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Resumen

El receptor de insulina (IR) humana pertenece a la familia de los receptores tirosina
quinasas, siendo la Isoforma B de este receptor la mas abundante en los tejidos peri-
féricos y la que presenta mayor afinidad por la insulina. Esto ultimo hace que dicha
isoforma se encuentre mas involucrada en los efectos metabdlicos. Por lo que el objetivo
del presente trabajo de investigacion fue disenar y construir la estructura completa del
receptor de insulina Isoforma B mediante el uso de métodos computacionales, consi-
derando que estos ultimos contribuyen al desarrollo de estructuras viables cuando los
métodos experimentales no son suficientes. Esto ha sido observado con el IR, principal-
mente, pero no limitado a, su segmento transmembrana y juxtamembrana, los cuales
presentan fragmentos de su secuencia sin estructura predicha. Es asi que, este estudio
se ha realizado de forma tedrica utilizando servidores basados en métodos de prediccion
por comparacion y ab initio para obtener los fragmentos faltantes de su estructura. El
dimero completo del receptor se ensamblé mediante el uso de los visualizadores Chime-
ra y Pymol, y la adiciéon de N-glicanos al mismo se realizé con doGlycans. La dindmica
para la optimizacién de la estructura final se realiz6 con Gromacs 2019.2 durante 100
ns usando una temperatura de 36.5°C y 1 bar de presiéon. Finalmente, el uso de dife-
rentes métodos para la evaluacion de la estructura permitié concluir que se requiere de
un mayor tiempo de dindmica molecular para confirmar que la estructura se encuentra
en su estado nativo. No obstante, la estructura obtenida en formato .pdb puede ser

utilizada para futuras dinamicas.

Palabras clave: Dinamica molecular, estructura, insulina
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Abstract

The human insulin receptor (IR) belongs to the family of tyrosine kinases receptors,
with Isoform B of this receptor being the most abundant in peripheral tissues and the
one with the highest affinity for insulin. The latter means that said isoform is more
involved in metabolic effects. Therefore, the objective of this research work is to design
and build the complete structure of the insulin receptor isoform B through the use of
computational methods, considering that the latter contribute to the development of
viable structures when experimental methods are not sufficient. This has been observed
with the IR, mainly, but not limited to, its transmembrane and juxtamembrane seg-
ments, which present fragments of its sequence with no predicted structure. Thus, this
study has been carried out theoretically using servers based on prediction methods by
comparison and ab initio to obtain the missing fragments of its structure. The complete
receptor dimer was assembled using Chimera and Pymol viewers, and the addition of
N-glycans to it was done with doGlycans. Dynamics for final structure optimization
was performed with Gromacs 2019.2 for 100 ns using a temperature of 36.5°C and 1
bar pressure. Finally, the use of different methods for the evaluation of the structure
allowed us to conclude that a longer molecular dynamics time is required to confirm
that the structure is in its native state. However, the structure obtained in .pdb format

can be used for future dynamics.

Keywords: Molecular dynamics, structure, insulin
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Glosario

. aa: aminoécido(s)

. AMBER: campo de fuerza ampliamente usado que contiene la informacién para

todos los aminoacidos y nucleétidos comunes.

. ARG: arginina

. ASN: asparagina

CHARMM: Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics, conjunto de cam-
pos de fuerza y paquete de software de analisis computacional asociado con los

campos de fuerza del mismo nombre.

. CIIM: Centro de Investigacién en Ingenieria Molecular

CYS: cisteina

. DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

GDT-HA: Global Distance Test - High Accuracy (Prueba de Distancia Global -

Alta precision)

GDT-TS: Global Distance Test - Total Score (Prueba de Distancia Global - Pun-
taje total)

GLU: acido glutdmico
HIS: histidina

IGF: Factor de crecimiento insulinico (IGF, por sus siglas en inglés “Insulin-like
Growth Factor”)

ILE: isoleucina

IR: Receptor de Insulina (IR, por sus siglas en inglés “Insulin Receptor”)
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IRS: Sustrato del Receptor de Insulina (IRS, por sus siglas en inglés “Insulin

Receptor Substrate”)
kDa: kilodalton
LEU: leucina

LYS: lisina

Na: Sodio

NMR: Resonancia Magnética Nuclear (NMR, por sus siglas en inglés “Nuclear

Magnetic Resonance”)
ns: nanosegundo

OPLS: campo de fuerza con “Potenciales optimizados para simulaciones de liqui-
dos” (OPLS, por sus siglas en inglés “Optimized Potentials for Liquid Simula-

tions”)

ps: picosegundos

SER: serina

sOPEP: energia coarse grained de PEP-FOLD
TB: terabyte

THR: treonina

TYR: tirosina

VAL: valina
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Introduccion

El receptor de insulina humana posee la estructura caracteristica de los receptores de
la superfamilia Tirosina Quinasa a la cual pertenece. Estos presentan un ectodominio
extracelular N-terminal, un segmento transmembrana y un dominio intracelular en el

que se encuentra la enzima tirosina quinasa, finalizando en una cola no estructurada®.

La familia de los receptores de insulina resaltan principalmente por encontrarse
covalentemente unidos en su estado dimérico en la superficie celular?. Esto es posible
gracias a los puentes disulfuro que se forman entre sus dos cadenas homodiméricas desde
su sintesis. Ademas, su ectodominio es muy complejo y sufre cambios conformacionales
en presencia de sus ligandos para poder activar a la enzima tirosina quinasa. En este
proceso es importante resaltar el rol del segmento juxtamembrana, el cual influye en

la activacién de la quinasa pues presenta roles inhibitorios y activadores®.

Como lo indica Diwanji et al.® Una estructura de alta resolucién de la estructura
completa de un receptor de la familia de receptores de insulina seria invaluable para
revelar los mecanismos adicionales que controlan la activacion dependiente del ligando
de esta clase de receptores Tirosina Quinasa. Por ello, su estudio a nivel computacional
ayudara a obtener una posible estructura tridimensional que pueda ser utilizada en
ensayos teoricos para determinar el mecanismo por el cudl el receptor de insulina puede

ser activado.

Actualmente, la estructura completa del IR no ha podido ser dilucidada por los mé-
todos experimentales convencionales. Por lo que se ha recurrido al uso de tecnologias
computacionales, las cuales han permitido obtener fragmentos més completos. No obs-
tante, al realizar una investigacién de la literatura es posible apreciar que el uso de este
tipo de tecnologias para determinar la estructura completa del receptor insulinico es

casi nulo. Por lo que el objetivo de este estudio es obtener la estructura tridimensional
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del receptor de insulina humana Isoforma B usando métodos computacionales como
la prediccion por homologia y prediccion de novo. Lo que hace que mi hipdtesis sea
dado que los métodos computacionales permiten el desarrollo de estructuras terciarias

viables es posible que se pueda disenar y construir la estructura completa del Receptor
de Insulina (IR).

Siendo asi, la metodologia a usar consistié en obtener la secuencia FASTA completa
del receptor de insulina humano Isoforma B para luego determinar los segmentos sin
estructura secundaria o terciaria dilucidada mediante la ayuda de la base de datos
Protein Data Bank. Una vez realizado esto se escogio el mejor método computacional
para construir la estructura de cada fragmento y optimizar la misma. Los fragmentos
construidos se aunaron a los ya existentes y se procedié con la construccién del re-
ceptor completo como dimero declarando los enlaces disulfuro correspondientes. A la
estructura construida se le anadieron los glicanos mas abundantes y se procedi6 con la

optimizacién para finalmente obtener la estructura completa.
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Hipoétesis

Dado que los métodos computacionales permiten el desarrollo de estructuras ter-
ciarias viables, es posible que se pueda disenar y construir la estructura completa del

receptor de insulina (IR).
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Objetivos

Objetivo General

e Disenar y construir la estructura completa del receptor de insulina (IR) mediante

métodos computacionales.

Objetivos Especificos

e Obtener la secuencia FASTA completa del IR.

Construir el segmento transmembrana utilizando métodos computacionales.

Desarrollar la estructura tridimensional completa del IR.

Estabilizar la estructura completa del receptor insulinico IR, en un ensamble
NPT.

Evaluar y reportar la estructura terciaria completa del IR.
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Capitulo 1

Marco Teodrico

1.1. Receptor de insulina

El receptor de insulina (IR), como lo indican Scapin et al.4, es un dimero formado
por dos cadenas heterodiméricas y esta representado por la abreviacion (af),. Se le
considera asi porque cada monoémero estd conformado por dos subunidades, una de
estas es la a que se encuentra localizada en el ectodominio, y la otra es la subunidad
B que tiene 194 residuos de su lado amino-terminal en el ectodominio, seguido por el
segmento transmembrana de 23 aa y dominio intracelular o citoplasmatico de 403 aa,

este tiltimo conformado por una enzima tirosina quinasa’.

Precisamente por la presencia de esta tltima es que el IR es considerado como parte
de la familia de los receptores tirosina quinasas (RTK, Receptor tyrosine kinases), los
cuales se dividen a su vez en 19 subfamilias con diferentes funciones pero estructuras
similares. Todos los RTK van a presentar en el lado N-terminal un ectodominio muy
diverso en tamano y composicion entre subfamilias, un inico dominio transmembrana y
un dominio quinasa intracelular muy conservado que termina en una regiéon C-terminal

larga sin estructura determinadal.

El gen que se encarga de la produccién del IR monomérico se encuentra en el cro-
mosoma, 19, exactamente en las bandas pl13.2 y p13.3% y presenta 22 exones. Este es
capaz de traducirse a una proteina de 1382 y de 1370 aminoacidos segtin como se expre-
se el exon 11 generando asi 2 isoformas que seran descritas posteriormente. Cuando la

proteina es expresada existira al inicio del lado amino terminal una secuencia senal de
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27 aminoacidos, lo que hace que la proteina tenga que pasar procesos de glicosilacién
y formaciéon de enlaces disulfuros antes de llegar a la superficie de la célula. Cuando
esta pierde la secuencia sefial por un proceso de rotura proteolitica y queda insertada
en la membrana se dice que se cuenta con un receptor maduro’. El precursor de la
proteina se sintetiza en el Reticulo Endoplasmatico y en este mismo organelo se forma-
ra el dimero de esta. El procesamiento posterior, como la adiciéon de glicanos se dara
tanto en el ER como en el Aparato de Golgi. Por tltimo, la rotura que dividird ambas

subunidades se dara en la Red del Trans Golgi®.

Se mencion6 brevemente que el receptor insulinico cuenta con 2 isoformas, denomi-
nadas A o corta y B o larga. Esto es causado por un empalme alternativo del exén
11, haciendo que la isoforma B cuente con 12 residuos de mas al final del extremo C-
terminal de la subunidad alpha® en la posicién 717 del receptor maduro. Esta pequena
insercion causa efectos en la afinidad del receptor, haciendo que la isoforma A tenga

I'° En cuanto

mayor afinidad por el factor de crecimiento insulinico (IGF) tipo I y I
a la insulina, la isoforma B presentara una mayor afinidad por esta sin llegar a ser
muy significativa la diferencia. No obstante, se considera a esta tltima como la més
especifica y por ende, la que se encuentra mas involucrada en los efectos metabélicos!.
Por otro lado, en algunos estudios se ha podido observar la presencia de receptores
de insulina hibridos que forman un dimero con una cadena heterodimérica de cada
isoforma!? o incluso, con una cadena del receptor de IGF-113.

Asimismo, cabe resaltar que no todos los tejidos van a contar con la misma pro-
porcion de IR-A e IR-B sino que habra una mayor expresion del primero en células
indiferenciadas, células que contribuyen en el crecimiento de tejidos, principalmente
tejidos fetales, y en el cerebro, donde ademas se ha observado que en las neuronas solo
se puede encontrar esta isoforma. El IR-B estard presente en mayor cantidad en células
que ya han pasado por la division celular y se encuentren diferenciadas, ubicandose

principalmente en tejidos periféricos!?!4

1.1.1. Estructura

La subunidad «, presenta aproximadamente 735 aminoacidos en su isoforma larga
con un peso de 135 kDa, mientras que la subunidad f tiene alrededor de 620 aminoa-
cidos y 95 kDa.%! El ntimero total de aminodcidos se confirmé en 1990 al realizarse
la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa y secuenciacion parcial del

receptor insulinico humano.® Dicha secuenciacién es la que se mantiene como base en
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16719 3 lo largo de

la actualidad y ha sufrido diferentes anotaciones por otros autores
todos estos anos, siendo su ultima actualizacion en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) en Junio del 2020 y puede ser encontrada con

el codigo de acceso P06213.4.

Es importante notar que las subunidades del receptor de insulina actian como en-
zimas alostéricas, ya que las subunidades a van a inhibir la actividad de la enzima
tirosina quinasa que se encuentra en la subunidad . Asi, cuando la insulina se acerca
a su receptor para activar la via de la sefializacion, esta necesita unirse a las dos cadenas
del receptor en la superficie, razén por la cual las subunidades « se encuentran unidas
mediante un puente disulfuro formando un centro de unién para una sola molécula
de insulina. Dicha interacciéon ocasiona un cambio conformacional en la subunidad S
haciendo que la enzima sufra un proceso de activaciéon y por lo tanto, sea capaz de
inducir a la autofosforilacion de 6 o 7 residuos tirosina de la misma subunidad pero del
heterodimero contrario. Este proceso conlleva a que el receptor sea capaz de fosforilar
a los sustratos dentro de la célula, conocidos como IRS, que tienen residuos especificos

de tirosina, marcando asi el inicio de la sefializacién intracelular.?022,

Este receptor resalta sobre los demaés receptores que pertenecen a la subfamilia de
RTK porque existen naturalmente en forma dimérica y presentan una caracteristica
forma de U invertida cuando no hay ligandos cerca. En dicho estado, los segmentos
transmembrana y préximos a esta se encontraran separados por aproximadamente 11.5
nm. Por el contrario, en presencia de algiun ligando que es capaz de provocar un cambio
conformacional al unirse al receptor, los segmentos se juntaran y formaran una estruc-
tura similar a una T, indicando que el receptor se encuentra activo?. Esta diferencia

en la estructura se puede observar en la Figura 1.1.

Ectodominio

Solamente en la regién extracelular se pueden encontrar 7 dominios. Comenzando
desde la HIS1 en el receptor maduro o lado N-terminal se tiene al Dominio Repetido
Rico en Leucina (L1) desde el primer residuo hasta el 119, seguidamente esta la Regién
Rica en Cisteina (CR), otro Dominio Repetido Rico en Leucina (L2) desde el residuo
312 a 428 y 2 Dominios de Fibronectina Tipo III (FnllII-1 y FnIII-2). Aqui la FnlII-
2 quedard, en cierta forma, dividida en 2 partes, una pertenecera a la subunidad «,
la cual es denominada Fnlll-2a y la otra formard parte de la subunidad 5 (Fnlll-

2b), no obstante ambos dominios quedaréan uno al lado del otro permitiendo la unién
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insulin

Figura 1.1: Cambio conformacional del receptor de insulina en presencia de un ligando?.

entre las subunidades. El dominio de insercién (ID) de 120 aa también constara de dos
partes, una porcion de este se encontrara terminando la subunidad a (ID«) después del
FnlIll-2a y el otro comenzaré la subunidad S (IDf)antes del FnIII-2b. Finalmente, el
ectodominio terminard en el FnlII-323 2%, Todo esto puede ser observado en la Figura
1.2.

Adicionalmente, en un estudio realizado por Sparrow et al.” se observé que la

CYS884 estaba presente como un tiol enterrado.

Segmento transmembrana

La secuencia del segmento transmembrana de este receptor presenta una diferencia
muy grande respecto a la de otros miembros de la misma familia®®. Sin embargo, no
existen muchos estudios enfocados en la determinacion de su estructura. Se ha predicho
que esta es una unica « hélice que atraviesa la membrana, lo cual fue comprobado en
una investigacién realizada por Li et al.?Y donde ademds se observé que el segmento
comprendido entre los residuos 942 y 948 ubicados cerca a la membrana, en el lado

extracelular, tenia la tendencia de formar una a-hélice pequena. Dicha extructura se
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unién de
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-

Figura 1.2: Dominios en el receptor de insulina. Los dominios de la estructura PDB ID
47xb?% se han coloreado para coincidir con la representacién lineal. Adicionalmente, se
muestran dos representaciones de el ectodominio del IR uno mostrando una representa-
cién de superficie donde se ha resaltado en rosado el dominio que participa en la unién
de la insulina.Obtenido de: https://pdb101.rcsb.org/ 2"

puede visualizar en la Figura 1.3.

Componente intracelular

El componente intracelular va a estar compuesto mayoritariamente por el dominio
tirosina quinasa, es decir, una enzima. Esta consta de dos l6bulos, el mas grande for-
mado por a-hélices y el que le sigue, en la porcién amino terminal, contiene una hoja
de 5 hebras antiparalelas y una a-hélice®’. Como ya se ha mencionado anteriormente,
no hay una estructura descrita para las secuencia de aminodcidos que se encuentra
después del ultimo l6bulo y en la que termina la subunidad . Una imagen del dominio
tirosina quinasa correspondiente al PDB ID 4xlv3! puede ser observado en la Figura
1.3.

Puentes disulfuro

Los puentes o enlaces disulfuros se forman por la condensacion entre grupos sulf-

hidrilo. En una proteina usualmente se forman por la presencia de residuos cisteina
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Figura 1.3: Segmento transmembrana y componente intracelular. Obtenido de: https:
//pdb101.rcsb.org/?’

ubicados a una distancia cercana??, de aproximadamente 2.04 A33, un ejemplo de este
tipo de enlace lo podemos observar en la Figura 1.4. La finalidad de su formacién se
suele asociar con un rol estructural, sin embargo, algunos de estos enlaces también
pueden estar involucrados en procesos funcionales®*. De forma que la rotura de estos
enlaces puede ocasionar que se pierda la conformacion nativa de la proteina, su funcion

o ambas opciones?3.

A lo largo de los anos se han ido describiendo los enlaces disulfuros presentes en el IR,
principalmente aquellos que se encargan de unir las subunidades de cada heterodimero
y los que permiten la formacién del receptor dimérico. En el enlace entre subunida-
des estan involucradas las cisteinas CYS647 (subunidad «) y CYS860(subunidad )
si hablamos de la isoforma A, y CYS647 (subunidad «) con CYS872 en la isofor-
ma B(subunidad (). Mientras que las cisteinas encargadas de formar el dimero seran
CYS524 de una subunidad « con el mismo residuo del otro heterodimero y al menos
una de las cisteinas del triplete CYS682, CYS683 y CYS685 con una del otro hete-
rodimero?*. No obstante, en un estudio realizado por Lu*® en 1996 se observé una

preferencia por la formaciéon del enlace disulfuro entre los residuos CYS682.
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Figura 1.4: Puente disulfuro entre cisteinas.

Se ha identificado que existen aproximadamente 5 veces mas residuos cisteina en
el ectodominio que en el segmento intracelular” por lo que es légico asumir que es
probable que se formen mas puentes disulfuros en la porcién que se encuentra fuera de

la célula.

Una clasificacion que se le da a los puentes disulfuros esta ligada a qué tan dificil
es su hidrolisis, siendo los de Clase I aquellos que se rompen facilmente en condiciones
reductoras débiles y de Clase II los que requieren una condicion reductora fuerte para
hacerlo. Usando esta clasificacion se ha identificado que el enlace entre las CYS524
pertenece a la Clase I, al igual que el de otras cisteinas en la subunidad « y el enlace

entre subunidades a y 8 a la Clase 117,

Glicanos asociados

Los glicanos son moléculas que van a estar conformadas por varias cadenas de sa-
caridos o carbohidratos por lo que son considerados como polisacaridos. Estos estaran
unidos entre si por enlaces covalentes conocidos como enlaces glicosidicos. Pueden pre-
sentarse unidos a otras moléculas que no pertenecen a la categoria de carbohidratos,
como las proteinas, en cuyo caso dicha molécula es considerada como un aglicano y el
conjunto de glicano + proteina es llamado glicoproteina. En las plantas y algunos mi-

croorganismos se observan enlazados covalentemente a moléculas organicas de pequefio
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tamano donde se les conoce como glicésidos. No obstante, también pueden encontrarse
de forma libre3¢. Es importante hacer notar que glicanos y glucanos no se refieren a lo
mismo, ya que el primer término hace referencia a la unién de un mismo tipo o diferen-
tes tipos de sacaridos, mientras que los glucanos son definidos como la unién exclusiva
de solo unidades de glucosa®”. De esta forma, se puede decir que todos los glucanos

pertenecen a los glicanos pero no todos los glicanos son especificamente glucanos.

Entonces, ;como afectan los glicanos a la estructura de una proteina? Pues primero
se debe entender que esta ultima suele pasar por procesos post-transduccionales, es
decir, modificaciones que se le hacen a la estructura ya formada para que sea funcio-
nalmente activa (madura) en el lugar de la célula en el que se deba encontrar. Una de
estas modificaciones es la glicosilacién, donde se va anadir de forma covalente glicésidos
por el enlace al atomo de hidrégeno de los residuos asparagina (N-glicosilacién) o por
enlace al oxigeno de los residuos de serina y treonina (O-glicosilacion) del polipéptido
mediante el uso de enzimas. Dado que el glicésido anadido puede llegar a tener una
estructura muy compleja y grande por las diferentes ramificaciones de aztcares, este
puede influir en la forma en la que la proteina se dobla sobre si misma (plegamiento)
ayudando a obtener la estructura tridimensional nativa®®3?. Si bien en algunos casos
puede no afectar a la estructura 3D directamente, la glicosilacién también cumple un
rol muy importante en los procesos de modulacién y reconocimiento, formando parte de
la proteccién contra proteasas, almacenamiento, degradacion, senalizacion intracelular,

entre otros procesos??.

