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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LOS SITIOS DE ADSORCION DEL COBRE EN LA B-2-
MICROGLOBULINA*

AUTOR: CLAUDIA JULIANA ULLOA RODRIGUEZ, MARIO A. BARON RODRIGUEZ,
CRISTIAN BLANCO TIRADO**

PALABRAS CLAVES: AMILOIDOSIS, B-2-MICROGLOBULINA, COBRE, DOCKING.

La formacion de fibras amiloides es un proceso en el que estan involucradas diversas
proteinas, que pasan de su forma soluble, a agregados moleculares insolubles. En la
amiloidosis relacionada con largos tratamientos de didlisis (DRA, por sus siglas en inglés:
Dialysis Related Amyloidosis), el material amiloide esta constituido principalmente por (-2-
microglobulina (2m), proteina que se precipita en el sistema musculo-esquelético de pacientes
sometidos a largos tratamientos de dialisis, como resultado de insuficiencia renal crénica.

La primera etapa en la formacioén de fibras amiloides de 2m es el proceso de coordinacién del
Cu(ll), el cual se encuentra efectivamente presente en las membranas de dialisis. Se ha
encontrado que el metal se deposita en la superficie de la 32m. Este complejo es el inicio de la
polimerizacion de la proteina a través de adiciones sucesivas de unidades que forman dimeros,
tetrdmeros y hexdmeros, hasta lograr la formacién de fibras amiloides.

Para determinar los sitios de adsorcién del Cobre en la 32m y conocer bases moleculares de la
primera etapa del proceso de formacion de fibras amiloides en la DRA, se realizaron multiples
simulaciones de docking molecular. Se evalué el Cobre con diferentes cargas, i.e., 0, +1, +2;
para estudiar la influencia del efecto electrostatico sobre la adsorcion del cobre.

De la multiples simulaciones de docking molecular se puede concluir que la adsorcion para el
Cu(+1) y el Cu(+2) esta determinada por las fuerzas de Coulomb, a través de interacciones
electrostaticas con aa con carga negativa en las cadenas laterales, tales como, Aspartatos y
Glutamatos, expuestos en al superficie de la B2m . En especial en la region del C-terminal
(Asp96 y Asp98). Para el Cu(0) la adsorcion esta determinada por las interacciones de VdW ,
en especial, con las histidinas expuestas en superficie (His31) y la region del N-terminal.

*Proyecto de grado

** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica,
Director Dr. Cristian Blanco Tirado
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ABSTRACT

TITTLE: EVALUATION OF ADSORPTION SITES OF COPPER IN THE B-2-
MICROGLOBULIN*

AUTOR: CLAUDIA JULIANA ULLOA RODRIGUEZ, MARIO A. BARON RODRIGUEZ,
CRISTIAN BLANCO TIRADO**

KEY WORDS: AMYLOIDOSIS, B-2-MICROGLOBULIN, COPPER, DOCKING.

DESCRIPTION:

The formation of amyloid fibril is a process in which they are involved different proteins, which
move from its soluble to insoluble molecular aggregates. In Dialysis Related Amyloidosis
(DRA), the amyloid material consists mainly to B-2-microglobulin (B2m), a protein that is
precipitated muscle-skeletal system of patients undergoing long dialysis as a result of chronic
renal failure.

The first stage in the formation of amyloid fibers from 32m is the coordination process of Cu(ll),
which is actually present in dialysis membranes. It is found that the metal is deposited on the
surface of B2m. This complex is the beginning of the polymerization of protein through
successive additions of units that form dimmers, tetramers and hexamers, until the formation of
amyloid fibrils.

In order to study the binding sites of copper in the B2m protein and acquire new information
about the amyloid fiber formation in the DRA, we evaluated the copper with different charges
i.e., 0,+1,+2, for study the influence of the electrostatic effect on the copper adsorption.

We can conclude that adsorption of Cu(+1) and Cu(+2) is determined by the Coulomb forces
through electrostatic interactions with charged amino acids the negative side chains such as
aspartate and glutamate which are exposed on the surface of the protein mainly in the C-
terminal (Asp96 y Asp98). For the Cu(0) adsorption is determined by Van der Waals
interactions mainly in the His31 and N-terminal.

*Degree project
** Santander Industrial University, Science Faculty, School Chemistry, Director Dr. Cristian
Blanco Tirado.
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INTRODUCCION

La formacion de fibras amiloides es un proceso en el que estan involucradas
diversas proteinas, que pasan de su forma soluble, a agregados moleculares
insolubles. En la amiloidosis relacionada con largos tratamientos de dialisis
(DRA, por sus siglas en inglés: Dialysis Related Amyloidosis) (1) el material
amiloide esta constituido principalmente por B-2-microglobulina (2m), proteina
que se precipita en el sistema musculo-esquelético de pacientes sometidos a
largos tratamientos de dialisis, como resultado de insuficiencia renal crénica
(2).

La causa de la formacion de fibras de 2m in vivo no se conoce con claridad.
Sin embargo, existen diversos factores que influyen en la formacion de fibras
amiloides in vitro . Por ejemplo, la incubacién de la proteina B2m en presencia
de cantidades estequiometricas de Cobre (1,3). Este método es de relevancia
en los procesos in vivo, debido que las condiciones experimentales son

semejantes a las condiciones fisioldgicas.

La primera etapa en la formacion de fibras amiloides es el proceso de
coordinacién del Cu(ll), el cual se encuentra efectivamente presente en las
membranas de didlisis (1,3). Se ha encontrado que el metal se deposita en la
superficie de la B2m. Este complejo es el inicio de la polimerizacion de la
proteina a través de adiciones sucesivas de unidades que forman dimeros,
tetrameros y hexameros, hasta lograr la formacion de fibras amiloides (4-5).
Estudios de RMN a pH 6,6 indican que el Cu(ll) se une a las histidinas (His)
His13 y His31(6).

Estudios posteriores muestran que la His31 es el Unico residuo de la estructura
nativa de la f2m implicado en la coordinaciéon con el Cu(ll), mientras que las
His13, His51 y His84 son los residuos que coordinan al Cu(ll) en el estado no
nativo de la proteina (7). Un estudio posterior de RMN heteronuclear determiné
que a pH 7,0 las tres histidinas superficiales His13, His31 y His51, estan
implicadas en la coordinacion del Cu(ll) (8).

15



Estudios recientes evidencian la presencia de los grupos N-terminal de la llel,
amida de la GIn2, imidazol de la His31 y carboxilo del Asp59, coordinados al
Cu(ll) en el monémero de B2m (5). Sin embargo, actualmente no se conoce
especificamente la manera como el Cobre se asocia a la 2m ni tampoco se
conocen las bases moleculares de la asociacion de este metal de transicion en

sitios de coordinacién que inducen la DRA.

Por tanto, para determinar los sitios de adsorcion del Cobre en la f2m vy
conocer bases moleculares de la primera etapa del proceso de formacion de
fibras amiloides en la DRA, se realizaron multiples simulaciones de docking
molecular. Se evalud el Cobre con diferentes cargas, i.e., 0, +1, +2; para
estudiar la influencia del efecto electrostatico sobre la adsorcion del cobre.

Entender factores involucrados en el proceso de oligomerizacion de la 2m es
de importancia, no sélo para explicar este fendmeno bioldgico, si no también
para abordar racionalmente enfermedades relacionadas con la precipitacion de
proteinas. Consideramos que el entendimiento de las bases moleculares de la
precipitacion de proteinas puede ayudar, a futuro, a disefiar procedimientos y/o

farmacos que controlen o mitiguen la formacion de fibras amiloides.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar los sitios de adsorcion del Cobre en la B-2-Microglobulina a través de
simulaciones de docking molecular, con el fin de determinar bases moleculares

de la primera etapa de formacion de fibras amiloides en la DRA.

Objetivos especificos

Determinar los sitios de adsorcion del Cobre en la $2m, variando la carga del

metal (i.e., 0+1,+2,) para evaluar el efecto electrostatico en el sitio de

adsorcion. A través de docking molecular rigido y flexible.

Determinar la afinidad de la adsorcion del Cobre en la B2m, evaluando las

conformaciones de mayor estabilidad (<AG de enlace).

Validar los resultados de docking molecular con los datos reportados en la
literatura para los sitios de coordinacién del Cu(ll) en la 2m.

17



1. MARCO TEORICO

1.1. Amiloidosis

Historicamente el término amiloide ha sido usado para describir depdsitos
extracelulares de proteinas asociadas con alguna enfermedad (9). En la
actualidad se incluyen depdsitos intracelulares del material amiloide. Asi, el
término amiloide caracteriza un grupo de enfermedades, que comparten la

formacion de fibras amiloides.

El depdsito extracelular e intracelular esta formado principalmente por fibras
compuestas de subunidades de bajo peso molecular (5 a 25 KD) de una
variedad de proteinas. De acuerdo con su origen y con el tipo de proteina
depositada existen varias clases de amiloides (10). En la tabla 1 se presentan

los mas comunes tipos de amiloides

Abreviatura Tipo de amiloide Descripcién

AL Amiloide de cadena ligera  Contiene inmunoglobulina de cadena

ligera (A,K) derivadas de las células |

plasmaticas

AA Amiloide Asociada Proteina no-inmunoglobulina sintetizada
en el higado

AB B Amiloide Encontrada en la enfermedad de
Alzheimer

B2M B2Microglobulina Es una proteina normal del suero, parte
del complejo mayor de

Histocompatibilidad (MHC) clase |
Puede ocurrir en largos tratamiento de

hemodidlisis

IAPP Amylin Encontrada en el pancreas de pacientes

con diabetes tipo Il

18



PrP Proteina Prion En la enfermedad del Prion, la PrP se

deposita en los tejidos. Por ejemplo en

la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob .

Tabla 1. Descripcion de los principales tipos de amiloides (10).

Los depositos de fibras amiloides pueden presentarse en cualquier 6rgano,
incluyendo el corazbén, rifiones, tracto gastrointestinal, sistema

musculoesquelético y sistema nervioso central (SNC) (11).

Aunque se han reportado modelos de formaciéon de fibras amiloides de 32m,
incluso combinados con técnicas docking (12), en la actualidad este proceso
tiene lugar siguiendo un mecanismo que aun no se ha esclarecido

completamente.
1.1.1. Amiloidosis Relacionada con Dialisis

La amiloidosis relacionada con largos tratamientos de didlisis (DRA) es un tipo
de amiloidosis asociada al depésito de f2m (2). El sindrome de tunel del carpo
y el dolor en hombros son las caracteristicas clinicas mas importantes de este

tipo de amiloidosis (11).

El tratamiento clinico que se realiza para la DRA, es el trasplante de rifion, lo
cual ha demostrado detener la enfermedad. Sin embargo, a falta de un
suministro de érganos de remplazo 6 para el caso de pacientes con problemas
cardiovasculares y de avanzada edad, la Unica esperanza es el desarrollo de
procedimientos para prevenir la DRA, e.g., el desarrollo de membranas de
didlisis con mayor bioselectividad y/o el desarrollo de terapias con pequefias
moléculas (farmacos) que controlen o mitiguen la asociacion de B2m en fibras
amiloides. Por tanto, estudiar los posibles factores que inducen la formacion de
fiboras de B2m, es una herramienta necesaria para el desarrollo de

procedimientos contra la DRA.
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1.2 Quimica de Coordinacién

Una teoria que nos permite de manera cualitativa establecer la accion de una
molécula (ligando) sobre un determinado metal es la teoria de acidos y bases
duros y blandos (ABDB) (13)

1.2.1 Teoria ABDB

Ralph Pearson definié la teoria ABDB, teoria HSAB (por sus siglas en ingles:
hard and soft acid and base) (13). Lo fundamental de este principio es que los
acidos duros (metales) prefieren interaccionar con las bases duras (atomos
donadores) y que los &cidos blandos prefieren interaccionar con las bases

blandas.

Los iones metélicos difieren en su afinidad por las biomoléculas y esta fuerza
de enlace se refleja en la escala de dureza (tabla 2). En los sistemas
bioldgicos e.g. el ibn Ca** (acido duro) se encuentra frecuentemente coordinado
con carboxilato o base conjugada del RCOOH (base dura) y el Cu?®* (4cido
intermedio) con nitrégenos del anillo imidazol (base intermedia) del residuo

histidina.

