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Resumen

La proteina de envoltura gp41 del VIH es responsable de la fusién de membranas entre el virus y
la célula diana. El endodominio de gp41 contiene segmentos altamente helicoidales e hidrofébicos,
los LLP, de entre los cuales se ha destacado LLP3 con anterioridad. Con el fin de obtener nuevos
conocimientos en el mecanismo de la fusion viral, se ha estudiado un péptido de 33 aminodcidos
perteneciente a la region LLP3 del endodominio de gp4l en presencia de un modelo de
biomembrana de alta movilidad, mediante dindmica molecular. En este trabajo se muestra que el
péptido se une e interactua con los fosfolipidos de membrana mediante interacciones de tipo carga-
carga. La inhibicién de dicha interaccidon mediante otro péptido o molécula organica podria suponer

un avance en la busqueda de inhibidores de fusién entre membranas mediada por la proteina gp41.

Palabras clave VIH, gp41, LLP3, fusién, membrana, dinamica molecular.

Abstract

Envelope HIV gp41 protein is responsible for the membrane fusion between the virus and the
target cell. The gp41 endodomain contains highly helicoidal and hydrophobic regions, the so called
LLPs, among them the LLP3 segment. To obtain new knowledge about the viral fusion mechanism, a
33-residue peptide pertaining to the LLP3 region has been studied in presence of a high mobility
biomembrane model, by means of molecular dynamics. Our work shows that the peptide binds to and
interacts with the membrane phospholipids by charge interaction. Inhibition of this interaction by

other peptides or organic molecules might be a tool to inhibit the membrane gp41-mediated fusion.

Keywords HIV, gp41, LLP3, fusion, membrane, molecular dynamics.
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1. Introduccion

1.1 Virus: introduccion general

Los virus son parasitos intracelulares obligados. Salvo los bacteriéfagos (inyectan su acido
nucleico en el interior de bacterias), necesitan hospedarse en el interior de células, liberando su
acido nucleico y forzando a la maquinaria celular para hacer multiples copias de si mismos que
puedan continuar el proceso de infeccién y por tanto perpetuar su existencia. De este modo, la
entrada del virus en la célula es un proceso clave en todo el proceso de infeccion virica. Se distinguen
dos clases de virus con respecto a la presencia o ausencia de envoltura. Los que carecen de ella son
llamados virus desnudos, y los que la tienen, virus con envoltura. Esta se encuentra rodeando la
capsida y consta de una bicapa lipidica que contiene proteinas transmembrana y de superficie. Los
virus con envoltura la adquieren en el momento en que abandonan por gemacién su ultimo
hospedador, por lo que su composicidon es variable en funcién del tipo celular infectado y del
organismo. Los virus se sirven de la fusién de su envoltura con la membrana de la célula que van a
infectar, para que se cree un poro por el que la cadpsida completa pueda introducirse. Para que este
proceso pueda tener lugar es preciso que ambas membranas entren en contacto, proceso que se ve

favorecido por la presencia de proteinas de fusién alojadas en la envoltura del virus [1 - 3].

1.2 Proteinas de fusion. Clasificacion y caracteristicas

La fusion entre la membrana del virus y de la célula tiene lugar por medio de la interaccién de
las proteinas virales con la envoltura, la membrana de la célula y receptores celulares. Este proceso
estd muy conservado en los virus con envoltura, si bien es distinto en funciéon del tipo de
glicoproteinas de fusidn que el virus posea [1 - 3]. Se distinguen tres clases de proteinas de fusién en

funcién de su estructura: clase |, clase Il y clase lll [1 - 3] (Figura 1).

El virus Influenza (IFV), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus del ébola
(EBOV) poseen proteinas de fusion de clase | [1]. Las glicoproteinas de fusidon de esta clase se
encuentran formando trimeros de dimeros asociados de manera no covalente, alojados
perpendicularmente a la membrana. Estos trimeros poseen una estructura tubular altamente estable
formada por tres a-hélices en coiled-coil. Como se puede ver en la Figuras 1Ay 1D, cada dimero esta
formado por una subunidad de superficie, cuya funcion es la unién al receptor de membrana de la

célula huésped, y una subunidad transmembrana (TM), que contiene un péptido de fusion N-



terminal, cuya funcién es la fusion de membranas propiamente dicha. La fusion de membranas tiene
lugar debido al cambio de la conformacidn inicial de coiled-coil trimérico en a-hélice a un ovillo de

seis hélices que provoca la yuxtaposicién de ambas membranas [1 - 3].

Figura 1. Clasificacion de las proteinas de fusidn. Clase | (A), clase Il (B) y clase Il (C). Representacién de proteinas de

fusion virales de clase I, Il y Il (D, E y F, respectivamente) en su conformacion post-fusion. Las posiciones de anclaje a la
membrana mediante el péptido de fusidn se indican con los triangulos negros, mientras que los dominios transmembrana
se indican con el tridngulo rojo. A, By C adaptado de F.L. Cosset, 2011 [2]; D, E y F adaptado de Weissenhorn et al., 2007
[33].

Las proteinas de fusidon de clase Il (Figuras 1B y 1E), como las de alfavirus y flavivirus, se
caracterizan por estructurarse en dominios en barriles-p articulados orientados paralelamente a la
membrana. A diferencia de las proteinas de clase I, solamente se organizan en trimeros en el
momento de fusién [1] [2]. Contienen un bucle hidrofdbico de fusidn interno, cuyo comportamiento
con la membrana del hospedador es similar al de los péptidos de fusion de las proteinas de clase | [2,

3].

Por otro lado, las proteinas de fusidn de clase Ill, como el herpes simplex virus (HSV) o el virus
de Epstein-Barr (EBV), tienen una estructura combinada. Los trimeros se estabilizan mediante
interacciones entre sus a-hélices centrales, mientras que cada dominio de fusion presenta dos bucles
de fusidn que se encuentran en el extremo de una hoja 3 (Figura 1F). También se forma una horquilla
de seis hélices a en su conformacion post-fusién, aunque el mecanismo de accién de este tipo de

proteinas difiere de los dos anteriores [1 - 3].



1.3 Fusion de membranas mediante proteinas de clase I desde el punto

de vista proteico y lipidico

1.3.1 Cambios en la glicoproteina

Durante el proceso de fusién en proteinas de clase |, tanto la glicoproteina viral como Ia
membrana sufren cambios estructurales y conformacionales [1 - 6] (Figura 2). En cuanto a la proteina
de fusion, para que este proceso pueda darse, la subunidad de superficie interacciona con el
receptor de la célula huésped, activando a la subunidad transmembrana. Como se muestra en la
Figura 2 (Figuras 2.A.2, 2.C, 2.D y 2.E), tras su activacion, el ectodominio cambia de su conformacién
nativa (inactiva) a un intermediario en pre-horquilla, en el que el péptido de fusién (FP) es expuesto
al medio mediante la formaciéon de un coiled-coil extendido (forma activa). En su conformacién
nativa, el péptido de fusion yace oculto en el nucleo del trimero, que es hidrofébico. En la formacidn
de la pre-horquilla, el péptido de fusidon se extiende y se proyecta hacia la parte N-terminal de la

proteina, permitiendo su introduccién en la membrana del hospedador, dada su naturaleza
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Figura 2. Proceso de fusion de membranas inducido por glicoproteinas virales y modelo de interaccion de la
subunidad transmembrana con membranas después de su activacion tras la union de la subunidad de superficie a sus
receptores. (A) Modelo general de accidn de glicoproteinas de fusién de clase I. (B) Fusion de membranas desde el punto de
vista lipidico. (C) Liberacién del péptido de fusidn y anclaje en la membrana. (D) Cambio conformacional. (E) Formacién del
tallo, hemifusién de membranas. (F) Formacion del ovillo de seis hélices y abertura del poro. A y B Adaptadas de B.