Especificamente en el Receptor de Insulina, los N-glicanos han demostrado participar
en la correcta formacion y plegamiento de la proteina en su estado dimérico. También,
contribuyen a que se puedan dividir las subunidades de cada mondémero, y que una vez
completadas las modificaciones post-traduccionales, la proteina pueda ser llevada a la
membrana celular. Asimismo, parece ser que asi se observen mutaciones en los sitios de
glicosilacion y mientras exista al menos un sitio glicosilado en cada uno de los dominios
L1, CR y L2, el receptor puede tener un procesamiento normal y garantizar la union

al ligando®.

La posicion de los glicanos respecto a una estructura suele determinarse por cris-
talografia de rayos X, sin embargo, por su naturaleza flexible, este tipo de analisis no
siempre indica la presencia de dichas moléculas y por ello tienen que predecirse con
programas computacionales®. Hasta el momento se ha podido identificar que el IR tie-

ne un ectodominio muy glicosilado con aproximadamente 19 sitios por cada monémero
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para que se realice N-glicosilaciones y 17 de estos se han confirmado que estan unidos
a glicanos. También, solo se han observado glicosilaciones del tipo N en la subunidad «a
y tanto N- como O-glicosilaciones en la subunidad restante, de estas tltimas se obser-
varon al menos 6 en el IDb del ectodominio. Se ha descrito que los glicésidos asociados
a las N-glicosilaciones son del tipo GlcNAcsMangGles v a las O-glicosilaciones de tipo
GalNAc.Gal.NeuAc o GalNAc.Gal. Asimismo, se menciona que las glicosilaciones en
ASN397 y ASN418 son realmente importantes y necesarias si se quiere contar con un
receptor correctamente sintetizado y procesado®2?34!. Finalmente, también se ha indi-
cado que los sitios de glicosilacion desde el dominio L1 hasta L2 se encuentran del lado
externo a diferencia de los sitios en los dominios FnllIl donde se encuentran en la cara

interior?2*.

1.2. Bioinformatica y Dinamica Molecular

En palabras sencillas, la bioinformatica resulta ser la aplicacién de una computadora
al estudio de las Ciencias de la Vida, junto con las deméas areas que siempre van de
la mano con la informéatica, como las matematicas y ciencias de la informacién. Sin
embargo, este campo es tan amplio que no se le puede asociar un objetivo general
determinado y basicamente este va a depender de lo que se trabaje. Algunos de los ob-
jetivos mas comunes involucran la representacion de sistemas experimentales mediante
simulaciéon o dinamica molecular, anélisis y almacenamiento de informacion biologica
en bases de datos, prediccion de estructuras proteicas, entre otros. No obstante, una
de las areas con mayor estudio es la industria farmacéutica porque mediante técnicas
computacionales es posible identificar las moléculas, proteinas o sitios dentro de una
secuencia gendmica que deben ser el objetivo de un tratamiento determinado. De forma

que se pueden desarrollar farmacos especificos*?43.

En cuanto a las simulaciones de Dinamica Molecular, estas tienen como objetivo
predecir el lugar en el que se debe encontrar una particula o &tomo al haber transcurrido
un tiempo determinado. Para ello, va a ser necesario el uso de campos de fuerza que
contienen descripciones de las interacciones entre los atomos de un sistema, indicando
datos como tamanos de enlace, angulos, descripcién de diedros, factores de correccion

entre otros valores**.

Los datos contenidos en el campo de fuerza provienen en su mayoria de cdlculos me-

canico cuanticos realizados con diferentes moléculas e incluso de algunos procedimientos
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experimentales. Esta informacién va a permitir que se pueda calcular las fuerzas que
actian sobre cada datomo como consecuencia de su interaccion con los atomos que lo
rodean, para lo cual utiliza modelos fisicos como la Ley de Newton del movimiento.
De forma que, tras realizar los calculos correspondientes, los &tomos se desplacen hacia
una nueva posiciéon donde se volvera a realizar el calculo, tanto de fuerzas como de
velocidad, y estos se moveran nuevamente buscando la posiciéon més adecuada dentro
del sistema segun el tipo de andlisis que se haya especificado inicialmente. La infor-
macién del movimiento de los atomos es almacenada constantemente en un archivo de
trayectorias, el cual puede incorporarse a un programa de visualizacion junto con la
estructura inicial y observarse en una pelicula el movimiento que ha tenido esta a lo

largo del tiempo especificado*?.

Entonces, jcudl es la importancia de las simulaciones de Dindmica Molecular? Pues
podria decirse que es la informacion adicional y necesaria que le brinda a los trabajos
experimentales. Veamoslo asi, muchas veces se busca entender la funcién de una de-
terminada molécula, digamos una proteina, en algin sistema, como el cuerpo humano
y para ello se realizan determinaciones experimentales pero tras varios ensayos sigue
siendo dificil determinar o describir la funciéon de esta. Esto se debe a que la funcién
suele estar muy relacionada con la dindmica conformacional de la proteina a través
de varios mecanismos, algunos de ellos muy complejos, por lo que se requiere conocer
tanto su estructura tridimensional como la dindmica de sus atomos a través del tiempo
y dentro de un ambiente controlado®?, ya que componentes ajenos ella también pueden

afectar su comportamiento.

El primer requisito se puede obtener facilmente en el laboratorio mediante técni-
cas de cristalografia con Rayos X, Resonancia Magnética Nuclear (NMR), Microscopia
Electrénica (cryo-EM) y Transferencia de Energia de Resonancia de Foster (FRET)*,
con las cuales no siempre se obtienen estructuras completas y detalladas, pero siguen
representando la mejor forma de determinacién de estructuras tridimensionales. En
cuanto al segundo requisito, este es mas dificil de obtener en el laboratorio, ya que
observar el movimiento, y por lo tanto, determinar la funcién de ciertas macromolé-
culas, es un proceso que aun estd en estudio, siendo la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear una de las méas trabajadas®. Esta técnica ha permitido la observa-
cién de la dindmica de algunos complejos con resolucién atémica?”. No obstante, uno
de los problemas asociados a esta técnica es la sensibilidad de deteccién que para ser

mejorada requiere de modificaciones al procedimiento convencional*®, lo que se puede

traducir en mayores gastos, mas pruebas y por supuesto, mas tiempos de ensayo. Esto
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hace que sea necesario buscar otras alternativas menos complejas para la evaluacién de
la dindmica de una proteina y es ahi donde la bioinformatica, en especial la dindmica

molecular, se hace tan necesaria.

Las ventajas que ofrece la Dinamica Molecular son abundantes, dentro de ellas es-

t4n 44:45.49.

e Simular sistemas experimentales, ya sea al vacio o dentro de un solvente declarado
de forma implicita o explicita, con condiciones controladas como temperatura,

pH, presion, entre otros.

e Estudiar y entender las propiedades estructurales, motoras y fisicoquimicas de

una molécula o biomolécula dentro de un sistema.

e Permitir que una proteina alcance su estado nativo mediante la pérdida de la

energia potencial e incentivo del plegamiento.
e Construir y evaluar sistemas en presencia de una membrana lipidica.

e Examinar la dindmica de una estructura al estar solvatada, incrustada en una

membrana o en presencia de un ligando.
e Evaluar el proceso de transicién entre dos estados conocidos.

e Predecir la reaccion de biomoléculas frente a cambios o perturbaciones del sistema,
como mutaciones, fosforilaciéon, adicién de hidrégenos o cuando se afiade o retira

un ligando cercano.

e Disminuir el nimero de ensayos experimentales al descartar con dindmica mo-
lecular las condiciones que definitivamente no serian favorables para lograr un

objetivo en un ensayo practico.

A pesar de las considerables ventajas que ofrece esta técnica, aun existen limitaciones
en su aplicacion, las cuales estan ligadas principalmente a la falta de computadoras
con la capacidad para soportar y acelerar los célculos requeridos en grandes sistemas.
Los avances tecnolégicos que continien surgiendo en anos venideros definitivamente
contribuiran al desarrollo de esta area en particular, viéndose ya una mejora desde
que es posible adicionar a computadoras de uso diario Unidades de Procesamiento

Grafico (GPUs) que aceleran considerablemente los calculos y reducen el tiempo de
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evaluacion. No obstante, siempre sera mas recomendable contar con sipercomputadoras
que permitan el calculo de varios sistemas de forma paralela y en tiempos relativamente

cortos*?.

1.2.1. Seleccion del campo de fuerza

La dinamica molecular es muy valiosa por los beneficios que se han descrito ante-
riormente, no obstante, la capacidad de obtenerlos va a estar directamente relacionada

con la seleccion del mejor campo de fuerza para el objetivo que se quiere conseguir.

Como ya se ha indicado anteriormente, los campos de fuerza contienen informacion
detallada de sistemas que ya han sido estudiados a profundidad por diversos investiga-
dores y han encontrado que ciertos parametros se mantienen constantes. La mayoria
de estos siguen formas parecidas de trabajo pero la diferencia se presentara por la
funcién de energia potencial utilizada y los parametros que considera dentro de dicha
funcién®’. Entonces, ;cudl se debe escoger?. Esta pregunta no tiene una tinica respuesta
ya que cada campo de fuerza contarda con una serie de fortalezas y debilidades segin
las moléculas a las que ha dirigido su estudio. En otras palabras, algunos campos de
fuerza seran mas adecuados para proteinas, otros para liquidos, farmacos, lipidos y
demads. Asi, para la molécula que uno desee estudiar existird un campo de fuerza mejor
desarrollado, con resultados bastante cercanos a los que se podria obtener de forma ex-
perimental. A veces, se puede observar que hay mas de un campo de fuerza adecuado
para el objetivo que se estd persiguiendo, en ese caso la eleccion podria centrarse en
aquel que es mas sencillo de manipular o entender, por si dada la situacion, se necesita

realizar algin cambio en él.

Algunos de los campos de fuerza més utilizados son AMBER, CHARMM y OPLS*4,
El primero ha sido mejorado para trabajar con 4cidos nucleicos® y proteinas®?. Pero
también se puede utilizar en el cdlculo de carbohidratos, lipidos, moléculas pequenas
y agua®. CHARMM es probablemente el campo de fuerza méas conocido, su fortaleza
reside en el amplio nimero de biomoléculas con las que puede trabajar, especialmente
proteinas. No obstante, aun presenta limitaciones frente a la presencia de ligandos de
gran tamafio o complejidad®. Por tltimo, OPLS en su versién all atom, estd optimizado
para el estudio de liquidos organicos e interacciones en fase gas®®. Sin embargo, se ha
reparametrizado para trabajar con biomoléculas como nucleétidos® y es recomendable
su uso en sistemas que busquen la descripcion de moléculas organicas o biomoléculas

en agua®’.
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1.2.2. Diseno del sistema de trabajo

Cuando ya se ha escogido el campo de fuerza con el que se trabajara, es necesario
determinar las propiedades que se evaluaran. Esto debido a que se debe incluir en el
sistema todas las variables que puedan contribuir a la obtencion de la propiedad que
se quiere analizar o en todo caso, aquellas que influyan directamente con la estructura
trabajada. Por ejemplo, si yo quiero analizar la velocidad de difusiéon de una molécula
en un liquido, requiero que mi sistema tenga un solvente como requisito primordial.
Tanto este como mi molécula, y por lo tanto, el valor de difusién, se veran afectados
por un cambio de temperatura del sistema.Esto hace necesario realizar la evaluacion
a una temperatura conocida, variable que también debo describir en mi sistema. De
igual forma, cuando se trabaja con estructuras proteicas, el comportamiento de una
proteina va a ser diferente en medio acuoso que en vacio, puede desnaturalizarse a altas
temperaturas o incluso perder funcionalidad con un pH diferente al 6ptimo. Razén
por la cual todas las variables que influyen en un ensayo experimental o en estado
fisiolégico tengan que ser descritas obligadamente en el sistema trabajado mediante

dindmica molecular.

Ensambles

Con la finalidad de poder incluir lo ya mencionado anteriormente y asi aproximar
los resultados obtenidos con dindmica molecular a los valores experimentales, ademas
de poder calcular funciones termodinamicas, se han desarrollado ensambles estructura-

les®®59 . Dentro de los ensambles més utilizados para sistemas cerrados se encuentran:

e Ensamble Microcandnico:

Este ensamble es considerado como la base para los demas que seran descritos
a continuacién, e incluso, para el Ensamble Gran Candnico desarrollado para
sistemas abiertos®’. La razén por la que es clasificado mds como un tipo de
analisis basico o predecesor se debe a que solamente considera en el sistema un
nimero de particulas (N), volumen (V) y energia (E) constante, siendo definido
también como ensamble NVE. Esto hace que no se puedan ingresar valores para
la temperatura o presion. Por lo que la interpretacion de estos valores ser realiza
una vez terminada la simulaciéon y a través de los valores energéticos obtenidos,
pudiendo considerarse el andlisis como ineficiente si es que ya se contaba con las

condiciones de laboratorio en las que el sistema debi6 ser trabajado y al final, la
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dindmica no se realiz6 con estos. Por otro lado, su alta relaciéon con la energia del
sistema permite asociarlo con el calculo del potencial termodinamico de entropia,
y su simplicidad lo ha clasificado como uno de los esquemas més sencillos para

realizar simulaciones de dindmica molecular®!.

e Ensamble Candnico:

Este ensamble permite describir en el sistema un ntimero constante de particulas
(N), volumen (V) y temperatura (T), razén por la que también se conoce como
Ensamble NVT. Esta relacionado con el potencial termodindmico de la Energia
libre de Helmholtz5' y a diferencia del ensamble anterior, este reconoce que la
molécula en estudio se encuentra en un sistema que tiene una fuente de calor
constante, llamado cominmente baifio térmico®?. Esto se consigue adicionando un
termostato, donde el méas comun es el de Nosé-Hoover o en caso contrario, usando

la dindmica de Langevin que es capaz de describir el movimiento Browniano%.

Asi, es posible considerar que las moléculas del sistema presentan un movimiento
constante pudiendo difundirse en el medio en que se encuentran (movimiento
Browniano)%, y ademds, dado que los alrededores ocupan la mayor parte del
sistema, pueden intercambiar con la molécula de interés cantidades insignificantes
de energia. Si analizamos esta ultima descripcién, es facil darse cuenta por qué
el Ensamble Microcanénico es considerado como la base de este. Analizando el
sistema en equilibrio como un todo, es decir, molécula mas alrededores sin incluir
el termostato, podemos observar que la energia del sistema se va a mantener
relativamente constante y por lo tanto, el sistema estara siendo tratado como un
Ensamble Microcanénico®?. Por tltimo, si bien este ensamble es reconocido como
importante para alcanzar el equilibrio de un sistema cuando se realiza mecanica
estadistica%, hubo discrepancias sobre si este era adecuado para trabajar cuando
el sistema contenia interacciones de largo alcance. No obstante el estudio realizado
por Baldovin demostré que también es adecuado el uso del ensamble NVT en

este tipo de sistemas, desde el punto de vista de las ciencias fisicas.

e Ensamble Isotérmico-Isobarico:

Como lo indica su nombre, este ensamble incluye en su descripciéon parametros
fijos de temperatura (T) y presion (P), ademas del nimero de particulas (N),
siendo llamado en muchos articulos como ensamble NPT. Este esta relacionado
con el potencial termodindmico Energfa libre de Gibbs®! y surgié al tomarse en
cuenta que una molécula se encuentra mayormente bajo una presiéon y tempera-

tura constante ya sea en estado natural o en un ensayo de laboratorio, mas que

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L —CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

contenida en un volumen fijo. Por ello, el uso de un ensamble que incluya am-
bos parametros en una dindmica seria el méas adecuado para comparar resultados

tedricos y practicos.

Entonces, en un ensamble NPT, ademas de incluirse un termostato se anade
un barostato, y para este tltimo se recomienda usar los barostatos de Andersen
Parrinello-Rahman y Martyna-Tuckerman-Klein. A diferencia de los anteriores
ensambles, trabajar con este implica que el sistema pueda verse afectado por el
principio de Le Chatelier57, donde se describe que cuando se ejerce presién so-
bre un sistema, este reducira su volumen debido a que las moléculas dispersas por
el estado en que se encuentran comenzaran a juntarse. Esto aplicado a un sistema
construido computacionalmente podria resultar en una ligera compresion, dismi-
nuyendo el tamaiio de la caja del sistema y permitiendo una mayor interaccion
entre moléculas. Incluso, en casos donde la presion es muy alta, las moléculas
de solvente ingresan dentro de la estructura de la proteina contribuyendo a su

desnaturalizacion 8.

La eleccion del mejor ensamble va a depender, como ya se indico, de las propiedades
que se quieran analizar o el problema que se busca tratar, asi como el tiempo dado
para la dinamica. Cuando se realizan tiempos muy cortos de simulaciéon las variables
de presion, volumen y temperatura no presentan un efecto muy significativo sobre
las estructuras evaluadas. Sin embargo, con tiempos mayores tendra que evaluarse el
parametro més importante a tomar en cuenta y con él escoger el mejor ensamble para
la simulacién. Usualmente el ensamble NPT es el que da resultados mas semejantes a
los obtenidos en un laboratorio, ya que en estos se suele controlar la presién. Asimismo,
las biomoléculas pueden verse mas afectadas por la presion del sistema, esto asociado
principalmente a un ligero cambio en las distancias interatémicas®®, que por el volumen

de solvente que las rodea.

Potencial de Interaccién

La dindmica molecular requiere de la resolucién de la ecuaciéon de movimiento para
poder determinar las nuevas posiciones de los a&tomos involucrados en la dinamica. Para
que esta pueda ser resuelta y las fuerzas puedan ser determinadas se requiere conocer
el potencial de interaccion gobernante, que se relaciona con la energia potencial de las
particulas del sistema®. Los potenciales de interaccién no son més que expresiones

matematicas que tratan de describir el potencial que se forma naturalmente en una
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interacciéon entre moléculas. Su uso dentro de un célculo de Dinamica Molecular es
esencial para obtener valores de propiedades cercanos a los experimentales, por lo que
muchos de ellos se han desarrollado mediante ajustes de los parametros dentro de la ex-
presion. Para obtener mejores resultados, estos pequenos cambios se realizan hasta que
los valores obtenidos mediante el calculo usando ese potencial sean significativamente

cercanos a los que se obtienen en un laboratorio™.

Los potenciales de interaccion se pueden clasificar en dos tipos:

e Corto alcance o de repulsion que buscan representar las fuerzas dipolo-dipolo
y requieren que los dtomos estén muy cerca’™. En este tipo de interaccién las

particulas no presentan carga eléctrica™.

e Largo alcance o de atraccion que describen tres tipos diferentes de interacciéon. La
primera es por energia electrostatica y como su nombre lo indica, estd presente
cuando dos atomos cargados interactiian o cuando existe un momento dipolar
permanente. Luego, esta la energia de induccién donde la carga de un sistema
cambiard por fendémenos de polarizaciéon asociados a moléculas vecinas. Y por
tltimo, la energia de dispersién™ que aparece cuando hay nubes electrénicas

polarizables en el sistema ™.

La eleccién del potencial de interaccién a utilizarse no debe realizarse inicamente
por el alcance que este es capaz de analizar. Es muy importante tomar en cuenta el tipo
de resultados que se quieran obtener pues la seleccién de un potencial muy complejo
involucra un costo computacional elevado, incrementando notoriamente los tiempos de
simulacion. Por ello, para la optimizacién de sistemas sencillos o andlisis superficiales
no se requiere que el potencial describa una gran cantidad de detalles, mientras que
para la obtencion de propiedades cuantitativas reales va a ser necesario contar con un

potencial que incluya en su analisis una amplia gama de parametros.

Uno de los potenciales mas usados es el Potencial de Lennard Jones, el cual tam-
bién sera utilizado en la presente tesis. Este se destaca porque en su ecuaciéon toma
en consideracién a las fuerzas atractivas y repulsivas™ que acttian para modificar la
distancia entre los centros de dos 4tomos no enlazados y no iénicos. En otras palabras,
permite evaluar las interacciones de largo y corto alcance. La explicacién para expresar
de esta forma el potencial de interaccién es muy facil de entender. Cuando dos atomos

estan muy lejos las probabilidades de que lleguen a interaccionar son préacticamente
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nulas, por lo que se considera que la energia potencial de unién es cero. Sin embargo,
las mismas condiciones del sistema pueden llevar a que estos dos atomos comiencen a
acercarse, lo que eventualmente llevaria a que las posibilidades de interacciéon aumenten
y con ello la energia potencial de unién disminuya hasta alcanzar un valor negativo.
Esto sucede principalmente, cuando los atomos estan tan cerca que son capaces de
formar un enlace entre ellos. No obstante, el movimiento de los 4&tomos no se detiene
ahi, sino que estos pueden seguir acercandose buscando una distancia con la que logren

alcanzar el minimo de energia potencial conocido como estado de equilibrio.

En el caso de que estos atomos se acerquen mucho mas de la distancia con la que se
logra el equilibrio, el valor de la energia potencial incrementara dado que se produce
un efecto repulsivo entre los atomos haciendo que se vuelvan a separar para llegar al
equilibrio nuevamente. Esto sucede como consecuencia de que al estar muy juntos los
atomos, su nube electronica se ve afectada por la del otro, viéndose forzados a evitar la
necesidad de ocupar los orbitales del contrario mediante la repulsion. Si bien el modelo
es muy utilizado por ser bastante asertivo en muchos casos, también se ha demostrado
que la parte de la ecuacion encargada de describir la repulsién entre atomos requiere

de un mayor refinamiento para obtener mejores resultados™.

