UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Universidad Catélica de Santa Maria

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioguimicas y
Biotecnolodgicas

Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica

DETERMINACION POR SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR DEL EFECTO
DEL pH EN LAS INTERACCIONES APOE4 — - AMILOIDE Y APOE4 - HEPARINA'Y
SU INFLUENCIA EN LAS ENERGIAS DE ACOPLAMIENTO CORRELACIONADO
CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tesis presentada por la
Bachiller:
Paco Coralla, Silvana
Guadalupe

para optar al titulo profesional
de Quimica Farmacéutica

Asesor:
Dr. Gomez Valdez, Badhin

Arequipa - Peru
2022

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

UCSM-ERP ) )
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

FARMACIA Y BIOQUIMICA
TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, (4 de Abril del 2022

Dictamen: 004186-C-EPFvB-2022

Visto ¢l borrador del expediente 004186, presentado por:
2015101452 - PACO CORALLA SILVANA GUADALUPE
Titulado:

DETERMINACION POR SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR DEL EFECTO DEL PH EN LAS
INTERACCIONES APOE4 7 72-AMILOIDE Y APOE4 - HEPARINA Y SU INFLUENCIA EN LAS
ENERGIAS DE ACOPLAMIENTO CORRELACIONADO CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Muestro dictamen ¢s:
APROBADO

0737 - PAZ ALTAGA CARLOS EITEL IVAN
DICTAMINADOR

2782 - PAREDES FUENTES JULITZA LINDSEY
DICTAMINADOR

9564 - ORTIZ ROMERO DERLY DAVID
DICTAMINADOR

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

Dedicatoria

Quiero dedicar esta tesis a mis padres Willy y Sonia por ayudarme a ser mejor cada dia e
impulsarme a superarme a mi misma, siendo mi inspiracién para poder cumplir mis anhelos
Yy proyectos.

A mi abuelito Martin quien me cuido, protegid y siempre estuvo orgulloso de mis logros que
sé que ahora lo sigue haciendo desde el cielo.

A Dios por permitirme poder seguir con vida y salud para poder lograr las metas y objetivos

que me he propuesto.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

Agradecimientos

Este trabajo de tesis deriva del Proyecto de investigacion “Diserio y elaboracion de una
prueba de diagndstico basada en nuevos biomarcadores para la deteccion y monitoreo de la
enfermedad de Alzheimer” por lo que agradezco a todos los investigadores asociados a este
Proyecto, quienes me guiaron en todo el proceso de realizacion de este trabajo, brindandome
sus conocimientos, sugerencias, observaciones y me dieron todo el apoyo para crecer tanto

como persona y profesional.

Del mismo modo, agradecer infinitamente al Dr. Jorge Aguilar Pineda quien fué y es aquella
persona gue me ensefid y me sigue ensefiando dia a dia lo que es trabajar con pasion, coraje
y conviccion, quien me ayudo a fortalecer mis conocimientos y a inducirme al mundo de la
Bioinformaética, area en la cual no tenia conocimiento alguno, pero hoy por hoy he aprendido
gracias a él, conocimientos y consejos que sé que me ayudaran ahora y por el resto de mi

vida.

Agradecer a la Universidad Catolica de Santa Maria y a todos los docentes que pasaron por
mi vida universitaria quienes ayudaron a mi formacion profesional y a crecer como persona,

a quienes estaré eternamente agradecida.

A mis padres, Willy y Sonia, quienes me impulsaron a luchar cada dia por mis suefios y me
dieron las fuerzas y herramientas necesarias para poder lograr mis objetivos, quienes me

ensefiaron a no rendirme y a seguir siempre adelante.

Al Dr. Badhin Gomez Valdez y al CIIM, quienes me brindaron todo su apoyo y

conocimientos, siendo de gran ayuda para el Desarrollo de esta investigacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ( UNIVERSIDAD

) CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Agradecimientos

“Este proyecto ha sido financiado por el Proyecto Concytec - Banco Mundial
“Mejoramiento y Ampliacion de los Servicios del Sistema Nacional de Ciencia Tecnologia e
Innovacion Tecnologica” 8682-PE, a través de su unidad ejecutora ProCiencia. [contrato
numero 024-2019], con el objetivo de desarrollar la investigacion titulada: “Determinacion
por simulacion de dinamica molecular del efecto del pH en las interacciones ApoE4 — -
Amiloide y ApoE4 - Heparinay su influencia en las energias de acoplamiento correlacionado
con la enfermedad de Alzheimer”, mediante el proyecto: “Disenio y elaboracion de una
prueba de diagnéstico basada en nuevos biomarcadores para el diagnéstico y monitoreo de
la Enfermedad de Alzheimer”

o\Proyecto
Concytec
O/Banco Mundial

CONCYTEC Pro } @ BANCO MUNDIAL
CO SE JO A C\O DE c\ NCIA CI ENCIA . GRUPO BANCO MUNDIAL

NOLOGIA E IN ON TECNOLOGICA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —&  DE SANTA MARIA

Contenido

(©0] 01 (=1 ] 0 [0 TSP S PSP |
SIQIAS Y ADFEVIATUIES ...ttt V
RESUIMEIN ...tttk ekt e e e bt s Rt e eb e e she e s h bt e R bt e b e e b e et e e eb e e ebeeanneenneenne e e \1
AADSTIACT ...t b e bRt e bbb b e ettt nre s IX
] Ao [ To{ o1 T ] o 1SRRI 1
(2110161 CLITOPURTORN SO oo, Y g RSSO R 3
Objetivos .... W00 . N AP B s | S S M, ... .. ¢ttt eee e ennee e enenaeens 4
ODJELIVO GENEIAL ... .eoiiiiei ittt et e ke ae st e abe e tesee e s e e besseesaesteeneeseeereensens 4
ODJELIVOS ESPECITICOS ©..vvvvriitiiteiiese ittt besae et sa e st et e e eseebeetestestestesteseneeneaneas 4

I AT o0 T I oo OSSPSR 5
1.1 Enfermedad de AlZNEIMET ......cc.oiiiiei s ettt 5
I I T T o [ ) NSRS 5
1.1.2 Aproximacion historica a la enfermedad de AlZNEIMEr ..o 6
1.1.3 Epidemiologia de la Enfermedad de AIZNEIMEr ............cccoeiiiiiiiiiiniiecece 8
1.1.4 Patogenia de la ENTErmedad............ocoo it 9
O == = T U 11 (o] [ [ SRS 9

I 0 L 1 0 (o4 (U] O OO P TP UPT PP 10
1142 TaU.iiceereee koo il e tgmnannaatll ... 12
1.1.4.3 APOLIPOPIOLEING E ..ottt 12

O 0 0 L 1 0 (od (0| = TSRO PR PR 14
1.1.5 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Alzheimer..........ccccoovevvivninincneiciennnn 15
1.1.6 Diagnoéstico de la enfermedad de AlZNEIMEr..........ccocoiiiiiiiiiiieeee s 17
11,7 THALAMIBNTO ...ttt 18
1.1.7.1 Farmacos aprobados por 12 FDA...........cccciiieeee e 19
1.1.7.2 Heparina como tratamiento alterNativo............cccoeovreiienieniescee e 19

1.2 Influencia de la Heparina en el AlZNEIMEr..........cccoviviieii i 20
1.2.1 Interaccion Heparina-APOE ...........cci e 20
1.2.2 Interaccion Heparina- Beta AMIlOide..........ccooeiiiiiiiiiieiicc e 21
I 1o [0T=T o Lo =W [=] N o SR 22
1.3.1 El pH en las enfermedades NEUFrOVASCUIAIES............cccvivereiviiiese e 22

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

& “CATOLICA
TESIS UCSM —&@  DE SANTA MARIA

1.4 QUiMica COMPULACIONAL .......c.oouiiiiiiiiieeiee bbb 23
IR \V/ oo (=] F= Vo o T =T U | - SRR 25
1.4.2 MECANICA MOIECUIAT .......oeviiiiiiiictt e bbbt 27
1.4.3 DINAMICA MOIECUIAT ..ottt 28
I B0 I =t 1= 0 o] LSS 29
1.4.3. 1.1 ENSAMDIE NWVE..... .ottt sttt see st steene et nne e e 29
1.4.3.1.2 ENSAMBIE NV T ..ot sttt 29
1.4.3.1.3 ENSAMDIE NPT ..ottt see st et sreene et sne e e 30
1.4.3.2 INTEGTAUOIES ..ottt bbbttt b ettt sttt 30
1.4.3.2.1 StEEPESE AESCEML ...cutiiuieiiiie ittt sttt sttt et e te e e st e s teeneesbeere e besaeenee e 30

IR B V1 (T = To (o Y, O TSR 30
1.4.3.3 CampPOOe TUBKZA. .....cv. .o tieit e e snsaresnatesue e nsnsssaeeatbaseseeseenesnestnssessesessseseeneeneensssens 31
1433 10PLS-ASRNS S ... N B NNl T 31
1.4.3.4 Teoria Funcional de 1a Densidad .............cccoiiiiiiiiiieiie e 31
1.4.3.5 Cargas HirsNTeId..........ooiiiiiiiii it 32
1.4.3.6 Condiciones periodicas de CONTOINO .........ccceirieirieiirieiniene e 32
1.4.4 Acoplamiento MOIECUIAN..........ccoiiiiiie e sttt 33
1.4.5 Minimizacion de energia PotenCial ............ccccveiiiieiiiiiiiece e 34
1.4.6 La desviacion cuadratica media ( RMSD ) ... 35
1.4.7 Fluctuacion cuadratica media (RMSF) ........ccoiiiiiiiiiii e 35
I - To [ o T o [0 o TSRS 35
I I o T o SRR 36
1.4.10 SASA......ocovrveee .. ..o T gt s 36
1.4.11 Aproximacion de Poisson-Boltzmann en el célculo de energias libres (MM/PBSA).. 36
(@2 o 11 (0] [0 1 OO PSSP 38
2.1. Detalles COMPUELACIONAIES.........ueviiieiiiiiiiitiiii et 38
2. 1L HAFAWALE ...ttt ettt st bt n e st et e st sttt et neereene e 38
2.1.2 BASE A8 DALOS .......ccueeeeiiiieiieieiesie ettt sttt sttt ettt ne et e ne e 38
2. 121 UNIPIOT ...ttt bbb 38
2.0.2.2 PDBi...ee ettt b ettt bttt 39

A G B 10 1 011 V- SRR 39
2.1.3. 1 GIOMACS ....viiiiiiti ittt e bbb 40
2.1.3.2 UCSF CRIMEIA ..eiviieiiieiiiieieeiee ettt b ettt sttt 40
2.1.3.3VIMD .ottt e ettt re et e 40

A 0 I T = o} OSSPSR 41

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

mB CATOLICA
TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

2.1.3. 5 PULLY oottt ettt e e r et e r et e 41
2.1.3.6 WINSCP ...ttt ettt sttt s et s e st et re st e et e e r et et e 42
2.1.3.7 CONTEXE ettt et bbb s bt bbbt e s b e bRt e b b et b teene 42
2.1.3.8 APBS ...ttt ettt ettt ettt e 42
N T -] V] o (o] =T TSR 43
2.1 4.1 PAtCRDOCK ...ttt sttt ettt st ne e 43

2.4. 1.2 FITEDOCK .....uiitiiti ittt bbbt b bbb b bt 43
2.4.1.3 AULODOCK VN ....ooiiiiiiieieieee ettt eneanas 43
2414 I-TASSER ..ot ettt ettt e 44

W\, =1 (o (o] [o o - OSSR 44
2.2.1 ODLENCION A8 BSTIUCTUIAS. ... cverieriariiiiiiistesiesieneeieessssbesesteseesseseeses e s sestessesbeseeseeseeneesesneens 45
2.2.1.1 ApPOlIPOPIOtEING B4 ...ttt 45
2.2.1.2 Beta AMIIOIAR......cooiuiieieeie i bbbttt 45
N o 1T o T U g [T VSO SSURSN 45
2.2.2 Propka... el N ..ooieeiennniggeee gt s esngareseessesnnsnnsess dogfoalh ROt oeeereieensnnennnnnes 45
2.2.3 Simulacion de Dinamica MOIECUIAT ............ccoieiieiiiiieccce s 46
2.2.4 Acoplamiento MOIECUIAN ........cc.oiiiiie et s re s 47
2.2.4.1 Apolipoproteina E4 — Beta AMIlOIE ........ccooviiiiiiiinie et 47
2.2.4.2 APOEZ- HEPAKING ... oouiceeeeerneinisieseiesmassesssssseases e sansassassessionssessestinsessessesessesnsssesns 48
2.2.5 Simulacion de Dinamica Molecular de 10s complejos ..........ccocovviiiiiinciinciicce 49
2.2.6 Analisis de energias a través de la metodologia de MM/PBSA ............ccccooeiniiiniinnenn. 50
(@011 (0] [0 T PSPPSR 51
3. RESUITAAOS Y DISCUSION......uiiiiiiieieiete ettt ete ettt essasasseasesbesae et et esaesaabessestestestessesesseseesaeseans 51
3.1 Obtencion de las estructuras MOIECUIAIES. ...........covoi i 52

B LI APOEA ...ttt e et e ettt et et e 53
3.1.2 B-amiloide de 42 FESTAUOS. ......cov ittt 54
3.1.3 Heparina (ENOXAPAITNG)........cuueriererieierieieeeeeesseetesiesteseeseeseesessessessessessessesseseasensesses 55

3.2 Anélisis de estabilidad de las estructuras aisladas .............ccoccoerviiiiiiieieincccee 56
3.2.1 Estructuras iniciales de la proteina ApPOE..........ccccocviiiiiiicicce e 57
3.2.2 Obtencidn de las estructuras proteicas para estudios de pH.........c..ccoceevevevicvieviennane. 60
3.2.3 Comparacion entre las proteinas ApoE3 y 1a APOE4 a pHT7 ..o 61
3.2.4 Comparacion entre las proteinas ApoE3 y la ApoE4 a pH5 .....cocvcvveieviccicce, 66

3.3 Efecto del pH en la estructura del -amiloide............cccoooveiiiiiiiiii i 70
3.4 Acoplamiento MOIECUIAL ..ot 74
3.4.1 Analisis energético de 10S complejos @ PHT ..ot 75

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

DE SANTA MARIA
3.4.2 Analisis energético de 10S complejos @ PHS ..o 78
o) o Tod [T o] 1= OSSR 82
5. RECOMENUACIONES ...ttt sttt b bbbt b e bbbttt e st e b e b e 84
6. Referencias BibIIOGrAfICaS .........cccveviiiic e 85

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Siglas y abreviaturas

ApoE: Apolipoproteina E

Apo€: Gen de la Apolipoproteina E
APP: Proteina Precursora Amiloidea
AP: Péptido Beta Amiloide

BFE: Energias libre de enlace
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FDA: Administracion de medicamentos y alimentos (Food and Drug
Administration)
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(Optimized Potentials for Liquid Simulations)
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¢ SASA: Area de superficie accesible al solvente

¢ SNC: Sistema Nervioso Central

+ UniProtKB: Base de conocimientos de recursos universales de proteinas (Universal
Protein Resource Knowledgebase)

¢ VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad

¢ VMD: Dinamica Molecular Visual (Visual Molecular Dynamics)
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Resumen

El Alzheimer es una enfermedad que afecta la memoria, las funciones ejecutivas y el
lenguaje, siendo la forma mas comun de demencia. Diversos estudios muestran que la
proteina ApoE esta relacionado con la amiloidosis y en particular, la isoforma ApoE4 es
considerada como uno de los factores genéticos de mayor riesgo en el desarrollo de la
enfermedad. En este trabajo de tesis se presenta los resultados obtenidos de la investigacion
realizada sobre el efecto que tiene el pH en las estructuras e interacciones de la ApoE4, el B-
amiloide y la heparina, utilizando herramientas de la quimica computacional. En esta
investigacion se analizo la afinidad energética que tiene el péptido de B-amiloide, en su
isoforma de 42 residuos, con la ApoE4 y se propone a la heparina como farmaco candidato
a tomar en cuenta para tratamientos que ayuden a paliar la enfermedad. La eleccion de la
heparina para este estudio se debe a que esta molécula tiene asociada gran cantidad de
propiedades terapéuticas entre las que destacan sus propiedades anticoagulantes, modulacién
de diversas proteasas y actividad antiinflamatoria. Para solventar los objetivos planteados,
se usaron diversas metodologias que consistieron en la optimizacion y estabilizacion de las
estructuras mediante métodos de Dindmica Molecular (ApoE3, ApoE4 y B-amiloide) y de
quimica cuéantica (heparina). Ademas, se realizaron acoplamientos moleculares entre la
ApoE4 y el B-amiloide como de la ApoE4 vy la heparina a pH5 y pH7. Finalmente se realizo
el analisis energético de estas interacciones haciendo uso de la metodologia MM/PBSA. Los
resultados mostraron que a pH7 la ApoE4 es menos estable, mas compacta y tiene una mayor
fluctuaciéon que la ApoE3. Mientras que a pH5, la ApoE4 tiene una mayor vibracién
estructural y una lenta convergencia con respecto a la ApoE3. En el estudio de sus
propiedades electrostaticas a pH7 ambas estructuras mostraron una mayor proporcién de
zonas nucleofilicas, mientras que a pH5, ambas proteinas ApoE mostraron una mayor
proporcion de zonas electrofilicas. Con respecto al B-amiloide, se evidencié que ésta es una
estructura que estabiliza rapidamente a pH7, mientras que a pH5 la fluctuacion es alta. En
ambos pH’s su compactacion fue alta. En el caso de las superficies electrostaticas se observo
que a pH7 las interacciones del f-amiloide con las zonas electrofilicas son méas fuertes,
mientras que a pH5 el B-amiloide estd mas dispuesto a interaccionar con estructuras
electrostaticas. A partir del analisis energético de los complejos analizados, se observé que a
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pH7 la heparina puede ser un farmaco capaz de bloguear los sitios de interaccion del B-
amiloide pudiendo impedir la interaccion directa con la ApoE4. Mientras que a pH5 la
heparina sigue siendo afin a la estructura de la ApoE4, presentando energias que pudieran
competir en los cuatro sitios de interaccion analizados, lo cual nos indica que la heparina

representa una buena opcion para posibles tratamientos contra el Alzheimer.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, dinamica molecular, apolipoproteina E, -

amiloide
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Abstract

Alzheimer's disease is a disease that affects memory, executive functions and language, being
the most common form of dementia. Several studies show that the ApoE protein is related to
amyloidosis and in particular, the ApoE4 isoform is considered one of the major genetic risk
factors in the development of the disease. This thesis work presents the results obtained from
the research carried out on the effect that pH has on the structures and interactions of ApoE4,
B-amyloid and heparin, using computational chemistry tools. In this research, the energetic
affinity that the p-amyloid peptide, in its 42-residue isoform, has with ApoE4 was analyzed
and heparin is proposed as a candidate drug to be taken into account for treatments to help
alleviate the disease. The choice of heparin for this study is due to the fact that this molecule
has a large number of therapeutic properties associated with it, including its anticoagulant
properties, modulation of various proteases and anti-inflammatory activity. In order to solve
the proposed objectives, several methodologies were used, consisting of the optimization and
stabilization of the structures by means of Molecular Dynamics (ApoE3, ApoE4 and -
amyloid) and quantum chemistry (heparin) methods. In addition, molecular couplings were
performed between ApoE4 and B-amyloid as of ApoE4 and heparin at pH5 and pH7. Finally,
the energetic analysis of these interactions was performed making use of the MM/PBSA
methodology. The results showed that at pH7 ApoE4 is less stable, more compact and has a
greater fluctuation than ApoE3. While at pH5, ApoE4 has a greater structural vibration and
slower convergence with respect to ApoE3. In the study of their electrostatic properties at
pH7 both structures showed a greater proportion of nucleophilic zones, while at pH5, both
ApoE proteins showed a greater proportion of electrophilic zones. With respect to -amyloid,
it was evidenced that this is a structure that stabilizes rapidly at pH7, whereas at pH5 the
fluctuation is high. At both pH's its compaction was high. In the case of electrostatic surfaces
it was observed that at pH7 the interactions of the B-amyloid with the electrophilic zones are
stronger, while at pH5 the B-amyloid is more willing to interact with electrostatic structures.
From the energetic analysis of the complexes analyzed, it was observed that at pH7 heparin
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can be a drug capable of blocking the interaction sites of the p-amyloid and preventing direct
interaction with ApoE4, whereas at pH5 heparin continues to be similar to the ApoE4
structure, presenting energies that could compete in the four interaction sites analyzed, which
indicates that heparin represents a good option for possible treatments against Alzheimer's
disease.

