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Dinamica molecular de grano grueso de la prof@a tau
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Actualmente, a nivel mundial, alrededor de 48 millones de personas padecen la enfermedad de Alzheimer, lsfooniamde demencia,

para la cual no hay cura. La enfermedad se debe, parcialmente, a las alteraciones postraduccionales que experimiertdda prgpie
favorecen su polimerizagn anormal formando fibrillas y mdias neurofibrilares. La tau es una piogintinsecamente desordenada, es
decir, no posee una estructura bien definida. @onita eficaz en el estudio de este tipo de finakees la diamica molecular. En este trabajo

se utilizd esta &écnica empleando el campo de fuerza SIRAH (deléagBouthamerican Initiative for a Rapid and Accurate Hamiltonian)
para modelar dos sistemas distintos de tau, cada uno con désuiad de protea. En el primer sistema las dos piiots esin inmersas
Unicamente en agua (representada como solventeiapl en el segundo sistema, adesrdel solvente, se agregaron iones para investigar

la influencia de cargas en la posible agregade tau. A partir de una trayectoria desla temperatura d&l0 K, se analizaron los cambios
estructurales que experimentaron los meros de tau. En ambos sistemas, las pratepresentaron cambios importantes respecto a la
configuracon inicial; existiendo algunas diferencias en la estructura secundaria acorde a la presencia o ausencia de iones. Identificamo:
que, en ambos sistemas, no hay evidencia de un proceso agregativo. Los resultagossagtados corroboran que SIRAH no induce la
formacibn de estructura secundaria espuria; la estructura secundaria obtenida es similar a la reportada con campos deitiemzyatom
adenas, los resultados son similares a las observaciones cofina®taun vitro, validando asel empleo del campo de fuerza SIRAH para
estudiar protmas de gran tani®, a$ como la factibilidad de alcanzar escalas temporales y espaciales cercanas a las experimentales. El
analisis conformacional de las trayectorias obtenidas ofrece, por primera vez, una perspectiva desdeida diolecular del mecanismo

de interacdn de dos prof@as tau completas, lo cual contribuye a la compi@nsiel febmeno y a la identificadin de las regiones de
interaccon proténa-proténa.

Descriptores: Enfermedad de Alzheimer; tau; prata intinsicamente desordenada; modelado de grano grueso; SIRAH.

Currently about 48 million people worldwide live with Alzheimer's disease, the most common form of dementia, and still without cure.
This disease is partially due to abnormal post-translational modifications in tau protein, that in turn induce its abnormal polymerization,
forming fibrils and neurofibrillary tangles. Tau does not show a well-defined structure, known as intrinsically disordered protein. Molecular
dynamics is an effective method to study this type of protein. In this work, this methodology was used in combination with the SIRAH
(Southamerican Initiative for a Rapid and Accurate Hamiltonian) force field was employed to model two different systems of tau, each with
two protein molecules. In the first system, the two proteins are immersed only in water (represented as an explicit solvent), in the second
system, in addition to the solvent, ions were added to investigate whether the presence of charges induces protein self-aggregation. Th
structural modifications of tau were evaluated fromsltrajectory at 310 K. For each system, the proteins showed important modifications
compared to the initial structure; differences in the secondary structure were found according to the presence or absence of ions. Nevertheles
in both systems, there is no evidence of tau aggregation. These data demonstrated that SIRAH does not induce artificial secondary structure
in tau; the obtained secondary structure is comparable with that reported using atomistic force fields; likewise, the results are similar to the
observations of tau proteins vitro studies, therefore this study validated the use of the SIRAH force field to study large proteins and the
capacity to reach temporal and spatial scales similar to the experimental studies. In addition, the conformational analysis of the obtained
trajectories suggests, for the first time, a molecular dynamics perspective that contributes to the understanding and identification of protein-
protein interaction regions.

Keywords: Alzheimer disease; intrinsic disorder protein; coarse-grained modeling; SIRAH.

DOI: https://doi.org/10.31349/RevMexFis.69.031701



2 L. ROBERT-JIVENEZ S. FIGUEROA-GERSTENMAIER, G. BASURTO-ISLAS Y S. HERRERA-VELARDE

1. Introduccion cambios en la estructura de tau, promoviendo por ejemplo,
en el caso de la fosforila@n, la disociadn de tau de los MT
La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodef15,16].
generativo, dnico e irreversible. Afecta principalmente al El proceso de agregdei de tau comienza cuando la tau
|6bulo temporal y a las estructuras de la neocortareas hiperfosforilada se desprende de los MT y se convierte en
cerebrales donde se originan nuestras ideas, pensamientompnbmero libre, dos o tres mémeros forman oligmeros
memorias [1,2]. La presencia de placas ftéeas y de ma- vy estos, a su vez, constituyen las prefibrillas que desge
ranas neurofibrilares representan las caréstieas patdgi-  convierten en filamentos helicoidales apareados y/o filamen-
cas nas sobresalientes de la EA, y se relacionan con la acyos rectos y, potiltimo, se forman las mafias neurofibrila-
mulacin extracelular del gptido beta amiloide y a la agre- res en el interior de las neuronas hasta causar la muerte de las
gacbn intracelular de la protea tau, respectivamente. Estos mismas. Estas maias esin directamente relacionadas con
procesos, conducen a la disfuiieiy muerte neuronal [1,3].  |a EA [8,9].