El comportamiento de un centro metalico como duro o blando depende de las
interacciones estéricas de los ligandos que lo rodean en solucién. Para los
metales redox activos, como es el caso del Cobre, los ligandos se acomodan al
medio para dar cabida a los diferentes estados de oxidacién del metal (14).
Por tanto, es de importancia conocer en mas detalle la quimica de coordinacion

de un idn metalico en solucion.
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Acidos Bases

uros ntermedios andos uras ntermedias andas
D | di Bland D I di Bland
Na* Fe? Cu* OH Amina Tiol SH

K* Co? Pbh?* RCOO Imina Tioéter C-S-C
Mn? Ni2* Cd?* Carbonilo C=0  Amida CeHs

Fe® cu? TI H,O Amina 2°

Co* Zn? Hg? NH, Imidazol

Mg?* Mn?* Ag*

ca? Au®

AP Sn*

cr* Bi®*

Fe®*

Tablas 2. Escala de dureza de Pearson de metales y sustancias quimicas

pertenecientes a sistemas bioldgicos (adaptado de 15).

1.2.2 lones Metalicos en Solucién

En soluciéon acuosa un i6n metalico M esta normalmente coordinado con
moléculas de agua. Los complejos del Cu(ll) en agua son normalmente
expresados como [Cu(H20)s**] (16). Sin embargo, se han publicado trabajos
experimentales y computacionales (14, 16) que evidencian una estructura de
coordinacién del Cu(ll) en solucién como: [Cu(H20)s]** , incluso estructuras

gue contienen cinco moléculas de agua. (figura 1).

Estas estructuras consisten de una primera esfera de coordinacion que constan
de cuatro moléculas de agua coordinadas directamente con el ion metalico en
posiciones ecuatoriales, seguida de adicionales moléculas de agua que se
unen mediante puentes de hidrégeno a las moléculas de la primera esfera de

coordinacion.
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| d.

Figura 1. Estables estructuras calculadas para: A) [Cu(H20)s]** y B) [Cu(H20)s]*
(adaptado de 16).

Este tipo de solventes que forman puentes de hidrégeno, como es el caso del
agua, pueden tener cierta influencia en la quimica de coordinacién del metal.
Para un caso general, se podria presentar la transferencia de un proton
(reaccién de hidrolisis) (Ecuacion 1), el cual esta limitado por el pH del medio
(14)

[M(H,0),_]™" o [MOH(H,0),_,]"™ V" +H,0*

Ecuacién 1. Reaccion de hidrélisis en la solvatacion de un i6bn metalico (adaptado de
14).

Los procesos de transferencia de protén, pueden revelar detalles de la
influencia que tiene la solvatacion en diversos procesos a nivel molecular. Por
ejemplo, la influencia de la solvatacion del Cobre en solucién y el intercambio
de Ligandos (residuos de aminoacidos) por moléculas de agua, para llevar a la
formacion de complejos de coordinacion en sistemas biomoleculares, en los
gue este metal se ha encontrado presente. Como es el caso de las proteinas

propensas a formar fibras amiloides (1,3).
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1.3 B-2-Microglobulina (B2m)
1.3.1 Forma Funcional

La B2m es una proteina de aproximadamente 12KDa, que se expresa en la
superficie de todas las células (17). La f2m forma parte del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad clase | (CMH-I) y se une a este a través de una unién no
covalente en la superficie celular (figura 2). EI CMH-1 es un tipo de gen
presente en el cromosoma 6 de todas las células nucleadas y esta formado por
un conjunto de proteinas implicadas en la presentacion de antigenos a los
linfocitos T, generando una respuesta inmunitaria, que permite la identificacion
de los cuerpos propios y extrafios, estos Ultimos eliminados del organismo

mediante diferentes mecanismos (18).

Figura 2. Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH-I) cédigo Protein Data Bank
1DUZ (19). En azul la f2m.

La funcion mejor caracterizada de la B2m es interaccionar y estabilizar la
estructura terciaria del CMH-1. La B2m est4 presente fisioldgicamente como
monomero (20) y es transportada por los liquidos plasmaticos al rinidn donde es

degradada.
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Sin embargo, en el caso de fallas renales, como se da en los pacientes
sometidos a largos tratamiento de didlisis, la concentracién de 2m en el suero
puede incrementarse hasta 60 veces de su valor normal (~0.1 uM) (21). Este
incremento es necesario pero no suficiente para la formacion de fibras
amiloides en la DRA (2).

1.3.2 Forma Estructural

La B2m es una proteina globular formada por 99 residuos de aminoacidos. En
Su estructura secundaria, la B2m adopta una conformacién de 7 hojas plegadas
tipo B (cadenas A, B, C, D, E, F, G) (figura 3).

C-Terminal

N-Terminal

Figura 3. Geometria de la f2m (19)

El plegamiento de la B2m da lugar a dos hojas-3 de diferente tamano, la hoja- 3
de mayor tamafio estad compuesta por las cadenas A, B, D, E, y la de menor
tamafo esta compuesta por las cadenas C, F, G. La estructura terciaria es
estabilizada por la interaccion entre las dos hojas-B conectadas por un puente

disulfuro intramolecular, formado entre la Cys25 y la Cys80 (6).
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La estructura cristalina de la $2m ha sido elucidada por RMN (6,22). Aunque
s6lo un conjunto de datos se encuentra disponible en la Protein Data Bank
(PDB: 1JNJ (6)). También por estudios de cristalografia de rayos-X. e.g. la f2m
como monomero (PDB: 1LDS) (22) y en la estructura 1DUZ (19).

1.4 Cobre en Sistemas Bioldgicos

El cobre es un oligoelemento esencial para los seres vivos. Hace parte de los
procesos metabolicos, incluyendo la fosforilacidn oxidativa, la desintoxicacion
de radicales libres, sintesis y desnaturalizacion de neurotransmisores,
formacién de pigmentos, sintesis del tejido conectivo y metabolismo del hierro
(23).

En el cuerpo humano, en condiciones fisiolégicas, gran parte del Cobre es
probablemente funcional, involucrado como cofactor de diversas enzimas

redox, implicadas en reacciones de oxidacion (24).

En el cuerpo humano el Cobre se encuentra en cantidades relativamente
elevadas, por ejemplo: un adulto sano de 70 Kg contiene aproximadamente
110 mg de cobre, la mayor parte (46 mg) en el esqueleto y en la medula 6sea,
26 mg en los musculos esqueléticos, 10 mg en el higado, 8.8 mg en el cerebro
y 6 mg en la sangre (25). Una fuente dietética de cobre proviene del uso de
tuberias utilizadas en la plomeria. El valor estipulado por la organizacion
mundial de la salud del contenido de cobre en agua para uso humano es de
2mg/L (26).

La ceruloplasmina es la principal proteina del plasma humano que contiene
cobre, comprometiendo cerca del 65% del cobre en el suero. El contenido de
cobre en el suero es aproximadamente 13-25 uM y la mayoria esta enlazado a

proteinas del plasma (27).
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En los procedimientos de dialisis se observaron posibles medios que
permitieron la interaccion de la f2m con el Cobre libre (1). EIl primero es via al
dializado, donde un afio de didlisis exponia a un paciente a 15.000-30.000 L de
agua. El maximo nivel de cobre recomendado para la dialisis por la asociacion
americana de instrumentacion medica es de 1.6 uM. El segundo, fue el uso del
complejo de cobre (Cu(NHsz)4(OH),;) en la preparacion de las membranas
utilizadas anteriormente para el dializado. Estas membranas contenian
aproximadamente 2mg/m? de cobre (una tipica membrana de diélisis es de 1-2
m?). Por tanto, estas vias de contaminacién provefan una alta concentracion
de Cobre.

La influencia del Cobre en la DRA se observé en evidencias clinicas que
reportaron una disminucién de mas del 50% de pacientes que no presentaron

DRA al ser tratados con membranas sintéticas libres de cobre (28).
1.5. Herramientas Computacionales

Los sitios de interaccion de iones metalicos en sistemas biomoleculares son
generalmente complejos y especificos (29). La mecénica molecular es una de
las herramientas mas utilizadas para evaluar el comportamiento de sistemas
biomoleculares, los cuales se describen mediante modelos clasicos, es decir,
campos de fuerza. Estos son ampliamente utilizados para sistemas
macromoleculares de mas de 1000 atomos. Para nuestro tema de estudio se

utilizé el docking molecular, un método basado en campos de fuerza.
1.5.1 Docking molecular

Los métodos Docking proteina-sustrato consisten de dos componentes: uno de
ellos es el algoritmo de busqueda, que considera posibles geometrias de

enlace entre la proteina y el sustrato.
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El otro es una funcién de peso (funcién scoring) que clasifica los resultados de
bldsqueda y selecciona la mejor geometria de enlace con base en las energias
de los complejos (AG de enlace), definida como la diferencia entre los estados

enlazados y de no enlace del sustrato y la proteina (30).
1.5.2 Algoritmo Genético

El algoritmo genético Lamarckian (LGA) (31), es utilizado en los procesos de
Docking. Se basa principalmente en la teoria evolucionista de Charles Darwin.
Este representa los estados de los grados de libertad del sustrato como una
cadena de digitos, esta cadena es llamada gen. Una poblacion de diferentes
genes se genera aleatoriamente. Cada gen es evaluado energéticamente, con
lo cual se seleccionan los genes de menor energia para formar una nueva
poblacién. Pares de los genes seleccionados son entrecruzados. En este
proceso se selecciona un segmento del gen y los valores en este rango se
intercambian entre ellos con el fin de encontrar una mejor solucion, es decir,
una conformacion de menor energia libre de interaccion molecular, la cual es

sometida a una minimizacion de energia.
1.5.3 Campos de fuerza

La mecénica molecular describe los sistemas mediante campos de fuerza, i.e.
interacciones de enlace, torsiones, angulos e interacciones no enlazantes tales
como VdW vy electrostaticas, basados en métodos clasicos (Ecuacion 2.) (31).
Los campos de fuerza (AMBER (32), CHARMM, GROMOS, UFF, MM4) se han
desarrollado con base en datos espectroscopicos, datos experimentales y
calculos ab initio, razon por la cual en muchos casos se ha demostrado que
brindan respuestas formalmente correctas, a pesar de que no incluyen en la

descripcion de las propiedades moleculares el movimiento electronico.

El campo de fuerza AMBER94 fue validado para ser utilizado en sistemas

biomoleculares. La funcion del potencial esta dada por la ecuacion:
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Ecuacién 2. Funcion de energia del campo de fuerza AMBER94.

Donde el primer término representa las energias de los enlaces; K; es la
constante y req €s la distancia de equilibrio del enlace. El segundo término
representa la energia angular, donde Kg es la constante y 6¢q es el angulo de
equilibro entre tres atomos. El tercer término representa la energia de torsién,
donde V, es la componente de Fourier, @ es el angulo de torsion y y es el factor
de desfase. El dltimo termino incluye: i) las interacciones de VdW, donde A; y
Bjj son parametros de interacciones de repulsion y atraccion, respectivamente,

Rij es la distancia interatébmica. y ii) las interacciones electrostaticas, donde q

es la carga puntual de cada atomo y € representa la constante dieléctrica del
medio.

1.5.4 Autodock

Para evaluar los sitios de adsorcion del Cobre sobre la superficie de la B2m se
utilizé el programa Autodock4 (33). Autodock es una herramienta adecuada
para predecir los sitios y modos de enlace de un ligando en una biomolécula,
sin un conocimiento previo de su localizacién y conformacion, procedimiento

conocido como docking ciego o blind docking (34).

1.5.5 Funcion de energia libre
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Ligando No-enlace Intramolecular

w Enlace Intermolecular
—

Liganda

No-enlace Intermolecular Enlace Intram olecular
Proteina Proteina
No-enlace Intramolecular Enlace Intramaolecular

Figura 4. Diagrama de los estados de enlace y de no-enlace para las interacciones

inter e intramoleculares de la proteina y el ligando (adaptada de 60).

Autodock calcula la energia como energia libre de Gibbs a partir del potencial
que se calcula con base en los parametros del campo de fuerza Amber
(Ecuacion 3). El ligando y la proteina inician en una conformacion de no
enlace. En el primer paso, se calculan las energias intramoleculares para la
transicion desde los estados de no enlace hasta la conformacion del ligando y
la proteina en el estado de enlace. En el segundo paso se evalla la energia
intermolecular de combinar el ligando y la proteina en su conformacién de

enlace (figura 4).

