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[bookmark: _Toc13134318]RESUMEN
4-Hidroxi-2-nonenal (4-HNE), es el producto final principal de la peroxidación lipídica, capaz de introducir grupos carbonilo mediante adición de Michael a las cadenas laterales de aminoácidos nucleofílicos como Cys, Lys e His. De este modo, afecta la estructura y función de las proteínas, promoviendo su degradación selectiva por el proteasoma. 
[bookmark: _Hlk11768195]Por esta razón, 4-HNE se considera un importante biomarcador de estrés oxidativo en diferentes procesos fisiopatológicos relacionados con el envejecimiento, cáncer, diabetes, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas e infecciosas como la malaria. De esta última, se ha descrito la modificación en proteínas de membrana del eritrocito humano y su potencial papel en las manifestaciones clínicas de malaria grave. Sin embargo, los mecanismos moleculares de la carbonilación de proteínas producida por 4-HNE y su relación con el anterior espectro de enfermedades, no es del todo comprendido. Menos conocidos aún, son los cambios estructurales que sufre la proteína modificada y la forma como estos pueden afectar su interacción con otras biomoléculas.
Por lo tanto, la propuesta del presente estudio consistió en investigar a nivel atómico, los efectos estructurales y funcionales de las modificaciones con 4-HNE sobre un grupo de proteínas modelo, mediante simulación por Dinámica Molecular.  Tres fueron las razones consideradas para ello:1) los estudios computacionales de proteínas modificadas han evolucionado significativamente y en la actualidad se consideran un complemento a la investigación experimental, pues permite comprender, de manera detallada, los cambios que inducen estas modificaciones en el plegamiento de las proteínas. 2) en el caso particular de la carbonilación, la simulación computacional de proteínas con este tipo de modificación ha sido poco estudiada por presentar aminoácidos no estándares que requieren la construcción y validación de nuevos parámetros compatibles con los campos de fuerza de los diferentes programas. 3) los estudios in sílico realizados a la fecha en proteínas carboniladas con 4-HNE, poseen alcance limitado debido a los cortos tiempos de simulación y la falta de descripción en  los detalle de desarrollo de los nuevos parámetros y las metodologías de parametrización de los aminoácidos no estándares.
En este orden de ideas, inicialmente se desarrolló un procedimiento para la construcción y validación de parámetros en el campo de fuerza GAFF de AMBER para tres nuevos residuos no estándares, productos de la adición de Michael: CYS-4HNE, HIS-4HNE y LYS-4HNE; y un cuarto residuo: el pirrol-aducto ARG-4HNE. 
Esta primera etapa constituyó el paso limitante para proceder al análisis de proteínas modificadas con 4-HNE, y constituye un aporte significativo de la presente investigación, ya que por primera vez se construyen los parámetros AMBER de 4-HNE en la forma hemiacetálica estable, sobre aminoácidos susceptibles de formar aductos de Michael y pirrol-aductos, reportados en la literatura científica. Adicionalmente, se generó un marco de referencia para la parametrización de diferentes aldehídos reactivos provenientes de la peroxidación lipídica.  
Los parámetros construidos en este estudio, fueron evaluados y aceptados por el grupo Computational Byophysics and Drug Design (Bryce) de la Universidad de Manchester. Actualmente se encuentran depositados en la base de datos de parámetros AMBER del grupo Bryce (http://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/) donde están disponibles para toda la comunidad científica, en especial los usuarios del software AMBER y aquellos que estudian modelizacion molecular de proteínas carboniladas con programas como NAMD, GROMACS, CHARMM, entre otros,  dada su compatibilidad con la plataforma AMBER. Los primeros resultados derivados de esta primera parte, se recogen en el artículo de investigacion titulado Development and benchmark to obtain AMBER parameters dataset for non-standard amino acids modified with 4-hydroxy-2-nonenal. Publicado en la revista Data in Brief
Una vez estandarizados y validados los nuevos residuos de aminoácidos no estándares, estos se utilizaron para describir, por primera vez, los efectos estructurales de la carbonilación con 4-HNE. Para ello, se escogieron dos sistemas de proteínas de pequeño y mediano tamaño, con el objeto de realizar  un  análisis estructural detallado de los efectos de la modificación sobre los niveles terciario y secundario de proteínas modelo, como albúmina de suero bovino (BSA) y la enzima antioxidante tiorredoxina (TRX). La primera es la principal proteína sanguínea trasportadora, y la segunda hace parte de las principales defensas antioxidantes en células de mamíferos. 
Ambas proteínas contaban con reportes experimentales previos de carbonilación con 4-HNE. Así por ejemplo, BSA ha sido usada como proteína control en estudios de proteómica REDOX para implementar métodos de identificación de los residuos afectados, mediante espectrometría de masas; mientras que TRX se ha empleado para demostrar el efecto inhibidor de 4-HNE sobre la actividad de esta enzima, luego de oxidar la Cys-32 ubicada en el sitio activo de la proteína. El análisis de la simulación por dinámica molecular de ambos sistemas de proteínas, demostró que la modificación con 4-HNE induce cambios estructurales locales, específicamente en la estabilidad conformacional, el plegamiento, la flexibilidad y la estructura secundaria.  Por otra parte, los sistemas evaluados mostraron un aumento en el potencial lipofílico y una modesta disminución en el potencial electrostático en BSA, pero un aumento en TRX. Los resultados de esta segunda parte, se pueden detallar en el artículo de investigacion titulado 4-HNE carbonylation induces local conformational changes on bovine serum albumin and thioredoxin. A molecular dynamics study, publicado en el; Journal of Molecular Graphics and Modelling. 

Finalmente, con el fin de profundizar en los efectos de esta carbonilación, se evaluó su impacto sobre la formación de un complejo de proteína de membrana eritrocitario, específicamente se modificó el dominio ZU5-ANK de ankirina y la β-espectrina se mantuvo sin cambio. En este caso, se realizaron dos tipos de análisis, uno estructural y uno funcional, para medir el efecto de la carbonilación con 4-HNE en el parche positivo del dominio ZU5-ANK y como esto afectó su interacción con las repeticiones 14,15-de la -espectrina. Estas proteínas son componentes principales de los complejos de membrana del eritrocito humano, responsables de las propiedades elásticas de este y que aparecen alterados por el estrés oxidativo en polimorfismos protectores de malaria grave, como la deficiencia de G6PD y el rasgo falciforme. 
En este capítulo, inicialmente se modificaron los nueve residuos nucleofílicos ubicados en el parche de carga positiva del dominio ZU5-ANK de la ankirina, los cuales son residuos complementarios de la β-espectrina. Luego, los sistemas nativos y modificados fueron analizados mediante simulación por Dinámica Molecular para determinar qué tipo de residuo modificado ocasiona los mayores cambios estructurales sobre el dominio ZU5-ANK. De esta forma se seleccionaron dos sistemas modificados en las lisinas 137 y 138 para determinar los efectos sobre la formación del complejo ZU5-ANK-β-espectrina. Para ello, además del análisis estructural, se aplicaron cálculos de energía libre utilizando los métodos Molecular Mechanisc/Poisson-Boltzman Surface Área (MM-PBSA) y Molecular Mechanisc/Poisson-Boltzman Surface Área (MM-GBSA) para el complejo nativo y los dos modificados. 
Los resultados mostraron que 4-HNE indujo cambios conformacionales a nivel local en todos los sistemas evaluados así como una alta movilidad en los sitios de modificación y en algunas áreas distantes localizadas en el parche cargado positivamente del dominio ZU5-ANK complementario con la β-espectrina. La carbonilación con 4-HNE en los residuos de lisina disminuyó la afinidad entre ZU5-ANK y la repetición de 14-β-espectrina, al disminuir las interacciones electrostáticas y de Van der Waals. Esto podría explicar la pérdida de la capacidad de deformación de los eritrocitos humanos bajo condiciones de estrés oxidativo en diferentes enfermedades.
Como conclusión de la presente tesis doctoral, se podría afirmar que la carbonilación de proteínas con 4-HNE induce cambios locales significativos, tanto en los sitios de la modificación como en áreas distantes, pero no produce cambios globales significativos. Sin embargo, estos cambios locales afectaron la estructura de las proteínas modificadas, tanto a nivel de estructura terciaria como cuaternaria en el complejo evaluado. Además, afectaron la funcionalidad del complejo.
Estos resultados contribuyen a la comprensión de los mecanismos moleculares que explican los efectos estructurales y funcionales de la carbonilación por 4-HNE sobre las proteínas, y se constituye un importante complemento de los estudios de proteómica redóx experimentales, específicamente a aquellos estudios dirigidos a develar el impacto de la modificación postraduccional oxidativa de 4-HNE y otros derivados de peroxidación lipídica en diferentes condiciones fisiopatológicas. 

Palabras claves: 4-HNE, Carbonilación, Dinámica Molecular, AMBER, BSA, TRX, Ankirina y Espectrina.
[bookmark: _Toc10649175][bookmark: _Toc13134319]SUMMARY
4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE), is the main end product of lipid peroxidation, capable of introducing carbonyl groups by Michael addition to the side chains of nucleophilic amino acids Cys, Lys and His, affecting the structure and function of proteins promoting their selective degradation by  proteasome.
For this reason, 4-HNE is considered an important biomarker of oxidative stress in different physiopathological conditions related to aging, cancer, diabetes, 
cardiovascular, neurodegenerative and infectious diseases `as malaria. 
In the latter, membrane proteins modification of the human erythrocyte and its potential role in the clinical manifestations of severe malaria has been described. However, the molecular mechanisms of protein carbonylation by 4-HNE and its relation to the previous spectrum of diseases is not fully understood. Less well known are the structural changes that modified protein undergoes and the way these can affect its interaction with other biomolecules.
Therefore, this study proposal was to investigate structural and functional effects of 4-HNE modifications on a set of model proteins at the atomic level by Molecular Dynamics simulation. There were three reasons considered for this: First, because computational studies of modified proteins have widely evolved and are considered a complement to experimental investigations at present, since allow to understand the folding changes of protein in detail induced by these modification. Second, the computational simulation of carbonylated proteins has been little studied since have non-standard amino acids, which require the construction and validation of new parameters compatible with force fields of different programs. Third, the in silico studies carried out to date on carbonylated proteins with 4-HNE, have a limited scope due to the short simulation times and the lack of a detailed description of the development of new parameters, as well as the parameterization methodologies of non-standard amino acids .
In this order of ideas, we initially developed a procedure for construction and validation of GAFF force field AMBER parameters for three new non-standard residues, products of Michael addition, these are CYS-4HNE, HIS-4HNE and LYS-4HNE. Also, a fourth type, the pyrrol-adduct ARG-4HNE. 
This first stage was the limiting step to analyse the modified proteins with 4-HNE and constitutes a significant contribution of the present investigation, because the AMBER parameters of the stable hemiacetal form of 4-HNE were built for first time on the amino acids susceptible to form addition of Michael and Pyrrol-adducts reported in the scientific literature. In addition, a benchmark for the parametrization of different reactive aldehydes coming of lipid peroxidation was generated.
The parameters constructed in this study were evaluated and accepted by the Computational Biophysics and Drug Design (Bryce) group of Manchester University. They are currently deposited in the AMBER parameter database of the Bryce group (http://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/) where they are available to the entire scientific community, especially AMBER software users and those who study molecular modeling of carbonylated proteins with programs such as NAMD, GROMACS, CHARMM, among others, given their compatibility with the AMBER platform. The first results derived from this first part, were published in the research article titled: Development and benchmark to obtain AMBER parameters dataset for non-standard amino acids modified with 4-hydroxy-2-nonenal. Published in the Data in Brief journal.
Once the new non-standard amino acid were standardized and validated, this were used to describe for first time the structural effects of carbonylation with 4-HNE. To this end, two small and medium sized protein systems were chosen, with the aim of performing a detailed structural analysis of the effects of modification on tertiary and secondary levels of proteins bovine serum albumin (BSA) and antioxidant enzyme Thiorredoxin (TRX). BSA is the main transporting blood protein and TRX enzyme is part of the main antioxidant defenses in mammals’ cells. 
Both proteins had previous experimental reports of 4-HNE carbonylation. For example, BSA has been used as control protein in REDOX proteomics studies to implement methods to identify affected residues by mass spectrometry; whereas TRX was used to demonstrate the inhibitory effect of 4-HNE on the activity of this enzyme after oxidizing the Cys-32 located in the active site. The Molecular Dynamics Simulation analysis of both proteins showed local changes in conformational stability, folding, flexibility and secondary structure as a consequence of 4-HNE modification. On the other hand, the systems evaluated showed an increase in the lipophilic potential and a modest decrease in electrostatic potential in BSA but an increase in TRX. The results of this second part can be detailed in the research article entitled 4-HNE carbonylation induces local conformational changes on bovine serum albumin and Thiorredoxin. A molecular dynamics study, published in the; Journal of Molecular Graphics and Modeling.
Finally, in order to delve into the effects of this carbonylation, its impact on the formation of an erythrocyte membrane protein complex was evaluated. In this case, a structural analysis was carried out complemented with a functional analysis to measure 4-HNE carbonylation effect of ZU5-ANK domain on its interaction with the 14-15-repeats of β-spectrin. These proteins are major components of the human erythrocyte membrane complexes responsible for the elastic properties of this and that are altered by oxidative stress in protective polymorphisms of severe malaria such as G6PD deficiency and falciform trait. In this chapter, we first modified the nine nucleophilic residues located in the positive charge patch of the ZU5-ANK domain of ankyrin, which are complementary to acid residues of repeat 14 of β-spectrin. Then, native and modified systems were analyzed by Molecular Dynamics simulation to determine which type of modified residue causes the greatest structural changes on the ZU5-ANK domain. In this way, two modified systems on lysine 137 and 138 were selected to determine the effects on the complex formation of ZU5-ANK-β-spectrin. For this, in addition to structural analysis, free energy calculations were applied using the Molecular Mechanisc / Poisson-Boltzman Surface Area (MM-PBSA) and Molecular Mechanisc / Poisson-Boltzman Surface Area (MM-GBSA) methods for native and two modified complex.
The results showed that 4-HNE induced conformational changes at local level over all systems evaluated and a high mobility in the modification sites and some located distant areas into the positively charged patch of ZU5-ANK domain complementary with β-spectrin. Carbonylation with 4-HNE on lysine residues decreased the affinity between ZU5-ANK  and the 14-β-Spectrin  repeat by decrease electrostatic and Van der Waals interactions. Which could explain loss of human erythrocyte deformation capacity under conditions of oxidative stress in different diseases.
In conclusion, it could be said that protein carbonylation with 4-HNE induces significant local changes, both in modification sites and distant areas, but does not produce significant global changes. However, these local changes affected the structure of modified proteins, both at the level of tertiary and quaternary structure in the evaluated complex. Further, affected the functionality of the complex
Finally, these results contribute to the understanding of molecular mechanisms that explain the structural and functional effects of protein carbonylation with 4-HNE and are an important complement to experimental redóx proteomics studies, 
specifically to those studies aimed at revealing the impact of oxidative post-translational modification with 4-HNE and other lipid peroxidation derivatives under different physiopathological conditions.
Key words: 4-HNE, Carbonylation, Molecular Dynamics, AMBER, BSA, TRX, Ankyrin y Spectrin.












[bookmark: _Toc13134320]INTRODUCCIÓN
Existen una serie de acontecimientos biomoleculares que ocurren durante la maduración de proteínas, que le permite a las células cumplir con sus procesos vitales. Dentro de estos, las modificaciones postraduccionales (MPTs) son reacciones covalentes que se dan entre diferentes especies químicas y las proteínas durante o posterior a la traducción, que tienen un amplio rango de efectos estructurales y funcionales.
La naturaleza de estas modificaciones puede ser muy variada, las proteínas pueden sufrir oxidaciones, glicosilaciones, acetilaciones, unión de moléculas lipídicas, fosforilación, unión covalente de otras proteínas pequeñas como la ubiquitina, entre otras [1]. En general a la fecha existen registradas en Protein Data Bank (PDB) un total de 39941 proteínas modificadas, categorizadas por aminoácidos modificados [2].
Como mecanismo modulador, estas MPTs pueden activar o silenciar la trascripción y así regular la expresión génica, reclutar proteínas con dominios de unión específicas a las MPTs, bloquear la interacción con otras proteínas, determinar la degradación de proteínas, participar en cascadas de señalización, cambiar la carga y arquitectura de varios constructos de proteínas como el nucleosoma y otros complejos moleculares [1]. A diferencias de las mutaciones que ocurren en sitios específicos, las MPTs pueden ocurrir en tándem, pueden darse dentro o fuera de la célula e incluso en las membranas biológicas. 
Particularmente, el interés de la presente tesis doctoral se ha enfocado en la carbonilación de proteínas con 4-HNE, puesto que esta es una de las MPTs irreversibles que ocurre durante condiciones de estrés oxidativo. Adicionalmente, el 4-HNE es el derivado de peroxidación lipídica más ampliamente estudiado en diferentes condiciones fisiopatológicas relacionadas con el envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes, cáncer e incluso se ha relacionado con los mecanismos de alteración de proteínas de membrana eritrocitaria en glóbulos rojos infectados con Plasmodium falciparum que podría estar involucrados en los polimorfismos eritrocitarios que se han seleccionado en el humano para protegerlo de las manifestaciones clínicas más graves de la malaria grave [3–5].
Son justamente las proteínas de membrana y del citoesqueleto del eritrocito, específicamente ankirina y espectrina carboniladas con 4-HNE, las que han motivado el desarrollo del presente estudio, puesto que han sido identificadas en el eritrocito infectado con P. falciparum indicando que el parásito remodela oxidativamente la membrana del eritrocito infectado de manera controlada. Sin embargo, bajo condiciones de estrés oxidativo aumentado como el residente en la deficiencia de G6PD y la anemia de células falciformes ocurre un cambio en el patrón de carbonilación por 4-HNE de la ankirina y otras proteínas de membrana que podría estar asociado al carácter protector de ambos polimorfismos frente a las formas de malaria grave [4,6].
Estos antecedentes sirven de marco para indagar acerca de los efectos a nivel atómico de la carbonilación con 4-HNE sobre la ankirina eritrocitaria de tal forma que se pueda contribuir con la elucidación de los mecanismos moleculares de la respuesta adaptativa frente a malaria grave mediada por la vía de la oxidación de proteínas de membrana. La malaria es potencialmente mortal y según datos de la OMS presenta una morbilidad de 219 millones de personas en 90 países y ha cobrado la vida de 435 000 personas  en 2017[7].
Teniendo en cuenta lo anterior, es clara la importancia de la carbonilación con 4-HNE. Sin embargo, el efecto a nivel atómico sobre la estructura y su relación con la función de las proteínas no es bien comprendida aún. Por lo tanto, teniendo en cuenta, que el 4-HNE puede modificar los aminoácidos cisteína, lisina, histidina y arginina, mediante formación de productos de adición (aductos), existe mucho que aprender acerca de la carbonilación con 4-HNE desde el punto de vista molecular. Inicialmente, se debe considerar para su estudio la formación de al menos 4 tipos principales de aminoácidos no estándares que podrían afectar la estructura y función de las proteínas modificadas de diferentes maneras.  
La construcción de estos nuevos residuos de aminoácidos no estándares lleva inmersa la creación y validación de sus parámetros mediante métodos de química cuántica y mecánica molecular.   
Luego, se procede con el estudio de los efectos estructurales de la carbonilación con 4-HNE. En la actualidad se dispone de diferentes métodos de la química computacional, donde se destaca la simulación por Dinámica Molecular (DM) por su alto rendimiento para estudiar propiedades biomoleculares y describir el comportamiento de diferentes sistemas estructurales de gran tamaño, como las proteínas. Sin embargo, para el caso del 4-HNE se debe disponer de modelos atomísticos que detallen los parámetros de los aminoácidos no estándares modificados, que sean compatibles con los campos de fuerza que se utilizan en DM.
Es justamente, la limitación de los parámetros de los aminoácidos no estándares lo que dificultad la modelización molecular de las proteínas modificadas, razón por la cual la simulación por DM se realiza frecuentemente para proteínas nativas o no modificadas. En la actualidad existen algunos autores que han estudiado diferentes proteínas modificadas usando los campos de fuerza de AMBER, GROMOS y CHARMM, pero estos se han limitado a las MPTs más comunes como la fosforilación, acetilación, metilación, hidroxilación, glicosilación y más recientemente la carbonilación directa. Todos estas cuentan con parámetros construidos y validados, he incluso están disponibles en diferentes servidores web para poder realizar simulación por DM[1].
Por otra parte, el efecto a nivel atómico del 4-HNE ha sido pobremente estudiado con métodos computacionales, debido a que no se contaba con parámetros  para poder estudiar mediante simulación por DM, el efecto de este aldehído electrofílico sobre la estructura y función de las proteínas, a pesar de ser considerado el principal producto final de la peroxidación lipídica y que además se ha relacionado con una gran variedad de trastornos fisiopatológicos y metabólicos como se mencionó anteriormente.
Por tal razón, el primer objetivo de la presente investigación fue generar los parámetros de los aminoácidos nucleofílicos cisteína, lisina, histidina y arginina modificados con 4-HNE en la forma estable hemiacetálica cíclica. Los tres primeros formados vía aductos de Michael y la arginina como un pirrol aducto.  Y de esta manera poder evaluar los efectos de la modificación por 4-HNE sobre la estructura y función de diferentes proteínas modelos usando simulación por DM. 
Los resultados obtenidos en esta etapa se constituyen en los primeros aportes de esta tesis al estudio de la carbonilación por 4-HNE y que se evidencian en el conjunto de parámetros desarrollados para la simulación por dinámica molecular en campos de fuerza de AMBER. 
A continuación, los nuevos residuos construidos fueron ensayados sobre dos proteínas modelo, albúmina de suero bovino (BSA) y tiorredoxina (TRX),  puesto que estas contaban con reportes experimentales previos que identificaban los residuos de aminoácidos carbonilados por 4-HNE mediante espectrometría de masas [8,9]. Con estos sistemas modelo se probaron los nuevos parámetros obtenidos y midieron los efectos sobre las estructuras terciarias mediante simulación por DM.
Posteriormente, con este enfoque computacional ya probado en los dos sistemas proteicos anteriores, se evaluó el efecto de la carbonilación con 4-HNE sobre los diferentes aminoácidos nucleofílicos ubicados en el dominio ZU5-ANK complementario con las repeticiones 14 y 15 de la β-espectrina, responsables de la formación del complejo ankirina-espectrina. En esta etapa de la tesis, el análisis estructural se realizó tanto al dominio Zu5-ANK aislado y en complejo con la β-espectrina. Este estudio se complementó con un análisis funcional para evaluar su efecto sobre la formación del complejo mediante cálculos de energía libre de afinidad de las dos proteínas constitutivas de los complejos, tanto nativos como modificados. 
Finalmente, con los resultados obtenidos se hace una contribución con el entendimiento de los fenómenos moleculares que experimenta la proteína modificada por 4-HNE y la forma en que estos alteran la estructura y función de las proteínas de membrana que podrían explicar procesos fisiopatológicos tan complejos como el rol de adaptación de eritrocitos infectados con  P. falciparum a las formas de malaria grave o la susceptibilidad a la hemolisis que presentan las células rojas de las personas con polimorfismos eritrocitarios como la deficiencia de G6PD y presencia de rasgo falciforme.
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El oxígeno es esencial, pero tiene también un lado oscuro: a su paso por nuestras células genera sustancias reactivas que nos enferman y envejecen.
Agustín López Munguía