Apellaniz et al., 2014 [1]; C, D, E y F adaptadas de Shnaper et al., 2004 [32].



hidrofdbica (Figura 2.A.1). Esta nueva estructura, estirada y filamentosa, es altamente inestable, por
ello tiende al colapso, formando la estructura en horquilla trimérica de baja energia en la que ambos
extremos estan juntos, yuxtaponiendo las membranas viral y celular (Figuras 2.A.3 y 2.F). Esto se
puede deber a que el dominio N-terminal extendido en coiled-coil crea unos surcos hidrofédbicos muy
conservados en los que las héptadas del C-terminal pueden empaquetarse de manera hidrofébica y
antiparalela, formando el ovillo de seis hélices. En el transcurso de este colapso, la energia liberada
por el mismo posibilita el vencimiento de las fuerzas que estabilizan la bicapa lipidica y, por tanto, la

unién y fusién de ambas membranas, formandose el poro.

1.3.2 Cambios en la membrana

Desde el punto de vista lipidico, para que la fusién pueda tener lugar, es necesario en primera
instancia que las dos bicapas se aproximen lo suficiente entre si como para que las dos hemicapas
externas puedan interaccionar la una con la otra para formar un poro, venciendo las fuerzas de
repulsién que las mantienen naturalmente separadas. Este proceso puede verse detallado en la
Figura 3 [1 — 3, 7]. Ademas, es preciso desestabilizar la membrana, que se encuentra formando una
estructura lamelar cohesionada por las fuerzas hidrofébicas que mantienen las cadenas acilicas no
polares aisladas del medio polar. Se pueden vencer estas fuerzas mediante la intervencion de
proteinas de fusion, que pueden desestabilizar la membrana por medio de su interaccién con los
lipidos de dos maneras. La primera se trata de la formacién de un poro proteico que atraviesa la
membrana. La segunda se corresponde a la formaciéon de un poro lipidico donde las proteinas
estabilizan, mantienen el poro abierto y disminuyen la energia necesaria para que el proceso tenga
lugar [3]. De acuerdo con el segundo tipo de poro de fusidn, se describe el modelo de fusién del tallo
—del inglés, stalk— (Siegel, 1999) en el que las dos hemicapas que estan en contacto (cis o proximales)
se fusionan, dando lugar al tallo (Figura 3.C). Posteriormente, las dos hemicapas opuestas (trans o
distales) contactan entre si, dando lugar al intermediario de hemifusion o TMC (Trans Monolayer
Contact) (Figuras 3.D y 3.H) que una vez que se rompe, da lugar al poro de fusidn, también conocido

como lugar de acoplamiento interlamelar o ILA (Interlamelar Attachment) [3, 7] (Figuras 3.E y 3.1).
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Figura 3. Proceso de fusiéon de membranas, segun la teoria del tallo. (a) estado pre-fusién y (f) estado pre-fusion en el
que el péptido de fusion de la glicoproteina viral se encuentra secuestrado, en conformacién nativa. (b) Protrusion puntual
en las membranas que minimiza la repulsién electrostdtica y permite la aproximacion de las hemicapas cis y (g)
conformacion extendida de la pre-horquilla, que provoca la protrusién en las membranas. (c) Formacion del tallo. (d) Trans-
monolayer-contact. (h) Colapso de la pre-horquilla, formacién del tallo. (e) y (i) Abertura del poro. Adaptada de H. Marsden

et al., 2010 [8].

1.4 SIDA. Insuficiencia de las terapias convencionales para su

tratamiento

El Sindrome de InmunoDeficiencia Adquirida (SIDA) surgié a partir de una primera infeccion por
el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1), ocurrida en Africa a causa de una zoonosis
entre primates y humanos. Los sintomas principales de esta infeccidn varian en funcion del estadio
de la enfermedad. En un primer momento (2-4 semanas), el VIH causa fiebre, erupciones, dolor
muscular, articular, de cabeza y malestar en general. En la fase de latencia del virus, que puede durar
varias décadas, el afectado no padece sintomas directamente relacionados con la infeccidn. En
etapas avanzadas de la enfermedad, el SIDA se caracteriza por la pérdida rapida de peso, fiebre
recurrente, cansancio extremo, diarrea, llagas en la boca, el ano o los genitales, neumonia, pérdidas
de memoria y depresion [8, 9]. Desde su origen, 78 millones de personas se han infectado de VIH y
39 millones han fallecido a causa de esta enfermedad. En 2013 habia 35 millones de casos de SIDA y

caus6 1,5 millones de muertes [10].



El tratamiento convencional del SIDA se ha centrado en una terapia antirretroviral. Esta, suele
centrarse en procesos especificos del ciclo vital del virus, como pueden ser la entrada, la
retrotranscripcion, la integracién gendmica o la maduracién de los viriones. Para unos resultados
mas eficientes y evitar la aparicidn de cepas resistentes a uno de los tratamientos, suelen aplicarse
terapias combinadas, que suponen un buen impedimento de la evolucién viral [11]. El problema
asociado con este tipo de tratamientos es que, debido a que se aplican post-infeccidén, solamente
disminuyen la cantidad de fallecidos a causa de patologias relacionadas con el SIDA, mientras que el
numero de afectados y el nUmero de nuevas infecciones siguen aumentando [12]. Es por esta razén
qgue en los ultimos 10 afios se han estado investigando y desarrollando nuevas terapias de
prevencion frente a la infeccién del VIH, centrandose en el bloqueo de la entrada del virus en la
célula. No obstante, este tipo de inhibidores no es tan eficaz como cabria esperar, por lo que es

necesario profundizar mas en el tema.

1.5 VIH: taxonomia, estructura y genoma

El proceso de fusidn es caracteristico de todos los virus que tienen proteinas de fusién de clase |
y también estd muy conservado. De entre ellos y con el fin de investigar sobre su fusidn, este trabajo
se centra en el VIH-1, concretamente la cepa HXB2, que se usara como referencia en la numeracion
de aminoacidos. El VIH pertenece al grupo VI de la clasificacion de Baltimore [14]: virus que
transcriben en reverso. Taxondmicamente, se incluye dentro del género Lentivirus, dentro de la
subfamilia Orthoretroviridae, perteneciente a su vez a la familia Retroviridae. El virus maduro tiene
un didmetro de unos 100 nm, tiene una envoltura que consta de un fragmento de la membrana de la
ultima célula huésped que infectd, que presenta espiculas proteicas en su superficie (Figura 4A).
Contiene dos copias del genoma de (+)ARN monocatenario de 9kb en el interior de una cépsida
conica. El genoma codifica para proteinas estructurales, enzimaticas, reguladoras y accesorias [3, 4,

8, 13].