AG gooking = (FL—1£ _ypli-L + (VPP PP )+ (L"FTL _yP-L

ERLECE no gnlace enlaca no gnlace BRLECE no anlaca

Ll ﬂsconf]

Ecuacion 3. Funcion de energia libre de docking molecular. Donde L se refiere al

ligando y P a la proteina

La energia V de la Ecuacién 3, es la sumatoria de las energias de
dispersion/repulsion, energia de las interacciones puente de hidrogeno,

electrostéticas y energia de solvatacion (Ecuacion 4.). El dltimo término AS__ ¢

define la entropia del sistema.
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Ecuacion 4. Energia de pares de interaccion (V). Donde i es el indice de atomos del

ligando y j el indice de &tomos del receptor.

Las constantes W han sido optimizadas con base en un conjunto de constantes
de enlace determinadas experimentalmente. El primer término de la ecuacion
es un potencial (6/12) para las interacciones de dispersion/repulsion. Los
parametros se basan en el campo de fuerza AMBER. EI segundo es un

término direccional de puentes de Hidrogeno, basado en un potencial (10/12).

Los parametros C y D son pardmetros para las interacciones de repulsion y

atraccion respectivamente, r es la distancia entre los atomos i y j. La funcion

E(t) proporciona direccionalidad con base en un &angulo t, de una geometria
ideal de un puente de hidrégeno. El tercer término es un potencial de Coulomb
para las interacciones electrostaticas. EI ultimo término es un potencial de

solvatacién basado en el volumen de los atomos (V). Siendo & la constante de
distancia gaussiana (3,5 A) y 5 un parametro de solvatacién propio de cada

atomo.
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2. ESTADO DEL ARTE

La formacién de fibras amiloides es un proceso implicado en diversas
enfermedades e.g., la enfermedad de Alzheimer (35), Parkinson (36) y
amiloidosis relacionada con largos tratamientos de dialisis DRA (1). Sin
embargo, no se conoce con claridad los mecanismos por los cuales las
proteinas solubles, implicadas en estas patologias, forman fibras amiloides
insolubles. Entender los mecanismos de estos procesos es de importancia no
s6lo para explicar este fendmeno biolégico si no también para abordar
racionalmente estas enfermedades. Asi, a futuro se puedan disefar
procedimientos y/o farmacos que controlen o mitiguen la formacion de fibras

amiloides.

La DRA es un tipo de amiloidosis asociada al depésito de 2m (2). En la figura
5 se observan diferentes etapas del desarrollo de la DRA. La primera etapa [1]
comprende la disociacion de la $2m del CMH-I y su entrada como monémero al
suero plasmatico. En individuos sanos, la f2m es degrada y eliminada por el
riion [2a]. La etapa [2b] comprende la filtracion de la sangre mediante

dializado, en pacientes con fallas renales.

En la tercera etapa [3], se incrementa la concentracién de 2m hasta 60 veces
de su valor normal (~0.1 uM). Debido a que las membranas de dialisis no
remueven efectivamente la proteina de la sangre. Sin embargo, estos niveles

elevados de B2m no estan correlacionados con la DRA (2,21).

La B2m entra a las articulaciones por un mecanismo desconocido [4], donde
forma un estado pre-fibrilar [5a], posiblemente con la ayuda de otros factores
bioldgicos [5b]. Seguidamente este estado pre-fibrilar pasa a formar fibras
amiloides [6], que se depositan en las articulaciones [7a], causando la
infiltracion de macréfagos (M¢) [7b]. Los macrofagos activados liberan
citocinas que conlleva a la destruccion de las articulaciones y los huesos [8],

gue se traduce en el inicio de la fase sintomatica de la DRA.
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Figura 5. Etapas del desarrollo de la DRA (adaptado de 22)

Si bien, la causa de la formacion de fibras de 2m in vivo no se conoce con

claridad, existen otros factores in vitro para generar fibras amiloides de f2m.
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Las fibras de B2m pueden ser generadas en condiciones acidas (pH <3.6) (37),
por remocion de los primeros seis aminodcidos del N-terminal (38), por mezcla
de la B2m con colageno a pH 6.4 (39), y por la incubacion de la f2m en
condiciones fisiologicas, en presencia de cantidades estequiometricas de
Cobre (1,3).

Este ultimo método es de relevancia en los procesos in vivo, debido a las
cercanas condiciones fisiologicas utilizadas. En la etapa [5] del desarrollo de la
DRA (figura 5) se han sugerido factores directamente relacionados con la
terapia de dialisis, a estar implicados en el paso de la forma nativa de 2m a
insolubles fibras amiloides. Uno de los factores fisiolégicamente relevantes,
capaz de afectar la conformacibn y por tanto la agregacion de

proteinas/péptidos son los iones metalicos.

Miranker y colaboradores demostraron que la cantidad de Cobre presente en
los procesos de didlisis puede ser suficiente para que este metal de transicién
sea un factor desencadenante in vivo de la formacion de las fibras amiloides de

B2m (1).

Estos investigadores evidenciaron que el enlace del Cu(ll) en presencia de
100mM de urea, es especifico en comparacion con el Ca(ll) y el zZn(ll).
Ademas, mostraron que la desestabilizacion por Cu(ll) tnicamente promueve la
formacion de fibras de f2m a 37°C y pH neutro. Las fibras presentaron un

ancho entre 6-10 nm en el agregado amorfo (figura 6)
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Figura 6. Fibras amiloides de B2m. Imagen visualizada por Microscopia de
Transmision Electrénica luego de seis dias de incubacién de 2m con Cu(ll) (adaptado
de 1)

La B2m nativa es desestabilizada por el enlace del Cu(ll),. A pH 6.5 (6), se ha
observado que la Hisl3 (A-B loop) y la His31 (B-C loop) son los residuos
implicados en el enlace con el Cu(ll). Villanueva y colaboradores (8) mostraron
que a pH 7 la His13, la His31 y la His51 estan implicadas en la interaccion con
el Cu(ll).

El enlace del Cu(ll) a la His51, incrementa la movilidad en las regiones
adyacentes al sitio del enlace, debilitando los enlaces de hidrégeno a lo largo
del backbone y alterando las interacciones hidrofobicas, permitiendo la
formacion de un precursor necesario para la formacion de las fibras amiloides
de B2m (8). De hecho, los cambios conformacionales observados en la cadena
D de la estructura cristalina de la f2m humana, generan un cambio en la
orientacién de la His51 de 180 grados (22), lo cual podria facilitar el enlace del
Cu(ll) (8).
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La isomerizacion cis/trans de la Pro32 es otro factor implicado en la formacion
de fibras de f2m a pH 7. La estructura atémica fue resuelta por Rayos-X (pdb
2F80). En este estudio Eakin y colaboradores (40) establecieron bases
quimicas y estructurales de los cambios de la f2m requeridos para la
oligomerizaciéon. El Cu(ll) puede actuar como éacido Lewis en la Pro32,
interaccionando con el par libre de electrones del nitrégeno y debilitando el
enlace amida. Ademas, el enlace del Cu(ll) genera una rotacion de la Phe30
desde el medio hidrofébico a la superficie accesible al solvente de la proteina
(figura 7). Estos estudios destacan el hecho de que sdélo unos pequefios
cambios en la soluble y estable p2m pueden incidir en el proceso de

oligomerizacion.

Los cambios estructurales son requeridos para iniciar el proceso de
oligomerizacion. Eakin y colaboradores evidenciaron que el Cu(ll) es necesario
para la formacion y estabilizacion de intermediarios oligoméricos de [p2m,
sugiriendo que el Cu(ll) actia como un factor iniciador de la amiloidosis (20).
Los intermediarios oligoméricos, dimeros y hexameros en tamafio, requieren de
Cu(ll) para su formacién, pero una vez generados no necesitan del catidn

metalico para su estabilizacion (41).

Figura 7. Cambios estructurales en la B2m en presencia de Cu(ll). Isomerizacion de

la Pro32 y exposicion al solvente de la Phe30 (adaptado de 40).
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Vachet y colaboradores determinaron la estequiometria de los oligdbmeros
intermediarios, que preceden la formacion de las fibras amiloides (figura 8) (4).
Estos resultados sugirieron que el Cobre es esencial para iniciar la formacion
de los oligdmeros in vitro en condiciones cercas a la fisiologicas (i.e.;pH 7.4,
37°C y 150 mM de fuerza ibdnica), pero no es necesario para mantener la
estabilidad de tetrameros y hexameros, por esto, su ausencia en las fibras

amiloides formadas.

Cu(ln) Cu(I) Cu(II) Cu(I)

.C“(m. .. .“.

cu(in) Cu(in cu(in

) -4Cu(le

“lol= 333—}3

Figura 8. Modelo propuesto del papel catalitico del Cobre en la oligomerizacién de la
B2m (adaptado de 4)

l-‘lbrllos

En el modelo propuesto en la figura 8 se observa que la primera etapa en el
mecanismo de oligomerizacién es la interaccion del Cu(ll) con el monémero de
B2m. Por tanto, elucidar los residuos implicados en la interaccién con el Cobre
es de importancia para establecer bases moleculares del mecanismo de
formacion de fibras amiloides en la primera etapa de la DRA. Miranker y
colaboradores (42) presentaron informacion estructural de la coordinacion del
Cobre en la B2m. Estos investigadores cristalizaron un hexamero mutante de
la B2m, la H13F (pdb 3CIQ), en donde el Cu(ll) se encuentra coordinado en
una geometria cuadrado plana con el anillo imidazol de la His31, el N-terminal,
y un grupo carbonilo de la cadena polipeptidica cerca al N-terminal, en cada
subunidad de la proteina.
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El modo de enlace del Cobre en la B2m presenta gran similitud con la
coordinacion del cobre en la proteina PrP (43). El cobre se coordina ala f2my
a la proteina PrP a través de un anillo imidazol, dos a4tomos de nitrégeno y un

grupo carbonilo de la cadena polipeptidica (figura 9).

A

Figura 9. Geometria de coordinacion cuadrado plana del Cu(ll) en el hexamero
mutante H13F (pdb 3CIQ) (42) y en el fragmento HGGGW del octapéptido de la
PrP(43).

La geometria de coordinacion del Cobre en el hexamero mutante H13F es una
aproximacion del posible modo de enlace de este metal en la f2m, debido a
que esta estructura fue cristalizada mediante una mutacién de Histidina por
Fenilalanina. Ademas, estudios previos habian determinado que los
oligbmeros (tetramero y hexdmero) pierden los iones Cobre antes de progresar
a formar las fibras amiloides (4). Sin embargo, esta informacién permite
conocer a nivel microscopico el posible modo de coordinacion de este metal en
la B2m. Asi mismo, resultados experimentales han reportado que la His31 es
un importante sitio de unién del Cobre en el monémero (7, 8,44). De igual
forma el N-terminal (44), la His51 (8), la His13 (8).
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Sin embargo, parte de los resultados presentados por RMN (7,8) pueden
presentar efectos paramagnéticos que ocurren durante los andlisis de

complejos de Cobre (45)

Por lo anterior, el Profesor Richard Vachet y su grupo de investigacién de la
Universidad de Massachusetts, Amherst USA, llevaron a cabo experimentos
basados en espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés: Mass
Spectrometry) para identificar los sitios de coordinacion del Cobre en el
monomero y los demas oligobmeros de B2m. Estos métodos tuvieron cierta

ventaja con respecto a los estudios de RMN, por tres razones especificas:

¢ A diferencia de la RMN estos métodos basados en MS no estan sujetos
a efectos paramagnéticos que pueden complicar la interpretacion de
datos.

e Las medidas pueden ser tomadas en la condicién de formacion de fibras
amiloides en una concentracion muy baja de la proteina, donde no ha
ocurrido la oligomerizacién, lo que garantiza obtener informacion de la
interaccién del Cobre con la 2m como mondmero.

e La especificidad de MS permite conocer informacion del sitio de enlace
del Cobre en la mezcla de oligomeros.

El primer método fue desarrollado por Lim y Vachet (46). Este método empled
las reacciones de oxidacion catalizada por metales (MCO) para oxidar
especificamente los aminoacidos implicados en el enlace de metales que
presentan actividad redox. Con este método MCO/MS Lim y Vachet (44)
determinaron los aa implicados en la coordinacion del Cobre (figura 10).

En la proteina nativa, el N-terminal amina y la His31 son los aa implicados en la
coordinacion del Cu(ll). Estos resultados son consistentes con previos reportes

experimentales (1, 7, 6).
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Ademas, Lim y Vachet (44) reportaron que la Met99 fue un aa susceptible a la
oxidacion. Esta oxidacion de la Met (C-terminal) puede ser debida a posibles
reacciones de oxidacion no especificas y a la posibilidad de un segundo sitio
del enlace. Miranker y colaboradores (7) previamente habian reportado que en
presencia de un exceso de Cobre, la B2m podria coordinarse con mas de un

i6n metdalico.

