracelet muestran
una clara variacién en el tamafio de los bucles y, normalmente los aminoacidos

pertenecientes a esta subfamilia tienen carga positiva.®?

Ademas de estas dos clasificaciones, existe una tercera y pequefia subfamilia llamada
inhibidores de tripsina, actualmente compuesto de dos cicldtidos. Estos ciclétidos no
comparten una homologia significante con los otros dos tipos de cicl6tidos, mas que la
presencia de los tres puentes disulfuro, pero en el analisis estructural por RMN ha

mostrado que adoptan una topologia similar del nudo de cistina y la estructura ciclica.®®
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1.2.3. Biosintesis

En la dltima década, los péptidos ciclicos naturales mas conocidos eran pequefios, y se
creia que estos eran sintetizados no ribosomalmente, como por ejemplo los bien
conocidos péptidos ciclicos fungicos, como la ciclosporina. Sin embargo, esta ahora muy
claro que todos los reinos de la vida producen péptidos ciclicos sintetizados

ribosomalmente, pero se conoce muy poco de como se produce este.®*

Los péptidos ciclicos sintetizados ribosomalmente son codificados como genes, transcrito
en RNA y sujetos a un proceso ribosomal para producir proteinas precursoras lineales, de
las cuales se procesaran posteriormente las proteinas circulares; lo que implica una serie
de reacciones bioquimicas complejas.® El gen codificado RTD-1 (rhesus theta defensin-
1) se sintetiza por ligadura hetero-dimerica post-traduccional de la cabeza a la cola de dos
péptidos precursores separados, RTD-1a y RTD-1b. La modificacién post-traduccional
es requerido para producir un RTD-1 maduro.®

Los genes codificados de la proteina precursora obtienen una secuencia sefial que es
reconocido por el reticulo endoplasmatico; un dominio N-terminal repetido (NTR), que
forma un alfa-hélice que tiene un posible rol en el procesamiento de los cicl6tidos y
pueden ser directamente enlazado al transporte de los ciclétidos por la via secretora, y
también un pro- dominio N-terminal (PDNT) (ver Figura 1.5), el cual tiene alrededor de
46 a 68 residuos de aminoacidos, el cual no tiene un rol en la maduracion de los cicl6tidos
y también un pro-péptido C-terminal. En donde el proceso enzimatico del precursor

conduce a la produccion del ciclétido maduro. &

Mudltiples copias del dominio del ciclétido y regiones flanqueantes cortas N- y C-
terminal estan presentes, generando varios cicl6tidos de un solo gen. Esta multiplicidad
dentro de un gen combinado con la presencia de multiples genes de ciclotidos dentro de
una planta, permite a la gran cantidad de ciclotidos presentes en especies de plantas

individuales.
Durante la biosintesis, se cree que los enlaces disulfuro son formados en el nicleo del

precursor dentro del reticulo endoplasmatico, con ayuda de una enzima PDI (disulfuro
isomerasa) la cual ha sido recientemente aislado de la O. afiinis; después de este paso, los
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precursores son llevados al aparato de Golgi, donde ain nos es conocido como llevados

del aparato de Golgi a la vacuola o si ellos entran por defecto a la via y son secretados.®®

n=1-3

Pro-region [T NTR
AAFALPA—> \/\/\\\

Figura 1.5 Biosintesis y la estructura de ciclétidos. Los ciclétidos se sintetizan como
proteinas precursoras, con una region sefal de reticulo endoplasmatico (RE)
conservada, una pro-region, una sefial de repeticion N-terminal (NTR), la secuencia
madura del ciclétido y una cola corta C-terminal. La NTR y la region del ciclétido
pueden ser repetidos mas de tres veces en precursores diferentes, codificando diferentes
o idénticos ciclotidos.”

Segun estudios realizados, se cree que posiblemente la ciclacion del ciclétido se da dentro
de la vacuola, donde con una enzima aun no conocida que corta la NTR y expone a la
proto N-terminal del dominio del ciclétido. Luego viene la asparaginil endoproteinasa
(AEP), enzima que prefiere cortar adyacente a residuos de asparragina, el cual corta los
dominios N- y C-terminal para formar un nuevo péptido ciclado (ver Figura 1.6). Pero de
todas formas, como se dijo esta forma de sintesis es solo una hipétesis basada en estudios
o0 investigaciones, ya que la locacion vacuolar no ha sido demostrado para cicl6tidos y no

ha sido determinado que esta puede a otras proteinas a la vacuola.

Distintos estudios mutagenéticos se realizaron para explorar la biosintesis para dar
soporte a la hipotesis de la AEP, el estudio se realiz6 en Tabaco y Arabidopsis
transgénicos. Ninguna de estas plantas al natural producen cicl6tidos, pero lo hacen
después de la transfeccion con genes ciclotidos. El sitio solo de mutacion cerca del N- o
C- terminal modulan draméaticamente la produccion de cicl6tidos y en particular
substituyendo la Asparragina (Asn) a cualquier otro residuo que anula la produccion del

péptido ciclico; siendo asi fuertemente apoyada la hipotesis de la AEP.8°
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Figura 1.6 llustracién esquematica de la estructura genérica del precursor de proteina
que codifica a los ciclotidos. Los ciclétidos son sintetizados ribosomalmente. Los genes
codifican la proteina precursora que contiene la sefial RE, el prodominio N-terminal, un

dominio péptido maduro y, un pro péptido C-terminal. Una caracteristica de todas las

secuencias que tienen un residuo de asparragina o un acido aspartico en el punto
procesado C-terminal del dominio del ciclétido, donde la enzima asparaginil
endopeptidasa (AEP) se ve implicada para eventualmente producir el ciclotido
maduro.8®

1.2.4. Actividades Biol6gicas

En general el uso de los péptidos como productos farmacéuticos ha sido limitado debido
a la insuficiente estabilidad y biodisponibilidad bajo condiciones fisioldgicas. Sin
embargo, la estabilidad excepcional, la plasticidad de la secuencia, y un marco de
flexibilidad de ciclétidos, junto con sus numerosas y potentes actividades biologicas
como resultado de su actividad de dirigirse a las membranas lipidicas, hacen hincapié en
la afirmacién de que estos polipéptidos ciclicos son candidatos ideales para estudios en

el desarrollo de nuevos farmacos y bioplaguicidas.®’
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La funcion natural especulada de los ciclotidos es en defensa de la planta como se
demuestra en distintos reportes acerca de sus propiedades antibacteriana/antimicrobiana,
insecticida, antihelminticas, nematicida, antiincrustante y, moluscocidas. El uso de
ciclétidos en aplicaciones para la salud humana fue investigado primero durante el
descubrimiento de la Kalata B1, y a través de su actividad uterotonica fue establecida en
Uteros de ratas, conejos, y humanos, no es recomendado como un agente oxitocico porque
tiene severos efectos secundarios. Durante la década pasada, abundantes investigaciones
dirigidas a la bioactividad demostraron que los ciclotidos tienen una gran variedad de
actividades, incluyendo la antineurotensina, inhibidor de tripsina, hemolitica,
citotoxico/antitumoral, y antivirales; donde varias de estas propiedades tienen una

potencial relevancia terapéutica.®®

a) Actividad antiviral

Esta fue una de las primeras actividades proyectadas en los cicldtidos y su actividad ha
sido confirmada en numerosos articulos cientificos. La relacion de actividad-estructura
estudiada ha sido conducida y establecida que una pieza de residuos ubicados en la
superficie de la Kalata B1 es importante para la actividad antiviral. También se ha
demostrado que la estructura circular es esencial para su actividad antiviral. En los
estudios mas recientes, se encontrd que la interaccion de union a la membrana es
importante para la actividad antiviral, la cual aparece como el resultado de la habilidad
de los cicldtidos Kalata B1 a dirigirse selectivamente y quebrantar la membrana que
envuelve a las particulas virales. Asi, como otros péptidos antivirales que inhiben la
entrada viral en la célula hospedera, la Kalata B1 surge directamente como una actividad
virocida por la orientacion de la envoltura viral la cual comprende membranas como balsa

muy rica en fosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE).

Estudios con biosensores y RMN establecieron que la Kalata B1 hace interacciones
especificas con los grupos principales PE, pero adicionalmente es modulado por
interacciones hidrofdbicas de péptidos lipidicos. Kalata B1 no se dirige especificamente
a fosfolipidos cargados negativamente, como muchos otros péptidos de membrana activa

convencionales.?®
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b) Actividad anticancerigena

Los ciclotidos tienen una citotoxicidad en contra de un nimero derivado de lineas de
cancer celular de diferentes tipos de cancer incluyendo mieloma, leucemia de células T,
cancer de pulmon, linfoma y adenocarcinoma. El potencial anticancerigeno de los
ciclotidos surge de su habilidad de dirigir selectivamente a células cancerosas sobre
células normales, y de nuevo siendo la membrana el primer sitio objetivo. El indice
terapéutico in vitro para las células de leucemia linfocitica cronica primaria es de 10, el

cual es similar con respecto a otros tratamientos comparables como la doxorrubicina.

Ademés un ndmero de estudios han mostrado citotoxicidad en lineas celulares
cancerigenas, una ausencia de control en la forma de células no cancerigenas hace que la
comparacion con tratamientos actuales sea dificil. Hasta ahora la actividad prometedora
en ensayos basados en células no ha sido trasladada en modelos de tumores en raton in
vivo donde la citotoxicidad considerable ha sido observada. Como consecuencia, la
citotoxicidad de los ciclotidos contra las células cancerosas frente a células normales

requiere de evaluaciones adicionales.*

c) Actividad antimicrobiana

El primer informe de la actividad antimicrobiana en ciclétidos fue en 1999, y ha habido
pocos reportes desde entonces. Estudios recientes sugieren algunos resultados
contradictorios con respecto a estos estudios iniciales, por lo que el verdadero potencial
de ciclétidos como agentes antimicrobianos no esta claro aun. Parece que algunos
ciclétidos exhiben actividad antimicrobiana bajo ciertas condiciones de ensayo, pero esta
actividad no se mantiene en condiciones de alta salinidad, el cual se podria encontrar en
sistema fisioloégico. La Cycloviolacin O2 parece estar entre los cicl6tidos
antimicrobianos mas activos. Ciertamente, el area requiere de mas investigacion, a pesar
de que en esta etapa parece improbable que los cicl6tidos sean clinicamente Gtiles como

agentes antimicrobianos.®*
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d) Actividad antihelmintica

Los cicldtidos han sido probados contra una variedad de parasitos de animales de granja
y humanos. Estos han mostrado que tienen un actividad contra el Haemonchus contortus
y Trichostrongylus colubriformis, dos nematodos importantes gastrointestinales en
ovejas. Més recientemente, se demostrd que afecta al anquilostoma canino Ancylostoma
canimun, y las larvas de Necator americanus, un anquilostoma humano. Esta es una
nueva y prometedora area digna de investigacion, ya que existe la posibilidad de plantas
productoras de ciclétidos que pueden ser usadas como medicamentos naturales contra los

paréasitos que afectan principalmente a los paises del tercer mundo.®?

