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RESUMEN

El presente trabajo comprende la simulacion de dinamica molecular entre la proteina
Tau y un dimero de beta y alfa tubulinas. Esto se realiz6 con el fin de estimar la
energia de union al separar la proteina Tau del heterodimero de tubulinas mediante
meétodos computacionales. Paralelamente, se hizo una modificacion al residuo
Ser293 de la proteina Tau, dicho residuo se fosforil6. Una vez hecho esto, se realiz6
nuevamente una simulacion de MD, la estimacion de la energia de unién y con esto
se analizé como cambia el valor de la energia entre el sistema no fosforilado y el
sistema fosforilado; ya que se ha propuesto que una de las principales causas de la
EA es la hiperfosforilacion de la proteina Tau. Los resultados obtenidos en este
trabajo aportaran una posible explicacion energética de como la fosforilacion de la
proteina Tau afecta las interacciones con el heterodimero de tubulinas,
promoviendo de esta manera, la desestabilizacion de los microtubulos vy, por lo

tanto, la posible contribucién al progreso de la EA.

Todas las simulaciones de MD se trabajaron con el programa computacional
GROMACS, asi como el uso de diferentes modulos de analisis con los cuales se
obtienen los resultados de las simulaciones; estos son los graficos RMSD, RMSF,
Us, WHAM y MM-PBSA.




1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad degenerativa y una de las
causas mas comunes de demencia, caracterizada por la pérdida de funciones
cognitivas. Se estima que para el afio 2050 habr4d un gran nimero de personas
enfermas, aproximadamente 152 millones en todo el mundo, ya que en la actualidad

no existe un tratamiento eficiente para esta enfermedad.!?

Una de las alteraciones tipicas de la EA es la aparicion de ovillos neurofibrilares,
ocasionados por la hiperfosforilaciéon de la proteina Tau, la cual funge como
ensambladora y estabilizadora de los Microtubulos (MTs). Sin embargo, por
mecanismos que aun no son completamente identificados, la proteina Tau
comienza a fosforilarse en diferentes sitios lo que provoca que pierda afinidad por

los MTs, durante el desarrollo de la EA.

Este trabajo de tesis se centra en la dinamica molecular de la proteina Tau y un
dimero de beta (BT) y alfa (aT) tubulinas. Las simulaciones de dinamica molecular
realizadas al sistema proteina Tau-MTs se analizaron con desviaciones cuadraticas
medias (RMSD) y fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF), las cuales se aplicaron
a la proteina Tau, ya que al heterodimero de af-tubulinas se le colocé una
restriccibn de movimiento. Se aplicé el método de US y WHAM para estimar el
potencial de fuerza media (PMF), asi como el procedimiento MM-PBSA para evaluar
energias de union por residuo. De esta forma se analiza el comportamiento
energético que tiene el heterodimero de tubulinas con la proteina Tau cuando se

encuentra en un estado no fosforilado y fosforilado en su residuo Ser293.




2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad cerebral degenerativa y una
de las causas mas comunes de demencia. La demencia se caracteriza por la
disminucion de memoria, lenguaje, resolucion de problemas y algunas otras
habilidades cognitivas que afectan las capacidades de los individuos para realizar
actividades diarias. Dicha disminucion ocurre debido a que las neuronas
involucradas en la funcién cognitiva han sido dafiadas o destruidas. La EA, descrita
inicialmente por el neur6logo aleman Alois Alzheimer, es una enfermedad en la que
el dafio y la destruccion de las neuronas finalmente afectan a otras partes del
cerebro (Figura 2.1), incluidas aquellas que le permiten a un individuo llevar a cabo
funciones basicas como lo es el caminar o el comer. Se estima que para el afio 2050

habra un aproximado de 152 millones de personas con la EA en todo el mundo.*

Los pacientes con EA, presentan una gran pérdida neuronal y la presencia de dos
alteraciones tipicas: el ovillo neurofibrilar y la placa senil. El ovillo neurofibrilar es
una lesion intracelular de un conjunto anormal de proteinas que afecta
principalmente a las neuronas. El principal constituyente es la proteina Tau, una
proteina asociada a microtubulos (MAP) la cual se fosforila de manera anormal en

el caso de la EA, lo que altera su solubilidad y unién con los microttbulos.5 6

Figura 2.1. Corte transversal del cerebro A. Cerebro sano B. Cerebro en etapa avanzada

de EA. (Imagen modificada de Alzheimer's Association).