Algoritmos de Integraciéon

Como ya se ha mencionado anteriormente la mecanica molecular busca resolver las
ecuaciones de Newton para poder determinar la nueva posicion de un dtomo tras ha-
berse movilizado en el sistema bajo un campo de fuerza y condiciones determinadas.
Esta trayectoria del atomo puede ser determinada mediante diversos tipos de integra-
cion. Para seleccionar el modelo més adecuado se debe considerar uno que sea capaz de
aprovechar la velocidad de la computadora y brinde un resultado con buena precisién
para asi poder determinar el movimiento de cientos o incluso miles de moléculas que
conformen el sistema, tratando de que se asemeje en lo més posible a la realidad. Exis-
ten diversos métodos de integracién, de los cuales los mas usados son los de diferencia
finita que permiten integrar ecuaciones diferenciales de segundo orden. Dentro de este
tipo de integracién se encuentra el modelo de Verlet, método Leap/frog, método de

velocidad de Verlet, método Beeman, método Gear y muchos méas™.
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Parametros de los archivos

Lista de vecinos o lista de Verlet: La lista de vecinos de Verlet es un algoritmo
que permite generar un nuevo radio de andlisis, el cual es mayor al radio de corte, de
forma que todos los &tomos que se encuentren dentro de este nuevo radio son llamados
vecinos y asi el sistema calcula cada cierto tiempo una nueva lista de vecinos para los
pares de particulas que se encuentran dentro del radio de corte pero cerca del borde de
este.”” Asi no es necesario identificar y realizar los calculos de interaccién de todas las
particulas dentro del radio de corte en cada paso.” Esta informacién que se actualiza
cada cierto tiempo, este tltimo puede ser indicado por el usuario, puede ser almacenada
y reutilizada por muchos pasos hasta que alguna particula sobrepase mas de la mitad
del radio de la lista de vecinos. Si bien, esta técnica acelera la velocidad del calculo de
interacciones no enlazantes en sistemas con pocos atomos o de desplazamiento lento,
en sistemas muy grandes presenta la desventaja de requerir mucha memoria y dificultar

la implementaciéon en paralelo, lo cual reduce eficiencia computacional.

1.2.3. Prediccion de estructuras de proteinas

En la actualidad, se conoce una gran variedad de secuencias proteicas gracias al
desarrollo de la secuenciacién del ADN gendémico. Sin embargo, solo se ha podido
obtener la estructura tridimensional de 57430 proteinas de secuencias humanas hasta
el 11 de Junio del 2022, segtin el portal del Protein Data Bank*™. Para la mayoria de
casos, estas estructuras son descritas utilizando técnicas de cristalografia por difraccién
de rayos X, Resonancia Magnética Nuclear o Microscopia Electrénica, las cuales no
siempre son suficientes para determinar la estructura completa de una proteina. Por
esta razon existe una escasez de estructuras tridimensionales lo que hace necesario

desarrollar y evaluar nuevas técnicas que permitan la prediccién de las mismas®?.

En el mismo servidor del PDB se puede observar que en cuanto a proteinas hu-
manas solo existe el registro de un modelo clasificado como teorico, obtenido por la
combinacion de NMR con metodologias de interaccion para obtener la estructura de

l . t . 81 S. b .bl . t/ . t /. . .1
un complejo proteico®". Sin embargo, es posible apreciar que técnicas tedricas similares
también se han usado para predecir otras 6 estructuras mas, asociadas a microorga-
nismos. Esto demuestra que las metodologias computacionales estan empezando a ser
tomadas en consideracion para la obtencion de estructuras tridimensionales cuando las

técnicas experimentales no son suficientes para lograrlo.

aDisponible en: https://www.rcsb.org/
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Para entender como funcionan estas metodologias computacionales para la predic-
cién de estructuras, primero es importante conocer en qué se fundamentan. Es aqui
donde se hace necesario conocer como estan compuestas las proteinas y como contribu-
ye su composicion a la estructura que optara finalmente. Para empezar, las proteinas se
forman gracias a largas cadenas de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos.
Estos se caracterizan por presentar en un extremo un grupo amino y en el otro un
grupo carbonilo, permitiendo asi la formacién del enlace peptidico entre aminoacidos.
Sin embargo, la caracteristica que diferencia a cada uno de ellos e influye notoriamente
en la estructura de la proteina es la cadena secundaria que presentan, tnica en ca-
da uno de los 20 aminoécidos. La presencia de dicha cadena le otorga propiedades al
aminoacido, permitiendo su clasificaciéon en no polares o polares, con carga negativa o
positiva, acidos, aroméaticos, entre otras diferentes clasificaciones. La propiedad otor-
gada es importante porque le permitira formar enlaces, como puentes de hidrogeno,
enlaces i6nicos, puentes disulfuro, ademas de otros, con los aminoacidos a los que no se
encuentra unido por un enlace peptidico. Asimismo, dependiendo del lugar que ocupe
el aminoacido dentro de la secuencia, contribuira al plegamiento de la macromolécula

y con ello a la formacién de estructuras secundarias®?.

Ya que la estructura primaria de una proteina, es decir, su secuencia de aminoacidos,
es una de las condiciones que permite definir su estructura tridimensional, deberia ser
factible el poder modelar dicha proteina mediante el conocimiento de su secuencia. Es
por esta razén que se han desarrollado diferentes métodos tedéricos que se basan en prin-
cipios fisicoquimicos o en métodos empiricos con la finalidad de predecir la estructura
a partir de moldes ya conocidos. No obstante, uno de los mayores inconvenientes es la
complejidad del area, ya que en muchos de los casos requiere de la resolucion de calcu-
los grandes. Esto hace que exista la necesidad de contar con recursos computacionales
elevados si es que se desea obtener resultados con mayor calidad y exactitud, razén
por la cual su desarrollo estuvo limitado hasta la actualidad y solo se utilizaba como
ultima instancia cuando la determinacion de la estructura era muy dificil de realizar

por otros métodos debido a su forma y plegamiento.®3

1.2.4. Prediccién por comparacion

Esta técnica provee modelos de proteinas confiables y precisos ya que se basa en la
observacion general de que las secuencias relacionadas evolutivamente tienen estruc-
turas tridimensionales similares. Por lo tanto, un modelo de una proteina de interés,

conocido como target u objetivo, puede ser construido desde proteinas relacionadas de
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estructura conocida, a estas se les conoce como template o molde, que comparte una
secuencia similar estadisticamente significativa. Este tipo de modelamiento involucra
numerosos pasos consecutivos que usualmente se repiten una y otra vez hasta lograr un
modelo satisfactorio. Para que esto pueda ser alcanzado, se necesita alinear la secuen-
cia del target al template, identificar regiones estructuralmente conservadas, modelar
las cadenas laterales, refinar y evaluar el modelo resultante. A pesar de que cada paso
puede introducir errores que afecten el modelado de la estructura, el uso adecuado de
la informaciéon estructural de los moldes disponibles y las correcciones realizadas por

alineamiento son los mayores determinantes para obtener un modelo final de calidad.®!

1.2.5. Prediccién de novo

Esta técnica también es conocida como modelamiento ab initio, modelamiento ba-
sado en fisica o modelamiento libre. Se basa en la realizacién de una busqueda guiada
por la funcién de energia disenada, lo cual va a generar un nimero de conformaciones
posibles dentro de las cudles se encontrara la estructura final. La calidad de dichos

modelos va a depender principalmente de 3 factores segin Lee et. al®:

e Contar con una funcién de energia precisa donde la estructura de la proteina
nativa va a corresponder al estado termodinamicamente mas estable respecto a

las demas estructuras predichas.

e Utilizar un método eficiente de busqueda que pueda identificar rapidamente los

estados de baja energia a través de una biisqueda conformacional.

e Identificar una estrategia que pueda seleccionar modelos cercanos a los nativos

de una gran variedad de estructuras posibles.

Analisis de estructuras proteicas

Para garantizar que la conformacion estructural obtenida es adecuada y lo bas-
tante proxima a una estructura nativa, se requiere la realizacién de diferentes andlisis
computacionales que permitan descartar a las estructuras no posibles, asi como mejorar

aquellas que son plausibles.

Algunas de estas técnicas son:
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e Gréfico de Ramachandran: El estudio de la estructura secundaria de una proteina
permite determinar si una estructura terciaria puede ocurrir naturalmente. Por
lo tanto, se ha reconocido que la conformaciéon del esqueleto de una proteina
cerca a un residuo aminoacidico dado puede ser especificado en gran parte por
dos angulos dihedros conocidos como ¥ y ¢. Es asi que Ramachandran y sus
colaboradores®® dedujeron que las cadenas principales de péptidos se encuentran
en solo algunas regiones del espacio de configuracién del dngulo diédrico (regiones
permitidas o favorecidas). Esto debido a los choques estéricos que se producen
entre los atomos de los residuos, principalmente por las cadenas laterales. De
forma que aquellos dngulos que provoquen choques estéricos en la estructura
haran que el residuo al que pertenecen aparezca en una region no permitida del
grafico de Ramachandran.®” Esto conlleva a que este grafico sea considerado como
un muy buen indicativo de que la estructura aun no se encuentra correctamente
optimizada cuando se observan muchos residuos de la proteina en las zonas no

permitidas.

e Desviacion cuadratica media (RMSD): Se emplea comtinmente para evaluar la
estabilidad de los cambios conformacionales a través del tiempo, siendo efectivo
en el andlisis de las trayectorias de dindmicas moleculares. Es un buen indicador
para determinar cuando la estructura ya esta en el equilibrio, comprobar si es que
la minimizacién o dindmica se ha realizado eficientemente e incluso nos facilita
el poder agrupar conformaciones similares. Por otro lado, esta grafica es usada
en las predicciones de estructuras proteicas para evaluar la coincidencia entre la
estructura modelada y la obtenida por técnicas de rayos X o NMR, asi como
en los cédlculos de acoplamiento donde se puede escoger las conformaciones méas
parecidas a las nativas partiendo de muchas conformaciones acopladas. Asimis-
mo, el RMSD permite la comparacion entre la estructura de la proteina plegada
nativa y su estructura total o parcialmente desplegada, permitiendo identificar
la existencia de un cambio conformacional. Por ultimo, ayuda a identificar los
cambios estructurales producidos después de una o varias modificaciones a una
proteina.® En resumen, segin Carugo y Pongor®® el cilculo de RMSD es la des-
viacién cuadratica media de la distancia calculada entre atomos equivalentes de

dos estructuras y esta definido como:

(1.1)

donde d es la distancia entre cada uno de los n pares de atomos en dos estructuras
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superpuestas. Cuando el resultado de la férmula es 0 o cercano a 0 las estructuras
son idénticas o muy parecidas entre si, mientras que un valor muy lejano de dicho
numero indicaria que hay notorias diferencias en la posicion de los a&tomos de una

estructura respecto a la otra.

e Fluctuacién Cuadratica Media (RMSF): Este andlisis permite observar qué re-
giones, residuos o atomos de la proteina se mueven durante una simulacion, per-
mitiendo conocer las zonas que aun no se encuentran estables o incluso evaluar
si es que algtn ligando o residuo cercano es capaz de afectar la flexibilidad de la
proteina en determinada zona?. La obtencién de esta propiedad da un valor que
puede ser comparado al factor-B obtenido mediante rayos X, el cual es indicador
de la existencia de un desorden estatico y uno causado por las vibraciones que
genera la temperatura en un sistema. Se puede calcular facilmente tras haber
realizado una dinamica con un sistema que incluya una proteina. Normalmente,
el analisis solo se lleva acabo midiendo la fluctuacion de los carbonos alfa de la

91,92

proteina®~”*, por lo tanto el calculo de este valor se realiza segtiin la siguiente

ecuacion:

N

RMSF — J %Z(mi(]’)— <z >) (12)

donde z es la posicion del residuo (dtomo C-alfa) ¢ en la trayectoria de la dindmica

j y <> describe el promedio sobre toda la trayectoria®s.

e Radio de Giro (Rg): Este parametro esté directamente relacionado con el tamano
de la proteina a analizar. De forma que el valor obtenido de la resoluciéon de la
ecuacién debajo descrita sufre cambios cuando la forma o el tamano del objeto

en estudio se ve alterado?%%.

N
2 ~1 2

R, =N Z(n —7ry) (1.3)
i=1

donde N es el numero de residuos de aminoacidos, mientras que r; y r; son

todas las posiciones del centro de masa del i-ésimo residuo y de la proteina,

respectivamente. Usualmente, un menor valor del radio de giro suele ser indicador

de una proteina plegada. A lo que un mayor puede significar que la proteina esté

perdiendo su conformacién o desnaturalizdndose®.

e Interacciones de enlace de hidrégeno: Este analisis permite identificar el niimero

de enlaces de hidrogeno que existen en la proteina asi como visualizar como este
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numero varia con el tiempo de la dinamica. Dado que los puentes de hidrégeno
contribuyen con la formacién de estructuras secundarias en las proteinas, es im-
portante tomar en cuenta la variaciéon del niimero de estos enlaces durante una
simulacion, ya que un menor valor podria indicar la pérdida de la conformacion

estructural de la proteina que se esta evaluando. "%,
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Lugar de ejecucion

Este proyecto de tesis se trabajé en el Centro de Investigaciéon en Ingenieria Mole-
cular (CIIM) ubicado en las instalaciones de la Universidad Catélica de Santa Maria,

Arequipa, Per.
2.2. Detalles Computacionales

2.2.1. Hardware

Se hizo uso de una estacién de trabajo ( WorkStation), con un procesador E7 de 3.1
GHz, con una memoria RAM de 64Gb, 3 discos duros de 1, 4 y 6TB y dos tarjetas
aceleradoras de video GeForce GTX 980.

2.2.2. Softwares

Gromacs 2019.2

GROMACS? es un software de cddigo abierto que permite realizar simulaciones de

dindmica molecular y calculos de minimizacion de energia desde una terminal. Este

2Disponible en:http://gromacs.org
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se usa para trabajar principalmente con proteinas o biomoléculas, aunque también ha
sido optimizado para trabajar con sistemas no bioldgicos. Las principales ventajas que
ofrece este programa son la variedad de campos de fuerza que pueden ser utilizados
y el alto rendimiento que otorga sus algoritmos de paralelizacién y la aceleraciéon de

CPU-GPU integrados al programa®’.

UCSF Chimera Alpha Linux

El programa UCSF Chimera® es un visualizador de estructuras construido en C++ y
Python, que ademas es de acceso libre. Se encuentra dividido en un niicleo y extensiones.
El primero se encarga de realizar tareas sencillas, como seleccionar, mover, y juntar
modelos, asi como permitir diferentes visualizaciones graficas. Mientras que el segundo
permite extender las capacidades que tiene Chimera para otro tipo de necesidades. Su
ventaja estd en el amplio nimero de archivos de estructura que puede leer y su interfaz

sencilla de manejar!®,

VMD

VMDe€ es un programa de codigo abierto construido en C++ que permite visualizar
graficos moleculares, principalmente biomoléculas, otorgandoles diferentes tipos de re-
presentacion, para que puedan ser guardados como imégenes de alta calidad. Ademaés,
ha sido disenado especialmente para poder mostrar una animacion de las trayecto-
rias generadas por simulaciones de dindmica molecular, facilitando la evaluacion de
los sistemas de estudio. Este programa también cuenta con la posibilidad de trabajar
acoplado a programas de simulacion de dinamica molecular y visualizar las estructuras

en el proceso 't

MEGA X

El programa libre de Anélisis Genético Evolutivo Molecular® (MEGA, por sus siglas
en inglés) presenta herramientas que permiten realizar alineamientos de secuencias,
inferir arboles evolutivos, estimar distancias genéticas y de diversidad, entre otras apli-
caciones. Sus mayores ventajas se ven evidenciadas en la ultima versién, X, que ha
sido optimizada para mejorar el consumo de memoria RAM y acelerar el rendimiento

del programa. MEGA X esta disefiado para funcionar en los tres principales sistemas

PDisponible en: hittps://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
“Disponible en: https://www.ks.uiuc. edu/Research/vmd/
4Disponible en: hittps://www.megasoftware.net/
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operativos del mercado, Windows, Linux y Mac, ademas de contar con una interfaz

sencilla y moderna organizando los diferentes analisis en grupos légicos!%2.

PyMOL

PyMOLS es un visualizador molecular basado en una fundacién de cédigo abierto,
desarrollado por el grupo de trabajo Schrédinger, LLC. Puede ser instalado en cualquier
sistema operativo y cuenta con una interfaz grafica moderna y sencilla que permite la
obtencion de imégenes de alta calidad. Ademas, tiene muchas funciones para mejorar

la edicién y visualizacién de estructuras en 3D 03,

DoGlycans

DoGlycans es un software que permite construir y modificar carbohidratos y sus
polimeros, glicoproteinas y glicolipidos. Su ventaja reside en que ademas de generar la
estructura final también brinda la topologia de la misma para que esta pueda ser traba-
jada con Gromacs. Por el momento, el programa solo puede trabajar con las unidades
de azicar que se encuentran definidas en su propio campo de fuerza GLYCAM y para
el caso de la glicosilacion de proteinas, las topologias que genera solo son compatibles
con los campos de fuerza de AMBER y OPLS. En este trabajo de investigacion solo
se ha utilizado la glicosilacion de proteinas pero es importante indicar que la topolo-
gia generada para glicolipidos solo se puede usar con OPLS y para los polimeros de
carbohidratos solo se puede usar con GLYCAM %4,

2.2.3. Servidores Web

NCBI

La péagina del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus
siglas en inglés) contiene recursos para obtener informacién y datos gendmicos, ge-
néticos y biomédicos, con fuentes que incluyen las bases de datos de GenBank y
PubMed!%. Dentro de la informacién contenida en este portal (ubicado en https://
www.ncbi.nlm.nih. gov/) se puede encontrar desde secuencias genéticas, dominios, es-
tructuras proteicas y analisis taxonémicos hasta libros, articulos cientificos, tutoriales

y cursos relacionados a la biologia molecular, entre otras areas. Toda esta informaciéon

¢Disponible en: https://pymol.org/2/
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tiene como proposito la difusion del conocimiento dentro de la comunidad cientifica.

UniProt

UniProt presenta una amplia coleccién de secuencias y datos para mas de 120 mi-
llones de proteinas. Este servidor esta construido con informacién recolectada de in-
vestigaciones reconocidas y confiables, ya sea a través de bases de datos biologicas o
por extraccién de textos. Ademads, en sus publicaciones mas recientes se han incluido
nuevas formas de visualizacion de datos para las diferentes proteinas, dentro de las que
se encuentras las opciones de ubicacién celular, estructura molecular e interacciones !,

Se puede acceder a este servidor desde: https://www.uniprot.org/
Protein Data Bank

El Banco de Datos de Proteinas (PDB,por sus siglas en inglés) contiene una gran
cantidad de estructuras proteicas, que siguen incrementandose cada dia, obtenidas por
métodos de rayos-X, NMR, microscopia crioelectronica y modelamiento teérico. De esta
forma, el objetivo principal de este servidor es facilitar el uso y andlisis de estructuras™,
ofreciendo no solo archivos con definicién estructural, sino también secuencias FASTA
y articulos relacionados. Es importante mencionar que estas estructuras se encuentran
clasificadas por organismo, resolucion, fecha de publicaciéon, método de obtencion, entre
otras caracteristicas, que facilitan la busqueda de proteinas de interés. Para visitar dicha

base de datos se puede ingresar a: https://www.rcsb.org/
SWISS-MODEL

El servidor de SWISS-MODEL, https://swissmodel.expasy.org/ , tiene como prin-
cipal funcién el facilitar la obtencién de estructuras tridimensionales de proteinas me-
diante la modelacion por homologia a partir de su secuencia aminoacidica. Para ello,
consta de diferentes tipos de formas para realizar el modelamiento. Algunas de estas
son permitir que el servidor busque las secuencias a usar como molde o subir en formato
.pdb una estructura seleccionada previamente para que Swiss-Model la use como tal.
Por otro lado, el procedimiento que realiza este servidor hasta obtener la estructura
final se basa en seleccionar un molde, realizar el alineamiento eliminando moldes no
adecuados, construir el modelo, reconstruir las cadenas secundarias y realizar un mi-
nimizacion de energia con el campo de fuerza GROMOS, para finalmente reportar los

modelos disefiados con sus respectivas evaluaciones y calificaciones!07.
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PEP-FOLD3

El servidor de PEP-FOLD3 permite la determinacién estructural de pequenos pép-
tidos que consten de 5 a 50 aminoacidos mediante la modelacion de novo. Para la
cual primero utiliza un método probabilistico conocido como alfabeto estructural, ge-
nera la estructura tridimensional y al final, calcula la mejor descripcion conformacional
usando algoritmos estandar Hidden Markov Models. Este programa solo requiere de la
secuencia aminoacidica de la proteina, ya sea libre en solucién o interactuando con una
proteina, para ofrecer en pocos minutos las estructuras de los mejores modelos ordena-
dos por calificaciéon y con la posibilidad de poder visualizarlos en 3D desde la web!%®.
El ingreso al servidor se realiza mediante el siguiente link: https://mobyle.rpbs.univ-
paris-diderot.fr/cgi-bin /portal.py#forms:: PEP-FOLD3.