1.3.  Antecedentes para el Tratamiento de Alzheimer con ciclétidos

Los ciclétidos, segun Julio Camarero, PhD., pueden ser sustitutos de varios farmacos.
Ya que estos interfieren con las pequefias hendiduras de unién, que definen las
interacciones entre proteinas. Estos péptidos no s6lo poseen ciertas caracteristicas
similares a anticuerpos, sino que también presentan un grupo de ventajas, como la

capacidad de atravesar las membranas celulares.®®

Estudios diversos han demostrado estas actividades de los ciclétidos como la inhibicion
de la prolil oligopeptidasa humana, enzima que al ser alterada su actividad puede ser la
causante de enfermedades como la depresion clinica, esquizofrenia, enfermedades
neuronales. Por lo tanto, existen estudios en los cicl6tidos como posibles inhibidores de

enzimas o proteinas que puedan desencadenar enfermedades en las personas.®*%

Otros estudios més relacionados con el Alzheimer, donde se utiliza un ciclétido para ver
si puede inhibir a la p53, un supresor de tumor, que forma agregados de Beta amiloide en
distintos tejidos y lineas celulares cancerigenas, desencadenando una posible
carcinogénesis; en cuyos resultados del estudio realizado se vio que el cicl6tido mejoro
la estabilidad del p53.%

Acercandonos un pocos mas a enfermedad es si del Alzheimer, se hizo un estudio acerca

de la inhibicion de la agregacion de las proteinas tau, una de las hipotesis mas usada
después de la teoria de la Beta amiloide, en el cual en dicho estudio se observo que los
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ciclétidos utilizados para ver si llegaban a inhibir la formacion de ovillos neurofibrilares
que son consecuencia de la multiple fosforilacion de las proteinas Tau, si podian ser
utilizados como potenciales andamios para la inhibicion de estas fibrillas.%” %

Es debido a estos estudios realizados a las propiedades que poseen los ciclétidos que se
quiere estudiar en la presente tesis si los ciclotidos de la familia Rubiaceae pueden llegar
a interaccionar con las proteinas Beta amiloide, inhibiéndolas de forma que estas no
puedan formar oligémeros los cuales finalmente forman las placas seniles, causantes de

la enfermedad del Alzheimer.%010!

1.4.  Quimica Computacional

La quimica computacional puede ser muy vagamente definida como un modelamiento
quimico basado en una descripcion a nivel atbmico o molecular. Dicho término abarca
un rango bastante amplio de teorias y métodos.

La quimica computacional puede llegar a ser una herramienta valiosa para la
investigacion. Este método es usualmente usado para estudiar las caracteristicas de
moléculas individuales, interacciones entre moléculas, y la respuesta de las moléculas a

las perturbaciones externas (como campos eléctricos).

La quimica computacional se basa en el uso de computadoras para la resolucion de
ecuaciones matematicas para describir el comportamiento de sistemas quimicos. En este
método, los modelos tedricos son usados para representar a los sistemas reales. Varias de
las aproximaciones estan involucradas en las soluciones de las funciones de onda
electronicas y el modelamiento de las interacciones intermoleculares, como el muestreo
de la fase de espacios. Esto es siempre necesario para un desarrollo mas exacto y eficiente

de los métodos de quimica computacional.
1.4.1. Mecénica Clésica
Mientras que los calculos de la estructura electronica nos dan acceso a la informacion ab

initio para sistemas quimicos, el alto costo computacional hace que estos sean

inadecuados para casos donde la dindmica de un largo nimero de &tomos es mas
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importante que el comportamiento individual de los electrones. La Mecanica Molecular
puede ofrecer una forma simple de representacion molecular que hace posible realizarlo

por medio de calculos significativamente mas rapidos.1%

Los calculos que caen bajo proteccion de la Mecanica Molecular explotan el hecho que
en la mayoria de los casos donde los enlaces quimicos no se rompen o se forman, los
electrones y nuacleos pueden ser condensados a una sola unidad para dar una
representacion de todo el atomo, el cual puede ser sometido a fuerzas interatbmicas para

reproducir un ambiente quimico real.

Los célculos de mecanica molecular operan basados en un conjunto predefinido de
funciones y parametros los cuales han sido ajustados a otros resultados experimentales o
ab initio. Estos parametros pueden ser disefiados para dar una representacion razonable
de una amplia gama de sistemas quimicos, o alternativamente puede ser optimizado para
producir un sistema particular de interés a un alto grado de precision. Colectivamente, las
funciones usadas para describir interacciones dentro de un calculo de mecanica molecular

son denominadas potenciales interatdmicos.%

a) Campos de fuerzas

La calidad de los resultados producidos por los célculos MM obviamente dependen de
los parametros escogidos para varias interacciones y algunas formas de parametrizacion
deben ser emprendidas. Un conjunto de parametros para una sola molécula o grupo de

moléculas son llamados campos de fuerza.

En general, el potencial de energia del sistema puede ser representado como la suma de

las funciones del campo de fuerza:

E = Z kijriz; + Z kijrziz ik (1.1)
ij ijk

Donde, kijj es una constante dependiente de la distancia del enlace y kijk s una constante
dependiente del angulo del enlace.1%
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Es comun para los campos de fuerza que estos tengan 5 partes basicas de términos intra-
e inter-molecular que siempre estan incluidas. Estos son los enlaces, angulos de enlaces
torsiones e interacciones no enlazantes donde este Gltimo incluye las interacciones
electrostaticas y las interacciones de van der Waals (vdW) las cuales son tipicamente

modeladas por el potencial de Lennard-Jones (LJ) (Ver Figura 1.8).

Figura 1.7 En la llustracion se muestran las cinco partes basicas en un Campo de
Fuerza. En la parte de arriba estan las interacciones enlazantes; enlaces de estiramiento,
flexion de angulo y torsion alrededor del enlace. En la parte baja estan las interacciones

no enlazantes; las interacciones electrostaticas y vdw.%

Un ejemplo de la forma mas simple del funcional del campo de fuerza es dada en la

siguiente ecuacion:

Eﬂxfﬂrf = Een!mce + Etmg + Etm"ﬂ + Eudw + Eele (12)

Donde Ewmm es el potencial de energia como una funcion de las posiciones de las N
particulas, Eeniace €S la energia del unién enlazante, Eang €s la energia del angulo del
enlace, Etors €s la energia torsional para la rotacion de tres enlaces conectados; Evaw Y Eele
describen las interacciones no enlazantes, Eviw €S la interaccion de van der Waals y es
usualmente modelado por el potencial de Lennard-Jones y, Eee €s la interaccion

electrostatica.
El hecho de que los parametros en la ecuacién estdn conectados directamente a los

movimientos hace mas facil de entender su comportamiento fisico y como mejorar la

parametrizacion.
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b) Condiciones Periddicas de Contorno

Para las Condiciones Periodicas de Contorno se utiliza una caja de simulacion
(simulation box) que tiene un namero finito de &tomos en su interior. Cuando uno de los
atomos sale de caja por un extremo este entrard de nuevo por el lado opuesto de la caja.
Esto significa que el sistema siente la fuerza como en una masa y que podria imitar el
gran volumen infinito con un sistema pequefio de s6lo unos pocos cientos o miles de

atomos. 196

La caja cubica es el sistema periddico mas simple para visualizar y programar; sin
embargo, otra forma pudiera ser mas apropiada para la simulacion dada. Esto puede ser
de importancia para aquellas simulaciones que consiste de una sola molécula o de un
complejo intermolecular con moléculas solventes alrededor. En tales sistemas, es mas
comun que el tiempo de computador sea gastado mas por el solvente que por la molécula
soluto.

Existen cinco formas satisfacen la condicidn de que llene todo el espacio por operaciones
traduccionales de la caja central en tres dimensiones, las cuales son: el cubo, el prisma
hexagonal, el octaedro truncado, el romododecaedro y el dodecahedro elongado.%’

c) Optimizacion Geometrica

Realizar una optimizacién geométrica es el primer paso en el estudio de una molécula
usando técnicas computacionales. Las optimizaciones geométricas clasicas intentan
localizar un minimo en la superficie de la energia potencial con el fin de predecir las

estructuras de equilibrio del sistema molecular.

Nosotros conocemos que la energia de una molécula cambia con su estructura. Entonces,
comprendiendo los métodos de optimizacion geométrica es el mayor requerimiento para
la minimizacion de la energia. Esto es esencial para entender la geometria de la molécula

antes del analisis computacional.

Las optimizaciones multivariacionales pueden ser hechas con la ayuda de algoritmos los
cuales hacen uso de dos tipos de métodos: Los metodos de busqueda directa y los
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métodos de gradiente base. En los problemas de optimizacién de quimica computacional,
este Ultimo se encuentra mas fiable debido a que los métodos de busqueda directa
necesitan muchas funciones de evaluacion para converger a la solucion. Por ende, los

métodos de gradiente base son mas rapidos que los métodos de bldsqueda directa.

Los métodos de gradiente base usan los valores derivados de las funciones objetivo en
los algoritmos. Muchas de las funciones objetivo no son diferenciables, asi que, las
derivadas no pueden ser aplicadas directamente. Algoritmos eficientes pueden ser usados
si la derivada es valida. Existen diferentes métodos de gradiente, algunos de ellos son

Steepest descent, Conjugate gradient, etc.1%
d) Steepest Descent

Antes de requerir los calculos de numerosas segundas derivadas, el método de Steepest
Descent se basa en una aproximacion. En este método la segunda derivada es asumida

como una constante. Ademas, la ecuacién para realizar la geometria vendria a ser:
Tnew = Told — TEI(mﬂfd) (13)

Donde y es una constante. En este método, los gradientes de cada punto aun deben ser
calculados, pero como no requiere el cdlculo de la segunda derivada, el método es mucho
mas rapido en cada paso que el método de Newton-Rhapson. Sin embargo, a causa de la
aproximacion, esto no es tan eficiente y por ende mas pasos son requeridos para encontrar

el minimo.

El método es llamado Steepest Descent porque la direccion en la cual la geometria se
minimizada primero es el opuesto a la direccion en la cual el gradiente es més largo en el

punto inicial.

Una vez que se llega al minimo en la primera direccion, una segunda minimizacién se
realiza a partir de ese punto y se mueve en la direccion restante mas empinada. Este
proceso continda hasta que un minimo ha sido alcanzado en todas las direcciones dentro

de una tolerancia suficiente.1%®
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e) Dinamica Molecular

El método de simulacién de dinamica molecular es una técnica extremadamente amplia
y multifacética la cual calcula la distribucion y movimiento de las particulas de un sistema
de N-cuerpos y se relaciona con experimentos observables, tales como la presion, la
capacidad de calor y propiedades termodinamicas, mediante el uso de la mecanica
estadistica. En la aproximaciéon de dindmica molecular tradicional, el futuro de una
disposicion inicial de &tomos determinada por el uso de la mecanica clasica para calcular
las trayectorias de todas las particulas mientras que les permite interactuar por un periodo
de tiempo. Sus interacciones son descritas por los clasicos campos de fuerzas, ya descritos
anteriormente, y su evolucion en el tiempo esta dada por la ecuacion de movimiento de
Newton, y las interacciones de las fuerzas son definidas por el gradiente de una superficie
de energia potencial (PES). La PES esta representada por una funcién matematica, a

menudo dividido en una suma de dos o tres interacciones de los cuerpos.

