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Resumen

POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) es el fosfolipido mas abundante en
las células B del pancreas. Este lipido presenta una monoinsaturacion en una de sus cadenas
alifaticas, haciéndolo susceptible a la adicion de un grupo hidroperoxido (R-OOH) a causa de la
peroxidacion lipidica ocasionada por el estres oxidativo celular. Esta oxidacion tiene varios
efectos sobre las propiedades fisicoquimicas de la membrana alterando su composicion y
complejidad.

Las células B tienen la funcion de secretar insulina y junto con ella la amilina, también
conocida como el polipéptido amiloide de los islotes de Langerhans Humanos (hIAPP), principal
componente de los depositos amiloides encontrados en el pancreas de pacientes con diabetes tipo
2 (T2D). Hay evidencias que relacionan la oxidacion lipidica con la formacion de estructuras -
amiloides o estructuras oligoméricas intermediarias en hlIAPP. Se cree que esto es debido a que
los nuevos grupos de carga producto de la oxidacién lipidica, mejorarian la interaccion del
péptido con la membrana.

Mediante simulaciones por Dinamica Molecular (MD) se ha analizado la interaccion de
hIAPP con bicapas de fosfatidilcolina neutras e hidroperoxidadas (POPC y POPCoow,
respectivamente), usando el paquete de simulacion Gromacs. Inicialmente se crearon dos
modelos de bicapa monolipidicas para POPC y POPCooH, analizando sus propiedades
fisicoquimicas: area por lipidio, espesor, densidad y solvatacion. Estabilizadas las bicapas, se
agreg6 a hIAPP en la zona acuosa de la caja de simulacion en cercanias a la superficie de la
bicapa, evaluando la interaccion péptido-bicapa durante 500 ns de simulacion. Se analizaron las
energias de interaccion péptido-bicapa, la distancia del péptido al centro de bicapa, la formacion

de puentes de hidrdgeno, ademas de la influencia de la bicapa en el contenido de estructura



secundaria de hlAPP. Los resultados obtenidos indican que la hidroperoxidacion lipidica
aumenta el &rea por lipido, incrementando su solvatacion, al tiempo que disminuye el grosor de
la bicapa. Ademas, se favorece la interaccion de hlAPP con los lipidos hidroperoxidados, debido
a que el grupo R-OOH en la cadena alifatica se ubica en la interfase apolar/polar de la bicapa.
Asi, la interaccion primaria de hIAPP se observé inicialmente a través de su region N-terminal,
favorecida por las interacciones electrostaticas. Con el paso del tiempo de simulacion, el nicleo
amiloidogenico (de caracteristicas hidrofobicas) ve favorecida sus interacciones de Van der

Waals con la bicapa, al tiempo que aumenta su contenido de hélices-a.

Palabras clave: Dindmica Molecular, hIAPP, Interaccion péptido bicapa, Peroxidacion lipidica,

POPC.
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Planteamiento del problema y justificacion

En el mundo, la diabetes tipo Il (T2D, por sus siglas en inglés) constituye una de las
primeras causas de muerte dentro del grupo de las enfermedades no transmisibles, siendo
responsable del 8,3% de todas las muertes. Por ejemplo, para el afio 2011, se presentaron 4,6
millones de muertes por esta causa, lo que represento el 8,3% de la mortalidad global (DANE,
2013), (Gaviria, et al, 2013). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que 422
millones de adultos tenian diabetes en 2014, en comparacion con 108 millones registrados en el
1980 (Mathers, et al, 2006). En la T2D, el organismo no utiliza adecuadamente la insulina que
produce, por tanto, el incremento de la glucemia por encima de los valores ideales provoco 2,2
millones de muertes por efecto del aumento en el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares

y de otro tipo (Mathers, et al, 2006), (OMS, 2016).

En Suramérica la cifra de afectados alcanza los 26 millones de personas, de las cuales el
45,5% no han sido diagnosticadas; uno de cada 11 adultos tiene diabetes y la prevalencia se
estima en 9,2%. En el 2010, la T2D se encontraba entre las primeras cinco causas de muerte en
Colombia con una considerable morbilidad (Aschner, 2010). La Federacion Internacional de
Diabetes (IDF) ha estimado que se espera que el nimero de adultos con T2D en Colombia
aumente de 2,14 millones en 2013 a 3,34 millones en 2035 (Barengo, et al, 2017), (The
Emerging Risk Factors Collaboration, 2010). Desde el punto de vista molecular, la etiologia de
la T2D esta relacionada con la conversion del Polipéptido Amiloide de los islotes de Langerhans
humanos (hIAPP) soluble a formas insolubles con capacidad de autoagregarse y formar fibras

amiloides. En general este proceso se denomina amiloidogénesis e implica la conversion de una
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proteina hacia una estructura diferente de su estado nativo que culmina con la formacion y

deposicidn de fibras amiloides (Baler, et al, 2014), (Wei, et al, 2013).

Es interesante notar que tanto T2D como las enfermedades neurodegenerativas se
caracterizan por la deposicion de placas insolubles que constan de fibrillas amiloides ricas en
hojas P (Esposito, et al, 2006), (Bhattacharya, et al, 2011), (Wei, et al, 2007). Por otra parte, la
cinética de fibrilacion (organizacion y ensamble) y la estabilidad de las fibras son
significativamente dependientes de la secuencia de amino&cidos y las condiciones del entorno.
De forma tal, que un paso clave en el ensamble de fibras amiloides ocurre bajo condiciones que
estabilizan parcialmente conformaciones proteicas entre los estados plegado-desplegado,
involucrando la desestabilizacion de la conformacién nativa inducida por cambios en el pH, la
temperatura, la fuerza idnica, estrés oxidativo, etc., llevando a la formacion de intermediarios
proteicos parcialmente plegados (Bhattacharya, et al, 2011), (Holm, et al, 2007), (Nelson, et al,
2005). Estos intermediarios parcialmente plegados pueden sufrir reordenamientos
conformacionales mediados por la reorganizacién de las interacciones intermoleculares no
covalentes, i.e., puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas, de van der Waals e
hidrofobicas que posteriormente conducen a la oligomerizacion y formacion de fibras

(Bhattacharya, et al, 2011), (Pedersen, et al, 2010).

Actualmente, hay un interés por las modificaciones oxidativas que pueden ocurrir en los
fosfolipidos con cadenas alifaticas insaturadas debidas al estrés oxidativo en la célula,
relacionando el dafio en los lipidos de membrana con la patogénesis de las enfermedades
amiloideas, incluyendo la T2D (Kinnunen, et al, 2015). Por lo tanto, para comprender la

dindmica de agregacion amiloide y como las membranas lipidicas oxidadas aceleran el proceso



12

de formacion de estos agregados, se ha planteado estudiar la agregacién amiloide de hlAPP
(principal componente de los depdsitos amiloides encontrados en el pancreas de pacientes con
diabetes tipo I1) (Jia, et al, 2013) en membranas lipidicas hidroperoxidadas, usando modelos
computacionales de sistemas ampliamente caracterizados de forma experimental (Gorbenko, et
al, 2006), (Siani, et al, 2016), (Itri, et al, 2014), (Riske, et al, 2009). Estudios previos indican que
“la presencia a largo plazo de lipidos oxidados en la superficie exterior de células § pancreaticas
haria a estas vulnerables al ataque amiloidogénico de la IAPP debido al incremento de las cargas
negativas de los lipidos de membranas hidroperoxidadas” (Siani, et al, 2016). Aunque en la
actualidad se conoce la relacion existente entre las membranas cargadas negativamente y la
formacion de estructuras amiloideas es poco conocido el papel de los lipidos hidroperoxidados

en este fendmeno, que es justamente el foco de esta investigacion.