Ab Initio Domain Assembly Server (AIDA)

El servidor de AIDA permite el ensamblaje de proteinas con dominios continuos y
discontinuos sin imponer un limite de cantidad, para lo cual solo es necesario ingresar la
secuencia fasta y las estructuras a unir. También puede utilizarse para el modelamiento
y ensamblaje de proteinas multidominio donde se puede comenzar directamente desde
la secuencia fasta. Por otro lado, es posible definir en este servidor de forma opcional las
restricciones de distancia que deben haber entre los dominios'?”. Este servidor mantiene
rigidas las estructuras ingresadas durante la minimizacion pero las zonas de union total-
mente flexibles, haciendo posible la determinacion de la mejor posicion de los dominios
y la correcta unién entre estos, dando como resultado una sola estructura considerada

como la correcta. AIDA se encuentra alojado en: http://aida.godziklab.org/.

3DRefine

3DRefine, alojado en http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/ , es un servidor que
permite optimizar las estructuras de una sola cadena. Para ello utiliza un protocolo
iterativo que realiza optimizaciones de los enlaces de hidrégeno y una minimizacién de
energia de la estructura ingresada. Este proceso se realiza 5 veces después de haber
ingresado la estructura inicial, de forma que se puedan obtener 5 modelos diferentes
con sus respectivas calificaciones métricas que incluyen, por defecto, GDT-TS, GDT-
HA Y RMSD, mas dos opciones que se pueden especificar al momento de ingresar la
estructura, las cuales son RWplus y Molprobity1?. Todos los modelos finales pueden

ser visualizados desde la web y descargados segtin se desee.
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CHARMM-GUI

El servidor de CHARMM-GUI (http://www.charmm-gui.org/) permite la genera-
ciéon de archivos que pueden ser utilizados en dindmica molecular usando el campo
de fuerza CHARMM. Su ventaja reside en ofrecerle al usuario la capacidad de editar
sus estructuras de forma sencilla mediante una interfaz grafica, disminuyendo asi los
errores triviales ya que cualquier error en el diseno del sistema podra ser corregido
regresando al paso anterior, y también, permitiendo la obtencién de resultados con
mejor calidad. Los nuevos sistemas generados se pueden descargar a la maquina del
usuario y asi comenzar con la dindmica requerida!!'. En la presente investigacién se
uso especificamente la opcién que permite la construccién de membranas a través de 6
pasos, los cuales consisten en ingresar la estructura a trabajar, orientarla, determinar el
tamano del sistema, generar los componentes elegidos por el usuario, para finalmente,
ensamblarlos y brindar la estructura lista para ser equilibrada con un script disenado

por el mismo programa 2.

Quark Online

Este servidor, al que se puede ingresar mediante el enlace https://zhanglab.ccmb.
med.umich.edu/QUARK/, funciona de forma similar a PEP-FOLD3 permitiendo la de-
terminacion de modelos tridimensionales usando una prediccion ab initio. No obstante,
este permite ingresar secuencias de hasta 200 aa y utiliza un método que se basa en
extraer fragmentos pequenos de hasta 20 aa de proteinas no relacionadas y mejorar
su seleccién mediante caracteristicas importantes como el alineamiento de secuencias
y la concordancia entre puentes disulfuro!*?. Por otro lado, para poder realizar la pre-
diccion es necesario registrarse en el servidor y contar con la secuencia FASTA de la
estructura. Cuando los resultados estén listos, las estructuras finales son enviadas al

correo registrado.

GlyProt

Este servidor web http://www.glycosciences.de/glyprot/ permite la adiciéon de
N-glicanos a estructuras proteicas en formato PDB. Su ventaja principal es la interfaz
amigable del programa que facilita grandemente la tarea de agregar glicanos. El progra-
ma también evalia la factibilidad de que un glicano pueda ser agregado a una secuencia
Asn-X-Ser/Thr mediante una evaluacion previa de la unién del glicano MangN a la

proteina a trabajar y de esta forma descarta las conformaciones no viables, que son to-
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das aquellas que se solapan con la estructura proteica. Una vez el programa determina
qué regiones de la proteina pueden contener glicanos, ofrece la opcién de adicionarlos
usando una estructura tipica, una estructura especifica que se encuentre en la base de
datos del programa o construir una desde cero usando la nomenclatura [IUPAC. Al fina-
lizar, el programa brinda una estructura en formato PDB que ya contiene los glicanos
anadidos en las regiones indicadas e incluso es posible visualizar algunos parametros
fisicoquimicos de la proteina no glicosilada y la que se ha glicosilado que demuestras

los cambios ocurridos por efecto de adicionar los glicanos!'4.

MolProbity

MolProbity http://molprobity.biochem.duke.edu/ es un servidor web que per-
mite realizar diferentes analisis de validacion a una estructura a partir de sus coorde-
nadas, ya sea subiéndola al servidor o ingresando su cédigo PDB o de la base de datos
NDB. Dentro de las funciones que presenta se encuentra la adiciéon de hidrégenos,
analisis de contacto de todos los atomos, generacion del diagrama de Ramachandran,
analisis de rotameros, analisis de geometria covalente y analisis de acidos nucleicos,
ademas de muchas otras. Por otro lado, MolProbity brinda un puntaje que provee
informacion sobre la calidad de la proteina y se obtiene al combinar los puntajes de
choque, el porcentaje de &tomos en zonas no favorecidas de la grafica de Ramachandran
y el porcentaje de rotameros defectuosos de las cadenas laterales, donde un puntaje
menor que el de una resolucién cristalografica de la misma estructura indica un modelo

de mejor calidad!'?.

2.3. Meétodos

2.3.1. Obtencion de las secuencias de interés

El primer paso para poder disefiar la estructura de una proteina es contar con su
secuencia aminoacidica completa. Por ello, se realiz6 la busqueda de la secuencia del

Receptor de Insulina Humana en las bases de datos del NCBI y Uniprot.

2.3.2. Construccion de segmentos

Se realizé la busqueda de las estructuras tridimensionales del ectodominio y seg-

mento intracelular mas recientes en la base de datos del Protein Data Bank. Estas
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estructuras se descargaron y abrieron con el visualizador Chimera para eliminar aguas,
iones, ligandos y estructuras no deseadas, dejando solo la estructura de un monémero.
Luego, mediante el uso de un script! se obtuvo la secuencia FASTA correspondiente a

dichas estructuras.

La secuencias obtenidas se alinearon con la secuencia del IR en Mega X usando el al-
goritmo MUSCLE (Align >Edit/Build Alignment >Create a new alignment >Protein)
y se compararon para escoger los mejores modelos. Una vez seleccionados, se anoté las
secuencias de los segmentos que faltaban ser modelados. Estas se ingresaron a un servi-
dor de prediccion de novo de estructuras, para cuya eleccion se tomo en consideracion

el tamano de la secuencia a predecir segtn el siguiente criterio:

e Secuencia menor a 50 aa: PEP-FOLD 3. El servidor brindara una numerosa lista
de modelos ordenados por el puntaje que se haya seleccionado al momento de
ingresar la secuencia. El mas utilizado, y el que se usé en esta investigacion, es el
sOPEP. Este puntaje se refiere a la energia obtenida con una version modificada
del “Optimized Potential for Efficient Structure Prediction (OPEP)”'6 que se
ha unido a un algoritmo para ayudar a disminuir los problemas estéricos®!?,
por lo que un menor valor serd indicativo de un modelo estéricamente mejor

desarrollado.

e Secuencia mayor a 50 aa pero menor de 200 aa: Quark Online. Este servidor ofrece
5 modelos, sin embargo, su desventaja reside en que no tiene una calificacion para

escoger entre los modelos y la eleccion dependera en su totalidad del usuario.

Los segmentos obtenidos se unieron a sus respectivos dominios usando dos metodo-
logias segtin el tamano de los segmentos a unir y la posibilidad de que se originara un

cambio conformacional notable.

Para los segmentos pequenos o con poco riesgo de alteracion de las posiciones origi-
nales se utiliz6 el servidor de AIDA que permite el ensamblaje de dos o mas estructuras
proteicas de forma sencilla. Para ello, en el punto 1 de la pagina se ingreso la secuencia
FASTA de los segmentos a unir. Luego, los archivos .pdb con los modelos correspon-
dientes se comprimieron en un solo archivo .zip y se subieron al servidor en el punto 2.

La opcién 3 se dejé desmarcada y no se subi6é ningtin archivo al punto 4 ya que no es

fDesarrollado por Pierre Poulain y obtenido de: https://cupnet.net/pdb2fasta/
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necesario. Finalmente, se dio click en Submit y se obtuvo un tinico modelo en formato
.pdb. La interfaz del servidor descrito se puede observar en la Figura 2.1.

AIDA: Ab Initio Domain Assembly Godzik | ah

Server

Please be advised that we have recently moved our server to a new location. We tried our best to fully test all functions on the website, but if something does not work for
you please let us know.

Using knowledge-based ab initio potential, AIDA attempts to find the best di in arr ts while maintaining chain connectivity. The structures themselves are
kept rigid during the energy minimization simulation, tmatmg nnly the link regmns as completely flexible. The AIDA server is able to work with proteins containing
discontinuous domains by fixing the relative positions of the disc ins. The server also supports structure assembly from sequence only. To do this
uncnwrﬂl s:quﬂu:e dnmams are 1Leral1vely split to ahgn wnh t]le PDB template found by the FEAS-3D fold recogmtlon program. Furthermore, AIDA also supports

r -g) i pr ing a final fying pecified inter-d in distance r

1). Please paste the full amino-acid sequence in fasta format.(sample input)

1@ 5 28 o 3| : 48 c 58 o 68 5 i) < :l:) . a8 . __le8 - 118 . 178 - 138 - 148

2). Please upload compressed domain models (pmodel1.pdb, pmodel2.pdb...pmodeln.pdb) in one file (*tar.bz2, *.tar.gz, *zip, *.bz2 or *.gz) (optional). (sample input)

Coordinates of few residues in the two ends of each domain structure could be deleted to make the assembly more flexible. No gap is allowed in the middle of each domain
structure.

Numbering of each residue in domain structures is its position in the full-length sequence. Download the package and run "renumber” program to handle it.

No s eligo archivo

3). O check this box only if you upload three domain models and pmodel1.pdb+p del3.pdb ¢ itute a disconti domain. explanation

4). Please upload Car distance restraints to assist assembly (optional). (sample input)

No se eligio archivo

5). Email: {optional, where result will be sent to)

Submit

Figura 2.1: Interfaz de AIDA.
Obtenida de: http://aida.godziklab.org/

Posteriormente, esta estructura debe ser refinada para evitar superposiciones o erro-
res estéricos, lo cual se realizo en 3DRefine. En este servidor se ingreso la estructura
ensamblada y ademas se marcé las opciones de realizar anélisis con MolProbity y RW-
Plus. Una vez procesado el trabajo, el sistema ofrecera 5 modelos en formato .pdb con
sus respectivas calificaciones. La seleccién del modelo adecuado dependera enteramente
del objetivo que se quiera conseguir, si se desea un modelo fisicamente mas realista se
debe observar los valores de MolProbity donde un valor méas pequeno sera el mejor.
Por otro lado, si se quiere modelos con mejor calidad, valores bajos de 3DRefineScore
y RWplus garantizaran esto. Por ltimo, los valores de GDT-TS, GDT-HA y RMSD
son indicadores de cuanto difieren las estructuras refinadas respecto a la original, de
forma que para las dos primeras clasificaciones valores altos indican un refinamiento
conservativo, mientras que valores altos de RMSD son indicadores de un refinamiento

agresivo.

En cuanto a las estructuras grandes o con posiciones que deben mantenerse para,
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por ejemplo, evitar rotura de enlaces, se utilizé el programa UCSF Chimera ya que
este cuenta con la opcién de unir modelos de forma manual. Para conseguirlo, las
estructuras a unir se abrieron en una misma sesiéon y se acercd una, seleccionandola
primero, hasta la posicién de enlace con la otra usando la opcién Tools >Movement
>Movement Mouse Mode >Move Selection. Una vez posicionadas, se seleccionaron los
aminoacidos que van a ser unidos para, posteriormente, mostrar sus atomos y ocultar
la estructura de cinta en Actions >Atoms/Bonds >Show y Actions >Ribbon >Hide,
respectivamente. A continuacion, se seleccionaron los atomos que van a formar parte
del enlace amino y se unieron usando la opcién de Join Models >C-N peptide bond
dentro de Tools >Structure Editing >Build Structure. En esta opcion si los atomos
seleccionados pueden ser utilizados para formar un enlace amino el boton Apply se
encontrara activo y se procederd con la unién de los modelos, como se puede observar
en la Figura 2.2. Finalmente, la estructura se guardé en formato .pdb ingresando a
File >Save PDB. Cabe indicar, que esta misma metodologia se utiliz6 para unir los
segmentos que conforman el monémero del IR. Como dato adicional, puede darse el
caso que la estructura anadida se encuentra en una posiciéon no adecuada para unir el
siguiente segmento o se solapa con otras cadenas, esto se puede corregir seleccionando
la parte cuya estructura se quiere mover y usando la herramienta de Mouse Selection
mencionada anteriormente. Para este tipo de modificacién hay que tener cuidado ya
que se pueden formar dngulos no viables naturalmente, no obstante, es posible corregir

algunos de estos errores durante la posterior optimizacion.

La adicién de segmentos puede causar una numeracion incorrecta de los residuos en
el archivo .pdb, por ello es importante que antes de realizar la construccién del dimero
se haga una renumeracion, esto se consigue utilizando el comando de Gromacs que se

observa a continuacion:

gmx editconf -f "nombre_del_monomero".pdb -o "nombre_del monomero".pdb

-resnr 1

Dicho comando indica que la renumeracion debe comenzar desde el niimero 1, este

puede ser cambiado al que se desee segiin la descripcion de la estructura trabajada.
En caso el monémero cuente con mas de una subunidad, como en este trabajo, es

importante dejarlo establecido en el archivo .pdb, poniéndole una letra diferente a cada

una y colocando la palabra TER al final de las cadenas involucradas.
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A

Build Structure

Join Models —

" C-N peptide bond
Form
" other bond

Form bond between selected C-terminal carbon
and N-terminal nitrogen as follows:

GC-N length:|1.33
Co-C-N-Ca dihedral (w angle):|180.0

C-N-Ca-C dihedral (¢p angle):|-120.0
(Existing N-Cai-C-N dihedral () angle): -36.3)

Move atoms on selected N atom ~— |5|'de

(Sedected atoms must be in different models and each bonded to exactly one carbon atom)
[exception: N-terminal profine nitrogen can be bonded to two carbons]

Apply

Close | ﬂl
00

Figura 2.2: Cuadro de didlogo de la opcién Build Structure en UCSF Chimera %0,
2.3.3. Optimizacion con una bicapa lipidica

Uno de los segmentos, el que atraviesa la membrana celular, se optimiz6 usando
una bicapa lipidica. Esta se construyo haciendo uso del servidor CHARMM-GUI en la
seccion de construccion de membranas €. Aqui lo primero a realizar fue subir el archivo
.pdb del segmento objetivo ya refinado en Protein/Membrane System >Seleccionar
archivo y marcar la opciéon de PDB en PDB Format. Luego, se le dio click a Next Step:
Select Model/Chain. En el siguiente paso se puede seleccionar los modelos que se desean
trabajar, dado que solo se estaba trabajando con un modelo no fue necesario modificar
nada en esta seccién y se prosiguio con el siguiente paso Next Step: Manipulate PDB.
En este paso tampoco se marcd ninguna opcion pues solo se buscaba optimizar la
estructura mas no realizar cambios en ella. Se continu6 con el siguiente paso Next Step:
Generate PDB and Orient Molecule.

En este paso se le permite al usuario escoger entre 4 opciones para alinear la proteina
respecto a la membrana como se puede observar en la Figura 2.3. La primera opcion
utiliza la orientacién que tiene la proteina en el archivo subido, en la segunda se va a

alinear el eje principal de la estructura a lo largo del eje Z, en la tercera se usa 2 aa como

¢Direccién para la construccién de membranas:http: //www. charmm-
gui.org/?doc=input/membrane.bilayer
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inicio y final del segmento que debe ser alineado en Z, por ende, el que estard contenido
en la membrana, y la tltima, usa un servidor asociado para predecir cual es la mejor
orientacion de la proteina respecto a la bicapa. Dado que se conocian los residuos que
corresponden al segmento transmembrana, se escogié la tercera opcion Align a Vector
(Two Atoms) Along Z para la presente investigacion. El resto de las opciones se dejaron

como estaban y se continué con Next Step: Calculate Cross-Sectional Area.

En el siguiente paso, lo primero a realizar fue revisar la estructura que se generd, para
ello se le dio click a (view structure ubicado al lado de Oriented PDB: step2__orient.pdb.
De esta forma se puede comprobar que la estructura esté ubicada correctamente, ade-
mas en la parte inferior, debajo de Calculated Cross Sectional Area, se podra observar
una grafica en la que se indica el area que estara dentro de la membrana, asi como
la extracelular e intracelular. De no haberse obtenido la estructura deseada se puede

regresar al paso anterior para realizar las modificaciones correspondientes.

Una vez se asegur6 que el segmento deseado se encontraba dentro de la membrana
se continud con las opciones de System Size Determination Options en la que se pueden
anadir los lipidos que se deseen en la membrana. En este caso se escogieron las siguientes

opciones dentro de Heterogeneous Lipid:

e [.Box Type: Rectangular
o 2.Length of Z based on: Water thickness

o 3.Length of XY based on: Numbers of lipid components

Por otro lado, el servidor ofrece una amplia gama de lipidos para construir la mem-
brana y su seleccién va a depender del usuario, en este caso se decidié trabajar con
los dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en ambos lados de la bicapa, como se puede ob-
servar en la Figura 2.4. El nimero de lipidos va a variar segun el sistema trabajado
y podra ser establecido basandose en trabajos previos. En este trabajo de tesis se co-
menzo6 agregando como base 128 moléculas lipidicas y, segtin la informacion brindada
por Show the system info en la parte superior de la tabla, fue necesario agregar lipidos
en la zona requerida, ya que se recomienda mantener una area similar en ambos lados
de la membrana. Si esta no muestra ninguna advertencia se puede continuar con el

siguiente paso Next Step: Determine the System Size.

Aqui también fue necesario evaluar la estructura obtenida, para ello se le dio click
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Computed Energy:

Piease beware of that the computed energy is CHARMM single-point energy and is displayed fo make sure all the coordinates

are defined.

ENER ENR: Ewal# ENERgQY pelta-E GRMS

ENER INTERM: BOND= ANGLES UREY-b DIHEdrals IMPROpErs
ENER CROSS: CMAPS PMF1D PMF2ZD PRIMD

ENER EXTERM: VDWaals ELEC HBEONdS ASP USER
ENER> ©  2419.893778 6. 28068 228.99513

ENER INTERM=> 266.84205 218. 82544 38.30766 617. 26843 @.87437
ENER CROSS> 17.61321 6. 08088 ©.08088 0.89088

ENER EXTERMN=> 1566.86353  -248.27780 . 68608 0.esE88 . 68688

Orientation Options: g

This option is suggested for an oriented structure from

() Use PDB Orientation http:ifopm.phar.umich.edu

) Align the First Principal Axis

This option is suggested for small helical bundle or homo-oligomer.

Along Z

() Align a Vector (Two Atoms) This option is suggested for an irregular, hetero-oligomer.
Along Z

1 Use PPM Server This option submits an input structure on

http:/fopm.phar.umich.edu/ppm_server
It may take some minutes depending on protein size.

Positioning Options:

) Rotate Molecule respecttothe X axis| | Degree
) Rotate Molecule respecttothe Y axis| | Degree
() Translate Molecule along Zaxis| | Angstrom

(] Flip Molecule along the Z axis

Area Calculation Options:

[ Generate Pore Water and Measure Pore Size

Mext Step:
Calculate Cross-Sectional Area

Figura 2.3: Configuracién de la orientacién de la proteina en la membrana.
Obtenido de:http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

a view structure ubicado al lado de step3 packing.pdb en Packing Simulation. Con la
estructura analizada se continué en System Building Options y se escogi6 la tnica op-
cién activa para el sistema que era Replacement method. Seguidamente, en Component
Building Options se marc6 ambas opciones de Include Ions >Add neutralizing ions e

Ion Placing Method >Distance y se continué con Next Step: Build Components.