2.2 Microtubulos (MTs)

Los microtubulos son agregados cilindricos huecos, estos estdn presentes en el
citoplasma de las células eucariotas. Los microtubulos son utilizados por las células
para diferentes propoésitos, estando vitalmente involucrados en la motilidad y
division celular, asi como en la organizacién celular, por mencionar algunos.’ Estos
estan compuestos por 13 protofilamentos de beta (BT) y alfa (aT) tubulina, ademas
de proteinas asociadas (MAP) (Figura 2.2). Poseen un diametro de
aproximadamente 25 nm, los cuales se encuentran orientados longitudinalmente.
Las diversas proteinas asociadas (MAP-1, MAP-2, Tau) regulan la estabilidad de

los microtibulos y ademas promueven su polimerizacion.®

Los MTs son ensamblados a partir de heterodimeros de BT y aT en polimeros
huecos los cuales varian en longitud desde 1 um a 100 um. Estas subunidades
heterodiméricas de tubulina se denominan af-tubulina, dimeros de tubulina o
simplemente tubulina. El polimero en tubo hueco resultante es polar, con un extremo
positivo de rapido crecimiento que tiene expuesta a la BT y un extremo negativo de

crecimiento lento con aT expuesta.®
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Figura 2.2. Representacion del ensamble de los microtibulos. A) Heterodimeros de beta y

alfa tubulina. B) Protofilamentos de beta y alfa tubulinas. C) Microtubulo. D) Vista superior

del microttbulo.*®




Cada mondmero de BT y aT se ensambla en heterodimeros que forman el cuerpo
de los MTs. Ambas tubulinas se unen a un nucleétido de GTP, las cuales poseen
dos sitios de union, el sitio N (no intercambiable) en aT situada en la interfaz
monomeérica y se le ha asignado un papel estructural. El nucleétido en el sitio E
(intercambiable) en BT se expone sobre la superficie de un dimero no polimerizado,
ya que solo esta subunidad B hidroliza su GTP, formando GDP, en el curso de la

polimerizacién normal de los MTs.11:12

2.3 Proteina Tau

La proteina Tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtubulos (MAP),
las cuales se expresan principalmente en neuronas. En el sistema nervioso central,
la proteina Tau es la MAP principal en las neuronas, ya que promueve el ensamblaje
y estabilizacién de los MTs; los cuales contribuyen al mantenimiento de la forma

celular (Figura 2.3).1314

La proteina Tau interactia con los heterodimeros de beta (BT) y alfa (aT) tubulina
para dar lugar a la formacion de los microtibulos. La proteina Tau se divide
aproximadamente en dos partes: primero, el extremo amino terminal, que constituye
el dominio de proyeccion debido a que sobresale de la superficie del microttbulo y
no esta vinculado directamente a €l y segundo, la zona carboxilo terminal, la cual
contiene tres o cuatro repeticiones de una secuencia de 31 o 32 residuos de
aminoéacidos, dependiendo de las isoformas. Esta zona o dominio de repeticion
constituye la regién de union a los microtabulos. El grado de fosforilacién de la
proteina Tau regula la estabilidad con los MTs. Mas de 30 de los 80 residuos de

serina o treonina existentes en la proteina Tau pueden fosforilarse.'®
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Figura 2.3. Representacion de la interaccion y posicion que tiene la proteina Tau de manera
longitudinal con los MTs. La proteina interactia con los heterodimeros de BT y aT.%°

2.3.1 Fosforilacion de la proteina Tau

En un cerebro normal, el equilibrio entre fosforilacion y desfosforilacion de la
proteina Tau origina distintos cambios estructurales y conformacionales, lo que
regula la estabilidad del citoesqueleto. Sin embargo, durante el desarrollo de la EA
y por mecanismos que aun no son completamente identificados, la proteina Tau
comienza a fosforilarse en multiples sitios provocando que disminuya su afinidad
por los MTs.%® La hiperfosforilacion es el resultado del desequilibrio de la accion de
diferentes cinasas y fosfatasas, por ejemplo, la cinasa 3b de la glicogeno sintetasa
(GSK3 b), cinasa ciclin-dependiente (cdk5 y cdc2) y cinasa p38, por mencionar

algunas, las cuales afectan su funcion bioldgica normal.1”-2!

Cuando la proteina Tau se encuentra bajo estas circunstancias comienza a
agregarse originando unos complejos proteicos denominados ovillos neurofibrilares

gue son hallazgos caracteristicos de la EA (Figura 2.4).14




Figura 2.4. A) Representacion de la proteina Tau. En la imagen superior se observa la
proteina en un estado no fosforilado, mientras que la imagen inferior hace alusion a los
sitios en los que la proteina puede fosforilarse. En este trabajo solo se fosforila el residuo

Ser293. B) Ovillo Neurofibrilar, agregados de la proteina Tau.°

Para analizar el comportamiento a lo largo de un determinado tiempo en los
sistemas antes mencionados (proteina Tau-MTs), se puede hacer uso de
herramientas computacionales, las cuales permiten simular grandes estructuras con
detalle atomistico. Con estas metodologias, se puede estudiar como la proteina Tau

interactia de manera directa con los MTs, como se describe a continuacion.