Keywords: Alzheimer's disease, molecular dynamics, apolipoprotein E, f-amyloid
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un tipo de demencia progresiva que afecta a la
memoria, las funciones ejecutivas, el lenguaje, el comportamiento, la orientacién y el juicio.
La EA es la forma mas comun de demencia, que representa el 60-70 por ciento de los casos
en todo el mundo, segin la OMS!. América Latina tiene la mayor prevalencia de esta
enfermedad entre los adultos mayores, con un 8,5%2. En 2040, se espera que el nimero de
casos de EA en América Latina alcance los 7,3 millones, un nimero similar al de Canada y
Estados Unidos®. Aunque los datos de Pert son limitados, los estudios muestran una tasa de
prevalencia del 6,85% entre los adultos mayores de 65 afios y una tasa de incidencia del
17,7% por 1000 personas por aiio*®. Segin el Ministerio de Salud (Minsa) y EsSalud, mas
de 200000 personas mayores de 60 afios tienen EA, con mas mujeres (61%) que hombres
(39%) que sufren de ella®’. En el mundo, la EA se calcula que es responsable del 4,9% de
las muertes en personas mayores de 65 afos, con un riesgo que aumenta con la edad,

alcanzando el 30% en los hombres mayores de 85 afios y el 50% en las mujeres®.

A pesar del deseo genuino de incluir las enfermedades cronicas en las estrategias de salud
global, incluso en Perd, las enfermedades neurodegenerativas y las demencias no reciben una
alta prioridad en paises donde la percepcion econémica es baja, como los paises de América
Latina®. Sin embargo, enfermedades como la EA y el Parkinson causan los mayores costos
econdmicos y sociales, tanto para la familia del paciente como para los gobiernos que no

priorizan la deteccion temprana y la investigacion®®,

Por otro lado, dado que no existe ningin farmaco que pueda detener el progreso de esta
enfermedad, existe un gran interés en comprender la funcién de la proteina ApoE4 en los
cambios estructurales del B-amiloide que conlleva a la formacién de las placas amiloideas.
La EA también se acompafia de una respuesta inflamatoria que contribuye a cambios
irreversibles en la viabilidad neuronal y la funcion cerebral, y la evidencia acumulada
respalda el papel fundamental del complemento y los sistemas de contacto en su patogénesis
y progresiont. La complejidad de la patologia de la EA proporciona numerosos objetivos

potenciales para las intervenciones terapéuticas.
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Numerosos estudios han relacionado a los sistemas de complemento y de contacto en el
desarrollo y progresion de EA. Debido a la complejidad de la patogenia de AE es que existen

varios objetivos potenciales para su tratamiento.

La heparina, una mezcla de glucosaminoglicanos que se usa actualmente en la profilaxis y el
tratamiento de la trombosis, podria ser un candidato a considerar, debido principalmente a
sus propiedades anticoagulantes, incluida su modulacién de diversas proteasas y actividad

antiinflamatoria®?.

Ademaés, es de vital importancia recalcar que existen limitadas investigaciones acerca del
efecto del pH sobre los sitios de interaccion de la APOE4 con el B-amiloide y de como es
que se ven afectadas sus interacciones. Este estudio pretende dar una respuesta a estas
interrogantes y plantear si la heparina, bajo estos cambios en el pH, es un candidato a tomar

en cuenta para tratamientos preventivos o correctivos de los trastornos amiloides.
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Hipotesis

Mediante técnicas de la quimica computacional, es posible dilucidar el efecto que tiene el
cambio en el pH y las interacciones de afinidad molecular de los sistemas ApoE4-p-amiloide
y ApoE4-Heparina con el objetivo de conocer si la heparina puede ser usada como

bloqueador de sitios activos en la ApoE4.
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar el efecto que tiene el pH sobre las estructuras e interacciones moleculares

de las proteinas ApoE4, B-amiloide y el farmaco heparina.

Objetivos especificos

e Obtener las estructuras estables de la proteina ApoE4 y B-amiloide mediante técnicas
de Dindmica Molecular a valores de pH 5.0y 7.0

e Obtener la estructura y cargas atomicas de la heparina por medio de estudios de
Quimica Cuantica.

e Realizar un analisis energético de las interacciones ApoE4 — B-amiloide y ApoE4 —
Heparina a diferentes pH, con el fin de determinar aquellos complejos moleculares

que compitan por sitios activos de la ApoE4.
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Capitulo 1

1. Marco Teobrico

1.1Enfermedad de Alzheimer

1.1.1 Definicién

La enfermedad de Alzheimer (EA), es un trastorno neurocognitivo siendo la causa mas
comdn de demencia. En esta enfermedad las células cerebrales mueren gradualmente,
provocando un deterioro progresivo de la memoria, el pensamiento y otras funciones
mentales, propiciando cambios en el comportamiento como de la personalidad e incluso la
pérdida del lenguaje®>**. El riesgo de esta enfermedad aumenta significativamente después

de los 65 afios™®.

Por otro lado, las células cerebrales del hipocampo, la regién del cerebro responsable de la
memoria, suelen ser las primeras en mostrar cierto deterioro en esta enfermedad. Por lo tanto,
la pérdida de memoria, y especialmente la dificultad para recordar la informacion recién

aprendida, suele ser el primer signo de enfermedad?®.

En las primeras etapas los sintomas de la demencia pueden ser minimos, pero a medida que
la enfermedad se va extendiendo a otras areas y va adquiriendo un efecto creciente en el
cerebro, los sintomas empeoran. En primer lugar, se genera un dafio en las funciones
ejecutivas y después se presentan alteraciones en el lenguaje y la memoria semantica, lo que
genera la aparicion de la apraxia constructiva e ideomotora lo que implica reas como lo son
las occipitoparietales y las occipitotemporales, lo que va deteriorando y agravando la

situacion del paciente?®,
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1.1.2 Aproximacion historica a la enfermedad de Alzheimer

Médicos y fil6sofos, tanto de la antigua Grecia como de Roma, asociaron a la vejez con un
debilitamiento de la mente, pero no fue hasta 1901 que el psiquiatra aleman Alois Alzheimer

noto6 un caso de esta enfermedad la cual posteriormente recibié su nombre?’.

Este primer caso fue el de una mujer de 51 afios llamada Auguste Deter quien mostro un
comportamiento que era incontrolable. Asimismo, su memoria disminuyé dado que ya no
recordaba como cocinar u otras actividades que normalmente realizaba con regularidad, tenia
problemas para escribir y se pudo observar una gran alteracién de su conversacion habitual.
Otro sintoma observado fue una desorientacion grave, es asi que esta paciente ingresa al
hospital psiquiatrico de Frankfurt en 1901, siendo atendida en primer momento por Alois

Alzheimer?’.

Alois Alzheimer, fue quien superviso la atencion a esta paciente, estudio su informe y analiz6
el progreso detallado. En un primer momento, él diagnosticé este caso como una demencia
presenil, pero después de esto y conforme el tiempo pasaba, observéd que, a pesar de los
comportamientos agresivos, de llanto fuerte hacia los deméas y de quejas por parte de
Auguste, en algunos momentos ella se comportaba de forma cortés y amable con las personas
que la rodeaban. Al pasar el tiempo, el comportamiento de Auguste se deterior6 dado que
empezd a murmurar para si misma, ya no podia realizar tareas y dependia de otras personas
para poder realizar algunas actividades habituales como lo era el comer. Es asi que Alzheimer
registré este proceso, describiendo estos sintomas como discapacidad social psicoldgica,

delirio, alucinacion y un trastorno cognitivo progresivo*®.

Después de ello, Auguste perdi6 toda capacidad cognitiva, asimismo padeci6 una septicemia
y una neumonia llevandola a la muerte en 1906 a los 55 afios, el cerebro de esta paciente fue
llevado, junto con sus registros médicos, a Munich para que fuera analizado por Alois
Alzheimer inmediatamente.

Posteriormente, Alzheimer detect6 a través de la biopsia, que la corteza cerebral estaba méas
delgada de lo normal, y que la regién que realizaba la funcién de controlar tanto la memoria,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

el lenguaje, juicio y pensamiento estaba afectada de forma muy grave. Del mismo modo, se
pudo observar un engrosamiento y adherencia extremadamente caracteristicos de las fibrillas
intracelulares (filamentos delgados ubicados dentro del nervio, masculo y algunas otras

células), con la formacion de figuras especiales en forma de ovillos'”8,

Después del analisis realizado por Alzheimer, él informo los resultados que habia obtenido,
los que incluyeron tanto sintomas como la biopsia que habia realizado a Auguste, en la 372
conferencia de psiquiatria. Alzheimer publicd este trabajo de investigacion, en donde se

denomin6 como enfermedad de Alzheimer, en un libro publicado por Kraepelin en 19108,

Es asi que, transcurridos los afios, aparecieron descripciones mas similares en la literatura
médica en donde los autores de estas investigaciones ya hacen uso de este término de
enfermedad de Alzheimer, lo que indica la gran relevancia del estudio realizado por Alois
Alzheimer. En gran parte del siglo XX, esta enfermedad se diagnosticé en pacientes con una
edad de 45 a 65 afios y se evidencid que las manifestaciones clinicas como patoldgicas de las
demencias, tanto senil como presenil, son casi idénticas por lo que el diagnostico se empezo

a realizar independientemente de la edad*" 8,

Finalmente, como resultado de las investigaciones realizadas en la genética molecular en
1984 se descubre la presencia de la proteina Amiloide evidencidndose que era una
constituyente de las placas seniles. En el afio de 1987 se descubre a la Proteina Precursora
Amiloidea (APP). En 1991 se encontrd el gen de la APP en el cromosoma 21, la cual
constituye una mutacion en la enfermedad de Alzheimer, en este mismo afio se hace una
publicacién con respecto a la relacion que hay entre las proteinas Tau y los ovillos
neurofibrilares. En el afio de 1993 se evidencia en las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares la presencia de lo que era la Apolipoproteina E, especificamente su isoforma
4 que era codificado en el cromosoma 19. Posteriormente, en el afio de 1995 se descubre la
presencia de la mutacion del gen S182 (Presenilina 1) como del gen STM2 (Presenilina 2)

los cuales se los relacionan con esta enfermedad®®%°.
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1.1.3 Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una de las principales causas de demencia en la vejez y la
edad senil. Caracterizada por una pérdida gradual de las capacidades mentales (memoria,
habla, pensamiento 16gico), esta asociada con la edad y su prevalencia e impacto se ha visto
incrementado a nivel mundial. Un estudio muestra que existe un aumento en paises en vias
de desarrollo, principalmente en Ameérica Latina, el cual menciona que el riesgo de

desarrollar EA aumenta después de los 65 afios en un 7.1%?L,

En el Perd, el mas reciente estudio publicado de su epidemiologia fue en el afio 2019, el cual
se realiz6 en una clinica geriatrica en la ciudad de Huancayo, Departamento de Junin. En este
estudio se analizd a una poblacion de estudio de 382 personas adultas mayores de 60 afios,
las cuales contaban con una emision de su certificado notarial de salud mental para el
diagndstico de demencia. Entre 2016 y 2017, estos pacientes ingresaron a su primera consulta
con un diagndstico de demencia, para lo cual se determiné la gravedad y la funcionalidad.
Para el descarte de la demencia este fue realizado por un médico geriatra y para el descarte
de la funcionalidad se realizaron los tests neuropsicoldgicos de Pfeiffer, indice de Katz
(evalla la funcionalidad del adulto mayor en las actividades basicas para la vida diaria,
ABVD) e indice de Lawton y Brody, (evalta la capacidad funcional en las actividades

instrumentales de la vida diaria, AIVD)?%.

En este estudio se pudo determinar que la prevalencia de demencia fue de 9.9%, en
actividades basicas de la vida diaria, asimismo hubo un 19,4% que presentaba una
dependencia parcial, un 23% de dependencia severa en las actividades instrumentales de la
vida y finalmente se observo un 11% de deterioro cognitivo leve en la poblacion analizada?.
(cuadrol)
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Tabla 1. Prevalencia y caracteristicas de funcionalidad de 382 adultos mayores atendidos en una
clinica geriatrica durante los afios 2016 — 2017, Huancayo, Per(??

(%) IC al 95%
Estimacién de la prevalencia de demencia (n=382) (9,9 (6,94 -12,94)
(n) (n)
Deterioro cognitivo (n=382)
Sin deterioro cognitivo 289 (75,7)
Deterioro cognitivo leve 42 (11,0
Deterioro cognitivo moderado 28 (7,3)
Deterioro cognitivo grave 23 (6,0)
Demencia (382)
No 344 (90,1)
Si 38 9,9
(ABVD)* (n=382)
Independencia 285 (74,6)
Dependencia parcial 74 (19,4)
Dependencia total 23 (6,0)
(AlIVD)* (n=382)
Independencia 196 (51,3)
Dependencia leve 15 (3,9
Dependencia moderada 83 (21,7)
Dependencia severa 88 (23,0

1.1.4 Patogenia de la Enfermedad

1.1.4.1 Beta amiloide

La teoria predominante de la aparicion de la Enfermedad de Alzheimer (EA) en la actualidad
es la "hipdtesis amiloide™, segun la cual la proteina amiloide juega un papel importante en el
funcionamiento de las neuronas. Sin embargo, en la EA la Beta-amiloide (Ap), comienza a
depositarse en los tejidos cerebrales, formando placas que destruyen las células cerebrales,

esto se debe al aumento de la produccion de residuos de aminoacidos del péptido AP (AB40-
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AP42), lo cual conduce a la pérdida de las conexiones sinapticas de las neuronas en el

hipocampo, la corteza y las regiones subcorticales del cerebro.

La acumulacion de este péptido AP tiene un efecto neurotéxico dentro del cerebro®®. En
primer lugar, el péptido AP se produce a partir de la proteélisis de la Proteina Precursora
Amiloidea (APP), el cual se transporta desde el aparato de Golgi hasta el axdn o puede ser
también hacia un compartimiento endosomico del cuerpo celular. Posteriormente la APP es
dividida por la a-secretasa en donde produce tanto un fragmento sAPPa que se difunde, como
también otra parte se reinternalize en los endosomas generando de esta forma el Ap, posterior
a esta proteolisis este endosoma se recicla en la superficie celular generando una liberacion
tanto de la AP como de la SAPPP?,

Después de este proceso, se produce diferentes péptidos AP en donde la AP40 es la especie
predominante, mientras que AP42 es uno de los componentes principales de las placas
seniles, por lo que este péptido AB42 es el mas propenso a la agregacion y mas neurotoxico
que AP40 dado que se oligomeriza auto ensamblandose en oligdbmeros toxicos
metaestables®®. Esto genera tanto un dafio a las neuronas como en el proceso de sinapsis, lo
que ocasiona que haya una ausencia de la comunicacion neuronal, causando una
neurodegeneracion gradual en areas cerebrales susceptibles en especial aquellas areas
responsables tanto de la memoria como de la funcion cognitiva. Es importante mencionar
que estos oligbmeros AP siguen asociandose independientemente con otros mondmeros y
oligomeros AP los cuales en su mayoria toman la apariencia de una estructura fibrilar
caracteristica del Beta Amiloide. De modo que, esta estructura se acumula como placas
seniles tanto en el sistema limbico como en la corteza asociativa generando estos efectos
toxicos neuronales. Este también puede ser debido a través de un mecanismo de apoptosis
provocada por el efecto oxidativo de la AP y en especial del péptido AB42 como por las

especies truncadas, oxidadas e insolubles de AP que son causantes de esta toxicidad?®.

1.1.4.1.1 Estructura

El beta amiloide es un péptido cuya longitud varia entre 39 y 43 aminoéacidos, es un resultado

del metabolismo de la proteina precursora amiloide (APP). La APP es una proteina de
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membrana con una porcién extracelular amino-terminal larga y una seccion intracelular
carboxilo-terminal corta. EIl gen APP tiene 18 exones y presumiblemente produce una
familia de al menos 8 isoformas transmembrana que se distinguen por los exones 7, 8, 9 y
15. Las isoformas neuronales de APP (695, 714, 751 y 770 aa) con el exon 15 son mas
amiloidogénicas y emiten mas péptido RA (42) que las isoformas no neuronales. La APP se
encuentra en numerosas células y tejidos del cuerpo, incluidas las neuronas, las células del
musculo liso vascular y las placas. A pesar de muchas investigaciones, el papel de la APP en
la célula sigue sin estar claro. Se plantea la hipdtesis de que actia como receptor de las
proteinas G de la membrana, enviando sefiales quimicas al interior de la célula. Se sabe que
su expresion aumenta durante el estrés celular, pero se desconocen los procesos que causan

este aumento o su relevancia para el desarrollo de las enfermedades?’.

Por otro lado, en la enfermedad de Alzheimer hay una asociacion directa entre ApoE4 Y Beta
Amiloide. El mapeo de epitopos muestra que los residuos 13-17 del Beta Amiloide y los
residuos 144-148 en la porcion N-terminal del dominio de unidn al receptor de ApoE
interactian®®. El estudio de Nguyen también encontr6 que el Beta Amiloide tiene un dominio
de union a heparina en los residuos 12-17 que puede estar involucrado en la interaccion de

glicosaminoglicanos®® (Fig 1.1).

Beta Amiloide

Unién a Heparina
Posicion: 12-17

Fig 1.1 Estructura del Beta Amiloide en su conformacion tridimensional. Elaboracion propia
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1.1.4.2 Tau

La hipdtesis Tau, el crecimiento y desarrollo de las células cerebrales requiere un suministro
regular de nutrientes y si la proteina tau, que es responsable de transportar estas sustancias a
las células, deja de funcionar normalmente, las células no reciben alimento y, como resultado,
mueren. Es asi que, segun la patogénesis de la EA sugiere que las alteraciones en el
metabolismo de la proteina tau asociada con los micro tbulos conducen a su acumulacion y
agregacion interrumpiendo el transporte axonal y se desarrollan cambios neurodegenerativos
en el sistema nervioso central®. Del mismo modo, esta proteina Tau da una estabilidad y
estructura a los micro tubulos, los cuales son esenciales en la estructura de las células
neuronales y son las responsables de poder generar al neurotransmisor denominado
Acetilcolina. Este neurotransmisor permite la generacion de una adecuada comunicacion
neuronal favoreciendo la sinapsis, por lo que al verse dafiada tanto la Tau como los micro

tibulos todo este proceso se ve alterado dafiando el proceso de sinapsis en la neurona®..

1.1.4.3 Apolipoproteina E

Las Apolipoproteinas son un grupo de proteinas que conforman a las lipoproteinas, este
funciona tanto en el transporte de lipidos y del metabolismo de los mismos, esto lo realiza
actuando como un ligando para aquellos receptores de las lipoproteinas de baja densidad, una
vez realizada dichas interacciones, se inicia la toma y degradacion de aquellas lipoproteinas
las cuales conducen posteriormente al uso del colesterol favoreciendo del mismo modo la
regulacion del metabolismo intracelular de éste®?. La apolipoproteina E (ApoE), que se
encuentra en el cromosoma 19, es el principal transportador de colesterol en el sistema
nervioso central (SNC), que incluye el cerebro y la médula espinal. La ApoE es producida
por los astrocitos, que son células del sistema nervioso central que funcionan para suministrar
colesterol a las neuronas. Las neuronas son células del sistema nervioso que reciben y

transfieren informacion, lo que nos permite recibir y responder a la informacion sensorial3334,

El gen Apo€ tiene tres alelos o versiones diferentes: €2, €3 y €4. Las mutaciones del ADN

provocaron la aparicion de estos polimorfismos de ApoE. Los alelos en los genes son
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causados principalmente por una mutacion de un solo nucle6tido o de una letra. Estas

mutaciones se conocen como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) .

Si bien dos letras en un gen pueden parecer insignificantes, pero los alelos ApoE tienen un
Impacto sorprendente en el riesgo de una variedad de enfermedades, como Alzheimer,
Aterosclerosis y Malaria. Se sabe, por ejemplo, que el estado del alelo Apo€ es un factor de
riesgo genético significativo para la enfermedad de Alzheimer. De hecho, las variaciones en
el alelo ApoE podrian representar la diferencia entre un riesgo 20 veces mayor de poder

desarrollar esta enfermedad en comparacion con el promedio.