Las proteinas estructurales estan codificadas en dos poliproteinas por los genes gag y env [4, 8]
(Figuras 4A y 4B). La poliproteina Gag, una vez procesada, da lugar a las proteinas matriz (MA, p17),
que estabiliza la membrana viral; capsida (CA, p24), y nucleocapsida (NC, p7) que forman la cédpsida
conica que contiene el genoma; p6, que participa en el empaquetamiento y liberacién de los nuevos
viriones y los péptidos espaciadores spl y sp2. Por otro lado, env codifica para gp160, proteina que
se escinde en gp120 y gp4l, las proteinas que se encuentran ancladas formando trimeros en la

envoltura viral, permaneciendo unidas de manera no covalente. La proteina gp120 se une a los



receptores de la superficie de la célula diana, siendo por tanto la determinante del tipo celular
infectado, mientras que la proteina gp41l se encarga de la fusidon de la membrana celular y de la

envoltura viral [15, 16].
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Figura 4. (A) Representacion del viridn maduro de HIV y (B) de su genoma. (A) Adaptado de M.J. Kozal et al., 1996 [34]
y (B) adaptado de J. Barroso, 2011 [4].

Las proteinas con actividad enzimatica son producto del gen pol: la proteasa (PR), la retro-
transcriptasa (RT) y la integrasa (IN) (Figuras 4A y 4B), necesarias para que pueda tener lugar el ciclo
vital del virus [4, 8]. La proteasa escinde las poliproteinas en las subunidades maduras que
desempefian una funcidn concreta; la retro-transcriptasa es la enzima encargada de retro-transcribir
el genoma de ARN de polaridad positiva a un intermediario de ADN, susceptible de ser integrado en
el genoma de la célula hospedadora gracias a la intervencidn de la integrasa. Una vez integrado, el

virus se denomina provirus.

Los genes reguladores son tat y rev [4, 8] (Figura 4B). El gen tat codifica para una proteina que
se une al ADN del provirus y promueve su transcripcion, mientras que el gen rev da lugar a una

proteina que se encarga del transporte del ARN viral del nucleo al citoplasma.

Por ultimo, los genes accesorios del VIH son nef, vif, vpu y vpr [4, 8] (Figura 4B). El producto
proteico de nef tiene como funcidn principal aumentar la infectividad del virus y disminuir el
reconocimiento y destruccion de las células infectadas reduciendo la expresion de receptores de
membrana y del complejo mayor de histocompatibilidad. El producto de vif se encarga de mantener
la infectividad, degradando inhibidores celulares del ciclo viral. El producto del gen vpu tiene como
objeto la disminucidn de la expresion de los receptores CD4, induciendo su degradacién a nivel del
reticulo endopldsmico. Por ultimo, la proteina generada por vpr tiene como funcién la asistencia en

la integracion del genoma [4].

10



1.6 Proteinas de fusion del VIH: gp120 y gp41

1.6.1 Funcion e interacciones de gp120

El VIH ataca al sistema inmunitario del huésped mediante la infeccion y destruccién de los
linfocitos T (LT) y los macroéfagos [8]. El virus infecta estas células mediante su unién a la superficie
del LT y posterior fusidn de la envoltura viral y la membrana celular, permitiendo la entrada de la
capsida dentro del compartimento celular (Figura 5). EI VIH se une a la célula mediante la interaccién
entre la glicoproteina de envoltura gp120 y el receptor de membrana CD4, que tiene un dominio de
alta afinidad por gp120 [3]. Esta unién produce un cambio conformacional en el complejo gp120/CD4
qgue permite la interaccién de gp120 con el correceptor celular, que suele ser CCR5 o CXCR4. Una vez
que gp120 se encuentra unido al receptor CD4 y a su correceptor, deja de interaccionar con gp41,
que queda expuesto al medio siendo susceptible de cambiar a la conformacién en pre-horquilla

extendiéndose y proyectando su extremo N-terminal hacia la membrana del LT [3, 4] [16 - 18].

Pre- CD4 Coreceptor
Binding

Binding > Binding 3

Figura 5. Modelo representativo de la interaccion entre gp120 y CD4 y su co-receptor. Solo se muestran dos de las

tres subunidades del trimero por comodidad. Adaptada de K. Salzwedel et al., 2000.

1.6.2 Estructura y conformaciones de gp41

Por otro lado, gp41 (513 — 856) [15, 19] tiene la secuencia altamente conservada, aunque su
estructura y conformacidn nativas no se conocen con claridad. Por el momento, se conocen dos
posibles conformaciones para gp41. Una de ellas, la conformacion clasica y mds conocida, posee un
dominio transmembrana (transmembrane domain, TMD) [1, 5, 11] (Figura 6); la otra posibilidad, una
conformacion con multiples TMD, se ha estado investigando los ultimos afios y, al parecer, puede
haber como minimo tres segmentos que atraviesen la membrana. Las regiones exactas que

constituyen los nuevos TMD todavia permanecen inciertas [15, 17, 23].
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En el modelo de un solo TMD, el N-terminal se corresponde con el ectodominio, es decir, la
region que se encuentra hacia el exterior de la bicapa (Figuras 6 y 7A). Los primeros aminoacidos del
ectodominio constituyen el péptido de fusidn o FP. Se trata de una regién muy hidrofébica, en la cual
los residuos del aminoacido glicina confieren la flexibilidad necesaria para que pueda introducirse en
la membrana. Se sabe que el FP se inserta en forma de a-hélice, aunque una vez insertado podria
cambiar a conformacién de hoja B induciendo la desestabilizacidn de la bicapa [3]. También hay
estudios que sugieren que podria insertarse en forma de hoja B [1, 24] y completar el proceso de
fusién en conformacion de a-hélice. Esta incertidumbre en cuanto a la conformacién del péptido de
fusion frente a la membrana puede ser debida a las condiciones de experimentacion, ya sean la

temperatura del sistema, el método de deteccion y analisis y la composicion lipidica [24].
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Figura 6. Representacion esquemadtica de los dominios de la glicoproteina gp41 de VIH (conformacion clasica).

Seguidamente del FP se encuentra una pequefia region polar precediendo una hélice
constituida por dos repeticiones de héptadas, HR-1 y HR-2, también llamadas repeticiones de
héptadas del N-terminal (NHR) y del C-terminal (CHR), respectivamente [1, 3]. Las héptadas se
encuentran separadas por un pequefio bucle que posee dos cisteinas susceptibles de formar un
puente disulfuro. Son elementos clave en la formacidn de la estructura filamentosa en coiled-coil de
la pre-horquilla [1, 5]. La dltima regidn descrita del ectodominio de gp41 se trata del dominio pre-
transmembrana (pre-TMD). Se trata de un dominio muy conservado, rico en triptéfanos, que posee
una secuencia de unién a colesterol, por lo que se le asocia la induccién de estructuras abultadas o
curvadas en las membranas [1, 3]. La regién transmembrana cldsica se localiza entre los residuos 684

y 706 en la cepa HXB2. Constituye una region muy hidrofébica y conservada [1, 5, 15, 19].