En general la simulacién de la dinamica molecular resuelve la ecuacion de movimiento
de Newton numéricamente para cada atomo en la simulacion, usando una funcién de

energia potencial empirica.t

La dindmica molecular es un método dependiente del tiempo y el conjunto se genera

como una trayectoria determinista por la resolucion de la ecuacion de movimiento de Newton:

2
—dEFFzemﬂ—ma (1.4)

dr dt?
Ya que hay muchas ecuaciones para calcular en cada paso la demanda en que el integrador

sea rapido y eficiente es alta. El algoritmo integrador mas comun hoy en dia son las variantes del
algoritmo de Verlet. Como en todos los integradores utiliza métodos de diferencias finitas que
hacen la hipétesis de que propiedades como posiciones, velocidades y aceleraciones de los &tomos

pueden ser aproximadas por las expansiones de Taylor como en la siguiente ecuacion:
r(t+5) — r(t) + 0(t)5t + %a(t)&tg b (L5)
| 2
v(t 4+ 0t) = v(t) + a(t)dt + Eb(t)dt + ..

a(t + 6t) = a(t) + b(t)dt + %c(t)ﬁtz + ...

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Para recuperar la siguiente posicion r(t + o¢) , el método de Verlet usa la posicion actual
r(t), la aceleracion actual de a(t) calculada mediante el célculo de las fuerzas que actdan
sobre el 4&tomo en este paso de tiempo durante el cual las fuerzas son consideradas
constantes y, la posicion previo r(t — d¢). A partir de la suma entre r(t + o1) y r(t — o1) se

obtiene este resultado. Para alcanzar las velocidades se usa un enfoque similar.

P(t+ 8t) = 2r(t) — r(t — 6t) + a(t)dt> (1.6)

Hay algunos inconvenientes con el método de Verlet, como la baja precision y que las
velocidades no se calcularan hasta el siguiente paso. Es por esto que muchas variantes
de este calculan la posicion velocidad y aceleracion del proximo intervalo de tiempo al
intervalo de tiempo actual y con una precision mejorada. Uno de ellos es el algoritmo de
la velocidad de Verlet, que se describe en siguiente ecuacion, la cual es casi la eleccion

universal. 1!
1 .
r(t 4+ 6t) = r(t) + v(t)dt + Ea(t}aﬁ

o(t +4t) = v(t) + %[a(tj — a(t + 6t)]5t 1.7

e Métodos de solvente explicito

La forma correcta mas rigurosa de modelamiento quimico en solucion tendria que ser
insertar explicitamente todas las moléculas disolventes. Dichos calculos convergen
lentamente debido al gran nimero de particulas involucradas. Esto nos da una
aproximacion mas cercana al sistema real, ya que hay interacciones directas del

disolvente especifico con el soluto, en contraste con los modelos continuos.!'?

e Métodos de solvente implicito

Los modelos implicitos, son en general un tratamiento implicito de las moléculas
disolventes a través de la estimacion directa de la energia libre de solvatacion,
definido como el trabajo reversible requerido para transferir el soluto en una

configuracién fija de una solucién vacia.

Para el desarrollo de esta tesis se hizo uso del programa computacional GROMACS

(GROningen MAchine for Chemical Simulations), el cual es un paquete de simulacion
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de dindmica molecular, que es una herramienta cominmente usada en un amplio rango

de diferentes aplicaciones dentro de la fisica, quimica, y biologia.

1.4.2. Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular o comunmente Ilamado “docking” es una técnica de
simulacion donde se trata de encontrar “el mejor encaje” entre un receptor y un ligando,
normalmente se da entre una proteina y una molécula pequefia (mejor conocida como
ligando). El acoplamiento se basa en los primeros intentos para evaluar las interacciones

entre proteinas y ligandos y poder entender y predecir sus afinidades.'®

Tipos de Acoplamiento Molecular:

e Rigido-Rigido.- Este tipo de acoplamiento es cuando tanto el receptor como el

ligando son rigidos sin movimiento en sus moléculas al momento de unirse.

¢ Rigido-Flexible.- En este tipo el receptor es rigido y el ligando flexible, esto quiere
decir que el ligando se mueve para encontrar el mejor encaje posible con la

proteina receptora.

e Flexible-Flexible.- Aqui ambas moléculas son flexibles, tanto el receptor como el
ligando. Este tipo podria considerarse en mejor o el ideal a considerar para un
acoplamiento molecular, pero debido a que usa mucho tiempo computacional la

mejor opcidn es la mencionada anteriormente.*'*
1.4.3. Termodinamica Estadistica
Termodindmica estadistica es una herramienta matematica que une la brecha entre las

propiedades de moléculas individuales y las propiedades termodinamicas macroscopicas

de la materia.
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Una descripcion macroscopica de un sistema de N particulas esféricas requiere la
especificacion de 3N coordenadas y 3N momentos. Si N es del orden 1023, es claramente

impractico.!t®

Por otra parte, el mismo sistema de N particulas en equilibrio puede ser descrito solo por
unos cuantos parametros termodindmicos, tal como el volumen, temperatura y presion.
Tal reduccidn dréstica en el nimero de pardmetros es alcanzado promediando todas las
posibles locaciones y momentos de todas las particulas involucradas en el sistema. Las
reglas empleadas en el promedio estan en la teoria de termodindmica estadistica. Esta
teoria nos provee una serie de relaciones entre las cantidades termodindmicas por un lado

y las cantidades moleculares por el otro.
Es por esto que se utiliza la termodinamica estadistica como una validacion de los

métodos empleados en esta tesis, con ayuda formulas matematicas corroborar que las

energias obtenidas en los sistemas estudiados son los mismos o similares.!!°
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CAPITULO Il

Métodos y Detalles Computacionales

2.1. Detalles Computacionales
2.1.1. Hardware
Workstation: Con procesador E7 de 3.1GH, memoria RAM de 64GB, 02 discos duros de

04 y 06TB, Acelerador de Video GTX 980 con 4GB de memoria dedicada, Acelerador
de Video Tesla K80 con 24Gb de memoria dedicada.

2.1.2. Software
e Gromacs 2016.- Es un paquete computacional para realizar dinamicas
moleculares, mediante la simulacién de las ecuaciones Newtonianas del

movimiento. Disponible en http://www.gromacs.org/.11"-120

e Chimera UCSF.- Es un programa interactivo de visualizacion y anélisis de

estructuras moleculares. Disponible en https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/.12:-123
e VMD.- Es un programa de visualizacion molecular para mostrar, analizar
grandes sistemas biomoleculares haciendo uso de graficos 3D. Disponible en

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/.1%

e Hex.- Programa computacional que mediante el método rigido-rigido predice el
acoplamiento entre dos estructuras. Disponible en http://hex.loria.fr/.12>-12
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e PDB (Protein Data Bamk).- Es una base de datos de las estructuras terciarias, de
proteinas y acidos nucleicos, obtenidas por medio de cristalografia de rayos X o
resonancia magnetica nuclear (RMN); estos datos son proporcionados por
investigadores de todo el mundo y son de dominio publico. Disponible en

https://www.rcsb.org/. 1*°

e Cybase.- Es una base de datos de proteinas con su estructura de cabeza a cola
ciclada, esta proporciona informacion de secuencias de &cidos nucleicos,
secuencias de  proteinas y  estructuras 3D.  Disponible en

http://www.cybase.org.au/. 13113

e Servidor Robetta.- Es un servidor que nos predice la estructura terciaria de una
proteina a partir de su secuencia de aminoacidos. Disponible en
http://robetta.bakerlab.org/.1%

e Servidor MolProbity.- Es un servidor web de validacion de estructuras que
provee un analisis de amplio espectro tanto a nivel global como local para
proteinas 0 acidos nucleicos. Disponible en

http://molprobity.biochem.duke.edu/.*3

e Servidor PockDrug.- Es un servidor web que determina los sitios de interaccion
existentes en la proteina de interés, basandose en un analisis de hidrofobicidad,
polaridad, residuos, geometria, forma, etc. Disponible en

http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/.1%

e Software Gnuplot.- Es un graficador que usa comandos lineales utilizado
generalmente en el sistema operativo Linux. Disponible en
http://www.gnuplot.info/. 1%

2.2. Meétodos
2.2.1. Recopilacion de estructuras

Se hizo la basqueda del modelo estructural de la Beta amiloide en la base de datos PDB
(Protein Data Bank); la cual contiene estructuras tridimensionales de moléculas
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bioldgicas obtenidas por cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear en un
formato de extension “.pdb” (ver Figura 2.1). Los ciclétidos obtenido de la base de datos
Cybase que contiene informacion de proteinas ciclicas, que tienen como caracteristica un
enlace peptidico entre el N- y C-terminal de su estructura, reportadas experimentalmente

bajo la representacion de estructura primaria (extension .fasta) (ver Figura2.2).
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devoid of GLPTCGETCFGGTCNTPGLTCOPUPICTRD
Cyclotides Mushroom GLPVCGETCTLGTCYTOGCTCSWPICKRN
STRUCTURES Primate cin 08 GTLPCGESCWVWIPCTSSVWGCSCRSKVOYKN
Search Sunflower cycic Cin 011 GTLPCGESCVWIPCISAVVGCSCKSKVCYKN

TR SN R TS SR PR
Figura 2.2 Busqueda de las secuencias de aminoacidos de los ciclétidos de la familia
Rubiaceae en la base de datos “Cybase”.
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2.2.2. Modelado y Prediccion de estructuras terciarias

Una vez obtenida las secuencias de aminoacidos de los cicldtidos se realizo la prediccion
de la estructura tridimensional (3D) con el uso del servidor Robetta, en la seccion de
“Domain Parsing & 3-D Modeling”, se coloco la secuencia de aminoacidos de los
ciclétidos y se colocd un correo electronico en parte opcional, para que el archivo
resultante llegue al correo proporcionado (Figura 2.3). Este servidor se basa en el
principio del modelado por homologia el cual toma una estructura de plantilla o molde en
base a una alta homologia (75 - 85%) para predecir la forma tridimensional de modelos

que carecen de estudios experimentales (difraccion de rayos X).

www.baokerlab.org

¢ ROBETTA BETA

Full-chain Protein Structure Prediction Server

REGISTRATION
[ Register / Update ][ Login ]

Model 1 Target - T0513 DOCUMENTATION
' [Docs /FAQs]

SERVICES

Domain Parsing & 3-D Modeling
[ Queue ][ Submit ]

Interface Alanine >canning
[ Queue ] [ Submit ]

2.66 A over 62 residues
Fragment Libraries
[ Queue ] [ Submit ]
DNA Interface Residue Scanning
[ Queue ][ Submit ]
Required
Prediction Type: ® Ginzu : Domain Prediction

Structure : 3-D Model (available per domain after Ginzu completes from results page)

Registered Username: or Registered Email Address:

Target Name:

P=ase Fasta (AA sequence onlyll) TRANSLATE DNA TO AA

’ e

or Upload Fasta: | Seleccionar archivo | Mo se eligié archivo

Optional

Reply Email: |

Figura 2.3 Secciones utilizados para la prediccion de los cicl6tidos en el Servidor
Robetta.
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2.2.3. Minimizacion de Energias y Dinamica Molecular

Se inici6 con la edicién de los campos de fuerza, lo cual consistio en declarar en el sistema
de Gromacs 2016, los enlaces especiales que corresponden a los que forman parte de la
ciclacion de los ciclétidos (N- y C- terminal), esto se realizé en el archivo specbond.dat.
y los archivos en la carpeta correspondiente al campo de fuerza OPLSAA (Potenciales
optimizados para simulaciones liquidas para todos los &tomos) aminoacids.n.tdb y
aminoacids.c.tdb.