En el Alzheimer la ApoE4 es uno de los principales factores de riesgo genético, dado que
esta isoforma disminuye la proteccién o aumenta la toxicidad neuronal en comparacion con
la ApoE2 y la ApoE3. Se ha demostrado a través del estudio precedido por Mahley, la
relacion que existe entre la ApoE4 en la enfermedad de Alzheimer, que se traduce como un
factor que favorece a la neuropatologia, dado que en investigaciones realizadas en ratones se
ha podido observar que la ApoE4 exdgena causa la apoptosis, la perdida de lisosomas y
genera una mayor alteracion a la membrana en comparacion con la ApoE3%. Esto se debe
principalmente a que la ApoE4 experimenta una division proteolitica en mayor grado que la
ApoE3, por lo que aquellos fragmentos que se generaron a partir de este proceso presentan
truncamientos C-terminales los cuales escapan de la via secretora y proceden a entrar al
citosol. Estos en su mayoria son neurotoxicos, es asi que estos fragmentos son producidos en
particular por una serina proteasa similar a la quimiotripsina por lo cual estos fragmentos se
van acumulando con la edad, generando una neuropatologia asociada a ApoE4 deteriorando

el aprendizaje y la memoria®"3,

Por otro lado, los fragmentos de ApoE generados se encuentran en mayor medida en las
mitocondrias y en estructuras filamentosas parecidas a una marafia neurofibrilar que
presentan también a la tau fosforilada. Se ha observado también que las anomalias cito
esqueléticas asociadas con ApoE4 podrian estar relacionadas con la localizacion de
fragmentos dentro de las inclusiones filamentosas. Para que la ApoE tenga estos efectos
perjudiciales tiene que tener una estructura minima de ApoE requerida que contenga la region
de unidn al receptor (aminoacidos 136 - 150) y la region de union de lipidos (aminoacidos
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244 - 272), esta region de union a lipidos al ser hidrofoba es la responsable de la

neurotoxicidad como de la disfuncion mitocondrial®®.

1.1.4.3.1 Estructura

Las células del parénquima hepatico generan ApoE, al igual que los astrocitos en el SNC, y

otros tejidos como el bazo, pulmdn, glandulas suprarrenales, ovario, rifion y masculo.

ApoE esta conformado por 299 aminoacidos, tiene 62% de hélices alfa, 9% de hojas beta,
11% de giros beta y 18% de estructuras aleatorias. Tiene dos dominios, un dominio amino
terminal de 22 kDa (1-191) y un dominio carboxi terminal de 10 kDa (216-299). Una region
bisagra conecta estos dominios entre los residuos 165-215. EI dominio amino-terminal es
rica en residuos basicos cargados positivamente (arginina), lo que facilita las interacciones
electrostaticas entre el receptor de ApoE basico y el acido LDL-R. El sitio de union al
receptor se encuentra entre los residuos 136-150 en el dominio amino-terminal. Sin embargo,

el dominio carboxi-terminal se une a los lipidos*.

En cuanto a sus isoformas principalmente podemos mencionar a las Apolipoproteinas E3 y
E4, ambas proteinas de 34,15 kDa, varian en un aminoacido. La posicion 112 de ApoE4 es
arginina, mientras que la posicion 112 de ApoE3 es cisteina. ApoE4 es el factor de riesgo
clave para el Alzheimer de aparicion tardia, pero ApoE3, la variante méas prevalente, no lo
es. Las secuencias de los dominios N- y C-terminales son estructuralmente distintas, pero
secuencialmente cercanas. Estas areas tambien estan cerca de las regiones de unién a lipidos
y una region implicada en la interaccion de forma de monémero de ApoE a peso molecular
superior. Por lo que en la investigacion realizada por Friden menciona que estas areas pueden

tener un impacto en la funcion de ApoE4 mas que en la funcion de apoE3*.

Con respecto a las sitios de unién en los cuales la ApoE4 tiende a unirse son: En los sitios
158 a 168 se une a LDL ( lipoproteinas de baja densidad ) y otros receptores de lipoproteinas,
en los sitios 162 a 165 como los sitios 229 a 236 tiene tendencia a unirse a heparina, en los
sitios 210 a 290 se une a lipidos y lipoproteinas, en los sitios 266 a 317 son aquellos lugares
que participan en la homooligomerizacidn, finalmente en los sitios 278 a 290 este es uno de
sus lugares especificos de union con VLDL (lipoproteina de muy baja densidad)*?(Fig. 1.2).
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Apolipoproteina E4

Unién de LDL y otros
— receptores de lipoproteinas
Posicién: 158-168

Unidn de heparina
Posicién: 162-165

Asociacién de unidn a lipidos
—— y lipoproteinas

Posicién: 210-290 M

Unién de heparina
e Posicion: 229-236

Homooligomerizacion
Posicién: 266-317

Fig. 1.2 Estructura tridimensional de la Apolipoproteina E4 y sus sitios de union. Elaboracion
propia

1.1.5 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Alzheimer

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Alzheimer van a depender de la etapa en
la que se encuentre la enfermedad. Estas se clasifican ya sea en una pre demencia, demencia
temprana, moderada o grave. Por este motivo es més dificil detectar los signos del deterioro
cognitivo, dado que unos de los sintomas iniciales de esta enfermedad suelen ser problemas
menores a la memoria y las personas le atribuyen a la edad o a la fatiga. Asimismo, la
patologia se va a ir caracterizando constantemente por el aumento de los sintomas a través

del tiempo.*344

La Tabla 2 muestra las etapas de esta enfermedad y las manifestaciones clinicas que se dan

en cada una de ellas.
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Tabla 2. Etapas de la Enfermedad de Alzheimer y sus sintomas

Etapas de la Manifestaciones Clinicas

enfermedad

Deterioro cognitivo basico. Es dificil para el paciente memorizar
informacidn nueva, existen problemas menores para reproducir
Pre demencia lo que escucho o leyo. El intervalo de tiempo entre las primeras
manifestaciones de demencia y la confirmacion del diagnostico

es de 7-8 afios™.

El deterioro de la memoria se vuelve mas obvio, es dificil
atribuirlo a cambios en el cuerpo debido al envejecimiento. Las
funciones mnemotécnicas se degradan a diferentes
Demencia temprana | velocidades. La memoria a corto plazo es la que mas sufre. Al
mismo tiempo, los recuerdos inconscientes se conservan casi en
su totalidad. Aparecen los primeros signos de alteraciones en la

percepcion auditiva, visual y tactil del mundo circundante®44,

El paciente se enfrenta a importantes limitaciones en la
capacidad de realizar acciones independientes. Los trastornos del
) habla y la orientacion espacial se vuelven claramente visibles. El
Demencia moderada ) ) )
paciente comienza a usar las palabras incorrectas en el habla, el
significado de las frases a menudo se distorsiona. Hay una

pérdida gradual de la capacidad de escritura y lectura®.

Las habilidades del habla del paciente se pierden casi por
completo. Se conserva la capacidad de pronunciar palabras
sueltas o frases individuales. Durante algan tiempo, el paciente
) puede mantener un contacto emocional con las personas que lo
Demencia severa ] .
rodean. Las personas con demencia se vuelven apaticas. La
agresion puede ser otra manifestacion de la enfermedad de
Alzheimer grave. Se vuelve imposible realizar cualquier accion

por su cuenta.**44
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1.1.6 Diagnostico de la enfermedad de Alzheimer

El diagnostico clinico de la enfermedad de Alzheimer se basa en los sintomas del paciente y
los resultados de varias pruebas y procedimientos que se utilizan para descartar otras causas
de demencia. ElI médico examina el historial médico personal y familiar del paciente antes
de realizar pruebas neuropsicoldgicas para evaluar la memoria, las habilidades del lenguaje
y otras habilidades cognitivas. Las tomografias computarizadas y las resonancias magnéticas
se utilizan con frecuencia para buscar evidencia de traumatismos, neoplasias malignas y
accidentes cerebrovasculares, asi como cambios atréficos en el cerebro que ocurren a medida

que avanza la enfermedad.*>*

Desafortunadamente, no existen pruebas de laboratorio que puedan usarse para diagnosticar
la enfermedad de Alzheimer en personas que aun estan vivas. El inico método confiable para
confirmar la presencia de la enfermedad es un analisis histoldgico post-mortem de una parte
del cerebro. La enfermedad de Alzheimer esta marcada por placas seniles y ovillos
neurofibrilares, segun los patélogos. Debido a que las placas y los ovillos ocurren
naturalmente a medida que las personas envejecen, la muestra se compara con una muestra
de control de tejido cerebral normal de una persona de la misma edad que no tiene la

enfermedad de Alzheimer.*¢

La etapa preclinica de la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la ausencia de deterioro
cognitivo, pero se pueden detectar cuerpos amiloides en el cerebro. La aparicién de
biomarcadores en la neuroimagen es un precursor de la demencia 10 a 15 afios antes de su
aparicion. Esta etapa se destaca para ayudar a orientar la investigacion hacia el diagndstico
temprano de la afeccion. El deterioro cognitivo moderado debido a la enfermedad de
Alzheimer es la presencia de cambios leves en la memoria y la capacidad de pensamiento

que no interfieren con las actividades diarias.*’
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1.1.7 Tratamiento

Hasta la actualidad, no se ha desarrollado ningun tratamiento que pueda detener o revertir de
manera confiable el proceso incipiente de deposito de amiloide en la enfermedad de
Alzheimer. Después de ser diagnosticada con la enfermedad de Alzheimer, las personas

tienen una esperanza de vida que varia de 3 a 11 afios.

El tratamiento basico moderno permite compensar la deficiencia de acetilcolina en el cerebro
(con medicamentos donepezil, rivastigmina, galantamina) y proteger a las neuronas de dafios
adicionales en una etapa grave (con memantina)*®. Los medicamentos deben tomarse
constantemente durante mucho tiempo, los cursos de tratamiento, que son habituales para
muchos, son ineficaces y solo desacreditan los medicamentos. El tratamiento permite a los
pacientes permanecer independientes en la vida diaria durante mas tiempo, suspender y
ralentizar la tasa de deterioro de las funciones cerebrales superiores. La ingesta continua de
medicamentos basicos reduce el riesgo de muerte en un 38% durante los proximos 5 afios,
ralentiza la tasa de progresién en un 30%. Si transferimos estos calculos estadisticos a la vida,
entonces esta desaceleracion da de 2 a 5 meses adicionales de estado relativamente estable
por afio. Es decir, cuanto antes se inicie el tratamiento con farmacos basicos, mejor sera el
nivel inicial de memoria, atencion, orientacion, pensamiento, y, por lo tanto, mayor sera el
periodo de independencia del paciente en la vida cotidiana. Las medidas adicionales para
ayudar a los pacientes pueden ser: tomar vitamina E, corregir el tratamiento concomitante
(cancelar o reemplazar medicamentos que agravan el deterioro de la memoria),
antidepresivos, garantizar la seguridad del paciente (incluido el control de la ingesta de
alimentos y medicamentos), nutricion médica especial, terapia ocupacional, proporcionar

actividad fisica, tratamiento de los trastornos del suefio*®°,

A medida que avanza la enfermedad de Alzheimer, la capacidad de pensar disminuye y el
comportamiento se altera mas. La persona puede volverse muy pasiva y tiene la necesidad
de tener ayuda con el cuidado personal y la higiene. Pueden aparecer alucinaciones,

agresion. Es posible que se requieran medicamentos antipsicoticos en esta etapa.
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1.1.7.1 Farmacos aprobados por la FDA

En la actualidad la FDA (Food and Drug Administration) solo ha autorizado cinco
medicamentos para tratar los sintomas de la enfermedad de Alzheimer. En 2014, se autorizé
un nuevo medicamento, Namzaric el cual constituye una combinacion de medicamentos
colinérgicos y de deplecion de glutamato (donepezil y memantina). Los cinco medicamentos
funcionan de dos maneras. Uno es la inhibicion de la colinesterasa, que ralentiza el Alzheimer
al prevenir la degradacion de la acetilcolina. Entre estos medicamentos se encuentran
donepezil (Aricept), rivastigmina (Exelon) y galantamina (Razadyne). El otro es la
memantina (Namenda), un bloqueador de canales de NMDA (N- metil- D- aspartato) no
competitivo que reduce la actividad del glutamato, que es vital en el aprendizaje y la memoria
al unirse al receptor de NMDA. La excitotoxicidad mesotelial es causada por la afluencia
sostenida de Ca2 +, particularmente a través de receptores extra sinapticos, siendo la

memantida un inhibidor de este proceso.>*

1.1.7.2 Heparina como tratamiento alternativo

La heparina es una combinacion de glicosaminoglicanos siendo usualmente usado para
prevenir y tratar la trombosis. Ademas, la heparina tiene efectos antiinflamatorios y
moduladores de proteasas. Podemos mencionar también que las reacciones inflamatorias
conducen a alteraciones permanentes en la supervivencia neuronal y la funcion cerebral por
lo que los factores vasculares tienen un papel importante en la etiologia de la demencia senil.
La alteracion endocrina, los proteoglicanos enddgenos y las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares conducen a una mayor lesion neuronal. Por lo que, la inhibicion competitiva
de la acumulacion de antiinflamatorios y proteoglicanos puede ayudar a las neuronas a
recuperarse. De esta forma, la heparina y oligosacaridos similares son antiinflamatorios e
impiden el ensamblaje de proteoglicanos, lo que los convierte en potenciales agentes

neuroprotectores.®?

Los principios de la produccion de oligosacaridos de heparina para el tratamiento de la

demencia senil son bastante intrincados. Se sabe que los proteoglicanos, la inflamacion y las
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anomalias vasculares tienen un papel en la génesis de la enfermedad de Alzheimer. Se cree
que este farmaco actua interfiriendo con las anomalias de amiloide y tau inducidas por
proteoglicanos que se producen en esta enfermedad. Investigaciones recientes muestran que
las heparinas de bajo peso molecular y oligosacaridos similares pueden reducir la toxicidad

de tau asociada a proteoglicanos en el cerebro de rata®l>3,

Se sabe que la inflamacion juega un papel en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.
Aunque las heparinas y las heparinas de bajo peso molecular tienen importantes propiedades
antiinflamatorias, no esta claro si los glicosaminoglicanos de bajo peso molecular también
las tienen. Un estudio reciente encontrd que la heparina y oligosacéridos similares reducen
la neurotoxicidad mediada por beta-amiloide en las células PC12, lo que indica un vinculo
entre la anti inflamacion y la promesa terapéutica de la Heparina en la EA. Estos efectos
pueden ser debido a los efectos inhibidores de la heparina sobre mediadores inflamatorios

como el sistema del complemento, L-selectina, P-selectina y fosfolipasa A2,

1.2 Influencia de la Heparina en el Alzheimer

1.2.1 Interaccion Heparina-ApoE

La ApoE es un factor de riesgo genético importante en las enfermedades cardiacas y
neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer. La interaccion de ApoE con
proteoglicanos de heparan sulfato es fundamental en la captacién de los remanentes de
lipoproteinas y, en consecuencia, en el desarrollo de la aterogénesis y la enfermedad de

Alzheimer, entre otros®.

La interaccion entre la heparina y la ApoE4 se evidencio a través de una caracterizacién de
la cinética en la que se determind tanto las constantes de velocidad de asociacion y
disociacion lo cual se utilizé para comprender los eventos en la superficie de una célula dado
gue muchas interacciones receptor / ligando no ocurren en equilibrio. Se pudo determinar
gue el mecanismo de union de la ApoE a la heparina es un proceso de dos estados que implica

una unién secuencial y un cambio conformacional, por lo que cuando una proteina se une a
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la heparina, puede inducir un cambio en la conformacién dentro de la heparina y/o la

proteina®.

Asimismo, se pudo encontrar que la unién de ApoE con la heparina consiste en 2 pasos. Una
unién inicial rapida la cual consiste en una interaccién polar y una interaccion relativamente
lenta no polar. Por otro lado, el tipo de interaccion mas dominante entre la heparina y las
proteinas es idnico y se pudo observar que los grupos de residuos basicos en las proteinas
forman pares de iones con grupos acidos definidos espacialmente en la heparina. De hecho,
el modelado molecular de la interaccion entre el sitio de union de heparina de ApoE vy el
fragmento de heparina sugirié que ocho residuos polares, contactan directamente con grupos

sulfato o carboxilo en la cadena de heparina®®.

1.2.2 Interaccion Heparina- Beta Amiloide

La heparina se ha postulado como un farmaco viable debido a sus diversos impactos en el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, incluidas posibles interacciones competitivas con
proteoglicanos, efectos vasculares, interacciones con serpinas Yy actividades
antiinflamatorias.Al ser la enfermedad de Alzheimer una enfermedad caracterizada por la
presencia de placas amiloides en el cerebro con Alzheimer y al estar compuesto
principalmente por péptidos B-amiloide (AB) de 40 y 42 residuos, se ha podido evidenciar
que el heparan sulfato de los proteoglicanos desempefia un papel en la formacion y
estabilidad de la placa amiloide. Del mismo modo, se ha demostrado que la enoxaparina es
tan capaz como la heparina de atenuar la neurotoxicidad y la actividad proinflamatoria de
AR,

En el estudio precedido por Nguyen se realiz6 la caracterizacion de la interaccion por
Resonancia Magnética Nuclear de heparina y derivados con la beta amiloide, observando que
la union de AP por heparina y oligosacaridos derivados de heparina depende del pH mediado
por interacciones electrostaticas y hay una contribucion entropica significativa a la energia
libre de unién. Esta unién disminuye a medida que disminuye el tamafio del oligosacérido

derivado de heparina®’8,
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1.3 Influencia del pH

1.3.1 El pH en las enfermedades neurovasculares

El pH es uno de los factores que pueden influir tanto en la aparicion como en los cambios
fisiopatolégicos que se producen en aquellos pacientes que presentan la enfermedad de
Alzheimer y otras demencias. Se ha observado que la influencia del pH cerebral en las
enfermedades neurovasculares es debido a que el plegamiento de las proteinas como la

actividad enzimatica presentan una alta sensibilidad a los cambios de pH®°.

Por otro lado, en el estudio realizado por Blennow el cual a través de la espectrometria de
masas pudo evaluar los niveles de pH luego de una administracion de histidina en pacientes
con Alzheimer y otras demencias. Pudo concluir que no se esta realmente seguro si las
variaciones del pH son la base de la enfermedad de Alzheimer, pero hay diferencias de pH
entre sujetos jovenes y los ancianos. También pudo observar que el pH en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer es bajo, pero no en otras demencias, por lo que este puede ser uno
de los mecanismos potenciales para poder explicar la relacion que hay entre el
envejecimiento del cerebro y la enfermedad de Alzheimer®®,

Asimismo, es importante mencionar que la acidosis cerebral esta asociada tanto con el
envejecimiento como con la agregacion beta amiloide y la inflamacién en la enfermedad de

Alzheimer®°,

1.3.2 Influencia del pH en el Alzheimer

En la investigacion realizada por Hari en la cual se hizo uso de células cerebrales de ratones
cultivadas se determino que una causa de la enfermedad de Alzheimer puede ser debido a un
desequilibrio quimico del pH. Se tienen a los denominados astrocitos los cuales permiten la
eliminacion de las proteinas beta amiloides de los espacios entre las neuronas, pero si este
proceso de eliminacion sale mal las proteinas amiloides se acumulan formando las placas

amiloideas caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer.
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Para realizar este proceso de transporte y eliminacion es necesario de los endosomas los
cuales hacen uso de proteinas chaperonas que se unen a cargas especificas y realizan el
transporte. Esta union depende del nivel de pH adecuado dentro del endosoma dado que si
mantiene el pH estable esto permitird que los endosomas floten hacia la superficie y se
deslicen hacia la célula, por lo que la cantidad de protones dentro del endosoma determina

su pH o,

Cuando los fluidos del endosoma se vuelven demasiado &cidos, la carga queda atrapada
dentro del endosoma en el interior de la célula permaneciendo dentro de los astrocitos,
evitando su funcion de eliminar las proteinas amiloides generando su acumulacion y por lo
tanto la formacién de las placas amiloideas. Es asi que, en el estudio en células cerebrales de
ratones se hizo uso de sondas sensibles al pH que eran absorbidas por los endosomas y emiten
una luz de acuerdo al nivel de pH, encontrando que aquellas lineas celulares de raton con
Alzheimer tenian mas endosomas acidos en un promedio de pH de 5,37 y aquellas lineas
celulares sin la variante genética de Alzheimer tenian como un promedio de 6,21 de pH .