2.4 Dinamica Molecular

Las simulaciones de dinamica molecular (MD) predicen cémo cada uno de los
atomos en una proteina u otro sistema molecular se mueve con el tiempo respecto
a un modelo general de la fisica que gobierna las interacciones interatbmicas. La
idea detras de una MD es sencilla, es decir, dadas las posiciones de todos los
atomos en un sistema molecular (por ejemplo, una proteina rodeada por agua) se
puede calcular la fuerza ejercida sobre cada atomo por todos los otros atomos del
sistema.?? Las simulaciones de dindmica molecular resuelven las ecuaciones de
Newton para un sistema que posee N particulas que interactian, esto
automaticamente implica el uso de la mecanica clasica para describir el movimiento

de los atomos:
mﬂ.’:l' = Fl' i = 1,...,N

Las fuerzas son derivadas negativas de una funcion potencial V (ri, rz, ..., ).

F av
L 871-

Dichas ecuaciones se resuelven numéricamente y de manera simultanea para cada
atomo y para pequefios lapsos de tiempo. El sistema se sigue durante un periodo
de tiempo, cuidando que los valores de temperatura y presion se mantengan en el
intervalo requerido, mientras que las coordenadas se escriben en un archivo de
salida. Las coordenadas, que se encuentran en funcion del tiempo, representan una
trayectoria del sistema. Después de un cierto tiempo, el sistema generalmente

alcanza un estado de equilibrio.??

2.4.1 Muestreo de Sombrilla (Umbrella Sampling)

Las simulaciones de MD han sido utilizadas de manera exitosa para estudiar las
interacciones entre proteinas, lipidos y algunas otras pequefias moléculas para
proporcionar a nivel atbmico detalles de ciertos fenémenos que pueden ocurrir,

siendo una herramienta ideal para estudiar este tipo de sistemas.




Una técnica especialmente Util para analizar interacciones macromoleculares es el
muestreo de sombrilla (US), en este método una serie de configuraciones son
generadas a lo largo de una coordenada de reaccién (), entre las dos especies que
estan interactuando (Figura 2.5). Una de las especies interactuantes sirve como
referencia, es decir, se mantiene en una posicion fija, mientras que al otro grupo se
le coloca un vector de desplazamiento a una distancia creciente de la referencia, el
cual puede ser ubicado en el centro de masa o en algun punto especifico de la
molécula cuya posicibn se mantiene por un potencial de polarizacion. A estas
distancias crecientes se les conoce como “ventana de muestreo”, en las cuales se
realizan simulaciones independientes para generar un conjunto de configuraciones
a lo largo de la llamada coordenada de reaccion (). Cada uno de los valores
generados a través de las ventanas nos permite calcular el potencial de fuerza
media (PMF). Para ensamblar una curva de PMF a lo largo de toda la coordenada
de reaccion, los valores de energia en las ventanas de muestreo contiguas se

vuelven a ensamblar de modo que produzcan una funcién continua.?+27

B Vector de desplazamiento

L

Coordenada de reaccion

VIVIVIVIVVVV

Ventanas de muestreo

‘44444444
‘4444444444
‘.__---____.

¢
1
¢

‘@OTOTOTOTOTOTeT®’

Configuraciones generadas

Figura 2.5. Representacion de la metodologia US. El vector de desplazamiento separa al
sistema “B” del sistema “A” a lo largo de una coordenada de reaccion. Posteriormente se

generan un cierto nimero de configuraciones con las cuales se estima el PMF.%




El método de analisis de histogramas ponderados (WHAM) es una extension de la
simulacion US, la cual permite calcular el PMF o un estimado de las energias libres
a partir de un conjunto de simulaciones de MD. El método produce la energia libre
asociada con una simulacién dada, asi como la distribucion de probabilidad de cada
una de las configuraciones del sistema molecular mediante la extraccion de la

informacion contenida en todas las simulaciones (ventanas de muestreo).?®

2.4.2 Mecanica molecular: area superficial Poisson-Boltzmann (MM-PBSA)

La mecanica molecular de area superficial Poisson-Boltzmann es un método que
permite estimar las energias libres de interaccion utlizando un conjunto de
estructuras en los estados inicial y final. Este método también se puede utilizar para

estimar la contribucion energética por residuo a la energia de union (Figura 2.6).

El método MM-PBSA se ha aplicado para predecir las energias de union y evaluar
las estabilidades de diferentes estructuras. Combina tres términos energéticos con
los cuales se puede explicar el cambio en la energia de union. El primer término
asociado corresponde a un cambio en la energia potencial en el vacio, este incluye
los términos de enlace, angulos y energias de torsion, asi como los términos de no
enlace pertenecientes a las fuerzas de Van der Waals e interacciones
electrostaticas. El segundo término nos habla de la solvatacién de las diferentes
especies en el medio y se determina mediante la suma de dos términos energéticos,
la energia de solvatacion polar y no polar. Por dltimo, el tercer término expresa la

entropia de configuracién asociada con la formaciéon de complejos.?®
En el método MM-PBSA, la energia libre se estima a partir de la siguiente suma:
AG = Ebnd + Eelec + EvdW + Gpol + an - TS

Donde los primeros tres terminos (Eond, Eelec, Evaw) hacen referencia a la energia de
mecanica molecular de las interacciones de enlace (enlaces, angulos y angulos
diedros), electrostaticas y Van der Walls. Gpo Y Gnp Son las contribuciones polares 'y

no polares de las energias libres de solvatacion, mientras que el dltimo término de