En el estado no nativo de la proteina, en presencia de 8M de urea, la His31, la
His51, la His84 y el N-terminal son los posibles aa que se coordinan con el
Cu(ll) . Eakin y colaboradores (7) habian reportado previamente que la His13,
la His51 y la His84 estaban implicadas en la interaccién con el Cobre, en el

estado no-nativo de la f2m.

N-Terminal

/

His31

"

N (8 His51

Q o
f JC-Termina

b\ "

\

Figura 10. Posibles sitios de coordinacion del Cu(ll) en la B2m elucidados por el
método MCO/MS (44).
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El método MCO/MS (44) evidencié diferencias en la estructura de coordinacion
del ibn metalico en la B2m, en su forma nativa y no-nativa. En la forma nativa,
la interaccion del Cu(ll) con el N-terminal podria se el primer paso en el
mecanismo de desestabilizacion de la proteina que lleva a la formacién de las
fibras amiloides. Ademas, la coordinacion del Cobre en el estado no nativo de

la proteina podria ser un importante paso en el mecanismo de agregacion.

Un segundo método desarrollado por Vachet y colaboradores (47) se basé en
la MCO en condiciones de reaccion que oxidaron adicionales residuos
cercanos (aproximadamente 10A) al sitio de enlace del Cobre, conocido como
detuned MCO/MS.

Un tercer método desarrollado por Mendoza y Vachet (48) se bas6 en un
mapeo superficial de marcaje covalente para modificar aminoacidos con grupos
nucleofilicos, e.g., residuos His, Thr, Tyr y Ser, empleando dietilpirocarbonatos
(DEPC) (figura 11). Estas reacciones covalentes se emplearon para identificar
los sitios de enlace del Cu(ll) en la B2m , debido a que la reactividad de los
residuos disminuye significativamente cuando éstos hacen parte del sitio de
enlace del Cu(ll) (49). Ademas, Mendoza y Vachet estimaron cambios en la
accesibilidad al solvente de los residuos implicados en el enlace con el Cu(ll),

comparando los resultados con estructuras cristalinas resueltas por Rayos X.

Tres histidinas (His13, His31, His51) y otros tres aa accesibles al solvente
(Thr4, Ser33, Ser88) fueron modificados en la reaccion. Sin embargo, la
reactividad de solo tres aa (His31, Ser33, Thr4) disminuy6 notablemente tras la
adicion de Cu(ll) . Mendoza y Vachet (48), atribuyeron que la disminucién en la
reactividad de la His31 es debido al enlace con el Cu(ll), el cual la protege del
DEPC. Este resultado es consistente con previos resultados experimentales
(8, 7,44).
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La disminucion en la reactividad de la Ser33, fue atribuida a la cercania de este
residuo a la His31, lo que podria impedir el acceso del DEPC a la cadena
lateral de la Ser33. Ademas, se habia reportado que el enlace del Cu(ll) en la
B2m lleva a la isomerizacion de la Pro32 (40). En esta estructura cristalina la
B2m adopta una conformacion donde la Ser33 esta poco expuesta en
superficie, lo cual la hace menos accesible y menos reactiva.
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TH gz " )k )k — g N
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HC—H,C n /\o o o/ — |
| DEPC HC——H,C o o
o—=CcC |
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| PPN I
Ho——te—OH + -~ N o - |

DEPC HC——H,C—0O, o)
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He—He—oOH + -~ g o v |
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Figura 11. Reacciones de los residuos (Histidina, Tirosina, Serina y Treonina) con

DEPC (adaptado de 48).
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La disminucion de la reactividad de la Thr4 sugiri6 que la orientacion del N-
terminal, el cual incluye a la Thr4, es alterado por el enlace del Cu(ll), lo cual
cambia la accesibilidad al solvente de este residuo.

Mendoza y Vachet (48) no observaron cambios en la reactividad de la His51, lo
cual es consistente con previos estudios (7,44), donde no se han reportado
evidencias del enlace del Cu(ll) en este aa. Sin embargo, estudios de RMN (8)
han reportado a la His51 como un posible sitio de enlace. Mendoza y Vachet
atribuyen que estos resultados de RMN pueden ser debido a un incremento en
la flexibilidad conformacional de este residuo cuando el Cu(ll) se enlaza a la
B2m.

Recientemente Vachet y colaboradores (5) aplicaron las metodologias
expuestas anteriormente, MCO/MS (44), detuned MCO/MS (47) y mapeo
superficial con modificacién covalente (48) empleando DEPC y NHSA (acetato
de sulfo N-succinimida) como agentes para el marcaje covalente , para estudiar
la interaccion del Cobre con la B2m en el proceso de oligomerizacion. Los

resultados mas relevantes se reldnen a continuacion:
v Enlace del Cobre al monémero de 32m evaluado por MCO/MS

El N-terminal, la GIn2, la His31, el Asp59 y el Trp60 fueron modificados en las
reacciones de oxidacion, sugiriendo que estos aa estan cerca o hacen parte del

sitio de enlace metalico.

v' Enlace del Cobre al monémero de [2m evaluado por el marcaje

covalente.

Los aa que presentaron cambios significativos en la reactividad con DEPC en
presencia de Cobre fueron la Thr4, Ser28, His31 y Ser33. EI N-terminal
disminuy6 su reactividad en presencia de Cobre, en los experimentos con
NHSA. En conjunto, los datos del marcaje covalente con DECP y NHSA son
consistentes con los resultados de MCO/MS, indicando que el N-terminal y la
His31 hacen parte del enlace del Cu(ll).
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v Enlace del Cobre al monémero de 32m evaluado por detuned MCO/MS

Este método se aplicO para examinar los residuos que hacen parte de la
vecindad del enlace metalico. Los nuevos aminoacidos oxidados fueron la
Phe30, la Pro32, la Phe62 y la His84.

Los resultados de las anteriores metodologias evidencian que la regién del N-
terminal es responsable del enlace del Cu(ll) en la primera etapa de formacién
de la fibras amiloides. EI Cu(ll) puede coordinarse en esta region via el N-
terminal, el enlace amida entre la llel y la GIn2, la His31 y el Asp59 (5) (figura
7)

H e

‘ / \L N-Terminal
/

Figura 12. Posible region de coordinacion del Cu(ll) en la $2m (5).

El Trp60 no fue tomado en cuenta por los autores (5) para hacer parte del
enlace del Cu(ll) en el monémero, debido a que los residuos triptéfanos se
coordinan con poca frecuencia a iones metélicos de transicion. Por tanto, la
disminucién en la reactividad del Trp60 en la MCO/MS se atribuy6 a la cercania

de este residuo al Asp59.

43



Los residuos Asp son resistentes a modificaciones de oxidaciéon a menos que
estén muy cerca al sitio de enlace metélico (47). Por tanto, el Asp59 fue
considerado como un residuo que hace parte de la coordinacién del Cu(ll). Los
autores especulan (5) que la presencia de este residuo en el sito de enlace
tiene importantes implicaciones en la liberacion de Cobre en el proceso de

oligomerizacioén de la p2m.

El aspartato es el tercer aminoacido mas comun a encontrarse coordinado con
metales de transicion. Sin embargo, un reciente estudio de la Protein Data
Bank determind que los residuos Asp (y Glu) son menos probables a
coordinarse con el Cu(ll), comparado con otros metales de transicion de la
primera fila (50). Cuando el carboxilato se coordina con el Cobre en proteinas,
el promedio de la longitud de enlace es 0.3 A mayor comparado con los enlaces
Cu-nitrégeno, lo cual indica interacciones débiles entre el Cu(ll) y este grupo

funcional.

Por tanto, la coordinacién del Cobre con el Asp59 puede causar interacciones
Cu-p2m suficientemente fuerte para inducir cambios estructurales que llevan a
la formacion de las fibras amiloides e interacciones suficientemente débiles
para que los oligdbmeros progresen a la formacion de las fibras amiloides libres
de Cobre. EI Asp59 es un residuo que se ubica lejos de la cadena del N-
terminal en la estructura cristalina de la B2m (22). Sin embargo, la presencia
del Cu(ll) en esta region puede reposicionar el Asp59 hacia el N-terminal. Esta
reposicion se puede observar en la estructura cristalina de la H13F (42), donde
la cadena lateral del Asp59 ha girado méas de 100° y se encuentra mas cerca al

N-terminal que en el monémero (figura 13).

44



Figura 13. Comparacion de la estructura cristalina del monémero de 32m (verde) (pdb
1LDS) (22) y una subunidad del hexamero H13F (azul) (pdb 3CIQ) (42) que ilustra la

reposicion del Asp59 en presencia del Cobre.

La reposicion del Asp59 es un cambio estructural que permite la formaciéon de
un puente salino a través de interacciones electrostaticas entre la cadena
lateral de este residuo y la Lys19, en la formacién del dimero (figura 14).
Vachet y colaboradores (5) de igual forma atribuyen que la formacién de un
puente salino entre la Arg3 y el Glul6 (figura 14), se debe a una repulsion entre
la Arg3 y el enlace metalico, debido a que este residuo no presentd
modificaciones en las reacciones de MCO/MS. En el hexdmero H13F se puede
observar que la cadena lateral de la Arg3 (R3) se encuentra a mas de 10 A del

Cobre.
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Figura 14. Interacciones entre la cadena B y C en el hexamero H13F (pdb 3CIQ) (42),
mostrando los puentes salinos formados entre el Asp59 (D59)- Lys19 (K19) y la Arg3
(R3)-Glul6 (E16).

Vachet y colaboradores (5) brindan informacién adicional sobre como el Cu(ll)
facilita cambios estructurales en la f2m, los cuales llevan a la formacién de
oligobmeros. En el monomero, el Cu(ll) se enlaza al N-terminal, el enlace amida
entre la llel y la GIn2, la His31 y el Asp59, lo cual genera la reposicion del
Asp59 y la Arg3, que facilitan la formacién de puentes salinos en el proceso de

formacién del dimero.

Recientemente Vachet y colaboradores (51) estudiaron las interacciones 32m-
B2m en solucion, utilizando un marcaje covalente con deteccion por MS. En
este método se reportd informacién de los aa que intervienen en la formacion
del dimero, en la proteina nativa. Sus resultados indican que una interface del
dimero esta dada por interacciones entre las cadenas D-D de separadas
unidades de proteina. Los aminoacidos que presentaron una disminucion en la
reactividad a medida que avanzaba la formacion del dimero se muestran en la

figura 15.
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Todos estos residuos son localizados en las hojas A, By E de la f2m. Por
tanto, estas medidas son consistentes con una estructura de dimero, donde la
hoja ABDE es parte de la interfaz del dimero. Los residuos implicados en esta
interfaz de contacto proteina-proteina son de interés para el seguimiento del
mecanismo propuesto por Vachet, del rol catalitico del Cobre (figura 8).
Ademas Vachet y colaboradores (51) observaron importantes cambios en la
reactividad de ciertos residuos debido a la presencia de Cobre. La reactividad
del N-terminal, Arg3, His31, Ser33, Tyr67, Lys91 y Arg97 disminuyoé en
presencia del metal, lo cual proporciona una idea de los posibles cambios
estructurales causados por el enlace del Cobre, que llevan a la proteina a

formar dimeros.

Esta disminucion en la reactividad de estos residuos por los agentes de
marcaje covalente (DEPC), es debido a su compromiso con el enlace metalico.
Uno de los cambios postulados por los investigadores fue la formacion de un
puente salino entre el Asp59 y la Lys19, con un arreglo anti paralelo, los cuales
fueron recientemente postulados como una de las interacciones de importancia

causadas por el enlace del Cobre al monémero de 2m (figura 14).

; Lys19 Lys75

Figura 15. Amino&cidos que estan localizados en las hojas (A) ABDE Y (B) CFG de la
B2m (adaptado de 51).
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En conclusion, es necesario determinar como y donde se coordina el Cobre en
la B2m, en la primera etapa del proceso de oligomerizacion. Para esto, es
necesario conocer las posibles bases moleculares de la primera etapa de
oligomerizacién, que en conjunto con las evidencias experimentales, pueden
recopilar informacion adicional para comprender el proceso de formacion de

fibras amiloides en la DRA.