Es por ello que, este estudio se realizard a pH 5 para ver a través de la dindmica molecular
como es que este puede influir en las diferentes interacciones APOE4 y Beta amiloide, como
para poder determinar como es que esta interaccion varia en un pH neutro de 7. Por lo cual,
es que para hacer este estudio serd necesario del uso de la quimica computacional y los

métodos bioinformaticos.

1.4 Quimica Computacional

En la actualidad hay una gran revolucién que tiene lugar en las ciencias naturales y que esta
asociada con la introduccion generalizada de computadoras en todas las areas de estas
ciencias, tanto experimentales como tedricas. Este proceso ha sido especialmente rapido en
los altimos diez afios donde la produccion de computadoras de alta velocidad ha aumentado
significativamente y para casi todos los investigadores interesados se ha hecho posible el

acceso a potentes ordenadores.
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La consecuencia mas importante de la introduccion de las computadoras en las ciencias
naturales es el surgimiento de nuevas direcciones en estas ciencias. Es asi, que tanto para la
fisica como para la quimica aparece una nueva forma de hacer ciencia como lo es la ciencia
computacional. Anteriormente existian dos formas de adquirir conocimiento, ya sea mediante
la realizacion de experimentos o mediante la creacion de una teoria, pero hoy podemos hablar
de la aparicion de una tercera via asociada al uso de las computadoras. Esta nueva via nos
permite poder realizar diversos estudios de las propiedades fisicas y quimicas de moléculas,
atomos, radicales e iones en las fases gaseosa, liquida y solida utilizando una computadora

lo cual es la esencia de la quimica informatica®?.

Asimismo, el desarrollo de los métodos de quimica cuantica, mecanica molecular y modelado
molecular, aunado a las enormes capacidades de las computadoras modernas, contribuyen a
la creacion de la quimica computacional como una rama independiente de la ciencia quimica.
El poder de célculo de la quimica computacional en este momento es practicamente ilimitado,
ésta permite el calculo no solo de las moléculas individuales mas complejas de estructuras
monomeéricas, sino también las estructuras oligoméricas y poliméricas, en particular las

estructuras de varias proteinas®®.

De igual forma, uno de los aportes que genera la quimica computacional es poder favorecer
el andlisis de la estructura geométrica de los compuestos, area conocida como quimica
estructural. Los métodos experimentales mas importantes para estudiar la estructura
geométrica de las moléculas son la espectroscopia de emision y adsorcion, asi como los
métodos de difraccion, donde las formulas estructurales reflejan la union de diferentes
atomos en una molécula entre si, por lo que se hace necesario mostrar la estructura en forma
geométrica. Este problema se vuelve ain mas urgente en el estudio de los estereoisémeros
por lo que para poder realizar un analisis conformacional de compuestos se requiere el uso
de modelos moleculares tridimensionales®*®. Estos problemas han dado como resultado el
desarrollo y la creacién de una gran cantidad de paquetes de softwares diferentes los cuales
han podido resolver problemas de edicion de férmulas estructurales y visualizacion de
estructuras espaciales. Actualmente, los mas poderosos softwares implementan casi todas las
tareas principales de la quimica informatica, incluida la gestion de bases de datos de

compuestos quimicos, métodos de quimica cuantica y modelado numérico como por ejemplo
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Gromacs, el cual es un software que permite realizar simulaciones de dinamica molecular y
minimizacion de energias, motivo por el cual es uno de los softwares mas utilizados en la

realizacion de esta investigacion °°.

1.4.1 Modelado molecular

El modelado molecular es un término amplio que involucra una gran variedad de técnicas
tanto tedricas como computacionales que son utilizadas para simular el comportamiento de
las moléculas. Permite poder aplicar desde pequefios hasta grandes sistemas dependiendo de
las estructuras quimicas, este es muy usado tanto en la quimica computacional, disefio de

farmacos, biologia computacional e investigacion de productos biol6gicos.

Existe una gran cantidad de metodologias que abordan el modelado de estructuras a escalas

microscopicas, entre las mas importantes estan:

La aplicacion de numerosos métodos tedricos para interpretar observaciones experimentales,
datos sobre la estructura y reacciones de compuestos quimicos como la energia de procesos
involucrados con la asociacion o disociacion de atomos, iones y moléculas se conoce como
modelado molecular. En segundo lugar, se utilizan enfoques computacionales para anticipar
las estructuras cristalinas y moleculares de compuestos quimicos, que se emplean para

desarrollar y sintetizar nuevos compuestos y materiales biolégicamente activos®’.

El modelado de estructuras a escalas microscépicas se aborda mediante una variedad de

enfoques, los mas importantes son:

Métodos de quimica cuantica (ab initio). Uno de los logros mas importantes de la ciencia del
siglo XX es el desarrollo de la quimica cuéntica, que se basa en la mecanica cuantica. La
mecanica cuantica es ahora la teoria mas general y mejor fundada de la estructura de
compuestos quimicos. Los céalculos moleculares (calculos quimicos cuanticos) son una de las
aplicaciones mas importantes de la mecanica cuantica, ya que dependen de la solucion de la
ecuacion de Schrodinger, que derivé en 1925. La funcion de onda, que describe el estado del
atomo, es la mas importante parte de la ecuacion. La ecuacion de Schrodinger solo se puede

resolver exactamente para el atomo de hidrégeno; para otros sistemas, la ecuacion solo se
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puede resolver aproximadamente®®. El enfoque de campo auto consistente de Hartree-Fock-

Roothaan es el método principal utilizado para aproximar la solucién de esta ecuacion.

Teoria funcional de la densidad: Desarrollada por Kohn y Popl en el afio de 1964.
Demostraron que toda la energia de un sistema puede describirse utilizando la distribucion
de su densidad electronica. Tedricamente apoyaron la idea de estimar la estructura electronica
de moléculas sin resolver la ecuacion de Schrodinger completa. A pesar de que los métodos
modernos de quimica cuantica se consideran una herramienta equivalente a los enfoques
experimentales o analiticos, actualmente solo se pueden aplicar a sistemas diminutos con

cientos de atomos debido a su gasto informatico®.

Métodos semi-empiricos: Han estado en desarrollo desde la década de 1950 y estan
relacionados principalmente por el alto costo de procesamiento de los célculos quimicos
cuénticos. Cientificos como Parr, Pople y Dewar hicieron contribuciones significativas al
desarrollo de enfoques semi-empiricos. Los enfoques semi-empiricos implican parametros
derivados experimentalmente, asi como considerables simplificaciones en la interpretacion
quimica cuantica de las interacciones entre los nicleos de &tomos y electrones. Por ejemplo,
evaluando el potencial de ionizacién de varios estados electrénicos mediante espectroscopia.
Los resultados de los enfoques semi-empiricos estan fuertemente influenciados por el sistema

molecular bajo investigacion’™.

Mecéanica molecular (MM) y dindmica molecular (DM): Una molécula se modela como un
modelo mecénico extendido con un conjunto de masas puntuales colocadas en un campo de
fuerza representado por un conjunto de potenciales en los calculos de MM. Los elementos
responsables de los valores de equilibrio de las longitudes de enlace, los dngulos de enlace y
de torsion, asi como las cargas de Coulomb en los 4&tomos y las interacciones de dispersion
de van Der Waals, estan todos incluidos en los términos del campo de fuerza MM. Asimismo,
en la MM también se usa conjuntos de caracteristicas en los componentes del campo de
fuerza que se han determinado experimentalmente. Ahora existen numerosos campos de
fuerza. Los calculos quimicos cuanticos se utilizan para derivar algunos parametros que son

experimentalmente inalcanzables para los campos de fuerza™ 2.

La dindmica molecular es una mezcla del campo de fuerza MM vy las leyes clasicas de la
dinamica newtoniana. La DM tiene la ventaja de poder evaluar la evolucion de un sistema
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molecular a lo largo del tiempo, a diferencia de los modelos estaticos utilizados por todos los
métodos indicados anteriormente. Vale la pena sefialar que los resultados de los célculos MM
y DM de las energias de interaccion intermolecular, que son el desafio més critico en el
modelado molecular moderno, estdn fuertemente influenciados por el campo de fuerza

seleccionado’®.

Métodos combinados: Al analizar grandes conjuntos moleculares, es importante lograr un
equilibrio entre el costo computacional y la precision del método que se emplea. A lo largo
del tiempo, los investigadores encontraron una serie de soluciones no estandar que incorporan
dos 0 méas métodos de célculo en un solo modelo. Morokuma, por ejemplo, fue el primero en
proponer el uso de un modelo cuantico-mecéanico-quimico-molecular "multicapa” para

calcular un sistema molecular en la década de 199074,

Actualmente se dispone de un numero considerable de articulos en los que los autores

mezclan la teoria de la quimica cuantica y la dindmica molecular de diversas formas.

1.4.2 Mecénica Molecular

La mecénica molecular (MM) es un método empirico disefiado para calcular caracteristicas
geométricas y energia molécular™. Por lo que, basado en los conceptos y principios de la
mecénica clasica, la mecanica molecular plantea la hipétesis de que la energia de las
moléculas se puede representar como la suma de las contribuciones debidas a la deformacion
de las longitudes de enlaces, angulos de enlace, angulos diedros, interacciones de Van der
Waals, atomos libres de valencia, términos que tienen en cuenta la interaccién de los atomos
(interacciones coulombicas), debido a la presencia de cargas en los atomos (Fig 1.3). De esta

manera, matematicamente un campo de fuerza se puede expresar segun la siguiente ecuacion:

[H] EFF =Zenlaces Eestrechamiento + Zéngulos Erotaci(’)n + Zdiedros Etorsién"'Zpares Enoenlazantes

e El primer término, modela las interacciones entre dos atomos enlazados. Asi, los
incrementos de energia obtenidos cuando la distancia entre dos &tomos unidos por un
enlace se desvia de la distancia de referencia se modelan mediante un potencial

armanico siguiendo la ley de Hooke.
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e El segundo término, modela las interacciones de los angulos entre tres &tomos por un
potencial arménico, que depende de la desviacion en un angulo de referencia, del
angulo y la rigidez de los enlaces.

e El tercer término modela el potencial de torsion.

e El cuarto término combina los potenciales de interacciones fuera de los enlaces donde
las interacciones de Van der Waals estan modelados por un potencial de Lennard-

Jonesy las interacciones electrostaticas estan modeladas por el potencial de Coulomb.

. Y/ \_%_ b

Fuerzas de estiramiento Fuerzas de rotacién del Fuerzas de torsion
de union angulo

Figl.3 Representacion gréfica de las fuerzas de estiramiento de union, fuerzas de rotacion del
angulo y fuerzas de torsion. Elaboracion propia

1.4.3 Dindmica molecular

La dindmica molecular (DM) es un método para determinar la evolucion temporal de un
conjunto de atomos que interactlan integrando las ecuaciones de Newton que gobiernan su
movimiento; ésta es una herramienta poderosa para encontrar las trayectorias de movimiento
de los &tomos. Asimismo, ésta es una ventaja significativa ya que permite el estudio de
detalles minuciosos en el movimiento de los atomos a través de los distintos softwares
empleados, como VMD o UCSF CHIMERA. De manera similar, la DM es un potente
complemento para los calculos y experimentos tedricos, ya que la escala de simulacion puede
acercarse a decenas de miles de &tomos en una computadora y el periodo de simulacion es
del orden de nanosegundos’®.
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1.4.3.1 Ensambles

El ensamblaje canonico (NVT y NPT) y el ensamblaje microcanonico (NVE) se utilizan en
dindmica molecular para describir la mecanica estadistica. Aunque se puede simular hacer
uso de estos ensambles utilizando diferentes herramientas, como el termostato Berendsen o
el termostato Nosé-Hoover. El ensamble mas utilizado se basa en un nimero fijo de particulas

(N) con un volumen (V) a una temperatura dada (T).”’

1.4.3.1.1 Ensamble NVE

El NVE (nimero constante de particulas, volumen y energia), también conocido como
conjunto microcanonico, se obtiene resolviendo la ecuacion de Newton sin ningan control de
temperatura o presion. Cuando se crea este ensamble, se conserva la energia. Sin embargo,
siempre hay una pequefia variacion de energia debido a errores de redondeo y truncamiento
a lo largo del proceso de integracion. Como resultado, las energias potencial y cinética estan
medio paso fuera de sincronia en cada paso de tiempo. Incluso si el cambio en las energias
cinéticas con un intervalo de medio tiempo es menor, contribuye a la fluctuacion energética

general’®,

1.4.3.1.2 Ensamble NVT

La fase de equilibrio inicial, NVT (nimero constante de particulas, volumen y temperatura),
sirve para estabilizar la temperatura del sistema. Este ensamble también se conoce como
"canonico" o "isotérmico-isocérico”. El tiempo requerido para este procedimiento varia
segun la composicion del sistema, pero en NVT, la temperatura del sistema debe alcanzar
una meseta particular. Sera necesario tiempo adicional si la temperatura ain no se ha

estabilizado’.
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1.4.3.1.3 Ensamble NPT

La segunda fase de equilibrio, NPT (nUmero constante de particulas, presion y temperatura),
es responsable de mantener la presion del sistema (y por lo tanto la densidad). Bajo esta
disposicion, donde el nimero de particulas, la presion y la temperatura son constantes, se
logra el equilibrio de presion. Este ensamble también se conoce como el conjunto
"isotérmico-isobarico”, ya que imita de cerca las condiciones experimentales. La temperatura
y la presion se pueden regular utilizando esta configuracion de temperatura constante y
presion constante. La presion se cambia alterando el volumen de los vectores de celda
unitaria. Este ensamble también se puede utilizar para alcanzar la temperatura y la presion
correctas durante el equilibrio antes de cambiar al ensamble de volumen constante o energia

constante cuando comienza la recopilacion de datos®’.

1.4.3.2 Integradores

1.4.3.2.1 Steepest descent

Es uno de los algoritmos mas simples y mejor conocidos para minimizar una funcion. La
teoria de la convergencia es la base para comprender este algoritmo el cual es sofisticado y
conocido. La observacion principal es que la direccion de este algoritmo se puede utilizar

con un tamario de paso diferente que puede mejorar sustancialmente la convergencia.®!

1.4.3.2.2 Integrador MD

El integrador MD predeterminado en Gromacs es el llamado algoritmo de salto de rana para
la integracion de las ecuaciones de movimiento. Cuando se requiere una integracion
extremadamente precisa con el acoplamiento de temperatura'y / o presion, los integradores
de velocidad Verlet también estan presentes y pueden ser preferibles. El algoritmo de salto

de rana usa posiciones y velocidades en determinado tiempo.®2
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1.4.3.3 Campo de fuerza

Los campos de fuerza se utilizan para determinar las interacciones entre los atomos que
provocan el movimiento en las simulaciones tradicionales de dindmica molecular (DM). Los
campos de fuerza se componen de funciones de energia potencial emparejadas simplificadas
con pardmetros relacionados que varian segln el tipo de dtomo. Se han establecido varios
campos de fuerza, cada uno con su propio conjunto de cualidades, como general,
engrosamiento, precision, propiedades ajustables y el conjunto de moléculas empleadas

durante la optimizacion. EI campo de fuerza OPLS-AA es uno de ellos.®

1.4.3.3.1 OPLS-AA

El campo de fuerza OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) es un campo de
fuerza creado para el estudio de proteinas y &cidos nucleicos. La principal distincion es que
incluye parametros de interaccion no enlazantes que se derivaron cuidadosamente mediante
simulaciones de Monte Carlo, por lo que este campo de fuerza es capaz de caracterizar mejor
las simulaciones que incluyen el solvente y las interacciones no vinculantes son vitales en

estas simulaciones.®*

1.4.3.4 Teoria Funcional de la Densidad

La teoria funcional de la densidad (DFT) es una teoria de la mecéanica cuéntica, que se utiliza
para calcular con precisidn varias propiedades fisicas de los materiales. Estos estudios se
extienden desde la construcciéon de funciones exactas de intercambio-correlacion hasta la
prediccidn de configuraciones moleculares y electronicas de atomos, moléculas, complejos,

entre otros.8®

Esta teoria se basa en la ecuacién de Schrodinger para un sistema de muchos cuerpos, que
puede reducirse a la ecuacion de Kohn-Sham, una ecuacion de Schrodinger independiente de
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una sola particula que se puede resolver numéricamente usando la teoria de la funcién de
densidad. Las propiedades fisicas de los sélidos son producidas por este proceso
computacional; sin embargo, esta idea se basa en la densidad de electrones méas que en las
funciones de onda. La DFT se fundd en los teoremas de Hohenberg, Kohn y Sham, que
establecian que la funcionalidad de la densidad de carga electronica en el estado fundamental
(no degenerado) de un problema de muchos cuerpos puede definir adecuadamente todas las

caracteristicas en ausencia de campo magnético®.

1.4.3.5 Cargas Hirshfeld

Para poder analizar cuantitativamente como se distribuye la carga en los diferentes
subsistemas al formarse el enlace entre ellos, se ha empleado el método de las cargas de
Hirshfeld dado que brinda una alta confiabilidad y una fuerte concordancia entre sus
resultados. La integral de la densidad ponderada con un factor de peso igual al cociente entre
la densidad de carga inicial no perturbada y la superposicion de la suma de las densidades
atébmicas es la carga de Hirshfeld de un atomo. Se puede interpretar como asignar de la
densidad para cada atomo la parte que corresponde al &tomo en cuestion; esta parte que le

corresponde queda determinada por el factor de peso®’.

1.4.3.6 Condiciones periodicas de contorno

Las condiciones de contorno periddicas (PBC) permiten considerar un "cubo™ de espacio
pequefio donde esta presente la molécula bajo investigacion. Las moléculas dentro del cubo
experimentan cambios conformacionales a lo largo del tiempo moviéndose dentro del
espacio, pudiendo de esta forma cruzar los limites del cubo®. Lo esencial del método es que
el espacio se divide en cubos idénticos, asumiendo que el contenido de los cubos es el mismo
y que los limites de los cubos estan en contacto. Una molécula entra en otro cubo cuando
cruza el borde de uno, pero la molécula idéntica entra en el primer cubo por el lado opuesto.
En este caso, solo se simula la dindmica de uno de estos cubos (Fig 1.4)%8,
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Fig 1.4 Condiciones periddicas de contorno. Elaboracion propia

1.4.4 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular es una técnica de modelado molecular que predice la orientacion
y posicién méas adecuadas para la creacion estable de una molécula en relacion con otra. Este
acoplamiento se logra mediante una variedad de algoritmos basados en la idea de que una
proteina se fija en el espacio y luego gira a su alrededor de varias maneras. Simultdneamente,
se realizan calculos estimados basados en la funcion estimada para cada configuracion de
giros; esta evaluacion de la funcidn se basa en la evaluacion de superficies complementarias,

interacciones electrostaticas y repulsion de Van Der Waals %91,

De manera similar, con el uso de varios célculos, el conocimiento de la orientacion
proyectada puede utilizarse para pronosticar la afinidad de los enlaces entre dos moléculas.
Este acoplamiento se utiliza con frecuencia para anticipar la afinidad y la actividad de los
medicamentos de molécula pequefia en relacion con una macromolécula que, en este caso,

actla como receptor y, por lo tanto, juega un papel esencial en el disefio de farmacos °.
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Es bien sabido que el impacto terapéutico de la mayoria de los medicamentos depende de la
regulacion de los procesos bioquimicos. Los farmacos (ligandos) a menudo operan sobre
proteinas receptoras intracelulares o de membrana (incluidas las cascadas de amplificacion)
al unirse al sitio de reaccion de la proteina. Es factible examinar las interacciones ligando-
receptor y seleccionar el ligando requerido usando técnicas como el acoplamiento molecular.
Como resultado, el acoplamiento permite una aceleracion significativa en el desarrollo de
nuevos medicamentos, porque los métodos computarizados pueden clasificar cientos de
variantes de medicamentos en una computadora en un solo dia, seleccionar la variante mas
exitosa y solo entonces proceder a la experimentacion y verificacion de la serie

seleccionada®.

1.4.5 Minimizacion de energia potencial

La minimizacion de energia potencial implica la aplicacion de métodos numéricos para
encontrar conformaciones de baja energia del sistema molecular. Para determinar los
minimos locales de energia potencial, se utilizan cominmente métodos basados en el
gradiente de energia potencial. La utilizacion de métodos de minimizacion global y el cambio
en la forma de la funcidn objetivo son los dos enfoques principales utilizados para descubrir
el minimo global. El primer enfoque emplea procedimientos que, en teoria, permiten
descubrir el minimo global de una funcion de muchas variables durante un tiempo de
simulacion ilimitado. Esto indica que tales técnicas pueden ir mas alla de los minimos locales

y romper las barreras energéticas®.