Posteriormente, antes de empezar con la minimizacion de energias y la simulacion de
dinamica molecular, se colocaron los parametros correspondientes tanto como para los
ciclétidos y la beta amiloide considerando todo para un ensamble canénico NVT (nimero
de moléculas, volumen y temperatura constante), donde se consideraron los factores
descritos en la Figura 2.4, algunos como el integrador steep para el caso de la
minimizacién y md para la dinamica molecular, la temperatura que fue regulada con el
termostato de v-rescale a 309.65°K, el tiempo de la trayectoria (nsteps) que consistié de

200 ns (nanosegundos) o 200000000 ps (picosegundos), las condiciones periodicas de

contorno (pbc), fueron descritos en un archivo de extension “.mdp”

) minima.mdp 3 A |0 vtmdp 3 B
title = Minimizacion title = Dinamica Molecular NVT
cep = /lib/cpp cpp = flib/cpp
1“‘::!"“13 = -I../top include = -I../top
?Eflne - integrator = md
neceme = 200000000 2 - o.o0o
nsteps =
B - nsteps = 200000000
nstcomm = 100
emtol = 12-06 nstxout = 1000
emstep = 0.001 nstvout = 1000
nstcgsteep = 1000 nstlog = 1000
nstxout = 10 nstcalcenergy = -1
nstwvout =10 nstenergy = 200
nstfout =10 nstxout-compressed= 1000
nstlog = 1000 Hto—grps =
nstcalcenergy = 100 energvorps =
nstenergy = 1000 nstlistc = 20
nstxtcout =1 ns-type = grid
nbhfgscorr = 10 N - _
T fourierspacing = 0.389
Xtc-precision = 1000
xto-grps — pme—-order = 4
energvgrps - ewald-rtol = le-5
cutoff-scheme = Verlet pbc = Xyz
nstlist = 20 tcoupl = w-rescale
ns-type = grid toc—-grps = system
pkc = HVEZ tau-t = 0.5
optimize-fft = yes ref-t = 309.65
pme-order = 4 gen-wvel = yes
f?urierspacing = 0.3 gen-seed = 173529
DispCorr = Ener constraints = none
conitrrn;ints B g;;e cutoff-scheme = Verlet
coulo ype =
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9 rlist = 0.9
vdwtype = Cut-off rcoulomb = 0.9
rvdw =0.9 vdwtype = Cut-off
ewald-rtol = le-5 rvdw =0.9

Figura 2.4 A) Archivo “.mdp” con parametros para la minimizacion de energias de las
estructuras. B) Archivo “.mdp” con los pardmetros para la dindmica molecular.
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Seguidamente se realiz6 la minimizacién y la dinamica molecular, con los parametros ya

descritos, siguiendo una linea de comandos (ver Figura 2.5).

1 *corriendo ¥

#!/bin/bash
for file in %{1ls #.pdb)
do
nuev=% (echo $file | sed 's/.pdb//g' )
gmx editconf -f £file -o fnuev.gro -d 1.5 -c
gmx solvate -cp $nuev.gro -cs spc2lé.gro -o Snuev.gro
gmx pdb2gmx -nice 0 -ignh -f $nuev.gro -p $nuev.top -o $nuev.gro -i Snuev.itp -ff oplsaa -water spc -inter yes -ter yes
gmx grompp -f minima.mdp -c Snuev.gro -p Snuev.top -o Snuev-0l.tpr -po Snuev.mdp
gmx mdrun -nice 0 -v -8 -deffnm Snuev-01
gmx pdb2gmx -nice 0 —-f Snuev-0l.gro -p Snuev-0l.top -o fnuev-0l.gro -i Snuev-0l.itp -ff oplsaa -water spc —-inter yes -ter yes
gnx grompp -f nvt.mdp -c Snuev-0l.gro -p Snuev-0l.top -o Snuev-02.tpr -po Snuev-0l1.mdp
gmx mdrun -nice 0 -v -2 $nuev-02.tpr -o Snuev-02.trr -e Snuev-02.edr -x Snuev-02.xtc -cpo Snuev-02.cpt -c Snuev-02.gro -g
Snuev-02.1log -ntmpi O -ntomp 0 -npme 0O -gpu_id 1
m \#*

done

Figura 2.5 Archivo con los comandos para realizar la minimizacion y dindmica
molecular para las moléculas, tanto de los ciclétidos como de la Beta amiloide

Donde, gmx editconf convierte el archivo .pdb a .gro, el cual es un archivo que reconoce
gromacs, —d nos da la el tamafio de la caja considerando 1.5 veces mas el tamafio de la
molécula, -c nos coloca la molécula en el centro de la caja.

gmx solvate nos agrega el solvente de acuerdo al modelo de agua especificado con —cs,
en este caso se uso el modelo SPC216, que es el modelo de agua parametrizado para el
campo de fuerza OPLSAA y tiene el modelo de 3 sitios, que significa que tiene tres puntos
de interaccién que corresponden a los tres atomos de la molécula de agua (ver figura 2.6
-2.7).

gmx pdb2gmx nos genera los archivos de topologia “.top” y “.itp” (archivos que contienen
informacion de las cargas y enlaces de la estructura de acuerdo al campo de fuerza a
utilizar), con —ff se elige el campo de fuerza, —inter y —ter reconocemos los puentes
disulfuro y el enlace peptidico de ciclado declarados en los archivos correspondientes.
gmx grompp es el comando que lee el archivo “.mdp” que contiene los parametros para
la simulacion y genera el archivo “.tpr” archivo que es el que contiene las coordenadas,
velocidades, parametros y la topologia de la molécula.

gmx mdrun genera la simulacion después de tener todos los datos correspondientes, dando
como resultados el archivo de la trayectoria (.trr), el archivo que contiene las energias
(.edr) y las coordenadas de la molécula final (.gro).
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Figura 2.6 Estructura del ciclétido en caja con solvente.

”

Figura 2.7 Estructura de beta amiloide en caja con solvente.
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2.2.4. Acoplamiento Molecular (Docking)

Antes de realizar el acoplamiento molecular, se usé el servidor PockDrug para analizar
los sitios de interaccion que tiene el dodecameto de Beta amiloide donde se subio el
archivo en formato “.pdb” de la beta amiloide y los demas parametros se colocaron por
defecto (ver Figura 2.8). Luego, mediante uso del Programa Computacional Hex se
realiz6 el docking para formar el complejo Beta amiloide-ciclétido (receptor-ligando),
considerando un sistema rigido-rigido, y que nos proporcione los resultados de acuerdo a
la mejor energia utilizando el tipo de correlacion shape+electro+DARS (Decoys as the
reference states), que realiza el docking considerando la forma de la estructura, las cargas
electrostaticas y una aproximacion natural de los potenciales intermoleculares de las
estructura base, con un requerimiento de 20000 sistemas de modelos estructurales (ver
Figura 2.9).

 Home Druggability Prediction ~ Contacts ~ Download Links
1 c

@» Druggability Prediction using protein(s):

G- Protein(s) information®*:

(O PDB ID(4 char) | ex: 12AS

@® or upload your PDE file [EIGTEN : 1111

[BF g :REI] Browse | @ Info

i Pocket estimation method(s)*:

[ prox 0 Info

Ligand proximity threshold between 4 A and 12 A*
Bl 55
*Based on the litterature, we recommand a ligand proximity threshold of 4 A or 5.5 A

~u Information will be displayed on the following site.
If you desire to receive your results by e-mail and to be not.ied once your job is finished, please enter your e-maif
A0Ur oo (2 anal fisl)

Figura 2.8 Servidor PockDrug para la prediccion de sitios de interaccion de la beta

amiloide.
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Figura 2.9 Parametros utilizados para el acoplamiento molecular en el software Hex
Docking.

Adicionalmente para afinar el proceso de prediccién de los acoplamientos se hizo una
simulacion de dinamica molecular, con el fin de observar que transcurrido un tiempo
determinado el ciclétido permanece acoplado a la beta amiloide , ademéas de comprobar
que se mantiene en el lugar predicho de interaccion y que no se acopla a otro lugar de la
beta amiloide; para la simulacion se usaron los mismos parametros ya antes mencionados
(ver figura 2.10) como la temperatura de 309.65°K, las condiciones periddicas de
contorno, la caja con una distancia de 1.5 veces en relacion al tamafio de la molécula y
con solvente explicito (ver Figura 2.11), cambiando solo la trayectoria a un tiempo de
10ns (nanosegundos) o 10000000ps (picosegundos).
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T *nvt.mdp 3
title = Dinamica Molecular NVT
[s35)3] = /lib/cpp
include = -I../top
integrator = md
dt = 0.0001
nsteps = 10000000
nstxout = 1000
nstvout = 1000
nstlog = 1000
nstcalcenergy = =1
nEtenergy = 200
nEtxout—-compressed= 1000
xtoc-grps =
energygrps =
nstlist = 20
ns—-type = grid
fourierspacing = 0.39
pme-order = 4
ewald-rtol = le-%5
pbc = RVYZ
tcoupl = wv-rescale
tc-grps = gystem
tau-t = 0.5
ref-t = 309.65
gen-vel = yes
gen-seed = 173529
constraints = none
cutoff-scheme = Verlet
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
vdwtype = Cut-off
rvdw = 0.9

Figura 2.10 Parametros utilizados para simulacion de Dindmica molecular del complejo

ciclétido-beta amiloide.
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Figura 2.11 Complejo ciclétido-beta amiloide en caja con solvente para la dinamica
molecular
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2.2.5. Validacion de resultados

Mediante los diagramas de RMSD, RMSF (provistos por el programa Gromacs 2016) y
Ramachandran (mediante el servidor Molprobity) se evaluaron la validez de los modelos

estructurales de estudio.