A la fecha, las terapias dirigidas atido beta amiloide El gran taméo de tau y ser una PID, ha impedido que
para combatir la EA no cubren todo el espectro de posibleson las écnicas experimentales actuales se logre predecir el
causas de este desorden, por lo que ha crecido esnéer  ensamble conformacional o la estructura precisa de todas las
encontrar terapias enfocadas en la drat¢au [4,5]. Los es-  conformaciones posibles de Tau, de hecbim se han resuel-
tudios de inagenes en pacientes que pasan de un deteriokg algunas porciones estructurales. Las conformaciones tran-
cognitivo leve a una EA completa, han revelado que tau es usitorias faltantes po@hn ser diticas para el reconocimien-
mejor predictor de losistomas de demencia [6,7]. to de alguna profea asociada o para establecer labanie

La proténa tau se encuentra en su magaen el sistema algin inhibidor [17]. La diamica molecular (DM) y el em-
nervioso central y dentro de sus funciones normales ayudagieo de algoritmos de muestreo mejorados que modelan la
estabilizar a los micrébulos (MT). Tau, ubicada en el cro- dinamica de protmas, utilizan enfoques basados enisich
mosoma 17q21, es una de las photes intinsecamente des- estadistica que pueden abordar algunos de los problemas que
ordenadas (PIDs) &s grandes del sistema nervioso centralno resuelven lagtnicas experimentales [18]. Las simulacio-
Existen seis isoformas de tau en el cerebro adulto cuyas difetes de DM ayudan a entender las interacciones y las fuerzas
rencias radican en dos principales cardst@as: la primera  subyacentes entre pamtlas de un sistema a nivel molecu-
es la presencia o ausenciaia 58 amindacidos de inser- lar y su influencia en sus propiedades madspszas. La DM
cion en la terminal N, resultando en las isoformas ON, 1N yconsiste, en obtener la trayectoria dedtsmos, sus posicio-
2N; la segunda caracistica es la presencia o ausencigtle nes y velocidades resolviendo naritamente las ecuaciones
amindacidos, determinado por el proceso celular “splicing”de Newton [19], para, posteriormente, analizando dicha tra-
alternativo donde la inclugh del en 10 da lugar a tres iso-  yectoria, obtener diferentes propiedades madmisas.
formas con cuatro repeticiones (ON4R, 1N4R, 2N4R), mien- La mayofa de los trabajos de DM reportados a la fecha
tras que la excluén del mismo e&n resulta en tres isoformas se enfocan en analizénicamente algunos segmentos o re-
con tres repeticiones en la régide undn a los micralbu-  siduos de tau. El intés principal es estudiar segmentos cor-
los (ON3R, 1IN3R, 2N3R) [8,9]. La isoforma&s grande es tos que presentan una alta tendencia a agregaismrase el
la 2N4R (Fig. 1). Esta isoforma éstompuesta pet4l ami-  efecto de la fosforilaéin [4,15,20,21]. Por otro lado, aunque
noacidos, segmentados en cuatro secciones representativescasos, en la literatura existen estudios de DM que analizan
la regbn terminal-N (constituida por dos regiones N en ella isoforma 2N4RTau (tau completa). Estos trabajos utilizan
amino-terminal), una regn rica en prolinas, el dominio de campos de fuerza atdsticos no parametrizados para PIDs, o
union a los micrdibulos (conformados por cuatro regionesbien, £cnicas diferentes a las que aga emplean. Por ejem-
de repetiadn de undn-tubulina) y la redgin terminal-C [9]. plo, en Battisti & Tenenbaum [22] y Battisst al. [23], utili-

Algunos experimentos biofmicos muestran que zaron modelamiento atdstico para dis&ar un protocolo de
ocurren varias modificaciones postraduccionales (MPTs) esimulacbn para una mélcula de tau completa y demostra-
tau, por mencionar algunas: fosforilani glicosilacbn, ni-  ron qué algunas regiones de la tau presentaban tendencia a
tracion, glicacon, ubiquitinacbn, cambios conformacionales formar estructuras secundarias [22,23]. Batastl [24],

y truncamiento, entre otros [10-14]. Las MPTs sondfee-  encontraron que al combinar datos de disgersie rayos X
nos clave en la regulam de las actividades de las priotgs.  de angulo reducido con metadimica se obtiene un mejor
Sin embargo, se sabe que desviaciones en las MPTs provocanuestreo del espacio conformacional de la tau [24]. Popov

Terminal N | Regidn rica en prolina | Regién de unién a los MT Terminal C

[ [ | |
1 45 75 104 151 198 243 274 305 336 369 441

N1 - Pl P2 RL R2 R3 -

FIGURA 1.Regiones de laisoforma 2N4RTau. La terminal N la componen los @mighas] — 150, la regbn rica en prolina edtcomprendida
del151 — 242, la regbn de undn a los MT deR43 — 368 y la terminal C deB69 — 441.
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et al. [25], empleando informaén experimental de enlaces tamiento con gran detalle. Por consiguiente, una de sus des-
cruzados a cortas distancias en conjunto coardina mo-  ventajas es que representar sistemas de grariitamalcan-
lecular discreta encontraron que la estructura de la tau es war escalas espacio-temporales grandes resulta, érclicpr
ensamble de conformaciones globulares compactas que pnia tarea ditil, en donde incluso teniendo computadoras de
senta estructura secundaria transitoria [25]. Cattad.[17], gran capacidad y corriendo en paralelo se necesitan tiempos
utilizaron €cnicas de predicah de estructura proteicay DM de @mputo muy largos [27].
atonistica para estudiar la estructura de la tau en presencia La mayofa de los estudios de DM reportados en la lite-
de iones y la interacén con una secén de MT. ratura de la profea tau con modelos atdsticos consisten