Una modificacién en los potenciales de interaccidn en si mismos, la inclusion de términos
adicionales a la funcién objetivo o la transferencia a un nuevo modelo de sistema molecular
describen el segundo enfoque. Este ultimo enfoque se ha utilizado mucho recientemente y se
cree que es muy prometedor. Su concepto es fijar las longitudes y angulos de los enlaces y
explicar los movimientos conformacionales de la molécula modificando los &ngulos de
torsion. Este enfoque puede minimizar drasticamente el tamafio del problema y la cantidad
de tiempo que lleva resolverlo. Aunque se ha demostrado que la reduccién de las coordenadas
cartesianas e internas conduce a conformaciones distintas en algunos casos®>%,
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El método de minimizacion de energia potencial se utiliza para resolver problemas practicos
(por ejemplo, el refinamiento de estructuras basado en andlisis estructural de rayos X y datos
de espectroscopia de RMN bidimensional) y problemas teoricos (por ejemplo, para estudiar

el plegamiento de proteinas y predecir las estructuras de complejos enzima-sustrato)®>%.

1.4.6 La desviacion cuadratica media (RMSD)

Uno de los métodos mas comunes para evaluar el cambio en la conformacion de una
macromolécula de proteina es el calculo de la desviacién estandar (RMSD). Este parametro
se utiliza en el analisis de trayectorias de dinamica molecular con el fin de establecer el
tiempo del sistema y registrar cambios conformacionales tan significativos en la estructura
de la proteina como el plegamiento o la desnaturalizacion. ElI RMSD se calcula entre la
posicion inicial (coordenadas) del atomo y del residuo de aminoacido en la estructura al
comienzo de los célculos, luego el momento del tiempo 0, con cada uno hay una nueva
coordenada posterior de los atomos correspondientes obtenido como resultado del calculo de

la dindmica molecular®”%8,

1.4.7 Fluctuacién cuadratica media (RMSF)
La fluctuacion cuadratica media (RMSF) muestra la desviacion entre la posicion de la

particula en cada paso y la coordenada promediada general durante todo el tiempo de calculo

de la dindmica molecular®.

Este parametro le permite determinar la movilidad de residuos de aminoacidos
funcionalmente significativos de la estructura de la proteina. Cuanto menor sea el valor de
RMSF para los &tomos, menor serd su movilidad y mayor seré la rigidez de la estructura del

complejo®.

1.4.8 Radio de giro

El radio de giro (Rg), es una medida de la compactacion de la estructura de la proteina: un
valor bajo de radio de giro indica una proteina mas compacta, mientras que un valor alto de
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radio de giro indica una compactacion mas relajada. Un valor constante de radio de giro a lo
largo de las trayectorias de DM indica que la estructura espacial de la proteina es estable a lo
largo de la DM, mientras que las proteinas en movimiento producirian un valor fluctuante de

Rg a lo largo de la trayectoria.®

1.4.9 H-bonds

En la realizacion de la Dinamica Molecular se hace el calculo de lo que son los enlaces puente
de hidrogeno, esto se basa en analizar estos enlaces entre todos los posibles donantes y
aceptores. Para determinar si existe un enlace puente de hidrogeno, se utiliza un criterio
geométrico. Asimismo, se determina todos estos enlaces existentes entre dos grupos de
atomos (que deben ser idénticos 0 no superpuestos) o en tripletes de donante-hidrogeno

aceptor especificados.'%

1.4.10 SASA

El area de superficie accesible al solvente (SASA) de una proteina se define como la region
de la proteina que esta lo suficientemente expuesta para interactuar con moléculas de solvente
cercanas. SASA es un factor decisivo en la investigacion de la estabilidad y el plegamiento
de proteinas, y se define por un centro hipotético de la esfera del disolvente con el contacto

de Van der Waals con la superficie de la molécula.1%?

1.4.11 Aproximacion de Poisson-Boltzmann en el calculo de energias libres (MM/PBSA)

El MM - PBSA o denominada la aproximacion de Poisson Boltzmann, segun el cual la
energia libre total de formacion de complejos puede ser dividido en varias contribuciones.
En primer lugar, la entalpia asociada a la interaccion de proteinas y cambios en sus
conformaciones durante la formacion de un complejo, esta energia es practicamente igual a

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.. UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

la energia libre correspondiente debido al cambio insignificante en la entropia
conformacional. En segundo lugar, el cambio en la energia libre del sistema, asociado con la
superficie de proteinas expuestas al solvente por separado y en un complejo. En tercer lugar,
la energia electrostatica de interaccion de grupos ionizados. Por lo que, el analisis de las
trayectorias en la dinamica molecular permite que cada grupo quimico calcule el area de la
superficie de la proteina en estudio y estime la energia de solvatacion total de la
macromolécula ionizada en agua pura como la suma de las energias libres de solvatacion

cada grupo quimico individual'®,
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Capitulo 2

2. Metodologia

2.1. Detalles Computacionales

2.1.1 Hardware

Para la realizacion de esta investigacion se hizo uso de 4 estaciones de servicio las cuales se
encuentran en el Centro de Investigacion de Ingenieria Molecular (C1IM) de la Universidad
Catolica de Santa Maria. Estas estaciones cuentan con Ubuntu 20.04 de tipo 64 bits, el cual
es un sistema operativo que se asegura de que los programas a utilizar tengan la capacidad
de procesamiento, de memoria y cualquier otro recurso que se pueda necesitar para funcionar.
Es preciso mencionar que los equipos cuentan con 62,7 GiB de memoria RAM y un
procesador Intel® Xeon(R) CPU E5-2640 v3 @ 2.60GHz x 16, dos unidades de
procesamiento grafico GeForce GTX 1080 Ti/PCle/SSE2, GNOME 3.32.1 ademas de un
disco de 13,0 TB.

2.1.2 Base de Datos

2.1.2.1 UniProt

UniProt es una base de datos que proporciona un compendio completo de todos los datos de
secuencias de proteinas conocidas vinculadas a un resumen de la informacion funcional
verificada experimentalmente o predicha computacionalmente sobre cualquier proteina. Esta
base de datos contiene las anotaciones de secuencia que describen regiones o sitios de interés

en la secuencia de la proteina, como modificaciones postraduccionales, sitios de union, sitios
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activos de enzimas, estructura secundaria local u otras caracteristicas.%*. De esta manera se
pudo obtener la secuencias de amino&cidos que conformaban la Apolipoproteina E las que

fueron empleadas en los modelamientos.
2.1.2.2 PDB

Esta base de datos tiene la principal funcién de organizar los datos estructurales en tercera
dimensién de moléculas biologicas como proteinas y acidos nucleicos, estas estructuras
tridimensionales han sido determinadas a través de métodos experimentales tales como la
cristalografia de rayos X, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear e incluso la
microscopia electronica. La bdsqueda en esta base de datos puede ser ya sea por
macromoléculas, por secuencia o por ligando, el archivo seleccionado va portar tanto su
numero de identificacion PDB, el nombre de la macromolécula con la fecha de lanzamiento,
el nombre de los autores, la clasificacion de proteinas, el instrumento utilizado para

determinar la estructura y la estructura tridimensional.1%>1%

Por medio de esta base de datos es que se hizo la busqueda de la proteina Beta Amiloide y la
Apolipoproteina E4, obtenida por espectroscopia de RMN, de esta forma se obtuvo su

estructura tridimensional y se realizé el modelamiento respectivo por homologia.

2.1.3 Software

Para poder realizar los andlisis in silico, andlisis como las simulaciones de dindmica
molecular, el acoplamiento molecular y las energias libres, se han hecho uso de los siguientes

softwares:
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2.1.3.1 Gromacs

Este es un software libre que permite realizar simulaciones de dindmica molecular y
minimizacién de energias, es decir éste permite calcular las ecuaciones de movimiento de
Newton. Este programa ha sido disefiado para moléculas bioquimicas que tienen
interacciones enlazantes como no enlazantes tanto entre proteinas, lipidos y &cidos nucleicos.
Este es un software capaz de soportar una gran cantidad de algoritmos habituales en dindmica
molecular, es asi que su rendimiento es alto comparado con otros programas similares y esto
es debido a que es capaz de incorporar todas estas optimizaciones algoritmicas. Del mismo
modo, Gromacs permite la creacion de modulos o herramientas de terceros lo que
potencializa su eficiencia, al grado de ser considerado como uno de los mejores en cuanto a
la quimica computacional®’. Es por todo lo expuesto, que en esta investigacion es que hizo

uso de este software.

2.1.3.2 UCSF Chimera

Este es un programa de graficos moleculares el cual posee una gran variedad de herramientas
que permite poder realizar diversos analisis de secuencias como de estructuras. Del mismo
modo, este permite poder visualizar de forma interactiva las estructuras moleculares y los
datos que se encuentran relacionados, como los mapas de densidad, alineamientos de
secuencias, resultados de acoplamientos moleculares, las trayectorias, ensambles

conformacionales, entre otros'®.

2.1.3.3VMD

VMD (Visual Molecular Dynamics) es un programa que va a permitir tanto la visualizacion
como el modelado molecular de las estructuras analizar. Asimismo, este permite poder
observar y analizar aquellos resultados que se obtuvieron después de haber realizado los

ensayos de dinamica molecular. Por otro lado, este programa cuenta con herramientas que
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permite poder editar que se van a poder aplicar a las geometrias moleculares y controlar
detalles de estos, como también permite poder realizar el analisis y las animaciones de las
trayectorias de las simulaciones de dinamica molecular, como el de poder visualizar las
superficies como el de sombrear las geometrias moleculares e incluso poder saber que tan
transparente u opaca es la geometria molecular mostrada. Del mismo modo, este programa
permite poder generar imagenes, animaciones y videos de lo que se esté realizando el

estudio®.

2.1.3.4 LigPlot

Este es un programa cuya finalidad es el de poder generar diagramas de interaccion proteina-
ligando a partir de archivos estandar de Protein Data Bank, es por ello que este programa
ofrece una representacion de las interacciones tanto intermoleculares como los enlaces
puentes de hidrogeno e inclusive las interacciones hidréfobas de lo que se esté realizando en
el analisis. Para poder realizar esta funcion este cuenta con la herramienta del Dimplot el cual
permite a este programa poder trazar estas interacciones proteina-ligando de tal modo que
este generara un diagrama que facultara poder visualizar dichas interacciones. Del mismo
modo, este es un programa que puede ser utilizado para cualquier ligando por lo que tiene la

capacidad de poder mostrar otros tipos de interaccion entre proteinas y &cidos nucleicos!?.

2.1.3.5 Putty

Este es un software de cddigo abierto el cual permite poder conectarse de forma remota y
segura a otro ordenador como tomar el control del mismo a través de una terminal a través
de protocolos SSH o Secure Shell'!!, Es a través de este software que se pudo realizar el

trabajo en forma remota y permiti6 poder conectarnos a las maquinas del CIIM.
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2.1.3.6 WIinSCP

WIinSCP es un software de cddigo abierto cuya funcion es el de trabajar como un
administrador de archivos, el cual permite poder copiar los archivos entre una computadora
local y servidores de forma remotal*?. Este programa se complementé junto con el software
Putty, permitiendo de esta forma la transferencia de archivos en el trabajo remoto de esta

investigacion.

2.1.3.7 ConText

ConText es un editor de textos que permite poder visualizar una gran variedad de archivos,
cuenta con la capacidad de poder abrir un nimero ilimitado tanto de ficheros, como también
no hay limite en el caso del tamafio de archivo a utilizarse, este editor tiene la ventaja de ser
versatil, como también el de ser de reducido tamafio por lo cual no ocupa mucho espacio en

el ordenador!3.

2.1.3.8 APBS

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) es un software el cual ha sido desarrollado con
el objetivo de poder resolver las ecuaciones referentes a la electrostatica continua para los
sistemas biomoleculares, de esta forma permite generar modelos eficientes para la generacion
de la solvataciéon tanto biomolecular como electrostatica. Del mismo modo, este es un
software de gran eficiencia que permite poder aplicar estas teorias a estos sistemas
biomoleculares conjuntamente con el servidor web PDB2PQR para poder suministrar una
interfaz para la configuracion, ejecucion, y visualizacion de potenciales electrostaticos
calculados por APBS!4,
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2.1.4 Servidores

2.1.4.1 PatchDock

Este es un servidor utilizado para realizar el acoplamiento molecular haciendo uso de
algoritmos los cuales se fundamentan en los principios de complementariedad, es asi que este
permite poder generar la prediccion de aquellos complejos de proteinas, sefialando de esa

forma los contactos residuo-residuo implicados en la interaccion objetivo!®.

2.4.1.2 FireDock

Es un servidor que genera un refinamiento de alto rendimiento de aquellos sitios encontrados por
PatchDock. Es asi que este aborda tres pasos principales para realizar este refinamiento
molecular, las cuales son: La optimizacion de la cadena lateral, la minimizacion de cuerpo

minimo y por ultimo la puntuacion y clasificacion de acuerdo a sus energias de enlace 6.

2.4.1.3 AutoDock Vina

AutoDock Vina es una herramienta de acoplamiento molecular de codigo abierto. Mejora
sustancialmente la precision de la prediccion del modo de enlace. Ademas, proporciona una
aceleracion adicional del paralelismo al emplear subprocesos multiples en procesadores
multindcleo. AutoDock Vina produce automaticamente mapas de cuadricula y organiza los

resultados de una manera facil de usar.*'’
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2.4.1.4 I-TASSER

El servidor I-TASSER es una plataforma para la prediccion automatizada de la estructura y
funcién de las proteinas utilizando el paradigma de secuencia a estructura a funcion. I-
TASSER produce modelos atomicos 3D utilizando numerosas alineaciones de subprocesos
y simulaciones de ensamblaje de estructuras iterativas a partir de una secuencia de
aminoacidos. La funcion de la proteina se deduce haciendo coincidir estructuralmente los
modelos 3D con proteinas conocidas. Predice la estructura secundaria y terciaria, y anota los
sitios de union del ligando, los numeros de comision de enzimas y las palabras de Ontologia
genética. La puntuacion de confianza del modelo proporciona una medida de la precision del

prondstico.!8

2.2 Metodologia

La metodologia utilizada esta representada con el siguiente diagrama de flujo (Fig. 2.1).

PROPKA
(Residuos
proteicos)

Dinamica
Molecular _| Acoplamiento
(Proteina + Molecular

Agua)
( PROPKA )
A

Obtencién
METODOLOGIA > de >
estructuras

Dinamica
Molecular
(Complejos)

A

Analisis de
Resultados

Fig. 2.1 Diagrama de flujo de la metodologia utilizada. Elaboracion propia
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2.2.1 Obtencion de estructuras

2.2.1.1 Apolipoproteina E4

Para la obtencion de la Apolipoproteina E4 no se encontrd la estructura cristalina en ningun
banco de datos, por lo que se realizé la construccion del modelo tridimensional partiendo de

estructuras secundarias de secuencias de aminoacidos conocidos especificamente la ApoE3.

2.2.1.2 Beta Amiloide

Para la obtencion de la estructura del Beta Amiloide se obtuvo su secuencia aminoacidica
haciendo usos de banco de datos como el Protein Data Bank (PDB) y el Nacional Center
Biotechnology Information (NCBI) para de esta forma poder construir la estructura
tridimensional de la proteina.

2.2.1.3 Heparina

Para la obtencion de la estructura de la Heparina se hizo uso de la base de datos denominada
PubChem la cual proporciono informacion sobre la composicion estructural tridimensional
de la Enoxaparina dado que es la heparina sintética fragmentada de bajo peso molecular,
haciéndose uso de ella en todo el estudio realizado.

2.2.2 Propka

Una vez obtenidas las estructuras se procedio analizarlas con el uso del servidor Propka el
cual posee herramientas que permitieron poder predecir los estados de protonacion, es decir
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nos permitio poder conocer aquellos residuos protonados segun el pH que se queria analizar
el cual era correspondiente de cada estructura proteica analizada y de esa forma poder hacer
las simulaciones a los diferentes pH’s estudiados.

2.2.3 Simulacién de Dinamica Molecular

Se realiz6 la simulacion de dindmica molecular de cada una de las proteinas a analizar
(Apolipoproteina E4 y la Beta Amiloide) con agua. Para la realizacion de esta Dindmica se
hizo uso del programa de alto rendimiento Gromacs con el cual se trabajé en toda la
simulacion. Se continuo con la seleccion del campo de fuerza que para este estudio fue el de
la OPLS-AA/L, que permitié poder estimar las fuerzas entre los dtomos dentro de las
moléculas. Posterior a esto, se selecciond el tipo de agua a utilizar que fue el TIP4P, porque

es uno de los modelos que mejor representa a las propiedades del agua.

En el caso del pH 5 se insertaron aquellos residuos protonados segun lo obtenido en Propka
para darle la simulacion correspondiente a este pH, en el caso del pH 7 Gromacs por defecto
protona y desprotona a un pH neutro por lo que no fue necesario realizar el cambio de

aquellos residuos protonados o desprotonados segun Propka.

Se construy6 una caja de simulacién cuyas dimensiones aseguraban tener una distancia
minima entre la proteina y los bordes de 1nm para evitar problemas periddicos. Ademas, de
con esto nos aseguramos que la caja sea lo suficientemente amplia que permita que las
proteinas analizadas puedan moverse. Este sistema trabajado al poseer condiciones
periddicas de contorno hace que las moléculas salgan por una cara de la caja y entren por el
otro extremo siendo un factor determinante, es por ello que se realizd la solvatacién
colocando suficientes moléculas de agua rodeando nuestro sistema para evitar que los

complejos no interaccionen consigo mismaos.

Posterior a esto, se procedio a la adicion de iones con el fin neutralizar el sistema trabajado.
Después, se llevo a cabo el proceso de minimizacion de energia, cuyo objetivo es el de poder
obtener un sistema razonable segln la geometria y orientacion del solvente, porque puede
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haber algunos defectos como los denominados Choques Estéricos que pueden impedir que

haya una adecuada dinamica molecular.

Hasta el momento se tenia un sistema dispuesto a colapsar puesto que no habia una
integracion entre el solvente y la proteina; es por ello que se llevo a cabo la realizacion del
equilibrio isotérmico. El equilibrio isotérmico se dio en dos fases las cuales fueron el NVT
(ndmero constante de particulas, volumen y temperatura) y NPT (nUmero constante de
particulas, presion y temperatura). Con estas dos fases se logro poder simular a la temperatura
deseada que fue de 309.65 k, como también se aplico la presion al sistema hasta que alcance

la densidad adecuada.

Seguidamente se realizé la dindmica molecular propiamente dicha a 50ns para las proteinas
analizadas. Al terminar las simulaciones, se procedié al calculo de los descriptores de
estructura, los cuales fueron tanto el RMSD (desviacion cuadrdtica media), RMSF

(fluctuaciones cuadraticas medias), radio de giro y enlaces de hidrogeno de los sistemas.

2.2.4 Acoplamiento molecular

2.2.4.1 Apolipoproteina E4 — Beta Amiloide

Para la realizacion del acoplamiento molecular se hizo uso de las estructuras PDB de la
Apolipoproteina E4 y Beta Amiloide obtenidos previamente en la base de datos Protein Data
Bank.

En primer lugar, se trabajé con el servidor PatchDock, el cual, haciendo uso de algoritmos
basados en la geometria de estas estructuras, permitio poder localizar aquellas
trasformaciones  posibles de acoplamiento que evidenciaran una adecuada
complementariedad molecular. Estas transformaciones encontradas se analizaron por este
servidor de forma mas concienzuda a través de una funcién de puntuacién que consideraba

tanto el ajuste geométrico como la energia de solvatacion atémica. Finalmente, este servidor
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genero una lista de las posibles transformaciones que podria generar esta interaccion,

seleccionando aproximadamente las primeras 1000 soluciones producidas por este servidor.

Después, a partir de las soluciones seleccionadas anteriormente en el servidor PatchDock, se
procedio a realizar el refinamiento molecular haciendo uso del servidor FireDock. Este
servidor realizé una optimizacion completa de la cadena lateral de la interfaz con una escala
de radios atdbmicos de menor, con el fin de reducir la cantidad de choques estéricos. Por lo
que, éste las califico a través de una funcion de energia dandoles una puntuacion de las
soluciones de acoplamiento, la penetracion y el area de contacto. De esta forma se selecciono
a las primeras 10 soluciones las cuales se procedieron a realizar la correspondiente dinamica

molecular para cada una de ellas.