Teniendo en cuenta que para el RMSD este nos muestra la desviacién media de la
estructura durante la trayectoria, mostrando la estabilidad de los ciclotidos, beta amiloides
y el complejo Beta amiloide-ciclétido, el cual nos dice que al tener una variacion menor
a 0.3 nm se encuentra estable, donde mediante el comando gmx rms se obtiene esta gréafica
en formato “.xvg”, utilizando los archivos”.tpr” y “.trr” generados en la simulacion de
dindmica molecular, para poder observar la grafica obtenida se utiliz6 el programa

Gnuplot con el comando:

plot "*.xvg" using 1:2 with lines

Para el caso del RMSF este nos ayudo a identificar la fluctuacion de cada aminoacido en
la estructura; donde los que muestren un pico mas alto, son aquellos que tienen un mayor
cambio en la estructura, esto también puede deberse al cambio de una estructura
secundaria (laminas beta, alfa hélices), que se determin6 con el comando gmx rmsf,
utilizando los archivos “.tpr” y “.trr” y —res para que lo determine la fluctuacion por
residuos y no por a&tomos; y de la misma manera se utilizd6 Gnuplot para ver la gréafica
obtenida.

Finalmente la gréfica de Ramachandran nos dio la combinacion de los angulos, diedros,
etc. de los aminoéacidos de la estructura de las proteinas, el cual nos da el porcentaje de
las combinaciones tipicas posibles de los residuos mediante cuadrantes. También nos
indica cuales aminoacidos se encuentran en las regiones permitidas, regiones favorecidas
y regiones aisladas; donde en el servidor después de subir el archivo de la proteina en
formato “.pdb”, se elige la opcion de analizar la geometria del contacto de todos los
atomos, seguidamente se deja por defecto los pardametros sefialados y se obtiene la grafica

de Ramachandran en un archivo de formato “.pdf” (Figura 2.12).
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About hydrogens
Evaluate X-ray

Evaluate NMR N ~- - v
Fix up structure PDB/ type: | PDB coords Fetch >
Work with kins

View & download files No se eligid archivo type: | PDE coords ¥ Upload »

Lab notebook
Feedback & bugs

Duke Biochemistry

Duke University School of Medicine

FiLE UPLOAD/RETRIEVAL (MORE OPTIONS)

Molprob:

Site map sites:
Duke (US) | Manchester (UK) | Beta (Recent developments: Unstable)
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Log out
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I‘ |Q | Main page Duke Biochemistry
Duke University School of Medicine
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(i.e. for crystal structures) or nuclear-position hydrogens (i.e. for neutron-diffraction structures or for NMR structures).

View & download files

Lab notebock Currently working on: | 0ak8_1_trimmed.pdb  File (trimmed) uploaded by user ¥ || Set
Feedback & bugs - £ == L ( ) up Y
Site map
1 Ol .
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Poor rotamers 0 0.00% Goal: <0.3%
Favored rotamers 22 84.62% Goal: =98%
. Ramachandran outliers 1 357% Goal: <0.05%

G]:;‘:::‘w Ramachandran favored 20 7143% Goal: >98%
Cp deviations >0 25A 0 0.00% Goal: 0
Bad bonds: 0/214 0.00% Goal: 0%
Bad angles: 0 /293 0.00% Goal: =0.1%

Peptide Omegas Cis Prolines: 0/2 0.00% Expected: <1 per chain, or <3%
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Multi-criterion visualizations
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Single-criterion visualizations
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Figura 2.12 Forma de obtener la grafica de Ramachandran en el Servidor Molprobity.
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CAPITULO Il

Resultados y Discusion

3.1. Recopilacion y Modelado de los modelos estructurales

Se obtuvo la estructura de la Beta amiloide de la base de Datos “Protein Data Bank™ con
el codigo de acceso 2MXU (ver Figura 3.1), siendo la estructura mas recientemente

reportada para la proteina de Beta amiloide, que contiene varios dodecdmeros de Beta

amiloide.

Figura 3.1 Estructura tridimensional de Beta amiloide obtenida de la base de datos
“Protein Data Bank” con cddigo de acceso 2MXU.

Con la estructura obtenida se procedié a limpiar la estructura del Beta amiloide,
eliminando residuos de agua y algunos iones que este presentaba, quedando asi solo una
cadena de Beta amiloide (ver Figura 3.2). La estructura también presentaba una pérdida

de los 10 primeros aminoéacidos, que fueron agregados con ayuda del programa Chimera
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ademas, que con el uso del programa VMD se duplicé la cadena de Beta amiloide hasta

obtener una estructura con 12 cadenas o dodecdmero (ver Figura 3.3).

\\

Figura 3.3 Dodecamero de Beta amiloide formado con el uso del programa VMD

De la base de Datos Cybase se pudo recolectar 78 ciclétidos reportados para la familia de
plantas Rubiaceae en su estructura primaria (ver Tabla 3.1). Con el uso del servidor
Robetta se tomaron estas secuencias lineales para obtener predicciones de las estructuras
terciarias de estas proteinas (ver Figura 3.4) en extension .pdb; debido a que no se
encuentran reportadas todas las 78 estructuras de los ciclétidos en la base de datos
“Protein Data Bank” se utilizo este predictor, pero con la respectiva comparacion de

estructuras obtenidas con los ciclétidos que si se encuentran reportadas.
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Tabla 3.1 Lista de secuencias lineales de 78 cicl6tidos reportados en Cybase para
especies de planta Rubiaceae

Especie Ciclotido Secuencia
Oldenlandia affinis Kalata B1 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN
Oldenlandia affinis Kalata B2 GLPVCGETCFGGTCNTPGCSCTWPICTRD
Oldenlandia affinis Kalata B3 GLPTCGETCFGGTCNTPGCTCDPWPICTRD
Oldenlandia affinis Kalata B4 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRD
Oldenlandia affinis Kalata B5 GTPCGESCVYIPCISGVIGCSCTDKVCYLN
Oldenlandia affinis Kalata B6 GLPTCGETCFGGTCNTPGCSCSSWPICTRN
Oldenlandia affinis Kalata B7 GLPVCGETCTLGTCYTQGCTCSWPICKRN
Oldenlandia affinis Kalata B8 GSVLNCGETCLLGTCYTTGCTCNKYRVCTKD
Oldenlandia affinis Kalata B9 GSVFNCGETCVLGTCYTPGCTCNTYRVCTKD
Oldenlandia affinis Kalata B10 GLPTCGETCFGGTCNTPGCSCSSWPICTRD
Oldenlandia affinis Kalata B11 GLPVCGETCFGGTCNTPGCSCTDPICTRD
Oldenlandia affinis Kalata B12 GSLCGDTCFVLGCNDSSCSCNYPICVKD
Oldenlandia affinis Kalata B13 GLPVCGETCFGGTCNTPGCACDPWPVCTRD
Oldenlandia affinis Kalata B14 GLPVCGESCFGGTCNTPGCACDPWPVCTRD
Oldenlandia affinis Kalata B15 GLPVCGESCFGGSCYTPGCSCTWPICTRD
Oldenlandia affinis Kalata B16 GIPCAESCVYIPCTITALLGCKCQDKVCYD
Oldenlandia affinis Kalata B17 GIPCAESCVYIPCTITALLGCKCKDQVCYN
Oldenlandia affinis Kalata B18 GVPCAESCVYIPCISTVLGCSCSNQVCYRN
Oldenlandia affinis Kalata B19 GFPCGESCVYVPCLTAAIGCSCSNKVCYKN
Oldenlandia affinis Kalata S GLPVCGETCVGGTCNTPGCSCSWPVCTRN
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Oldenlandia affinis Oake6 cyclotide2 ~ GLPICGETCFGGTCNTPGCICDPWPVCTRD
Oldenlandia affinis Oak7 cyclotide GSHCGETCFFFGCYKPGCSCDELRQCYKN
Oldenlandia affinis Oak8 cyclotide GVPCGESCVFIPCLTAVVGCSCSNKVCYLN
Oldenlandia affinis Oake6 cyclotidel ~ GLPVCGETCFGGTCNTPGCACDPWPVCTRN
Chassalia parvifolia circulin A GIPCGESCVWIPCISAALGCSCKNKVCYRN
Chassalia parvifolia circulin B GVIPCGESCVFIPCISTLLGCSCKNKVCYRN
Chassalia parvifolia circulin C GIPCGESCVFIPCITSVAGCSCKSKVCYRN
Chassalia parvifolia circulin D KIPCGESCVWIPCVTSIFNCKCENKVCYHD
Chassalia parvifolia circulin E KIPCGESCVWIPCLTSVFNCKCENKVCYHD
Chassalia parvifolia circulin F AIPCGESCVWIPCISAAIGCSCKNKVCYR
Chassalia parvifolia circulin F AIPCGESCVWIPCISAAIGCSCKNKVCYR
Hedyotis centranthoides  hcf-1 GIPCGESCHYIPCVTSAIGCSCRNRSCMRN
Hedyotis terminalis htf-1 GIPCGDSCHYIPCVTSTIGCSCTNGSCMRN
Hedyotis centranthoides ~ hcf-1 variant GIPCGESCHIPCVTSAIGCSCRNRSCMRN
Palicourea tetragona cycloviolacin 022 GLPICGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN
Psychotria longipes cyclopsychotridA  SIPCGESCVFIPCTVTALLGCSCKSKVCYKN
Psychotria suterella PS-1 GFIPCGETCIWDKTCHAAGCSCSVANICVRN
Chassalia discolor CD-1 GADGFCGESCYVIPCISYLVGCSCDTIEKVCKRN
Palicourea tetragona vibi B GLPVCGETCFGGTCNTPGCTCSYPICTRN
Psychotria leptothyrsa vibi G GTFPCGESCVFIPCLTSAIGCSCKSKVCYKN
Psychotria leptothyrsa vibi H GLLPCAESCVYIPCLTTVIGCSCKSKVCYKN
Psychotria leptothyrsa vitri A GIPCGESCVWIPCITSAIGCSCKSKVCYRN
Psychotria leptothyrsa psyle A GIACGESCVFLGCFIPGCSCKSKVCYFN
Psychotria leptothyrsa psyle B GIPCGETCVAFGCWIPGCSCKDKLCYYD
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Psychotria leptothyrsa psyle C KLCGETCFKFKCYTPGCSCSYFPCK
Psychotria leptothyrsa psyle D GIPCGESCVFIPCTVTALLGCSCQNKVCYRD
Psychotria leptothyrsa psyle E GVIPCGESCVFIPCISSVLGCSCKNKVCYRD
Psychotria leptothyrsa psyle F GVIPCGESCVFIPCITAAVGCSCKNKVCYRD

Hedyotis biflora hedyotide B1 GTRCGETCFVLPCWSAKFGCYCQKGFCYRN
Hedyotis biflora hedyotide B2 GIQCGESCVWIPCISSAWGCSCKNKICSS
Palicourea rigida Parigidin-brl GGSVPCGESCVFIPCITSLAGCSCKNKVCYYD
Carapichea ipecacuanha  caripe 1 GVIPCGESCVFIPCISTVIGCSCKDKVCYRN
Carapichea ipecacuanha  caripe 2 GIPCGESCVFIRCTITALLGCSCSNNVCYKN
Carapichea ipecacuanha caripe 4 LICSSTCLRIPCLSPRCTCRHHICYLN