El paso 4 verifica que no haya problemas de interaccién entre los lipidos y la mem-
brana evaluando si hay colas de lipidos que traspasan la superficie de la proteina o si
pasan a través de los grupos ciclicos. Si este es el caso, se podra leer la informacion en
Protein surface penetration y Lipid ring penetration. De no haber problemas se puede
continuar con el siguiente paso en Next Step: Assemble Components, esto guiard a una

seccion donde se puede visualizar el sistema en el apartado de Component PDB. Si no
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Charge Tail Info. # of Lipid on # of Lipid on  Surface

Lipid Type [e] [snl/sn2] Images Upperleaflet Lowerleaflet Area

» Sterols

» PA (phosphatidic acid) Lipids

v PC (phosphatidylcholine) Lipids
DDPC 0 10:0/10:0 image] o ] E | [eex |
DCPC 0 11:0/ 11:0 limage] o ] [0 | [ea1 |
DLPC 0 12:0/12:0 limage] L ] [0 | [e42 |
DMPC 0 14:0/ 14:0 limage] o ] E | [6a1 |
DPPC 0 16:0 / 16:0 limage] [128 | [e30 |
DSPC 0 18:0/18:0 limage] o | o | [es8 |
PSPC 0 16:0/ 18:0 Image] o ] [0 EE |
POPC 0 16:0/18:1 image] o ] E | [es3 |
PLPC 0 16:0/18:2 image] o ] o | [es2 |
PEPC 0 16:0/ 22:1 limage] o ] [0 | [ess |
SOPC 0 18:0/ 1811 limage] L ] [0 | [es2 |
SLPC 0 18:0/ 18:2 limage] o ] [0 | [es2 |
DRPC 0 14:1/14:1 limage] o ] o | [e70 |
DYPC 0 16:1/16:1 limage] o ] o | [670 |
YOPC 0 16:1/18:1 limage] ] o | [s70 |
DOPC 0 18:1/18:1 image] o ] o | [e97 |
OEPC 0 18:1/22:1 limage] o ] [0 | [ess |
DUPC 0 18:2/18:2 limage] o ] [0 | [7o0 |
DGPC 0 20:1/20:1 limage] N 0 | [es7 |
DEPC 0 221§ 221 limage] o | o | [es5 |
DNPC 0 24:11 2411 limage] o | o | [e23 |
DLiPC 0 18:2 1 18:2 [image] ] o | [es2 |

Figura 2.4: Configuracién de la distribucion de lipidos en la bicapa lipidica.
Obtenido de: http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

hay cambios a realizar se puede continuar con el siguiente paso, Next Step: Assemble
Components en el que se van a ensamblar todos los componentes desarrollados hasta el

momento y asi generar el archivo que se desea para optimizar y equilibrar la estructura.

En el paso 5, se escogieron los parametros del campo de fuerza con el que se trabajara
el equilibrio de la estructura. En Force Field Options se seleccion6 CHARMMS36, Input
Generation Options >GROMACS y en FEquilibration Options se marcd las opciones
Generate grid information for PME FFT automatically y NPT ensemble. Finalmente,
se especificd la temperatura promedio del cuerpo humano que es 309.65 K. Realizado

esto, se continué con Next Step: Generate FEquilibration and Dynamics Inputs.

Se descargo los archivos generados en la opcion download.tgz. Este archivo al ser

descomprimido contara con todos los elementos necesarios para realizar la optimizacion
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y equilibrio NPT del segmento ingresado dentro de la carpeta gromacs. Esta carpeta
contiene también un script de nombre README que facilitara el procedimiento, ya que
a este solo se le necesita dar permisos de ejecucion y ejecutarlo para que la optimizacion
se realice de forma automatica. Los permisos se concedieron desde una terminal y luego

se ejecuto el comando:

./README

Dado que todos los procesos son iniciados de forma automatica, solo se necesita
esperar que terminen para lo cual se de debe estar visualizando la terminal abierta.
Una vez terminado el procedimiento, se generé un archivo .gro con el nimero del
paso final de la dinamica. Este archivo se puede convertir a formato .pdb utilizando el

comando:

gmx editconf -f "archivo_final".gro -o "cualquier_nombre".pdb

Finalmente, el archivo .pdb se abri6 con el visualizador UCSF Chimera, donde en
Select >Residue se selecciond la opcién all nonstandar y luego Actions >Atoms/Bonds
>Delete para eliminar la membrana, las aguas y iones agregados con CHARMM y asi

guardar la estructura optimizada y limpia.

2.3.4. Descripcion de enlaces

Es necesario verificar que los enlaces ya existentes en la estructura se hayan conser-
vado a pesar de las adiciones realizadas. Los mas importantes en este trabajo son los
enlaces disulfuros y pueden ser visualizados en Chimera colocando el comando disp:

cys en Favorites >Command line con la estructura previamente abierta.

En el archivo .pdb de las estructuras originales utilizadas como modelo se puede
visualizar una seccion que tiene la descripcion SSBOND donde se indican los enlaces
disulfuros descritos en dicha estructura. Estos deben ser reconocidos por Gromacs para
que puedan conservarse unidos, por lo que la comprobacién de esto se realizé utilizando
el comando que permite generar el archivo de topologia de la proteina ingresada, el

cual es el siguiente:
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gmx pdb2gmx -f "monomero_renumerado".pdb -o "monomero_renumerado".gro

-ss -merge all -chainsep ter

Usando la instruccién -ss del comando, el programa preguntard si se quiere unir
determinados azufres para formar el puente disulfuro, -merge all unira todas las cadenas
en una sola topologia y -chainsep ter indicara que en cada TER termina una cadena.
Con esto se comprobd que los enlaces descritos en los .pdb iniciales fueran reconocidos
por Gromacs y se observo si existian nuevos enlaces como resultado de las estructuras

anadidas.

Los enlaces que no fueron reconocidos por el programa tuvieron que ser descritos
usando Chimera. Para ello, en la estructura con los atomos de las cisteinas activas,
se seleccioné 2 atomos de azufre que estuvieran involucrados en un enlace, luego se
ingresé al menu de Build Structure y se seleccioné la opcion de Adjust Bonds. Aqui, se
cambié la opcién de reasonable por all possible y se le dio click a Add. Seguidamente,
se selecciond el nuevo enlace creado y se ajusté su tamano a 2A para que pudiera
ser reconocido por Gromacs. Este procedimiento se repitié con todos los enlaces de la
estructura que no se encontraban declarados, tanto en el monémero como en el dimero
posteriormente desarrollado. Es importante mencionar que esta técnica solo se puede
realizar si es que los atomos iniciales no estan muy separados, de lo contrario podrian

crearse problemas en la simulacién.

2.3.5. Construccion del dimero

Para la construccién del dimero se creé una copia del archivo que contenia la es-
tructura del monémero desarrollada, esta se abrié en Chimera y en Tools >Structure
Editing >Change Chain IDs y se cambi6 las cadenas A y B por C'y D, y luego, se

guardé la estructura.

A continuacion, en el programa Pymol se abri6é los dos mondémeros y la estructura
dimérica del modelo inicial usado para construir el ectodominio. Usando la linea de co-
mandos de Pymol se ingres6 el comando observado a continuacién, donde monomerol
es el nombre del archivo con el monémero construido, monomero2 la copia del mono-
merol y, dimero, el ectodominio usado como modelo inicial. Chain A y C corresponden

a la identificacion de la subunidad « en el archivo original.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




» . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE .= §\~CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

align "monomerol" in "dimero", chain A

align "monomero2" in "dimero", chain C

Se elimino la estructura del dimero inicial y se guardo6 el dimero construido en File
>Fxport Molecule >PDB Options, marcando las opciones de Write segment identifier
(segi) column y Retain atoms ids, al presionar Save se cambi6 el tipo de archivo a PDB
(*.pdb *.pdb.gz).

2.3.6. Adicion de glicanos

La adicién de glicanos a la estructura del IR se realiz6 en dos partes. Primero,
se utilizo el servidor de GlyProt para evaluar que los sitios de glicosilacion descritos
se encontraran disponibles, asi como para obtener la descripcion estructural de los
glicanos. Y luego se utilizo el programa DoGlycans para obtener la topologia del sistema

y asi poder realizar la simulacion.

2.3.7. Optimizacion de la estructura completa del IR

Se construyo el sistema de trabajo con Gromacs, colocando a la proteina en el centro
de una caja triclinica con un volumen total de 11325.77 nm?. Esta se solvaté utilizando
el modelo de agua TIP4P1!8 y se afiadieron los iones sodio (Na™) correspondientes para
neutralizar el sistema. Una vez construido se procedié con la minimizaciéon donde se

uso el algoritmo "steepest descent'.

Antes de realizar la simulacién de dinamica molecular se realizaron dos equilibrios
del sistema. El primero fue usando un ensamble NVT (ntimero de particulas, volumen y
temperatura constante) a una temperatura de referencia de 309.65 K alcanzada con el
termostato v-rescale durante 50 ps, teniendo como constante de tiempo 0.1 ps . Luego,
se utiliz6 un ensamble NPT (nimero de particulas, presion y temperatura constante)
a la misma temperatura antes indicada y durante el mismo tiempo, usando un acopla-
miento de presiéon isotropico Parrinello-Rahman con una constante de tiempo de 2 ps 'y
presion de referencia de 1 bar. Para ambos casos se restringié la zona correspondiente a

la seccién transmembrana utilizando una constante de fuerza de 10000 kJ mol! nm™2.

Finalmente, se realizé una dindmica de 100 ns a partir de la estructura equilibra-

da usando un ensamble NPT a la misma temperatura que se trabajo los equilibrios
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anteriores y 1 bar de presién, usando un acoplamiento de presién isotrépico Berend-
sen con una constante de tiempo de 1 ps y comprensibilidad isotérmica de 4.5 x 10
bar!. Aqui también se mantuvo la restriccién de la regién transmembrana. Ademés
las interacciones electrostaticas se calcularon con el método de Ewald de malla de
particulas (PME)!'!? usando 1.2 nm para el corte electrostético de corto alcance y de
van der Waals. Asimismo, se aplicaron condiciones periédicas de contorno en las tres

dimensiones.

Tanto la simulacién de dinamica molecular como los equilibrios se realizaron con un
intervalo de tiempo de integracion de 1 fs y la informacion de salida de las energias se
guardaron cada 500 ps, mientras que la informacion de las trayectorias se guardaron

cada 500 ps para los equilibrios y cada 15000 ps para la dindmica molecular.

Cabe mencionar que todas las imagenes de la estructura del IR visualizadas en el

Capitulo 3 se obtuvieron con el visualizador de UCSF Chimera.

2.3.8. Evaluacion de la estructura terciaria optimizada

La evaluacion de la estructura se realizé utilizando el sofware de Gromacs con el
cual se obtuvo las graficas y valores de la Desviacién Cuadrética Media (RMSD), Fluc-
tuacion Cuadratica Media (RMSF), Radio de Giro y Puentes de Hidrégeno. Adicional-

115

mente, se uso el servidor de MolProbity " *° para obtener el diagrama de Ramachandran.

2.4. Diagrama de flujo de actividades

El diagrama de flujo de actividades del presente trabajo de investigacién puede ser

observado en la siguiente pagina.
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Figura 2.5: Diagrama de flujo de actividades
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

Una busqueda en la base de datos del NCBI de Insulin Receptor en protein, dio
como resultado una secuencia completa de 1382 aa con cédigo de acceso P06213-4 y
ultima fecha de actualizacion el 17 de Junio del 2020. De este resultado se extrajo la
secuencia FASTA de la isoforma B o larga y en UniProt se encontré la secuencia de
1370 aa de la isoforma A o corta con codigo de acceso P06213-2. El alineamiento de
ambas secuencias, realizado en ClustalW'?°, se puede observar en la Tabla 3.1 donde

de color rojo se observa los 12 aa de méas que presenta la isoforma B.

De ambas secuencias, se decidié construir la estructura de la isoforma larga, ya que

esta presenta una mayor relacién con los problemas metabdlicos, especialmente en la
Diabetes Tipo II.

3.0.1. Busqueda y selecciéon de dominios existentes

Se buscaron en la base de datos del PDB las estructuras méas recientes que se ob-
tuvieran al buscar en Advanced Search: Deposition >Structure Title >insulin receptor
ectodomain or extracellular region e Deposition >Structure Title >Insulin Receptor and
kinase, filtrando la buisqueda por solo estructuras pertenecientes a Homo sapiens y que
estén clasificadas como Protein en Polymer Entity Type. Descartando los resultados
no relevantes y las estructuras muy incompletas o antiguas, la busqueda dio 6 modelos
para el ectodominio, cuyos ID fueron 4ZXB2%6, 6CE9*, 6SOF 2!, 6CEB*, 6PXV 1?2 y
5KQV 2 vy 10 resultados para el segmento intracelular con los ID 3EKK 24, 4XTV3!,
3EKN!% 3BU6!%°, 3BU3'26, 1GAG'?7, 4IBM 28, 3BU5!?6, 1IRQQ ™ y SHHW ¥, Los
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sp|P06213.4] MATGGRRGAAAAPLLVAVAALLLGAAGHLYPGEVCPGMDIRNNLTRLHELENCSVIEGHL 60
sp|P06213-2) MATGGRRGAAAAPLLVAVAALLLGAAGHLYPGEVCPGMDIRNNLTRLHELENCSVIEGHL 60
® ok ks sk sk ok ok ok sk sk ok sk ok ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk ko sk ok ok sk ok ok sk sk ok Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk ok ok ok ok sk ok ok kK
sp|P06213.4 QI LLMFKTRPEDFRDLSFPKLIMITDYLLLFRVYGLESLKDLFPNLTVIRGSRLFFNYATL 120
sp|P06213-2) QI LLMFKTRPEDFRDLSFPKLIMITDYLLL FRVYGLESLKDLFPNLTVIRGSRLFFNYAL 120
%k ok ok ok k ok R ok ok ok k ok Rk ok k ok kK ok Rk ok Rk ok kK Rk F ok kR kR R ok ok ok ok ok ok ok sk k ok Rk ok ok ok ok kR ok R ok ok ok %
sp|P06213.4) VI FEMVHLKELGLYNLMNI TRGSVRIEKNNELCYLATIDWSRILDSVEDNYIVLNKDDNE 180
sp|P06213-2| VI FEMVHLKELGLYNLMNI TRGSVRIEKNNELCYLATIDWSRILDSVEDNYIVLNKDDNE 180
® ok kK ok ok kR ok ok ok ok ok ok ok kK ok sk sk ok R sk ok Rk ok kK K ok ok ok ok kR sk sk ok ok sk ok ok ok ok ok Rk ok ok ok ok ok R ok kK ok ok K
sp|P06213.4] ECGDICPGTAKGKTNCPATV INGQFVERCWTHSHCQKVCPTICKSHGCTAEGLCCHSECL 240
sp|P06213-2)] ECGDICPGTAKGKTNCPATV INGQFVERCWTHSHCQKVCPTICKSHGCTAEGLCCHSECL 240
® ook sk osk sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk ko sk ok sk sk ok ok sk sk sk Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok ok ok sk sk ok ok ok sk ok ok kK
sp|P06213.4) GNCSQPDDPTKCVACRNFYLDGRCVETCPPPYYHFQDWRCVNFSFCQDLHHKCKNSRRQG 300
sp|P06213-2| GNCSQPDDPTKCVACRNFYLDGRCVETCPPPYYHFQDWRCVNFSFCQDLHHKCKNSRR QG 300
K ok ok ok ok k ok kR ok ok ok ok R ok ok ko k sk ok ok Rk ok Rk Rk kR ok kR kR R ok ok ok k sk ok ok sk k ok Rk k ok k k k R ok Rk ok ok K
sp|P06213.4) CHQYVIHNNKCIPECP SGY TMNSSNLLCTPCLGPCPKVCHLLEGEKTIDSVTSAQELRGC 360
sp|P06213-2) CHQYVIHNNKCIPECP SGYTMNSSNLLCTP CLGPCPKVCHLLEGEKTIDSVTSAQELRGC 360
® ok kK ok ok kR ok sk ok ok sk ok ok sk sk ok sk sk ok R sk ok R sk ok ok kR ok ok ok ok Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok ok ok ok ok ok ok R ok Rk ok kK
sp|P06213.4] TVINGSLIINIRGGNNLAAELEANLGLIEE ISGYLKIRRSYALVSLSFFRKLRLIRGETL 420
sp|P06213-2) TVINGSLIINIRGGNNLAAELEANLGLIEEISGYLKIRRSYALVSLSFFRKLRLIRGETL 420
%ok ko sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk R sk ok sk sk sk ok sk sk ok sk ok ok kR ok sk R sk Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk sk ok ok ok sk ok ok ok ok K
sp|P06213.4) EIGNYSFYALDNQNLRQLWDWSKHNLTITQGKLFFHYNPKLCLSEIHKMEEVSGTKGRQE 480
sp|P06213-2l EIGNYSFYALDNQNLRQLWDWSKHNLTITQGKLFFHYNPKLCLSEIHKMEEVSGTKGRQE 480
% ok ok k ok kK Kk kR ok ok ok ok kR Kk k sk sk ok R sk ok Rk Rk kK ok ok Rk ok ok ok sk Rk sk ok ok ok k ok Rk ok ok ok ok ok R ok Rk ok ok K
sp|P06213.4) RNDIALKTNGDQASCENELLKFSYIRTSFDKILLRWEPYWPP6DFRDLLGFMLFYKEAP YQ 540
sp|P06213-2) RNDITALKTNGDQASCENELLKFSYIRTSFDKILLRWEPYWPP6DFRDLLGFMLFYKEAPYQ 540
® ok ok k ok sk ok ok ok ok k ok sk ook sk k ok sk sk ok R sk sk Rk R ok sk ok ok sk R ok Rk ok sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok ok ok sk ok ok ok ok ok Rk ok kK
sp|P06213.4] NVTEFDGQDACGSNSWTVVD IDPPLRSNDPKSQNHPGWLMRGLKPWTQYAIFVKTLVTF S 600
sp|P06213-2) NVTEFDGQDACGSNSWTVVD IDPPLRSNDPKSQNHPGWLMRGLKPWTQYAIFVKTLVTEF S 600
% ok sk osk sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk sk osk ok sk sk sk ok sk sk ok sk ok sk sk ok ok sk R sk Rk sk sk Rk sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk sk ok ok ok sk ok ok K ok K
sp|P06213.4) DERRTYGAKSDIIYVQTDATNPSVPLDPISVSNSSSQIILKWKPPSDPNGNITHYLVFWE 660
sp|P06213-2l DERRTYGAKSDIIYVQTDATNPSVPLDPISVSNSSSQIILKWKPPSDPNGNITHYLVFWE 660
% ok kK ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk k sk k ok R sk sk Rk R kK kR ok R ok kR ok sk Rk sk R sk ok ok sk ok ok ok k ko kR ok Rk ok ok K
sp|P06213.4] RQAEDSELFELDYCLKGLKLPSRTWSPPFE SEDSQKHNQSEYEDSAGECCSCPKTDSQIL 720
sp|P06213-2l RQAEDSELFELDYCLKGLKLPSRTWSPPFE SEDSQKHNQSEYEDSAGECCSCPKTDSQTIL 720
® ok ks sk sk ok ok ok sk sk ok sk ok sk K sk ok sk sk sk ok sk sk R sk ok sk sk ok ok sk ok sk Rk sk sk R ok sk ok sk sk sk sk R sk ok sk sk ok ok ok ok ok ko k k
sp|P06213.4) KELEESSFRKTFEDYLHNVVFVPRKTSSGTGAEDPRPSRKRRSLGDVGNVTVAVPTVAATF 780
sp|P06213-2) KELEESSFRKTFEDYLHNVVFVP- - - - - - - - - - -~ RPSRKRRSLGDVGNVTVAVPTVAAF 768
ok Kok Rk ok R Kk ok ok ok Rk K K R Kk %k % X K ok ok ok ok Kk ok kK K Kk ok ok K K K ok ok R ok K K kK ok
sp|P06213.4) PNTSSTSVPTSPEEHRPFEKVVNKESLVISGLRHFTGYRIELQACNQDTPEERCSVAAYYV 840
sp|P06213-2l PNTSSTSVPTSPEEHRPFEKVVNKESLVISGLRHFTGYRIELQACNQDTPEERCSVAAYYV 828
Kok ok k ok k kK ok sk ok ok ok Kk ok sk k ok sk sk ok R sk ok Rk ok kK Rk Kk ok R Kk ok sk kK sk ok sk sk ok ok ok k K k ko ok ok ok kK ok ok K
sp|P06213.4] SARTMPEAKADDIVGPVTHE IFENNVVHLMWQEPKEPNGLIVLYEVSYRRYGDEELHL CV 900
sp|P06213-2] SARTMPEAKADDIVGPVTHE [ FENNVVHLMWQEPKEPNGLIVLYEVSYRRYGDEELHL CV 888
® ok ko sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk sk sk ok ok sk R ok ok R ok Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk sk ok ok ok ok ok ok ok k%
sp|P06213.4) SRKHFALERGCRLRGLSPGNYSVRIRATSLAGNGSWTEPTYFYVTDYLDVPSNIAKITI IG 960
sp|P06213-2) SRKHFALERGCRLRGLSPGNYSVRIRATSLAGNGSWTEPTYFYVTDYLDVPSNIAKITI IG 948
K ok ok ok ok ok kR ok ok ok ok ok Rk sk k ok sk ok ok R sk ok Rk R Kk kR R K Rk kK sk ok ok Kk sk ok ok sk k ok Rk k ok ok ok kR ok R ok ok ok K
sp/P06213.4) PLIFVFLFSVVIGSIYLFLRKRQPDGPLGPLYASSNPEYLSASDVFPCSVYVPDEWEV SR 1020
sp|P06213-2| PLIFVFLFSVVIGSIYLFLRKRQPDGPLGP LYASSNPEYLSASDVFPCSVYVPDEWEYV SR 1008
® ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok ok sk K ok Kk ok sk sk sk ok sk sk R sk R ok ok kR kR ok kK sk sk ok ok sk ok ok sk ok sk R koK k ok ok ok R ok k% ok kK
sp|P06213.4] EKITLLRELGQGSFGMVYEGNARDI I KGEAETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKG 1080
sp|P06213-2) EKITLLRELGQGSFGMVYEGNARDI IKGEAETRVAVKTVNE SASLRERIEFLNEASVMKG 1068
%ok koo sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk sk R sk sk ok sk R ok ok R ok sk ok sk Rk sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk sk ok ok ok sk ok ok kK
sp|P06213.4) FTCHHVVRLLGVVSKGQPTLVVMELMAHGD LKSYLRSLRPEAENNPGRPPPTLQEMIQMA 1140
sp|P06213-2) FTCHHVVRLLGVVSKGQPTL VVMELMAHGD LKSYLRSLRPEAENNPGRPPPTLQEMIQMA 1128
Kok kK ok k kR ok ok ok ok ok Rk kK K sk ok ok R sk ok Rk Rk kR R Kk ok kR ok ok Rk sk ok ok ok ok ok Rk Kk ok ok kR ok R K ok ok K
sp|P06213.4) AET ADGMAYLNAKKFVHRDLAARNCMVAHD FTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLL PV 1200
sp|P06213-2) AETADGMAYLNAKKFVHRD LAARNCMVAHD FTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLL PV 11838
® ok ks sk sk ok ok ok sk sk ok sk ok ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk K sk ok ok sk ok ok sk ok ok ok ok sk sk ok ok sk ok sk sk sk sk ok sk ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok kK
sp|P06213.4] RWMAPESLKDGVFTTS SDMWSFGVVLWEITSLAEQPYQGLSNEQVLKFVMDGGYLDQP DN 1260
sp|P06213-2) RWMAPESLKDGVFTTS SDMWSFGVVLWEITSLAEQPYQGLSNEQVLKFVMDGGYLDQP DN 1248
%ok sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk ko sk ok sk sk sk ok sk sk ok sk ok sk sk ok ok sk ok sk Rk sk sk ok ok sk ok ok sk sk sk ok sk ok sk sk ok sk ok sk ok ok kK
sp|P06213.4) CPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLE I VNLLKDDLHPSFPEVSFFHSEENKAPESEELEME 1320
sp|P06213-2) CPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEI VNLLKDDLHPSFPEVSFFHSEENKAPESEELEME 1308
® ok kK ok ok kR ok ok ok ok ok ok ok Rk ok sk ok ok R sk ok Rk K kK Rk kR ok kR ok sk ok ok sk ok ok sk ok ok Rk ok k ok ok ok R ok Rk ok ok K
sp|P06213.4] FEDMENVPLDRSSHCQREEAGGRDGGSSLGFKRSYEEHIPYTHMNGGKKNGRILTLPR SN 1380
sp|P06213-2) FEDMENVPLDRS SHCQREEAGGRDGGSSLGFKRSYEEHIPYTHMNGGKKNGRILTLPR SN 1368

Rk R ok kK K K Kk k kK Rk R R R kR Kk R Rk ok ok ok Rk kK R Rk ok K ok K Rk R ok ok ok ok kK ok kK ok R K R R K K Kk %

sp|P06213.4] P S 1382
sp|P06213-2| P S 1370
* ok

Tabla 3.1: Alineamiento de las secuencias FASTA de las 2 isoformas del IR.
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archivos .pdb de cada estructura se descargaron y se eliminaron de ellos las cadenas
pertenecientes a componentes no requeridos para la presente investigacién, como inhi-
bidores, glicésidos, aguas, entre otras moléculas, dejando finalmente la estructura como
un monoémero. Una vez realizado esto se obtuvo la secuencia FASTA de cada estructura

utilizando un script.