2.2.4.2 APOE4- Heparina

Para la realizacién del acoplamiento molecular entre la ApoE4 - Heparina se hizo uso del
programa Autodock Vina el cual es un programa anexo a Chimera UCSF y que permitié
poder realizar los calculos de acoplamiento molecular entre el receptor y el ligando. Se coloco

como receptor a la ApoE4 y como ligando a la molécula de Heparina.

Para hacer este proceso se cred una caja con dimensiones adecuadas que abarquen las zonas
donde se evidenciaba la interaccion ApoE4-Beta Amiloide previamente analizada con el
programa LigPlot que nos permitié poder saber con mas detalle los residuos de aminoacidos
que interaccionaban entre la ApoE4 y la Beta Amiloide. Se configuraron tanto las opciones
para el receptor como para el ligando, entre otras. Para la configuracion del receptor se
programd para que Chimera agregue los hidrégenos, ignore las aguas y las cadenas de
residuos no estandar. Para las opciones del ligando se programé para que no se fusionen las
cargas, no se eliminen los hidrégenos no polares y los pares de iones. Como opciones
avanzadas se configuro para que luego del acoplamiento nos diera las 10 posiciones con

mayor energia de interaccion.
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Una vez obtenidas las 10 posiciones de mayor energia de interaccion, se escogio a la de

mayor energia y se procedio a realizar la dindmica molecular correspondiente.

2.2.5 Simulacién de Dindmica Molecular de los complejos

Para la realizacion de la Dinamica Molecular del complejo ApoE4- Beta Amiloide a los
diferentes pH’s se realiz6 el mismo procedimiento usado con anterioridad cuando se realizo
la dindmica de la interaccidn de las proteinas con el agua. Es decir, se trabajé con el programa
de alto rendimiento Gromacs, como también se siguié haciendo uso del campo de fuerza
OPLS-AA/L y el mismo tipo de agua el cual era TIP4P.

Asimismo, se construy6 una caja de simulacién con una distancia minima entre el complejo
de proteinas y los bordes de 1nm con el objetivo de evitar problemas periddicos. Se realizo
la solvatacién colocando suficientes moléculas de agua. Después se realizo la neutralizacion
del sistema trabajo con su correspondiente minimizacion de energia. Posterior a esto se
realizo el equilibrio isotérmico en sus dos fases tanto NVT (numero constante de particulas,
volumen y temperatura) y NPT (nimero constante de particulas, presion y temperatura). A

una temperatura de 309.65 k y presion adecuada.

Finalmente se realizd la dindmica propiamente dicha a 50ns para los diferentes pH’s
evaluados. Al terminar dichas simulaciones, se procedio al célculo de los descriptores de
estructura, los cuales fueron tanto el RMSD (desviacion cuadratica media), RMSF
(fluctuaciones cuadraticas medias), radio de giro y enlaces de hidrogeno de los sistemas.
Adicionalmente, se estudié la energia libre de unién mediante el método MM/PBSA con la
contribucion energética de cada residuo, con el objetivo de analizar la fuerza de interaccion
entre el complejo ApoE4-Beta Amiloide y ApoE4-Heparina.
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2.2.6 Analisis de energias a traves de la metodologia de MM/PBSA

Para el analisis de la energia libre de interaccion se calculd, en principio, promediando las
energias de enlace para las estructuras adquiridas a partir de simulaciones de DM en aquellas
zonas estables, para cada uno de los sistemas durante un intervalo de tiempo de 0,5 ns. Estas
areas se identificaron con la ayuda de graficos RMSD con el fin de verificar que las

trayectorias sean las adecuadas y de esa forma permitir estimaciones de energia mas precisas.

Para cada una de las interacciones ApoE4-Beta Amiloide y ApoE4-Heparina a diferentes
pH’s, se obtuvieron tres componentes energéticos: la energia potencial en el vacio, energia
de solvatacién polar y energia de solvatacion no polar. La técnica gmmpbsa ofrece un script
de Python (MmPbSaStat.py) que debe ejecutarse en una terminal LINUX para calcular la
energia de enlace promedio, con dos archivos de salida "full_energy.dat" vy
"summary_energy.dat". En estos dos archivos se evidencian tanto lo que son las desviaciones
promedio como las desviaciones estandar de los componentes de energia e inclusive la

energia de enlace.

También es factible averiguar cuénto contribuye cada uno de los residuos a las energias de
enlace en promedio. El script de Python MmPbSaDecomp.py se utiliza para este paso, y se
generan dos archivos, uno llamado "“contribenergy.dat™ y el otro llamado “energyMaplIn.dat",
con el primero que contiene la contribucion de energia de los tres términos de energia y sus
valores medios, incluido su error estandar (sin desviacion estandar), asi como la energia de
enlace para cada residuo. El segundo archivo permite a herramientas como XmGrace graficar
estas energias en formato xvg. La herramienta gmmpbsa utiliza los archivos pdb para mostrar
la contribucion de cada residuo en la interaccion proteina-ligando en tres dimensiones,

reemplazando la columna del factor B con las energias calculadas.
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Capitulo 3

3. Resultados y Discusion

La enfermedad de Alzheimer es altamente compleja y multifactorial lo que complica su
diagnostico y posibles tratamientos. De forma general, su diagnostico estd basado en la
observacion de una patologia especifica del cerebro en la cual se observa la formacion de
placas amiloideas extracelulares, compuestas principalmente por péptidos de beta-
amiloide, y de ovillos neurofibrilares intracelulares de proteinas tau®'®. Actualmente, solo
han sido aprobados cinco farmacos por la FDA (Food and Drug Administration, por sus
siglas en inglés), pero éstos son costosos y de dificil acceso a la poblacién en
general*?°1?!, Esta es una de las principales razones por lo que es de especial relevancia la
busqueda de nuevas dianas terapéuticas o incluso, nuevos factores que sean responsables del

desarrollo de la EA%2123,

Si bien, la edad es el factor de riesgo mas importante para generar la EA, tener la variante €4
del gen de la apolipoproteina E (ApoE) es el factor de riesgo genético méas fuerte para el
desarrollo de EA conocida como de aparicion tardia'?®'?®>, Mas adn, existe
nueva evidencia que apunta a la influenciaque tiene elpHen las enfermedades
neurodegenerativas como lo es la EA%128 Un estudio reciente ha mostrado que, en los
cerebros enfermos de EA, el pH era en promedio de 5.37 lo que sugiere la importancia de éste
en la patogénesis de la EA, aunque adn no sea del todo claro su influencia®®. Aunque se han
desarrollado diversas técnicas para el estudio in situ de la EA (resonancia magnética o
tomografia por emision de positrones'?®), encontrar o dilucidar los mecanismos
moleculares involucrados en el desarrollo de la EA es sumamente dificil debido a lo delicado

que es acceder a la zona cerebral.

Por estas razones y haciendo uso de técnicas modernas in silico, en este trabajo de tesis

hemos analizado la influencia que tiene el pH en las estructuras de la proteina ApoE4 y del
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péptido de beta-amiloide (1-42) y en varias de las interacciones cuando forman complejos
moleculares. Asi mismo, se analizaron las interacciones de la ApoE4 con la molécula de
heparina para dilucidar si ésta es capaz de formar complejos mas estables los cuales compitan
energéticamente con los formadosentre la ApoE4 yel beta-amiloide con

la finalidad de encontrar mecanismos de inhibicion de estos tltimos complejos.

3.1 Obtencidn de las estructuras moleculares

Una de las primeras tareas que se realizan en el campo de la investigacion teorica e in silico
es la revision de estructuras cristalinas de los sistemas a estudiar, si éstas existen, entonces
se usaran aquellas estructuras con las mejores caracteristicas de su cristal: numero de
residuos, resolucion, analisis de Ramachandran, entre otros. Sin embargo, se puede dar el
caso de que la estructura no se encuentre de forma experimental, en este caso lo que se obtiene
es su secuencia aminoacidica para poder construir la estructura tridimensional de la
proteina. En ambos casos, se han utilizado bancos de datos para realizar la basqueda, tanto
de la proteina ApoE4 y del péptido de beta-amiloide de 42 residuos. Bancos de datos como
el Protein Data Bank (PDB) o el Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProtkKB),
fueron usados para estos propositos.

En el caso de estructuras de tamafio pequefio y de origen no proteinico, como son las
moléculas de farmacos y particularmente de la heparina en este proyecto, se usan diferentes
bancos de datos en los que pueden estar ya registradas sus formulas quimicas o, en algunos
casos, estructuras 2D o0 3D. PubChem es un ejemplo de este tipo de servidores el cual ofrece
una amplia gama de estructuras quimicas y diversas caracteristicas fisicoquimicas de gran
utilidad para investigaciones cientificas.

Una vez obtenidas las estructuras tridimensionales de los sistemas en estudio, éstas son
sometidas a procesos de simulacion computacional con el fin de obtener conformaciones
moleculares estables, con el fin de que los andlisis sean realizados sobre estructuras de
minima energia. Al tratarse de sistemas dindmicos y en continuo movimiento, estos estados
energéticos nos aseguran resultados con alta probabilidad de que existan y que ocurran a las
condiciones termodinamicas impuestas en las simulaciones. A continuacién, se detallan los
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procesos realizados en la obtencidn de las distintas estructuras moleculares utilizadas en este

estudio.

3.1.1 ApoE4

La apolipoproteina E (ApoE), es una proteina formada predominantemente por estructuras
secundarias del tipo a-hélice, constituida por 299 aminoacidos (aa) y con tres dominios
principales: la region N-terminal (aa 1-191), la region C-terminal (aa 225-299), y la region
que une a éstas dos, llamada “bisagra” (aa 192-224), (Figura 3.1 a). La ApoE, en sus tres
isoformas, es producida principalmente en el higado y en el cerebro por los astrocitos, asi
como en las neuronas, particularmente como una respuesta a condiciones de estrés!3®3! En
el caso de la isoforma E4, no se encontro la estructura cristalina en ningin banco de datos ya
que existen investigaciones que mencionan que a 37°C, la ApoE4 muestra una tendencia a
formar agregados de alto peso molecular, lo que hace dificil su estudio por metodologias
cristalograficas®>®3, Debido a esto, para la construccion del modelo tridimensional a
estudiar, se utilizo la secuencia aminoacidica encontrada en la base de datos UniProt con ID
P02649-1, la cual es una estructura de 317 aa ya que cuenta con una secuencia sefial de 18

a3.134.

Una vez obtenida la secuencia, ésta se modelé tridimensionalmente haciendo uso del servidor
I-TASSER, el cual usa técnicas conocidas como “threading” mediante las cuales, a partir de
estructuras secundarias de secuencias de aminoacidos conocidos, construye las
conformaciones tridimensionales de las proteinas objetivo. Entre una de sus opciones se
encuentra la de asignar restricciones adicionales y templates o plantillas de otras proteinas
que I-TASSER usara como guia en el modelamiento de las estructuras a construir. Para este
estudio, la plantilla que se utilizé fue la estructura cristalina de la ApoE3, la cual se encontr6
en el Protein Data Bank con ID: 217b**°. Esta isoforma, la cual contiene 307 aa, fue obtenida
mediante técnicas de resonancia magnética nuclear y en la que los autores tuvieron que hacer
modificaciones a su estructura para poder obtener mondmeros capaces de cristalizar.
Concretamente, las mutaciones que se hicieron a esta estructura fueron cinco, todas ubicadas
en el dominio C-terminal, el cual es importante en su unién a las membranas lipidicas, estas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

mutaciones fueron: F257A, W264R, V269A, L279Q y V287E. EIl alineamiento de las
secuencias puede observarse en la figura 3.1 b.

a) b)
T/ J HHHHHHHHKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRWELALGRFWDYLRWVQT 50
. e ApoE4 MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQUTEWQSGORWELALGRFWDYLRWVAT 60
Region de ‘ ot
4 P T
union lipidica 2L78 LSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSEL EEQLTPVAEETRARLSKELQAAQA 110
ApoE4 LSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQA 120
N-terminal i s e
2L78B RLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVY 170
ApoE4 RLGADMEDVRGRLVQYRGEVQAMLGOSTEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLOKRLAVY 150
C-terminal
2L78 QAGAREGAERGLSATRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLQERAQAWGERLRARMEEMG 230
ApoE4 QAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEOGRVRAATVGSLAG[]PLQERAQAWGERLRARMEEMG 240
2L78 SRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLQAEAAQARLKSRFEPLAEDMQROWAGQVEK 290
, . ApoE4 SRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQTRLOAEAFOARLKSWFEPLVEDHQROWAGLVEK 300
H s o ke o ok e sk o o sk ok ok o o o sk sk o sk o o ok o ok ok ok ok o o dokk ROk ek dokokok ok ok ok ok
Region Regicn de :
LI n .
blsagra union al 2L7B VQAAEGTSAAPVPSDNH 307
ApoE4 VQAAVGTSAAPVPSDNH 317
receptor P VIARVETSAAPYPSDI

Figura 3.1 Estructura de la proteina ApoE4 obtenida por técnica de threading usando el servidor I-
TASSER. a) Se muestran los principales dominios de la ApoE4 y las regiones de union. b)
Alineamiento de secuencias de la proteina 217b usada como template y la obtenida en el servidor
UniProt.

3.1.2 p-amiloide de 42 residuos

El mayor componente de las placas amiloideas es el péptido B-amiloide constituido por 42
residuos. Formado a partir de la proteina precursora amiloidea (APP, por sus siglas en
inglés), la cual es una proteina de membrana que sirve como regulador en la sinapsis y
plasticidad neuronal®*®-138 Para esta investigacion, la estructura cristalina utilizada de B-
amiloide fue obtenida por técnicas de NMR y en solucion acuosa (PDB 1D 1iyt)'*®. Esta
estructura tiene dos alfa-hélices comprendidas entre los residuos 7-26 y 29-39, unidas por
medio de una estructura tipo beta-turn (figura 3.2).
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Figura 3.2 Estructura molecular del péptido de 42 residuos del beta-amiloide. Se muestra la
estructura cristalina usada en el presente trabajo (PDB ID: liyt), la cual consta de 2 a-hélices. A la
derecha se puede observar la superficie de energia potencial de la estructura.

3.1.3 Heparina (enoxaparina)

La estructura molecularde la heparina fue obtenidaa partir de la
enoxaparina (PubChem CID: 772)'%°. La enoxaparina es la heparina sintética fragmentada de
bajo peso molecular (1134.9 g/mol) y cuya férmula quimica es CosHa2N2O37Ss. La
estructura tridimensional se construy6 utilizando el paquete de software GaussView v.6 y se
optimizé mediante célculos DFT utilizando el paquete de software Gaussian 16. El proceso
de optimizacion se realizo utilizando la funcion de correlacion de intercambio CAM-B3LYP
y el conjunto de bases TZVP. Se realizaron célculos de las frecuencias vibracionales para
asegurar que la conformacién obtenida fuera la de minima energia. Para investigar el efecto
electrostatico como ligando de la ApoE4, se calcularon las cargas atomicas usando el analisis
de poblacién de Hirshfeld con efecto solvente implicito (SCRF = (SMD, Solvent = Water),
y se usaron superficies de Potencial Electrostatico Molecular (ESP) para visualizar la
polaridad y las regiones no polares de este ligando (Figura 3.3). Para obtener sus parametros
y topologias MD, utilizamos el servidor LigParGen, que utiliza los parametros del campo de
fuerza OPLS-AA para generarlos. Estas topologias se reparametrizarén utilizando las
estructuras optimizadas y las cargas atdbmicas obtenidas en calculos cuanticos anteriores.
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Figura 3.3 Estructura de la molécula heparina usada en el presente trabajo (PubChem ID: 772).
Basada en la enoxaparina, la estructura final fue obtenida después de un calculo cuantico usando la
teoria del funcional de la densidad (DFT).

En el presente trabajo se utiliz6 la misma estructura y pardmetros de interaccion de la
heparina para evaluar los distintos complejos proteina-ligando obtenidos en el acoplamiento

molecular con la ApoE4 a los distintos pH evaluados.

3.2 Analisis de estabilidad de las estructuras aisladas

Una vez obtenidas las estructuras tridimensionales, el siguiente paso es estabilizarlas
mediante simulaciones de dinamica molecular (DM), en el caso de la ApoE4 y del B-
amiloide, mientras que para la heparina se realizaron optimizaciones utilizando la teoria del
funciona de la densidad (DFT). Las simulaciones de DM se realizaron a 200 ns, 309.65°K de

temperatura y un bar de presion.
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3.2.1 Estructuras iniciales de la proteina ApoE

Para estudiar los cambios en la estructura de la proteina ApoE4, se realiz6 una comparacion
con la proteina ApoE3 a las mismas condiciones de simulacion, recordando que esta ultima
sirvio como template para la construccion de la ApoE4. La figura 3.4 muestra el alineamiento
de las dos estructuras ApoE y de los distintos contactos que tiene el residuo 112 en cada una
de estas estructuras, estas fueron usadas como conformaciones iniciales para los célculos de

simulacion de dindmica molecular.

= ApoE3
= ApoE4

Alineamiento de
ApoE

Figura 3.4 Alineamiento de estructuras de la proteina ApoE y las diferentes interacciones del

residuo 112 en las proteinas.

En este alineamiento puede observarse que la cisteina, en la posicion 112 (ApoE3), ocupa un
menor volumen que la arginina de la ApoE4. Esta diferencia en el volumen tiene un efecto
directo en las interacciones del residuo 112 con otras regiones de la proteina. En el caso de
la ApoE3, las interacciones de la Cys112 son mas de caracter hidrofébico y llegan a formarse
con seis residuos, Thr57, Leu60, Asp110, Argll4, Valll6 y Argl91; en cambio, sola
presenta una interaccion de caracter electrostatico tipo puente de hidrégeno con la Glu109.
Por otro lado, la arginina 112 forma cinco interacciones de caracter hidrofébico con los
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residuos Leu60, Met64, Val90, Aspl10 y Argl90. Las interacciones electrostaticas se
presentan con los aminoéacidos Glu109 y Glul86. Es importante mencionar que, aunque
ambos residuos tienen interacciones con la Glul09, la arginina forma tres puentes de
hidrogeno con la glutamina, lo que podria provocar una mayor estabilidad estructural en la
ApoE4.

Otro de los cambios estructurales importantes provocados por la sustitucion cisteina-arginina
es referente a las propiedades electrostaticas de las estructuras. Las caracteristicas
electrostaticas de una proteina (y en general cualquier molécula o macromolécula), indican
la forma en como interaccionara con su entorno y son representadas comdnmente sobre sus
superficies moleculares. Estas pueden ser de tres tipos: electrofilicas, es decir, zonas con
carga positiva y que son representadas por coloraciones azules; nucleofilicas en color rojo
las cuales son zonas con cargas negativas y, finalmente, zonas neutras las cuales tienen
caracter hidrofobo y son representadas en coloracion blanca. Su importancia radica en que
generalmente las proteinas interactian entre ellas mismas mediante interacciones
hidrofobicas, mientras que, con los ligandos y los solventes, las zonas electrofilicas adquieren

mayor relevancia.

En el caso de las proteinas ApoE, para la isoforma 3, la cisteina le confiere un mayor caracter
nucleofilo a la proteina, principalmente debida a su grupo tiol (-SH). En la figura 3.5a puede
observarse como la cisteina presenta coloraciones rojas caracteristicas de las superficies
cargadas negativamente. El efecto de la cisteina sobre la estructura total (figura 3.5b), es
contribuir al caracter hidréfobo local, lo cual es debido a que su polaridad se neutraliza con

residuos basicos que rodean a la cisteina.

En el caso de la ApoE4, la arginina es un residuo basico con zonas de caracter electrofilico
muy marcadas (figura 3.5¢), las cuales le confieren una coloracion azul. Esta propiedad es
debida al grupo guanidinio (HN=(NHR)-NH2), contenido en su grupo R. El efecto de carga
total en la estructura de la ApoE4 es la de reforzar la polaridad positiva local de la proteina
(figura 3.5d).
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Figura 3.5 Superficies electrostaticas (ESP) de las estructuras ApoE obtenidas por modelamiento a
partir de la proteina 217b. a) Superficie del residuo cisteina 112 de la isoforma 3. b) ESP total de la
estructura de la ApoE3. ¢) Superficie de la arginina 112 de la isoforma 4. d) ESP total de la
estructura de la ApoE4.