En este trabajo construimos dos sistemas de DM emen analizar solamente segmentos o regiones de tau, probable-
pleando dos mameros tau (2N4RTau) en cada uno de ellosmente debido a la alta demanda de recursos computacionales
El primer sistema consigétiinicamente de tau en agua, y en que se requieren para simular PIDs de gran fam&n dios
el segundo, adeas de agua, agregamos iones de, Kla* recientes han surgido varios campos de fuerzaistizos en-
y ClI~. En este sentido, los objetivos principales de este efocados y parametrizados para reproducir las principales pro-
tudio son: 1) caracterizar la interadnide dos profeas tau piedades y caracfisticas de las PIDs, algunos de los ejem-
bajo dos ambientes diferentes, con el @sifp de estudiar plos mas representativos son el ff14IDPSFF [28] y a99SB-
la influencia de cargas, para, posteriormente, en un estudidisp [29] (ambos de la familia Amber) y CHARMM36m
en proceso, agregar un inductor de la agrégapara emular  [30,31].
las condiciones de experimentos realizanfogitro. 2) Ana-
lizar la trayectoria, propiedades y caratdéicas de tau me- 22 Modelamiento de grano grueso
diante la observaon de formadn de estructura secundaria,
radio de giro R,), réiz de la desviaéin cuadatica media Los modelos de grano grueso o “Coarse Grain” reducen sig-
(RMSD) y rdz de la fluctuadn cuadatica media (RMSF) nificativamente los requerimientos computacionales (hasta en
durante Ius. 3) Determinar la factibilidad computacional de ~100X en comparadin con las simulaciones atdsticas con
emplear SIRAH, un modelo de grano grueso, para simulagolvente exptito), permitiendo acceder a simulaciones en
PIDs de gran tanig como la tau, al corroborar resultados escalas de tiempo o tafi@ del sistema @s grandes. Para
experimentales y la viabilidad de alcanzar escalas espaci@roteinas, este tipo de modelos, pueden asumir varios niveles
temporales que usando un modelo &siino no se logrdan  de resoludn: desde un solo mémero (una unidad peipli-
en un tiempo razonable. ca o una profma completa), a un nivel intermedio (una sola
parficula por residuo) hasta una resofutide unas cuantas
parficulas representando cada residuo. Este tipo de modelado
proporciona riltiples ventajas como la posibilidad de explo-
La DM es una écnica determiistica basada en la mimgica  'ar €scalas de tiempo y eventos no comunes que son inacce-
estadstica, en donde las interacciones eftremos unidos a SiPIes para las simulaciones con modelado &ito [31].

otrosatomos mediante enlacesioicos se modelan con fun-  EXisten varios modelos de grano grueso para PIDs con

cular o meénica cé@ntica, junto con interacciones intermole- |DP 0 UNRES [32]. Aderas, durante el desarrollo de este
culares modeladas mediante funciones feicas “efectivas”  {rabajo se publie una nueva verén del conocido campo de
para calcular la enefg potencial del Hamiltoniano, mien- fuerzas Martini [33]. Esta versh no esh espefficamente pa-
tras que la enefg cirética se calcula usando las ecuacioneg@metrizada para PIDs, y dadas sus caréstteas no es con-
de Newton. El conjunto de ecuaciones yamaetros ajusta- veniente para modelar este tipo de sistemas. En un trabajo
dos se conoce como campo de fuerza. En otras palabras, |88 reciente [34], se propuso una modifiéacal campo de
campos de fuerza son modelos descritos por un conjunto duerza Martini 3, en donde se realiza un escalamiento de las
ecuaciones, #8omo una colecéi de diferentes pametros  interacciones solvente-prate para representaras adecua-
asociados a estas ecuaciones que permiten calcular laenerg@mente el comportamiento de las PIDs. Sin embargo, esta
potencial y las fuerzas a partir de las coordenadas de cad§'sbn de Martini esi todava en desarrollo y en un futuro
parficula [26]. Aunque existen varios campos de fuerza, hapodﬁa ser una buena alternativa a usarse en simulaciones que
dos niveles de detalle ampliamente utilizados para represefivolucren PIDs y protimas globulares.

2. Meétodos y herramientas

tar mokculas y sistemas como las piiots, Ipidos, mem- En este trabajo optamos por el i@eireparametrizado

branas, etc., el nivel atdstico y de grano grueso. campo de fuerza SIRAH [35]. Este modelo ha demostrado
ser una eficaz herramienta para estudiar PIDs de diversos ta-

2.1. Modelamiento atonistico mahos, logrando una buena descriptie las propiedades de

este tipo de profaas [36,37]. Entre sus caradsticas prin-
La simulacén atomstica muestra cadgomo de unaméku-  cipales est el uso de solvente expito (WT4), en el qudl
la de forma exptita en el espacio muestral. Es miutyt para  moléculas de agua son mapeadas a cuatro sitioscplag),
representar sistemas biomoleculares que contienen cantida-columna principal (“backbone”) de los amamdos se re-
des reducidas datomos, lo que permite estudiar su compor-presenta por tres pactilas manteniendo las posiciones reales
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del nitrbgeno, el carbone-y el oxigeno. Las cadenas latera- 2.3. Protocolo de diramica molecular

les se representan por entre uno y ochoipalds segn el

tipo de aminacido. Este nivel de detalle uico permite ha-  Para realizar las simulaciones de DM se eragemo pun-

cer un mapeo inverso de grano grueso a &tion. Adends, to de partida una estructura en formaidh, proporcio-