10



la ecuacion es la temperatura absoluta T multiplicada por la entropia S, la cual se

estima por un andlisis en modo normal de las frecuencias vibratorias.*°

Los promedios de la ecuacion anterior deben estimarse a partir de las simulaciones

del complejo (C), la proteina (P) y el ligando (L), quedando asi:

AG=GC_GP_GL

P L C
& AGunic’)n, solv .
H
- —
Solvente Solvente Solvente

l T AG sowv, P l TAG solv, L l TAG solv, C

AGunién, vacio

@ <
—

Vacio Vacio Vacio

Figura 2.6. Ciclo termodinamico para el célculo de MM-PBSA. Donde P es la proteina, L el

ligando y C el complejo PL.
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3. JUSTIFICACION
Al dia de hoy, la EA es una de las causas mas importantes de demencia; es una
enfermedad progresiva y degenerativa del cerebro la cual provoca deterioro de la

memoria.

Se ha estudiado que los MTs, asi como la proteina Tau, pueden ser parte importante
en la aparicion de dicha enfermedad. La estabilidad asociada al sistema MTs-
proteina Tau se puede estudiar con herramientas computacionales para estimar la
energia de enlace y determinar si los estados fosforilados de la proteina Tau,
especificamente la fosforilacion del residuo Ser293,3! afectan las interacciones con
los MTs provocando la desestabilizacion del sistema y, por lo tanto, la posible
aparicion de la EA.

4. HIPOTESIS

Haciendo uso de herramientas computacionales de dinamica molecular, MM-PBSA
y US, se puede estimar la energia de unién entre la proteina Tau y los MTs
compuestos por BT y aT, asi como la relacion energética donde el estado fosforilado

disminuira la energia de interaccion con el heterodimero de tubulinas.

12



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Mediante el uso de herramientas computacionales de simulacion de dinamica
molecular se evaluara la estabilidad que posee la proteina Tau en su estado no
fosforilado y fosforilado en el residuo Ser293 con el heterodimero de BT y aT como

un posible precursor de la EA.

5.2 Objetivos particulares
e Realizar simulaciones de dinamica molecular del modelo de BT y aT con la
proteina Tau en su estado no fosforilado y fosforilado.
e Estimar mediante herramientas computacionales (US y MM-PBSA) la
energia necesaria para separar a la proteina Tau del heterodimero de
tubulinas para comparar como afecta la presencia del fosfato la interaccion

del sistema.

13



6. METODOLOGIA

6.1 Metodologia general
El procedimiento general utilizado en este trabajo de tesis se muestra a continuacion

en la Figura 6.1.

RCSE
FPDE:
BCWN

A1B ] [ MAPT
Eabel {-H)
SwissParam WHAT IF FyMOL
PyMOL

| F’:;t,':,",:i;ﬁ I——l a-tubulina ] TL282-V200 [:-F Lzaz-vzuu]

,_,‘
[]
=]
-

—

R

—
=
m
m
M
R
-
c
m

Fosforilacion
CHARMM-GUI

¥
—

[xpTr]GDP [ep{-P)JGDP

GROMACS I_.

Equilibrio NPT
WD

MM PESA .
Umbrella "I

Sampling

Caleulo da
energia

Figura 6.1. Metodologia general empleada. Babel (-H) permite completar los atomos de

hidrégeno faltantes a la molécula GDP y SwissParam proporciona la topologia. CHARMM-
GUI permite fosforilar el residuo seleccionado (Ser293). Se generan los sistemas [apT]GDP
(no fosforilado) y [aB(T-P)]GDP (fosforilado). GROMACS genera la simulacion del sistema.

MM-PBSA y US para estimar la energia de ambos sistemas.
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6.2 Preparacion del sistema

Se utilizo la estructura resuelta por crio-microscopia electronica a 3.9 A (PDB:
6CVN).3! La estructura inicial, compuesta por la proteina Tau, dos monémeros de
BT con un nucleétido de GDP unido a cada una de ellas y un monémero de aT, la
cual tiene unido un nucleétido de GTP junto con un ion magnesio (Mg?*) para
estabilizar la carga de los fosfatos, fue tratada con el visor molecular PyMOL,%? para
generar la estructura que se utilizé en el estudio de dinAmica molecular. Esta nueva
estructura comprende un monoémero de BT junto con su nucleétido GDP, un
monémero de aT a la cual se le retir6 el nucleétido de GTP debido a que se
encontraba expuesto en la interfase, asi como el ion magnesio (Mg?*) y, por ltimo,
la proteina Tau, la cual fue recortada desde el residuo Lys274 hasta el residuo
Lys281, quedando asi, una estructura de 19 aminoacidos la cual comienza en

Leu282 y termina en el residuo Val300 (Figura 6.2).
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Val300

corresponden a BT, la estructura verde corresponde a aT y la estructura morada

corresponde a la proteina Tau. B) Estructura utilizada durante la simulacién molecular
compuesta por el mondémero de BT, aT y la proteina Tau. C) Nucle6tido GDP en BT
(naranja). D) Nucledtido GTP y i6n Mg?* (retirado) en aT (verde). E) Nucleétido GDP en BT

(azul).
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Las cadenas laterales faltantes de la BT se afiadieron a la estructura con ayuda del
servidor web WHAT IF.3? Con la herramienta quimica computacional Open Babel,*3
se le adicionaron los atomos de hidrogeno (-H) faltantes a la molécula de GDP,
mientras que la topologia se obtuvo con ayuda del servidor SwissParam.* aT no se

modificd, se mantuvo como en el PDB original.