El endodominio de gp41, también conocido como cola citopldsmica C-terminal (CTT), se ha
mantenido en un plano secundario mientras se investigaba a fondo el ectodominio [20, 21]. Por eso,
muchos de los aspectos relacionados con su funcion bioldgica se desconocen todavia. Asimismo, se

sabe que es inusitadamente largo: tiene aproximadamente unos 150 aminoacidos [20 — 22]. Se le
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asignan funciones de regulacién de la fusogenicidad, replicacién, infectividad, transmisién,

citopatogenicidad, desprendimiento de la envoltura, ensamblaje de componentes viricos... [20].

El CTT contiene cuatro dominios caracteristicos: el epitopo de Kennedy o KE (724 — 745) y tres
pequefias regiones llamadas “lentivirus lytic peptide” o LLP, i.e., LLP1 (828 — 852), LLP2 (768 — 788) y
LLP3 (789 — 815) [16, 19] (Figuras 6 y 8A). Los LLP son tres segmentos anfipaticos y helicoidales, que
parece que interaccionan con la membrana interna de la envoltura del VIH o la de la célula. Se sabe
que LLP1 y LLP2 tienen efecto citolitico en procariotas y eucariotas [20]. También se conoce que los
LLP interaccionan con proteinas. Por ejemplo, LLP1 interacciona con calmodulina y LLP3 con p115-

RhoGEF, un factor intercambiador de guanina [20].

En la secuencia de los LLP, hay tres veces mas arginina que en el resto del promedio de
proteinas, mientras que hay tres veces menos lisina que en el promedio. Esto significa que se
conserva la arginina en gran medida, incluso frente a mutaciones conservativas del tipo Arg->Lys
[16], que tienen carga muy similar y la diferencia de masa es minima. No obstante, este hecho puede
ser debido a que la arginina tiene como cadena lateral un grupo guanidinio, que es susceptible de
formar mas puentes de hidrégeno que el grupo amino que tiene la lisina. También, la arginina se une
mejor al grupo fosfato de los lipidos que la lisina, hecho enormemente importante en la interaccion

de proteinas con membranas [16].

Mediante ensayos con mutantes Arg—>Lys [16], se ha concluido que la arginina en LLP1 es
necesaria para la fusogenicidad normal de gp4l, asi como su expresidn e incorporacién a la
membrana, la replicacién del virus, cinética e infectividad. Por otro lado, la arginina en LLP2 es

necesaria para la incorporacién de gp41 a la membrana y para la fusogenicidad célula-célula [16].
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Figura 7. Modelos estructurales tedricos propuestos para el endodominio de gp41, para uno (A) o multiples (B)
dominios transmembrana. TM, LLP2, LLP3 y LLP1 se muestran en rojo, azul, verde y amarillo, respectivamente. Adaptado de

L. Shujun et al., 2010 [15].
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Por otra parte, el segmento correspondiente a LLP3 contiene una cremallera de leucinas, con 5

leucinas, y una regién rica en aromaticos, puesto que presenta 4 triptéfanos y 2 tirosinas [20, 22].

LLP3 tiene carga positiva, interacciona fuertemente con lipidos de carga negativa y también con
lipidos zwitteridnicos [20, 22]. Se inserta en la membrana e induce perturbaciones cuando se trata de
lipidos neutros o de carga positiva, ya que la interaccién entre LLP3 y lipidos de carga negativa es tan
fuerte que el péptido se adhiere a la superficie de la membrana y por tanto no se integra [20].
Teniendo en cuenta la capacidad de interaccidon de LLP3 con membranas cabria suponer que esta
region puede interactuar con la membrana en sinergia con otras regiones, colaborando activamente

en el proceso de fusidn para la entrada y la salida [20].

Por otro lado, en el modelo de varios TMD, el segmento original atraviesa la bicapa dos veces y
existe un tercero que corresponde, segun las predicciones, a LLP2 [15] o a un fragmento del epitopo
de Kennedy [17]. El equipo de Liu et. al., en 2010 (Figura 7), predice el TMD previamente conocido de
23 aminoacidos en la posicién 684 — 706 de gp41 en la cepa HXB2. No obstante, un andlisis de unién
de anticuerpos contra KE y LLP2, epitopos tedricamente localizado en el endodominio, resulta
positivo en el compartimento extracelular, contradiciendo por tanto la teoria de un Unico dominio
transmembrana, pues para que KE y LLP2 puedan encontrarse en el exterior, gp41 tiene que sufrir un
cambio conformacional que suponga como minimo una insercidn en la membrana por parte de otro

segmento de la cola intracitoplasmica [15].

A. B.
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Figura 8. Diferentes modelos estructurales para el endodominio de gp41. (A) Modelo tradicional con un solo TMD en
a-hélice. (B) Modelo alternativo con tres TMD en hoja f3, en el que el KE estd expuesto al medio extracelular. Adaptado de

J.D. Steckbeck et al., 2010 [17].
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Por otro lado, el equipo de Steckbeck et. al. en 2010 apunta a que la conformacién de gp41,
concretamente de su CTT, varia en funcién de la proximidad que tenga el virién a la célula
hospedadora (Figura 8). Es decir, sugieren que la conformacién nativa de gp41 tiene un solo TMD,
pero al aproximarse el VIH a una célula LT, se producen cambios en la conformacidon de la
glicoproteina que suponen la exposicidn, aunque transitoria, del KE al medio extracelular. De este
modo, un fragmento del propio KE, LLP2 o un segmento intermedio entre ambos dominios [23]

constituiria un tercer TMD.

1.7 Otras terapias antivirales: inhibidores de fusion de primera,

segunda y tercera generacion

Puesto que se sabe que el ectodominio de gp41 es esencial para la fusién de membranas, se han
disefiado inhibidores de la fusién complementarios a regiones especificas del mismo, con la finalidad
de impedir que pueda desempeiiar su funcion, evitando por tanto la fusién de membranas y la
formacidon del poro de entrada [11, 12, 16]. A fecha de hoy, ha habido tres generaciones de
inhibidores de fusién para el VIH. El primer inhibidor disefiado fue Maraviroc (Selzentry, Celsentri de
Pfizer). Se trata de un antagonista del co-receptor CCR5. Enfuvirtude o T20 (Fuzeon de
Roche/Trimeris), SJ-2176 y C34 son de primera generacion. Se trata de pequefios péptidos analogos
de HR2, cuyo modo de accidn consiste en la competicion con HR2 para unirse a HR1.De este modo,
se impide el empaquetamiento de HR2 en los surcos hidrofébicos de HR1, bloquendo a su vez la
formacién del paquete de seis hélices subsiguiente al colapso de la estructura en pre-horquilla a la
horquilla post-fusion (Figura 9). Este bloqueo consigue inhibir la dispersién del virus via célula-célula
y constituye un avance muy Util si se usan en co-terapia con otros farmacos anti-VIH, pero la baja
biodisponibilidad que presentan estos péptidos y la corta vida media en plasma limitan su uso e

hicieron necesario el desarrollo de inhibidores de segunda generacién [11].