Los resultados anteriores se obtuvieron con tomando como una referencia a una estructura
cristalizada, la cual difiere a las estructuras que estan sometidas a condiciones fisioldgicas.
Para analizar los efectos directos de estos residuos, tanto local como general, se realizaron
dos simulaciones usando las metodologias de la DM a diferentes pH (7 y 5), en un ensamble

NPT, a 309.65K y 1 bar de presién. Los resultados se presentan en la siguiente seccién.
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3.2.2 Obtencion de las estructuras proteicas para estudios de pH

El pH (potencial de Hidrdgeno), es una medida de concentracion de los iones de hidrégeno
(H") en solucion, el cual es util para determinar el grado de basicidad o acidez de dicha
solucién. Con valores del 1 al 14, esta escala considera que el sistema es neutro si es que
tiene un valor de siete, mientras que es acido si se tienen valores menores (<7) y alcalino si

son mayores (>7).

Experimentalmente, el pH puede ser medido observando el diferencial de potencial entre dos
electrodos en el que uno de ellos es sensible al ion de hidrogeno. Su determinacion tiene un
caracter importante en muchas areas, incluidas la ciencias quimicas y biologicas, ya que el

pH determina muchos de los procesos fisioldgicos y actividad celular.

Sin embargo, en las simulaciones realizadas en este trabajo, el pH ain no puede ser
determinado o0 medido en base a las caracteristicas de las moléculas de solvente que se han
usado. El proceso por el cual el agua, como solvente, adquiere un determinado pH, implica
la formacion y rompimiento continua de enlaces, los cuales no son vistos por la dinamica
molecular ya que derivaria en un alto costo computacional ya que se tendria que estar
actualizando el sistema continuamente. En vez de esto, la metodologia empleada para simular
el cambio de pH en los sistemas fue el de adecuar al soluto (las proteinas ApoE y los

ligandos), de acuerdo al efecto que tendria el pH sobre sus estructuras.

En esta metodologia se utiliza el hecho de que algunos de los residuos que conforman a las
proteinas tienen grupos ionizables (lisina, &cido aspartico, &cido glutamico, cisteina,
histidina, arginina y tirosina) y cambian su estructura y sus estados de protonacion por efecto
del pH. De esta manera, en vez de focalizar el cambio de pH que pueda generar el agua como
solvente, las simulaciones correran con estructuras modificadas (protonadas o
desprotonadas), para otorgarle al sistema el efecto de cambio debidas al pH de interés. La
protonacion/deprotonacion de residuos se obtiene basandose en los valores de pKa de estos
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residuos y usando el servidor PDB2PQR vy el programa PROPKA 3.1, los cuales calculan
qué residuos deberan ser modificados en las simulaciones que se llevaron a cabo.

En la tabla 3.1 se muestran los valores de pKa de los residuos susceptibles a ionizarse por los
cambios de pH. PROPKA se basa en el valor del pKa de la cadena lateral y el area superficial
de cada residuo para predecir los sitios a protonar. Debido a que en este estudio se analizaron
los efectos a pH 5y 7, los residuos que se modificaron fueron las histidinas (pKa = 6.0), los
acidos glutdmicos (pKa = 4.1) y los &cidos asparticos (pKa = 3.9). En la misma tabla se

muestran los residuos protonados en cada estructura.

Tabla 3.1 Valores de pKa de los aminoacidos con grupos ionizables y residuos que fueron

protonados en cada estructura para simular los sistemas a pH5.

Valores de pKa y residuos protonados
Estructura

Aminoicido Carboxilo Amino R ApoE3 ApoE4 B-amiloide
Arginina 1.8 9.0 12.5
Tirosina 2.2 9.2 10.5 | Glu45, Glu114, | Glu45, Glu114,

Lisina 2.2 9.1 10.5 Glu139, Glu139, . .

Cistefna 19 10.7 8.4 His158, His158, H'Ss'i:lllzw'
Histidina 1.8 9.3 6.0 Asp169, Asp169,

Ac. Glutimico 21 9.5 4.1 Glu204, His317 His317

Ac. Aspartico 2.0 9.9 3.9

En el caso de las estructuras a pH7, las estructuras no se modificaron con esta metodologia,
simplemente se compilaron los sistemas con los pardmetros por defecto que utiliza el
programa GROMACS debido a que éste esta disefiado para correr con sistemas neutros a
pH7. Todos los sistemas fueron neutralizados por iones cloro o sodio para evitar problemas
durante las simulaciones de DM.

3.2.3 Comparacion entre las proteinas ApoE3 y la ApoE4 a pH7
Una vez terminadas las simulaciones a pH7, se analizaron los resultados tomando como

indicadores de estabilidad a los diagramas de RMSD, RMSF, radio de giro y enlaces de
hidrégeno (Figura 3.6). Analizando el diagrama de RMSD (Figura 3.6a), se puede observar
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que ambas estructuras se encuentran dentro de los parametros de estabilidad considerados
para una proteina pequefia (fluctuaciones no mayores a 0.2 nm), a partir de los 100ns. En el
caso de la ApoE4 el valor de su RMSD es ligeramente mayor (0.511+0.095 nm) respecto a
la estructura de la ApoE3 (0.436+0.029 nm), lo que indica una mayor desestabilizacion (tabla
3.2). Esta desestabilidad se corrobora con los valores promedio del RMSF, ya que la ApoE4
presenta una mayor fluctuacion (0.214+0.131 nm) respecto al valor de la ApoE3
(0.202+0.108 nm). En la figura 3.6b puede apreciarse que la mayor fluctuacion de la ApoE4
se presenta en los residuos iniciales (Met-17 a Leu-14) y finales de la estructura (Lys281 a
His299). En cambio, la ApoE3 presenta una alta fluctuacion entre los residuos 207 y 242,
que corresponden a las argininas Arg189 y Arg224, ubicadas en el dominio bisagra, el cual

es un dominio que por su naturaleza debe vibrar mas que el resto de la proteina.

L a) 1 L b) — ApoE4
- Vibracion por residuo ApoE3

1

RMSD (nm)

Estructuras ApoE a pH7

E MWWMW M}JJ\“}’WM* |

| . 1 . 1 \ 0
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Time (ns) Residue

1
00

22 T T T T T T ! I
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Figura 3.6 Indicadores de estabilidad para las estructuras de ApoE a pH7. Las lineas azules
corresponden a la estructura de la ApoE4 mientras que las lineas anaranjadas a la estructura de la
ApoE3
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A pesar de la alta vibracion de los residuos en las "colas" de la ApoE4, el radio de giro (Figura
3.6¢), que es un parametro usado para medir el grado de compactacion de una proteina,
muestra que la ApoE4 es, por muy poco (0.5%), mas compacta que la ApoE3, aunque con
una mayor fluctuacion. Esta mayor vibracién y menor compactacion puede ser explicado
observando el gréafico de las interacciones por enlaces de hidrégeno de ambas proteinas. La
estructura de la ApoE4 tiene esa mayor compactacion debida a la mayor interaccion
intramolecular que se ve reflejada en una mayor cantidad de enlaces de hidrogeno que se
estan formando a lo largo de la simulacion (241 respecto a los 240 de la ApoE3). Ahora bien,
su estructura se ve desestabilizada también por su mayor interaccion con las moléculas del
solvente (752 por los 743 de la ApoE3).

Tabla 3.2 Indicadores de estabilidad para los sistemas estudiados después de 200 ns de simulacion
de DM a 309.65 K. 2 Resultados en nm. ® NGmero de enlaces de H.

®Enlaces de Hidrégeno
Sistema “RMSD *RMSF °RG Intra Inter
pH7
ApoE4 0.511 #+0.095  0.214 +0.131  2.090 +0.018 241 11 752 +22
ApoE3 0.436 +0.029  0.202 +0.108  2.101 +0.014 240 9 743 +17
pH5
ApoE4 0.504 +0.095  0.238 £0.157  2.065 +0.032 235 9 744 +17
ApoE3 0.483 +0.068  0.222 +0.125  2.119 +0.015 234 +1 725 +25

Al realizar un alineamiento entre las estructuras finales de las ApoE a este pH, la diferencia
entre las dos fue de 0.129 nm en su RMSD (Figura 3.7), aunque conservan gran parte de sus
estructuras. Ahora bien, si se analizan los contactos de los residuos en la posicion 112 y se
comparan con las estructuras iniciales, puede observarse que la ApoE3 conserva la mayor
parte de los contactos (6), a excepcion del residuo Thr57, incluyendo la interaccion
electrostatica con la Glu109. En cambio, la Arg112 de la ApoE4 aumenta sus contactos (de
7 a 10 contactos). Aunque pierde interaccion con los residuos Glul86 (con enlace de
hidrégeno) y Val190, gana otras interacciones con la Thr57, Arg6l, Met108, Valll6 y
Alal93, aumentando también sus interacciones por enlaces de hidrégeno (Thr57 y Alal193).
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Estos resultados indican que el cambio de residuo en la posicion 112 tiene como

consecuencia una mayor estabilidad local en la ApoEA4.
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Figura 3.7 Alineamiento de las estructuras finales a pH7 de las ApoE y analisis de contactos de los
residuos Cys112 y R112.

La figura 3.8 muestra las superficies del potencial electrostatico, ESP, de ambas proteinas.
Si se comparan con las ESP calculadas con las estructuras iniciales, pueden observarse
efectos menores en cuanto a sus propiedades electrostaticas. Antes y después de las
simulaciones, ambas ApoE muestran una diversidad de zonas cargadas y sin cargas que son
propias de las proteinas interactuantes, siendo el aumento ligero de coloracion en las regiones
hidrofilicas de las proteinas finales, el cambio mas notable. Esto puede observarse en la
coloracion de la regién en donde se ubica el residuo 112 ya que, mientras que en la ApoE3
la cisteina refuerza el caracter nucleofilico, la arginina aumenta el caracter electrofilico de la
ApoE4 en esa region. Si graficamos la ESP de forma local (figuras 3.8b y 3.8d), es posible
observar el efecto electrostatico de ambos residuos. La cisteina, la cual es un aminoacido
polar y nucleofilico (coloracién roja en la ESP), modifica de manera menor, el caracter polar
de los residuos que la rodean, mientras que la arginina, al ser de caracter basico, modifica su
entorno aumentando la nucleofilicidad local. Este efecto se aprecia, por ejemplo, si
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observamos la superficie del acido glutdmico 109, este aminoacido cambia su caracter acido

(color rojo) y muestra algunas regiones nucleofilicas en su superficie (color azul).

Glut09 ©

-5KT/e I T 5 kT/e

Figura 3.8 Analisis de las superficies electrostaticas de las proteinas ApoE a pH7. Las figurasay c
corresponden a las vistas de frente y reverso, mientras que las figuras b y d corresponden al

acercamiento sobre el residuo 112 y su efecto sobre los residuos con los que interacciona.

Ademas, al ser de mayor tamario, su efecto local es mayor, lo que puede notarse en la variedad
de zonas de diferente caracter electrostatico de su entorno. Este efecto local de la arginina
podria influir en su capacidad de interaccionar con una mayor variedad de moléculas o
proteinas que la ApoEs3.
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3.2.4 Comparacion entre las proteinas ApoE3 y la ApoE4 a pH5

En el estudio realizado por Prasad et al., los autores hacen mencion de la importancia del pH
en la funcion que cumple las proteinas ApoE en la fagocitacion y eliminacion de B-amiloide.
En este estudio, muestran que pHs bajos (~5.38), dentro del sistema endolisosomal tiene un
rol critico en la endocitosis mediada de receptores y que est& fuertemente vinculado con los
trastornos neurodegenerativos y el neurodesarrollo. Esto muestra que existe un indicio de que
las interacciones ApoE4-B-amiloide cambian por efecto del pH y que sus interacciones deben

modificarse a medida que se acidifica su entorno.

Debido a esto y para entender como es que el pH modifica las interacciones entre la ApoE4
y el B-amiloide, se realizaron simulaciones moleculares a pH5 (cercano al pH experimental)
de las estructuras aisladas con el solvente y se analizaron las estructuras obtenidas. Los
resultados muestran que después de 200 ns, la proteina ApoE3 llega a estabilizarse después
de los 80 ns de simulacion, con un valor de RMSD de 0.483+0.068 nm, sin embargo, para la
ApoE4, no alcanza la estabilidad, mostrando una pendiente positiva pronunciada sobre toda
la simulacién, siendo su valor promedio de 0.504+0.095 (Figura 3.9ay Tabla 3.2). La mayor
estabilidad de la ApoE3 se entiende al observar los diagramas de los demas indicadores de
estabilidad, por ejemplo, el RMSF muestra una menor vibracion promedio por residuo de la
ApoE3 (Figura 3.9b), con fluctuaciones menos pronunciadas que las observadas en la ApoE4
(0.222+0.125y 0.238+0.157 nm, respectivamente). Aunque de mayor volumen (2.119+0.015
nm de radio de giro), su compactacién no cambia mucho y se mantiene constante a partir de
los 70 ns, mientras que, para la ApoE4, la proteina sufre un proceso de compactacién que no
alcanzd a converger y con una fluctuacion mucho mayor (2.065+0.032 nm. Figura 3.9c). La
diferencia importante en los puentes de hidrdégeno esta en su interaccién con el solvente, ya
que la ApoE4 presenta un mayor numero de enlaces de hidrdgeno, lo que explicaria su mayor

vibracion estructural y su lenta convergencia.
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Figura 3.9 Indicadores de estabilidad para las estructuras de ApoE a pH5. Las lineas azules
corresponden a la estructura de la ApoE4 mientras que las lineas anaranjadas a la estructura de la
ApoE3.

Al observar el alineamiento estructural de las configuraciones finales de las ApoE a pH5
(Figura 3.10), éstas muestran una mayor pérdida de estructura secundaria respecto a las
estructuras finales a pH7, sobre todo en las partes finales y en la region bisagra. La pérdida
de estructura secundaria tiene repercusiones en las interacciones intermoleculares, lo que
altera la conformacion cerrada de las ApoE y se ve reflejado en el RMSD del alineamiento

ya que a este pH el valor fue 0.136 nm, respecto a los 0.129 nm de las estructuras a pH7.
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Figura 3.10 Alineamiento de las estructuras finales a pH5 de las ApoE y andlisis de contactos de los
residuos Cys112 y R112.

A este pH, aunque pierde interaccion con la Glul109, las interacciones electrostaticas de la
Cys112 aumentan, haciendo enlaces de hidrogeno con la Met107 y la Val116, haciendo méas
estable esa region de la ApoE3. Para la ApoE4, la Argll2 disminuye el numero de
interacciones respecto a las encontradas a pH7, pero también se observa un aumento en el
numero de interacciones electrostaticas, ahora con la Met64, Glu109, Val116 y Val190. Es
importante resaltar que, para las estructuras de la ApoE4, la Glu109 siempre interaccioné de
forma electrostética y con varios enlaces de hidrogeno con la Argl12, lo que muestra que
este acido glutdmico ayuda a la estabilizacion de la arginina a los diferentes pH.

El cambio mas notable producido en los pH estudiados se encuentra al observar las
superficies electrostaticas (Figura 3.11). Ambas estructuras de ApoE adquieren una
coloracion azul sobre gran parte de su superficie, lo que indica que la ApoE se vuelve méas
electrofilica, es decir, las interacciones que seran mas afines a las estructuras seran aquellas
que tengan sitios con carga negativa.

En particular, la ApoE3 muestra una region electrofilica muy marcada en la zona central de
la cara en donde se encuentra ubicada la Cys112 (Figura 3.11a) y ligeramente nucleofilica en
las zonas superior e inferior de su estructura, que es en donde se encuentran ubicados los
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REPOSITORIO DE

“loops” u horquillas y la region bisagra de la proteina. El efecto del pH cambia drasticamente
la region en donde se encuentra la Cys112, ya que esta regién cambia a una coloracion azul
intenso, incluso en aquellos residuos con propiedades acidas como lo son la Met108, la
Glul109, el Asp110y la Gly113.

Figura 3.11 Analisis de las superficies electrostaticas de las proteinas ApoE a pH5. Las figurasay ¢
corresponden a las vistas de frente y reverso, mientras que las figuras b y d corresponden al

acercamiento sobre el residuo 112 y su efecto sobre los residuos con los que interacciona.

Para la ApoE4, el cambio producido por el pH es mas notorio ya que practicamente toda la
region frontal de la proteina, donde se encuentra ubicada la Arg112, adquiere un carécter
electrofilico y las regiones nucleofilicas son menores y de coloraciones menos intensas. Al
igual que la ApoE3, estas regiones nucleofilicas caen en las zonas de loops de la ApoE4. Si

se observa el entorno de la Argl12, también se vuelve electrofilico en gran parte de los
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residuos que estan en contacto con ella, siendo mas notable en los residuos Met64, Met108,
Glul09 y Vall1e6.

Los resultados obtenidos en las simulaciones con las estructuras ApoE solas, muestran que,
en ambos sistemas, las estructuras son muy estables ya que conservan su forma compacta a
través de toda la simulacion. La diferencia entre las conformaciones iniciales y finales se
debe principalmente a la pérdida de las a-hélices externas, cambiando a estructuras de tipo
loops, lo que la hace més flexible y proclives a vibraciones de mayor longitud. EI mayor
tamafo de la Argl12 provoca una mayor interaccion con los residuos circundantes lo que
puede ayudar a la estabilidad local de la ApoE4. El cambio de mayor notoriedad se da en las
superficies electrostaticas porque estas superficies cambian drasticamente su afinidad ya que
a pH7, las ApoE tienen una mayor proporcion de zonas nucleofilicas, sin embargo, a pH5

ambas ApoE muestran una mayor proporcion de zonas electrofilicas.

3.3 Efecto del pH en la estructura del g-amiloide

El B-amiloide de 42 residuos es un péptido ampliamente estudiado ya que es uno de los
biomarcadores mas conocidos y que es considerado como el precursor en gran parte de las
de enfermedades neurovasculares y demencias. Su tendencia a formar conglomerados de
distintos pesos moleculares y que son asociados a la manifestacion de la sintomatologia
caracteristica de la enfermedad de Alzheimer ha derivado a considerarlo como una de las
dianas terapéuticas por excelencia en el combate a esta enfermedad. Sin embargo, pocos
estudios in silico han tomado en cuenta las caracteristicas estructurales que puedan cambiar
debido al efecto que tiene el pH y que pueden repercutir en sus interacciones con otras
proteinas [24-26]. Para poder reproducir las interacciones ApoE4-B-amiloide, se realizaron
dindmicas moleculares tomando en cuenta el efecto del pH en dichos célculos. Para obtener
los sistemas a los pH propuestos, se siguié la misma metodologia usada en el analisis de las
proteinas ApoE considerando el efecto del pH en la protonacién de los residuos ionizables
del B-amiloide (Tabla 3.1). Nuevamente, para la simulacion a pH7, no se realizaron

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

modificaciones sobre la estructura del -amiloide y se trabajo con la estructura proporcionada

por Gromacs.

Los resultados de los indicadores de estabilidad se muestran en la Tabla 3.3 y en la Figura
3.12. Como puede observarse, el B-amiloide es una estructura que estabiliza rapidamente a
pH7, ya que a partir de los 85 ns, la curva del RMSD converge (1.267+0.179 nm), mientras
que para la estructura a pH5, la fluctuacion es alta presentando una ligera convergencia hasta
los 170 ns (1.146+0.208 nm). Esta alta fluctuacion es tipica de proteinas pequefias o péptidos
gue no tienen estructuras secundarias que estabilicen la estructura principal, lo que deriva en
valores muy altos en los diagramas RMSF. Como se muestra en la figura 3.2, la estructura
cristalina del B-amiloide tiene dos a-hélices formadas por los residuos Asp7-Ser26 y Gly29-
Val39, lo que podria ayudar a su estabilidad. Sin embargo, las vibraciones promedio son altas
(0.458+0.164 y 0.628+0.163 nm), indicando la pérdida de las a-hélices, sobre todo en la
estructura a pH5 que es en la que se observa el valor mas alto.

Tabla 3.3 Indicadores de estabilidad para las estructuras de p-amiloide a los pH estudiados después
de 200 ns de simulacion de DM a 309.65 K. 2 Resultados en nm. ® Nimero de enlaces de H.