Las herramientas computacionales son fundamentales para estudiar a nivel
atomico las interacciones de este tipo de sistemas biomoleculares. Por esta
razon, Deng y colaboradores (52) estudiaron en una serie de simulaciones de
DM el efecto del Cu(ll) en la B2m. Los estudios revelaron que el enlace del
Cu(ll) a la His-13 tiene muy poco efecto en la estabilidad conformacional de la
B2m, mientras que el enlace del Cu(ll) a la His-31 y en menor extension a la
His-51 son principalmente los responsables del cambio conformacional vy

dindmico observados en la B2m.

En este método los autores consideraron que la contribucion de cada sitio de
enlace ionico era aditiva. Es decir, el Cu(ll) fue simulado en la direccion del
atomo de hidrégeno 61 del grupo imidazol de la histidina protonada, hasta que
la distancia Cobre-N alcanzara 2.1 A, la cual es el promedio de la longitud del
enlace coordinado en varias estructuras de proteinas que contienen Cobre en
la PDB.

En la literatura se han reportado estudios de DM (52, 53) y técnicas docking
(12) las cuales han sugerido informacion de los posibles mecanismos de
formacion de las fibras amiloides de la 2m. Sin embargo, no se ha estudiado
a nivel atomico las interacciones Cobre-$2m, en la primera etapa del proceso

de oligomerizacion.
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Por tanto, en esta investigacion se realizé un estudio de docking molecular,
para elucidar bases moleculares de la primera etapa de formacion de fibras
amiloides. Se buscd determinar como y donde se adsorbe el Cobre en el
monomero de 2m, debido a que no se conoce a nivel atdmico la ubicacion

especifica de este metal en la proteina.
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3. METODOLOGIA

3.1 Determinacion de los sitios de adsorcién
3.1.1 Seleccion de estructuras de partida

Para desarrollar el estudio de docking molecular, fueron extraidos los
parametros geométricos de la B2m incorporados en el CMH-I (cédigo PDB
1DUZ). Luego la B2m se introdujo en una caja cubica (con una distancia
minima de 1,2 nm entre la proteina y el borde de la caja). Se solvato la
proteina con moléculas de H,O utilizando el modelo TIP3P (54). Las
interacciones de VdW se evaluaron mediante el potencial de 6 -12 de Lenard-
Jones. La optimizacién de la geometria se realizO mediante el método
“Steepest descent”, (55) bajo condiciones peridédicas de contorno y con el
campo de fuerza AMBER94 (32), para esta etapa se utilizd el programa
GROMACS 3.3.3 (56). De este proceso de minimizacion se escogieron los tres

modelos mas representativos.

- i N-terminal - i
. N-terminal ? i 9 A-D l‘\N terminal

b) A-C

B

Figura 16. Comparacion entre los modelos mas representativos del proceso de
minimizacion de energia (B, C, D) (gris) con la estructura de partida (A) (azul), codigo
PDB 1DUZ (19). Desviacion del backbone a) r.m.s= 1.409 A entre el modelo A-B b)
r.m.s= 1.412 A entre el modelo A-C d) r.m.s= 1.220 A entre el modelo A-D.
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Se seleccionaron cuatro estructuras de partida para las simulaciones de
docking, con el fin de determinar posibles diferencias en la adsorcion del
Cobre, debido al proceso de dinamica de la 2m. La estructura extraida del
codigo 1DUZ, estructura A, y las tres escogidas del proceso de minimizacion,
estructuras B, C, D (figura 16).

Los parametros del Cobre, radio de VdW (1.4 A), energia potencial de Vdw
(0.09 KCal/mol) y volumen de solvatacién atémica (1.6 A fueron incluidos en
el campo de fuerza AMBER94 (32). Los residuos Histidinas fueron

considerados como neutros.
3.1.2 Docking molecular: Rigido y Flexible

El docking molecular se realizé con diferentes cargas del Cobre (i.e.,0,+1y +2),
para estudiar la influencia del efecto electrostatico en el sitio de adsorcion. Las
simulaciones de docking molecular se realizaron con Autodock4 (60) utilizando
el algoritmo LGA (31).

En todas las simulaciones se evaluaron quinientas mil (500.000)
conformaciones distintas. Para cada simulacion se tomaron las 25
conformaciones de menor energia docking, las cuales se agruparon por
clusters de similitud conformacional. Cada conformacién representa un estado
especifico del Cobre en la B2m. EIl mejor resultado de docking, puede ser

considerado a ser la conformacion con mas baja energia docking.

7

La energia docking 6 energia de enlace es la suma de la energia
intermolecular, la energia total, la energia torsional, menos la energia de no
enlace (Ecuacién 3). La energia intermolecular es la suma de la energia

electrostatica y de VdW.

El docking se desarrollé en dos partes: un docking rigido, proceso en el que se
mantiene la macromolécula de interés sin ningun tipo de movimiento en sus
cadenas laterales, y un docking flexible, lo cual permite la flexibilidad en las

cadenas laterales de la biomolécula.
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En los dos procedimientos se tomd un tamafio de grid de 126 x 126 x 126 en
las direcciones x, y, .z respectivamente, con un espaciamiento de 0.375A para
cubrir totalmente la proteina. Este procedimiento es conocido como blind
docking 6 docking ciego, en el cual se realiza una busqueda en la superficie
entera de la proteina, cuando no se tiene un conocimiento especifico del centro
activo del receptor. En nuestro caso, cuando no se conoce especificamente los

aa implicados en el proceso de adsorcion del metal.

Las inserciones del Cobre en la f2m se llevaron a cabo aleatoriamente con el
método Monte Carlo (80). Las interacciones entre el metal y la proteina se

evaluaron con el campo de fuerza AMBER94 (32).

En los procedimientos de docking rigido y flexible se realiz6 una busqueda
aleatoria en toda la superficie de la B2m, variando la carga del metal. En el
primer procedimiento se mantuvo rigida la proteina y en el docking flexible se
permiti6 que el sistema se relajara, haciendo flexibles ciertos residuos. Los

procedimientos de docking flexible se describen a continuacion:
Docking Flexible |

El primer estudio de docking flexible se realiz6 con base en los resultados del
docking rigido. La estructura A fue la geometria de partida. Se determiné la
afinidad del Cu(+1) y el Cu(+2) en la superficie entera de la proteina, haciendo
flexibles la cadena lateral de los aa Asp96, Asp98 y aa cercanos a éstos
(Glu74, GIn77, Lys94, Trp95, Arg97, Met99). Para el Cu(0) los residuos
flexibles fueron la Phe30, Phe62 y otros residuos cercanos a estos (His31,
Ser33, Pheb6, Ser57, Trp60).

El docking flexible se realiz6 por triplicado para las tres cargas respectivas del
Cobre.

Docking Flexible 1l
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Para evaluar la afinidad del Cobre en los cuatro modelos (A, B, C, D) se
realizaron una serie de simulaciones, permitiendo la flexibilidad de las cadenas
laterales de las histidinas (13, 31, 51, 84) y aspartatos (34, 38, 53, 59, 76, 96,

98). Estos aa estan expuestos en su mayoria en la superficie de la 2m.
Docking Flexible IlI

Se evalug la afinidad de la adsorcién del Cu(0) en los cuatro modelos (A, B, C,
D), haciendo flexibles aa cercanos a la His31 (llel, GIn2, Arg3, Asp59, Trp60,
Ser61, Phe62) y la His84 (Val85 y Thr86), debido a que fueron los sitios de
mayor espontaneidad (< AG de enlace) elucidados en el docking flexible II.
Ademas, se evalu6 la afinidad del Cu(+2) en el modelo C. Para estas
simulaciones se redujo el espacio de busqueda. Se tomo un tamafio de grid de
80 x 80 x 80 en las direcciones X, y, .z respectivamente, con un espaciamiento
de 0.375A.

3.2 Determinacion de la afinidad de la adsorcién

Se determind la afinidad de la adsorcion del Cobre en la B2m, evaluando la
energia libre de enlace (energia docking) (Ec 3) y las distancias interatomicas.
Las conformaciones de mayor espontaneidad (<AG de enlace), fueron
seleccionadas como las conformaciones de mayor afinidad, en la primera etapa

del proceso de adsorcion.

3.3 Validacién de resultados

Se validaron los resultados producto de las simulaciones docking molecular
con los datos reportados experimentalmente de los sitios de coordinacion del
Cu(ll) en la B2m. Se estudio el posible efecto electrostatico en el sitio de

adsorcion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sitios de adsorcién del Cobre en la f2m

Se determinaron los sitios de adsorcién del Cobre en la B2m. EI cobre se
adsorbio en diferentes regiones de la proteina determinadas por el efecto
electrostatico en el sitio de adsorcion, debido a la variacion de la carga del
metal.

La adsorcion de este metal en el monémero de f2m, es la primera etapa del
modelo catalitico propuesto por Vachet y colaboradores (4), expuesto en la
figura 8. Los aa que participan en el proceso de adsorcién, fueron elucidados

en el procedimiento de docking rigido y flexible que se muestra a continuacion.

4.1.1Docking molecular
4.1.2Docking rigido
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Figura 17. Energias de adsorcion representativas (< AG de enlace) de los cuatro
modelos de 32m, producto de las simulaciones de docking molecular rigido, con las

diferentes cargas del Cobre.

54



Las energias de adsorcion, producto de las simulaciones de docking molecular
rigido (figura 17), para los cuatro modelos A, B, C, D, muestran una variabilidad
energética mayor a 4KCal/mol, para las diferentes cargas del Cobre, lo cual es
debido a las diferencias en la contribucion de energia electrostatica (Tabla3).
En la tabla 3 se tabulan las energias de las conformaciones de < AG de enlace,

para las tres diferentes cargas del Cobre.

Energia (KCal/mol) | Cu(0) | Cu(+1) | Cu(+2)
Enlace -0.11 -4.42 -10.77
Intermolecular -0.38 -4.43 -11.04
Interna Total 0.00 0.00 0.00
De no Enlace 0.00 0.0 0.0
Torsional 0.27 0.27 0.27
Electrostatica 0.00 -4.56 -13.72
VdW_hb_desolv -0.38 0.13 2.68

Tabla 3. Energias del proceso de adsorcién del Cobre en la f2m. Para el Cu(0)-
modelo A, el Cu(+1)-modelo A, el Cu(+2)-modelo C.

Para una carga especifica del metal no se observé una variacion energética
considerable. Es decir, la energia docking en el proceso de adsorcion del
Cobre es similar entre los modelos (A, B, C, D). Sin embargo, se puede
observar que el Cu(+2) se adsorbe con mayor espontaneidad (-10.77KCal/mol)

en el modelo C.

En la figura 18 se presentan las conformaciones mas representativas (< AG de
enlace) de las simulaciones de docking rigido. En los cuatro modelos de 2m
se observo que la phe30 y la Phe62, son los aa implicados en la adsorcion del
Cu(0) (Figura 18A).
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El Cu(0) se adsorbe en la 2m, a través de interacciones de VdW con el
oxigeno y nitrégeno del backbone de la Phe30 y la Phe62. Estos dos residuos
son cercanos (< 10 A) a la His31, el cual se presume como uno de los posibles

sitios de coordinacion del Cobre en solucién (5-7).
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Figura 18. Mejores conformaciones (< AG de enlace) de las simulaciones de docking
molecular rigido. A) Adsorcion del Cu(0) en el modelo A (-0.11KCal/mol), B) Adsorcion
del Cu(+1) en el modelo A (-4.42KCal/mol), C) Adsorcion del Cu(0) en el modelo C (-

10.77KCal/mol). Las distancias de adsorcion estan dadas en A.

La frecuencia relativa de encontrar a la fenilalanina coordinada con iones
metalicos es muy baja (72). Sin embargo, se han presentado evidencias que el
enlace del Cobre en la B2m causa algunos cambios estructurales en la
proteina, en los que se destaca la rotacion de la Phe30 desde el medio
hidrofébico a la superficie accesible al solvente, como consecuencia del enlace
metélico (42).
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Para el Cu(+1) y el Cu(+2) la adsorcidén se dio principalmente en la region del
C-terminal. En esta regién el Cobre se puede adsorber a través de
interacciones electrostaticas con las cadenas laterales de aa cargados

negativamente, e.g., el Asp96 y Asp98.

El Asp96 y el Asp98 son aa expuestos en la superficie de la proteina (Figura
18B). De hecho, esta region del C-terminal fue propuesta como un posible sitio
de enlace del Cobre, en los reportes de Lim y Vachet (44). Ademas, Miranker y
colaboradores (7) previamente habian argumentado que en presencia de un
exceso de Cobre la $2m podria coordinarse con mas de un ién metalico.