La completa elucidacién de los procesos de agregacion proteica requieren la
identificacion de todos los estados conformacionales y las estructuras oligoméricas adoptadas
por la cadena polipeptidica. Esto implica la caracterizacién de cada una de las transiciones en
detalle molecular y la identificacion de los residuos o regiones de la secuencia que promueven
los diversos estados de agregacion en relacion con la hidroperoxidacion de lipidos insaturados
(Wei, et al, 2007), (Jain, et al, 2008), (Chiti, et al, 2006). Con el desarrollo del presente estudio,

se logro contribuir a la resolucion de este Gltimo interrogante.

La identificacion y caracterizacion de oligomeros anteriores a la formacion de fibrillas
bien definidas son de punto clave para comprender la patogénesis de fibras amiloides, ya que
existe evidencia fuerte que relaciona los primeros oligdmeros formados durante el proceso de

agregacion con la toxicidad primaria del amiloide (Bhattacharya, et al, 2011), (Wei, et al, 2007),
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(Chiti, et al, 2006). Asi, los resultados obtenidos en el presente trabajo de grado contribuyen a la
comprension de los procesos que subyacen a la oligomerizacion y que anteceden a la formacion
de fibras y esperanzadoramente seran el punto de partida para estudios que aborden la inhibicion
de la agregacion amiloide en T2D y en otras enfermedades que presenten amiloidogénesis.
Adicionalmente, gracias al nivel de detalle molecular del presente estudio, las estrategias
orientadas al disefio racional de farmacos que permitan la inhibicion de la agregacion amiloide

de proteinas tendran mejores datos de partida.

Finalmente, este estudio permiti¢ establecer una nueva linea de investigacion en el
modelado de moléculas de interés bioldgico, asi como brindar nuevas oportunidades de
investigacion a los estudiantes de Biologia de la Universidad de Pamplona, proporcionando las
bases para el trabajo interdisciplinario entre el modelado biomolecular, la biologia

computacional y la medicina.

Marco tedrico

El estudio del plegamiento de proteinas es de vital importancia para entender muchos de
los procesos bioldgicos que ocurren en la célula. Al respecto, existen una serie de desordenes
conformacionales en el estado nativo de la proteina responsables de la aparicion de patologias
como la diabetes tipo 11 (T2D), las cataratas y desordenes neurodegenerativos como Parkinson,
Huntington, Alzheimer y las encefalopatias espongiformes transmisibles ej., la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (Baler, et al, 2014), (Wei, et al, 2013), (Esposito, et al, 2006). A continuacion,

haremos una descripcion mas detallada de los polipéptidos amiloides en T2D.

Polipéptidos amiloides de los islotes pancreaticos
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El polipéptido amiloide de los islotes de Langerhans humanos o hlAPP (del inglés:
human islet amyloid polypeptide), es el principal componente de los depositos amiloides
encontrados en el pancreas de pacientes con diabetes tipo 1l (T2D) (Jia, et al, 2013). hlAPP, es
una hormona peptidica de 37 residuos sintetizada por las células p pancreaticas y co-secretada
con la insulina (Qian, et al, 2016) que desempefia un papel importante en la regulacion de la
saciedad, el vaciamiento gastrico y el control de la homeostasis de la glucosa y el lactato
(O’Brien, et al, 1991), (Min, et al, 2020). En su forma nativa contiene una amidacion en la
region C-terminal y un puente disulfuro entre la Cys2 y Cys7 (Guo, et al, 2015). Diversos
estudios sugieren que los monoémeros de hIAPP adoptan predominantemente conformaciones no
estructuradas (random coil u ovillo estadistico (Freifelder, 1979, p. 9)) en soluciones acuosas
(Reddy, et al, 2010), (Williamson, et al, 2007), (Vaiana, et al, 2009). Sin embargo, en presencia
de membranas lipidicas, hlAPP se une a la superficie de la membrana adquiriendo
conformaciones a-helicoidales (Guo, et al, 2015), (Jayasinghe, et al, 2005), (Williams, et al,
2010). A medida que aumenta la relacion de péptidos unidos a la superficie de la membrana, las
hIAPP se transforman cooperativamente desde intermedios a-helicoidales hacia agregados
amiloides en hojas B (Jia, et al, 2013), (Qian, et al, 2016), (Gorbenko, et al, 2006), (Siani, et al,

2016), (Itri, et al, 2014), (Riske, et al, 2009), (Jain, et al, 2008), (Chiti, et al, 2006).

Se ha reportado que la interaccion primaria de hlAPP con la membrana es mediada por la
region N-terminal comprendida por los residuos 1-19. Los residuos 20-29 conocidos como
“nucleo amiloidogénico” (Buchanan, et al, 2013), son responsables de la formacion primaria de
fibras, mientras que los residuos 30-37 de la region C-terminal optimizan la agregacion amiloide
(Figura 1) (Qian, et al, 2016), (Guo, et al, 2015), (Engel, et al., 2006), (Kotler, et al, 2014),

(Brender, et al, 2008). Asi, se ha demostrado la existencia de una clara interaccion entre los



15

péptidos amiloides y los lipidos de membrana, donde esta ultima modifica la estructura del
péptido y la cinética de formacion de fibras (Sparr, et al, 2004), (Caillon, et al, 2013), al mismo
tiempo que la agregacion amiloide ocasiona una disrupcién en la conformacion de la membrana
(Sparr, et al, 2004), (Zhang, et al, 2012), (Khemtémourian, et al, 2008), (Seeliger, et al, 2012), lo
que lleva al dafo celular y a una perdida en masa de células B (componente determinante de la

T2D) (Zhang, et al, 2017).
Figura 1.

Polipéptido Amiloide de los Islotes de Langerhans Humanos, hlIAPP.

C-terminal

Cys7

Nota: Region N-terminal comprendida por los residuos 1-19 (verde), donde se observa el puente
disulfuro formado por la Cys2 y Cys7. Nucleo amiloidogénico, residuos 20-29 (azul). Residuos
30-37 de la region C-terminal (naranja). Estructura obtenida del Protein Data Bank (PDB)

(Berman, et al, 2013) (Cdodigo PDB: 5MGQ (Rodriguez, et al, 2017)).
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Sumado a esto, la formacion de fibrillas amiloides posee caracteristicas semejantes a la
de un mecanismo de crecimiento nucleado. El curso temporal de la conversion de un péptido o
proteina a su forma fibrilar normalmente incluye una fase de latencia que es seguida por una fase
rapida de crecimiento exponencial. La fase de latencia, se supone que es el tiempo necesario para
formar nacleos. Una vez que se forma un ndcleo, se cree que el crecimiento de fibrillas procede
rapidamente por la asociacion de monémeros u oligémeros a dicho ndcleo. Como muchos otros
procesos dependientes de una etapa de nucleacion, incluida la cristalizacion, la adicion de
especies fibrilares preformadas (protofibras) a una muestra de proteina en condiciones de
agregacion (“seeding”) hace que la fase de latencia se acorte y/o finalmente se elimine, esto lleva
a pensar que la velocidad del proceso de agregacion no siempre esta limitada por la formacién

espontanea de nucleos (Jain, et al, 2008), (Uversky, et al, 2004).