Las secuencias del ectodominio se alinearon en Mega X con la secuencia completa
del IR, obteniéndose asi que la estructura 6SOF era la mejor para construir el ectodo-
minio ya que contaba con solo un gap o rotura en el alineamiento, que correspondia
desde el residuo LYS745 hasta el GLU794, contando los aminoacidos que no pudieron
alinearse con la secuencia completa del IR. Esto es posible observar en la Figura 3.1a,
en la cual también se puede apreciar que dicho segmento no ha sido descrito en las
otras estructuras seleccionadas. Asimismo, se identificé que el modelo escogido tenia el
ectodominio resuelto hasta el residuo LYS956 (Figura 3.1c), contando asi con la mejor

descripcion del dominio mencionado hasta el momento.

Por otro lado, si se tuviera que elegir otras estructuras en lugar de la primera, las que
presentan el codigo 6CE9 y 5KQV serian descartadas por encontrarse muy incompletas,
quedando asi la estructura 6PXV como segunda opcion y 4ZXB como tercera. Otro
detalle importante a destacar aqui es que al momento de realizar el dimero tenemos que
asegurarnos de que las cisteinas involucradas en la formacion del puente disulfuro que
une ambas cadenas estén cerca, por lo que fue importante revisar dentro del archivo
.pdb de cada estructura los enlaces descritos en la seccion de SSBOND y asi revisar que
existieran enlaces entre CYS524 con CYS524 y entre CYS682 con CYS682, CYS683 o
CYS685 de la otra subunidad alpha. Esto se observé en la estructura seleccionada mas

no en las que quedaron en segundo y tercer lugar.

En cuanto al segmento intracelular, el alineamiento de 10 secuencias solucién con
la secuencia completa del IR demostré que la enzima tirosina quinasa se encuentra
desarrollada casi en su totalidad. Una vision completa del alineamiento permitié des-
cartar 3BUS, 3EKK y 3EKN debido a que presentaban zonas incompletas a lo largo
de la estructura. Por otro lado, el inicio de estas secuencias plasmado en la Figura
3.2a, esta mejor descrito por la estructura 5XLV. No obstante presenta un cambio en
el aminoacido SER1008 donde en lugar de observarse una cisteina se ve una serina. La
siguiente secuencia con buen desarrollo inicial es la 6HHW, sin embargo, esta presenta

otra mutacién dentro de la secuencia en la posicion ASN1159.
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Species/Abbry LI

1. 5p|POE213.4]INSR_F PRk B8 v L iy v v Ric SIS A BBl R pER kR RS BB vERYEv A veEy A P NTSEESE v PSR EE-R P FEK v vk
P K
K
K
P

2. 6s0f | chain Ay B| 7 YLHBEVVEVPR - - - - - - - - oo hh i h HRPF
3. 6pxv | chain A | 823 HRPF
4. 42xb | chain E | 800 HRPF
5.6ced | chain Ay M | | T e o
6.5kqv | chainE | 593 - - - - - - E ¥ L H

3
F T o s

I e B e B e e T B B s s e e
E

Site # 745 : (&) with ) wlo gaps

(a) Unico gap de la estructura 6SOF.

Species/Abbry e e | e e e e e e e
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PR e T S R R R R e e HLYPGEVCPIGMB I RINNLITR L HELENCSV I Hif@iLimrk

3.6pxv |chainAJd- - - - - - - - - - - oo oo o sl HL YE vCPEMB I R LSR(L HES L CHEv | HLEI LLMFK FR
Adzeb |chainEJE- - - - - - - - - 4 - o ool e s HLYE VCPEME | R LRI L HiE L CsVv I HLE I LLMFEK
5.6ce% | chainAyb- - - - - - - - - -0 ool e s H L YES VCPGEGWMEB I R LR L HES L CEv | HLE! LLMFIK FR
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Site # 28 : (®) with ) wfo gaps

(b) Inicio del ectodominio

Species/Abbry

1.5p|POE213.4]INSR_H F A L <1 @i eveceBvy i B8 v
2.650f | chain AyB| HFA LIERGCRLRIGLSPIENYSvR I RATS L AGNGSWTERPT Yy FyvTD Y LBVESN I AK - - - - - - oo oo
3.6pxv [chainA |B23{ FA LIERGCR LRISLSIPENYSVR | RANS L AGNGSIWINEP Y F Y VIR Y LBY- - - - - - - - - - - - - - -« - -2
4. 4z¢b | chainE | 8004 FA LIERGCRLRIGLEPIENYSVR I RATSLABGNGSWTEPT Yy FYvIBY LD - - - - - - -« - oo oo
2,609 | ChaiMAY M |1 - - - - - - - - - - - oo oo o o oL oL oL oL oo oL o s oo oo oo oo
6.5KQV [ ChaiN E | 593 - - - - = = - - = = - o & - - o4 - o s oL s o s s o s s o s s - o s s o s s s s s s s s o s - s - s - -

Site # 956 (*) with ) w/o gaps

(c) Final del ectodominio

Figura 3.1: Alineamiento de las secuencias del ectodominio con IR completa.

La secuencia 1GAG presenta también una mutacién al inicio de la estructura, sin
embargo ese pequeno segmento puede descartarse y empezar desde el residuo VAL1012.
En cuanto a las secuencias 4IBM, 3BU3, 1IRQQ y 3BUG6, todas presentan una mutacion
en el residuo ASN1278 donde hay una asparagina en lugar de una lisina. Por tltimo, si
se observa el final de las secuencias podemos ver que casi todas, a excepcion de 4IBM y
3EKK, describen la estructura del segmento intracelular hasta el residuo LYS1310 de la
secuencia completa del IR (Figura 3.2b). El andlisis permitié escoger el modelo 1GAG
como el mejor para realizar la construccién de la estructura del IR. Si se requiriera de

otro modelo, se utilizaria el 6HHW en segunda instancia.

Adicionalmente, se busco Deposition >Structure Title >Insulin Receptor AND trans-
membrane domain donde se obtuvo una sola estructura con ID 2MFR?® que representa

un segmento del dominio transmembrana y juxtamembrana.
De este primer analisis de los modelos existentes para la construccion del IR también

se notod que ninguna estructura del ectodominio describe los 27 primeros aminoacidos

de la secuencia completa de IR. Esto se debe a que dicho segmento representa una
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(a) Inicio del segmento intracelular
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Site # 1310 - (*) with ) wlo gaps

(b) Final del segmento intracelular

Figura 3.2: Alineamiento de las secuencias del segmento intracelular.

estructura senal la cual se escinde cuando el Receptor de Insulina llega a la mem-
brana de la célula convirtiéndose este en un receptor maduro. Por ello, en la mayoria
de publicaciones se toma al residuo HIS28 de la secuencia completa del IR como la
HIS1. Con efecto de poder comparar la secuencia completa del IR con las estructuras
halladas, hasta este momento se ha considerado los 27 primeros aminoécidos en la nu-
meracion. Sin embargo, de ahora en adelante, se suprimirda dicho segmento tomando

en consideracion a la histidina como el primer aminoacido de la estructura del IR.

3.0.2. Construccion del segmento transmembrana y juxtamem-

brana

Primero se buscé desarrollar la estructura del segmento medio que atraviesa la mem-
brana, para ello se hall6 la secuencia entre los dos modelos escogidos. Como se vio pre-
viamente el modelo de ectodominio seleccionado (6SOF) termina en el residuo LYS929.
Sin embargo, al comparar su secuencia con la de la estructura semi desarrollada del seg-
mento transmembrana sin los 27 primeros aminoacidos podemos observar en la Figura
3.3 una superposicion desde el residuo THR913 hasta el LYS929 y luego la estructura

se extiende hasta el residuo LEU961. Dado que esta tltima se ha disenado enfocada en
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Figura 3.3: Alineamiento del segmento transmembrana con el IR y ectodominio selec-
cionado.

dicha zona, se decidi6 utilizar esa parte de la estructura para el disefio de la IR comple-
ta. Por ello se seleccion6 la secuencia desde el aminoacido THR913 hasta el TYR984, ya
que el segmento intracelular escogido comienza en el residuo VAL985. Dicha secuencia

fue la siguiente:

TYFYVIDYLDVPSNIAKIIIGPLIFVFLFSVVIGSIYLFLRKROPDGPLGPLYASSNPEYLSASDVFPCSVY

Luego, la secuencia hallada del segmento transmembrana y juxtamembrana se in-
gresé al servidor de Swiss-Model, con la finalidad de que el servidor completara la
estructura de los aminoacidos que faltaran. El resultado del servidor se puede ver en
la Figura 3.4, como es posible observar, este también utilizé la estructura escogida
anteriormente dado que es la tnica disponible en la actualidad. No obstante, faltaron
dilucidar los dltimos 23 aminoacidos que se querian hallar. Se descarg6 la estructura de
este andlisis pues el archivo original ofrecia muchos modelos para una misma secuencia,
en cambio el servidor nos da un solo modelo ya optimizado facilitando el proceso de

elegir alguno del archivo inicial.

Model Results o Orderby:  GMQE v
7~
r Oligo-State Ligands GMQE QMEAN
kY Monomer None 0.68 -1541%
{ Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison ~
P ouean IEET. T 154
ce L Wae:
moceto1~  Allaom L Ml -1.48 L
— solvation [l | 1l 0.8
worsion ST 7104
Template Seq ldentity Coverage Description
2mir.1.A 10000% NN Insulin receptor v
Solution structure of the transmembrane domain of the insulin
receptor in micelles
Model-Template Alignment -~ g
3 rove1_o1 TENMTONLOVRSN KR P EV RSV TYREERRRERDSELC L A5 SHPEYLSASDVFPCS 7o
2mfr.1.A TYFYVTOYLDVESNTARITIGPLIFVFLFSVVIGSIYLFURKRQPDGPL s0
Model 61 VY 7z
PAEE TN © | Catoons | Ba b | & D

Figura 3.4: Modelo obtenido con Swiss-Model

La secuencia de aminoécidos no dilucidada se ingresé a PEP-FOLD3 para determinar
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(a) Prediccién de novo. (b) Unién de fragmentos.

-
(c) Refinado de la estructura.

Figura 3.5: Construccién del dominio transmembrana y juxtamembrana.
Graficos visualizados con UCSF Chimera 0.

su estructura mediante una metodologia de novo, este servidor dio como resultado 70
modelos de los cuales se escogié el primero pues contenia la puntuacion SOPEP més
negativa, lo cual significa que su energia potencial es menor. Esta estructura que se
observa en la Figura 3.5a, se ingres6 junto con el segmento de Swiss-Model a AIDA
para unirlos. Luego, la estructura final (Figura 3.5b) se refin6 en 3DRefine, ddndonos
finalmente la estructura que se observa en la Figura 3.5¢ . En este ultimo servidor se
tomo en cuenta los puntajes brindados, observando primero el puntaje de MolProbity
donde un valor mas pequeno es indicativo de un modelo fisicamente mas realista y
en segundo lugar, los puntajes dados por 3D™¢Score y RWPlus, los cuales estan
relacionados a la energia potencial del modelo, el primero respecto al campo de fuerza
de 3D*fr¢ v ] segundo segtin el potencial estadistico de RWplus. Para ambos casos,

un valor menor es indicador de una mejor calidad del modelo.
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Model # 30" ceore  GDT-TS GDT-HA  RMSD (A) MolProbity v RWPIus Refined Model View Model
2 5121.09 1.0000 1.0000 0.204 2,068 -BA72.271026 Refined Model 2 View
1 6015.88 1.0000 1.0000 0.151 2,068 -8872.120699 Refined Model 1

5 4814.04 1.0000 0.9931 0.254 2114 -BET2.099468 Refined Model 5 View

3 4945.21 1.0000 0.9931 0.245 2114 -8615.609713 Refined Model 3 View

4 4863.76 1.0000 0.9931 0.267 2.183 -B623.674515 Refined Model 4 View

Figura 3.6: Calificacion de los modelos en 3DRefine.
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Figura 3.7: Alineamiento del segmento transmembrana en la bicapa lipidica.
Obtenido de: http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

Los valores obtenidos para la estructura disefiada se pueden visualizar en la Figura
3.6, donde se puede notar que el menor valor de MolProbity se obtuvo con los modelos
1y 2, no obstante, los valores de 3D**f#¢Score y RWPlus del modelo 2 fueron més bajos,

haciendo que este se escogiera como el mejor modelo.

3.0.3. Optimizacion del segmento transmembrana y juxtamem-

brana

La estructura construida se ingresé al servidor de CHARMM-GUI para poder ro-
dearla de una bicapa lipidica y optimizarla. Para alinear la proteina en la membrana se
tomo en cuenta que el segmento transmembrana se encuentra entre los residuos ILE930
y LEU952. En la estructura armada hasta ese momento comprendia los residuos ILE18
hasta LEU40, por ello estos se seleccionaron como los aminoacidos para alinear la pro-
teina en el eje Z. El alineamiento generado, asi como la grafica que identifica la zona

que serda embebida en la membrana se puede visualizar en la Figura 3.7.
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Calculated XY System Size:

Upperleaflet Lowerleaflet

Protein Area 161.162473 318.326178
Lipid Area 8190 8064
# of Lipids 130 128
Total Area 8351.162473 8382.326178

Protein X Extent 13.18

Protein Y Extent 17.89
Average Area 8366.74

A 91.47

B 91.47

Figura 3.8: Tamafio del sistema que incluye el segmento transmembrana y juxtamem-
brana embebido en una bicapa lipidica.
Obtenido de: http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

Para el agregado de lipidos en el siguiente paso, se tomo en consideracién trabajos
previos realizados con membranas en el CIIM, Centro de Investigacion que pertenece a
la Universidad Catolica de Santa Maria. Por ello, se comenzo6 teniendo como base 128
lipidos DPPC para cada lado de la membrana y luego se revisé el tamaifio del sistema
calculado por el servidor. Este va a estar representado en una tabla que indica el area
de la proteina, area lipidica, namero de lipidos y area total, ademas de la extension
de la proteina en X y en Y, asi como el area promedio. Inicialmente, al ingresar 128
DPPC en ambos lados, se observé una advertencia que indicaba que la parte superior
de la bicapa lipidica podia contar con mas lipidos, lo cual se demostraba al observar
los valores de area total, donde el valor del Upperleaflet o capa superior tenia una area
por debajo del Lowerleaflet o capa inferior. Es asi que se aumenté el nimero de lipidos
en la capa superior hasta un valor de 130, alcanzando un area total similar en ambos
lados y aceptado por el servidor para continuar. Toda la informaciéon del tamano del

sistema construido se puede visualizar en la Figura 3.8.

En el siguiente paso se visualizé la estructura para asegurarnos que los lipidos estu-
vieran colocados correctamente, rodeando la proteina (Figura 3.9a). Por otro lado, en
el siguiente paso no se obtuvo ningin error de malos contactos entre las colas de los

lipidos y la proteina, por lo que inmediatamente se paso al ensamblaje de componentes.
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! BB 10.0 5.0 2.5 1. 0.5 0.1
! SC 5.0 2.5 1.e 0.5 8.1 0.0
! wforce 2.5 2.5 1.8 0.5 8.1 0.0
! tforce 2.5 2.5 1.0 0.5 8.1 0.0
! mforce 2.5 2.5 1.8 0.5 0.1 0.0
! ion 10.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Figura 3.10: Pardmetros para la optimizacién y equilibrado de la proteina en la mem-
brana. Obtenido de: http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

(a) Lipidos de la bicapa lipidica rodeando la proteina. (b) Sistema ensamblado

Figura 3.9: Construccién de la bicapa lipidica.
Obtenido de: http://www.charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer

En el paso 5 se visualiz6 el sistema ensamblado detallado en la Figura 3.9b, donde se
puede ver en el centro de la figura la membrana con la proteina embebida, las moléculas
de agua rodeando la membrana representadas por el color rojo y el ion agregado para
neutralizar la carga del sistema en color anaranjado. Finalmente, en el paso 6 se indicé
que el sistema se ha preparado para realizar un esquema de equilibrado de 5 ciclos con

la configuracion observada en la Figura 3.10.

3.0.4. Construccion del ectodominio

Como se pudo observar en el alineamiento de la secuencia del ectodominio con el
IR, existia un segmento de esta estructura cuya ubicacion espacial en fase cristalina no
habia sido determinada. Dado que contaba con menos de 50 aa se decidié obtener el

segmento usando PEP-FOLD3. Su secuencia se puede observar a continuacion:

KTSSGTGAEDPRPSRKRRSLGDVGNVTVAVPTVAAFPNTSSTSVPTSPEE
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La estructura seleccionada de las obtenidas con PEP-FOLD3 se puede observar en
la Figura 3.11a. Nuevamente se seleccion6 aquella que contenia el valor SOPEP maés
negativo, para este caso el modelo 1. El archivo .pdb de este modelo se dividi6 en
2 archivos diferentes. En el primero se coloco la informacién de los 18 aminoacidos
iniciales, ya que en el residuo ARG735 culminaba la primera cadena o subunidad «, la
estructura de esta secuencia se puede observar en la Figura 3.11b. En el otro archivo se
colocé los aminoacidos restantes de la estructura predicha, que eran los que iniciaban
la subunidad S, Figura 3.11c. Luego, la estructura 6SOF limpia se abri6 en UCSF
Chimera y se procedi6 a anadir los segmentos faltantes que se encontraban en los
archivos creados. Una vez ensamblados se guardé todo el ectodominio en formato .pdb,
este puede ser observado en la Figura 3.11d, donde los segmentos de color azul y rojo

corresponden a las partes anadidas.

(a) Prediccién del segmento (b) Segmento final de la (c) Segmento inicial de la
faltante. subunidad a. subunidad S.

(d) Ectodominio ensamblado.

Figura 3.11: Construccién del ectodominio.
Gréficos visualizados con UCSF Chimera 199,
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La razén por la que el ectodominio se ensambl6é usando Chimera y no AIDA, es
debido al gran tamano de este y la necesidad de conservar las posiciones de la for-
ma original para evitar el movimiento de los puentes disulfuros que ya se encuentran
descritos en la estructura. Este visualizador que también permite la modificacion de
estructuras, da la opcién de poder escoger los segmentos que se quieren mover y cuales

deben conservar su posicion, permitiendo lograr el objetivo antes mencionado.