SIRAH incorpora interacciones electrastas de largo al- nada amablemente por los autores de un trabajo previo

cance y es capaz de definir, reproducir y mantener la estru¢22]. Este archivo contiene las coordenadas tridimensiona-

tura secundaria a lo largo de la simufagi obteniendo una les de losatomos de la protea tau completa dd41 re-

trayectoria de DM de las prdteas de manera adecuada [38]. siduos. Para hacer el mapeo correcto al modelo de grano
Un objetivo importante de este trabajo es establecer si gJrueso de SIRAH fue necesario que cada residuo tuviera

campo de fuerza SIRAH es lo suficientemente robusto paral estado de protondwi correspondiente a un pH neutro;

modelar sistemas de PIDs de cientos de aatiuns. La in- por tanto, el archivgpdb se proce8 con el servidor web

tencbn es corroborar resultados experimentales de lantau PDB2PQR [(ittps://server.poissonboltzmann.

vitro y con ello validar SIRAH para, en un futuro cercano, si-lorg/pdb2pgr ) [35,39]. Las simulaciones de dimica mo-

mular sistemas tau &s complejos. Por ejemplo, en presencialecular se realizaron con GROMACS 2018 [40-42], utilizan-

de agentes que inducen la agre@ade las protmas tau. Pa- do un arreglo en paralelo de& nicleos en la supercompu-

ra ello, en esta investigdm se exploraron sistemas tau paratadora MIZTLI de la Universidad Nacional Abioma de

verificar si el campo de fuerza es capaz de reproducir resultddéxico. Se emple SIRAH verson 2.2.20 — 07 [(http:

dos experimentales, como la no agrega@ no formad@nde  //www.sirahff.com/) . La estructura atofstica inicial
oligbmeros tau, en un sistema de simubmctoninicamente  de la proténa tau fue mapeada con SIRAH Tools para obte-
aguay otro, en agua y presencia de iones. ner la estructura de grano grueso [43].

FIGURA 2. Representadn visual atoristica de los dos sistemas tau: a) dos émaros tau con solvente exgto y b) dos modmeros tau
en solvente ex[tito y en presencia de iones. En este sistema se@alifiolvente para una visualizanimas clara de los iones. c¢) Seggi
ampliada de las tau dmicamente agua y d) se6ai ampliada de las tau en iones. En ambos sistemas se obsélicas4 y laminasg. La

representadin de estas estructuras se réatibn VMD y la herramientairah_backmapde SIRAH Tools [43,44].
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Se exploraron dos sistemas distintos: 1) dos @nogros  racciones de vdW (van der Wals) se calcularon con un radio
tau en solvente exgito (taus-agua) y 2) dos mémeros tau  de corte dd.2 nm.
en solvente exftito y presencia de iones (taus-iones). En  El calculo de observables como el radio de giro, RMSD
cada sistema (Fig. 2) se colocaron las draie tau en una y RMSF, se realia con las herramientas propias de GRO-
caja oct&drica con volumen d&7, 548.13 nm® y se llenaron  MACS, empleandgmxgyrate gmxrmsy gmxrmf, respec-
con el solvente WatFour (WT4) [35]. Al primer sistema se letivamente [42]. Para la visualizaxi y calculo de estructura
agregaron cuatro péculas de Ct (parficulas CIW) para ba- secundaria se emge! software VMD [44] en conjunto con
lancear la carga electr@sica. El sistematau-iones se ajuat  SIRAH Tools [43].
una concentradn de140 mM de Kt (1580 parfculas KW)
y 10 mM de Na" (169 parfculas Naw) para reproducir las ] .
concentraciones de experimeniositro (que a su vez repre- 3. Resultados y discugin
sentan un fluido neuronal), y con esto, analizar el efecto de la ) ) o )
presencia de iones sobre la piat[17,45]. Finalmente, se A partir de las trayectorias en equilibrio de. cada S|stem_a
balancé la carga electroatica con1753 parfculas del tipo ~ S€ caIcuIar_on algunos obser\{ables para analizar los .camblos
CIW. Los dos sistemas se minimizaron con el algoritmo deconformacionales de cada prista. Utilizando VMD se ins-
descenso @s pronunciado “steepest descent” con un feona Peccionaron de manera V|su,all los camb|o§ en la estrgctura,
de paso raximo de0.05 nm [42]. Despés, se somdiicada @S €OmMO una posible agregadi de las pro#aas. A conti-
uno de los sistemas a tres etapas para llevarlo al equilibriBu@cbn, describimos los resultados obtenidos.
termodiramico. Las dos primeras etapas utilizan restbiaci En las Figs. 3 y 4 se muestran algunas instaeas
de posiciones para el “backbone” de las pirds. La prime- (“snapshots”) para los dos sistemas tau a diferentes tiempos
ra parte consisbien10 ns en el ensamble NVT, mientras que de la trayectoria de DM durante la etapa de prochrtcPa-
la segunda etapa fue dé ns en el ensamble NPT. lidtima '@ ambos sistemas se obsenue las estructuras de las taus,
etapa se realizen el ensamble NPT durarié ns dejando  tanto en la fase de minimizar como en la fase de equili-

las posiciones libres de todos la®mos. Durante la etapa de Prio, se mantuvieron pacticamente sin modificaciones signi-
produccén, trayectoria de Ls, se utilid el algoritmo sal-  ficativas. Las estructuras iniciales en la fase de prodnate

to de rana “leap-frog” con un paso de tiempo2tefs para ambos sistemas fueron ligeramente diferentes, sin embargo,

integrar las ecuaciones de movimiento de Newton. conforme transcurdi el tiempo se comenzaron a notar ma-
La temperatura se mantuvo fija 80 K usando el algo-  YOres cambios en la conformaai de las profimas entre un

ritmo de reescalado de velocidad “V-rescale” (con el acoplaSIStémayy otro.