Por otro lado, haciendo uso del servidor CHARMM-GUI,3536 el cual genera diversos
sistemas de simulaciéon molecular, se procede a fosforilar la proteina Tau en el
residuo Ser293, con la cual, se genera un segundo sistema de las mismas
caracteristicas al ya antes mencionado, utilizando el campo de fuerza
CHARMM27,%" siendo el residuo fosforilado de Tau la Gnica diferencia en el sistema
de proteinas. Esta segunda estructura también se utilizO para el estudio de

simulacion de dinamica molecular.

6.3 Dinamica molecular

Cada uno de los sistemas se encuentra embebido en una caja de (8.0, 12.7, 22.0)
nm, con aguay iones (0.15 mol/L), generada por el software GROMACS#-4° (Figura
6.3). El sistema no fosforilado consiste en las tubulinas, el nucleétido GDP y la
proteina Tau, 69,507 moléculas de agua, 233 iones de sodio y 202 iones de cloro;
mientras que el sistema fosforilado consiste en las tubulinas, el nucleotido GDP y la
proteina Tau con el residuo Ser293 fosforilado, 69,432 moléculas de agua, 234
iones de sodio y 202 iones de cloro. El sistema de proteinas no se centra en la caja,
sino que es colocado en una posicion (3.9, 6.1, 5.0) nm, debido a que durante la
dinamica de US se requiere un cierto espacio adicional para poder aplicar el vector
de fuerza asociado al desplazamiento de la proteina Tau. Este método se describe

mas adelante.
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Figura 6.3. Caja en la cual esta embebido y es simulado el sistema no fosforilado y

fosforilado. En esta representacién se omite la presencia de moléculas de agua y iones.

Los sistemas fueron minimizados y equilibrados energéticamente con dinamicas
NVT y NPT, los cuales se simularon durante 100 ps con un paso de 2 fs. La
temperatura se fij6 a 310 K haciendo referencia a la temperatura corporal, esto
mediante el termostato Nosé-Hoover y la presion fue fijada a 1.0 bar mediante al

algoritmo Parrinello-Rahman.

Las simulaciones se realizaron con el programa GROMACS 5.0.7 y 5.0.4,%%-4° con
el campo de fuerza CHARMM274! para el sistema no fosforilado y para el sistema
fosforilado, asi como un modelo de agua TIP3P. Para las simulaciones de dinamica
molecular se aplicé una restriccion de movimiento al heterodimero de tubulinas
dejando libre a la proteina Tau, las cuales se realizaron durante 30 ns, bajo las
mismas condiciones de equilibrio antes mencionadas. Finalmente, las simulaciones

de MD fueron analizadas con las herramientas de GROMACS.
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6.4 Muestreo de sombrilla (Umbrella Sampling)

Una vez realizados los equilibrios NVT y NPT, se procede a realizar una nueva
simulacién la cual es llamada dindmica molecular de jalado (md pull),?* dicha
dindmica se realiza durante 1 ns bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente. En esta simulacion se observa la separacién de la proteina Tau a lo
largo de la coordenada de reaccion, en este caso el eje z, que es donde se genera
todo el movimiento de la proteina debido al vector de fuerza colocado sobre el
residuo Leu282 para generar una simulacion asociada a un movimiento de cierre
(zipper). Esta simulacion de MD se realiza para ambos sistemas (no fosforilado y
fosforilado).

Posteriormente a la MD de jalado, la cual es utilizada para generar el muestreo de
sombrilla, se generan un numero de configuraciones sobre la coordenada de
reaccion, algunas de estas configuraciones se usaran para realizar las ventanas de
muestreo las cuales ayudan a obtener el potencial de fuerza media. Dichas
configuraciones se obtienen cada 0.2 nm mediante el script setupUmbrella.py, las
cuales se simulan de manera individual.?® Primero, se realiza un nuevo equilibrio
NPT asociado al muestro de sombrilla, bajo las mismas condiciones de la simulacion
original (MD de jalado) durante 0.1 ns, una vez terminado este proceso se procede
a realizar una MD durante 5 ns para posteriormente comenzar el analisis llamado
método de andlisis de histograma ponderado (WHAM, por sus siglas en inglés).?842
Dicho analisis nos permitira estimar la energia de union existente entre la proteina
tau y el heterodimero de tubulinas. Este andlisis se realiza utilizando las

herramientas computacionales de GROMACS.