Por otra parte, diversos estudios in vitro en modelos de membrana binarios sugieren que
la composicion lipidica es uno de los factores mas influyentes en la agregacién de hlAPP, donde,
la presencia de membranas con una gran fraccion de lipidos anionicos, principalmente 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS); 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(DOPS); y 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo(1'-rac-glicerol) (DOPG) aceleran significativamente el
proceso de agregacion, en relacion a membranas neutras del tipo 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (POPC) (Jayasinghe, et al, 2005), (Brender, et al, 2008), (Caillon, et al, 2013),
(Khemtémourian, et al, 2008), (Zhang, et al, 2017). Aunque, existe poca informacion sobre la
composicion lipidica de las células  pancreaticas, se ha demostrado que la POPC es la clase de
fosfolipidos mas abundante, seguido por la fosfatidiletanolamina, la esfingomielina 'y la POPS

(Seeliger, et al, 2012). Sumado a esto, se ha observado que el aumento en el porcentaje de
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lipidos anidnicos en las membranas de estas células, incrementa la tasa de formacion amiloide de

hIAPP (Caillon, et al, 2013) y el nivel de permeabilizacién de la membrana (Jo, et al, 2007).

Investigaciones previas han mostrado que la disrupcién de la membrana por hIAPP
consiste en dos procesos ampliamente diferenciados (Kotler, et al, 2014), (Sciacca, et al, 2012),
(Sciacca, et al, 2012b). Inmediatamente después de adicionar hIAPP a la membrana, (i) la
permeabilidad de esta aumenta mientras su estructura permanece intacta por la formacion de un
oligbmero con propiedades similares a los canales ionicos. (ii) Posteriormente y en correlacion
con la formacién de fibras amiloides, la integridad estructural de la membrana se pierde y esta se
fragmenta por la extraccion de lipidos desde la membrana celular hacia los agregados amiloides
en formacion (Kotler, et al, 2014), (Sparr, et al, 2004), (Khemtémourian, et al, 2008), (Zhang, et

al, 2017), (Kegulian, et al, 2015), (Heyl, et al, 2010).

Lo anterior, ha llevado a proponer a los oligdbmeros a-helicoidales como los
intermediarios toxicos en la formacion de fibras (Liu, et al, 2017); donde, los lipidos promueven
la formacion de estas estructuras y al crecer la fibra ocasiona un cambio en la fluidez y curvatura
de membrana que influye en la permeabilidad ionica. Esto ocasiona la entrada en exceso de iones
calcio extracelulares (Heyl, et al, 2010), (Green, et al, 2004), conduciendo al estrés oxidativo y

al aumento de la apoptosis (Smith, et al, 2009).

Otro factor importante en el efecto citotoxico de las células 3, son las caracteristicas
moleculares de IAPP. En este sentido, la variante secuencial de la IAPP de rata (rlIAPP) es
utilizada para indagar en las caracteristicas moleculares que llevan a la formacién de fibras, ya

que los seis residuos en los que difiere rlAPP de hlAPP, no le permiten formar fibras amiloides
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(Figura 2). Aun cuando rlAPP sea sobreexpresada, tiene poca influencia en las tasas de

supervivencia de las células B (Hoppener, et al, 2000).
Figura 2.

Secuencia Lineal de Aminoé&cidos en IAPP Humano (hlAPP) y IAPP de Rata (rlIAPP).

| 2 % 10 20 30 37
hIAPP KCNTATCATQRLANFLVSSNNI'G_‘aILHHTNVGSNTY
KgNTATgATQRLANFLV BISSNNLGPVLPPTNVGSNTY

Nota: Las variantes en las secuencias se indican en naranja. El recuadro azul resalta la mutacion
puntual His18Arg explicada en el texto. Las estrellas amarillas representan el puente disulfuro

entre Cys2 y Cys7.

Debido a que IAPP es un polipéptido cationico donde hlAPP contiene Lys, Argy un
anico residuo His, cuya carga neta a pH fisioldgico esta entre 2 y 4 dependiendo del pKaen el
extremo N-términal y la cadena lateral de la His; la formacion amiloide en hIAPP estara
acelerada por la interaccion con membranas que contengan una alta fraccion de lipidos
anionicos. Sin embargo, con tan solo una mutacion puntual, His18Arg, en la region N-terminal
1-19 (responsable de la interaccion primaria de la IAPP con la membrana) la version rlAPP,
mostré ser significativamente menos tdxica en relacion a su homologo h1APP (Guo, et al, 2015),
(Reddy, et al, 2010), (Williamson, et al, 2007), (Vaiana, et al, 2009), (Jayasinghe, et al, 2005),
(Williams, et al, 2010), (Buchanan, et al, 2013), (Engel, et al., 2006), (Kotler, et al, 2014),
(Brender, et al, 2008), (Sparr, et al, 2004), (Caillon, et al, 2013), (Zhang, et al, 2012),

(Khemtémourian, et al, 2008), (Seeliger, et al, 2012), (Zhang, et al, 2017).
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Lipidos oxidados

Como se ha visto hasta ahora, la conversion de proteinas y péptidos a fibras amiloides es
acelerada por los lipidos de membrana, los cuales son considerados como puntos de anclaje que
median la citotoxicidad de las protofibras amiloides. La condicion que prevalece en la
fibrilogénesis proteica es la carga negativa de los lipidos de la membrana. Asi, el bajo pH en la
superficie de membrana por fosfolipidos &cidos, induce su asociacion con proteinas
positivamente cargadas, al mismo tiempo que anula la repulsion electrostatica proteina-proteina
y reduce la barrera energética en el paisaje de energia libre, optimizando la agregacion amiloide

(Gorbenkao, et al, 2006), (Kinnunen, et al, 2015), (Kinnunen, 2009).

Actualmente, hay un gran interés por las modificaciones oxidativas que pueden ocurrir en
los fosfolipidos con cadenas aliféticas insaturadas debidas al estrés oxidativo en la célula,
relacionando el dafio en los lipidos de membrana con la patogénesis de las enfermedades
amiloideas. Por ejemplo, hay evidencias que indican que la modificacién oxidativa de lipidos

promueve la formacion amiloide en el AP péptido y la a-sinucleina (Kinnunen, et al, 2015).

Las membranas biolégicas contienen altas cantidades de lipidos y esteroles insaturados
que estan sujetos a la oxidacion quimica y/o fotoinducida, lo cual conduce a la creacion de
nuevas especies quimicas, que, a pesar de asemejarse a fosfolipidos, tienen un grupo hidrofilico
(-OOH) que cuelga de la cadena alifatica oxidada en el sitio en donde existié un enlace
insaturado. Como consecuencia, estos grupos tienden a migrar hacia la superficie de la bicapa,
incrementando el area molecular del lipido (Figura 3). Por tanto, estos nuevos lipidos producto
de la oxidacion, pueden permanecer en la membrana modificando su composicion y

complejidad, ademas de sus propiedades fisicas y la fisiologia celular (Siani, et al, 2016).
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Figura 3.

Hidroperoxidacion Lipidica.

Nota: Representacion esquematica de la alteracion estructural de un lipido insaturado

causada por la formacion de hidroperdéxidos (-OOH). Tomado de (Riske, et al, 2009).