1. [bookmark: _Toc13134324]ESTRÉS OXIDATIVO Y CARBONILACIÓN DE PROTEINAS
El estrés oxidativo es el factor común de un conjunto de situaciones fisiopatológicas, en las cuales se presenta un desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los oxidantes,  conduciendo a la disrupción de la señalización  REDOX  provocando daño molecular de diferentes blancos celulares como proteínas, ácidos nucleicos y lípidos[1].
Los cambios en el fenotipo que ocurren durante el envejecimiento y durante la progresión de enfermedades crónicas se asocian fuertemente con el incremento de agentes oxidantes bajo condiciones de estrés oxidativo, estos agentes oxidantes se  conocen como especies reactivas a oxigeno (ERO) y especies reactivas a nitrógeno (ERN) que se forman en la célula producto del metabolismo aerobio [2].
Las ERO más comunes son los radicales primarios como el hidroxil (•OH), anión superoxido (O2•-), dióxido carbono anión radical (CO2•-), varias especies no radicales como peróxido de hidrogeno (H2O2), acido hipocloroso (HOCl), ozono (O3,) monóxido de carbono (CO), oxigeno singlete (O21Σg+) y también radicales libres sulfoxil radical  (RSO•), tiol peroxil radical (RSOO•), alcoxil radical (RO•), peroxil radical (ROO•) entre otros.  De igual forma las ERN más comunes serian el nitroxil anión (NO−), peroxynitrite (ONOO−), nitrito (NO2−), nitrato (NO3−) y los radicales  como el óxido nítrico (NO•) y el dióxido de nitrógeno radical (NO2•) etc.  Estos radicales y no radicales  tipo ERO y ERN pueden afectar blancos celulares como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos[1,3–5].
La identidad molecular  de cada ERO o ERN es crítica tanto para su reactividad química como para su efecto biológico. De igual forma su fuente de origen dentro de la célula ya que de esto dependerá sobre que blancos actuaran espacial y temporalmente.  En la células eucariotas la mitocondria por su proceso de fosforilación oxidativa es la organela donde mayormente se producen las ERO. Además, las ERO también podrían producirse por estímulos externos como estrés osmótico, radicación UV, quimioterapia, isquemia, etc [1].
Las proteínas se encuentran dentro de los blancos principales de las ERO y ERN debido a su alta abundancia en sistemas biológicos, y debido a que ellas pueden sufrir modificaciones reversibles e irreversibles, las  primeras podrían ser parte de su función normal o incluso ser necesaria para la señalización, mientras que las modificaciones irreversibles provocan daño oxidativo a nivel de ciertos aminoácidos generalmente asociados con pérdida de su función[6]. 
En la Figura 1 se observan los tipos de modificaciones oxidativas tanto reversibles como irreversibles que afectan a las proteínas en presencia de ERO y ERN. El primer tipo de modificación oxidativa ocurre sobre las cadenas laterales de los aminoácidos con grupos tioles como cisteína y metionina, y en menor medida sobre los aminoácidos aromáticos como tirosina y triptófano. La oxidación de las cadenas laterales de aminoácidos que contienen azufre como cisteína y metionina conduce a la formación de puentes disulfuro, ácido sulfénico y sulfóxido de metionina que corresponden a modificaciones oxidativas reversibles. Sin embargo, en condiciones oxidantes aumentadas el ácido sulfénico (–SOH)  se torna inestable formando ácido sulfínico (–SO2H)   y ácido sulfónico (–SO3H) irreversibles, mientras que el sulfóxido de metionina puede ser oxidado a sulfona o incluso a ácido homocísteico [7,8].
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Figura 1. Modificaciones oxidativas irreversibles y reversibles de las proteínas. Los ambientes pro-oxidantes que dañan a las proteínas se pueden generar por causas externas o internas. La oxidación irreversible incluye la carbonilación y la formación de 3-nitrotirosinas mientras que la oxidación reversible incluye modificaciones como s-sulfenación, s-nitrosilación y s-glutationilación. Adaptado de [9]                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
Un segundo tipo de modificación oxidativa es la oxidación del esqueleto de carbono-nitrógeno de las proteínas, que conducen a la fragmentación de los cadenas polipetídicas y la formación de entrecruzamientos intra e inter-moleculares [4].
El tercer tipo de modificación oxidativa es la carbonilación de proteínas, la cual pueden darse por oxidación directa de las cadenas laterales de algunos  aminoácidos sensibles (lisina, arginina, prolina y treonina) o debido a la fragmentación de la cadena carbonada [1,4]. 
La carbonilación de proteínas también puede ser indirecta, por interacción entre productos finales de la peroxidación lipídica y aminoácidos como cisteína, histidina, lisina y arginina[6]. Adicionalmente, grupos carbonilo reactivos pueden ser también introducidos a las cadenas laterales de los residuos de aminoácidos mediante reacciones con azúcares reductores o sus productos finales de oxidación (glicación/glicoxidación), dando lugar a derivados, como por ejemplo, carboximetil lisina[1,2,6].
Finalmente, la carbonilación indirecta con productos finales de la peroxidación lipídica como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) constituyen el eje central de la presente tesis doctoral, ya que este aldehído electrofilico es el más abundante y estable derivado de peroxidación lipídica, razón por la cual en las secciones subsiguientes se abordará en detalle.
[bookmark: _Toc10649179][bookmark: _Toc13134325]1.1 Carbonilación de proteínas
La carbonilación de proteínas es una modificación postraduccional oxidativa, irreversible y no enzimática que afecta la estructura y función de las proteínas y se ha relacionado ampliamente con la aparición de patologías crónicas como el cáncer, diabetes, enfermedad renal, enfermedad cardiovascular y enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento como Alzheimer y Parkinson entre otras.
Los grupos carbonilos son introducidos por diversos mecanismos moleculares, primero  Carbonilación Directa  en la cual las ERO pueden reaccionar directamente con las proteínas mediante oxidación catalizada por metales y mediante oxidación del triptófano, segundo Carbonilación Indirecta  en la cual bajo condiciones de estrés oxidativo se pueden  generar  derivados de lípidos y  azucares reductores conocidos como especies con carbonilos reactivos (ERC) que reaccionan con proteínas Ver Figura 2.
[bookmark: _Toc10649180][bookmark: _Toc13134326]1.1.1 Carbonilación directa
En carbonilación directa, la introducción de grupos carbonilos, la mayoría de veces es el resultado de la reacción de Fenton o de la radiación ionizante con el peróxido de hidrogeno (H2O2), en la cual un ion metálico de transición es reducido en presencia de H2O2 con la consecuente generación de un radical hidroxilo (•OH) altamente reactivo. Este radical (•OH) oxida la cadena lateral del aminoácido o se adhiere al esqueleto, conduciendo a un conjunto de modificaciones que incluyen carbonilos reactivos. Por ejemplo como se observa en la figura 2, como la oxidación de prolina y arginina producen semialdehído glutámico, mientras que la oxidación de lisina conduce a semialdehído aminoadípico y la treonina al acido 2 amino-3-cetobutírico[1,10].  
Otro mecanismo de carbonilación directa es la oxidación por ERO del triptófano, el cual incluye al menos 7 productos de oxidación. Entre los cuales se destacan N-formil kinurenina y sus análogos hidroxilados, los cuales son caracterizados por grupos aldehído y cetónicos formados oxidación del anillo indólico [10].
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Figura 2. Mecanismos moleculares de carbonilación de proteínas. La carbonilación de proteínas puede ser directa o indirecta: Directa 1. Oxidación catalizada por metales sobre cadenas laterales de Lis, Pro, Thr y Cis. 2.  Oxidación sobre Trp. Indirecta 3.  Productos finales de glicoxidación avanzada sobre Lis y 4. Productos reactivos de peroxidación lipídica sobre Cis, His  y Lis (aductos de Michael y bases de Shiff). Adaptado de [10]



[bookmark: _Toc10649181][bookmark: _Toc13134327]1.1.2 Carbonilación indirecta
Uno de los mecanismos de carbonilación indirecta de proteínas ocurre vía glicoxidación. La glicoxidación (ej., la reacción de azucares reductores tales como glucosa o fructosa con las cadenas laterales de los residuos de lisina y arginina) forma ERC denominados productos de Amadori y/o Hynes. Estos residuos glicados pueden además descomponerse por ERO en productos finales de glicacion avanzada (AGE) llevando motivos carbonilados. Los ERC formados durante la glicoxidación, tales como glioxal, metilglioxal y 3-deoxiglucosona, modifican los residuos básicos Lis y Arg para  formar pirralinas e imidazolonas[1,10].
Por último, otra importante fuente de carbonilos son los productos de peroxidación lipídica (PPL), una gran variedad de aldehídos electrofílicos los cuales son producidos durante la oxidación de ácidos grasos poliinsaturados. Muchos PPL son electrófilos fuertes y así reaccionan con grupos nucleofílicos de las proteínas, tales como las cadenas laterales de cisteína, lisina e histidina, predominantemente formando bases de Schiff o aductos de Michael. En el caso de los aductos de Michael de alquenales α, β-insaturados, se retiene el grupo carbonilo luego de la peroxidación dentro de la estructura de la proteína.
La reacción en cadena de la peroxidación lipídica es iniciada por EROs altamente reactivos como OH · o el radical hidroperoxilo (HO2·) que atacan los ácidos grasos poliinsaturados en los átomos de carbono adyacentes a los dobles enlaces que conducen a la extracción de hidrógeno de los grupos de metileno vecinos, que son especialmente reactivos, y la creación de un Radical lipídico y agua como se observa en la primera etapa de la Figura 3.
De igual forma, en la Figura 3 se observa que la formación del complejo de iniciación es seguida por rearreglos de enlace del radical lipídico. Posteriormente, el radical lipídico reacciona con el oxígeno para formar el radical peroxil lipídico, el cual puede combinarse con otras especies radicales e incluso atacar proteínas. La descomposición simétrica de los peróxidos lipídicos genera radicales, que propagan la peroxidación lipídica, formando además productos de fragmentación no radicales, muchos de los cuales son biológicamente reactivos durante la propagación. También se observan productos de adición dependiendo de la química de la descomposición del hidroperóxido, se pueden producir productos de fragmentación en los que el electrófilo se libera y se difunde por toda la célula o en que el electrófilo permanece unido en la posición sn-2 del fosfolípido[1].
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Figura 3. Reacciones en cadena de la peroxidación lipídica. 1 En la fase de iniciación, los ácidos grasos poliinsaturados interactúan con el radical •OH y el radical lipídico resultante se estabiliza en diferentes estructuras de resonancia mediante la deslocalización del electrón libre. 2. En la fase de propagación, el radical lipídico reacciona con el oxígeno molecular para formar un radical peroxilo lipídico que propaga la reacción por medio de una reacción en cadena radical. 3. En la fase de terminación, dos radicales lipídicos reaccionan entre sí para formar un enlace estable. 4. Además, a partir de los radicales hidroperoxil lipídico, se forman una variedad de productos de degradación como malondialdehído, 4-hidroxi-2-alquenales o 2-alquenales. Estos productos finales son mutagénicos y genotóxicos. Tomado y adaptado de [11]
Ejemplos de especies reactivas carbonilo  (ERC) o productos finales de la peroxidación lipídica incluyen 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), 4-oxo-2-nonenal (ONE), 4-hidroxi-2-hexenal (HHE), 2-propenal (acroleína), malondialdehído (MDA), crotonaldehído (CRO), 2- octenal (OCT), 2-nonenal (NONE), ácido 2-octenoico  (OCTA),Ácido 4-oxo-2-noneico (ONEA), 9-hidroxi-12-oxo-10-dodecenoico ácido (HODA), ácido 9,12-dioxo-10-dodecenoico (DODE o KODA), ácido 11-oxoundec-9-enoico (OUEA), 12,13-epoxi-9-ácido ceto-10-octadecenoico (EKODE), ácido dihidroxicetooctadecenoico (DHKODE), ácido cetooctadecadienoico (KODDE), y ácido hidroxicoceto-adadecenoico (HKODE) [1].
Recientemente la atención se ha centrado en un número limitado de productos finales  de la peroxidación lipídica  capaces de formar bases de schiff y aductos de Michael con proteínas,  tales como  acroleína, malondialdehído (MDA), hidroxil-hexanal (HHE), y el 4-hidroxil-2-nonenal (4-HNE) [1,12]. 
El 4-HNE es el principal aldehído α, β-insaturado derivado de la peroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados como el ácido linoleico y acido araquidónico, y es uno de los más estudiados como biomarcador de estrés oxidativo. Este aldehído reactivo está implicado en varias enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, incluyendo arteriosclerosis, diabetes mellitus, alzhéimer e incluso se ha demostrado el papel de la modificación con 4-HNE sobre proteínas del citoesqueleto de membrana como la ankirina podría contribuir con la respuesta adaptativa parcial frente a formas de malaria grave en eritrocitos de individuos con grupo sanguíneo O+ [13,14]. 
Una vez identificadas las especies carbonilos reactivas, el presente estudio se centra en el 4-HNE, por tal motivo la siguiente sección hace referencia al mecanismo de formación del mismo.
[bookmark: _Toc10649182][bookmark: _Toc13134328]1.2 Mecanismo de Carbonilación por 4-HNE
El 4-HNE es un es un compuesto anfifílico con fuertes propiedades lipofílicas, el cual exhibe una alta reactividad hacia los grupos tiol y amino de las cadenas laterales de los aminoácidos, los cuales son los responsables de la mayoría de los efectos bioquímicos tanto estructurales como funcionales sobre las proteínas. Cabe resaltar que la formación de estos aductos sobre las proteínas es un proceso rápido en el orden de los segundos y minutos [14].
Como se mencionó anteriormente, el 4-HNE es un compuesto electrofilico fuerte y de esta manera es capaz de reaccionar con aminoácidos nucleofílicos (cisteína, lisina e histidina), para formar aductos de Michael y bases de Shiff[15,16]; mientras con la arginina forma  el 2-pentilpirrol-aducto [17]. 
La naturaleza química de la modificación de proteínas con 4-HNE  fue descrita por Stadtman y colaboradores en los años 90 usando una combinación de análisis de aminoácidos, reactividad con 2,4-dinitro-fenil-hidrazina (2,4-DNP) y la incorporación de marcadores radioactivos  de NaBr tritiado[18]. De esta forma concluyeron que la adición de Michael es predominante entre el grupo C=C  del 4-HNE y el grupo sulfhidrilo de la cisteína, el amino de la lisina y el imidazol de la histidina como se observa en la Figura 4 [15,16,18].
Además, en la Figura 4, se presentan los diferentes mecanismos de reacción de formación de aductos de Michael entre 4-HNE y los aminoácidos cisteína, histidina y lisina. En cada caso los aductos son estabilizados en forma de hemiacetal cíclico, generando una estructura con tres centros quirales y con la posibilidad de formar 8 estereoisomeros de los cuales la forma estero-selectiva más estable resulto ser el 2S, 4S, 5R [19].
Es esta forma hemiacetalica cíclica estable de 4-HNE unida a cisteína, lisina e histidina, la que se utiliza en el presente estudio como aminoácidos no estándares para crear los parámetros para poder modificar las proteínas incluidas en este estudio.

[image: E:\lcapitulo del libro\figura 7.tif]
Figura 4.  Reacciones de adición de Michael entre cisteína, histidina y Lisina con 4-HNE. En el extremo se observa el hemiacetal con la forma estero-selectiva más estable 2S, 4S, 5R.
Por otro lado, Isom y colaboradores han reportado la formación de un 2-pentilpirrol aducto entre 4-HNE y el amino terminal del grupo guanidinio de la arginina identificado mediante espectrometría de masas en un modelo in vitro [17]. La reactividad con arginina ocurre a un nivel mucho más bajo que la lisina y es raramente detectado en condiciones fisiológicas. En la Figura 5 se puede observar la estructura química propuesta para el 2-pentilpirrol aducto.






Figura 5.  Estructura química del pirrol aducto de arginina y 4-HNE
Este último pirrol aducto de arginina, también fue dibujado en el presente estudio con el residuo de arginina y se parametrizó para modificar proteínas carboniladas con 4-HNE sobre arginina.
Por otra parte, teniendo claro los mecanismos de carbonilación por 4-HNE, es importante abordar sus efectos sobre las proteínas modificadas, como se verá en la siguiente sección.  
[bookmark: _Toc10649183][bookmark: _Toc13134329]1.3 Efectos de la carbonilación con 4-HNE sobre proteínas
La formación de aductos de proteínas con 4-HNE como se ha descrito anteriormente es un proceso que se presenta bajo condiciones de estrés oxidativo. Esta modificación 4-HNE ocurre en la cadena lateral de los aminoácidos cisteína, histidina, lisina y arginina, conduciendo a una variedad de productos como bases shiff, aductos de Michael y Pirrol aductos que podrían cambiar la conformación y alterar la función de las proteínas.
Existe suficiente evidencia para sugerir que los aductos de 4-HNE  podrían  tener una función reguladora endógena participando en procesos señalización electrofílica como segundo mensajero de estrés oxidativo [20]. Este puede actuar como mecanismo defensa antioxidante para regular su propia producción y además influir como agente modulador de procesos celulares como la autofagia, proliferación y apoptosis[20]. 
Es importante resaltar que la carbonilación de proteínas con 4-HNE es irreversible y por lo tanto conduce a cambios en su estructura y plegamiento.  Con lo cual se altera el destino fisiológico de las proteínas, alterando así los procesos bioquímicos en las que ellas están involucradas. Además en orden de prevenir el riesgo de acumulación de proteínas desplegadas por la modificación con 4-HNE se requiere su depuración por el proteosoma 20, para su posterior degradación, como se observa en la Figura 6[21].
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Figura 6. Destino de las proteínas carboniladas con 4-HNE. Los aductos de proteínas con 4-HNE son reconocidos por el proteosoma y posteriormente degradados. Dependiendo de la concentración de 4-HNE, este aldehído puede formar varios aductos y generar agregados intra o intermoleculares evitando la degradación proteosómica. Adaptado de [21]