Luego, al final de esta estructura se le elimind los aminoacidos que también pre-
sentaba el segmento transmembrana ensamblado, puesto que en esta tltima se utilizo
como modelo una estructura que partié6 de una investigacién enfocada en dilucidar
dicho segmento, lo que llevé a pensar que esta estructura podria ser mas acertada y

adecuada para el modelado.

3.0.5. Construccion del segmento intracelular

La secuencia del segmento intracelular también se tuvo que modelar usando una
predicciéon de novo, sin embargo, dado que esta secuencia contaba con 72 aa, no se
pudo utilizar PEP-FOLD3 para la prediccién que solo permite un méximo de 50 aa.
En su lugar se utilizo6 el servidor de Quark Online que acepta hasta 200 aa. La secuencia

ingresada a QUARK online se puede observar a continuacion:

APESEELEMEFEDMENVPLDRSSHCQREEAGGRDGGSSLGFKRSYEEHIPYTHMNGGKKNGRILTLPRSNPS

El servidor gener6 5 modelos, de los cuales se escogio la primera estructura, observa-
da en la Figura 3.12a para unirla al modelo que fue escogido anteriormente utilizando
AIDA, lo cual nos dio la estructura observada en la Figura 3.12b. Por tltimo, después
del refinamiento en 3Drefine se seleccioné el modelo 4 por presentar el segundo valor
de MolProbity, indicador de la posibilidad de un modelo realista, mas bajo. Se escogid
este y no el que tenia el valor mas bajo debido a que este ltimo presentaba la energia
potencial méas alta de todos los modelos lo cual disminuia su calidad, mientras que el

modelo escogido tenia el segundo valor mas bajo de energia potencial.
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(a) Prediccién del segmento fal- (b) Unién de segmentos del com-
tante. ponente intracelular

(c¢) Segmento refinado

Figura 3.12: Construcciéon del segmento intracelular.
Gréficos visualizados con UCSF Chimera ',

3.0.6. Ensamblado de la estructura terciaria

Construccion del monémero

Como ya se contaba con la estructura de las tres secciones que conforman el monoé-
mero del Receptor de Insulina, se procedié a unirlos para tener una tnica estructura
formada por dos subunidades. Para ello se comenz6 uniendo el ectodominio con el seg-
mento transmembrana usando Join Models de Chimera y de la misma forma se agregd
el componente intracelular. En ese proceso fue necesario utilizar la opcién de Mowve
selection y asi poder modificar las estructuras solapadas, provocado por la unién de
los segmentos. Esta estructura final se guardo y se procedié con la renumeracion de los

residuos usando Gromacs.

Una vez realizado esto se utiliz6 Gromacs para obtener informacion sobre los puentes

disulfuro y asi declarar los faltantes. En la estructura utilizada como molde se habia
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descrito una unién intracatenaria entre CYS682 y CYS685, sin embargo, en el estudio
realizado por Lu y Guidotti®® se identificé que los enlaces disulfuro involucrados en
la formacion de dimeros pertenecen a los residuos CYS524 y CYS682, por lo que este
ultimo deberia permanecer libre y asi poder enlazarlo posteriormente con el mismo
residuo del otro monémero. No obstante, en dicha investigacién se menciona que tam-
bién es posible observar el enlace descrito en dicha estructura en algunos casos donde

el CYS682 no se encuentra disponible.

En esta investigacion se prefirié tomar CYS682 para formar el enlace intercatenario
y establecer un enlace entre CYS683 y CYS685 de cada mondémero. Este procedimiento
se realizé utilizando Chimera en Tools >Structure Editing >Model/Refine Loops donde
se escogio la cadena A y luego se seleccion6 la opcion de Chimera selection region, aqui
los residuos seleccionados en la estructura correspondieron a los ubicados entre GLU681
Y LYS687. El software utiliza el servidor de Modeller ! para predecir la estructura que
puede tener el loop y brinda el nimero de modelos que se ha indicado previamente, para
este caso 5. De todos los modelos brindados se escogié el modelo de 4 debido a que con
dicha estructura los residuos CYS683 Y CYS685 se encontraban mas cerca y dejaba
expuesto al CYS682. Ademas, con la opcién de Rotamers dentro de Structure Editing

se corrigié, usando la librerfa de Dunbrack 2010132

, el angulo en el que se encontraria el
azufre para asi mejorar su posicion respecto al otro. La diferencia entre la localizacién
de dichos residuos en la estructura inicial y la modelada se puede observar en la Figura
3.13. Con esta modificacién realizada se volvié a utilizar el comando de Gromacs para

observar las cisteinas que se unian y se comprobé que el nuevo enlace era reconocido.

CYS 685.A

Figura 3.13: Modelado de enlaces disulfuro.
A la izquierda, estructura inicial y a la derecha, estructura después del modelado.
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Por otro lado, el mismo comando que se utilizd para observar los puentes disulfuro
indic6 que habia errores con 2 aa ya que su declaracion se encontraba incompleta en el
archivo de estructura, estos residuos correspondian a ILE388 y ARG717. Para corregir
dicho error se utilizé el comando swapaa en el visualizador de Chimera, colocandolo en
la linea de comandos. Este comando requiere indicar el aminoacido por el que se va a
reemplazar la seleccién y la posicion del residuo a modificar, de forma que el comando

para el primer residuo erréneo quedaria como se ve a continuacion:

swapaa ile #0:388.a

Dicho comando indica que se quiere reemplazar el aminoacido 388 de la cadena A
y del modelo 0 por una isoleucina. El mismo procedimiento se siguié para corregir la
arginina faltante. La estructura final se guardé y se volvié a ingresar en Gromacs el

comando para obtener la topologia.

Se observé un nuevo problema con la estructura, algunos residuos de histidina te-
nian un estado de protonacion diferente al considerado por defecto para Gromacs. Esto
se debia principalmente a que se utilizo diferentes modelos para construir el monéme-
ro de forma que los residuos HIS787, HIS832, HIS1057, HIS1058, HIS1081, HIS1130,
HIS1142, HIS1268, HIS1278, HIS1307, HIS1331 y HIS1336, pertenecientes al segmento
intracelular, presentaban un hidrégeno (HD1) unido a un nitrégeno ND1, mientras que
Gromacs considera por defecto la presencia de un HE2 unido a un NE2. Esta diferen-
cia es apreciable en la Figura 3.14 si comparamos la estructura del residuo HIS768 e
HIS787. Para evitar tener que colocar manualmente los estados de protonacion para
dichos aminoacidos se utilizé6 de nuevo el comando swapaa reemplazando los residuos
mencionados por histidina que al ser reemplazada no contiene hidrégenos. Estos son
agregados después por Gromacs al momento de generar la topologia usando la confi-

guraciéon por defecto.

Construccion del dimero

El dimero del Receptor de Insulina se construy6 utilizando Pymol mediante el ali-
neamiento de dos mondémeros a la estructura dimérica 6SOF usada como modelo inicial,
esto se puede visualizar en la Figura 3.15, donde de color celeste se observan los moné-
meros y de color rosado el modelo 6SOF. La estructura obtenida se guard6 en formato
.pdb y se abri6 con Chimera para poder declarar los puentes disulfuro intercatenarios

faltantes.
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HIS 768.8

HE1

Figura 3.14: Diferencia en la protonacién de los residuos de histidina.

Los enlaces intercatenarios declarados se pueden observar en la Figura 3.16a, asi co-
mo los intracatenarios CYS683 - CYS685 que se formaron anteriormente. La estructura
del dimero final con todos los puentes disulfuros encontrados en la literatura descritos
se puede observar en la Figura 3.16b. En dicha figura se observa de color azul y rosa-
do las subunidades o de cada mondémero identificadas con nombre de cadena A y C,
respectivamente. Mientras que de color celeste y morado se aprecian las subunidades

B con identificaciéon B y D.

Adicion de glicanos

Se subié la estructura del IR en formato .pdb y luego se visualiz6 la informacion

8 se conocia

brindada por el programa. Gracias a la investigacion realizada por Sparrow
los sitios de interés para la glicosilacion en el ectodominio, asi como los glicésidos que
debian anadirse en cada uno de esos sitios, esta informacién puede observarse en la
Tabla 3.2. Por lo tanto, se comprobd que todos los sitios descritos en el articulo se
encontraran reconocidos y disponibles para la adicion de un glicano con el servidor.
Una vez hecho esto, se procedié a seleccionar los glicanos que debian unirse a los sitios.
La ventaja principal de este servidor es la funcién de busqueda de glicésidos que te
permite ingresar las cantidades de cada componente que conforma el glicano a agregar,
asi como su peso total. Esto se puede observar en la Figura 3.17. La busqueda puede

dar diferentes estructuras que cumplan con los criterios ingresados por lo que se ha
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Figura 3.15: Alineamiento de mondémeros al ectodominio 65SOF.
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(a) Enlaces disulfuro intercatenarios.

(b) Dimero de IR.

Figura 3.16: Construccién del dimero del Receptor de Insulina.
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Figura 3.17: Busqueda de glicanos en Glyprot.

de seleccionar la mas adecuada para el usuario. Cuando ya se han seleccionado todos
los glicosidos a anadir se le da click a Build Structure! y se obtendra la estructura en
formato .pdb con los glicanos afiadidos. Si bien, ya se cuenta con la estructura hasta
este momento, surge el problema de que la estructura de los glicanos no se encuentra
descrita en los campos de fuerza usados por Gromacs por lo que no se podra obtener la
topologia de forma manual. Esto hace que se requiera de un programa capaz de generar
la topologia a utilizar por Gromacs, y para el caso de la presente tesis, configurado para

ser usado con el campo de fuerza OPLS-aa.

Residuo | Composicion del Glicésido

16 GleNAc2Man5b

25 GleNAc4Man3Gal2Fuc
111 GleNAc2Man9
215 GleNAc2Man6

255 GleNAc4dMan3Gal2Fuc
295 GleNAc4Man3Gal2Fuc
418 GleNAc4Man3Gal2Fuc
514 GleNAc2Man5b

606 GleNAc4Man3Gal2Fuc
624 GleNAc4dMan3Gal2Fuc
671 GleNAc6Man3Gal4Fuc
742 GleNAc4Man3Gal2Fuc
755 GleNAc4Man3Gal2Fuc
893 GlecNAc4Man3Fuc

Tabla 3.2: Glicésidos mas abundantes en cada residuo glicosilado del IR.

Es aqui donde se necesita del segundo paso. Se volvié a construir la estructura del
IR glicosilado pero usando el programa doGlycans que es capaz de generar la topologia
pertinente para trabajar en Gromacs. No obstante, este programa es mas complejo de

manejar que el anteriormente mencionado pues la estructura de los glicanos debe ser
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descrita en un archivo llamado sequence_file.seq usando el formato GLYCAM. En este
archivo también se tiene que especificar la posicién en la que se anadird el glicano y los
angulos que deberan presentar los atomos de este para no causar problemas estéricos.
Es aqui donde sirve la informaciéon obtenida con el primer servidor. Gracias a este se
contaba con las estructuras de los glicanos conseguidos a través del servicio de busqueda
de Glyprot. Ademés, se pudo obtener los angulos que debian formar los enlaces en la
estructura del glicano al abrir la estructura descargada del primer servidor con UCSF
Chimera y usando la opcién de Structure Measurements localizada en Tools >Structure

Analysis >Angles / Torsions .

Este programa pidi6 ademas, generar una primera topologia de la estructura pro-
teica sin incluir los glicanos y usando la opcion gmz pdb2gmz de Gromacs. El archivo
generado fue modificado comentando todas las lineas que no fueran parte de [molecu-
letype], [atoms], [bonds|, [angles] y [dihedrals]. Realizado esto, se cambi6 la extensién del
archivo de .top a .itp. Luego, se procedi6 a utilizar el programa desde la terminal, como
la indica su manual, donde se requiere anadir el archivo .pdb con la estructura de la IR
no glicosilada, el archivo .itp de la topologia previamente creado y el sequece file.itp
con la informacién de los glicanos. Ademas, se especifico que se trabajaria con el campo
de fuerza OPLS (-opls). Tras realizar esto, se obtuvo la estructura .pdb glicosilada y
el archivo de topologia con la informacién de los glicanos. A este tltimo se le modifico
el tipo de atomo y la carga de los sitios donde se adicion6 el glicano segiin el manual

de doGlycans.

Adicionalmente, se tuvo que corregir la carga de algunos glicanos para obtener un
valor entero que pudiera ser neutralizado. Finalmente, en el archivo .top se utilizé el
comando #include para indicar todos los archivos que debian ser leidos junto con la
topologia y que vienen por defecto al instalar el programa, mas el .itp obtenido después
de la adicién de glicanos. En este archivo también se describié que se adicionaria un
archivo de restriccion posre.itp y se describio los iones que se utilizarian para neutralizar
el sistema, ya que estos no se encontraban declarados en el campo de fuerza usado por
el programa. Con esta modificacién final, ya se podia utilizar la topologia para realizar

la optimizacion del sistema.

3.0.7. Optimizacion del Receptor de Insulina

La primera generacion de la topologia mostré la formacion de 40 enlaces disulfuros,

de estos 19 enlaces eran intracatenarios por cada monémero y 2 pertenecian a los
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intercatenarios. Los enlaces declarados se pueden observar a continuacion:

Intracatenarios: e CYS-266 SG-15066 y CYS-274 SG-15130

o CYS-288 SG-15247 y CYS-301 SG-15341

YS-8 SG-12 YS-26 SG-131
o CYS-85G-12993 y CYS-26 SG-13139 e CYS-304 SG-15361 y CYS-308 SG-15386

CYS-126 SG-13969 y CYS-155 SG-14210
¢ Y e CYS-312 SG-15415 y CYS-333 SG-15573

CYS-159 SG-14236 y CYS-182 SG-14401
° Y o CYS-435 5SG-16405 y CYS-468 SG-16657

CYS-1 -14302 y CYS-1 -14454
o CYS-169]9C-1§802 y CYS-188 SG-1445 o CYS-647 SG-18135 y CYS-872 SG-20703

CYS-192 SG-14485 y CYS-201 SG-14548
* Y o CYS-683 SG-18420 y CYS-685 SG-18432

CYS-196 SG-14513 y CYS-207 SG-14587
¢ Y e CYS-798 SG-19561 y CYS-807 SG-19696

o CYS-208 SG-14593 y CYS-216 SG-14650

o CYS-212 SG-14624 y CYS-225 SG-14717 m o AN

o CYS-228 SG-14735 y CYS-237 SG-14814

o CYS-241 SG-14843 y CYS-253 SG-14957 o CYS-524 SG-4213 y CYS-524 SG-17143

o CYS-259 SG-15006 y CYS-284 SG-15217 o CYS-682 SG-5484 y CYS-682 SG-18414

Era importante que estos fueran declarados para evitar que Gromacs coloque hi-
drogenos en los atomos de azufre que forman enlaces y asi se reconozca la union entre

cisteinas hasta el final de la dindmica.

La construccién del sistema de trabajo consté, primero, de la modificacién del tama-
no y forma de la caja, seleccionandose como adecuada la forma triclinica que permite
determinar el tamano de la caja en los ejes z, y y 2. Esto se realizé con la finalidad de
aprovechar el espacio pues la estructura del receptor de insulina presenta una forma
alargada en el eje y. De colocarse una estructura de cubo, habria mucho espacio sobran-
te alrededor de la proteina que, posteriormente, seria llenado con moléculas de agua,
incrementandose en gran medida el nimero de atomos del sistema. Dicha construccion
es poco favorable porque aumenta el tiempo de calculo del sistema, que ya de por si es

muy grande, e implica un alto costo computacional.
Después, se procedié con la solvatacion donde se anadieron 329705 moléculas de

solvente TIP4P. Posterior a esto se realizé la neutralizacion del sistema, reemplazando

58 moléculas de agua por iones Na'. El sistema construido se puede observar en la
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Figura 3.18: Sistema construido para la optimizacion.

Figura 3.18. Las moléculas de agua se visualizan de color gris, la proteina esta coloreada
segun su estructura secundaria y los glicanos se muestran en color anaranjado dentro

de la caja. Asimismo, los iones anadidos se observan como esferas de color morado.

Se realizaron 5 minimizaciones al sistema para reducir la energia potencial y evitar
solapamientos mediante la reorientacion de cadenas secundarias. Con esta metodologia
se busca alcanzar un minimo local de energia que se acerque conformacionalmente a la
estructura nativa'3?. Sin embargo, como se ha indicado, la minimizacién no garantiza
encontrar un minimo global, que es el principal objetivo de las predicciones estructura-
les basadas en métodos de minimizacién. Para ello, sera necesario realizar una o varias
dindmicas moleculares utilizando parametros adicionales como temperatura y presion

que le permitan a la estructura encontrar la mejor conformacién en condiciones simi-
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lares a las naturales. En definitiva, la razén por la que se hace necesario la busqueda
de un minimo global es debido a que en investigaciones previas se ha logrado confir-
mar que las estructuras nativas presentan equilibrio termodindmico y una energia libre
minima 34,

En el presente trabajo se realizé dos pasos de equilibrio previos a la dindmica mole-
cular. El primero fue usando un ensamble NVT que permitié que la proteina, glicésidos,
iones y el solvente encontraran las posiciones mas adecuadas para interactuar entre si
a la temperatura requerida de 36.5 grados Celsius. Mientras que el segundo equilibrio
se utiliz6 para incluir el parametro de presion al sistema y asi alcanzar una densidad

adecuada y presion estable después de que la temperatura se habia estabilizado.

Por ltimo, se realiz6 la dinamica molecular de 100 ns considerando un ensamble
NPT. Mediante la restriccion de posicion de los atomos pertenecientes a la region trans-
membrana, se tratd de simular lo que ocurriria si la proteina estuviera embebida en una
bicapa lipidica. Esta no se agregd debido a la cantidad de atomos que ya presentaba el
sistema pues, de colocarla, el costo computacional seria mucho mas elevado y requeriria

de mayor tiempo maquina.

Adicionalmente, se realizé la evaluacién de los valores de temperatura, presion y
energia potencial, cinética y total del sistema para garantizar que estos se encontraran
dentro de los rangos correctos. Para lograr esto, los valores de las propiedades mencio-
nadas se guardaron cada 0.5 ps durante los 100 ns de la simulaciéon. Como se visualiza
en la Figura 3.19, las propiedades fisicas, asi como las energias se mantuvieron a valores
constantes durante la simulaciéon obteniéndose una temperatura promedio de 309.649
4 0.00045 K y una presion de 1.11961 4+ 0.0071 bar.

Por 1ltimo, la dinamica molecular se evalu6é mediante las graficas de RMSD, RMSF,
radio de giro y puentes de hidrégeno. La estructura final del IR se minimiz6 nuevamen-
te para reportar la conformacion con menor energia potencial y asi obtener mejores

resultados en el diagrama de Ramachandran. Esta se puede observar en la Figura 3.20
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Figura 3.19: Parametros registrados en la dindmica molecular. Fluctuacién de la
a)temperatura, b)presién y c¢) energia potencial (morado), cinética (verde), total (azul)
durante la simulacién.

Figura 3.20: Estructura del Receptor de Insulina optimizada.
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3.0.8. Analisis de la estructura optimizada del Receptor de

Insulina

Raiz de la Desviacién Media Cuadratica (RMSD)

El primer andlisis que se realizé a la estructura fue la Raiz de la Desviacion Media
Cuadratica para poder determinar si la estructura final ya se encontraba en una posi-
cién estable a lo largo del tiempo. Para ello se utilizo el comando de Gromacs gmx rms
y se comparo la estructura de la proteina respecto a si misma, excluyendo al solvente,
iones y glicosidos. Estos ultimos se omitieron debido a que a lo largo de la simulacion
presentaran grandes fluctuaciones, principalmente por ser de pequeno tamano, pudien-
do influir notoriamente en la evaluaciéon del RMSD. Ademés, mi objetivo principal era
obtener la estructura del Receptor de Insulina optimizada, por lo que sus alrededores

no requieren ser parte del analisis estructural.

25 | .

RMSD(nm)

0 1 1 | !
0 20 40 60 80 100

Tiempo (ns)

Figura 3.21: RMSD del Receptor de Insulina tras 100 ns.

Como se puede observar en la Figura 3.21, a partir de los 80 ns la grafica comienza
a adquirir una tendencia horizontal, indicativo de que la estructura ha dejado de sufrir
cambios significativos a lo largo del tiempo. Sin embargo, 20 ns no son suficientes para
afirmar que la estructura ya ha alcanzado una estabilidad estructural o un minimo

global. Para poder garantizarlo, seria necesario incrementar el tiempo de la dindmica
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y volver a obtener el RMSD.

Raiz de la Fluctuacién Media Cuadratica (RMSF)

La Raiz de la Fluctuacion Media Cuadratica nos permite observar qué atomos o
residuos presentan mayor movimiento durante la simulacién. De esta forma se puede
evaluar con mayor precision aquellas zonas de la estructura que estan causando energias

muy altas o problemas durante la simulacion.

Como podemos observar en la Figura 3.22 hay picos muy altos, cuya desviacion
de posicion supera los 1.5 nm. Estos corresponden a los residuos SER2115, VAL2116,
PRO2117, THR2118, SER2119, PRO2120, GLU2121, PRO2325, GLU2326 y TYR2327,
que pertenecen a solo uno de los monomeros de la estructura. Dado que la gréfica
dificulta la visualizacién de la posicién exacta de estos residuos, y por ende, las zonas
con mucho movimiento, se realizé un mapa de calor. Este facilita la ubicacion de dichos
residuos al crear una superficie coloreada sobre la estructura para diferenciar las zonas

que presentan movimiento de las que no.