Carapichea ipecacuanha  caripe 6 GAICTGTCFRNPCLSRRCTCRHYICYLN
Carapichea ipecacuanha caripe 7 GIPCGESCVFIPCTVTALLGCSCKNKVCYRNGLN
Carapichea ipecacuanha  caripe 8 GVIPCGESCVFIPCITAAIGCSCKKKVCYRN
Chassalia curviflora chacur 1 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPICTRN
Psychotria brachiata psybra 1 GLPICGETCTLGTCNTPGCTCSWPICTKN
Palicourea tetragona paltet 1 GLPICGETCFTGTCNTPGCTCSYPVCTRN
Palicourea condensata palicourein GDPTFCGETCRVIPVCTYSAALGCTCDDRSDGLCKRN
Chassalia chartacea chassatide C1 GDACGETCFTGICFTAGCSCNPWPTCTRN
Chassalia chartacea chassatide C2 GIPCAESCVWIPCTITALMGCSCKNNVCYNN
Chassalia chartacea chassatide C3 GIPCGESCWIPCISSALGCSCKNKVCYRN
Chassalia chartacea chassatide C4 GASCGETCFTGICFTAGCSCNPWPTCTRN
Chassalia chartacea chassatide C6 GVIPCGESCVFIPCISSVIGCSCKNKVCYRN
Chassalia chartacea chassatide C7 GIPCGESCVWIPCLTAIAGCSCKNKVCYT
Chassalia chartacea chassatide C8 GAIPCGESCVWIPCISTVIGCSCSNKVCYR
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Chassalia chartacea chassatide C9 GIPCGESCVFIPCVTTVIGCSCKDKVCYNN
Chassalia chartacea chassatide C10 GEYCGESCYLIPCFTPGCYCVSRQCVNKN
Chassalia chartacea chassatide C11 IPCGESCVWIPCISGMFGCSCKDKVCYS
Chassalia chartacea chassatide C12 EYCGESCYLIPCFTPGCYCVSRQCVNKN
Chassalia chartacea chassatide C13 GFPCAESCVYIPCTVTALLGCSCRNRVCYRN
Chassalia chartacea chassatide C14 GIPCAESCVYIPCTITALFGCSCKDKVCYNN
Chassalia chartacea chassatide C15 GIPCAESCVYIPCTITALLGCSCKDKVCYKN
Chassalia chartacea chassatide C16 GVPCAESCVYIPCTITALFGCSCKDKVCYNN
Chassalia chartacea chassatide C17 GIPCGESCVYIPCISAVLGCSCQNKVCYR
Chassalia chartacea chassatide C18 GIPCGESCVFIPCISALLGCSCSNKVCYNN

SN 31.A

Figura 3.4 Estructura tridimensional de Cicldtido predicha por el servidor Robetta.

Una vez obtenidas las estructuras tridimensionales de los 78 ciclotidos se realizo en el

programa Chimera la unién de puentes disulfuro entre las cisteinas, caracteristicos de los

ciclétidos, y también del enlace de la N- y C- terminal, que le confiere la forma ciclica al

ciclétido (ver Figura 3.5); debido a que el servidor Robetta no reconoce estas

peculiaridades que tienen los ciclétidos.
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Figura 3.5 Ciclotido con puentes disulfuro y con enlace C- y N- terminal

3.2.  Optimizacion y Validacion de las estructuras terciarias

3.2.1. Beta amiloide

Una vez obtenida la estructura de la Beta amiloide, con el uso del programa
computacional GROMAC'S se procedid a realizar una minimizacion de energias,
haciendo uso del integrador steepest descent, con solvente explicito (modelo de agua
SPC216), en donde se tiene una estructura mas relajada con respecto a sus enlaces,

angulos, diedros, etc.

Despues de tener a la estructura en un estado relajado, se realizo la dindmica molecular
de la estructura durante un tiempo de 100 ns, para observar la variacion de la estructura
con respecto al tiempo, en la cual se observa una variacion entre la estructura inicial y

final (ver Figura 3.6).

Asi mismo se observa que la region donde se presentan los 10 primeros amino&cidos de
los monémeros de beta amiloides, al parecer se acumulan durante la simulacion de
dinamica molecular; esto corresponde al mal plegamiento de la proteina; debido a que
son proteinas ricas en laminas beta, su conformacion produce esta anomalia; y es este mal

plegamiento proteico que presentan las Beta amiloides no puedan ser procesadas en el
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cerebro causando la neurotoxicidad y muerte neural dando paso a que se desarrolle la

enfermedad del Alzheimer en las personas.

Figura 3.6 Comparacion entre la estructura inicial de Beta amiloide con la estructura
final después de una dinamica molecular de 200 ns. A) Estructura inicial de Beta
amiloide. B) Estructura final después de 200 ns de Dinamica Molecular.

En la Figura 3.7 se observa la desviacion media cuadratica (RMSD) de la estructura de
Beta amiloide determinada con el programa GROMAC’S, utilizando los datos obtenidos
a partir de la dinamica molecular, en la cual se muestra que esta dentro del rango de los
0.3nm lo cual es indicativo de que la Beta amiloide se encuentra estable a partir de los 3
ns hasta los 100 ns; con este dato se pudo calcular la estructura promedio para usarla en
el andlisis de acoplamiento molecular (Docking). Ademas, se determind la fluctuacion de
la desviacién media cuadratica (RMSF) (ver Figura 3.8), en donde se observa que los
aminoéacidos que tiene mayor fluctuacion son las asparraginas (ASP), aminoacido con el
que inicia cada mondémero y algunas que se encuentran dentro de la estructura, esto es
dado a que la asparragina ayuda a la formacion de las ldminas beta, teniendo como
consecuencia la formacion de puentes hidrogeno entre los monémeros del dodecamero

de la Beta amiloide.
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Desviacion media cuadratica (RMSD)
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Figura 3.7 Desviacion media cuadratica (RMSD) de la Beta amiloide
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Figura 3.8 Fluctuacion de la desviacion media cuadratica (RMSF) de la Beta amiloide
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El analisis de la grafica de Ramachandran para la estructura de la Beta amiloide nos da
un 84% para las regiones favorecidas y 97.5 para las regiones permitidas (ver Figura 3.9),
lo cual nos indica que esta estructura es posible y que es apta para poder realizar analisis

in silico con esta conformacion.

MolProbity Ramachandran analysis
averdd_ pdb, model 1

183 7T
-
LY

Highiratdd il vilife

Figura 3.9 Gréfica de Ramanchandran para el dodecdmero de la Beta amiloide
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3.2.2. Ciclotidos

Las estructuras de las cicl6tidos, tienen cualidades tales como el enlace del N- y C-

terminal, que le confiere su forma ciclica, y los puentes disulfuro. EI programa

computacional Gromac’s no es capaz de reconocer estos detalles, por lo cual se hicieron

algunas modificaciones a los archivos de la raiz del programa; el archivo specbond.dat es

un archivo que especifica los enlaces especiales entre atomos de aminoécidos,

aminoacids.c.tdb es el archivo que contiene las formas del C-terminal de los aminoacidos

y el archivo aminoacids.n.tdb presenta las formas de los atomos en el N-terminal de los

amino&cidos (ver Figura 3.10).

A l . a_l'l.'l.ll'.l_oa.CIdS.l.'l.t(.‘]b_ l ST l Abrir ¥ amlnuaclds.F.ttEIb E| x B
Jwork/Carpeta sin titulo TworkfCarpeta sin titulo
I Z Ul C CA ]
[ PGLU-NH ] opls_269 15.9994 -0.44
[ replace ] 1 2 HO 0 C CA
CA opls 246 12,711 0.14 opls_77¢ L.wws  C.7B
- [ impropers ]
| GLY-ZWITTERIOMW MH+ ]
[ replace ] - | GLY-ZWITTERION CO- ]
N opls 238 14,0027 -0.5 [ replace ]
CA opls 223B 12.011 ©.68 CA CA opls 223B 12.011 0.08
[ add ] C C opls_235 12.011 0.5
1 4 H N CA C L 0 opls_236 15.9994 -0.5
opls_241 1.008 0.3 [ aau 1
[ delete | 1 g 0 C CA il
H opls_236 15.9994 -@.5
[ ZWITTERION_MH+ ] [ ZWITTERION_CO- ]
[ replace ] [ replace ]
N opls 238 14.0027 -0.5 CA CA opls_224B 12.6011 ©.14
CA opls 224B 12.011 ©0.14 C 9 opls_235 12.011 ©.5
[ add ] 0 0 opls_236 15.8994 -@.5
1 4 H N CA c [ add ]
opls 241 1.008 0.3 1 8 0 C CA N
[ dalate 1 anls 23R 15 84484 A
specbond.uac
C KD © @ -"-.-.‘-:-||\I,::-:23|'|:‘=_t3 sin titulo \_Guardar
20
) N 1 ALA C 1 0.132  LYS ALt
GLY N 1 ASP C 1 0.132  GLY ASP
GLY N 1 SER C 1 0.132  GLY SER
SER N 1 ASN C 1 0.132 SER ASN
GLU N 1 ASN C 1 0.132  GLU ASN
ILE N 1 SER C 1 0.132 ILE SER
GLY N 1 ARG C 1 0.132  GLY ARG
GLY N 1 THR C 1 0.132  GLY THR
ALA N 1 ARG C 1 0.132  ALA ARG
'YS N 1 ASP C 1 0.132  LYS AST
LEU N 1 ASN C 1 0.132  LEU
ASN
GLY N L ASN C 1 A15z2  GLY ASN
CYs 5G 1 Cys U L 0.2 CYs2 CYs2
CYS 5G 1 HEM FE 2 0.25 CYs2 HEME
CYS SG 1 HEM CAB 1 0.18 CYS2 HEME
CYS SG 1 HEM CAC 1 0.18 CYS2 HEME
HIS NEZ2 1 HEM FE 1 0.2 HISI HEME
MET SD 1 HEM FE 1 0.24 MET HEME
co C 1 HEME FE 1 0.19 co HEME
CYM 56 1 CYM 56 1 0.2 CYs2 CYs2

Figura 3.10 Archivos de Gromac’s modificados para poder analizar ciclotidos.A)

Archivo animoacids.n.tdb. B) Archivo aminoacids.c.tdb. C) Archivo specbond.dat
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Posteriormente, ya con estas caracteristicas agregadas a Gromac’s se procedio a realizar
una minimizacion de energias a las proteinas, para empezar con una estructura relajada a
realizar la dindmica molecular. El resultado de la Dindmica molecular (ver Figura 3.11)
se puede observar que, el ciclétido vario un poco su conformacion, esto es debido a que
la presencia de los puentes disulfuro produce un plegamiento en el ciclétido dando lugar

a los lazos (loop) muy caracteristicos de esta proteina.

Figura 3.11 A) Ciclotido Caripel antes de la dindmica molecular. B) Ciclétido Caripel

después de la dinamica molecular.