Adicionalmente,  algunos autores reportan que dependiendo de la cantidad de 4HNE en el microambiente, la carbonilación de proteínas  podría conducir a la formación de agregados con aductos inter e intramoleculares que inhiben el control proteosómico lo que podría  contribuir  al desarrollo de una amplia variedad de patologías crónicas como diabetes, hipertensión,  cáncer y enfermedades neurodegenerativas como el alzhéimer, etc  [20,21].
Además de la degradación por el proteosoma, el 4-HNE formado pueden ser metabolizado por los sistemas enzimáticos como glutatión-s-transferasa (GST), alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehído deshidrogenasa (ALDH), de esta manera el 4-HNE se biotransforma y produce productos intermediarios como HNE-GSH, ácido hidroxinonénoico (HNA) y el 1,4-hidroxinonene (DNH)[21].
La degradación y el metabolismo de 4-HNE es un importante mecanismo de defensa antioxidante. Esto conduce a la formación de metabolitos no tan tóxicos, los cuales son posteriormente excretados.
Teniendo en cuenta la hipótesis sobre los efectos de la carbonilación con 4-HNE, mencionada anteriormente, surge el interés por estudiar sus efectos a nivel molecular en proteínas inicialmente moncarboniladas, que hayan sido identificadas previamente por métodos experimentales, para aportar nuevo conocimiento referente a los cambios estructurales y funcionales ocasionados por esta modificación.
[bookmark: _Toc10649190][bookmark: _Toc13134330]1.4 Banco de proteínas carboniladas por 4-HNE
En  la base de datos CarbonylIBD con la actualización del 28 de febrero de 2018  se encuentran registradas un total de 1495 proteínas carboniladas en 3781 residuos. De todas ellas,  la mayoría es producto de la carbonilación directa de las cadenas laterales de sus aminoácidos en reacciones catalizadas por metales o de carácter enzimática, principalmente. 
Sin embargo, en el caso específico  de la carbonilación con 4-HNE  Schuar et al., 2015 ha reportado un total de 44 sistemas modificados con 4-HNE, identificados por metodos experimentales  fundamentados en espectrometría de masas (MS) [14]. Estas proteínas identificadas por MS,  demuestran la importancia y la necesidad de complementar mediante estudios con metodos computacionales el efecto de los aldehídos electrofílicos  a nivel molecular y funcional sobre las proteínas en diferentes condiciones fisiopatológicas, tanto en modelos in vivo como in vitro.
Es importante destacar que de todas estas proteínas, en la presente tesis doctoral se presta especial 
Atención a tres de ellas, albúmina sérica bovina (BSA), Tiorredoxina (TRX) y Ankirina.  
Inicialmente la BSA, por su relativa fácil obtención y abundancia es una de la proteínas modelo más utilizadas en el desarrollo de métodos proteómicos, basados en LC-MS/MS  para identificar los sitios de carbonilación [22]. 
Además, la TRX porque también ha sido susceptible de modificación por 4-HNE y es considerado un importante sistema antioxidante en los mamíferos, además debido a que  en el sistema TRX se identificaron las formas hemiacetalicas cíclicas estables que se utilizan en el presente estudio[19]. 
Y por último el complejo ZU5-ANK-β-espectrina, formado por una proteína adaptadora (ankirina) y otra del citoesqueleto (espectrina) del eritrocito. Cabe destacar que, tanto la ankirina como la espectrina han sido identificadas con carbonilación con 4-HNE[23,24]. Y la carbonilación con 4-HNE sobre ankirina  se ha relacionado como uno de los mecanismo moleculares que podrían explicar la perdida de deformación del eritrocito que contribuye con la respuesta protectora de a síntomas de malaria grave  de individuos  con grupo sanguíneo O[24].
Los dos primeros sistemas se usaron para realizar un estudio de los efectos estructurales mediante simulación por Dinámica Molecular y sirvieron como proteínas modelo para probar los nuevos parámetros de los aminoácidos no estándares construidos.
Y el sistema de ankirina-espectrina se usó para estudiar los efectos estructurales y funcionales del 4-HNE sobre la interacción proteína-proteína en dos de los componentes principales de los complejos proteicos mayoritarios de la membrana del eritrocito humano y su potencial contribución en la comprensión molecular de la respuesta adaptiva frente a formas de malaria grave.
Una vez seleccionados los sistemas a estudiar y reconociendo los antecedentes experimentales aquí reportados se hace necesario hacer una revisión de los diferentes métodos  de la química computacional disponibles para el estudio de proteínas carboniladas, destacando los principales aportes alcanzados hasta la fecha.
2. [bookmark: _Toc10649191][bookmark: _Toc13134331]ESTUDIO IN SILICO DE PROTEÍNAS CARBONILADAS.
[bookmark: _Toc13134332]2.1 Metodos computacionales para modelización de proteínas.
Teniendo en cuenta que en la presente tesis doctoral, el enfoque metodológico para estudiar las proteínas modificadas con 4-HNE es la simulación por Dinámica Molecular, en esta sección se presenta brevemente la teoría sobre metodos de Quimica computacional basado en modelación clásica y campos de fuerza.
Es así como la química computacional se ha convertido en una herramienta muy importante a la hora de complementar investigaciones experimentales. La interpretación de estructuras moleculares en sistemas biológicos dinámicos, permite predecir comportamientos moleculares a partir de ecuaciones matemáticas, que involucran cálculos de mecánica cuántica y mecánica clásica. Sin embargo, las limitaciones de la mecánica cuántica a la hora de evaluar moléculas grandes hacen que la función de la energía potencial sea demasiado compleja y tediosa. Por tal razón, la implementación de cálculos con mecánica clásica es ampliamente usada para estudiar biomoléculas como proteínas y complejos multimoleculares. Las predicciones de dichos sistemas biológicos se basan en la precisión de los resultados, comprendiendo cálculos de energía, estados conformacionales y fuerzas empíricas en función de sus parámetros [39]. 
Los metodos cuánticos por su parte, son más rigurosos matemáticamente, y son capaces de calcular estados de transición y estados excitados. Sin embargo, no requieren parámetros experimentales, razón por la cual, en la presente tesis doctoral solo se usaron método cuánticos para optimizar la geometría y para validar los parámetros construidos de los aminoácidos no estándares enlazados al 4-HNE, usando funcionales teóricos tipo HF/6-31G(d) y los híbridos tipo DFT como M06-2X/6-31G, siguiendo las metodologías reportadas previamente en la literatura [40,41].
En general dentro del modelo clásico, se destaca la simulación por DM, que se basa en funciones que dan lugar a fuerzas que se propagan en el sistema a través del tiempo y que comprenden valores que dependen de un conjunto de parámetros que describen propiedades geométricas y energéticas a nivel de interacciones atómicas. A la integración de funciones matemáticas con parámetros se le denomina campos de fuerzas [42,43].
Teniendo en cuenta, que el interés de este capítulo consiste en presentar el avance de  los campos de fuerza donde se han construido parámetros  para derivados no canónicos de proteínas carboniladas resaltamos los dos más estudiados [25,26]. En el paquete  AMBER  se encuentran distintos campos de fuerza dentro de los cuales se destacan los generales GAFF2, GAFF  y  los específicos para proteínas ff03 y ff14SB y en GROMACs se encuentra los campos de fuerza GROMOS 45A3, 54A7 [44]  and 54A8 [45], en  los cuales se han construido parámetros para proteínas carboniladas diferentes a derivados de peroxidación lipídico, los cuales son de interés para la presente tesis doctoral.
AMBER es una familia de campos de fuerza que permite desarrollar parametrizaciones a partir de modelos de mecánica clásica sobre proteínas, péptidos y moléculas orgánicas pequeñas. Las funciones de estos campos de fuerza se pueden representar en dos grupos de parámetros: de enlace y de no enlace. Entre el grupo enlazantes se pueden clasificar interacciones de enlaces de estiramiento, flexión de ángulos, rotación de torsión, etc; y entre el grupo no enlazantes se encuentran las fuerzas de Van de Waals e interacciones electroestáticas, dispersión y los principios de exclusión de Pauli.
Una vez abordado, de forma resumida los metodos de química computacional, profundizando en los campos de fuerza, en la siguiente sección se describe el método de simulación por DM, el paso a paso para llevar a cabo una producción y las estrategias de análisis de resultados luego de las trayectorias.
[bookmark: _Toc13134333]2.1.1 Simulación por Dinámica Molecular de proteínas
La simulación por dinámica molecular permite estudiar el comportamiento del sistema en función del tiempo, al simular la dinámica del mismo mediante la integración de la ecuación de newton del movimiento para cada átomo. Es un método determinista debido a que el estado del sistema en un tiempo posterior se puede predecir invariablemente a partir de su estado actual. Al conjunto de estados accesibles a una molécula se le denomina espacio de fase [46].
Las dinámicas moleculares normalmente se realizan bajo condiciones de números constantes de partículas (N), volumen (V), y energía (E), conocido como colectivo microcanónico (NVE). Sin embargo, se pueden realizar bajo otros colectivos: canónicos o isotermo-isobárico (NPT)[47].
Como primer paso para establecer el estado inicial en una dinámica, la conformación inicial puede ser extraída de datos experimentales (cristalografía de rayos X o resonancia magnética nuclear) o de modelos teóricos obtenidos de minimización energética (por método de gradiente conjugado o máxima pendiente). La velocidad inicial de los átomos se asigna aleatoriamente de forma que sigan una distribución Maxwell-Boltzmann a la temperatura de interés. En la fase de equilibrio se monitorizan diversas propiedades (energía cinética, potencial y total, temperatura, presión) hasta que se estabilizan. Una vez en equilibrio, la etapa de producción de la dinámica, se muestra el espacio de fase y se calculan propiedades macroscópicas[47].
En la Figura 8 se resumen cada uno de los pasos para llevar a cabo una simulación por DM de un sistema proteico, incluyendo la preparación del sistema, solvatación implícita o explícita, desarrollo de archivos de coordenadas y topología, minimización, equilibrio y la producción de la dinámica. Es claro que si el sistema posee derivados no canónicos, como el caso de las proteínas carboniladas se requerirá una etapa de parametrización, de acuerdo al paquete escogido y su campo de fuerza, así como un proceso de validación de validación de parámetros.
[image: C:\Users\anti\Desktop\lcapitulo del libro\figura 2.tif]
Figura 7. Paso a paso para el desarrollo de una simulación dinámica molecular. Adaptado de [48–50]
A continuación se detalla cada paso descrito en la Figura 7, teniendo en cuenta que fue el proceso seguido en la presente tesis doctoral
[bookmark: _Toc13134334]2.1.1.1 Selección y Preparación de la proteína
El primer paso en una dinámica es la extracción de una proteína de la base de datos Protein Data Bank (PDB)  parte de establecer el estado inicial. La conformación inicial puede extraerse de datos experimentales o de modelos teóricos obtenidos con minimización energética.  Además, se prepara la macromolécula, retirando las moléculas de agua del archivo PDB seleccionado, se eliminan ligando y otras moléculas que puedan afectar la simulación, si es dimerica o de más dominios similares se trabaja con un monómero si fuera el caso, esto también dependerá del experimento. Ejemplo la figura 8 donde se aprecia la preparación de la proteína ankirina R con código PDB 3KBT.
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Figura 8. Preparación del dominio Zu5-ANK, aislado del complejo espectrina-ankirina con código PDB 3KBT, Se aprecia que el domino final esta protonado.
El campo de fuerza define los parámetros usados en la descripción de los átomos y enlaces y el tratamiento matemático que los relaciona. Así, en primer lugar asigna a cada átomo (esfera) un tipo de átomo en función de su hibridación, carga y átomos a los que está unido. A cada uno de los tipos atómicos les corresponde un grupo de parámetros: constantes de fuerza, datos atómicos (radios atómicos, carga, masa…) y valores estructurales de equilibrio. Estos parámetros se suelen obtener a partir de valores experimentales o bien se derivan de cálculos mecano cuánticos.[51]
Para el caso de cada residuo no estándar de Cis, Lis, His y Arg modificados con 4-HNE, estos fueron construidos usando la forma hemiacetalica cíclica estable reportada en la literatura. Para esto se utilizó el programa GaussView 05, posteriormente se optimizó la geometría usando Gaussian 09 utilizando el funcional HF/6-31G*(d) y luego se validaron mediante simulación de DM del aminoácidos frente a la optimización por QM usando el funcional hibrido tipo DFT M062x/6-31G*.
Con los aminoácidos parametrizados se modificaron las proteínas usadas para simulación por DM.
[bookmark: _Toc13134335]2.1.1.2 Solvatación de la proteína
Una vez seleccionado el sistema se delimita el espacio de trabajo mediante el establecimiento de una caja cubica, celda única tipo gota o esfera donde se coloca la proteína de interés, con el objetivo de delimitar y garantizar las condiciones de contorno periódicas binarias de la macromolécula.  Las especificación de distancia proteína-caja por lo general se utiliza de un 1,0 nm lo quiere decir que hay por lo menos 2,0 nm entre dos imágenes periódicas de una proteína o sistema. Esta distancia debería ser  suficiente para casi cualquier esquema  o sistema grande, utilizado comúnmente en las simulaciones para establecer condiciones de corte o fronteras [47].
Por otro lado, en la Figura 9, se observa el uso de condiciones periódicas de contorno en las que se simula un sistema infinito al generar réplicas de la celda del sistema en todas las direcciones. En un sistema tridimensional, cada celda tendrá 26 celdas vecinas. Las coordenadas de las partículas en las celdas imagen se obtienen sumando/restando múltiplos enteros de los lados de la caja y de manera que si una partícula de la celda abandona la celda durante la simulación, ésta es reemplazada por una partícula imagen que penetra por el otro lado. Existen diferentes geometrías de celda: cúbica, octaedro truncado, prisma hexagonal, dodecaedro rómbico, etc. 
[image: ]
Figura 9. Condiciones periódicas de contorno. Tomado de [52]
Actualmente, existen diferentes modelos para el tratamiento del solvente en sistemas biológicos. Dentro de los métodos de solvatación más empleados en dinámica molecular de sistemas biológicos, en específico de proteínas, se presentan:
Solvatación explícita en donde se incluye el solvente de manera que se trata a nivel atómico igual que el sistema a estudiar, es una de las formas más exactas, pero también más costosas computacionalmente. En la mayor parte de los casos, se tratan en condiciones periódicas de contorno (PBC): la molécula de soluto se sitúa en el centro de la celda y el espacio vacío en ella se rellena con moléculas de solvente (tipos de agua TIP3, TIP4 y SPC,) que se escogen dependiendo el sistema a evaluar, el campo de fuerza, la temperatura a emplear y las características de cada tipo de agua. Uno de los modelos más reproducibles es el modelo TIP3P, por ser el que más reproduce las energías de interacción. Sin embargo el modelo TIP4P4 y  el TIP5P es el más realista en cuanto a las  propiedades de difusión como temperatura y presión  En este caso, AMBER realiza el tratamiento de las interacciones de largo alcance con el método de sumas de Ewald[45,47].
Por su parte, la solvatación implícita representa la alternativa de reemplazar estas aguas discretas por un sistema “virtual” de aguas está cobrando gran popularidad por reducir costo computacional. Así, se modela un medio infinito continuo con las propiedades dieléctricas e hidrofóbicas del agua. [47]. Sin embargo, con la solvatación implícita se pierde la posibilidad de analizar interacciones estructurales soluto-solvente, como la formación de puentes de hidrógeno.
[bookmark: _Toc13134336]2.1.1.3 Minimización y equilibrado de proteínas
Luego de la solvatación, una etapa crítica en el proceso de simulación por DM es la minimización. Los métodos más utilizados en mecánica molecular de proteínas son los métodos por gradiente ya que son más eficientes y con mayor tasa de convergencia. Dentro de los métodos por gradientes y según el modo de escoger la dirección de descenso, destacan el Máxima Pendiente que se trata de un buen método para eliminar rápidamente los peores impedimentos estéricos en una conformación inicial. Y el método de Gradiente Conjugado que intenta buscar el mínimo energético rápidamente, por lo que la dirección de búsqueda se establece a partir del gradiente actual. 
Generalmente se trabaja con esquemas de minimización, en los que se utilizan combinaciones de estos dos algoritmos. Así, lo más común es comenzar con una minimización con máxima pendiente (para eliminar colisiones e impedimentos estéricos) y continuar con gradiente conjugado (para converger rápidamente en un mínimo) [47,48].
Una vez se ha asegurado la energía de minimización del sistema y sabemos que tenemos una estructura de partida razonable, en función de la geometría y la orientación disolvente. Antes de iniciar la dinámica real, hay que equilibrar el disolvente y se agregan iones alrededor de la proteína (Na+ o Cl-) dependiendo la carga neta del sistema.  En esta etapa la proteína tiene que ser llevada a la temperatura que deseamos simular y establecer la orientación adecuada sobre el soluto (la proteína). Después de que llegue a la temperatura correcta (basado en las energías cinéticas), vamos a aplicar presión al sistema hasta que llega a la densidad adecuada [53,54].
En conclusión la fase de equilibrado se monitorizan diversas propiedades (, temperatura, presión, energía cinética, potencial, total) hasta que se estabilizan. Una vez en equilibrio, es en la etapa de producción en la que se muestrea el espacio de fases y se calculan las propiedades macroscópicas. Dentro de los estados iniciales que se utilizan en Dinámica molecular (DM) tenemos los conjuntos de estados iniciales o colectivos: NVT, NPT entre otros.
2.1.1.4 Producción de la DM
Una vez terminadas las dos fases de minimización y equilibrio, el sistema está ahora en la temperatura y la presión deseada. Ahora estamos listos para liberar las restricciones de posición y ejecutar la simulación por DM  y  para la recolección de los datos [48,49,53].
Es necesario entonces, definir el tiempo de ejecución y se corre la dinámica molecular. Este es el paso que requiere el mayor tiempo de cálculo computacional, puesto que la simulación puede durar unos pocos picosegundos, nanosegundos o microsegundos, lo que puede requerir de horas a meses, dependiendo de la potencia computacional disponible y el tamaño del sistema a estudiar.  Una vez realizada la producción se procede al cálculo de fuerzas del sistema con lo que se pueden obtener las propiedades fisicoquímicas de interés.
Los resultados finalmente, se analizan y se obtiene la información estructural o funcional deseada. Dependiendo del software utilizado, se puede hacer el cálculo de diversos parámetros, además, se puede analizar la trayectoria o comportamiento del sistema por medio de visualizadores moleculares con interface gráfica (animación o película) con la ayuda de programas como VMD, Pymol o Chimera.[48,49,53]
[bookmark: _Toc13134337]2.2 Análisis de los resultados de una Simulación por DM
Las variaciones estructurales que sufre un sistema proteico durante una simulación por dinámica molecular se pueden determinar mediante análisis comparativo del sistema en al menos dos condiciones diferentes, en los cuáles unos es el referente (por ejemplo, proteína nativa) y el otro es el alterado (Por ejemplo, proteína modificada). Dentro de las herramientas disponibles para ello, los análisis de la desviación cuadrática media de la raíz (RMSD), fluctuaciones cuadráticas medias (RMSF), Clúster y PCA se encuentran dentro de los más utilizados y por eso se describen a continuación.
Mientras que para realizar análisis funcionales, dependerá del diseño experimental planteado, para lo cual el PCA y los cálculos de energía libre de afinidad, usando los métodos de Molecular Mechanics-Poisson Boltzman Surface Area (MM-PBSA) y Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area (MM-GBSA)  fueron útiles.
Todos estos metodos aquí descritos se utilizaron en la presente tesis doctoral usando el software CPPTRAJ.
2.2.1 Análisis Estructural mediante RMSD, RMSF y clúster
El RMSD permite conocer la similitud entre dos estructuras proteicas.  Es así que en el caso particular de las simulaciones de proteínas carboniladas con 4-HNE,   se pueden comparar los datos de RMSD de nativas frente a modificadas,  lo cual permite evidenciar los cambios conformacionales inducido por un residuo no estándar con 4-HNE [55]. 
Además, de acuerdo a Deng et al 2013, sobre la base de la distribución los valores de RMSD de proteínas durante una trayectoria dentro de una escala de simulación del orden de los microsegundos, se pueden definir macroestados como sigue: plegada (RMSD ≤ 2.2 Å), plegado intermedio (2.2 Å < RMSD ≤ 5 Å), y desplegada (RMSD > 5 Å)[56]. Por lo tanto se podría identificar el estado de plegamiento de los sistemas nativos respecto a los modificados con 4-HNE.
Por otro lado, los RMSF, por su parte reflejan la movilidad interna  de la proteína, permitiendo la identificación de regiones con alta o baja movilidad [55]. El RMSF en el caso de proteínas carboniladas con 4-HNE, nos permite identificar las diferentes regiones con altas o bajas fluctuaciones derivadas de la modificación, en comparación con los sistemas nativos, las cuales podrían estar relacionadas con el papel funcional de los sistemas evaluados dependiendo las zonas estudiadas.
Teniendo en cuenta, que en la actualidad existe un alto rendimiento en los programas para realizar simulaciones por DM, y por lo tanto las trayectorias que se realizan a menudo son del orden de los microsegundos y se genera gran cantidad de datos, lo cuales pueden dar información (como energía, longitud de enlaces, distancias y distribución de ángulos) fácil de extraer usando las anteriores herramientas de análisis RMSD y RMSF. Sin embargo,  existen otras propiedades moleculares como las conformaciones estructurales  más estables que requieren mayor consumo de tiempo y  un correcto muestreo con rigurosidad, precisión y exactitud para poder reflejar de forma significativa las propiedades que se quieran evaluar en un sistema[57].
En este sentido, para un adecuado muestreo, el análisis clúster, es una técnica estadística tipo minería de datos que se puede aplicar a cualquier colección o conjunto de elementos de datos (es decir, puntos) donde la función de medida es la distancia entre pares de puntos. Por esto cuando se trata de colectivos estructurales con diferencias energéticas en el tiempo se pueden emplear diferentes algoritmos para análisis clúster[57].
Un algoritmo de agrupamiento realiza partición de los puntos de datos en una colección de conjuntos llamados clúster. En los cuales cada elemento del conjunto tiene características comunes entre ellos y que los diferencia de otros clúster. Para los efectos del actual documento nos limitamos al algoritmo jerárquico, el resto de algoritmos se resumen en el estudio reportado por Roe et al., 2007 [57,58].
El algoritmo jerárquico, asigna todos los puntos a un único clúster, calcula el diámetro de cada clúster. El diámetro es definido como la máxima distancia entre dos puntos en el clúster. Divide el clúster con mayores diámetros alrededor de dos puntos “A” y “B”, que definen el diámetro. Todos los puntos cercanos a  “A” son agrupados en un conjunto y los cercanos a “B” en otro y así sucesivamente. Una vez el número de clúster fijado ha sido alcanzado,  se debe parar el algoritmo[57,58].
Las ventajas de usar el algoritmo jerárquico es tiende a producir grupos de tamaño uniforme o con diámetros similares, a través de configuraciones moleculares. Además, es un algoritmo rápido, sensible a los valores atípicos puesto que permite reposicionar puntos de cambio extremo localizados en los límites [57,58]. Además se encuentra implementado en AMBER.  