En conclusion, las multiples simulaciones de docking rigido evidenciaron dos
posibles regiones de adsorcion del Cobre en la B2m. Una regidén que involucra
a la Phe30, y la Phe62, donde el Cu(0) se adsorbe con estos aa a través de
interacciones de VdW Una segunda region de adsorcion, es el C-terminal, en
la cual el Cu(+l) y el Cu(+2) pueden adsorberse a través de fuerzas de

Coulomb.

Los resultados de docking rigido evidencian un posible efecto electrostatico en
la etapa de adsorcién. Para estudiar en mas detalle las regiones de adsorcion
del Cobre elucidadas en el docking rigido, se tuvieron en cuenta los efectos
estéricos en los sitios de adsorcion. Por tanto, se realizaron una serie de
simulaciones de docking flexible, permitiendo la flexibilidad en aa cercanos a la
Phe30 y la Phe62 para el Cu(0) y el Asp96 y Asp98, para el Cu(+1) y el Cu(+2).

4.1.4 Docking flexible
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Figura 19. Energias de adsorcién, producto de las simulaciones de docking molecular
del Cobre en el modelo A. Para cada carga del metal (0,+1 y +2) se realizaron

simulaciones por triplicado. Se obtuvo un total de 25 conformaciones.

La energia de adsorcion, producto de las simulaciones de docking molecular
flexible (figura 19) para el modelo A, muestra una variabilidad energética menor

a 4KCal/mol, comparando las diferentes cargas del metal (i.e.,0, +1,+2).

Para el Cu(0) se observd la menor variabilidad energética entre las réplicas.
Para el Cu(+1l) y el Cu(+2) se observd una variabilidad energética de
aproximadamente 5KCal/mol. A continuacion se destacan las conformaciones
de menor energia docking de las réplicas y el numero de conformaciones en

cada cluster, para las diferentes cargas del metal.

Para el Cu(0) (figura 20) la conformacion de menor energia docking (-15.13
KCal/mol) (1/25), involucra el oxigeno y el nitrégeno del backbone de la Lys91 y
la Val82 (figura 20A). La Lys 91 fue uno de los residuos elucidados por Vachet
y colaboradores a estar implicada en el enlace metélico, en los experimentos

de marcaje covalente con DEPC.
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La segunda conformacion (-14.98 KCal/mol) (1/25), revela un importante sitio
de adsorcion reportado ampliamente en la literatura, en el cual, el CU(0) se
adsorbe en la regién de la His31, a través de interacciones de VdW con el
anillo imidazol, el oxigeno del backbone del Trp60 y la Phe30 y el nitrégeno de
la Phe62 (figura 20B).

En la tercera conformacion (-14.76 KCal/mol) (1/25), el Cu(0) se adsorbio a
través de interacciones con los oxigenos de los grupos hidroxilo de la Ser57 y
la Ser61, el nitrégeno y el oxigeno del backbone de cada aa respectivamente
(figura 20C). Las tres conformaciones de menor energia docking y el analisis
por cluster para el Cu(0) presentan similitud en la preferencia de adsorcion.
Por tanto, se podria decir que el Cu(0) se puede adsorber en cualquiera de los

tres sitios presentados anteriormente, en la primera etapa de adsorcion.

En el proceso de adsorcion y de relajacion de la proteina se observd la
formacion de algunos puentes de hidrégeno en las conformaciones de menor
energia de docking. Para la conformacion de la figura 20C, se observo la
formacion de un puente de hidrogeno entre la Ser57 (HG) y el Asp59 (OD1)
con una energia de -3.921 KCal/mol (figura 21).

El Cu(+1) y el Cu(+2) se adsorbieron en diferentes regiones de la proteina que
involucran aa con carga negativa en las cadenas laterales e.g. los Asp y Glu.
Las conformaciones de menor energia docking de las multiples simulaciones
destacan dos sitios de mayor afinidad en el proceso de adsorcion del Cobre
(figura 22).

El Cu(+2) se adsorbio a través de interacciones electrostaticas en dos regiones
de la proteina, que involucran al Glu36 y el Asp38 (figura 22A), la conformacion
de menor energia docking (-18.69 KCal/mol), y la region del C-terminal con el
Asp96 y el Asp98 (-16.18 KCal/mol) (figura 22B).
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N-terminal N-terminal

Figura 20. Mejores conformaciones (< AG de enlace) de las simulaciones de docking
molecular para el Cu(0) en el modelo A. A) (-15.13KCal/mol), B) (-14.98KCal/mal), C)
(-14.76KCal/mol). Las distancias de adsorcién estan dadas en A.

Asp59

0 Ser61

Figura 21. Formacién de un puente de hidrégeno intermolecular entre la Ser57 (HG) y
el Asp59 (OD1) con una energia de -3.921 KCal/mol La distancia esta dada en A.
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»N-terminal
y 4

Figura 22. Mejores conformaciones (< AG de enlace) de las simulaciones de docking
molecular para el Cu(+2) en el modelo A. A) (-18.69KCal/mol) (3/25), B) (-16.18

KCal/mol), (1/25). Las distancias de adsorcion estan dadas en A.

El andlisis por clister y las energias de adsorcion de las mejores
conformaciones docking sefialan que la region de la figura22A es la de mayor

espontaneidad para la adsorcion del Cu(+2) en el modelo A.

En la conformacion de la figura 22B se observé la formacion de un puente de
hidrogeno intramolecular, entre el Asp98 (HN) y el Asp98 (OD2), con una
energia de -0.145 KCal/mol (figura 23).
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Asp96

Figura 23. Formacién de un puente de hidrogeno intramolecular entre Asp98 (HN) y el
Asp98 (OD2), con una energia de -0.145 kCal/mol. La distancia esta dada en A.

El Cu(+1) se adsorbid, al igual que el Cu(+2), en la region del Glu36 y Asp38
con una energia docking de -14.21 KCal/mol (4/25) y en el C-terminal con los
Asp96 y Asp98, con una energia docking de -13.19 KCal/mol (1/25). Las
energias de adsorcion y el andlisis por cluster, sefialan que el Cu(+1) se

adsorbe con mayor preferencia en la region del Glu36 y Asp38.

En la tabla 4 se presentan las energias del proceso de adsorcion del Cobre en
el modelo A, para las conformaciones de < AG de enlace. Se observa
diferencias significativas en la energia intermolecular, debido a la mayor
contribucion de la energia electrostatica, para las diferentes cargas del metal.
Estas diferencias favorecen el proceso de adsorcion (< AG de enlace) del

Cu(+2) en el modelo A.

En conclusion, en las mdltiples simulaciones de docking flexible (parte 1), se
pudo observar una mayor espontaneidad (<AG de enlace) para el Cu(+2) en el
proceso de adsorcién en el modelo A. Lo cual, es debido a una mayor
contribucion de la energia electrostatica y de la energia interna total.
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Energia (KCal/mol) | Cu(0) | Cu(+1) | Cu(+2)
Enlace -15.13 | -14.21 | -18.69
Intermolecular -0.39 -3.96 -8.83
Interna Total -18.52 | -12.01 -13.73
De no Enlace -3.57 -1.48 -3.65
Torsional 0.27 0.27 0.27
Electrostatica 0.0 -4.68 -10.56
VdW_hb_desolv -0.39 0.68 1.71

Tabla 4. Energias del proceso de adsorcion del Cobre en el modelo A, para las

conformaciones de menor energia docking de las tres cargas del metal.

Asi mismo, la formacién de puentes de hidrogeno en los sitios de adsorcion, ya
sea, por la presencia del metal y/6 por la relajaciéon de la proteina, son de
importancia para lograr comprender el proceso de adsorcién del Cobre en la
B2m.
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Figura 24. Energias de adsorcion representativas (< AG de enlace), de las
simulaciones de docking molecular del Cobre en los cuatro modelos, variando las

cargas del metal.

En la figura 24 se destacan las conformaciones de menor energia docking (<
AG de enlace) de las 25 conformaciones obtenidas para cada modelo (A, B, C,
D), con las diferentes cargas del metal. El Cu(+2) present6 la menor energia

de adsorcién en los cuatro modelos.

El Cu(+2) se adsorbi6 en el modelo B con una energia docking de -28.45
KCal/mol (4/25), seguido por el modelo C con una energia de -27.6KCal/mol
(1/25), el modelo D con una energia de -26.5KCal/mol (1/25) y por ultimo en el
modelo A con una energia docking de -24.2KCal/mol (1/25). En los cuatro
modelos el Cu(+2) se adsorbi6 a través de interacciones electrostaticas con los
grupos carboxilato del Asp96 y el Asp98. EI analisis por cllster y las energias
de adsorcion de las mejores conformaciones docking para el Cu(+2), sefiala

gue este metal se adsorbe con mayor espontaneidad en el modelo B.

Para determinar algunas diferencias en la adsorcién del Cu(+2), debido al
proceso de dinamica de la proteina, se comparé la conformacién de menor
energia docking del proceso de docking (modelo B) con la estructura de partida
del proceso de dindmica (modelo A) (figura 25a). Se observaron algunas
diferencias en la regién del C-terminal. En la figura 25b, se compara la
estructura de partida B (azul) y la conformacién del proceso de docking (gris).
Se observo que en el proceso de relajacion, el Asp98 pasa de estar expuesto
en superficie hacia el interior del loop del C-terminal. En la figura 25c se

presenta la conformacion del proceso de adsorcion.

De igual forma, el Cu(+1) present6 la mayor afinidad (< AG de enlace) en la
region del C-terminal, a través de interacciones electrostaticas con los grupos
carboxilato del Asp96 y el Asp98, en los cuatro modelos (A, B, C, D). Con una

mayor afinidad en el modelo C (-22.57 KCal/mol).
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Figura 25. a) Comparacion del modelo B(gris) con la estructura de partida del proceso
de dindmica (modelo A-azul). Desviacién del backbone r.m.s= 1.409 A. b)
Comparacion de la estructura de partida B (azul) y la conformacion del proceso de
docking (gris). ¢) conformacion del proceso de adsorcién, con una energia docking de

-28.45 KCal/mol (4/25). Las distancias de adsorcién estan dadas en A.

Para el Cu(0), en la conformacion de menor energia (-18.21 kCal/mol) en el
modelo C, el Cobre se adsorbi6 en la regién del Asp59, interaccionado con el
grupo carboxilato de este aa y el oxigeno hidroxilo de la Ser61 (Figura 26)

a N-terminal b

Ser6l

Figura 26. a) Region de mayor espontaneidad en el proceso de adsorcion del Cu(0)
en el modelo C. b) Conformacioén de menor energia docking (-18.21 KCal/mol) (2/25).
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En el modelo B, la conformacion con menor energia docking (-17.17KCal/mol),
sefala que el Cu(0) se adsorbe a través de interacciones de VdW con los
nitrégenos del anillo imidazol de la His84 y el anillo aromético de la Phe30
(figura 27).

N-terminal

Figura 27. a) Region de mayor espontaneidad en el proceso de adsorcién del Cu(0)

en el modelo B. b) Conformaciéon de menor energia docking (-17.17 kCal/mol) (1/25)

En los cuatro modelos se observdé que el Cu(0) puede adsorberse en las
regiones de las histidinas (13, 31, 51, 84). En la figura 28 se muestran algunas

de las conformaciones encontradas en los diferentes modelos.

En el modelo C, el Cu(0) se adsorbié en la regiéon de la His31, a través de
interacciones de VdW con los nitrdgenos del anillo imidazol y el anillo aromatico
de la Pro32 y la Phe62, con una energia docking de -18.05 KCal/mol (figura
28a). De igual forma, con la His13, el Glul6 y la Lysl19 con una energia
docking de -17.63KCal/mol (Figura 28b).

En el modelo D, el Cu(0) se adsorbi6 en las regiones de la Hisl3 (-
16.52KCal/mal), la His31(-15.56KCal/mol), la His51(-16.32KCal/mol) (figura
28c) y la His84 (-16.34KCal/mol) En el modelo A, los sitios de adsorcion
fueron principalmente la His31 (-13.47 KCal/mol), la His84 (-13.5KCal/mol) y la
His51 (-13.47KCal/mol).
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El andlisis por cluster y las energias de adsorcién del Cu(0) en las diferentes
histidinas, revela que este metal se adsorbe con una mayor espontaneidad (-
18.05 KCal/mol ) en la regién de la His31, en el modelo C

His51

Phe62 ‘ Glulé

Figura 28. Conformaciones de menor energia docking en el proceso de adsorcién del
Cu(0). a) Modelo C (2/25)( -18.05 KCal/mol) ,b) Modelo C (1/25)( -17.63KCal/mol), c)
Modelo D (1/25) (-16.32KCal/mol).