Para el presente proyecto se diferencio la superficie en tres zonas:

e Zona roja: residuos de fluctuacién alta que superan los 1.5 nm.

e Zona anaranjada - amarilla: residuos de fluctuacion intermedia que se encuentran

entre 1 nm y 1.5 nm de fluctuacion.

e Zona verde: residuos estables y de poca fluctuacién.

Segun la Figura 3.23 podemos ver que los residuos con alto movimiento pertenecen
a regiones sin estructura secundaria o también llamadas 'loops". Ambos grupos de
residuos corresponden a predicciones realizadas con métodos ab-initio. Sin embargo,
como se mencion6 anteriormente, esto solo sucede con un lado del dimero, lo que llevaria
a pensar que no es la prediccién en si la causante de la inestabilidad, dado que ambos
mondémeros son idénticos. En su lugar, esto podria asociarse al comportamiento de la
proteina al interaccionar con los alrededores pues en la Figura 3.20 ya vemos un ligero

plegamiento hacia un lado de esta.
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Figura 3.22: RMSF del Receptor de Insulina tras 100 ns.

Figura 3.23: Andlisis del factor b usando superficies. a) Proteina visualizada de frente.
b) Proteina visualizada de lado.
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Figura 3.24: Radio de giro del Receptor de Insulina tras 100 ns.
Radio de giro

Este analisis permite analizar el grado de compactacién de la proteina. Valores bajos
indican una estructura compacta o plegada, mientras que valores muy altos podrian
llegar a indicar una posible desnaturalizacion de la proteina. La grafica obtenida en
este trabajo (Figura 3.24) muestra que la estructura atin no se encuentra estable estruc-
turalmente, lo que una vez mas indica que se debe extender el tiempo de simulacién.
Asimismo, si se compara el primer valor del radio de giro con el ultimo obtenido al final
de la simulacion se puede ver claramente que hay una compactacién de la proteina. Lo
cual ya se habia resaltado anteriormente. Esto puede ser un indicativo de la formacién

de nuevos enlaces durante la simulacion.

Enlaces de Hidrégeno

La cantidad de enlaces de hidrégenos a lo largo de la simulacién puede ayudar a
obtener una mejor comprensiéon de lo que sucede en la grafica de radio de giro como
sucede en esta evaluacién. Al observar la Figura 3.25 se puede ver que el ntimero de
enlaces de hidrégeno contintia variando, pues aun la estructura no se encuentra estable,
lo cual concuerda perfectamente con los demas andlisis. Sin embargo, este no es el

detalle mas importante. La grafica muestra un claro aumento del niimero de enlaces
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Figura 3.25: Enlaces de hidrégenos presentes durante la simulacién del Receptor de
Insulina.

en los ultimos 40 ns de la simulacion. Esto podria explicar por qué el radio de giro
comienza a disminuir considerablemente desde los 60 ns aproximadamente. En otras
palabras, la formacién de nuevos enlaces contribuye al plegamiento de la proteina, lo

cual influye notoriamente en la evaluacion del radio de giro.

Diagrama de Ramachandran

Las graficas de Ramachandran!®’

son una herramienta ttil para poder evaluar los
residuos de la proteina que podrian estar involucrados en choques estéricos. A muy
grandes rasgos, este diagrama, que evalta los angulos de torsion, tiene 3 grandes zonas
que se consideran como regiones permitidas'®® y donde deberfan ubicarse la mayor
cantidad de residuos de la estructura. Las graficas de Ramachandran se pueden cla-
sificar en 4 tipos basicos segin la estereoquimica del aminodcido, estos son: genérico

donde no se evaltia a los aminoécidos glicina y prolina, glicina, prolina y pre-prolina!®”.

138

Adicionalmente, MolProbity '*® incluye en su anélisis un Ramachandran de Isoleucina

y Valina debido a sus caracteristicas tnicas al tener un C/ ramificado.

Visualizando la grafica genérica se pudo observar que la mayor parte de los residuos
se encontraban en las zonas permitidas. Sin embargo, 39 aminoacidos de los 2710 que

componen la estructura del IR se encuentran fuera de estas regiones.
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Figura 3.26: Gréafica de Ramachandran Genérica del Receptor de Insulina después de
la dinamica de 100 ns.

En porcentajes, 86.9 % de los residuos estaban en las regiones favorecidas, mientras
que 98.6 % se encontraban en las regiones permitidas. Como lo explican Hollingsworth
y Karplus®%, la diferencia entre estas dos areas hace referencia al tamafio que tendran
las esferas que representan los atomos, pues conceptualmente para realizar este tipo
de anélisis se considera que cada atomo es una esfera impenetrable. De forma que, las
regiones favorecidas son aquellas donde no hay choques o colisiones al asignar radios
estandares a las esferas que representan los atomos dentro de un péptido. Mientras que
las permitidas o "de puente'son las regiones en las que no ocurren choques cuando se
le asigna a las esferas radios mas pequenos a los estdandares. Estos radios pequefios-

epresentan los menores valores que podrian ser considerados posibles.

En la Figura 3.27 se pueden observar en color rojo los residuos que presentan pro-
blemas estéricos segtin la grafica de Ramachandran. Estos se encuentran distribuidos a
lo largo de toda la estructura, pero donde hay un mayor niimero de problemas estéricos
es en el ectodominio. Por esta razon se profundizé en el andlisis de esta regién, la cual

presenta muy pocos fragmentos reconstruidos.
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Figura 3.27: Estructura del IR resaltando en rojo los residuos ubicados en zonas no
permitidas de la Gréfica de Ramachandran genérica. a) Visualizacién desde el frente b)
Visualizacién desde uno de los lados.

El ectodominio descargado del Protein Data Bank fue el 6SOF, como ya se men-
cion6 anteriormente. Esta estructura, antes de dejarse en su forma monomérica para
la construccion del IR, presentaba ademas 4 insulinas localizadas cerca a sus sitios de
union con el ectodominio. Dichas hormonas pueden observarse de color morado en la
Figura 3.28.a. Con la finalidad de poder observar si es que los residuos cercanos a las
insulinas eran los que estaban teniendo problemas estéricos en la estructura construida,
se resalté de color rojo los residuos ubicados a menos de 5A de radio'®® de las hormo-
nas. Esto se compard con el ectodominio obtenido después de la dindmica, cuyos sitios
con problemas estéricos, segtin la grafica de Ramachandran, se encontraban resaltados

también en rojo (Figura 3.28.b).

Observando la comparacién se pudo comprobar que algunos de los residuos que estan
lo suficientemente cerca para interaccionar con el ligando estan en zonas no permitidas
del Diagrama de Ramachandran después de la simulacion, especialmente en la parte
central del ectodominio. Esto llevd a pensar que los sitios de union de la insulina po-

drian tener una influencia en los resultados obtenidos en la Grafica de Ramachandran.
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Una busqueda de literatura permitié comprobar esta hipotesis, ya que un estudio de
Gunasekaran y Nussinov'®® demostré que algunas veces los residuos de una proteina
que estan involucrados en determinadas funciones muestran conformaciones no permi-
tidas en la grafica de Ramachandran. De hecho, en su estudio se observé que habia un
mayor registro de residuos pertenecientes a sitios de unién en zonas no permitidas de
la grafica y que al anadir los ligandos a la simulacién muchos de estos pasaban a tener
una conformacion permitida, sobretodo en aquellas proteinas que presentaban grandes

cambios conformacionales.

La ultima observaciéon mencionada es importante recalcarla dado que el Receptor de
Insulina, como ya se ha mencionado previamente, tiene dos formas conformacionales:
una activa cuando la insulina estd unida a este y otra inactiva cuando no hay pre-
sencia de hormonas. La construccion del receptor se ha hecho usando un ectodominio
Activo"pero en la simulacion no se considero la adicion de las insulinas por la cantidad
de d4tomos que ya tenia el sistema. Por lo tanto, esta falta de ligandos también podria
estar retrasando la estabilidad de la estructura y el comportamiento de los residuos

cercanos al sitio de unién.

La grafica de Ramachandran de la glicina difiere de la gréafica genérica en que abarca
mayor area de zonas permitidas. Esto se debe a que la glicina no presenta una cadena
secundaria, por lo tanto, no tiene Cf lo que reduce significativamente el niimero de

choques estéricos dentro de la estructura'®’.

Observando la Figura 3.29 se pudo notar que de todas las glicinas presentes en la
estructura solo 4 se encontraban en zonas no permitidas. Sin embargo, estos residuos
se encontraban en casi la misma posicion, muy cerca a una zona permitida. Proba-
blemente, esto se deba a que la estructura ain no ha encontrado una conformacién
estable en el minimo de energia. Pues, tomando en consideracién que esta grafica re-
presenta la medicion de los angulos ¢ y 1, se podria decir que dichos residuos se estan

comportando de forma similar en el sistema.

En el caso de los residuos Gly933 y Gly2288, es de esperar un comportamiento si-
milar dado que ambos se encuentran en la misma posicién dentro de la estructura solo
que en heteromonémeros diferentes. Ademas, son parte de la region transmembrana,
cuyas posiciones fueron restringidas al inicio de la dinamica. Razén por la cual, posi-
blemente, no han podido encontrar la mejor conformacién. Los otros dos residuos no

se corresponden entre si como es el caso de los ya mencionados, sin embargo, ambos se
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Figura 3.28: Comparacién del ectodominio del IR usado como molde y el obtenido
después de la simulacién a) Ectodominio 6SOF, en morado se observan las insulinas en
sus sitios de unién y en rojo las regiones que interactiian con la hormona a menos de
54, b)Ectodominio después de la simulacién, en rojo se observan los residuos fuera de
las zonas permitidas de la grafica de Ramachandran.
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Figura 3.29: Grafica de Ramachandran de Glicina del Receptor de Insulina después de
la dindmica de 100 ns.
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Figura 3.30: Graficas de Ramachandran de Prolina del Receptor de Insulina después
de la dindmica de 100 ns.

encuentran en la region intracelular. Uno de ellos, es parte de una alfa hélice y el otro

pertenece a un loop.

La grafica de Ramachandran de la prolina, a diferencia de la grafica de la glicina, es
mucho mas restrictiva. Esto se debe a la presencia de un anillo, donde el Co esta unido
covalentemente al nitrogeno que es parte del enlace peptidico, impidiendo la rotacion
libre alrededor de ¢!, Ademés, dependiendo del carbono de la prolina al que se una
el siguiente aminoacido se formaran dos posibles conformaciones, trans-Prolina o cis-
Prolina, siendo esta tltima la menos estable por lo que su abundancia suele ser menor

en una estructura proteica'42.

Observando la Figura 3.30 notamos la clara diferencia en abundancia de los re-
siduos trans-Prolina respecto a cis-Prolina, lo cual concuerda con lo ya mencionado
anteriormente. Asimismo, solo 4 residuos de trans-Prolina se encontraron en zonas no
permitidas de la grafica de Ramachandran. De estos, los residuos Pro986 y Pro2341,
ocupaban la misma posicion en la estructura pero en diferentes heteromonémeros, por
ello el comportamiento de sus dngulos es similar en la grafica. En este caso estos perte-
necian a loops en la regiéon intracelular. Los otros 2 residuos no guardaban relacion de
posicion, uno de ellos se encontraba en el ectodominio y el otro a la regién intracelular.
Dado que la estructura aun no se encuentra en el minimo global de energia es posible

asumir que este es el por qué de los residuos en zonas no favorables.
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Figura 3.31: Grafica de Ramachandran de pre-Prolina del Receptor de Insulina después
de la dindmica de 100 ns.

La Gréfica de Ramachandran de pre-prolina también es muy restrictiva, abarcando
una area menor de conformaciones permitidas. Esto se debe, principalmente, a la in-
teraccién del grupo CHy de la prolina (Cv) con el residuo que le antecede, ya que este

grupo puede producir choques estéricos con la pre-prolina!®”.

En la grafica obtenida se pudo apreciar que tres residuos se encontraban fuera de
las zonas permitidas. Sin embargo, dada su cercania a una regién aceptable, es posible
que con un mayor tiempo de dinamica logren posicionarse en la zona permitida. No
obstante, los tres residuos pertenecen a zonas sin estructura secundaria, conocidos
como loops, los cuales se mueven constantemente aun cuando la proteina presenta una
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estructura estable'*?, por lo que este factor también podria estar influyendo en los

resultados obtenidos.
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Figura 3.32: Grafica de Ramachandran de Isoleucina y Valina del Receptor de Insulina
después de la dindmica de 100 ns.

Por tltimo, se tiene la grafica de Ramachandran de Isoleucina y Valina, la cual
presenta una mayor restriccion respecto al angulo Phi, el cual suele causar menos
problemas estéricos cuando se encuentra entre los -180° y 0°, como se puede ver en la
Figura 3.32. Esto se debe principalmente a que los aminodcidos mencionados presentan

138

un Cf ramificado™®, el cual puede causar diversos choques estéricos con los dtomos

contiguos.

En la estructura construida se puede apreciar que solo un residuo de isoleucina no
estd en ninguna de las areas permitidas,este corresponde también a un loop pero esta
vez en el ectodominio. Nuevamente, la principal causa para esto podria ser que la

estructura no se encuentra optimizada completamente.

Analizando todos los resultados obtenidos de la grafica de Ramachandran podemos
concluir que hay varios residuos pertenecientes a loops fuera de las zonas permitidas.
Esto puede estar relacionado con la alta flexibilidad de los mismos que permiten colocar

en las posiciones adecuadas a los residuos cataliticos'®® y ayudar con la estabilidad
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de la estructura. Sin embargo, también se ha comprobado que la presencia de loops
de pequeno tamano entre 2 estructuras secundarias podria llevar a observar residuos
no permitidos'**. Esto particularmente, se observa en los extremos del ectodominio e

interiores del segmento intracelular.

Finalmente, una comparacion de estas graficas con el mapa de calor obtenido por
los calculos de RMSF, demostraron que la mayoria de los residuos localizados en re-
giones no permitidas tienen una fluctuaciéon térmica pequena. A excepciéon de una de
las cadenas predichas y anadida al inicio de la subunidad 8 que presenta grandes fluc-
tuaciones y los extremos del segmento intracelular que tienen residuos de fluctuacion
moderada. En estos casos si se podria atribuir las configuraciones inusuales a la falta

de estabilidad que presenta la proteina en dichas zonas.

Movimiento e influencia de los glicésidos

Se sabe que los glicésidos son de gran importancia para mejorar la estabilidad de
la proteina, asegurar su bioactividad e incluso protegerla de la degradacion por enzi-

145 Debido a su influencia en la estabilidad es que estos necesitan ser

mas proteoliticas
considerados como parte de las dinamicas moleculares que involucran proteinas glico-
siladas. Este es el caso del receptor de insulina, proteina altamente glicosilada, cuyos
glicosidos favorecen su correcto plegamiento y funcionamiento del mismo. Es asi que,
en el presente andlisis se busco evaluar si es que estos sufrieron cambios visibles que

pudieran afectar a la estructura de la proteina.

En la Figura 3.33 se puede apreciar en color anaranjado los glicésidos unidos a
la proteina, la cual se habia curvado hacia un lado. La observacién de la estructura
demostré que la mayoria de los glicésidos se comportaron de forma similar durante
la simulacién, ya que sus posiciones en ambos lados del monémero son similares. Sin
embargo, hubo dos cambios importantes que pudieron haber tenido alguna repercusion

en la conformacién adoptada por la estructura.

El primero de ellos es muy visible, como se puede ver en la parte central del ec-
todominio del monémero derecho (mondémero 2) parece haber una gran acumulacion
de glicanos en un mismo sitio. Esto podria estar generando efectos de repulsién en
los residuos cercanos haciendo que la estructura se curve hacia el lado opuesto. Este

fenémeno se puede observar con mayor claridad en la Figura 3.34.
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Figura 3.33: Estructura del IR glicosilada después de la optimizacion.

De forma que, las imagenes a y b muestran la conformacion final del monémero
1 (representado siempre del lado izquierdo de la proteina). Mientras que las repre-
sentaciones ¢ y d corresponden al mondémero 2. Para este analisis el ultimo monémero
mencionado se rot6 hasta estar en la misma posicién que el monémero 1 con la finalidad

de facilitar la observacion de las diferencias entre ambos.

Cuando se observa dichas estructuras desde los lados, se puede apreciar que los
glicanos asociados a los residuos ASN606 y ASN624 (coloreados en rojo) exhiben com-
portamientos ligeramente diferentes. En el caso del monémero 1 es posible apreciar que
el glicano asociado a la posicion ASN624 (ubicado en el lado superior derecho de las

Figuras 3.34(a) y 3.34(b)) se encuentra dirigido hacia arriba, lo cual no sucede en el
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monoémero 2 donde el glicano se encuentra dirigido hacia el exterior derecho de la es-
tructura. De esta forma se combina con los glicanos cercanos que tienen una orientacion

similar formando la acumulaciéon que se puede apreciar en la Figura 3.33.

‘ /

3
(a) Mondémero 1 (b) Monémero 1 de frente
de lado

(¢) Mondémero 2 (d) Monémero 2 de frente
de lado

Figura 3.34: Anilisis de la influencia de los glicésidos en la estructura del IR.

Algo similar ocurre con el glicano de la posicion ASN606 (ubicado en el lado inferior
izquierdo de las Figuras 3.34(a) y 3.34(b)), en el monémero 1 este se encuentra hacia
afuera de la estructura mientras que en el monémero 2 se encuentra hacia el interior
de la misma contribuyendo a la acumulacion antes mencionada. Como se puede ver, el
monoémero 2 podria verse influenciado por estos dos glicanos que forman acumulaciones

en la estructura pudiendo ser la causa de que la misma se doble hacia el lado contrario.
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El analisis de la estructura completa del receptor de insulina construido sugiere que
la estructura requiere de un mayor tiempo de dindmica para poder determinar si las
regiones de mucho movimiento correspoden a regiones activas de la proteina o a la
falta de estabilidad de la misma. No obstante, ha sido posible obtener una estructura
completa del receptor de insulina parcialmente optimizado en formato .pdb, el cual

puede ser utilizado para futuras dinamicas moleculares.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v+ . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE \CATOLICA

TESIS UCSM -2  DE SANTA MARIA

Conclusiones

e PRIMERA. Se logré identificar la secuencia completa de 1382 aa en la base de
datos NCBI (National Center of Biotechnology Information) del Receptor de
Insulina Humana Isoforma B, asi como la secuencia de 1370 aa de la Isoforma
A en la base de datos Uniprot. De ambas secuencias, se decidié trabajar con
la isoforma B por su prevalencia en problemas metabdlicos. Dicha secuencia de

aminodcidos se descargd con extensién *.fasta.

e SEGUNDA. El segmento transmembrana y juxtamembrana comprendido por
aproximadamente 72 aminoacidos fue construido mediante la uniéon en el ser-
vidor de AIDA de la estructura con cédigo PDB 2MFR y un fragmento de 23
aminodcidos obtenido por prediccién de novo usando el servidor PEP-FOLD3.

Este fragmento fue optimizado en el interior de una bicapa lipidica construida en
la plataforma CHARMM-GUI.

e TERCERA. La estructura tridimensional completa del IR se obtuvo mediante
la unién de los fragmentos completos construidos del ectominio, segmento trans-
membrana y segmento intracelular. Para ello se us6 los programas de AIDA y
UCSF Chimera para la construccién del monémero y Pymol para la construccién
del dimero. Para este 1ltimo paso se requirio de la alineacion de los mondémeros a
un molde del ectodominio (cdédigo PDB 6SOF) que permitié la correcta ubicaciéon

de los mismos.

e CUARTA. El receptor de insulina fue equilibrado y posteriormente optimiza-
do usando GROMACS, encontrandose glicosilado en un sistema con solvente
(TTP4P) dentro de una caja triclinica y neutralizado con iones Na™. La dindmica
molecular se realiz6 por 100 ns considerando un ensamble NPT a una temperatura
de 36.5 °C y 1 bar de presion.

e QUINTA. La estructura resultante de la dindmica molecular se evalu6 mediante

las graficas de RMSD, RMSF, radio de giro, puentes de hidrégeno y grafica de
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Ramachandran. Concluyéndose que la estructura requiere un mayor tiempo de
dindmica molecular para confirmar que la estructura se encuentre realmente esta-
ble y en su estado nativo o si el gran tamano que presenta influye en los resultados
observados. Esto principalmente debido a que se observaron regiones con mucha
fluctuacion y residuos en regiones no permitidas de la grafica de Ramachandran,
a pesar de que las graficas de RMSD, radio de giro y enlaces de hidrogeno ya
comenzaban a estabilizarse. No obstante, la estructura obtenida en formato .pdb

puede ser utilizada para futuras dinamicas.
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Recomendaciones

Seria adecuado realizar una dinamica molecular siguiendo los mismos pardmetros
utilizados en el presente trabajo de investigacion pero con un mayor tiempo de dinamica

de aproximadamente 500ns.

Asimismo, considero que se obtendrian mejores resultados al trabajar con una bicapa
lipidica en la secciéon del segmento transmembrana en lugar de restringir la secciéon. Esto

con la finalidad de observar un comportamiento mas real de la proteina en el tiempo.

Por ultimo, se recomienda considerar el pH del sistema para la adicion de los hidré-
genos faltantes en la estructura y asi poder evaluar si estos tienen influencia directa en
el plegamiento de la proteina durante la dindmica. Adicional a ello, también puede ser
relevante considerar la adicion de los O-glicanos en la estructura ya que estos no han

sido considerados en la presente investigacion.
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