Asi, los lipidos poliinsaturados pueden comenzar la reaccion de oxidacion por si mismos
al perder facilmente un hidrogeno alilico e iniciar una reaccion en cadena de sus radicales. Por su
parte, los fosfolipidos monoinsaturados y el colesterol necesitan un compuesto altamente
oxidante como el radical hidroxilo (OH") o el oxigeno singlete (:O2) para iniciar el proceso de
oxidacion. De una forma u otra, tanto las reacciones de oxidacién fotoinducidas como aquellas
guimicamente activadas inician con la formacion de lipidos hidroperoxidos (Siani, et al, 2016),

(Itri, et al, 2014).

Por consiguiente, la presencia a largo plazo de lipidos oxidados en la superficie exterior

de células P pancredticas haria a estas células vulnerables al ataque amiloidogénico de la IAPP
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(presente en altas concentraciones en la superficie celular después de su secrecién por parte de
estas células) debido al incremento de las cargas negativas de los lipidos de membrana (Siani, et

al, 2016).

Aunque en la actualidad se conoce la relacion existente entre las membranas cargadas
negativamente y la formacidn de estructuras amiloideas, es poco conocido el papel de los lipidos
hidroperoxidos en este fendmeno. Hasta ahora, no existe un analisis detallado de la interaccion
de estas membranas oxidadas con hIAPP, como tampoco la caracterizacion de las
conformaciones estructurales relevantes en el proceso. Por lo tanto, es de vital importancia
determinar el rol de los lipidos oxidados en la amiloidogénesis, analizando el papel de la
hidroperoxidacion en la cinética de agregacion amiloide responsable de la diabetes tipo Il, que es

justamente el foco de investigacion en este estudio.

Biologia computacional y Dindmica Molecular

El planteamiento metodoldgico implementado en esta investigacion abarca herramientas
de biologia computacional, que buscan comprender los fendmenos bioldgicos en sus diversas
escalas de interaccion, desde moléculas (nanoescala), pasando por células y tejidos
(microescala), hasta los ecosistemas y las relaciones filogenéticas y evolutivas de los organismos

que los constituyen (mesoescala) (Isea, 2015).

En la presente investigacion, se hace uso de las simulaciones computacionales, para
entender el comportamiento de las moléculas de interés bioldgico responsables de la interaccion

péptido-bicapa en la T2D.
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En las simulaciones computacionales existen dos métodos ampliamente usados: el
primero es Monte Carlo que analiza las energias a distancias cortas en coordenadas aleatorias, y
el segundo es la Dinamica Molecular (MD), la cual emplea algoritmos, para evaluar el
comportamiento que tienen los sistemas a lo largo del tiempo, tomando en cuenta las bases de la

mecanica clasica o molecular, aplicando la segunda ley de Newton.
(F = ma) (ecuacion 1)

El elemento esencial para realizar una simulacion por MD es el establecimiento del
potencial de interaccion a partir del cual se derivaran las fuerzas que determinaran el
comportamiento del sistema (Bueren-Calabuig, et al, 2014), (Baez. 2013). Lo que permite
estimar de forma numérica las condiciones y parametros que describen sus interacciones

(Gromacs, 2020). Asi,
F="% (ecuacion 2)
i 5T'i

Donde la fuerza Fi que actua sobre el &tomo i de masa m; se obtiene calculado la derivada
de la funcién del potencial V (ry, 15, ..., 1y ). De esta forma, la fuerza sobre cualquier atomo se
computa a través del célculo de la fuerza entre los pares de &tomos no-enlazados, mas las fuerzas

debidas a interacciones enlazantes (Bueren-Calabuig, et al, 2014) (Gromacs, 2020).
V(ry, 12, ., y) = Xik; Vi; (ecuacion 3)

Inicialmente se atribuyen a los &tomos velocidades en una distribucion Maxwelliana

compatible con una temperatura dada. Se da inicio a la simulacion con una serie de pequefios
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incrementos de tiempo, y durante cada paso de tiempo transcurrido se calcula la fuerza que actua

sobre cada particula (Gromacs, 2020).

Durante la ejecucion de las simulaciones, las ecuaciones se resuelven simultaneamente en
pequefios pasos mientras el sistema evoluciona; cuidando de que la temperatura y la presion
permanezcan alrededor de un rango de valores requeridos. Las coordenadas atomicas son
registradas a intervalos regulares en el tiempo, lo cual representa la trayectoria del sistema

(Gromacs, 2020).

Debido a las funciones que tiene el agua en los organismos, las simulaciones por
Dinamica Molecular, tienen en cuenta el solvente en el que se encuentra el sistema. Asi, para no
despreciar estas interacciones, el solvente puede ser representado de forma implicita o explicita.
En el modelo implicito, se acepta la suposicion de que las moléculas del solvente pueden ser
reemplazadas por un medio de propiedades equivalentes. En contraste, en los solventes explicitos
cada molécula cuenta con coordenadas, y constantes de interaccion que dan una aproximacion

mas realista de las interacciones con el solvente.

Ademas, durante las simulaciones de MD, se otorgan condiciones periodicas de contorno
(PBC por sus siglas en ingles), por lo que el sistema se encuentra rodeado de replicas en todas las
direcciones que otorgan al sistema la condicion aparente de estar en un solvente infinito, para
que de este modo no se desprecie informacion (Bueren-Calabuig, et al, 2014), (Sepulveda, et al,

2007).

Por otra parte, se deben controlar otras variables caracteristicas, como la presion,
temperatura y energia, lo que hace necesario implementar condiciones isobaricas e isotérmicas,

modificando los algoritmos de movimiento, mediante el uso de termostatos y bardstatos, esto es
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entendido como someter al sistema a un bafio térmico o a un acople de presion (Bueren-

Calabuig, et al, 2014), (Baez, et al, 2013).

Para las simulaciones de Dinamica Molecular, se utilizé el paquete de simulacion
GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations), el cual es de codigo abierto y esta
disefiado principalmente para biomoléculas como lipidos, proteinas, y &cidos nucleicos.
Contando, ademas, con un amplio tipo de herramientas para la preparacién y analisis de
trayectorias (Kohnke, et al, 2020). Con el uso de este software es posible realizar la preparacion
del estado inicial, que incluye la construccion del sistema, la solvatacion, y la aplicacion de un
campo de fuerza; seguido de una minimizacion, que tiene como finalidad encontrar un minimo
de energia en la estructura inicial desde la cual se puede comenzar la integracion numérica de las
ecuaciones de movimiento. Con esto, se puede realizar una equilibracion que lleve al sistema a
un estado termodinamico apropiado, usando termostatos y bardstatos segun sea requerido. Por
ultimo, la fase produccion, donde se comienza a recolectar los datos necesarios para el analisis

(Braun et al., 2019), (Lemkul, 2019).

Objetivos

Objetivo general

Contribuir a la mejor comprension del efecto de los lipidos hidroperoxidados en la

amiloidogénesis del Polipeptido Amiloide de los islotes de Langerhans humanos, h1APP.

Objetivos especificos

e Analizar la interaccion de hlAPP con los lipidos hidroperoxidados de membrana, 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPCoonr).



25

e Identificar los residuos en la secuencia polipeptidica de hlAPP que promueven la

interaccion lipido hidroperoxidado-proteina.