En la conformacion de la figura 28b, se observé la formacién de un puente de
hidrogeno entre la His13 (HE2) y el Glulé (OE2) con una energia de -3.264

KCal/mol (Figura 29).
His13
1905
( &Gum

Figura 29. Formacion de un puente de hidrogeno intermolecular entre la His13 (HE2) y

el Glul16 (OE2) con una energia de -3.264 KCal/mol. La distancia esta dada en A.

67



En la tabla 5 se presentan las energias del proceso de adsorcion del Cobre en
B2m para las conformaciones de < AG de enlace, entre los modelos de la figura
24, para cada carga del metal.

Energia (KCal/mol) | Cu(0) | Cu(+1) | Cu(+2)
Enlace -18.21 | -22.57 -28.45
Intermolecular -0.99 -6.13 -14.09
Interna Total -17.33 | -16.62 -14.59
De no Enlace 0.18 0.09 0.04
Torsional 0.27 0.27 0.27
Electrostatica 0.0 0.39 0.12
VdW_hb_desolv -0.14 | 0.21 0.51

Tabla 5. Energias del proceso de adsorcion del Cobre en la f2m. Cu(0)-modelo C,
Cu(+1)-modelo C, el Cu(+2)-modelo B.

En la tabla 5 se observa la diferencia en la contribucion de energia
intermolecular para las tres cargas del metal. Lo cual, favorece la adsorcion del
Cu(+2) en el modelo B.

En conclusion, en las multiples simulaciones de docking flexible (parte II), se
pudo observar una mayor espontaneidad (<AG de enlace) para el Cu(+2) en el
proceso de adsorcion en el modelo B. El Cu(0) y Cu(+1) se adsorbieron con

mayor espontaneidad en el modelo C.
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Se destacaron dos importantes regiones de adsorcion. La primera, la region
del C-terminal para el Cu(+1) y el Cu(+2). EI Cobre se adsorbi6é a través de
interacciones electrostéticas con los grupos carboxilato, con carga negativa, de
los Asp96 y Asp98. Para el Cu(0), la region del Asp59 fue la de mayor
espontaneidad (<AG de enlace) en la adsorcion. Asi mismo, se elucidaron
importantes sitios de adsorcién del Cu(0) en la region de la Hisl13, la His31, la
His51 y la His84. Siendo la region de la His31 la de <AG de enlace (-18.05

KCal/mol) en el modelo C.

Se determinaron posibles diferencias en la adsorcion del Cobre, debido al
proceso de dinamica de la B2m. En todas las conformaciones, producto de las
simulaciones de docking molecular, para las diferentes cargas del metal, el
modelo A present6 la menor afinidad por el Cobre en el proceso de adsorcién
(>AG de enlace)

Asi mismo, la formacién de puentes de hidrogeno en los sitios de adsorcion, ya
sea, por la presencia del metal y/6 por el proceso de relajacion, son de
importancia para lograr comprender el proceso de adsorcién del Cobre en la

proteina
Parte IlI

Las conformaciones de menor energia docking (<AG de enlace), producto de
las simulaciones de docking flexible para el Cu(0), evidencian importantes sitos

de adsorcién en los modelos de $2m.

En el modelo C, el Cu(0) se adsorbié con una energia de -14.26 KCal/mol, en la
region del N-terminal, a través de interacciones con el anillo imidazol (ND1), la
GIn2 (OE1,NE2) y la llel (O) (figura 30b).
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En la Figura 30a se presenta el modo de coordinacion del Cobre en una
subunidad del hexamero mutante H13F (pdb 3CIQ). En las dos
conformaciones se observa al anillo imidazol de la His31, la llel y la GIn2,

implicados en la interaccidon con el ion metalico.

Gln2

a GIn2 b

Figura 30. a) Coordinacién del Cobre en una subunidad del hexdmero mutante H13F
(pdb 3CIQ) b) Conformacion de menor energia docking (-14.26 KCal/mol) (1/25), de la

adsorcion del Cu(0) en el modelo C. Las distancias de adsorcion estan dadas en A.

Las dos conformaciones presentan una desviacion del backbone r.m.s = 1.303
A (figura 31)

N-terminal
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Figura 31. Comparacion de la estructura cristalina de una subunidad del hexamero
H13F (verde) (pdb 3CIQ) (42) y la conformacion de la adsorcién del Cu(0) en el

modelo C (azul). Desviacion del backbone r.m.s= 1.303 A.

Recientemente Vachet y colaboradores (5) reportaron que la region del N-
terminal es responsable del enlace del Cu(ll) en la primera etapa de formacién
de la fibras amiloides. En esta region el Cu(ll) puede coordinarse via el N-
terminal, el enlace amida entre la llel y la GIn2, la His31 y el Asp59. En los
resultados de docking molecular (figura 30b) se evidencia en detalle atomico la
interaccion del Cobre en la B2m. Sin embargo, a diferencia de los resultados
presentados por Vachet y colaboradores (5) no se encontré la participacion del
Asp59 en el proceso de adsorcion del metal en el modelo C (figura30b). Este
aa se encuentra a mas de 10A del sitio de adsorcion (figura 32) (azul). De igual
forma, en la estructura cristalina (pdb 3CIQ), en una subunidad del hexamero,

el Asp59 se encuentra a mas de 6A de distancia del metal (figura 32) (verde).

Figura 32. Comparacion de la estructura cristalina de una subunidad del hexamero
H13F (verde) (pdb 3CIQ) (42) y la conformacion de la adsorcion del Cu(0) en el

modelo C (azul) que ilustra las diferencias en la reposicion del Asp59 y la Arg3.
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Ademas de la reposicion del Asp59 propuesta por Vachet y colaboradores (5),
como un posible cambio estructural que permiten la formacion del dimero en el
proceso de oligomerizacion (figura 14), estos investigadores propusieron una
reposicion de la Arg3, debida a la repulsion con el centro metalico. Sin
embargo, en el modelo C (figura 31) (azul) no se observo la reposicion de este
aa, en comparacion con la estructura cristalina de la subunidad del hexamero
(figura 32) (verde).

La Arg3 se encuentra a mas de 10 A del Cobre en el hexdmero y a menos de 4
A en el modelo C. Esta diferencia en la reposicion de la Arg3, pueden ser
debido a la influencia del efecto electrostatico en el sitio de adsorcién. Debido
a que el Cu(ll) y la Arg3 pueden repelerse debido a la densidad de carga
positiva en el sitio de adsorcion. Mientras que en el proceso de adsorcion del
Cu(0) no se presenta esta repulsion con la Arg3, la cual presenta una carga
parcial positiva a pH neutro. La participacién del Asp59 en la adsorcion del
Cobre, se observé en el modelo B, con una energia de -16.42 KCal/mol. En
esta region el Cu(0) puede adsorberse a través de interacciones con el
backbone de las Ser57 y Ser61, y el grupo carboxilato del Asp59 (Figura 32b).
En el modelo A, el Cu(0) se adsorbi6 con mayor espontaneidad (<AG de
enlace) en la regiones de la His84 (figura 33a). En el modelo D, la region del
Glu36 fue la region de mayor espontaneidad (-12.18 KCal/mol) en el proceso

de adsorcion del Cu(0).

N-terminal N-terminalg
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Figura 33. Mejores conformaciones (< AG de enlace) de las simulaciones de docking
molecular flexible Ill, para el Cu(0) a) (-14.36 KCal/mol)-modelo A (1/25), b) (-16.42
KCal/mol)-modelo B (1/25)

En la tabla 6 se presentan las energias del proceso de adsorcion del Cu(0) en

los cuatro modelos, para las conformaciones de menor energia docking (<AG

de enlace).

Energia (KCal/mol) A B C D
Enlace -14.36 | -16.42 -14.26 -12.18
Intermolecular -0.74 -0.73 -0.71 -0.4
Interna Total -16.07 | -16.41 -17.36 -15.59
De no Enlace -2.17 -0.46 -3.54 -3.53
Torsional 0.27 0.27 0.27 0.27
Electrostatica 0.0 0.0 0.0 0.0
VdW_hb_desolv -0.23 -0.2 -0.11 -0.39

Tabla 6. Energias del proceso de adsorcion del Cu(0) en los modelos A, B, C, D, para

las conformaciones de menor energia docking (<AG de enlace).

En la tabla 6 no se observan diferencias en la contribucién de energia para el
proceso de adsorcién del Cu(0). Sin embargo, se destaca que la adsorcion del

Cu(0) en el modelo B, es el proceso de mayor espontaneidad (<AG de enlace).

Para el Cu(+2), se encontraron dos regiones de mayor espontaneidad (<AG de
enlace) en el proceso de adsorcion en el modelo C. La region del Glu36 (rl)
con una energia docking de -21.78 KCal/mol (10/25) y la region del Asp34 (r2)
con una energia docking de -21.21KCal/mol (9/25).
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Energia (kCal/mol) rl r2
Enlace -21.78 | -21.21
Intermolecular -9.39 -8.93
Interna Total -17.05 | -16.95
De no Enlace -4.39 -4.39
Torsional 0.27 0.27
Electrostatica -11.76 | -11.99
VdW_hb_desolv 2.12 2.48

Tabla 7. Energias del proceso de adsorcion del Cu(+2) en el modelo C, para las

conformaciones de menor energia docking (<AG de enlace).

El analisis por cluster y las energias de adsorcion del Cu(+2) en el modelo C,
seflalan que las dos regiones (rl y r2), tienen similar espontaneidad en el
proceso de adsorcion. Se evalué la afinidad del Cu(+2) en el modelo C, con el
fin establecer alguna similitud entre los sitos de adsorcion del Cu(0) en el
modelo C. Sin embargo, los sitios de adsorcion del Cu(+2) estan influenciados

por las fuerzas de Coulomb en la region de la adsorcion.

4.2 Determinacién de la afinidad

Se determind la afinidad de la adsorcion del Cobre en la B2m, evaluando la
energia libre de enlace (energia docking) (Ec 3). Las conformaciones de mayor
espontaneidad (<AG de enlace) en el proceso de adsorcion, fueron
seleccionadas como las conformaciones de mayor afinidad en la primera etapa

de interaccion del Cobre con la f2m.

De las multiples simulaciones de docking molecular se destacan las

conformaciones de mayor espontaneidad (<AG de enlace)
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Conformaciones df-parte | modelo | Cobre | AG KCal/mol

1 (Figura 24c) Il B Cu(+2) -28.45
2 (Figura 24a) I A Cu(+2) -18.69

3 I C Cu(+1) -22.57

4 | A Cu(+1) -14.21
5 (Figura 25b) Il C Cu(0) -18.21
6 (Figura 27a) Il C Cu(0) -18.05
7 (Figura 27b) Il C Cu(0) -17.63
8 (Figura 26) I B Cu(0) -17.17
9 (Figura 29) 1l C Cu(0) -14.26

Tabla 8. Conformaciones de mayor espontaneidad (<AG de enlace) del docking
flexible (df) (parte LILIII).

Las conformaciones 1y 3 destacan la regién del C-terminal, en la cual el cobre
puede adsorberse a través de interacciones electrostaticas con el grupo
carboxilato del Asp96 y Asp98 (R-1).
region del Glu36 y Asp38 (R-2).

Las conformaciones 2 y 4 destacan la

Estas dos regiones (figura 34) son las de mayor afinidad (<AG de enlace) en el
proceso de adsorcion, para el Cobre con carga positiva, i.e.,+2 y +1. Para el
Cu(0) se destacaron varias regiones de afinidad en el proceso de adsorcion.
En la region de mayor afinidad (R-3), el Cobre se adsorbe a traves de
interacciones de VdW con el Asp59 y la Ser61 (conformacion 5). Asi mismo, la
adsorcion de este metal se puede llevar a cabo en las histidinas, especialmente
en la His31 (conformacion 6) (R-4), His13 (conformacion 7) (R-6) y His84
(conformacion 8) (R-5) (figura 35a)
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La adsorcion del Cobre en el N-terminal, es una region de relevancia(R-7),

debido a que recientes reportes de Vachet y colaboradores (5), destacan que el

Cobre se coordina con estos aa (llel, GIn2, His31) (figura 35b)

) N-terminal
|

L Asp38

Figura 34. Regiones de mayor espontaneidad en el proceso de adsorcion del Cu(+2)

y el Cu(+1) en la B2m.