A partir de la secuencia de T20, se disefid T1249, un péptido de mayor longitud que su
predecesor y con una secuencia ligeramente diferente, consiguiendo una respuesta mejor incluso en
pacientes en los que la terapia con T20 fue infructuosa. El problema de T1249 es que presenta
estructura en random-coil, por lo que es sensible a la degradacién por proteasas y se une con menor

afinidad a HR1 al carecer de la estructura en a-hélice necesaria [11].
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Figura 9. Parte superior: cambio conformacional de gp41 de su estructura extendida (pre-horquilla) al ovillo de seis
hélices, susceptible de ser inhibido, en el que se empaqueta HR2 hidrofébicamente en los surcos de HR1. Parte inferior:

inhibicion del colapso por parte de un péptido andlogo a HR2. Adaptado de B. Berkhout et al., 2012 [11].

En la tercera generacidon de inhibidores de fusién, se pretendié mejorar la vida media en plasma
y la estructura en a-hélice, afiadiendo puentes salinos y diaminoalcano en cada giro de la hélice. Se
disefaron Cp32M, Sifuvirtude y T2635, que presentan una mayor estabilidad térmica, vida media en
plasma y potencia antiviral. Se incrementa la resistencia a proteasas y peptidasas afiadiendo grupos
funcionales en el extremo N-terminal y en el C-terminal. También se mejoran las propiedades
farmacocinéticas y la vida media del péptido en suero mediante otras modificaciones y su unién a
proteinas de plasma. De este modo, se ha estudiado en ratones un nuevo inhibidor conjugado a
través de un agente de entrecruzamiento de polietilenglicol con un transportador pentasacdrido que
une antitrombina, con una vida media in vivo prolongada y una mayor actividad antiviral. En
humanos, este nuevo inhibidor tendria una vida media de 120h, lo que implicaria Unicamente una

inyeccion por semana [11].

1.8 Introduccion a la simulacion de sistemas biol6gicos por ordenador

El estudio de los sistemas biolégicos constituidos por membranas resulta arduo y complejo. Esto
es debido en parte a la gran diversidad en estructura y composicién de las membranas de distintos

organismos, organulos y compartimentos intracelulares, puesto que existen miles de especies Unicas
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de lipidos, con propiedades y comportamientos caracteristicos, que se presentan en proporcién
variable junto con otros componentes como proteinas [25, 28]. Ademas, la interaccién de proteinas
con membranas resulta dificil de estudiar, ya que generalmente las secuencias que interaccionan con
lipidos o se insertan en el interior de la bicapa suelen ser muy hidrofébicas y agregan en solucién. De
este modo, estudiar directamente en células procesos de interaccion proteina-lipido resulta muy
dificil, debido a que las técnicas de estudio actuales (espectrometria, cristalografia) carecen de la
resolucidn espacial (escala atdmica) y temporal (nanosegundos) necesarias para una observacién

directa de este tipo de fenédmenos [26].

Por este motivo, técnicas computacionales como el modelado molecular suponen un gran
avance, ya que se pueden conseguir simulaciones a gran escala temporal, permitiendo observar la
evolucidn del sistema a largo plazo en periodos de tiempo mas breve, obteniendo representaciones
mas realistas. Actualmente estas técnicas se usan en paralelo con las experimentales para ensayos

descriptivos o predictivos [25, 27].

Las simulaciones mediante dindmica molecular se fundamentan en la mecanica clasica y
estadistica. Requieren un equipo de hardware rapido y capaz de llevar a cabo cdlculos matematicos
muy complejos. Las interacciones se calculan entre dtomos, mediante el uso de pardmetros que
definen el campo de fuerza, en funcidn de la variacién de energia potencial. En cada paso de la
simulacidn, se determina la variaciéon de energia de cada dtomo con respecto a sus coordenadas. El
resultado de una simulaciéon de dinamica molecular es un archivo de trayectoria de pocos micro o
nanosegundos que incluye informacidon acerca de los movimientos e interacciones que pueden
ocurrir en un sistema bajo unas condiciones determinadas, incluyendo aquellas que no son

accesibles experimentalmente [25 - 27].

Sin embargo, las membranas bioldgicas son muy diferentes a los sistemas modelo, puesto que
contienen muchas proteinas, estan sometidas a fuerzas de no-equilibrio y a los efectos del

citoesqueleto, que no se reflejan en las simulaciones [27].

Por otro lado, la mayoria de los procesos bioldgicos de interés suceden en la escala de los
microsegundos o milisegundos, por lo que las simulaciones por dindmica molecular se ven limitadas
por los cortos intervalos de tiempo requeridos para una correcta integracién y descripcién de la
trayectoria molecular. No obstante, la mejora de los algoritmos matemadticos, la disponibilidad de
hardware mas rapido y el refinamiento de los campos de fuerza disponibles hacen que la distancia

gue separa las simulaciones y los experimentos sea cada vez menor [27].
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1.9 Justificacion del presente trabajo

Se sabe que el ectodominio de gp41 juega un papel esencial en la fusién de las membranas
durante la entrada del VIH pero estudios recientes [3, 11, 12, 15 — 17, 20, 23, 27] apuntan a que la
region C terminal (tedéricamente en el endodominio de gp41) puede intervenir también en la fusidn,
dada la dualidad de estructura que esta glicoproteina presenta, asi como la capacidad de unién a

membranas que tiene el CTT.

Por estos motivos, para este trabajo se ha considerado que un estudio en profundidad sobre la
interaccion entre la regidon LLP3 y la membrana podria resultar esclarecedor y aportar mas luz a los
pocos rasgos conocidos del endodominio de esta glicoproteina. El disefio de un inhibidor de la
interaccion entre LLP3 y la membrana podria abrir una via para el desarrollo de nuevas terapias con

mayor eficacia que las actualmente conocidas.
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2. Antecedentes y objetivos

En la ultima década del siglo pasado se ha estado estudiando de manera exhaustiva el
ectodominio y la regién transmembrana de gp41, mientras que su endodominio, su estructura y sus
funciones permanecian en segundo plano, con una importancia menor. No obstante, recientemente
muchos grupos de investigacidon estdn trabajando en la tarea de descubrir nuevos aspectos del
endodominio de la glicoproteina de fusidn del VIH y, por tanto, haciendo surgir nuevas necesidades,

nuevos descubrimientos y mas dudas.