miento de la protma y el solvente por separado) [46]. Pa-  Para el sistema taus-agua [Fig. 3a)], entrellasy 200

ra la presbn isotopica se emple el babstato de Parrinello- NS, se obsefvuna clara compactain de las prot®as, es de-

Rahman a un bar [47]. Se utilib el método PME (Particle cir, de su configuradn inicial extendida se fueron enrollan-

Mesh Ewald) para calcular las interacciones eleditists do sobre smismas. En contraste, en el sistema taus-iones

de largo alcance con un radio de corteldenm con un es-  [Fig. 3b)], aunque la conformamn estructural de las pro-

pacio de separatn en la malla d®.2 nm [48,49]. Las inte-  t€inas es diferente a la estructura inicial, no se oliservla

A e .

Estructura

Inicial (0 ns) 200 ns 400 ns 800 ns

b) Ay

et

FIGURA 3. Representadhn visual, en grano grueso, de las pioés (“snapshots”), a partir de las trayectorias de DM de los dos sistemas de
simulacbn: a) sistema taus-agua en color azul y cian; b) sistema taus-iones en color magenta y lila. Para una mejor &saalaatios
sistemas el agua y los iones noastepresentados.
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- Sistema taus-agua Sistema taus-iones
2 ‘ T ‘ T ‘ 1 T \ ‘ T ‘ T T

15 @ 1 =300 ns <= Valor promedio |_| —- Valor promedio | _|

Distancia relativa COM (nm)
Distancia relativa COM (nm)
|

04 06 - 0 0.2 04 0.6 08
Tiempo (us) b) Tiempo (us)

FIGURA 4. Distancias relativas entre centros de masa de las dos taus a lo largo de toda la trayectoremdastantrepresentaniatonstica

a0ns, 500 nsy Ls para los sistemas a) taus-agua y b) taus-iones.

misma escala temporal una compadiadian evidente; am- tes observables para ambos sistemas: estructura secundaria,
bas proténas se mantuvieron extendidas hastad08 ns.  radio de giro, RMSD y RMSF.

Alrededor de 108100 ns las proteas en presencia de iones

comenzaron a reducir su conformaciextendida. Esta dife- 3.1. Estructura secundaria

rencia en los tiempos de compactatise atribuye al efecto ) ’
electroshtico de los iones sobre las pritas. La estructura secundaria de una preéepuede observarse

cuando en el proceso de plegamiento ocurren cambios con-
: ! y . formacionales. Los dos gruposasicomunes son lalir
caron o alejaron entrd $as proténas, se calcdl para am- . 4
. . : L ces alfa {-helix) y las Bminas beta/f-sheet). En la EA, la
bos sistemas, la distancia de sepdmaantre centros de ma- . .
tau se auto agrega formandoiinasg cruzadas, siendo es-

sa (COM) de las tau (Fig. 4). Para el sistema taus-agua, It% una caractéstica distintiva degsta y otras enfermedades
separadn inicial de los COM fue dé2 nm. A lo largo de y

. ) : . . neur nerativas. Sin embargo, report tudi i-
la trayectoria, la distancia entre protas fluctd y aunque eurodegenerativas. Sin embargo, reportes de estudios de d

: ) . . . . , croismo circular y resonancia magfica nuclear selan que
hacia el final de la simulagn la distancia se acarta unos y q

tau en su estado mondmico libre es poco propenso a formar
8.5 nm, no podemos hablar de un verdadero proceso agre- . .

. ; ; . estructuras secundarias [53,54]. Por otro lado, trabajos como
gativo. En lo que respecta al sistema taus-iones, la distanc

20 . . & de Popowet al. [25], muestran que la tau nativa en solu-
inicial de separadin fue del0 nmy en los primero850 ns se o .

. . cion acuosa presenta un estado globular compacto con cierta
mantuvo relativamente constante, pero a partir d80osns

! : : ) . estructura secundaria pasajera.
las proténas tendieron a alejarse entiiehasta terminar la

. L . Con el fin de observar si hay forméai de feliceser y
trayectoria con una separénoi de aproximadamentel nm. . . .
: b . hojas{3, se calcub la estructura secundaria mediante la herra-
Para este sistema fueas evidente el hecho de que no hay