Las regiones de mayor afinidad para el Cobre (figura 34 y 35), presentan
notorias diferencias en el tipo de interacciones en el sitio de adsorcion. Es
decir, para el Cu(0) la adsorcion esta determinada por las interacciones de
VdW , en especial, con las histidinas expuestas en superficie y la regién del N-
terminal. Para el Cu(+1) y el Cu(+2) la adsorcion esta determinada por las
fuerzas de Coulomb, a través de interacciones electrostaticas, con aa con

carga negativa en las cadenas laterales, tales como, Aspartatos y Glutamatos
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R-4 _N-terminal

Figura 35. Regiones de mayor espontaneidad en el proceso de adsorcion del Cu(0)

en la B2m.

Ademas, se encontraron diferencias en la afinidad de la adsorcién del Cobre
entres los diferentes modelos. El modelo B, fue el méas afin con el Cu(+2) y el
modelo C, con el Cu(+1) , en el proceso de relajacion del proteina para el

docking flexible parte II.

Al evaluar la afinidad en el modelo A, para el docking flexible I, se encontré que
las diferencias en la contribucion de energia electrostatica, para las diferentes
cargas del metal, favorecieron el proceso de adsorcion del Cu(+2),en las
diferentes réplicas. Para el docking flexible Ill, no se observé una variacién
energética considerable en el proceso de adsorcion del Cu(0) en los modelos
A, B, C, D. Sin embargo, el Cu(0) se adsorbié con mayor afinidad en el modelo
B.
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4.3 Validacion de resultados

Los resultados de las mdultiples simulaciones de docking molecular se
compararon con los resultados mas relevantes reportados en la literatura, de

los posibles sitios de coordinacion del Cobre en solucion.

La primera etapa en la formacion de fibras amiloides es el proceso de
coordinacion del Cu(ll), presente en las membranas de didlisis (1,3), en la
superficie de la B2m como mondémero, el cual precede la formacion de dimeros,
tetrameros y hexameros, formados durante el proceso de oligomerizacion (4-5).
Vachet y colaboradores (4), describieron el proceso de oligomerizacion en el
modelo propuesto del papel catalitico del Cu(ll) en la oligomerizacion de la $2m
(figura 8).

Con base en la teoria ABDB (13), el Cu(ll) es considerado un acido intermedio,
el cual prefiere interactuar con bases intermedias ( i.e., imidazol, amina, amida)
(tabla2). Los resultados mas relevantes de los datos experimentales, sefialan
que el Cu(ll) interactia con el anillo imidazol de las histidinas (His31, His51,
His84) expuesta en la superficie de la B2m, en especial, con la His31 y el

enlace amida entre la llel y la GIn2, region del N-terminal (5).

Ademas, Lim y Vachet reportaron la posibilidad de un segundo sitio del enlace,
donde el Cu(ll) podria interactuar con las cadenas laterales polares (carga

negativa) de los grupos carboxilato (base dura), del Asp96 y Asp98 (44).

En resumen, el Cu(ll) en solucién tiene una carga aparente de +2, actia como
acido de Lewis con aa de caracter basico de la 2m, en especial el anillo
imidazol de las histidinas. En solucién, el proceso de solvatacién tiene gran
influencia en la quimica de coordinacion del metal en la formacion de complejos
de coordinacion (16) (Ecuaciéon 1). De lo anterior, se puede decir que en los
complejos formados de Cobre, se puede presentar una disipacion de la carga,

debido a los efectos del solvatacion.
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Asi, la influencia de la carga en estos complejos es un factor determinante para

elucidar bases moleculares del proceso de adsorcion del metal en la 32m.

En las simulaciones de docking molecular, se estudio el efecto electrostético en
el proceso de adsorcion del Cobre en la B2m. Los resultados destacan
diferencias en las regiones de adsorcion del metal en la superficie de la
proteina. La region R-1 (figura 34) puede ser considerada como un sito de
enlace del metal, cuando predominan las fuerzas de Coulomb, que facilitan la
adsorcion del metal, a través de interacciones electrostaticas entre el ion

metélico y los grupos carboxilato de carga opuesta, del Asp96 y Asp98.

Ademas, en la R-1 ya sea, por la presencia del metal y/6 por el proceso de
relajacion de la proteina en solucién, se pueden formar puentes de hidrogeno
intramoleculares (figura 23), los cuales, sumados al efecto de adsorcion del
metal, pueden ser bases moleculares de la primera etapa de oligomerizacion
de la B2m.

La region R-3 (figura 35a) puede adsorber el Cobre a través de interacciones
de VdW con el Asp59, la Ser57 y la Ser61. En este proceso la energia interna
del sistema es un factor determinante en la etapa de adsorcion. La reposicion
del Asp59 fue un cambio estructural propuesto por Vachet y colaboradores (5)
para la formacion de dimeros en la etapa de oligomerizacién. Esta reposicion
implica la rotacién de este residuo hacia el N-terminal (figura 13). Sin embargo,
en los resultados de docking molecular se observo que el Cobre se adsorbe
con gran afinidad en la R-3, sin involucrar la regién del N-terminal en la

adsorcion.

Ademas, en la R-3 ya sea, por la presencia del metal y/6 por el proceso de
relajacion de la proteina, se pueden formar puentes de hidrogeno
intermoleculares (figura 21), los cuales, sumados al efecto de adsorcion del
metal, pueden ser bases moleculares de la primera etapa de oligomerizacion
de la B2m.
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En la Region R-5 (figura 35a), el Cobre se adsorbe a través de interacciones de
VdW con los nitrogenos del anillo imidazol de la His84 y el anillo aromatico de
la Phe30. Estudios de RMN (7) y de MS (44) determinaron que la His84 esta
implicada en enlace metalico, en el estado no nativo de la proteina. Por tanto,
los resultados de docking proporcionan a nivel atdbmico un posible complejo de

coordinacion del Cobre en el estado no nativo de la proteina.

Ademas, Vachet y colaboradores (5) reportaron que la Phe30, la Pro32, la
Phe62 y la His84 son residuos que hacen parte de la vecindad del enlace

metalico.

En la regién R-6 (figura 34a), el Cobre se adsorbe a través de interacciones de
VdW con el anillo imidazol de la His13, el grupo amina de la Lys19 y la cadena
lateral del Glul6. Estos residuos estan implicados en la interfaz de contacto
entre proteina-proteina en la formacion del dimero (figural5). De hecho,
Vachet y colaboradores (5) propusieron la formacién de dos puentes salinos
que involucran a la Lys19 y el Glul6 (figura 14) en el proceso de formacion del
dimero. Es decir, la adsorcion del metal en esta region de la proteina puede
causar cambios en la estabilidad de la proteina, que lleven a aglomerarse con

otro mondémero, en el proceso de oligomerizacion (figura 8)

La region R-7 (figura 34b), es una de las regiones propuestas recientemente
por Vachet y colaboradores (5), a estar implicada en el proceso de adsorcion
del Cu(ll) en la primera etapa del mecanismo de formacion de fibras amiloides.
Los detalles a nivel atdbmico de un posible modo de coordinacién se presentan
en la figura 30. EIl cobre se adsorbe en la regién del N-terminal, a través de
interacciones de VdW con el oxigeno de la llel, el nitrégeno (NE2) y el oxigeno
(OE1) de la GIn2, y el nitrogeno (ND1) del anillo imidazol de la His31

80



La region R-4 (figura 35a) fue la de mayor espontaneidad en el proceso de
adsorcion del Cu(0) entre las regiones de las diferentes histidinas. En la R-4, la
His31, la Phe30, la Phe62 y el Trp60 son los aa implicados en etapa de

adsorcion del Cobre.

Por ultimo, se determin6 que el proceso de adsorcion del Cobre, podria estar
determinado por factores electrostaticos en los sitios de mayor afinidad del

metal, en la superficie de proteina.

La region del C-terminal y el N-terminal, exponen en superficie aa por los
cuales el Cobre presenta gran afinidad. En especial los Asp96 y Asp98,
cuando se tienen en cuenta las interacciones de Coulomb. La His 31 y el N-
terminal, cuando predominan las interacciones de VdW y cuando hay una

contribucion significativa de energia interna en el sitio de adsorcion.
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5. CONCLUSIONES

En el proceso de adsorcion del Cobre en la proteina rigida se observé
diferencias en la espontaneidad (<AG de enlace), determinada por la
contribucion de energia electrostatica. EI Cu(+2) se adsorbié con mayor
espontaneidad en la region del C-terminal, a través de interaccione de Coulomb
con las cadenas laterales de los Asp96 y Asp98. Ademas, para una carga
especifica del metal, no se observé una variacion energética considerable. Es
decir, no hay diferencias considerables entre los modelos (A, B, C, D) en el

proceso de adsorcion.

En el docking flexible 1, la region del Glu36 y el Asp38 fue la de mayor
espontaneidad (<AG de enlace) en el proceso de adsorcion del Cu(+2) en el
modelo A. Lo cual, es debido a una mayor contribucibn de la energia
electrostética y de la energia interna total.

En el docking flexible I, el modelo B presentd la mayor afinidad (<AG de
enlace) por el Cu(+2). El Cu(0) y Cu(+1) se adsorbieron con mayor afinidad en
el modelo C. Se destacaron dos regiones de adsorcion, la region del C-
terminal para el Cu(+1l) y el Cu(+2). EI Cobre se adsorbi6 a través de
interacciones electrostaticas con los grupos carboxilato, con carga negativa, de
los Asp96 y Asp98. Para el Cu(0), la regidn del Asp59. Asi mismo, el Cu(0) se
adsorbio en la regién de las histidinas (13,31,51 y 84), siendo la region de la

His31 la de mayor afinidad en el modelo C.

En el docking flexible I, Se determinaron posibles diferencias en la adsorcion
del Cobre, debido al proceso de dinamica de la B2m. En todas las
conformaciones, producto de las simulaciones de docking molecular, para las
diferentes cargas del metal, el modelo A present6 la menor afinidad por el

Cobre en el proceso de adsorcion (>AG de enlace)
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En el docking flexible Ill, se elucido a nivel atdbmico un sitio de adsorcion
reportado en los recientes reporte de Vachet y colaboradores (5), donde el
Cu(0) se adsorbe en el modelo C, a través de interacciones con el anillo
imidazol (ND1), la GIn2 (OE1,NE2) y la llel (0). Ademas, esta region de
adsorcion fue elucidada en la estructura cristalina (pdb 3CIQ).

De la multiples simulaciones de docking molecular se puede concluir que la
adsorcion para el Cu(+1) y el Cu(+2) esta determinada por las fuerzas de
Coulomb, a través de interacciones electrostaticas con aa con carga negativa
en las cadenas laterales, tales como, Aspartatos y Glutamatos, expuestos en al
superficie de la f2m . En especial en la region del C-terminal (Asp96 y Asp98).
Para el Cu(0) la adsorcion esta determinada por las interacciones de VdW , en
especial, con las histidinas expuestas en superficie (His31) y la region del N-

terminal.

Se encontraron diferencias en la espontaneidad (AG de enlace) en la adsorcién
del Cobre entres los diferentes modelos, en el proceso de relajacién de la
proteina. El modelo By C, fueron las estructuras de mayor afinidad del metal,

en el proceso de adsorcion.

Los efectos electrostaticos, la formacion de puentes de hidrégenos y la
relajacion de la proteina, lo cual, deja expuestos a ciertos aminoacidos en
superficie, son factores que en solucién pueden ser relevantes para iniciar el
proceso de oligomerizacién de la f2m, que precede la formacion de fibras

amiloides en la DRA.

En el modelo propuesto de adsorcién, no se tienen en cuenta los efectos de
dispersion de la carga del metal. Por tanto, se hacen necesarios estudios
donde se evalué el efecto de la dispersion de la carga en los sitios de

adsorcion.
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6. RECOMENDACIONES

e Consideramos que un mayor refinamiento de los resultados, utilizando
un nivel de teoria mas alto, puede en principio estudiar el efecto de

disipacion de la carga del Cobre en los sitios de adsorcion.

e Continuar con los estudios de adsorcion del Cobre en la B2m, para
establecer las bases moleculares de la formacion de fibras amiloides en
la DRA, y asi a futuro se puedan disefiar procedimientos y/o farmacos

que controlen o mitiguen este fendmeno bioldgico.
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