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Avances

A lo largo de muchos afios de investigacion, se ha identificado a la acumulacién y depésito de
ciertas proteinas como la causa de enfermedades etiquetadas como amiloidogénicas, de en-
tre las cuales destacan: la enfermedad de Alzheimer, el mal de Parkinson, la enfermedad de
Kreuzfeld-Jakob y la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), vinculadas, respectivamente, con las prote-
inas: S-amiloide (A3), a-sinucleina, proteina prion (PrP) y amilina (6 polipéptido amiloide de los
islotes humanos 6 hIAPP, por sus siglas en inglés). Estos padecimientos se caracterizan por la
formacion de fibras y oligémeros protéicos (llamados amiliodes) con propiedades citotoxicas, pro-
ducto de la agregacion de mondmeros que han sufrido modificaciones en su estructura secundaria
para agregarse ma facilmente, pero cuya amiloidogenicidad esta vinculada directamente con su
estructura primaria’.

Originalmente consideradas como la causa patogénica de sus enfermedades asociadas, las fi-
bras amiloides son el producto de la agregacidn de oligdbmeros y monomeros de los péptidos antes
mencionados. Se ha descubierto que la formacion de oligdmeros es termodinamicamente desfa-
vorable hasta cierta concentracion critica, sobre la cual inicia un proceso de nucleacion. El nucleo
formado es la estructura mas inestable en solucion, pero al tener capacidades de formacion de
agregados de mayor estabilidad, la adicion de monémeros y oligébmeros se ve favorecida®. Una
vez formadas, las fibras amiloides tienen diametros de entre 60 y 120 A, son rigidas (atribuido a
su estructura ordenada de hoja  apilada) y tienen longitud indefinida. Su toxicidad esta princi-
palmente relacionada con alteraciones en membrana®, considerandose como una etapa en una
cascada mucho mas compleja, que eventualmente lleva a la apoptosis de la célula.

Por otra parte, hay una cantidad considerable de observaciones experimentales que han llevado
a considerar a los oligdmeros y cuerpos prefibrilares como las especies mas toxicas en pade-
cimientos amiloidogénicos. Se ha visto que los oligdmeros solubles, formados en las primeras
etapas de las enfermedades, causan un deterioro celular mucho mas severo que las epecies for-
madas posteriormente*. Esto puede deberse a una mayor exposicion de grupos funcionales que
les permiten interaccionar con membranas, otras especies presentes en el citosol y otros oligé-
meros amiloides. Ademas, el tamafio relativamente pequefio de estos agregados les confiere un
agran movilidad, permitiendoles esparcirse mas facilmente dentro y fuera del medio celular.

En el particular caso de la amilina (hormona peptidica compuesta por 37 aminoacidos con se-
cuencia 1-KCNTATC ATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-37, ubicada en las células /3 del
pancreas), se han identificado tres regiones distintas que le confieren una enorme propensién a
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agregarse: i) region fibrilogénica alteradora de membrana (residuos 1-19), ii) regién amiloidogeé-
nica (residuos)20-29 y iii) regién mejoradora de formacion de amiloide (residuos 30-37)°. A pesar
de esto, al interior de los granulos en donde es almacenada y de donde, eventualmente, es se-
cretada, no se ha observado agregacion considerable. Entre las causas por las cuales no hay
agregados al interior de los granulos, resalta la presencia de iones Zn?* en concentraciones rela-
tivamente altas.

En contraste con lo anterior, se ha observado en la gran mayoria de pacientes con DT2 una in-
cidencia muy alta de fibras y oligdbmeros amiloides dentro de las células 3, responsables de la
pérdida de dichas células, que ademas estan encargadas de la produccion de insulina. Debido a
que un sintoma comun de la DT2 es la deficiencia de Zn, y que, ademas, se ha observado pérdida
de homedstasis de otros iones metalicos divalentes (como Cu(ll) y Fe(ll)), varios grupos de inves-
tigacion han propuesto a estos iones divalentes como inhibidores del mecanismo de fibrilacion,
identificandolos simultaneamente como promotores de formacion de oligémeros (solubles y no
solubles)®.

Aunque los mecanismos por los cuales los iones Zn(ll) y Cu(ll) inhiben la formacion de fibras
siguen sin conocerse totalmente, hay evidencias que apuntan a que la coordinacion de estos io-
nes a ciertas regiones de los péptidos restringe la estructura (de forma mas o menos localizada),
retrasando el proceso de formacion de fibras y favoreciendo la permanencia de oligémeros. Des-
afortunadamente, dada la heterogeneidad estructural y las caracteristicas metaestables de los
péptidos, resulta extremadamente dificil poder estudiarlos bajo condiciones fisiolégicas, e inclu-
so utilizando técnicas de estabilizacion la tendencia por formar agregados predomina. Recien-
temente, L. Rivillas-Acevedo et al.” identificaron al fragmento 18-22 como la secuencia minima
necesaria para coordinar Cu(ll) a la hIAPP. Se demostré también que el modo de coordinacion de
estos complejos es 3N10 (a pH fisioldgico), existiendo cierta discrepancia respecto al oxigeno,
que podria provenir de un carbonilo de la cadena peptidica 6 el hidroxilo de una serina.