El analisis de la desviacion media cuadratica (RMSD) determiné que todos los ciclotidos
se encontraban en zona estable ya que se encuentra del rango permitido de fluctuacion de
0.3 nm y, para ver mejor las graficas se separ6 por tipos los 78 ciclétidos para observar
los resultados obtenidos en grupos similares (ver Figura 3.12 — 3.16), y con los datos
obtenidos en el RMSD se obtuvo una estructura promedio desde el tiempo en el que
empieza a ser estable el ciclotido.(4ns a 200ns) para el acoplamiento molecular con la

Beta amiloide (ver Figura 3.17).
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Figura 3.12 Desviacion media cuadrética de los cicldtidos tipo Kalata
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Figura 3.13 Desviacién media cuadratica de los ciclétidos tipo Caripe
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Figura 3.14 Desviacion media cuadratica de los ciclétidos tipo Circulin
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Figura 3.15 Desviacion media cuadratica de los ciclotidos tipo Chassatide
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Figura 3.16 Desviacion media cuadratica de los ciclétidos tipo Psyle

Figura 3.17 Estructura promedio del cicl6tido Caripel de los 4ns a 200ns

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

En la fluctuacion de la desviacion media cuadratica (RMSF) (ver tabla 3.2) se observa
que los aminoacidos mayor fluctuacion son la fenilalanina, lisina, glicina, asparragina;
mientras que los de menor fluctuacion son las cisteinas de la proteina, y esto prueba a que
las cisteinas realmente le confieren gran estabilidad al ciclotido ya que casi no tienen
modificaciones o alteraciones en su estructura durante el tiempo dado de dindmica

molecular.

Tabla 3.2. Animoacidos de mayor y menorfluctuacion por tipos de Ciclétidos

Tipo de Ciclotidos Aminoéacidos

Mayor fluctuacion Menor Fluctuacion

Kalata Glicina, prolina, Cisteina
asparragina,
fenilalanina

Psyle Glutamina, Cisteina
fenilalanina, lisina,
triptofano

Circulin Glicina, lisina, Cisteina
asparragina,
triptofano

hcf Glicina, arginina, Cisteina
treonina

htf Arginina, isoleucina, Cisteina
treonina

Cycloviolacin Isoleucina, glicina, Cisteina
asparragina, leucina,
treonina, prolina

Ps Triptofano, lisina, Cisteina
histidina, alanina

Cd Alanina, acido Cisteina
glutamico, tirosina

Vibi Asparragina, valina,  Cisteina
lisina, leucina

Chassatide Fenilalanina, lisina,  Cisteina
glicina, leucina

Caripe Fenilalanina, lisina,  Cisteina
glutamina

Las energias obtenidas de los 78 ciclotidos se encontraron estables durante todos 200ns
de las Dindmica molecular, lo que es indicativo de la alta estabilidad de los cicldtidos
durante el tiempo, ademas de ser estas energias dptimas al tener un valor negativo (ver
tabla 3.3).
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Tabla 3.3 Tabla de energia obtenida del software Gromacs después de la Dindmica

Molecular
oo G0 ESE oo G0 S
Caripe 1 -4.66474 -1.119538 Chassatide 1 -45.1732 -10.84157
Caripe 2 -16.1438 -3.874512 Chassatide 2 -6.22843 -1.494823
Caripe 4 -34.9117 -8.378808 Chassatide 3 -102.909 -24.69816
Caripe 6 -7.49638  -1.799131 Chassatide 4 -13.5185 -3.24444
Caripe 7 -92.9425 -22.3062 Chassatide 5 -23.0292 -5.527008
Caripe 8 -26.2484 -6.299616 Chassatide 6 -34.7259 -8.334216
cdl -48.6525 -11.6766 Chassatide 7 -32.557 -7.81368
%C'OPSyChOt”de -347191  -8.332584 Chassatide8  -15.7839  -3.788136
hcfl -16.2952 -3.910848 Chassatide 9 -15.7839 -3.788136
hcfl variant -57.0895  -13.70148 Chassatide 10 -67.2226  -16.13342
htfl -59.5769 -14.29846 Chassatide 11  -45.6569 -10.95766
palicourein -42.9879 -10.3171 Chassatide 12  -4.20794 -1.009906
Paltet -21.6485 -5.19564 Chassatide 13  -36.0465 -8.65116
parigidin brl -26.2681 -6.304344 Chassatide 14  -55.4033 -13.29679
psl -14.3284 -3.438816 Chassatide 15 -79.6596 -19.1183
psybral -13.5259 -3.246216 Chassatide 16  -90.6558 -21.75739
psyle A -50.4752 -12.11405 Chassatide 17 -13.5278 -3.246672
psyle B -79.526  -19.08624 Chassatide 18 -10.0076  -2.401824
psyle C -65.5611 -15.73466 Katala bl -38.5696 -9.956704
psyle D -41.6332 -9.991968 Katala b2 -42.1922 110.126128
psyle E -21.5937 -5.182488 Katala b3 -91.9381 122 065144
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psyle F -80.1197  -19.22873 Katala b4 247423 ¢ oa0ics
vibiB -64.0179  -15.3643 Katala b5 510974 1) panae
vibiG -21.9776  -5.274624 Katala b6 -49.4575 | oeog
vibiH -16.0005  -3.84012 Katala b7 254599 . 00
VitriA -21.7534  -5.220816 Katala b8 95587 04088
circulin A -2.74201  -0.658082 Katala b9 389172 240108
circulin B -3.4361  -0.824664 Katala b10 -9.66517 2106408
circulin C -34.8362  -8.360688 Katala b1l 135929 4 oeon0e
circulin D -36.5936  -8.782464 Katala b12 564292 | oe 5008
circulin E -52.0643  -12.49543 Katala b13 -45.0079 0 e01806
circulin F -54.0686  -12.97646 Katala b14 -5.08892 | 5519408
Hedyotideb 1 7.63739  1.8329736 Katala b15 -28.2419 -6.778056
Hedyotideb 2 -126.804  -30.43296 Katala b16 -36.4529 o 0coe
oak6 -59.9857 ) ooscso Katalabl? -60.3348 /) o0ac)
Oak6_2 -39.2458 1000, Katalabl8 -14.0055 o000
0ak? -44.9407 o oeoso Katalabl9 206043, o4c000
0akg Ty, 17061 G 265288 g 366012
cycloviolacionO22  -47.1322 11.311728 chacur -34.5843 -8.300232

El andlisis de Ramachandran nos muestra que los ciclétidos predichos con el servidor

Robetta, y luego de una dinamica molecular, tiene en su mayoria mas del 90% de los

residuos en la region permitida (ver tabla 3.4), esto quiere decir que la conformacién de

la estructura de los ciclotidos es apta para poder realizar estudios in silico, en este caso

para el acoplamiento molecular con la Beta amiloide.
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Tabla 3.4 Resultados del analisis de Ramanchandra de los 78 ciclotidos.

Ciclétidos Regiones favorecidas (%) Regiones permitida (%)s
Caripe 1 82.8 100
Caripe 2 75.9 96.6
Caripe 4 80 92
Caripe 6 88.5 100
Caripe 7 75 96.9
Caripe 8 69 100
cdl 81.3 96.9
cyclopsychotride A 79.3 100
hcfl 78.6 96.4
hcfl variant 81.5 100
htf1 82.1 92.9
palicourein 91.4 100
paltet 81.5 92.6
parigidin bri 76.7 100
psl 93.1 100
psybral 81.5 96.3
psyle A 80.8 96.2
psyle B 84.6 96.2
psyle C 72 100
psyle D 72.4 93.1
psyle E 79.3 93.1
psyle F 75.9 91.1
vibiB 88.9 96.3
vibiG 75.9 100
vibiH 79.3 93.1
VitriA 78.6 92.9
Chassatide 1 74.1 100
Chassatide 2 79.3 96.6
Chassatide 3 85.3 96.3
Chassatide 4 77.8 100
Chassatide 5 79.3 96.6
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Chassatide 6 82.8 100
Chassatide 7 74.1 92.6
Chassatide 8 75 96.4
Chassatide 9 78.6 96.4
Chassatide 10 70.4 100
Chassatide 11 69.2 96.2
Chassatide 12 80.8 92.3
Chassatide 13 86.2 100
Chassatide 14 75.9 931
Chassatide 15 82.8 96.6
Chassatide 16 72.4 96.6
Chassatide 17 85.2 100
Chassatide 18 82.1 100
circulin A 92.9 96.4
circulin B 69 96.6
circulin C 71.4 96.4
circulin D 75 100
circulin E 75 96.4
circulin F 74.1 96.3
Hedyotideb 1 82.1 100
Hedyotideb 2 85.2 100
Katala bl 88.9 96.3
Katala b2 81.5 100
Katala b3 82.1 96.4
Katala b4 93.6 96.3
Katala b5 82.1 100
Katala b6 85.7 100
Katala b7 85.2 96.3
Katala b8 72.4 96.6
Katala b9 89.7 100
Katala b10 92. 100
Katala b11 85.2 100
Katala b12 80.8 96.2
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Katala b13 85.7 96.4

Katala b14 89.3 96.4

Katala b15 77.8 100

Katala b16 75 100

Katala b17 89.3 100

Katala b18 78.6 100

Katala b19 85.7 96.4

Katala S 85.2 100

oak6 89.3 96.4

0ak6_2 85.7 96.4

oak7 74.1 96.3

0ak8 75 96.4

chacurl 81.5 100

cycloviolacion022 88.9 96.3

3.3.  Acoplamiento Molecular

El andlisis de los sitios de interaccion de la proteina de Beta amiloide, con el servidor
PockDrug, se ve en la Tabla 3.5 los primeros 5 sitios de interaccion que nos da el servidor
basado en la probabilidad de drogabilidad; y también en la Figura 3.18 se puede observas

los sitios de interaccion que nos proporciond PockDrug.

Tabla 3.5 Tabla de informacion proporcionada por PockDrug para el dodecamero de Beta

amiloide

Pockets  Vol. Hull*  Hydroph. Polar  Aromati Otyr Nb. Drugg Standard
Kyte* res.* Cres.* atom Res.* prob*  deviation

PO 4337.05 0.42 0.46 0.33 0.03 46.0 0.98 0.0

P11 924.37 0.79 0.26 0.11 0.0 19.0 0.96 0.0

P12 715.74 0.87 0.47 0.33 0.03 150 0.99 0.0

P13 496.8 3.73 0.0 0.29 0.0 140 1.0 0.0

P18 | 554.24 1.76 0.17 0.22 0.0 180 1.0 0.0

Vol. Hull* = Volumen Hull; Hydrophob. Kyte*= Hidrofobicidad Kyte; Polar Res.*= Proporcion de Residuos polares;
Aromatic Res.*= Proporcion de residuos Aromaticos; Drugg Prob*= Probabilidad de Drogabilidad; Nb. Res.*=

NUmero de residuos en el sitio activo.
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Figura 3.18 Se observan los sitios activos de la beta amiloide dados por el servidor
PockDrug desde dos vistas de la proteina; PO-rojo, P11-amarillo, P12-rosado, P13-

verde, P18-celeste.