[bookmark: _Toc13134338]2.2.2 Análisis Funcional PCA y cálculos de energía libre
[bookmark: _Toc13134339]2.2.2.1 Análisis de componentes principales
El Análisis de componentes principales (PCA) proporciona una medida de la naturaleza dinámica de una estructura. PCA,  es un buen complemento para el análisis clúster. El clúster proporciona información sobre qué conformaciones adopta la proteína en el transcurso de una simulación, mientras que PCA proporciona información sobre los movimientos que ejecuta la proteína para adoptar esas conformaciones [58].
En estudios de DM, PCA se aplica principalmente para cambiar de una descripción basada en coordenadas atómicas locales a una proporcionada por coordenadas colectivas, llamadas modos PC. Ellos describen los movimientos simultáneos de diferentes partes de una proteína. Los modos PC son los vectores propios de la matriz de covarianza, la cual es calculada con la configuración muestreada de la trayectoria de la DM. Una característica clave del PCA es que únicamente un montón de modos PC, están asociados con los más altos valores propios, contando con aproximadamente el 70  a 90 % del total de fluctuaciones de las proteínas. Esto permite una gran reducción de los grados de libertad requeridos para indicar las deformaciones del sistema: justo unos pocos modos PC proveen una descripción equivalente a cientos o miles de coordenadas atómicas. El subespacio formado por los modos PC asociado con los más altos valores propios es llamado espacio esencial (ES). Es en este ES, donde tienen lugar los movimientos relacionados con la función biológica de una proteína.
Por ejemplo, con el PCA se determinaron los modos PC principales (PC1) para cada sistema de proteínas nativas y carboniladas con 4-HNE, para evaluar los perfiles de movimiento filtrados de la matriz de covarianza que describen el clúster más representativo. Así como las fluctuaciones que se generaron en estos modos PC1, para encontrar diferencias entre los sistemas evaluados, que podrían ayudar a describir como se afecta la estructura y la  función de las proteínas luego de la carbonilación.
A pesar que el PCA permite hacer inferencias sobre la función de las proteínas, relacionado con los movimientos que determinan las conformaciones de las estructuras tridimensionales, para el caso de sistemas donde coexistan ligando proteínas o bien sea complejos proteína-proteína, el cálculo de energía libre de afinidad podría ser empleado como herramienta in sílico de análisis funcional definitiva, por lo tanto, será descrito en la siguiente sección.
[bookmark: _Toc13134340]2.2.2.2 Cálculos de energía libre por el método MM-PBSA/GBSA.
Las herramientas de cálculos de energía libre más frecuentemente usados en la actualidad son los métodos MM-PBSA y MM-GBSA. Estos metodos se fundamentan en mecánica estadística, obteniendo los distintos términos fisicoquímicos que intervienen en el proceso de unión ligando-proteína. 
El objetivo general del método MM-PBSA y su complementario MM-GBSA es calcular la diferencia de energía libre entre los dos estados que más a menudo representan el estado unido y no unido de dos moléculas solvatadas o alternativamente comparar la energía libre de dos  diferentes conformaciones solvatadas de la misma molécula. Idealmente, se calcula la energía libre de unión directamente como se muestra en la Figura 10
[image: ]
Figura 10. Calculo de energía libre de receptor, ligando y complejo solvatado de ideal
Inicialmente, la proteína y el ligando se hayan solvatados por moléculas de agua. Tras la unión, las interacciones intermoleculares no enlazantes (suponiendo que no hay unión covalente), estabilizan el complejo. El cambio entrópico asociado al proceso es debido a la reducción de libertad conformacional del ligando (supone una reducción de entropía) y por el denominado efecto hidrofóbico producido por el desordenamiento de las moléculas de agua, inicialmente ordenadas en torno al ligando y receptor, contribuyendo positivamente al cambio entrópico. 
Sin embargo, en tal simulación de estos estados solvatados, la mayoría de las contribuciones de energía provendrían de las interacciones solvente-solventes y las fluctuaciones en la energía total serían un orden de magnitud mayor que la energía de enlace. 
Por lo tanto, el método MM-PBSA/GBSA utiliza un ciclo termodinámico para calcular energía libre de unión. Este ciclo, esquematizado en la Figura 11, calcula la energía de unión a partir de las energías de solvatación de cada una de las especies químicas implicadas (ΔGsolvL, ΔGsolvP, ΔGsolvcomplex) y de la energía libre de formación del complejo en fase vacío ΔGvacio. 
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Figura 11. Ciclo termodinámico para el cálculo de la energía de unión Proteína–Ligando
Las energías de interacción promedio del receptor y el ligando se obtienen generalmente mediante la realización de cálculos en un conjunto de instantáneas no correlacionadas recogidas de una simulación de dinámica molecular equilibrada (DM). 
Los ejemplos más representativos de utilidad de los cálculos de energía libre de afinidad son los estudios de mecanismo de acción fármaco-receptor en el desarrollo de fármacos, pero también se aplica al estudio de interacción proteína-proteína, como es el caso del presente estudio donde se pretende hacer un análisis funcional entre el dominio ZU5-ANK de la ankirina y la repetición 14 de la  β-espectrina para evaluar que tanto la modificación con 4-HNE afecta la interacción entre las dos proteína.

[bookmark: _Toc10649192][bookmark: _Toc13134341]2.3 Estado del arte de simulación de proteínas carboniladas
De manera general, el estudio de proteínas carboniladas mediante métodos computacionales, así como el de otras MPTs sobre la estructura, dinámica y redes de interacción de proteínas a nivel atómico, permanece pobremente comprendido. Esto se debe en parte al gran tamaño de las proteínas que limita el uso de métodos cuánticos para su estudio y porque el empleo de mecánica molecular útil para estudiarlas se limita también por la falta de parámetros para residuos derivados no estándares. Ya que, los campos de fuerza solo reconocen inicialmente los 20 aminoácidos canónicos para los que fueron diseñados y la presencia de derivados no canónicos requiere la construcción de los parámetros bien sea por métodos experimentales o utilizando enfoques cuánticos [25]. 
A la fecha solo se han creado los parámetros para las modificaciones postraduccionales más comunes en campos de fuerza de AMBER, como ff03 y ff99. Estas modificaciones más comunes se encuentran disponibles  en el sitio web (http://selene.princeton.edu/FFPTM)[26]. Sin embargo, aunque la carbonilación no esté disponible, el paquete Ambertools17, permite mediante el uso de los campos de fuerza generales GAFF2 y GAFF, en combinación con el campo de fuerza para proteínas ff14SB desarrollar parámetros por el método de analogía para derivados no estándares usando los programas que se encuentran en la antecámara como parmchek, parmcal y leap. Adicionalmente se han desarrollado campos de fuerza para ácidos nucleicos, lípidos y carbohidratos[27].
De igual forma, otros  campos de fuerza como CHARMM, GROMACS y GROMOS también han creado algunos parámetros para  algunas modificaciones postraduccionales, que en el caso de la carbonilación directa se cuenta con los campos de fuerza gromos 54A7 and 45A3 en el paquete GROMACS para estudiar dichas modificaciones [28]. Estos se encuentran disponibles en el sitio web (http://vienna-ptm.univie.ac.at )
En particular se han estudiado mediante simulación por dinámica molecular (DM) los efectos de la carbonilacion directa con semialdehído adípico y glutámico sobre diferentes proteínas dentro de las cuales se destacan los realizados sobre la proteína villina y superoxido-dismutasa SOD1[29,30]. Las metodologías empleadas y los resultados esperados se detallan en las secciones siguientes ya que estos dos estudios constituyen los reportes más importantes de simulación por DM de proteínas carboniladas vía carbonilación directa a la fecha.
De igual forma, la carbonilación indirecta de proteínas por 4-HNE y ONE se han estudiado usando combinaciones de metodologías experimentales in vitro e in vivo que involucran la espectrometría de masas y metodologías in sílico  como: minimizaciones y docking ligando proteína [31]. Estos métodos, permiten explorar los acontecimientos biomoleculares y el comportamiento de las proteínas carboniladas, para luego intentar relacionarlos con su función biológica. En general, los estudios computacionales han sido limitados a escalas de tiempo de picosegundos y  sin detalles de la parametrización. Sin embargo, han mostrado cambios locales que conducen a una posible pérdida de la función de las proteínas estudiadas.
Por su parte Waquita et al 2009  [19], empleado combinación de metodos de elucidación estructural como la Resonancia Magnética Nuclear (RNM) y modelado computacional, proporcionó una visión estructural de la formación estereoselectiva  de aductos de cisteína con  4-HNE  sobre Tiorredoxina 1 (TRX) a través de la visualización de la superficie  de potenciales electrostáticos.
Esta sección pretende abordar, los principales avances en las herramientas y metodos para el análisis in sílico de proteínas carboniladas previamente reportados en la literatura. Por otro lado, teniendo en cuenta la diversidad química de los derivados de carbonilación y la falta de parámetros compatibles con los campos de fuerza desarrollados a la fecha, se presentan alternativas de parametrización propuestas en el presente estudio usando el paquete AMBER para poder realizar simulación por DM de proteínas carboniladas. 
[bookmark: _Toc13134342]2.3.1 Metodologías y herramientas computacionales para estudiar la carbonilación directa.
Como se mencionó en la sección de generalidades, para la carbonilación directa sobre residuos de lisina, arginina y prolina  se han empleado métodos computacionales como la dinámica molecular para estudiar a nivel atómico, el efecto oxidativo de derivados como semialdehído adípico, semialdehído glutámico, acido 2-amino-3-cetobutirico y ácido cisteico sobre proteínas involucradas en patologías relacionadas con el envejecimiento y esclerosis lateral amiotrofica.
De las investigaciones realizadas con DM para carbonilación directa,  se destaca la realizada por Petrov et al., 2011 [30] quiénes estudiaron la estabilidad del dominio de cabeza villin, el cual es una hélice de unión a actina, con secuencia (MLSDEDFKAVFGMTRSAFANLPLWKQQNLKKEKGLF) que se ha demostrado forma agregados proteicos carbonilados en varios desórdenes relacionados con el envejecimiento. Este pequeño péptido fue carbonilado en varios residuos al tiempo, formando semialdehído adípico derivado de lisina y semialdehído glutámico derivado de arginina y prolina, estos derivados son resaltados en negritas en la secuencia anterior.
El objetivo fue evaluar el efecto de la carbonilación a nivel atómico mediante cálculos de RMSD, áreas de superficie accesible a solvente, cálculos de entropía conformacional, análisis de agregabilidad y evolución del potencial de hidrofobicidad molecular. 
Antes de proceder a la simulación por DM, a los derivados de semialdehído adípico y glutámico se les construyeron parámetros por analogía, de acuerdo al campo de fuerza de GROMOS 45A3, así los archivos de coordenadas y topología fueron creados incluyendo los nuevos parámetros. Cabe destacar que los parámetros para estos derivados están disponibles en el servidor Vienna-PTM2 con URL http://vienna-ptm.univie.ac.at/ [28,30].
Las simulaciones se ejecutaron usando Gromacs 3.3.3 paquete de simulación biomolecular.  Para lo cual, se utilizó solvatación explicita con el agua tipo SPC y un paso de integración de 2 fs. Para los cálculos electrostáticos, en el campo de fuerza se usó un cutoff = 1,4 nm y la constante dieléctrica de εrf = 65. La estructura de partida fue el dominio de cabeza de villin (código PDB 1VII) obtenida por RMN. Se minimizó por método de máxima pendiente (500 iteraciones) y luego con gradiente conjugado en agua (1500 iteraciones), el sistema se equilibró aumentando gradualmente la temperatura (de 100 a 300 K) por encima de 100 ps con restricciones de posición gradualmente decrecientes (de 25 000 a 5000 kJ) mol-1nm-2) a volumen y temperatura constantes, y finalmente un equilibrado adicional para 20 ps a presión constante y temperatura de 1 bar y 300 K
Posterior a la simulación por DM del péptido Cabeza de Villina se demostró que la modificación de los aminoácidos arginina y prolina con semialdehído glutámico y lisina con semialdehído adípico provoca desestabilización conformacional dependientes del número de aminoácidos carbonilados, también se generó desplegamiento, atribuido a la ruptura de puentes disulfuro y pliegues de prolina alterados. Adicionalmente mediante estudios de ciclos de integración termodinámicos y análisis de potenciales lipofílicos se determinó que la carbonilacion afecta la agregación de la proteína y altera la hidrofobicidad [30].
Usando la misma metodología de simulación por DM, Petrov et al., 2016 estudió, los efectos de la modificación oxidativa en la estabilidad del monómero y del homodímero de superoxido dismutasa 1 (SOD1), las propiedades moleculares,  la agregación de SOD1 y su relación  con la esclerosis lateral amiotrófica. Nuevamente se usaron simulaciones por DM con parámetros de los aminoácidos no estándares compatibles, con el  campo de fuerza GROMOS 54A7 y el paquete GROMACS 4.0.1.  Adicionalmente, mediante un método computacional avanzado y altamente costoso conocido como integración termodinámica se estudiaron los efectos específicos del sitio a nivel microscópico de las carbonilaciones oxidativas en la interfaz del dímero, que incluyen carbonilación de  lisina (semialdehído adípico); arginina y prolina (semialdehído glutámico);  treonina( ácido 2-amino-3-cetobutirico) y cisteína ( ácido cisteico) [29].
Los resultados mostraron que el daño oxidativo de incluso residuos individuales en la interfaz puede desestabilizar drásticamente el Homodímero SOD1, con varias modificaciones que muestran un efecto comparable al de las mutaciones más drásticas que causan la esclerosis lateral amiotrófica. Además, mostraron que la estabilidad del monómero SOD1 disminuye con el estrés oxidativo, lo que puede conducir a una desplegamiento parcial local y en consecuencia a una mayor propensión a la agregación [29].
[bookmark: _Toc13134343]2.3.2 Metodologías y herramientas computacionales para estudiar la carbonilación indirecta por 4-HNE.
En general las metodologías computacionales empleadas para estudiar proteínas modificadas con 4-HNE han sido complementarias a los hallazgos experimentales de proteomica redóx, que mediante el uso de espectrometría de masas han permitido  la identificación de los residuos específicamente modificados tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo [31]. Estos últimos representa grandes desafíos para la investigacion en proteomica y el mismo enfoque computacional.
Dentro de las herramientas disponibles, los paquetes de softwares como Discovery Studio (Accelrys Inc., San Diego, CA) y Spartan (Wave function, Inc., Irvine, CA) se encuentran disponibles para predecir y visualizar alteraciones proteómicas debidos  a electrófilos reactivos generados durante la peroxidación lipídica. Con la ayuda de estas herramientas  es posible utilizar la Modelización molecular para examinar los mecanismos químicos de la carbonilación de proteínas al tiempo que permite visualizar la manera en que los aminoácidos no canónicos  o especies aducidas afectan el microambiente fisiológico de las proteínas[31]. 
A continuación en la tabla 1, se relacionan los estudios llevados a cabo sobre proteínas carboniladas con 4-HNE en enfermedad alcohólica hepática (métodos in vitro e in vivo) que constituyen el principal estado del arte en el uso de las metodologías de Modelización molecular. El objetivo fue esclarecer el detalle atómico de la modificación sobre residuos específicos identificados por espectrometría de masas en experimentos previos y relacionarlos con las propiedades estructurales y funcionales de las proteínas blanco que suministra el Modelización molecular.
En todos los casos los residuos no estándares, fueron construidos en el campo de fuerza CHARMM por el método de analogía  y las simulaciones fueron llevadas a cabo en él software Discovery Studio (Versión 2.5.5 y 3.1.1; Accelrys Inc., San Diego, CA). Salvo la proteína Peroxiredoxina 1, en la cual se utilizó campo de fuerza de valencia constante (CVFF) y se empleó el software Insight II (Versión 2005; Accelrys, Inc., San Diego, CA). Esta última se puede apreciar en la primera fila de la tabla 1.




Tabla 1 Métodos de Modelización molecular empleando proteínas modificadas por 4-HNE sobre Cys, Lys e His en enfermedad alcohólica hepática.
	Proteínas
	Residuo 
modificado
	Método Computacional

	Enzima Peroxiredoxina humana (Código PDB: 1PRX).
[34]
	Cys91,
Lys209 y 
Cys 47
	Las estructuras fueron minimizadas  por  gradiente conjugado (1000 iteraciones). Solvatadas por una capa de agua tipo TIP3P de 10 Å. Simulaciones por DM inicial de 40 ps, ​​seguido de 100 ps  a 300 K. La estructura de menor energía potencial fue seleccionada y luego se minimizó usando  gradiente conjugado (3000 iteraciones). Se midieron las distancias entre los aminoácido Val129, Ala 151, Por 191 y Met 127, para evaluar los cambios de conformación en el sitio activo

	Enzima SIRT3 humana (Código PDB : 3GLS)
(Fritz et al.,  2012)
	Cys 280
	Se realizó una minimización (1000 iteraciones) usando gradiente conjugado para una convergencia de 0.001 kcal / mol, Se usó el modelo solvente implícito generalizado de Born. Se realizó un docking flexible  entre el sustrato  peptídico acetil-Coa sintetasa 2 (AceCS2- Kac) y  la enzima SIRT3 nativa y modificada  para calcular la  energía de enlace (ΔGbind).

	Proteína  Akt2 de la vía de señalización de insulina humana (Código PDB : 1O6L )
[36]
	Cys 311
	Se realizó una minimización (1000 iteraciones) usando el método de gradiente conjugado para una convergencia de 0.001 kcal / mol. Se usó el modelo solvente implícito generalizado de Born. Posteriormente se realizó un docking flexible  entre el sustrato peptídico GSK3β y proteína akt2 nativa y modificada, para luego calcular, y un péptido  la energía de enlace (ΔGbind) de los complejos acoplados.

	Enzima AMPK humana reguladora de la beta oxidación en el hepatocito (Código PDB : 2Y94)
[37]
	Cys130, 174, 227  sobre  AMPKα and Cys 225 sobre AMPKβ
	Se realizó una minimización (1000 iteraciones) usando el método de gradiente conjugado para una convergencia de 0.001 kcal / mol. Se usó el modelo solvente implícito generalizado de Born. Sobre la estructura minimizada de las AMPKα  y AMPKβ tanto aducidas como nativas se observaron cambios  globales y locales sobre el sitio activo y su capacidad de interacción con staurosporine.

	Proteína de unión a ácidos grasos L-FABP de ratón, con homología del 98% de identidad con la secuencias de la proteína humana (Código PDB : 1LFO )
[38]
	Cys69, Lys31, Lys6, Lys,46 His43 Lys57
	Se realizó una minimización (1000 iteraciones) usando el método de gradiente conjugado para una convergencia de 0.001 kcal / mol. Se usó el modelo solvente implícito generalizado de Born.  Posteriormente se realizó un docking flexible  entre el ligando LA (ácido anilinonaftaleno-8-sulfonico) y  LA ENZIMA L-FABP nativa y modificada, para luego calcular  la energía de enlace (ΔGbind) de los complejos acoplados.