El equipo de investigacién del profesor José Villalain ha estado investigando el VIH, sus
glicoproteinas y su interaccion con membranas mediante técnicas espectroscépicas (fluorescencia,
RMN e infrarrojo) y calorimetria [35 - 39]. En 2006, se realizé un estudio para determinar las regiones
mds membranotropicas de gp4l, concluyendo que el FP, una pequena regién del NHR
inmediatamente consecutiva al FP, parte del bucle, el dominio pretransmembrana, el TMD vy los LLP
tienen caracteristicas membranotrdpicas en mayor o menor medida, mientras que el CHR y el KE no
las poseen. En 2007, se demostré que la primera parte de NHR interacciona especificamente con
lipidos con carga negativa, induce desestructuracion y agregaciones en liposomas, por lo que se
induce que participa en sinergia con otras regiones membranotrépicas en la fusion de membranas.
Por ultimo, en 2008 se realizé un estudio de LLP3 y se determind que afecta al comportamiento de
fase de la membrana y que induce desestructuracién y agregacion en liposomas. Sugirieron que
podria formar parte de un bucle externo junto con KE, pudiendo tener una funcién modulatoria en la

fusidn viral o la gemacion, en sinergia con otras regiones de gp41.

De este modo y siguiendo con la linea de investigacion del grupo, el objetivo del presente
trabajo de fin de grado es la determinacién y caracterizacidon de las interacciones de un péptido
correspondiente al dominio LLP3 de gp41 con una membrana de composicion lipidica heterogénea,
mediante una simulacién in silico. En el caso de que se determine la existencia de una interaccién
especifica en lipidos en general o algun lipido en particular, se podria proceder al disefio de un

inhibidor de dichas interacciones con el fin Ultimo de encontrar un antiviral especifico para este virus.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Caracterizacion del sistema

La secuencia del dominio LLP3 de la glicoproteina gp41, tiene 32 aminoacidos de longitud y es la
siguiente: LLGRRGWEVLKYWWNLLQYWSQELKSSAVSLL. Con el fin de dotar a la secuencia de

estructura secundaria en a-hélice, se utilizé el programa PyMol (Figura 10A) [29].
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Figura 10. (A) a-Hélice construida a partir de la secuencia primaria de LLP3 utilizando Pymol [29]. (B) Estructura

molecular de los lipidos DVPS, DVPE, DVPC y DVPG a pH fisiolégico (todos ellos se han derivado de POPS, POPE, POPC y

POPS para realizar la HMMM) y del DCLE (dicloroetano) presente en la interfase de la bicapa.

Las dos capas de la membrana se mantienen unidas entre si mediante una interaccién de tipo
hidrofébico entre las cadenas alifaticas de los lipidos que las configuran. La longitud de dichas
cadenas determina la velocidad de la simulacidn, pues a mayor longitud de las mismas, la interaccién
hidrofdbica entre las hemicapas serda mas fuerte. Este hecho implica que el deslizamiento lipidico
entre la capa superior y la inferior serd mas lento también, teniendo como consecuencia un aumento

en el tiempo necesario de simulacidn para lograr determinar las interacciones objeto de estudio.
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Por tanto, para que el proceso de simulacién sea lo mds corto posible, pero siendo fiel en todo
momento a la realidad, se utilizan, en lugar de bicapas convencionales, los sistemas modelo HMMM
(High Mobility Membrane — Mimetics; miméticos de membranas de alta movilidad). Estos modelos
tienen dos rasgos caracteristicos. En primer lugar, los lipidos que forman la bicapa son de cadena
corta (derivados de lipidos de cadena larga) y, en segundo lugar, hay una interfase de naturaleza
organica presente entre las dos bicapas. Estos dos factores aceleran el movimiento de los lipidos
(deslizamiento, rotacidn, etc), por lo que el tiempo de simulacién se reduce notablemente (2 — 3

veces menor).

La construccién de una membrana bioldgica para llevar a cabo la simulacién de la interaccién
péptido-lipido se llevé a cabo de manera rapida y sencilla gracias al uso de la aplicacion web

http://www.charmm-gui.org [Figura 11] [30].

e CARGAR LAS COORDENADAS DE LA PROTEINA ]

e ORIENTAR LA PROTEINA CON RESPECTO A LA MEMBRANA

e DETERMINAR EL TAMANO DEL SISTEMA ]

e CONSTRUIR LOS COMPONENTES: LIPIDOS DE LA BICAPA,
el PROTEINA, AGUA y IONES

* ENSAMBLAJE DE LOS COMPONENTES

S <LK i 4

e EQUILIBRADO DEL SISTEMA ]
PASO 6

Figura 11. Esquema del proceso de trabajo que sigue la aplicacion web charmm-gui para la obtencién del sistema

proteina-membrana.

3.2 Simulacion de dinamica molecular

Hemos llevado a cabo simulaciones de dindmica molecular usando NAMD2.9 (NAnoscallable
Molecular Dinamics) [40], el campo de fuerza CHARMMS36 para los lipidos [41] y el campo de fuerza
general CHARMM para LLP3 [42], obtenidos de http://mackerell.umaryland.edu/charmm_ff.shtml.

Para el agua, hemos usado el modelo TIP3P [43]. Todas las simulaciones se han llevado a cabo con un
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numero constante de particulas en condiciones NPT a 1 atm y 310K. El lapso de tiempo por paso de
simulacidn escogido ha sido 2 fs. Se ha utilizado el método de Nosé-Hoover Langevin para mantener
la presidn constante [44, 45]. La temperatura se ha mantenido constante mediante la dindmica de
Langevin, con un coeficiente de amortiguacion (y) de 0,5 ps™. Para calcular la interaccién a largo
alcance de los sistemas, se ha usado el método de la malla de Ewald para particulas estandar en
condiciones limite periddicas. Las interacciones de no-enlace se restringen a 12 A, con una funcién de
suavizado aplicada tras los 10 A [46]. Antes de la simulacidn y con el fin de eliminar los contactos
atédmicos desfavorables, los sistemas modelo de membrana tuvieron un proceso de equilibrado de 1
ns, después de 50000 pasos de minimizacidn. La trayectoria de los sistemas lipidicos se ha calculado
durante 90 ns. Todas las simulaciones se han llevado a cabo en un entorno electrostaticamente

neutro con un nimero apropiado de iones de sodio/cloro.