Los efectos del Cu(ll) sobre la conformacién de la amilina, que han podido observarse, han dejado
muy claro que es necesario elucidar el mecanismo de accion de los iones sobre los monoémeros y
oligbmeros de estos péptidos®. Esta situacion ha servido como motivacion para utilizar simulacio-
nes y calculos tedricos, los cuales permiten evitar muchas de las complicaciones experimentales
para poder estudiar las interacciones especificas con las cuales el Cu(ll), y otros metales, se
coordinan con los mondmeros, oligdbmeros y fibras amiloides, asi como la forma en que pueden
afectar las conformaciones y procesos de agregacion de los mismos.

En esta primera etapa del proyecto se realizé el estudio de las interacciones del Cu(ll) con el
fragmento 18-22 de la amilina humana para elucidar la naturaleza del donador de oxigeno en el
centro de coordinacién, asi como de la estabilidad de diferentes estructuras de complejos de coor-
dinacién por medio de dinamicas moleculares Born-Oppenhaimer, complementando en todos los
casos con calculos de parametros de espectroscopia de resonancia paramagneética electronica.
Las tres propuestas que se estudiaron se muestran en la figura 1. Todos los modelos (con mul-
tiplicidad de espin dos) fueron optimizados en fase gas sin solvatacion explicita en un esquema
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Figura 1: Estructuras de coordinacion propuestas para el complejo HSSNN-Cu(ll). El panel iz-
quierdo muestra coordinacién con el carbonilo de Ser20 (modelo 3N10¢o s20), €l panel central
esta coordinado con el carbonilo de Asn22 (3N10¢o n22) ¥ €l panel de la derecha muestra coor-
dinacion con el hidroxilo de la Ser20(3N10¢on s20)-

Kohn-Sham sin restriccion de espin, utilizando el funcional de intercambio y correlacion PBE y
un conjunto de base DZVP en el codigo de estructura electrénica TeraChem®. Posteriormente se
adicionaron cuatro moléculas de agua (dos arriba y dos abajo del plano formado por el centro
de coordinacion) a los modelos 3N10¢o s20 Y 3N100n s20 (Que mostraron ser los mas estables).
Estas estructuras se optimizaron nuevamente y se usaron como punto de partida para calculos de
dinamica molecular Born-Oppenheimer (BOMD, por sus siglas en inglés) utilizando condiciones
de frontera esféricas, nuevamente el codigo TeraChem?*, con tamarfio de paso de 1fs y control de
temperatura a 300k a lo largo de 60ps. Una posterior busqueda local a OK hizo posible identificar
a los conférmeros de menor energia, los cuales fueron utilizados como estructuras de partida en
nuevas dinamicas sin restricciones esféricas. Estas se llevaron a cabo por un periodo de 20fs, de
donde se descartaron los primeros 3fs, se extrajeron y optimizaron los puntos de menor energia
y se usaron como puntos de partida en una segunda simulacion BOMD regular, que sirvié como
confirmacién de lo obtenido previamente.

De este segundo conjunto de simulaciones, nuevamente, se hizo un muestreo para extraer las
estructuras de los conférmeros mas estables, las cuales serian utilizadas para los calculos de
EPR, mismos que fueron hechos utilizando el cédigo de quimica computacional ORCA 3.0.2'°.
Los calculos espectroscopicos se hicieron usando el funcional hibrido PBEO en combinacion con
los conjuntos de base DGAUSS (para atomos ligeros) y CP (para el cobre (ll)), asi como el mo-
delo COSMO para introducir agua como solvente implicito.
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Los trabajos listados a continuacion no se encuentran relacionados con la linea de investigacion
de del proyecto Efecto de la union de cobre y zinc en la agregaciéon de la amilina, proteina
asociada a la diabetes tipo 2, no obstante, a sido posible llevarlos a cabo en gran medida por
el empleo de los equipos de computo y los nodos con tarjetas de procesamiento grafico.
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Contribucién a la investigacién

Este proyecto contribuye a estudiar la manera en que los iones metalicos se coordinan con las
porciones no estructuradas de las proteinas para potencialmente entender el papel de estos en
la formacion de fibras amiloides y oligdmeros de amilina. Estas estructuras han sido identificadas
como sello caracteristico de la enfermedad metabdlica Diabetes Tipo 2, la cual es considerada
un problema de salud mundial porque afecta actualmente a 415 millones de personas'’, de
modo que cualquier esfuerzo por entender las causas que la originan resulta de gran relevancia
en el combate contra esta problematica mundial. Este estudio podria permitir la identificacion de
potenciales blancos moleculares que servirian de guia en el disefio de estrategias terapéuticas
y/o preventivas mas especificas y, en consecuencia, mucho mas efectivas.
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