Como se observa en la tabla 1, todos los sistemas evaluados, fueron sometidos a cortas simulaciones por DM, alrededor de los 100 Ps, con lo cual no se pueden hacer evaluaciones de cambios de plegamiento y estabilidad conformacional representativos. Además no se detallan los metodos de parametrización de los aminoácidos modificados con 4-HNE, no se han reportado los parámetros validados. Además en casi todos los estudios se evalúa la forma línea del 4-HNE y no la forma hemiacetalica estable demostrada experimentalmente.
Además, no se utilizaron los campos de fuerza AMBER para desarrollar la parametrización y la validación. Con el fin de resolver estos interrogantes, la primera parte de la presente tesis doctoral se enfocó en la construcción y validación de parámetros de aminoácidos aducidos con 4-HNE para realizar simulación por DM a gran escala de tiempo. Luego, se utilizó para evaluar el efecto de la carbonilacion a nivel estructural y funcional sobre proteínas carboniladas con 4-HNE
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[bookmark: _Toc13134344]3. JUSTIFICACIÓN
4-Hidroxi-2-nonenal (4-HNE) es el principal producto final de la peroxidación lipídica en condiciones de estrés oxidativo, el cual es un compuesto anfifílico con fuertes propiedades lipofílicas[59]. En consecuencia, 4-HNE tiende a concentrarse en las biomembranes, donde es capaz de reaccionar covalentemente con cadenas laterales de los aminoácidos (aa) Cys, His, Lys y Arg.  Este aldehído introduce grupos carbonilo a través de la reacción conocida como, adición de Michael afectando la función de las proteínas y promoviendo su degradación selectiva por el proteasoma.  In vitro, los grupos sulfhidrilo de cisteína son los principales blancos nucleofílicos del HNE con una reactividad molar de HNE / AA de 0,6 en compuestos modelo de poli-aminoácidos sintéticos. Le siguen His (1 × 10-3), Lys (3 × 10-4) y Arg (4 × 10-5). Este orden de reactividad no implica que los residuos de Cys sean siempre los blancos preferenciales de HNE en las proteínas. Otros factores, como la polaridad del microambiente y la accesibilidad en la estructura terciaria / cuaternaria podrían afectarlo [59,60].
Se considera que tan solo el 8% del 4-HNE formado en una célula, es capaz de modificar las proteínas, pero existen pocas investigaciones para identificar los blancos de aminoácidos en condiciones fisiológicas. [61]. Así, por ejemplo, se encontraron proteínas de membranas y citoesqueleto de eritrocitos humanos como blancos de 4-HNE y se confirmó la formación de aductos de Michael en los residuos de  His y Lys de β-espectrina y ankirina utilizando métodos proteómicos, basados en LC-MS en tándem [22].
Sin embargo, el efecto de las modificaciones con 4-HNE sobre proteínas a nivel atómico ha sido poco estudiado, debido a diferentes razones. Una de ellas implica la simulación computacional relativamente compleja para modelar la estructura de proteínas con aminoácidos no estándares, como consecuencia de modificaciones postraduccionales [30,62,63]. Hasta ahora, los efectos en el nivel atómico de la carbonilacion de proteínas han sido reportado por Petrov para la oxidación directa de cadenas laterales de residuos de lisina, arginina y prolina produciendo semialdehído glutámico y adípico sobre péptidos y proteínas[25,30].
Por otro lado, la carbonilacion indirecta inducida por aldehídos electrofílicos como 4HNE, se ha estudiado mediante Modelización molecular usando los paquetes computacionales Insigght II versión 2005 y Discovery Studio (Accelrys Inc., San Diego, CA) para apoyar  las estrategias experimentales de proteomica redóx en predicción y visualización de los efectos moleculares de la carbonilacion sobre proteínas in sílico [12,36,38,64]. Sin embargo, estos estudios tienen la limitación del poco tiempo de muestreo computacional (del orden de los 100ps), no reportaron los parámetros de los residuos no estándares utilizados, usaron aductos lineales del 4-HNE y además no profundizaron en el proceso de validación de dichos parámetros.
Es importante destacar, que la primera dificultad para la simulación por DM de proteínas carboniladas con 4-HNE en AMBER, es la construcción y parametrización de los residuos no estándares correspondientes a aductos de Michael formados entre la unión covalente de los aminoácidos antes mencionados y el 4-HNE. Para ello, se hace necesaria la optimización de las estructuras moleculares mediante cálculos cuánticos realizados con el programa Gaussian. Este paso,  es crítico ya que, la creación de  nuevos parámetros como enlaces, ángulos y diedros requieren validación experimental o cuántica [65].  
Así, en la presente tesis doctoral, se plantea por primera vez la construcción parámetros en el campo de fuerza GAFF y ff14SB del paquete AMBER para los cuatro residuos nucleofílicos más importantes susceptibles de formar aductos de Michael con Cys, His, Lys y el pirrol-aducto sobre Arg. Adicionalmente, validarlos usando funcionales teóricos híbridos para luego ponerlos a disposición de la comunidad científica a través de bases de datos, para el estudio in sílico de proteínas carboniladas por 4-HNE. Es importante señalar que hasta el momento de la publicación de los resultados de este estudio no se contaba con parámetros de aductos con 4-HNE validados y reportados en bases de datos para campos de fuerza AMBER, ni de otro tipo de software usado en Quimica o Biología computacional. 
Además, se considera pertinente evaluar la utilidad de los residuos no estándares con los nuevos parámetros creados mediante simulación por DM de sistemas biológicos modelos con reportes experimentales previos de carbonilacion por 4-HNE mediante espectrometría de masas. 
En particular, la principal motivación para llevar a cabo este estudio, fue la carbonilacion con 4-HNE de proteínas de membrana, como la ankirina R, la cual presentó un patrón  diferencial de carbonilacion por 4-HNE, en eritrocitos del grupo O y en eritrocitos de personas con deficiencias de G6PD y rasgos falciformes, lo que podría estar asociado a las respuestas adaptativas a la malaria grave[13].
Sin embargo, inicialmente se estudiaron los efectos estructurales  de la carbonilacion con 4-HNE sobre dos proteínas modelos: primero TRX, ya que hace parte de un importante complejo antioxidante central a nivel celular que juega un rol preponderante en el balance Redóx en mamíferos[66]. Y segundo  BSA una proteínas de trasporte de diferentes ligandos exógenos y endógenos, que además  es ampliamente usada como proteína control para el desarrollo de experimentos de proteomica REDOX, incluyendo los análisis de enriquecimiento de proteínas con 4-HNE[22]. Ambas TRX Y BSA cuentan con evidencia experimental de los sitios de modificación por 4-HNE.
Por último,  para profundizar en el estudio de los efectos estructurales y funcionales de la carbonilacion con 4-HNE sobre complejo de proteínas usando los residuos no estándares creados y validados,  se modificó con 4-HNE el sistema  formado por el dominio ZU5-ANK  de ankirina R y las repeticiones 14 y 15 β-espectrina(ZU5-ANK-Spec) sobre un primer conjunto de aminoácidos nucleofílicos ubicados en el dominio ZU5-ANK para correr simulaciones por DM y cálculos de energía libre mediante metodos MM-PBSA Y MM-GBSA para análisis estructural y funcional respectivamente. 
El estudio de la carbonilacion con 4-HNE del complejo ZU5-ANK-Spec es de gran interés, puesto que ambas proteínas están relacionadas con la capacidad de deformación del eritrocito humano. Además, existen estudios previos que asocian la modificación con 4-HNE sobre estas proteínas con alteración de la membrana eritrocitaria conduciendo anemia hemolítica adquirida, lo cual es  característico en diferentes condiciones fisiopatológicas como las formas de malaria grave en diferentes grupos sanguíneos A, B y AB, así como también en  enfermedad renal, diabetes entre otras[67–69].
Teniendo en cuenta lo anterior a continuación se plantea la hipótesis, los objetivos generales y específicos de la presente tesis doctoral.
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La carbonilación de proteínas por 4-HNE es un proceso oxidativo no enzimático de modificación postraduccional de carácter irreversible que se da bajo condiciones de estrés oxidativo, el cual puede estar asociado a la aparición de las manifestaciones clínicas de enfermedades crónicas, dentro de las cuales destacan, las formas de malaria grave en eritrocitos infectados con P falciparum, enfermedad renal, alzhéimer y cáncer.
Por otra parte, el 4-HNE así como otros aldehídos derivados de la peroxidación lipídica, pueden ejercer tanto efectos deletéreos como benéficos in vivo. Ya podrían ejercer funciones fisiológicas importantes como regulación de la expresión génica y como mensajero de la señalización celular
En general, el mecanismo que se ha reportado por medio del cual la carbonilación de proteínas con 4-HNE genera los anteriores procesos fisiopatológicos, es que provoca rearreglos estructurales, cambios conformacionales relativamente grandes y además agregación proteica, lo cual induce al reconocimiento por el proteosoma y por tanto regulación de la proteína mediante destrucción o alteración de su función.
Sin embargo, el alcance esperado del cambio estructural posterior a la carbonilación por 4-HNE aún no se conoce a nivel atómico, si el impacto estructural ¿es de carácter local o global?, si ¿es en el sitio de modificación o en áreas distantes? y más aún si ¿estos cambios tienen repercusiones directas en la función de las proteínas?
Luego entonces la hipótesis de trabajo es que las proteínas monocarboniladas con 4-HNE presentan cambios locales con gran impacto en su estabilidad estructural y funcional. Por lo tanto, el estudio del efecto de la carbonilación con 4-HNE de diferentes sistemas de proteínas a nivel atómico mediante simulación por DM, permitirá generar nuevo conocimiento que contribuya junto con los metodos experimentales de proteómica redóx al descubrimiento del mecanismo molecular de la carbonilación y su relación con el espectro de enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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El presente trabajo se encuentra en la línea de investigacion de Proteomica Redóx del grupo Quimica Analítica y Biomedicina de la Universidad de Cartagena, dirigida a la evaluación de los efectos moleculares de la carbonilación por 4-HNE de proteínas identificadas por electroforesis y espectrometría de masas. En el marco de esta línea y en el contexto del Modelización molecular, el objetivo principal es evaluar los cambios estructurales y funcionales de proteínas carboniladas con 4-HNE mediante simulación por Dinámica Molecular para contribuir a la comprensión de los mecanismos moleculares de la carbonilación de proteínas asociadas a patologías crónicas que se presentan bajo condiciones de estrés oxidativo.
Para alcanzar este objetivo se plantearon los siguientes objetivos específicos complementarios, dirigidas a resolver la hipótesis de trabajo propuesta y que se relacionan a continuación:
1. Diseñar aminoácidos no estándares enlazados a 4HNE con parámetros para simulación de proteínas modificadas en campos de fuerza de AMBER, GAFF2 Y ff14SB.
2. Validar los nuevos parámetros de los nuevos aminoácidos no estándares enlazados a 4-HNE mediante metodos QM y MM.
3. Evaluar los efectos estructurales de la carbonilación por 4-HNE nuevos aminoácidos no estándares en dos proteínas modelos, BSA Y TRX, con reportes experimentales de carbonilación por 4-HNE.
4. Determinar los efectos de la carbonilación con 4-HNE sobre el dominio ZU5-ANK y sobre la formación del complejo entre este dominio y la β-espectrina mediante simulación por dinámica molecular y cálculos de energía libre.
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Con cuatro parámetros puedo fijar un elefante, 
Y con cinco puedo hacerle mover la trompa.
John Von Neumann


[bookmark: _Toc13134350]6.1 Introducción
El termino campo de fuerza se refiere a los parámetros del potencial usado para calcular las fuerzas  (vía gradiente) en simulación por dinámica molecular (DM). La idea subyacente es crear cierto número de tipo de átomos en el cual, puedan ser descritos valores estructurales en equilibrio como enlaces, ángulos, diedros, improper, interacciones electrostáticas y de Van der Waals de cualquier sistema molecular. Los campos de fuerza de los paquetes empleados en la actualidad cuentan con parámetros para solamente los 20 aminoácidos canónicos y algunas modificaciones postraduccionales  frecuentes como fosforilación, acetilación, metilación entre otras.
Teniendo en cuenta lo anterior, para poder realizar una simulación por DM de proteínas carboniladas con 4-HNE, usando el campo de fuerza GAFF de AMBER, fue necesario construir los parámetros de las formas hemiacetalicas estables del 4-HNE enlazado a cuatro aminoácidos Cisteína, Lisina, Histidina y Arginina. El objetivo del presente capítulo, es presentar los parámetros de enlace, ángulo, diedros, improper, interacciones electrostáticas y de Van der Waals con sus respectivas constantes de los cuatro aminoácidos no estándares modificados con 4-HNE y  validarlos mediante comparación de metodos de Mecánica Molecular (MM) y  Mecánica Cuántica (QM). Para finalmente poder usarlos en cualquier sistema proteico carbonilados con 4-HNE.
Los resultados de estos parámetros y la metodología  de referencias para la parametrización de los aductos de Michael de cisteína, lisina e histidina están descritos en el artículo Development and benchmark to obtain AMBER parameters dataset for non-standard amino acids modified with 4-hydroxy-2-nonenal publicado en la revista Data in Brief de Elsevier https://doi.org/10.1016/j.dib.2018.11.102.
Y los parámetros para el pirrol aductos de arginina, están descritos en el manuscrito titulado  AMBER parameters and topology data of 2-pentylpyrrole adduct of arginine with 4-hydroxy-2-nonenal sometido a la revista Data in brief.




[bookmark: _Toc13134351]6.2 Development and benchmark to obtain AMBER parameters dataset for non-standard amino acids modified with 4-hydroxy-2-nonenal.

[bookmark: _Toc13134352]6.2.1 Abstract
The data described here supports the research article 4-HNE carbonylation induces local conformational changes on bovine serum albumin and thiorredoxin. A molecular dynamics study [1]. Dataset on Gaff force field parameters of AMBER is provided for assembled three non-standard amino acids resulting of the 4-HNE Michael addition, the main end product of lipids peroxidation. Data include a framework for derivation of missing bonds, angles and dihedral parameters for Cys, His, and Lys modified amino acids, alongside optimized partial charges derived with Restrained Electrostatic Potential (RESP) method and the new force field parameters obtained by mechanical quantic (QM) using HF/6 - 31G** level of theory. Benchmark as a graphics tutorial summary steps to obtained new parameters and the validation of non-standard amino acids is presented. The new residues constructed are put available to the scientific community to perform molecular dynamics simulations of modified 4-HNE proteins. 

Keywords: AMBER; Gaff; Force field parameterization; Mechanical quantic; Molecular Dynamics; Geometry Optimization; Validation
Specifications Table
	Subject area
	Biochemistry, Biophysics

	More specific subject area
	Computational Biochemistry, Computational Biophysics

	Type of data
	Figures and tables

	How data was acquired
	Quantum Mechanics (QM), Molecular Dynamics(MD), Software used:  Gaussian 09 for QM, AMBER (pmemd) for MD

	Data format
	Raw and analyzed.

	Experimental factors
	(2S, 4S, 5R)-4-Hydroxy-2-nonenal isomer was used to build Michael adducts

	Experimental features
	Theorical level HF/6 - 31G**   for QM and Gaff2 force field and ff14SB force field for MD

	Data source location
	Cartagena, Colombia, Facultad de Ciencias Farmacéuticas and Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.10°23'58. 75°30'09., Cl. 6 #3"N, Cartagena, Bolívar

	Data accessibility
	Data are supplied with this article. Parameter files are available http://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/

	Related research article
	4-HNE carbonylation induces local conformational changes on Bovine Serum Albumin and Thioredoxin. A molecular dynamic study[1]. https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2018.11.001




[bookmark: _Toc13134353]6.2.2 Value of the Data
· [bookmark: _Hlk516498410]Dataset of new AMBER force field parameters are provided to perform Molecular Dynamics Simulation of 4-HNE carbonylated proteins with Michael adducts on Cys, His and Lys residues.
· [bookmark: _Hlk529783918]A benchmark framework for constructing, parameterizing, optimizing and validating of new non-standard amino acid residues modified with 4-HNE is now available. 
· Our data can be used to modify, simulate and evaluate by molecular dynamic simulation the effects of 4-HNE carbonylation over any protein system. 
[bookmark: _Toc13134354]6.2.3 Data
In the supplementary material 1 the dataset of partial charges assigned to Cys-HNE, His-HNE and Lys-HNE are shown. In Figure 1, the workflow for preparing parameter files for non-standard residues is described. In addition, in Figure 2 the optimized structures obtained with theory level HF/6-31G** are presented. Finally, in Tables 1, 2 and 3 the dataset with the information of new obtained parameters are listed as coordinates files for CYS-HNE, His-HNE and Lys-HNE, respectively.

6.2.4 Experimental Design, Materials, and Methods
[bookmark: _Toc13134355]6.2.4.1 Parameterization
Dataset of Gaff force field parameters were established for three non-standard amino acids (His-HNE, Lys-HNE and Cys-HNE) to be used for molecular dynamics simulations of proteins [1] In the figure 1 is presented the framework for derivation of missing bond, angle and dihedral parameters. First,  non-standard  amino acid were constructed with GaussView 5, followed by full geometry optimization of the new structures using the  Hartree-Fock level (HF/6 - 31G**) [2]. Next,  assignment of charges, missing bonds, angles, and dihedral angles parameters were constructed with the antechamber and leap programs as included in AmberTools [3]. Then, charges (Step 4) of the optimized structures were calculated using RESP method [4] and the partial charges assigned to individual atoms are listed in the supplementary material. Missing bonds, angles, and dihedral parameters of each amino acids modified with 4-HNE were established by homology, matching atom types automatically from the Gaff force field and using parmchk to generate the required force constants [5]. Dataset of new parameters assigned for the new non-standard amino acids were consigned in frcmod files and they are summarized below tables 1, 2 and 3. Next, coordinate and topology files were created for each non-standard amino acid with the program leap.
[bookmark: _Hlk529784088][image: C:\Users\anti\Desktop\articulo 1\fig 1 data in brief.tif]Fig. 1. Framework for initial force field parameterization of the amino acid adduced with 4-HNE
These non-standard amino acids were replaced on the proteins and the lacking parameters in frcmod files corresponding to peptide bonds, angle and torsions between the non-standard amino acids and the end nitro-terminus and the end carboxyl terminus of the nearby amino acids on proteins, were calculated using the program parmcal of Antechamber package. These improved frcmod files were loaded into tleap program from AmberTools16 to generate the libraries files (type lib files). 
Finally, the optimized structures of modified and unmodified amino acids Cys, His and Lys with Michael adducts are showed in Fig. 2; whereas the new improved parameters were included into tables 1, 2 and 3.  There, bond parameters values are expressed as bond constants (kr) in kcal·mol−1Å−2; distance at equilibrium (req) in Å; angle constant (kθ) in kcal·mol−1deg−2; angle at equilibrium (Θeq) in degres, dihedrals constants (Vn/2) in kcal/mol and dihedrals constants angles (ψ) in degres.

[image: ]
Fig. 2.  Optimized structures of non-modified and modified amino acids Cys, His and Lys with Michael adducts of 4-HNE. Figures were obtained with theory level HF/6-31G** and the atom names follows PDB conventions.


Table 1. New parameters assigned to CYS-4HNE

	BOND

	AtomTypes
	Kr
	req

	c1-N
	361.821
	1.431
	 

	ANGLE

	AtomTypes
	KΘ
	Θeq
	Note

	n2-c3-c1
	68.008
	109.895
	Calculated with empirical approach

	c3-c1-o
	57.930
	180.000
	Calculated with empirical approach

	o-c1-N
	72.926
	119.420
	 

	c1-N-H
	50.000
	120.000
	 

	c1-N-CX
	63.311
	133.250
	 

	c3-c1-N
	66.420
	114.600
	 

	DIHEDRAL

	AtomTypes
	Vn/2
	γ (ψ)
	n

	o-c1-N-H
	1
	180
	2

	o-c1-N-CX
	1
	180
	2

	c3-c1-N-H
	1
	180
	2

	c3-c1-N-CX
	1
	180
	2




	












	BOND
	 

	AtomTypes
	Kr
	req
	req
	 

	C-n2
	361.821
	1.431
	 
	 

	c1-N
	361.821
	1.431
	 
	 

	ANGLE
	 

	AtomTypes
	KΘ
	Θeq
	Note
	 

	O-C-n2
	72.926
	119.420
	 
	 

	C-n2-c3
	63.311
	133.250
	 
	 

	C-n2-hn
	46.635
	118.320
	 
	 

	CX-C-n2
	66.420
	114.600
	 
	 

	o-c1-N
	72.926
	119.420
	 
	 

	c1-N-CT
	50.000
	121.900
	 
	 

	c1-N-CX
	63.311
	133.250
	 
	 

	c3-c1-N
	66.420
	114.600
	 
	 

	n2-c3-c1
	68.008
	109.895
	Calculated with empirical approach
	 

	c3-c1-o
	57.930
	180.000
	Calculated with empirical approach
	 

	DIHEDRAL
	 

	AtomTypes
	Vn/2
	γ ( ψ)
	n
	 

	O-C-n2-c3
	1
	180
	2
	 

	O-C-n2-hn
	1
	180
	2
	 

	CX-C-n2-c3
	1
	180
	2
	 

	CX-C-n2-hn
	1
	180
	2
	 

	o-c1-N-CT
	1
	180
	2
	 

	o-c1-N-CX
	1
	180
	2
	 

	c3-c1-N-CT
	1
	180
	2
	 

	c3-c1-N-CX
	1
	180
	2
	 

	IMPROPER
	 

	AtomTypes
	Vn/2
	γ ( ψ)
	n
	 Note

	h5-n2-c2-na
	1.1
	180.0
	2.0
	Using default value

	c2-h4-c2-na
	1.1
	180.0
	2.0
	Using default value


Table 2. New parameters assigned to HIS-4HNE








Table3. New parameters assigned to LYS-4HNE

	BOND

	AtomTypes
	Kr
	Req
	req

	C-n3
	361.821
	1.431
	

	ANGLE

	AtomTypes
	KΘ
	Θeq
	Note

	O-C-n3
	72.926
	119.420
	

	C-n3-c3
	63.311
	133.250
	

	C-n3-hn
	46.635
	118.320
	

	CX-C-n3
	66.420
	114.600
	

	DIHEDRAL

	AtomTypes
	Vn/2
	γ ( ψ)
	N

	O-C-n3-c3
	1
	180
	2

	O-C-n3-hn
	1
	180
	2

	CX-C-n3-c3
	1
	180
	2

	CX-C-n3-hn
	1
	180
	2



From these datasets, the topology and coordinate of modified proteins were obtained. Hence, the applicability of the newly derived MM parameter, they were subsequently employed in 1 µs MD simulations of each of the three non-natural amino acids treated following the methodology described by [1] and  [6].
[bookmark: _Toc13134356]6.2.4.2 Validation
To test the generated structures from the modified amino acids we performed MD simulations as described above using only the modified structure and compared selected bond distances and angles with structures obtained from DFT level of theory m062x/631g (d) (Table 2).  Overall, good agreement between the data from high-level QM calculations and the generated AMBER structures were seen. Distance average error is between the ranges of ~0.02-0.05 Ǻ whereas angle error is within ~4°.  As an additional comparison, we extracted the bonds and angles information from our modified protein systems and found that average bond difference is within ~0.01-0.03 Ǻ and within ~3.7°.