. - . mientasirah_ss SIRAH realiza este proceso l@lose en los
tendencia a la agreg@ti entre protmas. . . . L
valores instarétneos de lo&ngulos de toréin de la cadena
La configuraddn inicial de las profimas en ambos siste- principal y de las interacciones del tipo enlace dedgeno.
mas se preparde tal forma que las regiones de@mia los  g|RAH, aderas de reconocer los grupoglitese y hojas-
MT estuvieran lo ras cerca posible entre &n estas regiones 3 tambgn identifica las espirales aleatorias o “random coil”
se localizan segmentos de residuos con una alta tendencigg),
agregarse [8,9,50]. Sin embargo, usando modelado de grano gn |a Fig. 5 se muestra la estructura secundaria para am-
grueso con SIRAH, y en ausencia de un agente inductor, Nngas protenas de cada sistema. Siguiendo el esquema de co-
hubo indicios de tendencia hacia la agregacEste resulta-  |gres de SIRAH, se muestran laglises« en color lila, las
do reproduce lo reportado experimentalmente [51,52], respafigjas en amarillo y las espirales aleatorias en cian. Para
dando abel uso del campo de fuerza SIRAH para describirampos sistemas se obseiyue las proteas tau exhiben una
adecuadamente el comportamiento de PIDs de grafi@na  formacin de leliceser y 1aminasg transitorias, lo cual con-
nos indica que es un buen modelo para representar sisteM@gerda con otros trabajos reportados [17,23,25,55]. En parti-
méas complejos con fiabilidad y confianza. cular, para el sistema taus-agua, este presen&s.aio de
Con el fin de realizar un dtisis del comportamiento es- espirales aleatorias, Un8 % de formaddn de leliceser y
tructural de las proteas tau, a partir de las trayectorias obte-16 % de Bminasg. Mientras que en el caso del sistema taus-
nidas mediante damica molecular se calcularon los siguien- iones se obsetvque las protmas exhiben us1.6% de es-

Para monitorear de manera cuantitativa tanto se acer-
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FIGURA 5. Estructura secundaria correspondiente a los dosomeros tau con 441 amiaoidos para los sistemas a) taus-agua y b) taus-
iones. El color lila muestra lasglices«; el amarillo las hojag y el cian las espirales aleatorias.

pirales aleatorias y una formaci del1.7% de teliceser, y 3.5 — 4 nm, indicando claramente una compadiadmpor-

16.6 % de Bminasg. tante. El elevado grado de compactecde las PIDs es un
Durante toda la trayectoria de simukagj para ambos fendmeno que tambi se ha observado utilizando campos de

sistemas, se presénta formacon de estructura secundaria fuerza parametrizados para este tipo de fpnatg principal-

no permanente, sin embargo, en el caso del sistema tausente cuando estas son muy grandes [58].

iones hubo regiones que preservaron mejor la foromade La compactadn de la protea tau ha sido reportada pre-

héliceser y laminasg. Por ejemplo, para el sistema taus- viamente; por ejemplo, Battisti & Tenenbaum [22] observa-

iones, en ambas pradtes en los residuos cercanod @, se  ron una disminudn continua deR?, de tau yendo desde un

obsend formacbn relativamente estable danhinasg prin-  valor cercano al experimental del nm a aproximadamen-

cipalmente desg@s de 02200 ns, mientras que en el sistema te 3.6 nm en tan sold0 ns. Por otro lado, la compactaci

de taus-agua estas estructuras fueron pasajeras. Alrededoratetau se magnifica con el aumento de temperatura, disminu-

los residuo280 — 300 (que corresponden a la R2), en am- yendo elR, en un18 % al variar la temperatura d®3 K a

bas proténas, la formadin de hminasg fue muy similaren 333 K [59].

los dos sistemas. Por otro lado, para el sistema de taus-iones En este trabajo, los valores obtenidos ftglson clara-

fue notoria la formadin de Ieliceser para ambas proleas mente menores a los resultados experimentales. Se observa

alrededor de los residudd0 y 415 (tau 1),320 y 420 (fau  unacompactaon de aproximadamente el 40 %. Este porcen-

2); este tipo de estructura, ausente en el sistema taus-agua,

parece ser estable pues se mantiene a lo largo de toda la tre

yectoria de simulaéin. De manera general se observa que 7

el ensamble conformacional aspreponderantemente con-

formado para ambos sistemas por la presencia de espirale

aleatorias (color cian). 6

— Tau 1 en agua

Tau 2 en agua
— Tau 1 en iones
— Tau 2 en iones

3.2. Radio de giro

Para medir la forma y grado de compactecide una pro-
teina se suele emplear el radio de giro [56]. Si una finate
se pliega de forma estable, se espera que el valoRgeke
mantenga aproximadamente constante. Por otro lado, si uni
protdna se despliega, se espera qu&glaumente de valor
conforme avanza el tiempo de simulati[57]. En la Fig. 6
se muestra eR, para las cuatro proteas de los sistemas 3 0.2 04 0.6 0.8 1
taus-agua y taus-iones. Tiempo (u1s)

Las cuatro prot@as inician con un valor det, de apro-  Ficura 6. Radio de giro para ambos sistemas tau. El sistema taus-
ximadamentes.5 nm y al final de la trayectoria, los cuatro agua corresponde a laméas azul y cian. El sistema taus-iones
mondbmeros tau adquieren un valor d&), de alrededor de corresponde a lasreas magenta y lila.
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taje de discrepancia es similar al obtenido con campos de
fuerza atorfsticos para proteas nas pequias y dichas dis-
crepancias se acérn al aumentar eliimero de aminaci-

dos en la protima [29]. El alto grado de compactaoipresen-

te en proténas de gran tanfi® es un punto para mejorar en 4
el modelado de grano grueso [34,37]. Tanto a nivel &tm
co como de grano grueso, las interacciones fmatsolvente
parecen ser fundamentales para obtener conformaciones dz |
las PIDs nas extendidas y cercanas a lo observado experi-x
mentalmente [29,34]. B

D (nm)

Las proténas tau comienzan a modificar su conformaci — Taul enagua
al avanzar el tiempo en la dimica, disminuyendo paulati- 1 = ;zziz:f;i =
namente el valor del radio de giro, esto es, reduciendo su — Tau2 eniones| -
volumen de forma continua con el tiempo (Fig. 6). Aunque . ! . ! . | . | .
el comportamiento de las cuatro raollas de tau conside- 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

radas fue muy similar, se pueden apreciar diferencias sutiles Tiempo (us)

entre ambos sistemas considerados. Las dos taus en aguaFsgURA 7. RMSD para ambos sistemas tau. El sistema taus-agua
compactaron de formaas @pida y al llegar alrededor de los corresponde a lagleas azul y cian. El sistema taus-iones se mues-
200 ns alcanzaron un valor alrededor de ¥osm. Por otro  tra con lasineas magentayy lila.