Con las estructuras promedio obtenidas tanto de la B-amiloide como de los ciclotidos, se
procedié a hacer un acoplamiento molecular con el programa Hex, que este nos predice

el lugar més probable en el que se pueden unir estas dos estructuras.

De los 20000 sistemas de acoplamiento otenido de Hex, se escogid el complejo ciclétido
— Pamiloide de menor energia, se puede observar en los complejos mediante el
visualizador Chimera que los cicl6tidos se unen en los sitio de interaccion obtenidos
anteriormente con PockDrug (ver Figura 3.19-3.27). Para validar esta prediccion se hizo
un post procesamiento con una dinamica molecular de 10 ns, esto es para observar si el
ciclétido se mantiene en el sitio de interaccién con respecto al tiempo, ya que Hex es solo
un predictor. En la dindmica se observa que el lugar de acoplamiento de la Beta amiloide
con el ciclétido no varia, y también el analisis de desviacion media cuadratica (RMSD)
se observo que el complejo ciclotido-Bamiloide alcanza la estabilidad al no tener mas 0.3

nm de fluctuacién durante su trayectoria.
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Figura 3.19 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el

ciclétido (verde) tipo Caripe.

Figura 3.20 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el
ciclotido (verde) tipo Vibi.
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Figura 3.21 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el

ciclétido (verde) tipo Psyle.

Figura 3.22 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el
ciclotido (verde) tipo PS.
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Figura 3.23 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el

ciclétido (verde) tipo Circulin.

Figura 3.24 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el
ciclotido (verde) tipo Kalata.
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Figura 3.25 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el

ciclétido (verde) tipo Hedyoide.

Figura 3.26 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el
ciclétido (verde) tipo Chassatide.
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Figura 3.27 Acoplamiento molecular (Docking) entre la Beta amiloide (azul) y el

ciclétido (verde) tipo CD.

El analisis que se hizo al acoplamiento molecular (Docking), entre las estructuras de la
Beta amiloide y cada uno de los ciclétidos, para ver la interaccion existente entre estas
moléculas fue evaluar la presencia de puentes hidrégenos. En la grafica de puentes
hidrégeno de los cicl6tido por tipo (ver Figura 3.28-3.36) que se obtuvo con ayuda del
programa Gromac’s,se observa que durante la trayectoria existe la formacion de esos
puentes; con ayuda del visualizador Chimera se pudo observar y determinar cuales son
los aminodcidos interaccionantes entre la Beta amiloide y los cicl6tidos; todos los
cilétidos presentaron al menos un puente hidrégeno con respecto a la Beta amiloide,
excepto el ciclotido CycloviolacinO22, en la Tabla 3.6 se relaciona los aminoacidos que
interaccionan tanto como de la Beta amiloide como del Ciclétido englobados por tipo de

ciclétido.
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Figura 3.28 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la

Beta amiloide y el ciclétido Caripe.

Puentes Hidrégeno

" vibi B
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w
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Figura 3.29 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la

Beta amiloide y el ciclétido Vibi.

Puentes Hidrdgeno

psyleA ——

Ndmero de puentes hidrégeno

o] 2000 4000 6000 8000 10000
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Figura 3.30 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la
Beta amiloide y el ciclétido Psyle.
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Figura 3.31 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la

Beta amiloide y el ciclétido PS.
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Figura 3.32 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la

Beta amiloide y el ciclétido Circulin.
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Figura 3.33 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la
Beta amiloide y el ciclétido kalata.
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Figura 3.34 Anélisis de los puentes hidrdgeno en el acoplamiento molecular entre la
Beta amiloide y el ciclotido Hedyotide.
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Figura 3.35Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la

Beta amiloide y el ciclétido Chassatide.
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Figura 3.36 Analisis de los puentes hidrogeno en el acoplamiento molecular entre la
Beta amiloide y el cicl6tido CD.
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Figura 3.37 Puentes hidrégeno formados entre la Glutamina 305 de la Beta amiloide y

la Arginina 30 del ciclétido Caripe

Figura 3.38 Puentes hidrégeno formados entre la Asp253, Glul79, Arg257 de la Beta
amiloide y la Arg28, Tyr23, Cys19 del cicl6tido Vibi.
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Figura 3.39 Puentes hidrdégeno formados entre la Asp421 de la Beta amiloide y la
Lys23, Ser22 del ciclétido Vibi.

Figura 3.40 Puentes hidrégeno formados entre la Asp421, Glu221 de la Beta amiloide y
la Asn31, Arg30, Lys13, Asn36 del ciclétido PS.
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Figura 3.41 Puentes hidrégeno formados entre la Arg341, Asp301 de la Beta amiloide
y la Gly11, Trp23 del ciclétido Circulin.

RG 28

Figura 3.42 Puentes hidrégeno formados entre la Asp421 de la Beta amiloide y la
Lys23, Ser22 del cicldtido Kalata.

Figura 3.43 Puentes hidrdgeno formados entre la Asp253, Asp211 de la Beta amiloide
y la Arg29 del ciclétido Hedyotide.
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Figura 3.44 Puentes hidrégeno formados entre la Arg257, Arg199, Argl73 de la Beta
amiloide y la Cus23, Lys24, Phe4, Cys9 del ciclétido Chassatide.

Figura 3.45 Puentes hidrégeno formados entre la Asn363, Lys364, Lys322, Lys280,
Lys238 de la Beta amiloide y la Tyrl1, Glul8, Ser9, Glu28 del ciclétido CD.
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Tabla 3.6 Relacién de aminoacidos interactuantes entre la beta amiloide y los ciclétidos,

englobados por tipos de ciclotidos.

Tipo de Ciclotidos Aminoéacidos
Cicldtidos Beta amiloide

Kalata Arginina, glutamina, Aspartato, alanina,

treonina, glicina, lisina, glicina,
tirosina, histidina

Psyle Lisina, Serina, Aspartato, glutamato,
asparragina, tirosina

Circulin Arginina, leucina, Aspartato, glutamato,
asparragina, lisina fenilalanina, serina

Hediotide Arginina Aspartato

Cycloviolacin - -

Ps Asparragina, Aspartato, glutamato
arginina, lisina

Cd Tirosina, serina, Lisina
glicina, glutamato

Vibi Arginina, tirosina, Aspartato, glutamato,
cisteina, lisina, serina arginina, serina

Chassatide Cisteina, lisina, Arginina
fenilalanina

Caripe Glutamato, leucina, ~ Arginina, aspartato,
asparragina, fenilalanina

Y el resultado de las energias de interaccion nos muestra que le energia entre los cicl6tidos
y la beta amiloide es 6ptima, al observar que toda las energias obtenidas son negativas
(ver tabla 3.7).

Tabla 3.7 Energias de interaccion entre los 78 ciclétidos y la Beta amiloide.

Energia  Energia Energia  Energia

Ciclotido Ciclotido

(kJ/mol)  (kcal/mol) (kJ/mol) (kcal/mol)
Caripe 1 -402.4 -96.2 Chassatide 1l  -481.8 -115.2
Caripe 2 -395 -94.4 Chassatide 2  -266.7 -63.7
Caripe 4 -478.2 -114.3 Chassatide 3  -366.6 -87.6
Caripe 6 -305.2 -72.9 Chassatide4  -586.3 -140.1
Caripe 7 -466.6 -111.5 Chassatide5  -486.1 -116.2
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Caripe 8 -472.2 -112.9 Chassatide 6  -416.5 -99.5
cdl -330.5 -79.0 Chassatide 7 -483.2 -115.5
Cyclopsychotride 4972 1188 Chassatide8 -325.4 778
hcfl -410.3 -98.1 Chassatide9  -322.1 -77.0
hcfl variant -357 -85.3 Chassatide 10 -360.7 -86.2
htfl -408.6 -97.7 Chassatide 11  -342.2 -81.8
palicourein -318.4 -76.1 Chassatide 12 -335.4 -80.2
Paltet -351.2 -83.9 Chassatide 13 -432.9 -103.5
parigidin brl -329.5 -78.8 Chassatide 14 -596.7 -142.6
psl -476.3 -113.8 Chassatide 15 -360.7 -86.2
psybral -350 -83.7 Chassatide 16 -327.4 -78.3
psyle A -358.1 -85.6 Chassatide 17 -310.3 -74.2
psyle B -505.9 -120.9 Chassatide 18 -381.3 -91.1
psyle C -427.2 -102.1 Katala bl -568.5 -135.9
psyle D -335.4 -80.2 Katala b2 -534.4 -127.7
psyle E -357.2 -85.4 Katala b3 -561 -134.1
psyle F -290.3 -69.4 Katala b4 -512.6 -122.5
vibiB -251.6 -60.1 Katala b5 -573.2 -137.0
vibiG -465.1 -111.2 Katala b6 -411.6 -98.4
vibiH -418.2 -100.0 Katala b7 -496.5 -118.7
VitriA -470.8 -112.5 Katala b8 -434.7 -103.9
circulin A -526.1 -125.7 Katala b9 -345.1 -82.5
circulin B -440.5 -105.3 Katala b10 -372.9 -89.1
circulin C -436.1 -104.2 Katala b11 -561 -134.1
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circulin D -310.6 -74.2 Katala b12 -512.6 -122.5
circulin E -416.5 -99.5 Katala b13 -473.2 -113.1
circulin F -411.8 -98.4 Katala b14 -341.5 -81.6
Hedyotideb 1 -440.9 -105.4 Katala b15 -496.3 -118.6
Hedyotideb 2 -412.4 -98.6 Katala bl6 -307.3 -73.4
oak®6 -336.6 -80.4 Katala bl7 -333.1 -79.6
oak6_2 -487 -116.4 Katala b18 -320.9 -716.7
oak?7 -462.2 -110.5 Katala b19 -490.5 -117.2
oak8 -403.8 -96.5 Katala S -574.3 -137.3
chacurl -375 -89.6 chacurl -575 -137.4
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Conclusiones

1. Con las Bases de datos NCBI y Cybase se pudo recopilar las estructuras de la Beta
amiloide y los ciclétidos pertenecientes a la familia Rubiaceae, en formato “.pdb” y
“ fasta” respectivamente.

2. Con ayuda del programa computacional Gromacs se obtuvieron estructuras
minimizadas y estables tanto para la Beta amiloide, como para los 78 ciclétidos
obtenidos, teniendo graficas de con fluctuaciones menores a 0.3nm.

3. Se acoplaron las estructuras de la Beta amiloide con cada uno de los 78 ciclétidos,
mostrando afinidad por parte de estos ultimos para la Beta amiloide.

4. Se obtuvo el mejor complejo ciclotido-Bamiloide para cada uno de los 78 ciclotidos,
ademas que permanecieron acoplados después de una dindmica de 10ns, demostrando
la alta energia de interaccion que tiene este complejo.

5. Seanalizo6 la interaccion entre la Beta amiloide y los ciclétidos mediante la presencia

de puentes hidrogeno.
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Recomendaciones

1. Se recomienda continuar la presente investigacion con la determinacién del AG, ya
que de esta forma se podré tener en forma cuantitativa la energia de unién que existe entre la

Beta amiloide y los ciclétidos.
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