Table 2. Comparison between selected bond distances and angles calculated from optimized nonstandard amino acids structures. Data from the single modified amino acids were extracted from a 1µs MD simulation using the same protocols describe before, comparisons were calculated using the DFT level of theory m062x and a basis set 6-31g (d).

	Validation Methods
	CYS-4HNE
	HIS-4HNE
	LYS-4HNE

	
	Bond
(Å, ± Stdev )
	Angle
(°, ± Stdev)
	Bond
(Å, ± Stdev)
	Angle
(°, ± Stdev)
	Bond
(Å, ± Stdev)
	Angle
(°, ± Stdev)

	 
	SG –C
	C4-C5
	SG-C-C1
	C4-C5-C6
	NE2-C
	C4-C5
	NE2-C-C1
	C4-C5-C6
	NZ-C
	C4-C5
	NZ-C-C1
	C4-C5-C6

	QM
(m062x/631g(d)
	1.82
	1.52
	115.25
	112.37
	1.45
	1.53
	112.07
	112.8
	1.45
	1.52
	112
	112.95

	MM (AMBER) aa alone
	1.83
±0.05
	1.56
±0.02
	111.77 
± 4.01
	112.56
±4.06
	1.47
±0.03
	1.54
±0.01
	113.22
±5.17
	113.40
±0.97
	1.50
±0.03
	1.56
±0.03
	112.98
±3.29
	112.36
±3.08

	MM (AMBER) aa on protein
	1.50
±0.03
	1.54
±0.01
	113.23
±5.17
	113.41
±0.97
	1.48
±0.03
	1.55
±0.03
	117.14
±3.3
	112.73
±3.49
	1.48
±0.03
	1.55
±0.03
	114.29
±3.42
	112.82
±3.74

	

Atoms involved in selected distances and angles
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[bookmark: _Toc13134357]6.2.5 Analysis of molecular dynamics trajectories of non-standard vs. standard amino acids
All atom root means square deviation analysis for unmodified and modified amino acids is presented in Fig. 2.  Distance found in RMSD analysis for all unmodified amino acids were under 1 Å, being 0.8 Å for HIS and LYS and 0.4 Å on CYS.  In the case of non-standard amino acids, RMSD values increased until an average of 1.4 Å for HIS-4HNE and LYS-4HNE and average of 1.2 Å for CYS-HNE (Fig. 2). Differences observed fall into a range of 0.6 – 0.8 Å for RSMD comparisons among modified/unmodified amino acids indicating that 4-HNE do not induce dramatically structural changes.
[image: ]
Fig. 2. Running average (using 40 frames) of all atom RMSD of unmodified and modified amino acids with 4-HNE (non-standard) vs. time.  Raw data shown in the background.  A. Unmodified Histidine type HIE vs. Histidine HIE -4HNE. B. Unmodified Lysine and Lysine-4HNE. C. Unmodified cysteine vs. Cysteine-4HNE. Red line corresponding to unmodified amino acid and the black line is nonstandard amino acids. RMSD calculated using an average structure of native amino acids as a reference. 
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[bookmark: _Toc13134358]6.3 AMBER parameters and topology data of 2-pentylpyrrole adduct of arginine with 4-hydroxy-2-nonenal
[bookmark: _Toc13134359]6.3.1 Abstract
The data described here supports the research manuscript Effect of 4-HNE modification on ZU5-ANK domain and the formation of the complex with β-spectrin: A Molecular dynamics simulation study.  Dataset on Gaff force field parameters of AMBER is provided for assembled one non-standard arginine resulting of reaction with 4-HNE, the major secondary product of lipids peroxidation, to produce 2-pentylpyrrole adduct Arg-HNE. Data include a framework for derivation of missing bonds, angles and dihedral parameters for modified arginine , alongside optimized partial charges derived with Restrained Electrostatic Potential (RESP) method and the new force field parameters obtained by quantic mechanics (QM) using HF/6 - 31G** level of theory. Benchmark as a graphics tutorial summary steps to obtained new parameters and the validation of non-standard amino acids is presented. The new residue constructed are put available to the scientific community to perform molecular dynamics simulations of modified 4-HNE proteins on arginine residue. 
Keywords: AMBER; Gaff; Force field parameterization; Mechanical quantic; Molecular Dynamics; Geometry Optimization; Validation

Specifications Table
	Subject area
	Biochemistry, Biophysics

	More specific subject area
	Computational Biochemistry, Computational Biophysics

	Type of data
	Figures and tables

	How data was acquired
	Quantum Mechanics (QM), Molecular Dynamics(MD), Software used:  Gaussian 09 for QM, AMBER (pmemd) for MD

	Data format
	Raw and analyzed.

	Experimental factors
	The chemical structure of a 4HNE-arginine pyrrole adduct. was used to build 2-pentylpyrrole adduct

	Experimental features
	Theorical level HF/6 - 31G**   for QM and Gaff2 force field and ff14SB force field for MD

	Data source location
	Cartagena, Colombia, Facultad de Ciencias Farmacéuticas and Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.10°23'58. 75°30'09., Cl. 6 #3"N, Cartagena, Bolívar

	Data accessibility
	
Data will be submitted to the databases of the Bryce group for AMBER parameters

	Related research manuscript 
	Effect of 4-HNE modification on ZU5-ANK domain and the formation of the complex with β-spectrin: A Molecular dynamics simulation study




[bookmark: _Toc13134360]6.3.2 Value of Data
· Dataset of new AMBER force field parameters are provided to perform Molecular Dynamics Simulation of 4-HNE carbonylated proteins with 2-pentylpyrrole adduct on arginine residues.
· A benchmark framework for constructing, parameterizing, optimizing and validating of new non-standard 4HNE-arginine pyrrole adduct is now available. 
· Our data can be used to modify, simulate and evaluate by molecular dynamic simulation the effects of 4-HNE carbonylation on arginine over any protein system. 

[bookmark: _Toc13134361]6.3.3 Data
In the table 1 the dataset of partial charges assigned to Arg-HNE is shown. In Figure 1, the workflow for preparing parameter files for 2-pentylpyrrole adduct is described. In addition, in Figure 2 the optimized structures obtained with theory level HF/6-31G** are presented. Finally, in Tables 2 the dataset with the information of new obtained parameters are listed as coordinates file for 4HNE-arginine pyrrole adduct.

[bookmark: _Toc13134362]6.3.4 Experimental Design, Materials, and Methods
[bookmark: _Toc13134363]6.3.4.1 Parameterization
Dataset of Gaff force field parameters were established for one  non-standard amino acids (Arg-HNE) to be used for molecular dynamics simulations of proteins [1] In the figure 1 is presented the framework for derivation of missing bond, angle and dihedral parameters. First,  non-standard  amino acid were constructed with GaussView 5, followed by full geometry optimization of the new structures using the  Hartree-Fock level (HF/6 - 31G**) [2]. Next,  assignment of charges, missing bonds, angles, and dihedral angles parameters were constructed with the antechamber and leap programs as included in AmberTools [3]. Then, charges (Step 4) of the optimized structures were calculated using RESP method [4] and the partial charges assigned to individual atoms are listed in the supplementary material. Missing bonds, angles, and dihedral parameters of arginine  modified with 4-HNE were established by homology, matching atom types automatically from the Gaff force field and using parmchk to generate the required force constants [5]. Dataset of new parameters assigned for the 2-pentylpyrrole adduct were consigned in frcmod files and they are summarized below tables 1. Next, coordinate and topology files were created for each non-standard amino acid with the program leap.
[image: C:\Users\anti\Desktop\Scienti\data in brief 2\Fig 1.tif]
Fig. 1. Framework for initial force field parameters and topology of the arginine adduced with 4-HNE
These Arg-HNE was replaced on the proteins and the lacking parameters in frcmod files corresponding to peptide bonds, angle and torsions between the non-standard amino acids and the end nitro-terminus and the end carboxyl terminus of the nearby amino acids on proteins, were calculated using the program parmcal of Antechamber package. These improved frcmod files were loaded into tleap program from AmberTools16 to generate the libraries files (type lib files). 
Finally, the optimized structure of arginine and 4HNE-arginine pyrrole adduct are showed in Fig. 2; whereas the new improved parameters were included into tables 1.  There, bond parameters values are expressed as bond constants (kr) in kcal·mol−1Å−2; distance at equilibrium (req) in Å; angle constant (kθ) in kcal·mol−1deg−2; angle at equilibrium (Θeq) in degres, dihedrals constants (Vn/2) in kcal/mol and dihedrals constants angles (ψ) in degres.

[image: ]
Fig. 2.  Optimized structures of ARG-4HNE 2-Pentyl-pyrroleadduct Figures were obtained with theory level HF/6-31G** and the atom names follows PDB conventions.

Table 1 Partial charges assigned to ARG-HNE
	ATOM NAME
	ATOM TYPE
	PARTYAL CHARGE

	N1 
	n2
	-1.318.600

	H2 
	hn
	 0.128500

	C1 
	c3
	1.179.600

	H3 
	h1
	-0.410500

	C2 
	c3
	 0.067400

	H4 
	hc
	-0.094100

	H5 
	hc
	-0.094100

	C3 
	c1
	-0.750100

	O1 
	o 
	-0.486700

	C4 
	c3
	 0.010700

	H7 
	hc
	 0.047500

	H8 
	hc
	 0.047500

	C5 
	c3
	-0.431500

	H9 
	h1
	 0.137400

	H10
	h1
	 0.137400

	N2 
	n3
	-0.318000

	H11
	hn
	 0.239300

	C6 
	c2
	 0.631500

	N3 
	n2
	-0.904800

	H12
	hn
	 0.374300

	N  
	na
	-0.014200

	C7 
	c2
	-0.175400

	H13
	h4
	 0.171000

	C8 
	c2
	-0.002400

	C9 
	c2
	-0.292500

	H14
	ha
	 0.172900

	C10
	c2
	-0.247500

	H15
	ha
	 0.137100

	C11
	c3
	 0.038800

	H16
	hc
	 0.015900

	H17
	hc
	 0.015900

	C12
	c3
	 0.027000

	H18
	hc
	-0.012800

	H19
	hc
	-0.012800

	C13
	c3
	 0.015700

	H20
	hc
	 0.003900

	H21
	hc
	 0.003900

	C14
	c3
	 0.037200

	H22
	hc
	-0.011200

	H23
	hc
	-0.011200

	C  
	c3
	-0.070900

	H24
	hc
	 0.006300

	H25
	hc
	 0.006300

	H  
	hc
	 0.006300


Table 2. New parameters assigned to ARG-4HNE

	A.  BOND

	Atom Types
	Kr
	req
	note

	c3-ns
	328.70
	1.462
	

	ns-hn
	403.20
	1.013
	

	ns-c
	427.60
	1.379
	

	c3-nu
	326.60
	1.464
	

	nu-hn
	404.60
	1.012
	

	nu-c2
	416.20
	1.387
	

	C -ns
	372.304
	1.422
	

	c -N
	282.464
	1.512
	

	B.   ANGLE

	Atom Types
	KΘ
	Θeq
	note

	h1-c3-ns
	63.390
	117.68
	

	c3-ns-hn
	49.840
	120.69
	

	ns-c -o
	74.220
	108.88
	

	c3-ns-c
	45.800
	123.05
	

	ns-c -c3
	66.790
	115.18
	

	hn-ns-c
	48.330
	117.55
	

	c -c3-ns
	67.000
	109.06
	

	ns-c3-c3
	65.910
	111.61
	

	c3-c3-nu
	66.210
	110.46
	

	c3-nu-hn
	46.070
	115.99
	

	c3-nu-c2
	62.400
	123.71
	

	h1-c3-nu
	49.570
	109.79
	

	nu-c2-n2
	71.790
	124.27
	

	nu-c2-na
	72.891
	111.07
	

	hn-nu-c2
	48.590
	115.09
	

	CX-C -ns
	68.543
	121.53
	

	o -c -N
	81.645
	120.93
	

	c -N -CT
	62.307
	137.45
	

	c -N -CX
	68.788
	119.90
	

	c3-c -N
	68.543
	121.53
	

	O -C -ns
	81.645
	120.93
	

	C -ns-c3
	68.788
	119.90
	

	C -ns-hn
	54.751
	114.31
	

	C.    DIHEDRAL

	Atom Types
	Vn/2
	γ
	n

	c3-ns-c -o 
	1
	180.000
	2.000

	c3-ns-c -c3
	1
	  0.000
	-2.000

	c3-ns-c -c3
	1
	180.000
	1.000

	h1-c3-ns-hn
	1
	  0.000
	2.000

	h1-c3-ns-c 
	1
	  0.000
	2.000

	hn-ns-c -o 
	1
	180.000
	-2.000

	hn-ns-c -o 
	1
	  0.000
	1.000

	hn-ns-c -c3
	1
	180.000
	2.000

	c -c3-ns-hn
	1
	  0.000
	2.000

	c -c3-ns-c 
	1
	180.000
	-2.000

	c -c3-ns-c 
	1
	  0.000
	1.000

	hn-ns-c3-c3
	1
	  0.000
	2.000

	c -ns-c3-c3
	1
	180.000
	-4.000

	c -ns-c3-c3
	1
	180.000
	-3.000

	c -ns-c3-c3
	1
	  0.000
	-2.000

	c -ns-c3-c3
	1
	  0.000
	1.000

	c3-c3-nu-hn
	1
	  0.000
	2.000

	c3-c3-nu-c2
	1
	  0.000
	2.000

	c3-nu-c2-n2
	1
	180.000
	2.000

	c3-nu-c2-na
	1
	180.000
	2.000

	h1-c3-nu-hn
	1
	  0.000
	2.000

	h1-c3-nu-c2
	1
	  0.000
	2.000

	hn-nu-c2-n2
	1
	180.000
	2.000

	D.   IMPROPER  

	Atom Types
	Vn/2
	γ
	n

	c -c3-ns-hn
	 1.1
	180
	2

	c3-ns-c -o 
	10.5
	180
	2

	n2-na-c2-nu
	 1.1
	180
	2

	c2-cc-na-cc
	 1.1
	180
	2

	cd-h4-cc-na
	 1.1
	180
	2

	cc-cd-cd-ha
	 1.1
	180
	2

	c3-cd-cc-na
	 1.1
	180
	2

	C*-CN-CB-CA
	 1.1
	180
	2

	NA-CA-CN-CB
	 1.1
	180
	2




From these datasets, the topology and coordinate of modified proteins were obtained. Hence, the applicability of the newly derived MM parameter, they were subsequently employed in 2 µs MD simulations of Arg-HNE as amino acids treated following the methodology described by [1] and  [6].

[bookmark: _Toc13134364]6.3.4.2 Validation
To test the generated structures from the modified arginine we performed MD simulations as described above using only the modified structure and compared selected bond distances and angles with structures obtained from DFT level of theory m062x/631g (d) (Table 3).  Overall, good agreement between the data from high-level QM calculations and the generated AMBER structures were seen. Distance average error is in ~0.02 Å whereas angle error is within ~4 and 3 Å. 


Table 2. Comparison between selected bond distances and angles calculated from optimized nonstandard amino acids structures. Data from the single modified amino acids were extracted from a 1µs MD simulation using the same protocols describe before, comparisons were calculated using the DFT level of theory m062x and a basis set 6-31g

[image: ]


[bookmark: _Toc13134365]6.3.5 Analysis of molecular dynamics trajectories of non-standard vs. standard arginine
All atom root means square deviation analysis for unmodified and modified amino acids is presented in Fig. 3.  Distance found in RMSD analysis for unmodified arginine was ~1,5 Å lower than that found for ARG-HNE, which was ~ 2.5 Å (Fig. 3). Differences observed fall into a range of 1 Å for RSMD comparisons among modified/unmodified arginine indicating that 4-HNE do not induce dramatically structural changes.
[image: C:\Users\anti\Desktop\Scienti\data in brief 2\arg.jpg]
Fig. 2. Running average (using 40 frames) of all atom RMSD of unmodified and modified arginine with 4-HNE (non-standard) vs. time.  Raw data shown in the background. Unmodified Histidine type Arg vs. Arg -4HNE.  Red line corresponding to unmodified amino acid and the black line is nonstandard amino acids. RMSD calculated using an average structure of native amino acids as a reference. 
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[bookmark: _Toc13134367]CAPÍTULO 3
[bookmark: _Toc13134368]7. EFECTO DE LA CARBONILACION CON 4-HNE SOBRE DOS PROTEÍNAS MODELOS BSA Y TRX MEDIANTE SIMULACIÓN POR DINÁMICA MOLECULAR


Los resultados presentados en este capítulo están publicados en el artículo: 4-HNE carbonylation induces local conformational changes on bovine serum albumin and thioredoxin. A molecular dynamics study. Journal of Molecular Graphics and Modelling. v.n/a fasc.n/a p.1 - 26, 2018.  DOI: 10.1016/j.jmgm.2018.11.001.  ISSN: 1093-3263. Ed: Elsevier 









Las modificaciones postraduccionales de proteínas son ubicuas en los seres vivos, modulan funciones críticas. Estudiarlas ha iniciado una nueva era en la Biología, para comprender procesos biológicos como la enfermedad a nivel molecular.
Antistio Alviz

[bookmark: _Toc13134369]7.1 4-HNE carbonylation induces local conformational changes on Bovine Serum Albumin and Thiorredoxin. A Molecular Dynamics study

[bookmark: _Toc13134370]7.1.1 Abstract

[bookmark: _Hlk527874755]4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) is the main end product of peroxidation in lipids, capable of introduce carbonyl groups to nucleophilic amino acids via Michael additions and alter protein function. It has been reported that 4-HNE protein carbonylation is associated with intracellular protein aggregation, the pathogenesis of neurodegenerative and metabolic diseases and yet it is unclear how the carbonylation affects the protein structure and dynamics at the atomic level. Here, we analysis the structural effects of 4-HNE modification through formation of Michael adducts of Cys-4HNE, His-4HNE and Lys-4HNE on Serum Albumin (BSA) and Thiorredoxin (TRX). Since both proteins have experimental evidence to possess 4-HNE-modifications on cysteine, histidine and lysine residues, extended molecular dynamics simulations were performed with AMBER to study the carbonylation effects in the structure of these proteins. BSA is the main protein of plasma while TRX is an important antioxidant enzyme. Results showed local changes and alteration in the conformational stability, folding and flexibility after including the 4-HNE modification. DSSP analysis showed important structural modifications because of the inclusion of the modified residues. Analysis of the computed trajectories suggests that 4-HNE decreases stability, increases local flexibility and produced modest unfolding on both tested proteins. Finally, all the systems evaluated shown an increase in the lipophilic potential and a modest decrease in the electrostatic potential in BSA but an increase in TRX.
Keywords: 4-HNE, Michael Addition, amino acids, Molecular dynamics, AMBER, conformational changes






[bookmark: _Toc13134371]7.1.2 Introduction
[bookmark: _Hlk525656668]4-Hydroxi-2-nonenal (4-HNE) is the main end product of peroxidation in lipids, which is an amphiphilic compound with stronger lipophilic properties [1]. Consequently, 4-HNE tends to concentrate in the biomembranes, where can react covalently with lateral chains of the amino acids (aa) Cys, His, and Lys.  It introduces carbonyl groups using a Michael addition that affect the function of proteins (Fig. 1) and promoting its selective degradation by proteasomes [2]. Cysteine sulfhydryl groups are the primary nucleophilic targets of 4-HNE with a molar reactivity ratio of 0.6 for 4-HNE/AA in synthetic poly-amino acid model compounds. It is followed by His (1 × 10−3), Lys (3 × 10−4) and Arg (4 × 10−5)[3]. This reactivity does not imply that Cys residues are always the preferential targets of 4-HNE in proteins. Other factors, such as polarity of the microenvironment and accessibility in the tertiary/quaternary structure could affect this preference [1,4].
[image: ]
Fig. 1. Formation of Michael adduct of the hemiacetalic and stereo selective form 2S, 4S and 5R of 4-HNE with histidine-HIE. 