lado, para el sistema taus-iones la compaotatambeén fue Para el sistema taus-iones, ambas finate alcanzaron
continua, pero a una tasésilenta, requiriendo aproximada- cierta estabilidad al alcanzar 1@§0 ns, sin embargo, am-
mente el doble de tiempd(0 ns) para alcanzar un valor de pas protas exhibieron cambios estructurales posteriores,

4 nm. Esta diferencia se puede asociar al efecto de los iongs;abiliandose hacia el final de la trayectoria simulada (al-
en las interacciones electrastas entre residuos de las taus rggedor de lo850 ns). El valor final de la RMSD para las

[60]. A partir de lost00 ns, Ias_prot’m_as para ambos sistemas protdnas en presencia de iones empleando SIRAH es muy
ya no experimentaron cambiosagticos en su valor d&t;  similar al reportado para una prata en las mismas condi-
fluctuando dicho valor entre Ias5 y 4 nm. Esto indié que  jones bnicas por Castret al.[17], quienes emplearon un
las proténas haban alcanzado un grado y estado de com-campo de fuerza atdistico. Estos resultados resaltan la im-
pactacbn estable y muy similar para todas. Estos resu"fadoﬁortancia de las interacciones electatisas y el efecto de
muestran que se requieren cientos de nanosegundos para R jones. La presencia de iones promueve mayores cambios
der equilibrar un sistema conformado por dos grate tau. estructurales en ambas priotas. Del aalisis del RMSD se
corrobora que se requieren escalas temporales de cientos de
3.3. Rdz de la desviadbn cuadratica media (RMSD) nanosegundos para asegurar el equilibrio de este tipo de sis-

temas tan grandes.
La RMSD permite analizar la estabilidad de una prwea

lo largo de la trayectoria de simulaci y determinar cando 3 4. R4z de la fluctuacbn cuadratica media (RMSF)
se alcanza el equilibrio [17]. EI RMSD se obtiene a partir de
una comparadn entre dos estructuras. La estructura de reLa RMSF permite visualizar @les son los residuosas iigi-
ferencia generalmente es la estructura de la pratal inicio  dos y clales presentan mayor flexibilidad. Proporciona una
de la etapa de produdsi. Las otras estructuras se van ge-idea de la movilidad de los residuos de la estructura proteica
nerando conforme avanza la trayectoria de simélacti el  durante la trayectoria de simulacide DM [17,62].
valor del RMSD exhibe peqiias fluctuaciones, esto indica En la Fig. 8 se muestra el RMSF para ambos sistemas.
que la estructura de la préta es estable, es decir, que no Las regiones que presentan mayor fluctoasion el dominio
sufre grandes cambios conformacionales a lo largo de la sde proyecdn (regbn amina) y terminal-C (carboxilo termi-
mulacbn [61]. nal). Estas regiones son las que conforman el denominado
La Fig. 7 muestra la RMSD para las cuatro phoées:  “fuzzy coat” o capa dispersa, y debido a la alta movilidad
taus-agua y taus-iones, con el misntwligo de colores que que presentan es que, presumiblemente, la tau en condicio-
en la Fig. 6. Este observable nos permite comparar el conmes normales (en ausencia de un inductor) no se autoagrega
portamiento estructural de las priotas en dos ambientes di- [8,63]. Por otro lado, el grupo terminal-C en el sistema tau-
ferentes. Para el sistema taus-agua se observa que ambas pooes muestra mayor movilidad que su contraparte, en el sis-
teinas alcanzan una estructura estable alrededor @60oss.  tema taus-agua. Estdtimo resultado no concuerda con lo
A partir de este tiempo las estructuras de ambas imade reportado por Castret al.[17], donde utilizando un campo
exhiben ligeras fluctuaciones. Estos resultados corroboran dE fuerza atofstico observaron una mayor movilidadica-
analisis de visualizaéin (Fig. 3) y lo observado con el radio mente para el grupo terminal-N y el dominio de proyénci
de giro (Fig. 6), donde este sistema alcanza una compawtaci En sus resultados el grupo terminal-C muestra una flexibili-
estable alrededor de 1@80 ns. dad similar a las otras regiones.
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| teonmal N fee ks ""’“"j Wi o MY | feninsli } permite estudiar el proceso completo de agrémaciforma-
1 45 75 104 151 198 244 275 306 337 369 441 cion de oliggmeros tau con la isoformaéas extensa dé¢41
|| N1 m . |‘ k1 || 2 S —— residuos en las escalas de tiempo en las cuales se observan
y — Taulenagua|_| estos febmenos [55]. Para ello es imperativo recurrir a otras
L - ?Zﬂfiﬁ ?Og;as i metodolodas como el modelado de grano grueso.
6 — Tau 2 en iones| | En este trabajo elegimos usar el campo de fuerza de gra-