19



6.5 MM-PBSA

Para realizar el andlisis MM-PBSA se utiliza la herramienta computacional
GROMACS g_mmpbsa?®#3, con la cual se estima la energia libre de interaccién
aplicando una constante dieléctrica de 2.

Una vez finalizada la MD de 30 ns, se realiza un analisis para cada uno de los
sistemas (no fosforilado y fosforilado) este se divide en dos partes. Para la primera
parte del andlisis, se utiliza el sistema completo, es decir, los 30 ns de simulacion
se analizan con la herramienta computacional g_mmpbsa generando tres gréficos,
en los cuales se observan las interacciones por residuo de la proteina Tau, BT y aT,
el cual corresponde a un promedio de las interacciones durante todo el tiempo de
simulacion. En la segunda parte del andlisis, se divide el sistema total en porciones
de 5 ns haciendo uso de GROMACS, generando un total de 6 subsistemas con lo
cual se obtienen un total de 18 graficos para analizar la interaccion de los

componentes del sistema en tiempos mas especificos de la MD.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Como primer andlisis se presentan los graficos de RMSD y RMSF del sistema no
fosforilado y fosforilado (Figura 7.1 y Figura 7.2). Es importante mencionar, que
durante la simulacion de dinamica molecular el heterodimero de tubulinas tiene un
movimiento restringido, por lo que los gréaficos (RMSD y RMSF) se centran en el
movimiento de la proteina Tau, ya que el estudio principal es analizar como afecta
la fosforilacion a la energia de interaccion. Estos parametros permiten hacer un
seguimiento del cambio general durante la simulacion, los cuales utilizan las
coordenadas iniciales como referencia, asi como evaluar el movimiento que
presentan los residuos durante el tiempo de simulacién. En las imagenes que se
presentan a lo largo de los andlisis se ocultan las moléculas de agua, asi como la

presencia de los iones.

En la figura 7.1 se observan los graficos RMSD y RMSF del sistema no fosforilado,
asi como el estado inicial y final de la simulacién donde se aprecia el movimiento de
la proteina Tau. Se puede observar que la estructura, durante los primeros 15 ns de
simulacién no alcanza un estado de equilibrio; sin embargo, posterior a este tiempo,
se pueden observar distintos estados de equilibrio con un incremento del RMSD. Al
analizar la grafica de RMSF, podemos notar un ligero movimiento en la zona del
amino inicial, asi como el residuo 293; sin embargo, la parte del carboxilo terminal
es la zona de la proteina Tau que mas movimiento presenta durante la simulacion
de dindmica molecular. Esto se puede observar de manera mas clara en la figura
7.1 Cy 7.1 D, donde con el paso del tiempo se nota la pérdida de interacciones
entre tau y las tubulinas hasta llegar a formarse una posible interaccion entre los

mismos residuos de la proteina Tau.
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Figura 7.1. Sistema no fosforilado A) Desviacion cuadratica media (RMSD) del esqueleto
de la proteina Tau. B) Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de las cadenas laterales de la
proteina Tau. C) Estado inicial del sistema no fosforilado (0 ns). D) Estado final del sistema

no fosforilado (30 ns), se puede observar el movimiento del carboxilo terminal.

Por otro lado, en la figura 7.2, se muestran los graficos RMSD y RMSF del sistema
fosforilado, asi como los estados que presenta el sistema respecto del tiempo. Se
puede observar de la grafica RMSD que, durante la mayor parte del tiempo no se
observa un completo estado de equilibrio en el sistema, en el tiempo
correspondiente a 23 ns, aproximadamente, se mantiene estable para

posteriormente disminuir el valor de RMSD. Al igual que en el sistema no fosforilado,
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se puede observar que la parte amino inicial presenta un movimiento considerable
a lo largo de la dinamica, el residuo fosforilado (Ser293) mantiene las interacciones
con aT, pero la parte del carboxilo terminal, nuevamente, presenta el mayor
movimiento durante la simulacion, podemos observar en la figura 7.2 Cy 7.2 D, la

posicién de la proteina Tau al inicio y después de los 30 ns de dinamica.
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Figura 7.2. Sistema fosforilado A) Desviacion cuadratica media (RMSD) del esqueleto de la
proteina Tau. B) Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de las cadenas laterales de la
proteina Tau. C) Estado inicial del sistema fosforilado (0 ns). D) Estado final del sistema
fosforilado (30 ns).
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7.1 Muestreo de Sombrilla (Umbrella Sampling)

Se utilizaron los primeros 700 ps de las simulaciones de US (Figura 7.3) de los
sistemas fosforilado y no fosforilado, con los cuales, se generaron cada una de las
configuraciones en un intervalo de 0.2 nm a lo largo de la coordenada de reaccion
(eje z), esto permitié estimar la energia de enlace en cada uno de los sistemas. A
continuacioén, se muestra la grafica PMF, asi como el estado inicial y final de cada

uno de los sistemas a lo largo del US.