About 8 % of the 4-HNE formed in a cell are considered to modify proteins but only a few studies have been carried out to identify amino acid targets of 4-HNE modifications under physiological conditions [5]. For example, different  proteins were found as targets of 4-HNE confirmed by the formation of Michael adducts on His and Lys residues as BSA and TRX using proteomics approaches in tandem with LC-MS techniques[6,7]. 
[bookmark: _Hlk525655678]In vitro incubation of isolated protein extracts with different concentrations of 4-HNE is by general, the most common experimental design to identify the protein modifications sites. This way, a large number of studies had been conducted on enzymes, carriers, adapters, receptors, and integral /cytoskeletal proteins[1]. Of special interest is the 4-HNE modification of  glutathione, thioredoxin, albumin, ankyrin and spectrin and the possible relation in age related disorders such as neurodegenerative diseases, cancer,  diabetes and cardiovascular disease[3,8–11]. Effects at the atomic level of the protein carbonylation had been studied by Petrov and Zagrovic for direct oxidation of lateral chains of lysine, arginine and proline residues in proteins and peptides [12,13].  Extensive research has been performed by the Peterson lab regarding the 4-HNE modifications using proteomic techniques alongside molecular modelling to reveal inhibitory mechanisms, change at energetic level of modified proteins and docking. Nevertheless into the limitations of these models include short sampling time, use of lineal HNE-adducts and poor details about the parameterizations. [10,14–18].
To evaluate the effects of carbonylation caused by 4-HNE on protein systems, we developed the required AMBER force field parameters for Michael adducts of Cys, His and Lys to study at an atomistic-level changes in structure and dynamics induced by this nucleophilic aldehyde on two proteins models, Bovine Serum Albumin (BSA) and Thioredoxin (TRX). 
BSA is annotated in the UNIPROT database as the main protein of plasma, has a good binding capacity for water, Ca2+, Na+, K+, fatty acids, hormones, bilirubin and drugs. Its main function is the regulation of the colloidal osmotic pressure of blood. Besides is the major zinc transporter in plasma, typically binds about 80% of all plasma zinc[19].
By its part, TRX participates in various redox reactions through the reversible oxidation of its active center dithiol to a disulfide and catalyzes dithiol-disulfide exchange reactions. Plays a role in the reversible S-nitrosylation of cysteine residues in target proteins, and thereby contributes to the response to intracellular nitric oxide. Nitrosylates the active site Cys of CASP3 in response to nitric oxide (NO), and thereby inhibits caspase-3 activity. Induces the FOS/JUN AP-1 DNA-binding activity in ionizing radiation (IR) cells through its oxidation/reduction status and stimulates AP-1 transcriptional activity[19].
We present molecular dynamics simulations of proteins that have shown experimental evidence of covalently modification with 4-HNE on His, Lys and Cys using the AMBER set of force field parameters to understand the structural effects and dynamic changes at atomic level on the studied systems. Our results would contribute to understand the pathophysiological mechanisms in which this aldehyde has been identified as responsible of oxidative injury or messenger of cellular response in conditions of oxidative stress [20,21].
[bookmark: _Toc13134372]7.1.3 Methods
[bookmark: _Toc13134373]7.1.3.1 Design of nonstandard residues
New residues of nonstandard amino acids for Michael adducts of His, Cys and Lys with 4-HNE were generated using Gauss View Software version 5[22]. The isomer 2S and 4S, 5R of 4-HNE was the most stable form identified by Uchida in a previous experimental work with cysteine ​​and lysine adducts by NMR and  was chosen as the starting conformation to build the adducts [7,23]. Histidine residue was used in the protonated state in the epsilon carbon (AMBER type: HIE) since it was the form found in the PDB file downloaded from crystal structures of bovine serum albumin (PDB ID: 4F5S) and S-nitroso thioredoxin (PDB ID: 2IFQ), as shown in Fig. 1. 
Full geometry optimization of the structures of modified Cys-HNE, His-HNE and Lys-HNE amino acids  were performed using the closed-shell restricted Hartree-Fock level with the split-valence 6-31G* basis set augmented by the d-polarization functions on all second-period elements (HF/6 - 31G* )  [24].
Derivation of charges, missing bonds, angles, and dihedral angles parameters were constructed with the antechamber program as included in Amber Tools 16 [25]. The charges of the optimized structures were calculated using the restricted electrostatic potential (RESP) methodology [26]. Missing bonds, angles, and dihedral parameters of each amino acids modified with 4-HNE were established by homology, matching atom types automatically  from the GAFF2 force field and using parmcal to generate the required force constants[27,28]. Generated parameters were validated by measuring of selected bond distances and angles from optimized nonstandard amino acids structures using the density functional theory (DFT) level of theory m062x and a basis set 6-31g.

[bookmark: _Toc13134374]7.1.3.2 Selection and modification of proteins with 4-HNE
[bookmark: OLE_LINK1]Two proteins BSA and TRX were selected since these systems accounted with experimental evidence of the modification by Michael adducts of 4-HNE on specific amino acids His, Lys and Cys  by mass spectrometry [7,29]. BSA crystal structure (PDB ID: 4F5S) with a resolution of 2,4 Å protein was retrieved from PDB Database [30]. On the BSA structure,  were modified independently the  His-145 and Lys-64 and then were renamed as BSA-HIS-4HNE and BSA-LYS-4HNE, respectively (6). Likewise, on TRX crystal structure (PDB ID: 2IFQ) with a resolution 1,2 Å was modified the Cys-32 and renamed as TRX-CYS-4HNE [7,31]. The modified residues were manually inserted using DS Visualizer. Topology and coordinate files were created in the leap module of AmberTools16 [32] employing the ff14SB force field for the proteins and GAFF for non-standard residues [27,33]. 
[bookmark: _Toc13134375]7.1.3.3 Molecular dynamics simulations
MD minimization, equilibration and production protocols and subsequent analysis were done identically for all the systems [34]. Solvated structures with TIP3P water model [35] were placed in a truncated octahedron periodic cell  with at least 12 Å  between the solute and the edge of the box. The system was neutralized by adding NaCl ions using  the Joung-Cheatham parameters and an excess of salt was added to reach a final concentration of 200 mM [36]. Structures were minimized using 1000 steps of steepest descent followed by 1000 steps of conjugate gradient minimization, applying a restraint force constant of 25 kcal/mol-Å2 to the solute molecule. Heating was done over 5000 steps of MD from 100 to 300 K with a time step of 2 fs, employing a weak coupling thermostat at constant pressure. Bonds involving hydrogen were restrained using SHAKE with a tolerance value set to 0,00001. A non-bonded cutoff of 8 Å was used. Long-range electrostatics were handled using particle mesh Ewald (PME) with the default PME parameters for Amber with automated pair list updating. After heating, the restraints applied to the peptides and proteins were slowly decreased from 5 to 0,5 kcal/mol Å2 in 5 intervals. Temperature was regulated using the Berendsen thermostat with a coupling constant of 0,2 ps. Total production time was 2µs for each system. A summary of all simulations and their characteristics is provided in Table 1.
Table 1. Summary of MD Simulations Performed in this study. RMSF graphs of proteins system simulated appears in Fig. 4

	Starting  structure
	Source
	aa - 4HNE
	Simulation
Times
	Replica
	Total Time

	Proteins
	
	
	
	
	

	BSA-native
	PDB: 4F5S
	--
	1 µS
	2
	2 µS

	BSA-HIS-4HNE
	PDB: 4F5S
	HIS 145
	1 µS
	2
	2 µS

	BSA-LYS-4HNE
	PDB: 4F5S
	LYS 64
	1 µS
	2
	2 µS

	TRX-native
	PDB: 2IFQ
	--
	1 µS
	2
	2 µS

	TRX-CYS-4HNE
	PDB: 2IFQ
	CYS 32
	1 µS
	2
	2 µS




[bookmark: _Toc13134376]7.1.3.4 Analysis
[bookmark: _Hlk525888277]Clustering analysis of protein trajectories were achieved using the hierarchical algorithm following the methodology of Roe [37]  with some modifications. Epsilon value was to 4,0 and backbone RMSD values of @C, CA, CB were used as the distance metric. To conserve memory, the initial clustering used a “sieve” value of 100 (i.e., every 100th frame was used). Sieved frames were then added into a cluster only if they were within epsilon of a frame originally in that cluster.
To study the differences between the native and modified protein systems, principal component analysis (PCA) was performed. The coordinate covariance matrix was calculated for all heavy atoms on proteins (583 and 105 atoms total for BSA and TRX, respectively). In order to ensure that the eigenvectors obtained would be consistent across all simulations, the coordinate covariance matrix was calculated on the same combination of trajectories that was used in the cluster analysis. All frames were RMS-fit to the overall average structure prior to calculating the coordinate covariance matrix. The coordinates from the trajectories of each simulation were then separately projected along each eigenvector to obtain a time series of principal component projection values for each principal component.
Standardized secondary structure assignment (DSSP) analysis was calculated with the DSSP algorithm using AmberTools 16 to analyze BSA and TRX secondary structures along with time in MD simulations. Similarity analysis (overlay structure), graphic representations of Lipophilic and Electrostatic Potential (surface analysis) were calculated using Chimera 1.12, Sibyl 2.1 and Discovery Studio software packages respectively, using the most representative structures obtained in the cluster analysis of proteins (unmodified and modified) [38–40]. 
The lipophilic potentials were calculated based on the model of Audri [41]. Electrostatic potential inside and outside the structures was obtained by solving the Poisson-Boltzmann equation [42]. All the analysis was perform using the CPPTRAJ software [43].  Unrestrained all-atom molecular dynamics simulations were performed using the GPU code pmemd.cuda available in  AMBER16  [34,44,45]. Quantum calculations were performed with the D.09 version of Gaussian software[46].
[bookmark: _Toc13134377]7.1.4 Results and Discussion
Molecular mechanisms involved in protein carbonylation via reactive aldehydes have proven complex, and the experimental approaches used to isolate and identify these modified proteins remain challenging. Currently, a few experimental works have been conducted to establishing some structural effects of the 4-HNE modification on proteins[10]. Computational simulations offer an atomistic model in order to understand the changes caused by the reactive aldehydes as 4-HNE.
Here, force ﬁeld parameters for three 4-HNE Michael adducts with nucleophilic amino acids Hie-HNE, Lys-HNE and Cys-HNE were established and validated. All generated parameters are provided in the supplementary material 2 (article data in brief) and are also available in the Bryce Group Computational Biophysics and Drug Design database (http://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/)

[bookmark: _Toc13134378]7.1.4.1 Analysis of molecular dynamics trajectories of 4-HNE-modiﬁed proteins and unmodified protein.
MD simulations were performed for replicas of 1 µs, in order to evaluate the effects of 4-HNE carbonylation on BSA and TRX.  Running average ± SD of Backbone RMSD values for BSA, BSA-HIS-4HNE and BSA-LYS-4HNE were calculated with respect to the crystal structure used as a reference (Fig. 2). RMSD values for unmodified BSA shown conformational changes between ~2,5–3 Å at the beginning of the trajectory (0,1 µS) in a similar way to reported by Jana in a MD simulation of 14,5 ns for this protein and the RMSD value fluctuates within 2 Å starting at 0,2 µs, remaining in the same region for the rest of the trajectory suggesting a converged simulation (Fig 2A). 
BSA-HIS-4HNE shown RMSD values between ~3,5-4,5 Å whereas BSA-LYS-4HNE fluctuate between ~3,5-4 Å (Fig 2B and 2C respectively).  Visual inspection of the calculated trajectories showed increased fluctuations within the region of the modification, which translates in higher RMSD values as observed. No unfolding of the protein systems was observed for the entire simulations apart from the transient unfolding events close to the terminal regions. Overall, the functional groups present in each residue contribute to a small value of ~1 Å increase in the structural deviation from the experimental structure. 
[image: C:\Users\anti\Desktop\Journal of Molecular Graphics and Modelling\correcciones articulo\tmn\corr-fig\Fig.2.tif]
Fig. 2. Running average ± SD (using 40 frames) of Backbone RMSD analysis for unmodified vs modified BSA. A. Backbone RMSD for BSA-native (black line), B. BSA-HIS-4HNE (red line) and C.  BSA-LYS-4HNE (blue line). Data come from Mean +/- SD between two replicas. Histograms and RMSD plots for each replica are presented in the supplementary material 2 figure S1. 
Results for the TRX protein structure are presented in Fig. 3. Native protein without 4-HNE modifications appears to reach a converged state at ~ 0,2 µs, showing structural changes within ~0,8 Å region like to reported by Han,2007 [48]. The 4-HNE-TRX system increased the RMSD to ~1, 25-1, 75 Å. Visual inspection of the trajectory reveals no unfolding events, suggesting that the modification induces localized changes within the neighbouring residues only.  Following Deng et al., 2013 we can define three macrostates based on the RMSD distribution: folded (RMSD ≤ 2,2 Å), intermediate (2,2 Å < RMSD ≤ 5 Å) and unfolded  (RMSD > 5 Å) for proteins with similar size to BSA and TRX [49]. Our results show, BSA-HIS-4HNE and BSA-LYS-4HNE shifted from the folded to intermediate folding state in comparison to unmodified BSA, while TRX-CYS-4HNE did not present any significant folding change with respect to unmodified TRX  [49]. Slight changes to RMSD values have been described too by Han, 2007, for S-glutathiolated Trx on cysteine-73; whom reported an increasing from 0,8 to 1,2 Å after of modification on active site [48].
[image: C:\Users\anti\Desktop\Journal of Molecular Graphics and Modelling\correcciones articulo\tmn\corr-fig\Fig.3.tif]
Fig. 3. Running average ± SD (using 40 frames) of Backbone RMSD analysis for unmodified vs modified proteins TRX.  A. Backbone RMSD for TRX-native (black line) and B. TRX-CYS-4HNE (green line). Data come from Mean +/- SD between two replicas. Histograms and RMSD plots for each replica are presented in the supplementary material 2 figure S2.
To study the conformational changes induced by 4-HNE-modifications at both, local and global level, RMS fluctuation values were calculated for native and modified BSA, as can be observed for BSA-HIS-4HNE (top) and BSA-LYS-4HNE (below) in figure 4.    
RMSF values obtained for the entire protein were in a range of ~3 to 6 Å and resulted similar with previously reported native BSA simulations [47,50]. The comparison shown that individual 4-HNE-modifications on His-145 and Lys-64 located near to FA2 pocket of domain I and the amino terminal region of domain 1 of BSA, respectively did not produced considerable conformation changes to the global BSA structure. A total of four areas with local fluctuations were observed for both modified BSA, which were labelled from AI until AIV (Fig. 4).  RMSF values for local fluctuations were increased in areas I and II, decreased in area III and alternating throughout the sequence in area IV. Additional information regarding the localized changes by area for each 4-HNE modified BSA is presented in figure S4 in the supplementary material 2.  
Regarding to conformational changes in the TRX system, a single Cys-4HNE carbonylation do not caused noticeable changes. Even more, RMSF values reported in our work for native TRX  (see Fig. 5), were similar to those reported by Han with values in the range of ~ 1-3,33 Å [48]. Focusing on the area AI (residues 25 - 35), where the Cys-4HNE modification is present, we observed an increased fluctuation values of ~4,5 Å with respect to native TRX. It is important to mention that these residues are part of the active site (Trp31–Cys32–Gly33–Pro34–Cys35) which form an L-shaped hydrophobic pocket [7]. Our structural analysis confirmed that the 4-HNE shifts conformation as to avoid steric clashes, which could explain the increased mobility in the area.  In area AII (residues 65 - 75) a slight increase in mobility around cysteine 69 is observed, which is an important residue for forming interchain disulfide bridges. Changes on the active site of TRX caused by Michael adduct of 4-HNE on Cys32 induces breakdown of disulfide bonds and causes loss of function of the redox regulation by TRX and decreasing enzymatic activity against injuries induced by reactive oxygen species, as was reported by Fang, 2006 [51].





[image: ]

[bookmark: _Hlk527876733][bookmark: _Hlk527963956]Fig.  4.  Comparison of RMSF between modified and unmodified BSA at global and local levels for 2 µs of trajectory. BSA-native RMSF is depicted as black line, BSA-HIS-4HNE (red line) and BSA-LYS-4HNE (blue line). Pictures highlight areas that suffered local changes as consequence of 4-HNE modification for BSA-HIS-4HNE (red ribbon) at top level and BSA-LYS-4HNE (blue ribbon) at bottom level. Gray ribbon corresponding to unmodified BSA and numbers indicate residues sequences of highlighted areas. RMSF plots for each replicate are shown in figure S3 of supplementary material 2.




[image: C:\Users\anti\Desktop\Journal of Molecular Graphics and Modelling\correcciones articulo\tmn\corr-fig\Fig. 5.tif]
Fig. 5. Comparison of RMSF between modified and unmodified TRX at global and local levels for 2 µs of trajectory.  RMSF for TRX-native (black line) and TRX-CYS-4HNE (green line) Panels shows RMSF changes to residues from areas: AI. 25-40 AII. 70-75. RMSF plots for each replicate are shown in figure S3 of supplementary material 2.  

[bookmark: _Toc13134379]7.1.4.2 Cluster Analysis of unmodified and modified proteins.
Cluster analysis was performed on the combined trajectories in order to determine the major conformational changes induced by Michael adducts of 4-HNE on representatives structures, a clustering analysis was performed using the full sampled trajectory [52].  Table 3 shows the clustering population for the two top clusters found. The two most populated clusters of unmodified and modified BSA were above 50%, for unmodified TRX 92% and modified TRX 72%. The alignment differences of structures in cluster 1 and 2 were above the 3 Å in all cases. The remaining clusters are presented in the supplementary materials 2, in the tables S1, S2. 
An additional measure of convergence for MD simulations is the study the change in the population for each cluster.  When the population for the top cluster is static, we can expect to have reached a converged or close to converged ensemble [37]. We present a population count over time in Fig.S5 showing close convergence of our simulations considering the clustering approach.


Table 3. Clustering results for the top two most populated clusters.  aAvgDist and bStdev are the average distance and standard deviation (in Å) between all frames in the cluster, respectively.  cAvgCdist is the average distance (in Å) of the cluster to every other cluster. Data were calculated for an extended simulation of the conglomerates of 2 µs for each trajectory.
	Proteins
	cluster
	Frames
	%
	aAvgDist
	bStdev
	cAvgCDist
	RMSD Å

	BSA-native
	1
	880
	31%
	2,02
	0,40
	3,44
	2,46


	
	2
	450
	16%
	2,01
	0,33
	3,04
	

	BSA-HIS-4HNE
	1
	1580
	27%
	2,24
	0,38
	3,55
	2,29

	
	2
	1428
	25%
	2,38
	0,46
	3,59
	

	BSA-LYS-4HNE
	1
	1727
	33%
	2,03
	0,38
	3,30
	3,09

	
	2
	910
	18%
	2,174
	0,39
	3,29
	

	TRX-native
	1
	5111
	84%
	1,167
	0,18
	1,79
	1,41

	
	2
	500
	8%
	1,245
	0,21
	1,65
	

	TRX-CYS-4HNE
	1
	4245
	55%
	1,43
	0,25
	1,87
	1,18

	
	2
	1599
	21%
	1,28
	0,28
	2,02
	



[bookmark: _Toc13134380]7.1.4.3 Principal Component Analysis
[bookmark: _Hlk525884422]Our previous clustering analysis provided information on which conformations are most populated over the course of a simulation, while PCA analysis provides information about the principal modes of motions that structure undergoes.  In our molecular systems, PCA analysis was used to measure convergence or divergence between projections profile at global and local levels for the most representative conformations found in cluster 1 for both modified and unmodified systems. 
Histograms for the projection 1 of coordinates along the first eigenvector (i.e, the eigenvector with the highest eigenvalue) for each simulation of unmodified and modified protein are showed in Fig. 6. The grade of overlap between PC Projection 1 of unmodified vs modified BSA on HIS and LYS is presented in the panel A of Fig.6 (accounting for ∼ -90, -80 and -80 % of the total motion, respectively). There, can be observed as the three projections do not overlap in a common dynamic profile, which put in evidences the change of mobility patterns, especially observed in modified BSA on histidine 145.  These differences are detailed in the panel B of Fig.6, where BSA-HIS-4HNE show an elevated mobility profile in the first 100 residues (Area I) and between residues 500 and 580 (Area IV). This observation corroborates the observed RMSF analysis (Fig. 4.). Similarly, the modification on Lys 64 had modest mobility between the residues 300 and 400 (Fig. 4. Area III).
In the same way, the overlap of PC1 coordinates and plot mobility graphic of unmodified and modified TRX is presented in the Fig. 5 (accounting for ∼ -12 and -5 % of the total motion respectively). The unmodified TRX had most mobility between residues 55-75 (Area II), while modified TRX show an elevated mobility profile between residues 25-35 (Area I).
[image: ]
Fig. 6. Histograms of projection and plot mobility of principal component 1 (unmodified and modified proteins) for: A. BSA-native Vs BSA-HIS-4HNE and BSA-LYS-4HNE B. Square fluctuation of BSA-native Vs BSA-HIS-4HNE and BSA-LYS-4HNE, C. Square fluctuation of TRX-native Vs. TRX-CYS-4HNE. 

[bookmark: _Toc13134381]7.1.4.4 Characterization of Structural Similarity between unmodified and 4-HNE-modiﬁed protein.
From the presented results, and observing the RMSD of whole proteins, the modification on lysine presented a less global effect (4 Å) than the modification on histidine (4,8 Å). Overlay of the modified and unmodified BSA structures are presented in Fig. 7A and 7B. The regions with the most notorious differences coincided with the results of the RMSF analysis (Areas I and IV) (Fig.4).  Likewise, the residues close to the modifications did not show significant changes. However, the areas between residues: 537-583 (area IV), 308-410 (area III) and 58-116 (area I) of BSA-HIS-4HNE had the most obvious changes with RMSD of 8,9; 3,7 and 11,4 Å respectively (see Fig. 7A); whereas BSA- LYS-4HNE, the areas between residues: 485-583 (area IV), 380-410 (area III), 248-330 (area II) and 50-120 (area I) reached RMSD values of 8,7; 4,7, 4 and 6,1 Å respectively (see Fig. 7B). 
The DSSP analysis presents information regarding the protein’s secondary structure dynamics throughout the simulations at the mentioned areas (Figure 7C). For BSA, 4-HNE modification on His-145 increased the flexibility of seven of the 33 helices, thus in area I were altered from H3 until H7. Area II did not present major changes; area III altered the helix 26 and 27, while in area IV were affected H32 and H33. Also, seven of the 24 beta turns were also affected [30].  Alterations in area I could be due to changes in the orientations of psi/ phi angles of amino acids Gly71, Asp72, Glu73 and Leu74 which shift from alpha helix to a turn-like conformation. The area II presented a helix 3-10 conformation on Val314, Cys 315 Lys 316 after modification which did not significantly affect the structure in this zone. Area IV of this 4-HNE-His-modified BSA was observed to shift from turn and 3-10 helix to alpha helix during the simulation.  Finally, a decreased flexibility was observed at the area III on BSA-HIS-4HNE, affecting the helix 24 as possible consequences of alterations in phi/psi angles of Gly398 switching from a turn to a bend conformation (Fig. 7C).
[image: C:\Users\anti\Desktop\Journal of Molecular Graphics and Modelling\correcciones articulo\tmn\corr-fig\Fig.7.tif]
Fig. 7. Superimposition of protein sequences and DSSP plots for simulations of unmodified and modified BSA. A. BSA-native (Blue) Vs BSA-HIS-4-HNE (Red). B for BSA-native (Blue) Vs BSA-LYS-4-HNE (Green). In panels A and B, areas with the most notorious differences in RMSD values were enclosed with circles in dashes lines. C. DSSP plots for all simulations of BSA-native (left), BSA-HIS-4HNE (Middle) and BSA-LYS-4HNE (right). Secondary structure consistency is relatively similar in all variants of BSA, but the turns were increased in the Area I and Area II of modified BSA. Likewise, the alpha helix increased in the area III as well as 3-10 helix were increased in the area IV of BSA during the simulations.