no grueso SIRAH para modelar dos sistemas de prasgau
en solvente exjitito. SIRAH fue recientemente evaluado pa-
ra modelar PIDs, encor@ndose una excelente concordancia
con datos experimentales y de simufacatonstica. Sin em-
bargo, los resultados reportados fueron exclusivamente para
protdnas relativamente pegfias; a la fecha y hasta donde te-
nemos conocimiento, SIRAH no se ha empleado para simular
PIDs de cientos de amiacidos como la tau.
L Del aralisis de las trayectorias en equilibrio podemos
40 80 120 lﬁ)ﬁmgfgdezrigiduiﬁo 320 360 400 440 confirmar que SIRAH permite realizar simulaciones de una o
varias proténas tau en solvente expito con un costo com-
utacional asequible. Gracias a la&hnica acelerada de SI-
AH y la reduccdbn de grados de libertad es posible simular
sistemas con decenas de miles deipalas de grano grueso,
é';llcanzando tiempos de simulacimas cercanos a la escala
ggperimental. Sin embargo, el hecho de que SIRAH propor-
clone un escenario computacionalmente viable no es garant

sistemas son las que poseen mayor carga negativa, por 1o c su fialpilidad para estudiar este tipo qle sistemas. Para_abor-
las interacciones electrégicas son de mayor intensidad. Las 987 €sta interrogante optamos por analizar el comportamiento

tau del sistema taus-iones exhiben mayores fluctuaciones &fructural € interacn de dos profeas tau {41 residuos)

las regiones terminales respecto al sistema taus-agua [9,64?.n sLj)Ivegte Iexpxtltp con Iy Sin presenua dzgﬁes. s
En la regbn rica en prolina las tau, en ambos sistemasRAH na de asdprl_ncllpa es DIIUS as Sue q euperartw_-
exhiben fluctuaciones del mismo orden por lo cual eidlif era reproducir los resultados observados en estutios

diferenciar algin efecto debido a la presencia de iones. En 10/I/0 donde se sabe que la tau bajo condiciones normales, (sin

que respecta a la régi de unbn a los MT, el sistema taus- sufrir modificaciones postraduccionales) no se agrega [51].

agua y una de las prdteas del sistema taus-iones presentariD ara mdugr la "?‘gr,egg‘““ es nege;ano g'tlhzar mFuctores ta-
un ligero aumento de rigidez. Esta dismirarcien la movi- €S como heparinacido araquidnico o bien, realizar meca-

lidad de las regiones R1 a la R4 fue observada para una tal°mos de nucleabn y siembra, entre otraectnu_:as [52,65].
interactuando con micrabulos [17]. Por ello, antes de explorar con SIRAH un sistema de pro-

teinas tau en presencia de inductores, era imperativo corro-
borar los resultadas vitro en presencia de iones.
4. Conclusionesy perspectivas De nuestros resultados observamos que las simulaciones
realizadas usando el campo de fuerza SIRAH reprodujeron
La proténa tau ha adquirido gran relevancia en idsmos el comportamiento esperado; a lo largo de la trayectoria de
afios debido a que forma estructuras fibrilares en pacientetinamica molecular las prdieas de ambos sistemas no mos-
diagnosticados con AD. Desafortunadamente, en la actualiraron tendencia alguna a acumularse o formar agregados.
dad, se desconocen las causas precisas que inician esta enfrivado de lo anterior consideramos que SIRAH es un cam-
medad, d@iscomo el proceso de propagaside la misma. Para po de fuerza que puede emplearse para estudiar sisteasas m
entender émo es la formadn de oliggmeros y la posterior complejos relacionados con tau de manera confiable.
transicbn a maréas fibrilares se requiere el trabajo conjunto  En general, observamos que SIRAH es capaz de repro-
de varias disciplinas. En particular, la simufaticomputa-  ducir propiedades emtdar ya reportadas y conocidas para la
cional mediante DM es una poderosa herramienta que coprotena tau, tales como la formaxi transitoria de estructura
tribuye a caracterizar las propiedades conformacionales dscundaria, compactéci en una estructura globular; as-
monbmeros tau aislados, iasomo el proceso de agregawi  mo la flexibilidad de las regiones de las terminales Ny C. Sin
de regiones o segmentos cortos de tau. embargo, las simulaciones tarebimuestran que tau tiende
La informacbn detallada del modelamiento atstico  a compactarse as alk de lo reportado experimentalmente.
permite identificar a nivel molecular ales son las regiones Este efecto de sobrecompactatie las PIDs, tambn se ha
de amin@cidos que tienden a agregarse o bien, explorar aleportado en campos de fuerza aisticos y consideramos
proceso de forma6n de fibrillas a partir de unitleo o se- que podta ser un punto de mejora en versiones futuras de Sl-
milla. Desafortunadamente, una descigocian detallada no RAH. Por otro lado, un aspecto importante que se desprende

RMSF (nm)

FIGURA 8. RMSF para ambos sistemas tau. La parte superior de |
figura muestra las regiones de la tau, mientras que la escala hor{=
zontal muestra elimero de residuo de la prate.

Los resultados de la RMSF respecto a la movilidad d
las regiones terminales coinciden con aquellos reportados p
Castro et al. a nivel atorstico [17]. Estas regiones en ambos
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de nuestros resultados es que es necesario llevar al sistelAgradecimientos

a escalas temporales de cientos de nanosegundos para garan-

tizar el haber alcanzado el equilibrio termaatinico. Llegar L- R-J, agradece a CONACYT por la beca de maastr

a estas escalas para sistemas del fanemu estudiado, en  €ON la cual se desarrollel presente trabajo (2020-000026-
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formacbn de oligmeros como la transformari de dichos ~Mente, reconocemos a la Universidad de Guanajuato (Pro-
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identificar las posibles causas y terapias que ayuden a retra-

sar o curar la EA.
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