3.3 Modelo de membrana

Hemos utilizado un modelo mimético de membrana lipidica con alta movilidad (HMMM),
compuesto de DVPC / DVPE / DVPS / DVPG (divaleril-fosfatidilserina, divaleril-fosfatidiletanolamina,
divaleril-glicero-3-fosfoserina, divaleril-fosfatidilglicerol) en una relacién molar de 3: 1: 1: 1. Estos,
derivados de POPC, POPE, POPS y POPG (palmitoiloleil-fosfatidilserina, palmitoiloleil-
fosfatidiletanolamina, palmitoiloleil-glicero-3-fosfoserina y palmitoiloleil-fosfatidilglicerol), conservan
la cabeza polar del precursor y los seis primeros carbonos de sus cadenas acilo. Como interfase
orgdanica que acelere el proceso de simulacién, se ha utilizado DCLE (dicloroetano). El modelo consta
de 300 moléculas de lipido (150 lipidos en cada hemicapa) en una caja rectangular. El sistema de
derivados DVPC / DVPE / DVPS / DVPG estaba rodeado de 56502 moléculas de agua [47]. La Figura 10
presenta la estructura y numeracion de carbono de las moléculas consideradas en este estudio, LLP3
(Figura 10A), los derivados de POPS, POPE, POPC, POPG y DCLE (Figura 10B). La bicapa se localiza en
el plano xy y la normal de la bicapa es paralela al eje z. Inicialmente, la caja de simulacion tenia las
dimensiones de 8,9 nm en las direcciones x e y, y 8 nm en la direccion z. La altura de la caja de
simulacidn y las dreas de seccién transversal podian variar independientemente una de otra. Los
modelos de membrana se han preparado utilizando el servidor web CHARMM-Gui

(http://www.charmm-gui.org, [30]). El plug-in de generacién automatica de PSF de VMD [31] se ha

utilizado para obtener los archivos PSF y PDB necesarios para que NAMD pueda construir el sistema

completo.
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3.4 Analisis

La superficie de la membrana se define por la capa de los 4&tomos de los grupos fosfato de las
cabezas de los fosfolipidos y se orienta paralela al plano xy. El espesor de la bicapa se ha definido
como la distancia media entre los atomos de fésforo de los fosfolipidos de las hemicapas opuestas,
mientras que el centro de la bicapa, z = 0, se ha definido por el centro de masa de los 4&tomos de las
moléculas de fosfato de los fosfolipidos. El centro de masa, distancia z, de la molécula LLP3 con
respecto al centro de la bicapa se ha utilizado para estudiar su distribucidn espacial en la membrana.
Se han usado VMD [31] y Pymol [29] para la visualizacidn y el analisis. El grosor de la membrana, el
centro de masas y el RMSD (Root-Mean-Square Deviation) se han obtenido mediante el plugin de
VMD Membplugin [48] mientras que los perfiles de densidad de masas se han calculado utilizando el

plugin de VMD Density Profile Tool [49].
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4.Resultados y discusion

El péptido LLP3 es una regién del CTT de gp41 que consta de 15 aminodcidos de longitud y tiene
estructura helicoidal. LLP3 esta cargado positivamente e interacciona con lipidos zwitteridnicos y de
carga negativa, pudiendo inducir perturbaciones en la membrana e insertarse. Para caracterizar
molecularmente su interaccion con la membrana, se ha utilizado una simulacién de dinamica

molecular mediante la aproximacién del modelo HMMM.

El modelo HMMM estaba compuesto de 4 tipos de fosfolipidos de cadena corta, DVPC y DVPE,
zwitteridnicos y DVPS y DVPG, cargados negativamente, en la proporcién 2:1:1:1. Para asegurar que,
en el caso de que hubiera un proceso de union, este no se viera influido por el hecho de haber
situado el péptido en contacto con la membrana (o en su interior) al inicio de la simulacién, LLP3 se
ubicd en medio de la capa de agua sin tocar la superficie de la membrana, a 15 A de la superficie
(Figura 12A). Como se observa en el Ultimo paso de simulacion (Figura 12B), la interaccidn especifica
de LLP3 con la superficie de la membrana nos ha permitido la caracterizaciéon del proceso de unidn,

determinar los residuos involucrados en la unidn y describir la localizacion y orientacién de LLP3 en la

membrana.

Figura 12. Representacién del sistema al inicio (A) y al final (B) de la simulacidon. En rosa, LLP3. Formando la
membrana: en marrén, DVPC; en rojo, DVPG; en verde, DVPS, en azul, DVPE; en amarillo DCLE. Rodeando todo el sistema,

moléculas de agua (en rojo y blanco).
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Con el fin de conocer la estabilidad del sistema, se han calculado el grosor de la membrana, el
centro de masas de LLP3 y de los fosfolipidos de la membrana y el RMSD de LLP3 (Figuras 13 a 15). Se
entiende por grosor de la membrana la distancia promedio entre los atomos de fésforo del grupo
fosfato de las cabezas polares de los fosfolipidos que configuran las dos capas, Z+ y Z-. La figura 13
representa el grosor de la membrana durante todo el proceso de simulacion (85 ns
aproximadamente). En ella se ve que el grosor de la membrana simulada tiende a ser constante, con
un ligero cambio durante los primeros 25 ns, que puede ser debido a reestructuraciones de los
lipidos que la configuran. El hecho de que no haya variaciones significativas a nivel global a partir de
los 25 ns, sugiere que los fosfolipidos se equilibraron al principio de la simulacién y que el sistema se
estabilizé6 tempranamente alcanzando un estado estacionario, confirmando que la metodologia de
simulacidn era adecuada. Por tanto, la aproximacién HMMM para simulaciones con membranas es

capaz de alcanzar un sistema estable.

Por otro lado, la oscilacidon del centro de masas de LLP3, la membrana y los fosfolipidos se
muestra en la figura 14. El centro de masas de LLP3 oscilé entre 42 A y 27 A durante toda la
simulacidn, mostrando una evidente dispersidn entre las distancias maxima y minima. Por otro lado,
el centro de masas de los lipidos de los fosfolipidos de cada hemicapa exhibié una menor dispersion

durante toda la simulacién, entre 21 Ay 19 A para los fosfolipidos de Z+y entre -18 Ay -19 A para los

GROSOR DE LA MEMBRANA
50

40 i

30

20

10

I I I I I I I I
5000 15000 25000 35000 45000 55000 65000 75000 85000
Iteracion (ps)

Figura 13. Representacion grafica de la evolucion del grosor de la membrana en Angstroms, durante el proceso

completo de simulacién.
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fosfolipidos de Z-, lo que no supone una variacion importante. Al igual que el grosor de Ia
membrana, su centro de masas permanece constante debido a que el sistema es estable. Cabe
destacar que el péptido difunde libremente en agua y la unidn no depende de su configuracién
inicial. Sin embargo, se puede observar que el centro de masas del péptido se localiza siempre sobre
el nivel de los atomos de fosfato. Este dato podria implicar que el péptido no se inserta en la
membrana pero se acerca a la superficie (Figura 14B). Puesto que LLP3 posee estructura en a-hélice,
cuando esta cambia su orientacion, su centro de masas oscila considerablemente (10 — 15 A) entorno
a la distancia inicial a la bicapa, 15 A. Inicialmente, el péptido fue situado paralelo a la superficie de la
membrana, pero a lo largo de la simulacion, LLP3 ha rotado de su posicidn inicial hasta encontrar una
orientacién mds estable al cabo de unos 62 ns, en la que el extremo N-terminal esta en contacto con

los fosfolipidos de la hemicapa Z+.
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Figura 14. (A) Centro de masas de la membrana (rojo para los fosfolipidos de la hemicapa superior o Z+, azul para los
fosfolipidos de la hemicapa inferior o Z-, negro para el promedio de ambos) y del péptido LLP3, en fucsia. (B) Superposicion
de una captura del sistema al grafico del centro de masas, con el fin de ilustrar mejor a qué corresponde cada capa. DVPC

(marrén), DVPG (rojo), DVPS (verde), DVPE (azul), DCLE (amarillo) y LLP3 (fucsia).