Leu282

i =z ()

»

Figura 7.3. Representacion de la proteina Tau a lo largo de la simulacion de US, se realiza

la simulacién con un movimiento de cierre colocando el vector de fuerza (F) sobre el residuo
Leu282. Cada una de las configuraciones generadas se simula de manera individual para

obtener el analisis WHAM.

Para el sistema no fosforilado se generaron un total de 350 configuraciones de las
cuales, se utilizaron 53 para realizar el analisis WHAM y obtener la grafica PMF
(Figura 7.4), cada una de estas configuraciones se simulé con un equilibrio NPT,
asi como una MD de 5 ns. Estas configuraciones se muestran en la figura 7.4 A en
la gréafica de frecuencia, las cuales generan una distribucién acampanada, conocida

como ventana de muestreo. En algunas zonas, a lo largo de la coordenada de
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reaccion, se puede observar un sobremuestreo debido a que las configuraciones
son similares entre si, mas no iguales y ya que para generar el PMF asociado al
analisis es necesario que las campanas se toquen entre si en cualquier punto, la
existencia de este sobremuestreo en algunas zonas ayuda a que la gréfica de
energia sea una funcién continua, ya que si estas curvas no se tocaran en algun
punto se observaria una caida de potencial asociada a la falta de configuraciones
con lo cual se tendria que hacer un nuevo analisis considerando nuevas estructuras
dentro de las ya obtenidas a lo largo de la coordenada de reaccion. Para este
sistema no fosforilado se estimé una energia de union de aproximadamente 44.27

kcal mol1.

En el sistema fosforilado, se obtuvieron un total de 350 configuraciones, mismas
gue en el anterior sistema; sin embargo, para este solo se utilizaron 34 estructuras
de las obtenidas para realizar el analisis WHAM y obtener la grafica PMF (Figura
7.5). La grafica de frecuencia (Figura 7.5 A) no muestra un sobremuestreo como en
el sistema no fosforilado; es importante mencionar que el numero de
configuraciones utilizadas durante el analisis es irrelevante siempre y cuando estas
formen una funcidn continua y cubran todo el intervalo en el que la proteina fue
desplazada, es decir, que se toquen en algun punto de la coordenada de reaccion
para obtener el valor estimado de PMF. En el caso del sistema fosforilado la energia

de unién estimada es de aproximadamente 30.66 kcal mol™.

Tanto para el sistema no fosforilado, como para el fosforilado, se muestra la
configuracion inicial y final del analisis de US (Figura 7.4 B y Figura 7.5 B), se puede
apreciar la diferencia entre las configuraciones finales de ambos sistemas, ya que
la configuracion inicial no presenta ninguna diferencia. A pesar de que el vector de
fuerza asociado al analisis se coloca en el mismo residuo (Leu282) este genera un
movimiento de la proteina Tau totalmente aleatorio debido al medio y a las

interacciones que pueda tener con este.
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Figura 7.4. A) Grafica PMF del sistema no fosforilado. B) Sistema no fosforilado (Ser293)

durante la simulacion de US. Se muestra solo el estado inicial (O ps) y final de la proteina
Tau (700 ps).
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Figura 7.5. A) Gréfica PMF del sistema fosforilado. B) Sistema fosforilado (Ser-P293)
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Por ultimo, se realiza una grafica comparativa (Figura 7.6) en la cual se presenta el
PMF del sistema no fosforilado y el fosforilado, cabe resaltar que la Unica y gran
diferencia entre los sistemas es el fosfato en el residuo Ser293, con lo que se puede
demostrar que la presencia del fosfato en la proteina Tau afecta las interacciones
entre ésta y el heterodimero de tubulinas, dando lugar a un sistema menos estable
donde la diferencia energética entre ambos sistemas es de aproximadamente 13.61

kcal mol1.
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Figura 7.6. Grafica PMF de los sistemas no fosforilado (1) y fosforilado (1-P). La diferencia

energética entre ambos sistemas es de aproximadamente 13.61 kcal mol™.
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7.2 MM-PBSA

Para el andlisis de MM-PBSA se utilizan las gréaficas obtenidas al tratar el sistema
no fosforilado y fosforilado, los cuales se simularon durante 30 ns, ya que se observo
gue para los subsistemas particionados en porciones de 5 ns, mencionados en la
metodologia, la energia estimada no varia en relacién al sistema total (30 ns), las
gréficas obtenidas para los subsistemas se muestran como parte del apéndice.

En la figura 7.7 se muestra la contribucion energética de unién por residuo de la
proteina Tau en el sistema no fosforilado y fosforilado (Figura 7.7 A'y Figura 7.7 B).
Se puede notar que la mayor diferencia entre estas radica en el residuo que fue
modificado, mientras que en el sistema no fosforilado la contribucion asociada a la
Ser293 es de alrededor de -1.13 kcal mol?, en el sistema fosforilado la Ser293, que
es precisamente el residuo fosforilado, presenta una energia de union de
aproximadamente 89.55 kcal mol?, haciendo ver nuevamente que la presencia del

fosfato disminuye la interaccion entre la proteina Tau y las tubulinas.