Metodologia

Para comprender la dindmica de la agregacion amiloide y cdmo las membranas lipidicas
hidroperoxidadas aceleran el proceso de formacion de estos agregados, se analizé el evento
inicial que desencadena el proceso de agregacion, i.e., la interaccion péptido-membrana.
Planteandose asi el estudio de la interaccion del péptido amiloide o hIAPP con bicapas lipidicas
neutras e hidroperoxidadas a partir de modelos computacionales de sistemas caracterizados
experimentalmente (Gorbenko, et al, 2006), (Siani, et al, 2016), (Itri, et al, 2014), (Riske, et al,

2009).

En esta investigacion se uso el paquete de simulacion GROMACS 2020 (Kohnke, et al,
2020), (van der Spoel, et al, 2005), el campo de fuerza CHARMM36 (Huang, et al, 2013), el
modelo de agua TIP3P (Jorgensen, et al, 1983), y el programa de modelado molecular y
visualizacion de estructuras VMD (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey, et al, 1996),
planteando un disefio metodologico estructurado en 3 fases: (i) Construccion de los modelos
moleculares; (ii) Definicion de los Métodos Computacionales; y (iii) Generacion de las

trayectorias por dinamica molecular. A continuacion, se detalla cada una de estas fases:

Construccién de los modelos moleculares

Las simulaciones se llevaron a cabo tomando en cuenta cada uno de los atomos
disponibles en el sistema (all atoms), usando algoritmos de integracién en el tiempo que dan

informacion de la evolucion temporal del sistema. Este tipo de estrategias son referidas como
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simulaciones por Dinamica Molecular (MD). Inicialmente, se crearon las topologias moleculares
(pardmetros que dan cuenta de la posicion, masa y carga de las moléculas a simular) que

describieron los lipidos de membrana (Figura 4):

e lipido neutro: 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) (Figura 4A)

e ¢l lipido oxidado: POPC hidroperoxidado (POPCoon) (Figura 4B)

Figura 4.

Estructuras Lipidicas Simuladas por MD.

0
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Nota: (A) Lipido neutro (POPC) y (B) lipido hidroperoxidado (POPCoon). Las diferencia entre
estos radica en la oxidacién de la cadena alifatica insaturada de POPC. La carga neta de los dos

modelos lipidicos es igual a cero.
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Como coordenadas de inicio para hlAPP se uso la estructura resuelta por Resonancia
Magnética Nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) que reposa en el Protein Data Bank (PDB)

bajo el codigo 5SMGQ (Rodriguez, et al, 2017) (Figura 1).

Las bicapas estuvieron compuestas de 82 lipidos por capa (164 en total), y su
construccion se llevé a cabo mediante el constructor de membranas CHARMM-GUI (Jo, et al,
2008) para POPC y el software PACKMOL en POPCoon (Martinez, et al, 2009). La bicapa de
POPCooH se obtuvo del trabajo previo del que deriva el presente estudio (Espinosa et al., 2022)
la cual cuenta con una modificacion en la instauracion del C9, debido a la hidroperoxidacion
lipidica (Figura 4). Los sistemas fueron hidratados con el solvente explicito TIP3P (Jorgensen, et
al, 1983), adicionando 13.078 moléculas de agua en el sistema de bicapa POPC y 13.232
moléculas de agua en el sistema de bicapa POPCooH. Los dos sistemas estuvieron compuestos de

bicapas monolipidicas: POPC y POPCooH.

Definicion de los Métodos Computacionales

Inicialmente, los sistemas fueron optimizados siguiendo un proceso de minimizacion de
energia de un estado, usando el algoritmo steepest descent durante 5000 pasos, restringiendo la
posicion inicial del atomo de fosforo en el lipido, con una constante de fuerza de 1000 kJ/mol*
nm-2, en todas las direcciones cartesianas. La finalidad de este método fue optimizar la geometria
del sistema y la distancia de las interacciones atdmicas, evitando asi conformaciones de alta

energia que puedan ocasionar errores en las simulaciones.

Posterior a la minimizacion, y siguiendo el proceso de seis pasos planteado por Jo et al
(2007), los sistemas fueron acoplados a un bafio de temperatura (T = 303.15 K) y presion (1 bar),

usando el termostato y el bardstato de Berendsen (Berendsen, et al, 1984), donde la restriccion
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de posicion sobre los atomos de la bicapa se fue relajando hasta los 0 kJ/mol* nm (Tabla 1).
Este proceso es conocido como la equilibracién del sistema y lo que se busca con esto es
equilibrar e hidratar correctamente las bicapas lipidicas sin modificar bruscamente el volumen
del sistema. Las constantes del tiempo de acople para el termostato y el bardstato fueron de 1t =
0,1 y 1p= 1,0 ps respectivamente. Al finalizar el proceso un nanosegundo de simulacion fue

agregado a los sistemas antes de las corridas de estabilizacion.

Tabla 1.

Pasos para la Equilibracion de los Sistemas de Bicapa POPC y POPCoon

Pasos  Ensamble Pasos de integracion Tiempo de simulacion Constante de restriccion armonica

(fs) (ps) (ki/mol™* nm®)
1 NVT 1 125 1000
2 NVT 1 125 400
3 NpT 1 125 400
4 NpT 2 500 200
5 NpT 2 500 40
6 NpT 2 500 -

Seguidamente, los sistemas de bicapa fueron simulados por 100 ns para su estabilizacion
antes de la inclusién de hIAPP. Los resultados de la estabilizacion y las propiedades
fisicoguimicas obtenidas en las bicapas modelo de POPC y POPCoon Se presentan en el apartado

de Resultados y Discusion.

Una vez se estabilizadas las bicapas, se agreg6 el péptido (hIAPP) a una distancia de 40
A del centro de la bicapa. En el modelo, hIAPP cuenta con su longitud completa de 37
aminoacidos, su N-terminal cargado (NH*®), su C-terminal aminado y los residuos de Cys2 y
Cys7 estan formando un puente disulfuro. Estas caracteristicas son esenciales para la actividad

bioldgica del hIAPP (Roberts, et al, 1989). La simulacion del péptido se realizé en condiciones
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de pH neutro, por lo que las cadenas lateral de Lys1 y Argll fueron protonadas, mientras que el
residuo de His18 solo se protond N.. Es decir, una carga neutra para His18, y una carga total para

el péptido de +3 (Figura 5). La carga del sistema fue neutralizada agregando 3 contraiones de ClI".
Figura 5.
Estructura del péptido (hIAPP).
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Puente Disulfurel =
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Nota: Estructura resuelta por RMN. El enlace disulfuro entre los residuos Cys2 y Cys7, C-terminal
aminado, el N-terminal cargado (NHs"), la histidina con una carga neutra y la Lysl y Argll
protonadas en sus cadenas laterales. En verde: N-terminal, en violeta: Ndcleo amiloidogénico y en

rojo: C-terminal

Establecido el sistema péptido-bicapa, se realizé una segunda minimizacion por steepest
descent y se restringieron las posiciones atomicas del esqueleto peptidico (Backbone) en su
posicion inicial, utilizando un potencial armdnico de 1000 kJ mol™ nm=en todas las direcciones
cartesianas. Posteriormente los sistemas peptido-bicapa, se equilibraron durante 1 ns en el

ensamble NpT a 1 bar y 303.15 K, manteniendo la restriccion de posicion (Figura 6).
Figura 6.