Enlaces de Hidrégeno

Sistema RMSD RMSF RG Intra Inter
B-amiloide

pH7 1.267 +0.179 0.458 10.164 1.037 £0.115 19 £3 108 +7

pH5 1.146 +0.208 0.628 +0.163 1.165 £0.202 21 +£3 105 6

Ambas estructuras presentan una compactacion importante respecto a la estructura cristalina
al compactarse cerca del 50% del valor inicial, lo que podria indicar un aumento en las
interacciones intramoleculares de los péptidos (Figura 3.12c). Al analizar los enlaces de
hidrégeno (Figura 3.12d), tanto los intramoleculares, como los intermoleculares, puede
observarse que éstos no cambian mucho y que son practicamente constantes durante la
simulacion. Esto indica que, si pierden estructura secundaria, los puentes de hidrégeno se
empiezan a generar entre diversas regiones del B-amiloide lo que explicaria su forma
compacta.
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Figura 3.12 Indicadores de estabilidad para las estructuras de -amiloide a los pH estudiados. Las

lineas purpuras corresponden a la estructura a pH7 mientras que las lineas verdes a la estructura de
la pH5

Para verificar la forma de las estructuras finales del p-amiloide, se comprueba la pérdida de

las a-hélices en las dos estructuras, pasando de ser dos hélices largas (20 y 11 residuos) a dos

a-hélices cortas para la estructura a pH5 (Val18-Phe20, Glul1-His13 y Asp23-Gly25) y una

larga a pH7 (His14-Val24) (Figuras 3.13a y 3.13b). Estos resultados comprueban que las

formas globulares de ambas estructuras se deben a la formacion de enlaces hidrogeno entre

dominios, es decir, residuos ubicados en la region N-terminal interactan con residuos en la

region C-terminal.
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Figura 3.13 Analisis de las superficies electrostaticas del 3-amiloide a los diferentes pH. Las figuras

pequefias en verde y pdrpura corresponden a la misma orientacion que las figuras en superficie.

La misma figura 3.13 muestra los resultados obtenidos en los célculos de las superficies
electrostaticas. A pH7, el p-amiloide presenta una coloracion roja en practicamente toda su
superficie, lo que la hace afin a regiones electrofilicas. Las zonas azules y blancas (de carga
positiva y neutra) se concentran en los residuos que preceden a la a-hélice (Tyr10-His13). A
pH5, las regiones electrofilicas (azul) y neutras (blancas) aumentan, aunque aun existen
zonas nucleofilicas importantes ubicadas en las regiones N y C terminales.

Los resultados sugieren que los mondmeros de B-amiloide interactlan con otras especies
adquiriendo una conformacion compacta y con especies que tengan zonas electrofilicas en
su estructura. Mientras que a pH7, estas interacciones -amiloide-zonas electrofilicas seran
mas fuertes, a pHS el B-amiloide serd mas proclive a interaccionar con estructuras de

diferente naturaleza electrostatica, por lo que sera mas activo en estas condiciones.
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3.4 Acoplamiento Molecular

Los acoplamientos moleculares se realizaron tomando a la estructura ApoE4 como receptor
y a las moléculas del B-amiloide y la heparina como ligandos. Para cada pH estudiado, se
usaron las estructuras finales obtenidas después de cada simulacion para realizar los
acoplamientos. En el caso de la heparina, se us6 la misma estructura para los acoplamientos

porgue no presenta grupos ionizables diferentes en ambos pH.

Para determinar los complejos que serian estudiados, se realizaron tres tipos de acoplamiento,
dos para determinar los complejos ApoE4-B-amiloide y uno para los complejos ApoE4-
Heparina. En el primer caso, el primer acoplamiento fue realizado usando el servidor
PatchDock, el cual realiza una basqueda exhaustiva de complejos basados en la
complementariedad y penetracion de los ligandos en la estructura de la ApoE4. En este
estudio se obtuvieron 10092 complejos a pH7 y 4950 a pH5, los cuales se sometieron a un
refinamiento basado en energias libres con el servidor FireDock, el cual ordena los complejos
de acuerdo a un puntaje basado en minimizacion de energias de interaccion receptor-ligando.
Basados en los 20 complejos mejor punteados de este ultimo acoplamiento, cuatro sitios de
interaccion por cada pH fueron obtenidos y se escogi6 aquella estructura que mejor
puntuacion energética tenian en cada uno de estos sitios para los estudios de energia libre de
enlace (BFE). Los residuos que interaccionaban con el f-amiloide de cada sitio se muestran

en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4 Principales sitios de interaccion ApoE4 - B-amiloide encontrados en los célculos de

acoplamiento molecular.

Residuos por sitio de interaccién
pH 51 S2 S3 S4
Trp20, Thr83-Val85, Thrg9,
Arg92, Leu93, Asp154,

Val-15, Trp-13 - Leu-10,

Leu28, Arg32, Asp35,
Glu59, GIn208,

Ala-12 - Leu-10, Phe-6 -
Cys-2, Glu9-Glu13,
Argl15-Glu19, Glu27

Argl42, Lys143, Lys146,
Ala241, Glu281-Ala285,
Val287, Pro295-His299

Lys157, Argl58,
Ala160-Ala164, Arg260,

Arg213-Ala216 Ser263, Trp264, Leu268,

Glu270, Met272, Arg274

51 S4 S5 S6

Glu106, Arg112, Gly113,

Valile, GIn117, Argl19,

Gly120, Arg180-Pro183,

Argl89, Arg191-Thr194,

GIn204, Ala237, Glu238,
Lys242

Glu7, GIn258, Leu261,
Trp264, Phe265,
Pro285-Glu271, GIn273,
Arg274, Trp276-Val280,
Lys282

Met-16 - Leu-10, Thr-11 -
Ala-4, Pro12, Argl15, GIn16,
Thr18-Trp20, GIn24,
Arg25, Glu27, Leud6

Glu45, GIn46, GIn48, Glu49,
Leu52, GIn123, Leu126,
Gly127, Ser129, Pro202,

Leu203

Una vez identificados los sitios de interaccion del B-amiloide, para obtener los complejos
ApoE4-Heparina, se realizé un acoplamiento local con el programa AutoDock Vina, y se
escogieron aquellas estructuras que mejor puntuacion tenia sobre los sitios mencionados. En
ambas interacciones, se realizaron dinamicas por 50 ns, guardando las estructuras cada 0.2

ns para su anélisis de BFE.

Es importante destacar que en ambos pH estudiados, dos sitios coincidieron en sus
interacciones APoE4-B-amiloide lo que implica que estos sitios permanecen activos a pesar

de los cambios en el pH.

3.4.1 Andlisis energético de los complejos a pH7

Las figuras 3.14 y 3.15 muestran cada uno de los complejos analizados en este trabajo a pH7.
Para cada sitio se analizaron las energias libres de enlace (BFE, por sus siglas en inglés) de
ambos ligandos, siguiendo la metodologia MM/PBSA y usando el programa g_mmpbsa, el
cual calcula las energias libres como la suma de los términos de energia mecéanica,
electrénica, de solvatacion polar y apolar. Los analisis energéticos se realizaron para estudiar
la capacidad que tiene la heparina para competir por los sitios de interaccion del p-amiloide
y conocer si era una molécula capaz de bloguear estos sitios.
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Para determinar si un farmaco puede competir por un sitio de interaccion, debe ser capaz de
interaccionar con energias favorables (de signo negativo) en el sitio de union al receptor.
Dependiendo del tamafio del péptido o la proteina con la que se evaluard esta interaccion, el
farmaco debera de igualar la energia, en el mejor de los casos, o al menos debera representar
un porcentaje importante de la energia con la que el péptido interactda con el receptor. En la

tabla 3.5 se presentan los resultados de la evaluacion energética de ambos ligandos.

SITIO 1 pH7 SITIO 2 pH7

5 Solucion 2 Solucion 6

| Apolipoproteina E [“Apolipoproteina E

Beta Amiloide Beta Amiloide

SITIO 3 Lexz SITIO 4 —

lucion 1 o2
Solucién 10 Solucién 1

| Apolipoproteina E
' Apolipoproteina E

Beta Amiloide
| Beta Amiloide

Figura 3.14 Complejos moleculares formados por las interacciones ApoE4-B-amiloide a pH7. Las
soluciones mostradas corresponden a cuatro diferentes regiones de la ApoE4 y fueron las que mejor
puntaje obtuvieron en los calculos de energia libre obtenidas con el servidor FireDock.
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Figura 3.15 Complejos moleculares ApoE4-Heparina a pH7, obtenidos con técnicas de
acoplamiento molecular local (AutoDock Vina), tomando como referencia los sitios de interaccion
de los complejos ApoE4-B-amiloide.

De manera general, puede observarse que a pH7, la heparina es altamente competente en las
interacciones con la ApoE4. Si se analiza el sitio 1, puede observarse una energia libre de
enlace mayor de la heparina que del B-amiloide, siendo un 44% mas fuerte con la heparina.
En el sitio 2, se obtuvo una energia positiva para la BFE del B-amiloide, lo que significa que
este sitio no es afin a esta interaccion, y la heparina mostré una energia pequefia (-34.7
kJ/mol), pero favorable a este sitio. En la interaccion con el sitio 3, la BFE con el -amiloide
es mas favorable sin embargo es por muy poco en comparacion a la BFE de la heparina,

siendo tan solo un 10.2% mayor, por lo que la heparina también podria competir en este sitio.

Finalmente, para el sitio 4, la energia obtenida para la interaccion del -amiloide vuelve a ser
positiva, aungue con un valor no muy alto en comparacion con la obtenida para el sitio 2,
deduciéndose que este sitio tampoco es afin para este ligando. En cambio, para la heparina,
la energia obtenida indica que en este sitio puede haber interacciones competentes. Cabe
resaltar que para el sitio 4, la variacion del error puede llevar a energias favorables para el -
amiloide, asi como a energias no favorables para la heparina, por lo que en este sitio pueden
existir interacciones con los ligandos que puedan ser de mayor trascendencia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Tabla 3.5 Energias libre de enlace (BFE) para las interacciones con la ApoE4 a pH7. Todas las
energias estan en kJ/mol.

Energias libres de enlace promedio MM/PBSA para los complejos con la ApoE4 - pH=7.0 50 ns

System EvW E elect Eps E sasa E binding
ApoE4 - B-amiloide

Sitio 1 -236.89 +4.15 -598.11 £22.32 613.67 £15.31 -35.36 +0.510 -256.69 +17.87

Sitio 2 -233.49 +3.84 384.64 +14.38 268.33 +8.61 -28.13 £+ 0.43 391.35 +17.01

Sitio 3 -268.48 +2.95 25.54 #8.71 142.29 +6.72 -37.66 +£0.39 -138.30 £12.57

Sitio 4 -226.48 +2.91 -59.49 +21.77 327.27 +10.66 -30.29 +0.36 11.01 +20.11
ApoE4 - Heparina

Sitio 1 -297.07 +1.86 -454.26 +5.31 377.81 +2.54 -31.49 +£0.10 -370.01 +4.92

Sitio 2 -58.43 +7.68 -127.51 £17.02 123.52 +13.54 -7.28 £0.97 -34.71 +22.91

Sitio 3 -125.70 +6.48 -238.19 £12.00 223.01 +8.48 -19.65 +0.95 -125.53 £19.22

Sitio 4 -120.17 +15.14 -104.08 +13.58 176.56 +16.74 -14.13 £1.75 -26.81 +31.82

3.4.2 Andlisis energético de los complejos a pH5

Una vez establecido que la heparina a condiciones de pH7 es capaz de interaccionar con
energia favorables con la ApoE4, el siguiente reto era modificar el ambiente y analizar si a
pH é&cido, la heparina conservaba esa capacidad de interaccion. La heparina es considerada
como una molécula con grupos acidos, por lo que no se modifico su estructura para estos
andlisis. Las figuras 3.16 y 3.17 muestran los sitios de interaccion encontrados en la ApoE4
a pH5. Cada sitio fue nuevamente evaluado a las mismas condiciones de simulacién, a
excepcion del pH, y los resultados se muestran en la tabla 3.6. Cabe mencionar que los sitios
de interaccion 1 y 4 que se obtuvieron a pH 7, se conservaron en este pH, estos sitios se
denotaron en las figuras y en la tabla como sitios 1 y 2 (para el 4). Ademas, dos sitios de

interaccion nuevos se obtuvieron y se nombraron como sitios 3 y 4.
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Figura 3.16 Complejos moleculares formados por las interacciones ApoE4-B-amiloide a pH5. Las
soluciones mostradas corresponden a cuatro diferentes regiones de la ApoE4 y fueron las que mejor
puntaje obtuvieron en los célculos de energia libre obtenidas con el servidor FireDock.

SITIO 1

&
@ Apolipoproteina E4

Diigie Heparina

pHS

SITIO 2

&
w Apolipoproteina E4

Tt Heparina

pHS

% Apolipoproteina E4

iz |10 Heparina

Figura 3.17 Complejos moleculares ApoE4-Heparina a pH5, obtenidos con técnicas de
acoplamiento molecular local (AutoDock Vina), tomando como referencia los sitios de interaccion
de los complejos ApoE4-B-amiloide.
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Los resultados de las energias libres de enlace se muestran en la tabla 3.6. Es importante
resaltar el cambio que existe con el cambio de pH, ya que todas las interacciones del -
amiloide resultaron favorables y con energias considerables. Para el sitio 1, la BFE de la
heparina represent6 tan solo el 38.2% de la BFE de interaccion del f-amiloide que, aunque
favorable también, no representa una energia que pueda competir o bloquear este sitio. Algo
parecido ocurre para el sitio 2, la BFE de la heparina es tan solo el 37.3% de la energia de
interaccion del B-amiloide. Ambas interacciones podrian no ser suficientes para poder
competir en estos sitios o poder bloquearlos. El sitio 3 es el que mostré mayor afinidad por
el B-amiloide, ya que se obtuvo un valor considerable en su BFE llegando a los 626.47
kJ/mol, la energia mas alta para las interacciones estudiadas. Sin embargo, también para la
heparina fue el sitio que mas alta BFE se obtuvo (393.86 kJ/mol), lo que representa el 62.9%
de la energia del B-amiloide, por lo que la heparina si pudiera competir en este sitio de
interaccion. Finalmente, el sitio 4 fue la region que presentd las energias BFE més cercanas
entre si para ambos ligandos, -222.91+14.37 kJ/mol para el B-amiloide, contra los -
185.1249.31 kJ/mol de la heparina (83%), por lo que es el sitio en donde la heparina pudiera

bloquear las interacciones con el B-amiloide.

De forma general, a pH5, las interacciones ApoE4-f-amiloide se vuelven mas afines y sus
energias se ven favorecidas por este cambio de ambiente. Para la heparina, ésta aun
representa una buena opcion para posibles tratamientos ya que, como muestras los resultados,
sigue siendo afin a la estructura de la ApoE4, presentando energias que pudieran competir en

los cuatro sitios de interaccion analizados.
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Tabla 3.6 Energias libre de enlace (BFE) para las interacciones con la ApoE4 a pH5. Todas las
energias estan en kJ/mol.

Energfas libres de enlace promedio MM/PBSA para los complejos con la ApoE4 - pH=5.0 50ns

System EvW E elect Eps E sasa E binding
ApoE4 - B-amiloide

Sitio 1 -265.89 +2.11 -687.44 £15.00 547.60 +8.92 -37.78 £0.27 -443.51 +12.56

Sitio 2 -212.45 +2.62 -407.55 £11.05 257.90 +6.18 -31.08 £0.32 -393.18 +11.17

Sitio 3 -320.75 £2.82 -1050.74 +20.91 793.24 +12.88 -48.22 +0.33 -626.47 +14.38

Sitio 4 -174.04 +2.33 -202.81 £22.55 177.75 +14.35 -23.81 +0.35 -222.91 +14.37
ApoE4 - Heparina

Sitio 1 -163.96 +1.26 -295.52 +3.46 282.29 +2.46 -22.51 £0.13 -169.69 +4.40

Sitio 2 -90.77 +3.98 -314.55 +10.13 243.74 +7.03 -15.22 +0.44 -146.80 +10.67

Sitio 3 -211.65 +2.44 -611.97 £7.23 431.08 £4.95 -31.32 #0.13 -393.86 +4.72

Sitio 4 -160.54 +2.61 -313.53 £9.53 280.77 £7.80 -21.83 £0.32 -185.12 +9.31
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Capitulo 4

4. Conclusiones

« Al estabilizar las ApoE mediante técnicas de Dinamica Molecular y al analizar sus
alineamientos a diferentes pH’s, se observé que a pH7 la ApoE3 como la ApoE4 son
estables con fluctuaciones no mayores a 0.2nm a partir de los 100ns, pero en el caso de
la ApoE4 esta es ligeramente mayor respecto a la estructura de la ApoE3 lo que indica
una mayor desestabilizacion. Con respecto a su compactacion, la ApoE4 es, por muy
poco (0.5%), mas compacta que la ApoE3, aunque con una mayor fluctuacién que
puede ser debida a la mayor interaccién intramolecular. A este pH el cambio de residuo
en la posicion 112 tiene como consecuencia una mayor estabilidad local en la ApoE4.
Mientras que a pH5, los resultados muestran que la proteina ApoE3 llega a estabilizarse
después de los 80 ns de simulacion, sin embargo, la ApoE4, no alcanza la estabilidad
durante los 200 ns de la dinamica. La ApoE4 mostré una mayor vibracion estructural
y una lenta convergencia, que puede ser debida a que ésta presenta un mayor nimero
de enlaces de hidrogeno. Asimismo, se observd que hay una mayor perdida de
estructura secundaria respecto a las estructuras finales a pH7, teniendo repercusion
sobre las interacciones intermoleculares. En cuanto a sus propiedades electrostéticas, si
hubo una variacion muy marcada debido a que ambas estructuras de ApoE muestran
una mayor proporcién de zonas electrofilicas a comparacion de las estructuras
obtenidasa pH7, en donde las ApoE tienen una mayor proporcion de zonas
nucleofilicas.

« Con respecto al B-amiloide, se evidencid que ésta es una estructura que estabiliza
rapidamente a pH7, mientras que a pH5 la fluctuacion es alta. Su estructura cristalina
tiene dos a-hélices formadas por los residuos Asp7-Ser26 y Gly29-Val39, lo que podria
ayudar a su estabilidad. Sin embargo, las vibraciones promedio son altas indicando la
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pérdida de las a-hélices, sobre todo en la estructura a pH5, que es en la que se observo
el valor més alto. En cuanto a su compactacion, en ambos pH’s fue alta, lo cual podria
indicar un aumento en las interacciones intramoleculares de los péptidos. En el caso de
las superficies electrostaticas se observd que a pH7 las interacciones del B-amiloide
con las zonas electrofilicas son més fuertes, mientras que a pH5 el B-amiloide esta méas

dispuesto a interaccionar con estructuras electrostaticas.

« Para realizar las simulaciones de DM usando a la heparina como ligando, la cual no es
una molécula proteica, se requirieron usar parametros de campo de fuerza obtenidos a
partir del servidor LigParGen. Sin embargo, las cargas atomicas, que son un parametro
muy importante en las interacciones de corto y largo alcance, se optimizaron con los
calculos cuénticos usando el anélisis poblacional de Hirshfeld y se anexaron al campo
de fuerza de la heparina. Esto permitid asegurar una correcta representacion

electrostatica de los sistemas estudiados.

« A partir del analisis energético de los complejos analizados. A pH7 se obtuvo que la
heparina puede ser un farmaco capaz de bloquear los sitios de interaccion del p-
amiloide en ambientes a pH neutro e impedir la interaccion directa con la
ApoE4. Mientras que a pH5 las interacciones ApoE4-B-amiloide se vuelven mas afines
y sus energias se ven favorecidas por este cambio de ambiente. Para la heparina, ésta
aun representa una buena opcion para posibles tratamientos dado que, segun los
resultados, sigue siendo afin a la estructura de la ApoE4, presentando energias que

pudieran competir en los cuatro sitios de interaccion analizados.
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5. Recomendaciones

e Es necesario hacer simulaciones mas largas, es decir incrementar el tiempo de las
dinamicas moleculares para de esa forma asegurar las convergencias.

e Esimportante analizar un mayor nimero de interacciones para poder saber si los sitios
de interaccidon son afines tanto al Beta Amiloide como la Heparina.

e Seria conveniente realizar simulaciones con ambos ligandos presentes en la
simulacion, de esta forma se podria ver cual de los dos se quedaria en los sitios.

e Se recomienda realizar un analisis estadistico para los valores obtenidos de RMSD,

RMSF y energias de enlace.
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