Por otro lado, se han calculado los perfiles de densidad de masa para todos los componentes
del sistema (DVPC, DVPS, DVPG, DVPE, LLP3, el DCLE y el agua). La figura 15 muestra cémo se
distribuyen los componentes durante los ultimos 3 ns. Como se aprecia en la figura 15, DVPC, DVPG,
DVPE y DVPS yacen entre las capas de agua y DCLE, mostrando dos partes diferenciadas, una
correspondiente a las cadenas hidrocarbonadas y la otra a las cabezas polares, fosfato mas colina,
glicerol, etanolamina y serina, respectivamente. LLP3 se localiza inmerso en la capa de agua. Es

interesante destacar que el péptido se encontraba inicialmente a 25 A de distancia de la superficie de
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la membrana y orientado paralelamente. No obstante, como se observa en la figura 15, LLP3 cambia
su posicion durante el proceso de simulacién, aproximandose a la superficie de la bicapa, lo que
indicaria la capacidad del péptido de unirse o interactuar con los fosfolipidos que forman la superficie

de la membrana.
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Figura 15. Perfil de densidades de todos los componentes del sistema simulado. Para una mejor visualizacién, se han
multiplicado DVPC por 2, DVPS, DVPE, DVPG por 4 y LLP3 por 10. En la derecha, se adjunta una captura del sistema
simulado, para ilustrar con mayor claridad la localizacién de los componentes: DVPC (marrén), DVPG (rojo), DVPS (verde),

DVPE (azul), DCLE (amarillo) y LLP3 (fucsia).

En la figura 16 se representa la variaciéon del RMSD para LLP3, que determina el cambio de
posicion de los dtomos del péptido durante los 85 ns de simulacidn. Inicialmente y hasta los 45 ns, el
RSMD sugiere inestabilidad en la proteina, debido a que se valoran todas las posiciones posibles. A
partir de entonces, se establece una interaccidn entre LLP3 y la superficie de la bicapa. Dicha
interaccion estabiliza el péptido, disminuyendo los valores que toma el RMSD. Con el fin de obtener
mas informacidn acerca de la interaccion entre LLP3 y la membrana, se han calculado los enlaces de
hidrégeno totales, especificos por lipido y especificos por aminoacido y por lipido (Figuras 17 a 20).
En la figura 17 se representa graficamente los enlaces de hidrégeno totales durante los 85 ns de

simulacidn. Inicialmente y debido a la orientacidn inicial de LLP3, paralela a la superficie de la
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Figura 16. RMSD del péptido LLP3 durante todo el proceso de simulacion.

membrana, el nimero total de enlaces de hidrégeno posibles es mayor que conforme avanza la
simulacidn, ya que el péptido se inclina, acercandose a la membrana. De este modo, en la figura 17
se aprecia cdmo, a partir de los 80 ns aproximadamente, el nUmero maximo de enlaces de hidrégeno
disminuye y tiende a permanecer constante, puesto que la interaccién de LLP3 con la membrana se
estabiliza. Puesto que la estructura global de LLP3 unido a la membrana permanece generalmente
inalterada durante la simulacidn, las cadenas laterales del péptido son entonces las principales

involucradas en la unidn y por tanto responsables de su estabilidad.
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Figura 17.Enlaces de hidrogeno totales durante todo el proceso de simulacion.
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La figura 18 muestra los enlaces de hidrégeno especificos para cada lipido durante los Ultimos 6
ns de simulacidn. Asi, se aprecia que el péptido tiene mayor interaccién con los lipidos DVPG, DVPCy,
en menor medida, con DVPS. Ademas no hay interaccién con DVPE. Recordando la estructura de
cada lipido a pH fisioldgico (Figura 10), sabemos que DVPG tiene una carga negativa, proveniente del
grupo fosfato. DVPS tiene dos cargas negativas por parte de los grupos fosfato y carboxilo, de las
cuales una se neutraliza con la carga positiva del grupo amino. Por otro lado, DVPC y DVPE tienen
carga neta cero debido a que se neutraliza la carga negativa de la cabeza polar con la carga positiva
de la amina en ambos casos. Sabiendo que los grupos cargados tienen mayor dificultad para
presentar este tipo de interaccidn, entonces es comprensible que sean los lipidos derivados de POPG

los que forman prioritariamente enlaces de hidrégeno con LLP3.

ENLACES DE HIDROGENO ESPECIFICOS

ED\VPE
D VPS

O VPC
DVPG

Figura 18. Enlaces de hidrégeno totales, especificos para cada lipido (Ultimos 6000 ps de simulacién).

Como se aprecia en las figuras 19 y 20, los residuos que interaccionan mayoritariamente con los
lipidos de la membrana son Arg5, Trp8, Leu2, Leu3, Gly4 y Arg6. De todos ellos, el principal es la Arg5,
tal como se puede observar en las figuras 19 y 20. Estas observaciones acentian el hecho de que los
residuos de arginina, sobre todo la Arg5, son responsables de la union del péptido, estabilizan la

estructura helicoidal del péptido unido y la carga es el Unico contribuyente a la unién.
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Figura 19. Numero de enlaces de hidrégeno formados entre aminodcidos concretos de LLP3 y cada tipo de lipido,
durante los Ultimos 6000 pasos de simulacion (Nétese que no se dan enlaces de hidrégeno entre LLP3 y PE en este lapso de

tiempo).
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Figura 20. Grafico que muestra la cantidad de enlaces de hidrégeno formados entre los primeros 7* aminodcidos de

secuencia de LLP3 y los lipidos de la membrana, en tanto por ciento.

*Debido al sistema de numeracién de VMD, el primer aminoacido de la cadena es nombrado como 2.
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5. Conclusiones y proyeccion futura.

En este trabajo, se ha estudiado mediante dindmica molecular la interacciéon de un péptido
derivado de la regién LLP3 de la proteina gp41 del virus del SIDA con membranas modelo de alta
movilidad. La proteina gp41 resulta fundamental en el proceso de entrada del virus VIH en la célula
del huésped. Determinar el mecanismo de fusidn y la obtencidn de inhibidores de dicha fusidn son

elementos clave en la lucha contra esta infeccion.

Durante la realizacidn de este trabajo, se ha demostrado la existencia de una unidn especifica
entre el péptido estudiado y la membrana simulada. Una vez que se establece dicha interaccidn, se
mantiene constante a lo largo de toda la simulacién. Se ha observado ademds que la interaccién se
realiza principalmente mediante el aminodcido Arg5. Esto significa que se trata de una unién por

carga, descartando las de tipo hidrofdbico.

Puesto que se ha determinado que el aminoacido Arg5 es el principal responsable de la
interaccion entre este péptido y la membrana, la inhibicién de dicha interaccién mediante otro
péptido o molécula organica posibilitaria su utilizacién como posible inhibidor de la fusién entre
membranas mediada por la proteina gp41. Estos datos nos pueden ayudar en nuestra comprension

del mecanismo molecular de la fusion y la busqueda de mas y mejores inhibidores.
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