Configuracion Inicial del Sistema Hidratado de Bicapa Lipidica con la Presencia de h1APP.
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Nota: (A) POPC, (B) POPCoon. El agua en color cian traslucido (modelo TIP3P), el oxigeno es
representando en esferas rojas, los aniones de cloro (CIY) en amarillo. El péptido se encuentra
representado por regiones el N-terminal (residuos 1 al 19) en verde, el nucleo amiloidogénico
(residuos 20 al 29) en violeta y el C-terminal (residuos 30 al 37) en rojo. hIAPP fue agregado en
la regidn acuosa de la caja de simulacién paralelo a la superficie de la bicapa a una distancia de 40

A del centro de la misma.

Generacion de las trayectorias por Dindmica Molecular

Al igual que en los sistemas de bicapa, en los sistemas péptido-bicapa, las interacciones
de Lennard-Jones fueron calculadas dentro de una radio de corte de 1,2 nm. Para el calculo de las
fuerzas electrostaticas se utilizé el método de Particle-Mesh Ewald (PME) (Abraham, et al,

2011). El paso de integracion en las simulaciones fue de 2 fs, manteniendo las restricciones
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topoldgicas para la longitud de los enlaces lipidicos y proteicos usando el algoritmo LINCS
(Hess, et al, 1997). En las simulaciones se utilizaron condiciones periddicas de contorno en todas

las direcciones. Las trayectorias generadas fueron guardadas cada 20 ps.

Ademas de los habituales programas de analisis con que cuenta el paquete GROMACS,
otro programa usado para complementar los estudios de proteinas es el DSSP (Define Secondary
Structure of Proteins). Este algoritmo funciona reconociendo patrones geométricos y puentes de
hidrogeno extraidos de una configuracion 3D de la proteina a estudiar. DSSP identifica como
puente de hidrdégeno a un enlace no-covalente cuya energia sea < -2.092 kJ/mol al tiempo que se
forman estructuras elementales como giros y puentes. De modo que para la formacion de
estructuras secundarias es necesaria la repeticion de dichos patrones elementales. Por ejemplo, la
repeticion de los giros da paso a la formacion de las hélices-a, mientras que la repeticion de los

puentes forma escaleras, las que a su vez daran paso a las hojas-p (Kabsch, et al, 1983).

Todos los célculos se llevaron a cabo en Unidades de Procesamiento Gréfico (GPU), lo
cual fue posible gracias a la colaboracién del Dr. Carlos Manuel Carlevaro del Instituto de Fisica

de Liquidos y Sistemas Biologicos, en La Plata — Argentina.

Resultados y Discusién
Validacion de los modelos
Previo al analisis de la interaccion péptido-bicapa, se realizo la validacion de los modelos
de bicapa para los lipidos de POPC y POPCoon. Para esto analizaron las propiedades
fisicoquimicas: de area por lipido, espesor, densidad y solvatacion (descrita por la funcion de la

distribucion radial, g (r)).
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Uno de los cambios més notables en los lipidos hidroperoxidados, es la elevacion de las
cadenas alifaticas con el grupo funcional R-OOH (Figura 7), causando, un incremento del
19,53% en el &rea por lipido de POPCoon (77,1+2,0 A?) en comparacion con POPC (64,5+1,1
A?) (Figura 8). Estos valores son similares a los reportados experimentalmente y mediante
modelos in silico (Kucerka, et al, 2006), (Jojart, et al, 2006). Al respecto, De Rosa et al (De
Rosa, et al, 2018) reportan valores similares a los aqui presentados, al trabajar en vesiculas
unilamelares grandes (LUVs, por sus siglas en inglés) con mezclas lipidicas de POPC:POPCooH,
observando valores en el area de 65,4+0,4 A% para LUVs de POPC y de 78+2 AZ? cuando los
LUVs tienen todos sus lipidos hidroperoxidados.

Figura 7.

Localizacion de las Cadenas Alifaticas de POPCoon en la Bicapa.
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Nota: (A) POPC, (B) POPCooH. El agua se encuentra sombreada en color gris, el nitrdgeno esta
representado por la superficie azul. Las esferas rojas, naranjas, negras y blancas corresponden a
los atomos de oxigeno, fésforo, carbono e hidrdgeno, respectivamente. Notese en (B) el grupo
hidroperoxidado en el C9 de las cadenas alifaticas.
Figura 8.
Area por Lipido.

A 85

Py

w

Area (A?)

60 100
Tiempo (ns)

Bss
80 T

75

70

Area (A?)

65 | :

60

55 POPC POPC oy,

Nota: En color negro esta representado POPC y en color magenta POPCoon. (A) Cambios en el
area por lipido, durante 100 ns de simulacion, (B) Diagrama de caja sobre los Gltimos 20 ns de

simulacion observados en (A).
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Las alteraciones en el area lipidica, ocasionan una disminucion en el espesor de la bicapa
de aproximadamente 17,97% en POPCoon (34,52 A) respecto a POPC (42,08 A). En estudios
por dispersion de rayos X de &ngulos bajos (SAXS por sus siglas en inglés), indican que el
espesor de la bicapa lipidica disminuye con el incremento de POPCoon (Scanavachi, et al, 2021),
Ilegando a descender hasta en un 20% en relacién a su variante no oxidada (De Rosa, et al, 2018)
(Figura 9).

Figura 9.
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Nota: El céalculo fue realizado tomando al centro de la bicapa como punto de referencia, Z =0 A.

(A) Bicapa de POPC (linea negra), (B) bicapa de POPCooH (linea magenta). En azul: agua, en azul
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claro: grupo colina, en rojo: grupo fosfato, en verde: grupo glicerol, y en marron: las cadenas acilo.
Los atomos que conforman cada uno de los grupos se muestran en la Figura 4.

Finalmente, la solvatacion, alrededor del grupo hidroperdxido se ve incrementada. Esto
es evidenciado a partir del calculo de la g(r) (Figura 10) al rededor del C9 en la cadena alifatica
(Figura 4). Asi la posicién preferencial del grupo hidroperéxido (R-OOH), causa una elevacion
en la cadena alifatica hacia la interfase apolar/polar de la bicapa, gracias al carcter hidrofilico
del R-OOH (Figura 7) (Weber, et al, 2014), (Wong-ekkabut, et al, 2007), (Guo, et al, 2016),
(van der Paal, et al, 2016), (De Rosa, et al, 2018), (Jurkiewicz, et al, 2012), (Siani, et al, 2016),
(Jia, et al, 2013), (Junqueira, et al, 2021), (Scanavachi, et al, 2021).

Figura 10.
Funcion de Distribucion Radial.
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Nota: El calculo fue realizado sobre el &tomo de oxigeno en las moleculas de agua cerca al carbono
C9. En color negro POPC y en color magenta POPCoo.
Interaccion péptido-bicapa

Para el estudio de la interaccidn entre el péptido y las bicapas, se analizaron las

densidades de los sistemas péptido-bicapa (hIAPP+POPC y hIAPP+POPCoon) las distancias del
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péptido al centro de las bicapas (por regiones y por cada aminoacido), las energias de interaccién
electrostéticas y de Van der Waals, ademaés de la formacion de puentes de hidrdgeno.

En el andlisis de densidad, hlAPP+POPCooH, Se observa una disminucion en el espesor
de la bicapa, ademas de una mayor interaccion del hIAPP con los grupos colina, fosfato y
glicerol, contrario a lo observado en el perfil de densidad del sistema hIAPP+POPC, donde el
péptido muestra una preferencia por las moléculas de agua (Figura 11).

Figura 11.