En la figura 7.8 se muestra la diferencia de energia asociada a ambos sistemas,
donde se observa claramente que el residuo Ser293, el cual es modificado con el
fosfato, es el que mayor diferencia de energia posee; este valor se estima en 90.68
kcal mol™. El resto de los aminoacidos practicamente no presentan gran diferencia
de energia, con excepcion del ultimo residuo Val300; sin embargo, en resultados
anteriores se observa que la zona carboxilo terminal es la que mayor movilidad
presenta en la proteina Tau, por lo que la adicidon de fosfato sigue siendo la principal

causa en la disminucién de energia.
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A) Proteina Tau del sistema no fosforilado. B) Proteina Tau del sistema fosforilado.

Figura 7.7. Analisis MM-PBSA en la cual se muestra la contribuci
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Figura 7.8. Diferencia de la energia de unién entre la proteina Tau del sistema no fosforilado
y del sistema fosforilado. Se puede observar que el residuo con menos contribucion

energética de interaccion es la Ser293 para el caso del sistema no fosforilado.

Por otro lado, en la figura 7.9 y figura 7.10 se muestra la contribucion energética por
aminoéacido de BT y de aT. El primer caso que se analiza es la BT; el sistema no
fosforilado (Figura 7.9 A) y el sistema fosforilado (Figura 7.9 B) presentan
interacciones en regiones pequefias las cuales no pasan de las 5y -5 kcal mol?. La
mayor contribucion energética de la BT se presenta alrededor del residuo nimero
400, es importante mencionar que esta zona es la mas cercana a la proteina Tau.
Para el caso del sistema fosforilado, la gran mayoria de los residuos presentan
valores positivos, asociados a pocas o nulas interacciones con los elementos mas

cercanos a la tubulina.

Sin embargo, para el caso de aT del sistema no fosforilado (Figura 7.10 A), asi como
del sistema fosforilado (Figura 7.10 B), se nota una mayor diferencia respecto a la
BT antes mencionada. Las interacciones energéticas tanto positivas, como
negativas del sistema no fosforilado tienen valores muy por encima en comparacion
a las del sistema fosforilado; al igual que en BT, aproximadamente a partir del
residuo 390 se presentan las interacciones mas cercanas a la proteina Tau, ya que
la mayor zona de contacto se encuentra precisamente interactuando con aT. Para

el caso de BT solo la zona terminal de la proteina Tau es la que se encuentra en
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interaccion con esta. El residuo Ser293 se encuentra cerca del residuo Glu433,
Glu434 y Val435 de aT, mientras que los residuos mas cercanos y con probable
interaccion, debido a la distancia, de BT son Arg401 y Lys402.
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Figura 7.9. Contribucién energética BT MD (30ns). A) Andlisis MM-PBSA del sistema no

fosforilado. B) Analisis MM-PBSA del sistema fosforilado.
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Figura 7.10. Contribucién energética de alfa tubulina MD (30 ns). A) Analisis MM-PBSA del

sistema no fosforilado. B) Analisis MM-PBSA del sistema fosforilado.
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8. CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la simulacién de dinamica molecular con la cual fue posible
determinar la energia necesaria para romper las interacciones moleculares
existentes entre las tubulinas y la proteina Tau con su residuo Ser293 en su forma
fosforilada y no fosforilada. Con esto, podemos constatar que el sistema no
fosforilado requiere mas energia para lograr la separacion de la proteina Tau,
mientras que el sistema fosforilado, debido a la presencia del fosfato en el residuo
293 requiere menor cantidad de energia para romper las interacciones que estan
presentes. Es decir, cuando la proteina Tau se encuentra en un estado fosforilado
o hiperfosforilado, se promueve la separacion de esta y, por lo tanto, la

desintegracion de los microtubulos contribuyendo con la posible aparicion de la EA.
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10. APENDICES
10.1. RMSD

La desviacién cuadratica media (RMSD) es la medida cuantitativa mas utilizada de
la similitud entre dos coordenadas atémicas las cuales son superpuestas. Los
valores de RMSD se presentan en A y se calculan mediante la siguiente ecuacion.**

n
1 2
RMSD = MZ my|r(t;) — |
i=1

Donde M es la masa total, m; es la masa del atomo i-ésimo, r; (t)) es la posicioén del

atomo i a un tiempo tj y ri® es la posicion de referencia.
10.2. RMSF

La fluctuacion cuadratica media (RMSF) es una medida de la amplitud de los
movimientos de cada atomo o residuo en la estructura de la proteina durante la

simulacién de MD, esta se calcula de la siguiente forma.*

T
RMSF = |2 [n(t) |

t]'=1

Donde T es el tiempo en el cual se quiere promediar.
10.3. MM-PBSA

Se realizo el andlisis de Poisson-Boltzman dividiendo el sistema cuya MD fue de 30
ns en partes mas pequefias de 5 ns, para analizar el comportamiento de la proteina

Tau con las tubulinas a lo largo de la simulacion.

A continuacion, se muestran los graficos obtenidos en las porciones de 5 ns

haciendo una comparacién del sistema no fosforilado y fosforilado.
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