Densidades Parciales para los Sistemas hIAPP+POPC y hIAPP+POPCooH.
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Nota: El calculo se realizo sobre los 500 ns de trayectoria, tomando al centro de la bicapa como
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punto de referencia Z = 0 A. (A) hIAPP+POPC, (B) hIAPP+POPCoon. En negro: POPC, en
magenta: POPCooH, en naranja: hlAPP, en azul: agua, en azul claro: grupo colina, en rojo: grupo
fosfato, en verde: grupo glicerol, y en marron: las cadenas acilo.

Para el andlisis de distancia al centro de la bicapa (Figura 12), inicialmente el péptido ha
sido dividido en: N-terminal, nucleo amiloidogénico, y C-terminal (Ver figura 5), segun su papel
en la interaccion con la membrana y la formacion de agregados B-amiloides. Asi se observa que
en hIAPP +POPCooH el péptido tiende a conformaciones méas cercanas a la bicapa (Figura 12),
siendo el nucleo amiloidogénico la regién mas cercana a la misma, en contraste con las regiones
N-terminal y C-terminal. Por otra parte, en hlIAPP+POPC el acercamiento del péptido a la bicapa
no es evidente, reforzando lo observado en el anélisis de la Figura 11, donde el péptido muestra
una mayor preferencia por el solvente.

Figura 12.

Distancias de hIAPP al Centro de la Bicapa (Z=0).
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Nota: Distancia por regiones en hIAPP+POPC (negro) en hIAPP+POPCooH (magenta), la linea
solida y punteada en color azul claro, da una idea de la posicion del nitrégeno en el grupo colina

de la bicapa de POPC y POPCooH, respectivamente.
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Al analizar la distancia de cada uno de los aminoacidos en hIAPP (Figura 13A 'y 13B) al
centro de la bicapa, se observa que los residuos del péptido que més se acercan a la superficie de
la bicapa de POPC son Lys1, Asn3y Tyr 37. Sin embargo, durante el 50% del tiempo de
simulacion (segundo cuartil) la distancia de estos residuos a la superficie de la bicapa varia
considerablemente. Sin embargo, en hIAPP+POPCooH tanto la cantidad de residuos que se
acercan a la bicapa como su tiempo de residencia es mayor. Notandose principalmente en los
residuos de la region N-terminal y el ntcleo amiloidogénico (especialmente los residuos del 23 al
27 o region FGAIL).

Figura 13.

Distancias de hIAPP por Residuos al Centro de la Bicapa (Z=0).
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Nota: Distancia por residuos en hIAPP+POPC (A) en hlIAPP+POPCooH (B), la linea sélida y
punteada en color azul claro, da una idea de la posicion del nitrogeno en el grupo colina de la
bicapa de POPC y POPCooH, respectivamente.

La energia de interaccion péptido-bicapa (Figuras 14 y 15), muestra que el grupo de
carga aportado por la hidroperoxidacion, favorece la interaccion péptido-bicapa.

Al analizar la energia electrostatica se observa que cuando hIAPP interacciona con la
bicapa hidroperoxidada esta interaccion es mayor en contraste con la bicapa neutra (Figura 14A).
Cuando el anélisis de la interaccion se realiza entre las bicapas y cada una de las regiones de
hIAPP, resalta que en la region del N-terminal de hIAPP+POPC (Figura 14B) hay una
interaccion primaria entre los 100 y los 150 ns con un minimo de energia cercano a los -600
kJ/mol. Por su parte, en la region N-terminal de hlAPP+POPCooH, esta interaccién comienza un
poco mas tarde, siendo mas estable a lo largo del tiempo (desde 120 a 215 ns aproximadamente)
y alcanzando una energia minima de -743 kJ/mol.

El nacleo amiloidogénico en hIAPP+POPC, (Figura 14C) muestra una menor interaccion
en relacion con la region N-terminal, pero mayor si es comparada con la regién C-terminal,
llegando a un minimo de -225 kJ/mol a los 315 ns de simulacion. En hIAPP+POPCooH, la
interaccion con el nacleo amiloidogénico se da mayoritariamente en los Gltimos 150 ns de
simulacion, con un minimo de energia de -350 kJ/mol observado a los 380 ns.

Finalmente, la region C-terminal (Figura 14D), muestra la menor interaccion con las
bicapas, debido tal vez a los movimientos estocasticos en esta region, que hacen menos estable
su interaccion con la bicapa.

Figura 14.

Energia Electrostatica en la Interaccion Péptido-Bicapa.
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Por otro lado, la energia de Van Der Waals, demuestran que la interaccion del péptido es
mayor cuando la bicapa esta hidroperoxidada (Figura 15A). Para hlAPP+POPC se observa un
minimo de energia de -236 kJ/mol a los 100 ns. Mientras que para hlAPP+POPCoon el minimo
se observa a los 360 ns de simulacion con -285 kJ/mol. Es de observar ademas que el intervalo
temporal de interaccion en hlAPP+POPCooH se extiende de ~ 320 ns hasta los 500 ns.

Al examinar las interacciones de VVan der Waals por cada region, es evidente que para la
region N-terminal (Figura 15B), de hIAPP+POPC la mayor interaccion se da en el intervalo de
los 93 ns a 145 ns, observandose un minimo de -140 kJ/mol a los 120 ns. Por su parte en
hIAPP+POPCooH la interaccion mas estable ocurre entre los 125 nsy 272 ns, con un minimo de
-192 kJ/mol a los 155 ns de simulacién. Para el nicleo amiloidogenico (Figura 15C), la
interaccion se da fuertemente en los Gltimos 150 ns de simulacion de hIAPP+POPCoon con un
minimo de -205 kJ/mol, mientras que para hlAPP+POPC la interaccion no es estable con un
minimo de -100 kJ/mol a los 300 ns de trayectoria. Finalmente, la region del C-terminal (Figura

15D), la interaccién del péptido con la bicapa es inestable a lo largo del tiempo.
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Energia Van der Waals en la Interaccion Péptido-Bicapa.
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negro hIAPP+POPC y en magenta hlAPP+POPCooH

En sintesis, la energia electrostatica de interaccion péptido-bicapa es mas favorable

cuando la interaccién se da por la region N-terminal de hIAPP, siendo esta mas estable en

presencia de lipidos hidroperoxidados. La energia de interacciones de Van Der Waals es mas

favorable cuando la interaccion se da entre la bicapa y el ndcleo amiloidogénico. Asi mismo,

aunque en hlAPP+POPCooH la contribucion de ambos términos energéticos es evidente, la

interaccion electrostatica es mas fuerte. Ademas,

es interesante notar, que la interaccion de la

region N-terminal en hIAPP se da durante los primeros 250 ns de simulacion, mientras que, la

interaccion del nacleo amiloidogénico con la bicapa ocurre durante los 200 ns finales. Esto

demuestra que la interaccion temprana del péptido con la membrana ocurre por la regién N-

terminal y esta mediada por la interaccion electrostatica (Qian, et al, 2016), (Guo, et al, 2015),

(Engel, et al., 2006), (Kotler, et al, 2014), (Brender, et al, 2008), (Buchanan, et al, 2013), (Li et

al., 2018). Una vez el péptido es anclado a la bicapa hidroperoxidada la interaccion del nucleo
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amiloidogénico con esta es mas lenta y mediada por las interacciones de Van Der Waals, lo que
es de esperar dada la naturaleza hidrofébica de los residuos que conforman esta region.

Finalmente, para analizar la estabilidad de la interaccion, se calcularon los puentes de
hidrégeno (HBs) formados entre el hlIAPP y las bicapas. Este analisis fue realizado por regiones
(Figura 16) y por cada uno de los aminoacidos que conforman el péptido (Figura 17). El anélisis
por regiones muestra que hlAPP+POPCooH tiende a formar una mayor cantidad de puentes de
hidrégeno, resaltando las regiones del N-terminal y el ncleo amiloidogénico. Contrastando con
esto, el andlisis por residuos muestra, que en hlAPP+POPCooH, los residuos involucrados
mayoritariamente en la formacion de los puentes de hidrogeno son la Lys1, Argll, Asn22, Ala25
y Ser29. Al tiempo que en hIAPP+POPC la mayor formacion de estos se da por el residuo Lys1.
Figura 16.

Puentes de Hidrégeno Formado entre las Regiones de hIAPP y las Bicapas.
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Nota: Para este céalculo el radio de corte entre el donador-aceptor de HBs fue de 3,5 A, con un
angulo de 150° para el hidrdégeno-donador-aceptor. En negro hIAPP+POPC y en magenta

hIAPP+POPCooH
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Figura 17.

Formacion de Puentes de Hidrogeno entre Cada Residuo de hIAPP y las Bicapas.
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Nota: para este calculo el radio de corte entre el donador-aceptor de HBs fue de 3,5 A, con un
angulo de 150° para el hidrdégeno-donador-aceptor. En negro hIAPP+POPC y en magenta
hIAPP+POPCooH
Estructura del péptido

Para evaluar si la interaccién de hIAPP con las bicapas lipidicas modifica la estructura
peptidica, se ha analizado el contenido de estructura secundaria en hIAPP, mediante el programa
DSSP y ademas del porcentaje de helicidad.

En hlIAPP+POPC (Figura 18) se observa que durante los primeros 100 ns de simulacion

se forma una Unica hélice conformada por los residuos Ala5 a Phe23, seguido de una pérdida en
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el contenido helicoidal que se extiende hasta el final de la trayectoria con tan solo los residuos
Ala5 a Alal3 formando la hélice-a.
Figura 18.

Estructura Secundaria de hlAPP al en el Sistema hlIAPP+POPC.
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Nota: Definicion la estructura secundaria. En color cian: coil, en rojo: hojas-B, en negro: puentes-
B, en verde: flexiones, en amarillo: giro, en azul: hélice-a, en morado: hélice-5 y en gris: hélice-
310

Para hlAPP+POPCooH (Figura 19) se muestra una mayor tendencia a la formacion de
hélices-a. Durante los primeros 67 ns de simulacion se puede observar una tinica hélice
conformada por los residuos de la Ala5 a la Ser29, para posteriormente separarse en dos regiones
helicoidales, una méas grande que se conforma de la Ala5 a la Ser19, y otra de menor tamafio
comprendida por residuos Gly24 a Ser29.
Figura 19.

Estructura Secundaria de hlAPP en el Sistema hlAPP+POPCooH.
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Nota: Definicion la estructura secundaria. En color cian: coil, en rojo: hojas-p, en negro: puentes-
B, en verde: flexiones, en amarillo: giro, en azul: hélice-a, en morado: hélice-5 y en gris: hélice-
310

Para contrastar los resultados anteriores, se ha calculado la helicidad de hIAPP (Figura 20)
que, dicho de otro modo, es el porcentaje de tiempo en el que cada uno de los aminoacidos en

hIAPP forma parte de una hélice-o.

En hlIAPP+POPCooH se evidencian dos regiones de hélices-a, la primera de ellas
abarcando de los residuos Ala5 a Serl9, y la segunda de menor tamarfio, que se encuentra entre
los residuos Gly24 a Asn31. En contraste hlAPP+POPC, presenta una Unica hélice-a,

comprendida entre los residuos Ala5 a Vall7.

Estos resultados permiten determinar que hlIAPP en contacto con bicapas
hidroperoxidadas estructura su region intrinsecamente desordenada hacia conformaciones en

hélice-a.
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Figura 20.

Helicidad de h1APP al Interaccionar con la Bicapas.
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Nota: En negro hlIAPP+POPC y en magenta hlAPP+POPCooH.

Estudios realizados por Nanga et al., usando NMR, en los cuales evaltan la interaccion
de IAPP con micelas, han demostrado valores similares a los expuestos en este trabajo. El
primero de ellos fue realizado con micelas de DPC (dodecilfosfocolina) integrando rlIAPP
(Nanga, et al, 2009), los resultados indicaron que este péptido adquiere conformaciones
helicoidales en tres regiones, la primera entre los residuos Ala5 a Val17; una segunda hélice mas
corta que corresponde a los residuos Ser20 a Phe23. La ultima region que abarca los residuos
Gly24 a Tyr37 muestra un bucle largo y flexible. Segun los autores estos resultados demuestran
la predominancia de la hélice en el tramo de los residuos Ala5 a Phe23 que actian como un
nucleo mas estable, en comparacion con les residuos 24 a 37 que estan predominantemente mas
desordenados.

En otro estudio realizado con hlAPP integrado en micelas de SDS (dodecilsulfato sodico)
por Nanga et al en 2011, se muestra la existencia de una hélice larga que se corresponde a los

residuos Alab a Ser28, y una segunda hélice mas corta que va de la Ser34 a la Tyr37. Por su
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parte los autores muestran que existen dos dominios que forman hélices, el primero que abarca
de la Cys7 a la Vall7, y el segundo del Asn21 a la Ser28, que se separan por un giro entre la
His18 a la Ser20.

Figura 21.

Evolucion Temporal de la Interaccion de hIAPP con la Bicapa de POPCoot.

Nota: inicialmente hIAPP interacciona con la bicapa por su region N-terminal. Posteriormente, la
region N-terminal incrementa su interaccion, permitiendo al nucleo amiloidogénico penetrar en la

bicapa.
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Conclusion

Al evaluar la interaccion existente entre hIAPP y la bicapa hidroperoxidada de POPC, se
logré observar que la adicién del grupo hidroperéxido (R-OOH) causa una elevacién de la
cadena alifatica hacia la interface bicapa-agua, lo que incrementa el &rea por lipido y disminuye
en el espesor de la bicapa. Ademas, con la elevacién de la cadena alifatica los grupos de carga en
la superficie de la bicapa incrementan, favoreciendo su interaccion con el péptido. Asi, en
presencia de bicapas de POPCooH, el péptido inicialmente interacciona de forma electrostéatica
por su region N-terminal, permitiendo que con el paso del tiempo el ndcleo amiloidogénico,
mediante sus interacciones de Van der Waals, entre en contacto con la bicapa e incremente la
formacion de puentes de hidrogeno en la regién FGAIL. Se evidencia, ademas, que durante la
interaccion de hIAPP con bicapas de POPCooH, €l contenido de hélice-a en el péptido
incrementa (Figura 21).

Finalmente, los datos expuestos en este trabajo parecen indicar que la hidroperoxidacion
lipidica podria favorecer la amiloidogénesis en hlAPP, esto hace necesario continuar con
estudios sobre la interaccidn de bicapas oxidadas con dimeros y oligdmeros de hIAPP. Por otra
parte, los datos presentados en este trabajo solo representan 500 ns de simulacién, lo que hace
necesario la implementacion de tiempos de muestreo mayores y técnicas avanzadas para la mejor
comprension de la energia del sistema.
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