[bookmark: _Hlk527903076][bookmark: _Hlk527903188]Regarding the secondary structure of modified BSA on Lys 64, a discrete increase in flexibility was observed for area I, although in smaller magnitude than HIS-145, despite the same amino acids residues Gly71, Asp72, Glu73 and Leu74 of area I being affected (Fig. 7C). Similarly, the helices H18, H19, H20 and two beta turns presents in the area II of BSA-LYS-4HNE were also affected. Here, Glu 399 and Tyr 400 residues changed its phi/psi angles shifting from a coil like region to a beta turn (Fig. 7C). Loss of mobility was observed in area III of BSA-Lys-4HNE confirmed by changes in phi/psi angles of amino acids residues Leu397 and Gly398 (Fig. 7C). Finally, in area IV amino acids Ala510, Asp 511, Ile 512 changed from a turn to 3-10 helix conformation.
In summary, 4HNE modification on His-145 and Lys-64 increased conformational flexibility of helices H3 to H7 (areas I and II). The main observed changes include the residues Gly71, Asp72, Glu73 and Leu 74 of area I shifting from alpha helix to turn. The conversion of α-helix to β-sheet structure as a consequence of HNE modification has been reported for  Human Serum Albumin by Khan et al., 2018 [53]. However, this decrease in alpha helix depends on the site of modification, as our results show alpha helix gain with the modification on histidine and decrease in alpha helices with the modification on lysine.
An overlay of unmodified and modified TRX resulted in an RMSD value of 1,67 Å but reached 3,89 Å in area I as can be observed in Fig. 8.  DSSP plots present how structural turn and bend motifs of area I disappear as a consequence of modifying Cys35, while the region near Cys 69 experiences a shift from of alpha helix to a turn-like structure (Fig. 8).  It is important to mention that this change in cysteine ​​35 confirms the increased mobility in this area, caused by the presence of 4HNE.
[image: C:\Users\anti\Desktop\Journal of Molecular Graphics and Modelling\correcciones articulo\tmn\corr-fig\Fig.8.tif]

Fig. 8. Superimposition of protein sequences and DSSP plots for simulations of unmodified and modified TRX. TRX-native (Blue) Vs TRX-CYS-4-HNE comparison shows the most notorious difference in RMSD values induced by 4HNE was limited to the adduction site. At right, the DSSP plot of areas I and II.
Additionally to local structural effects, 4HNE-modification affected some physicochemical properties which are presented in Table 4, supplementary material 2 figures S6 and S7 for BSA and TRX. All proteins showed a decrease in potential energy in a range of 27% to 43% (relative indexes 1,27 to 1,43) and an increase in the lipophilic potential after the 4HNE. Our results are similar to the reported by Petrov and Zagrovic, who show that metal catalyzed carbonylation of hydrophilic lysine and arginine residues is equivalent to introducing hydrophobic mutations [12]. 






Table 4. Potential Energy, Lipophilic and Electrostatic Potential of native and modified proteins. The most populated structures (cluster 0). *IEPot, ILP, IEP are Potential Energy, Lipophilic and Electrostatic Potential index. Indexes were calculated using the quotient non-standard / unmodified

	Peptides
	Potential Energy 
(EPot) Kcal/Mol
	IEPot *
	Lipophilic Potential (LP)
	ILP*
	Electrostatic Potential (EP)
Kcal/mol
	IEP*

	BSA-native
	-162981,23
	1,43
	0,43
	1,11
	715,97
	0,85

	BSA-HIS-4HNE
	-234532,12
	
	0,48
	
	606,45
	

	BSA-native
	-162981,23
	1,42
	0.43
	1,09
	715,97
	0,92

	BSA-LYS-4HNE
	-231651,77
	
	0,47
	
	663,04
	

	TRX-native
	-32808,67
	1,27
	0,37
	1,13
	528,41
	1,37

	TRX-CYS-4HNE
	-41648,92
	
	0,42
	
	725,74
	



The electrostatic potential values decreased for both BSA-LYS-4HNE compared to their unmodified counterparts (see Table 4). However, in TRX-CYS-4HNE the electrostatic potential increased to an index of 1,27 (Tabla 4). The formation of Michael adducts of amino acids with 4-HNE in their stable hemiacetal form has been previously reported by Wakita, who showed experimentally through  2D-NMR analysis of the stereo chemical configuration of a 4-HNE-thiol adduct which was enhanced through computational modeling of electrostatic surface potentials [7]. An increase of the electrostatic potential could be related with a change in the reactivity of the active site of TRX and affect the biological functions, since electrostatic interactions have a key role in the folding process, conformational stability and other physical properties [54].
A single modification with Michael adducts of 4-HNE introduces small alterations on protein folding and stability, hence, biological activity, catalysis or specific protein-protein recognition will depend on these local effects. In this sense, our results are in agreement with works by Smathers [18] and Xin and Radivojan [55] that have presented simulations of modified proteins with 4-HNE and how these modifications induce local changes to protein structure that could be relevant to biological function. The presented work also aligns with the results shown by Petrov and Zagrovic, who discuss the effect on the increase of the hydrophobicity and the unfolding generated by direct carbonylation of proteins. [12,13,56]. 
[bookmark: _Toc13134382]7.1.5 Conclusions
[bookmark: _Hlk516224882]In silico methods constituting a promising strategy to expand our understanding of the role of PTMs in cellular processes, by evaluation of its effects on conformational stability, folding and functionally of proteins. In the present study, we report the effect of modification of 4-HNE on Cys, His and Lys inside of BSA and TRX using Molecular Dynamics Simulation using the AMBER set of force fields. Our results provide evidence that PTM with Michael adducts of 4-HNE induce conformational changes at local level on both protein systems. For BSA, overall structural modifications were detected on the whole protein caused by the PTM, specifically on four areas, whereas for the TRX system, only localized structural modifications were detected. For BSA and TRX, modifications on histidine, lysine and Cys decreases stability and folding. Finally, all the systems evaluated show an increase in the lipophilic potential and a modest decrease in the electrostatic potential in BSA but an increase in TRX.  Modification with 4-HNE rendered structural localized changes that could potentially alter the function of proteins. 
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[bookmark: _Toc13134385]8. EFECTO DE LA CARBONILACION CON 4-HNE SOBRE EL DOMINIO ZU5-ANK DE ANKIRINA R  Y LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO CON LA REPETICIÓN 14 DE β-ESPECTRINA DEL ERITROCITO HUMANO.
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El patrón diferencial de carbonilación por 4-HNE de las proteínas ankirina, EPB 4.1 y EPB 4.2 podría estar asociado al carácter protector parcial del grupo 0 frente a los síntomas de malaria grave. 
Dario Mendez
[bookmark: _Toc13134386]8.1 Effect of 4-HNE modification on ZU5-ANK domain and the formation of their complex with β-spectrin: A Molecular dynamics simulation study.

[bookmark: _Toc13134387]8.1.1 Abstract
4-HNE-modified ankyrin have been described in diseases such as diabetes, renal failure, G6PD deficient, sickle cell trait and P. falcipaum infected erythrocytes with different AB0 blood groups. However effects at the atomic level of this carbonylation on structure and function of modified protein are not fully understood yet. In order to resolve it, nine nucleophilic residues of ZU5-ANK Ankiryn domain located in the positively charge patch complementary with β-spectrin were 4-HNE modified and analyzed by molecular dynamics simulations study. In addition, free energy binding calculations using the Molecular Mechanics/Poisson-Boltzman Surface Area (MM-PBSA) and Molecular Mechanics/Poisson-Boltzman Surface Area (MM-GBSA) methods were applied for unmodified and two modified ZU5-ANK-spectrin complexes. Results showed that 4-HNE induced conformational changes at local level over all systems evaluated and a high mobility in the modification sites and some distant located areas into the positively charged patch of ZU5-ANK domain complementary with β-spectrin. Carbonylation with 4-HNE on lysine residues decreased the affinity between ZU5-ANK  and the 14-β-Spectrin  repeat by decrease electrostatic and Van der Waals interactions. Which could explain loss of human erythrocyte deformation capacity under conditions of oxidative stress in different diseases.
Key words: 4-HNE, Molecular Dynamics, Zu5-ANK, β-spectrin, lysine, histidine and arginine.













	
[bookmark: _Toc13134388]8.1.2 Introduction
4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) is the most important reactive α,β-unsaturated aldehyde produced during oxidative stress and subsequent lipid peroxidation of polyunsaturated fatty acids (PUFA). Reactivity of 4-HNE towards nucleophilic amino acids has been well established, forming Michael adducts (MA) in lateral chains of cysteine (Cys) , histidine (His) and lysine (Lys) residues, mainly[1]. Additionally, it forms the 2-pentylpyrrole adduct from the double dehydration of a MA with arginine residue (Arg)[2].
Due plasma membrane is rich in PUFA that containing high levels of the omega-6 fatty acids, 4-HNE tends to concentrate in membranes rather than in the aqueous space of cells. There, it attacks membrane proteins as the erythroid ankyrin R and β-spectrin [1,3,4].
Ankyrin R is essential component of the vertical linkages that exist between the membrane cytoskeleton and the lipid bilayer with its integral proteins, comprising the scaffolds that help maintain the shape and flexibility of RBCs. This protein has a modular structure consisting of 3 regions: an N-terminal domain composed of many repeats that is responsible for mediating attachment to the membrane through interactions with membrane-bound proteins, a middle region that contains a domain called ZU5-ANK that is the primary β-spectrin binding epitope, and a C-terminal regulatory domain that harbors a death domain and modulates the affinities of both domains N-terminal to it for other proteins [5–7].
Thus, ZU5-ANK is the first structural example of domain that reveals a novel fold that features a β-sheet rich core and several ordered loops [5].  ZU5-ANK domain has a significant patch of positively charged amino acids complementary with a patch  negatively charged on repeat 14 β-spectrin. In deep, nucleophilic residues in ZU5-ANK domain that make up the patch in the β-core region include Arg930, His931, Arg952, Lys955, Lys958, and Arg974, whereas at the C-terminus of the second helix residues Lys1048, Lys1049, and Arg1050 [5].  That is to say, the ZU5 domain has amino acids susceptible to the formation of Michael adducts  with 4-HNE such as His and Lys, as well as 2-pentylpyrrole adducts with Arg [5,7,8].
Experimental reports 4-HNE-modified ankyrins have been described in a variety of pathophysiological events such as diabetes, end-stage renal disease on hemodialysis, G6PD deficiency,  Sickle cell trait, and tropical diseases as malaria infection [4,9–12]. Overall, in this group of diseases, the common factor is loss of elasticity of RBC membrane affecting its rheological properties and capability to transport oxygen and nutrients[7,8,13]. In addition, it has been proven that ankyrin and β-spectrin are two of the main erythrocyte proteins oxidized with 4-HNE and therefore responsible for the loss of  deformation capacity of  RBC  membrane under conditions of oxidative stress, producing a condition called acquired Hemolytic anemia [14,15].
Particularly,  4-HNE-modified ankyrin has been target of  our previous studies, since it could be relevant for the explanation of the protective molecular mechanism against severe malaria. In this sense, there were identified 4-HNE-modified ankyrins  in P. falciparum infected erythrocytes and  non-infected  erythrocytes from different AB0 blood groups and more recently were recognized into the group of carbonylated proteins differentially oxidized in P. falciparum infected erythrocytes with G6PD deficiency and sickle cell trait [8,9] . Thus, the differential interactions of ankyrin due to specific oxidative changes may also account for modifications in the dynamic properties of the erythrocytes.  However, the molecular basis of structural changes caused by 4-HNE on ankyrin to atomic level have not been described and lesser yet how these affecting its functional interaction with other membrane cytoskeletal proteins as β-spectrin.
In the current study, the effects of carbonylation by 4-HNE on  all nucleophilic residues in the positively patch charged of ZU5-ANK domain were evaluated using AMBER force field parameters for Michael adducts of His and  Lys developed in our previous studies[16,17]  and were build new parameters for 2-pentylpyrrole adducts of Arg. Then, changes at an atomistic-level in three-dimensional structure induced by 4-HNE on ZU5-ANK domain using molecular dynamic (MD) simulation are described. Furthermore, to evaluate the  influence of 4-HNE modification at structural and functional level on protein-protein interactions were performed MD simulations and free energy binding calculations of  ZU5-ANK-spectrin- repeats-14,15 complexes using non-modified and 4HNE-Lys-modified ankiryns.
[bookmark: _Toc13134389]8.1.3 Methods
[bookmark: _Toc13134390]8.1.3.1 Selection and modification of ZU5-ANK domain and ZU5-ANK-Spectrin complex with 4-HNE
The unmodified ZU5-ANK  domain and ZU5-ANK-Spectrin complex used in the current study were retrieved from Protein Data Bank (PDB). The X-ray crystal structure initial of ZU5-ANK domain was extracted of complex deposited in the Protein Data Bank with accession number 3KBT. For the ZU5-ANK-Spectrin complex structure one of the monomers of the same dimer with code 3KBT was used, which contain the repeats  14-15 of β-spectrin and ZU5-ANK domain
For the construction of the initial structure of 4-HNE modified ZU5-ANK domain and ZU5-ANK-spectrin complexes, three nonstandard nucleophilic residues (HIS, LYS and ARG) located on the β core from ZU5-ANK domain were selected. Two Michael adducts HIS-4HNE and LYS-4HNE and one 2-pentylpyrrole adducts ARG-4HNE were constructed according to reported by Alviz-Amador [16,17] using Gauss View Software version 5[18]. On the other hand,  the isomer 2S and 4S, 5R of 4-HNE was the most stable form identified in previous experimental work by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass Spectrometry (MS) and therefore were selected as the starting conformation to build the Michael adducts [2,19,20] (See Fig 1).
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Fig 1.  Structures of Michael Adduct of HIS, Lys and Pentylpyrroleadduct  of ARG.
Full geometry optimization of the structures of nonstandard residues HIS-HNE, LYS-HNE and ARG-HNE amino acids were performed using the closed-shell restricted Hartree-Fock level with the split-valence 6-31G* basis set augmented by the d-polarization functions on all second-period elements (HF/6 - 31G* )  [21].
Derivation of charges, missing bonds, angles, and dihedral angles parameters were constructed with the antechamber program as included in Amber Tools 16 [22]. Charges of the optimized structures were calculated using the restricted electrostatic potential (RESP) methodology [23]. Missing bonds, angles, and dihedral parameters of each amino acids modified with 4-HNE were established by homology, matching atom types automatically  from the GAFF2 force field and using parmcal to generate the required force constants[24,25]. 
Generated parameters for nonstandard were tested through MD simulations immersed in a cube of TIP3P water at 300 K and 1 bar. A 12 Å cut-off was used for the calculation of short-range non-bonded interactions and periodic boundary conditions employed for boundary treatment in connection with the particle mesh Ewald method for calculating Coulomb interactions. Of each of the three nonstandard amino acids, we compared the conformation average of selected bond distances and angles during trajectory by MD against the bond distances and angles obtained of  same optimized structures from DFT level of theory m062x and a basis set 6-31g (d).
Nonstandard residues were inserted to ZU5-ANK Domain and ZU5-ANK-Spectrin complex using DS Visualizer[26]. Topology and coordinate files were created with the leap module of AmberTools16 [27] using the ff14SB force field for the proteins and GAFF for non-standard residues [24,28]. 
[bookmark: _Toc13134391]8.1.3.2 Molecular dynamics simulations
MD minimization, equilibration and production protocols and subsequent analysis were done identically for all the systems [29]. Solvated structures with TIP3P water model [30] were placed in a truncated octahedron periodic cell  with at least 12 Å  between the solute and the edge of the box. System was neutralized by adding NaCl ions using  the Joung-Cheatham parameters and an excess of salt was added to reach a final concentration of 200 mM [31]. Structures were minimized using 1000 steps of steepest descent followed by 1000 steps of conjugate gradient minimization, applying a restraint force constant of 25 kcal/mol-Å2 to the solute molecule. Heating was done over 5000 steps of MD from 100 to 300 K with a time step of 2 fs, employing a weak coupling thermostat at constant pressure. Bonds involving hydrogen were restrained using SHAKE with a tolerance value set to 0.00001. A non-bonded cutoff of 8 Å was used. Long range electrostatics were handled using particle mesh Ewald (PME) with the default PME parameters for Amber with automated pair list updating. After heating, the restraints applied to the peptides and proteins were slowly decreased from 5 to 0.5 kcal/mol Å2 in 5 intervals. Temperature was regulated using the Berendsen thermostat with a coupling constants of 0.2 ps. 
Total production time was 30µs for each ZU5-ANK domain and 2µs for the ZU5-ANK-Spectrin complexes. A summary of the first set of simulations of the ZU5-ANK domains and ZU5-ANK-Spectrin complexes modified with 4-HNE on LYS137 and LYS137/138 (double modified) ankyrin, are presented in Table 1.
Table 1 Summary of MD Simulations Performed in this study
	
First set: ZU5-ANK Domain Simulations

	Starting  structure
	Modified aa*
	Source
	Simulation
Times
	Replicas
	Total Times

	ZU5-ANK-native
	--
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-K44-4HNE
	K955
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-K47-4HNE
	K958
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-K137-4HNE
	K1047
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-K137/138-4HNE
	K1047/1048
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-R19-4HNE
	R930
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-R41-4HNE
	R952
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-R63-4HNE
	R963
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-R139-4HNE
	R1050
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	ZU5-H20-4HNE
	H930
	PDB: 3KBT
	6µS
	5
	30µS

	Second set: ZU5-ANK-Spectrin Complexes Simulations

	Starting  structure
	Modified aa*
	Source
	Simulation
Times
	Replicas
	Total Times

	Complex ZU5 Spectrin
	--
	PDB: 3KBT
	1µS
	2
	2µS

	Complex ZU5(K137HNE)-Spectrin
	K1047
	PDB: 3KBT
	1µS
	2
	2µS

	Complex ZU5(K137/138HNE)-Spectrin
	K1047/1048
	PDB: 3KBT
	1µS
	2
	2µS


aa*  : In this column the amino acids modified with 4-HNE are shown with the numbering code reported by Ipsaro et. al 2009 [5,6]. In the present investigation the numbering codes generated by AMBER were used as shown in the first column
[bookmark: _Toc13134392]8.1.3.3 Analysis of Molecular Dynamic Simulations
To assess the convergence of the MD simulations, root mean square deviations (RMSDs) using the running average ± SD of each replicated simulation was calculated. The initial structures of MD were used as the reference structures of RMSD. In addition, root mean square fluctuations (RMSFs) were calculated to evaluate the structural flexibilities for both  systems ZU5-ANK domain and ZU5-ANK-Spectrin complex unmodified and modified.
Besides, clustering analysis of proteins trajectories was performed using the hierarchical algorithm following the methodology of Roe [32] with epsilon set to 4.0 and the RMSD values of @C, CA, CB was used as the distance metric. 
[bookmark: _Toc13134393]Principal Components Analysis
To study the differences between nonmodified and modified protein systems, principal component analysis (PCA) was performed. The coordinate covariance matrix was calculated for all heavy atoms on proteins (157 and 435 amino acids residues for ZU5-ANK domain and ZU5-ANK-Spectrin complex, respectively). In order to ensure that the eigenvectors obtained would be consistent across all simulations, the coordinate covariance matrix was calculated on the same combination of trajectories that was used in the cluster analysis. All frames were RMS-fit to the overall average structure prior to calculating the coordinate covariance matrix. The coordinates from the trajectories of each simulation were then separately projected along each eigenvector to obtain a time series of principal component projection values for each principal component.


[bookmark: _Toc13134394]Structural Analysis and DSSP plot
Similarity analysis (overlay structure)  between unmodified and modified ZU5-ANK domain were calculated and further changes the distance of amino acids located on interaction zone between ZU5-ANK domain and β-spectrin caused by 4-HNE modification were measured. To analyze the secondary structure during the time of MD simulation from ZU5-ANK-Spectrin complexes unmodified and modified, DSSP plot were calculated  using DSSP algorithm of AmberTools 16  with the  GNU and Discovery Studio software packages [33].
All analysis were performed using the CPPTRAJ software [34].  Unrestrained all-atom molecular dynamics simulations were achieved using the GPU code pmemd.cuda available in  AMBER16 [29,35,36]. Quantum calculations were performed with the D.09 version of Gaussian software[37]. 

[bookmark: _Toc13134395]Calculation of binding free energy of unmodified and 4-HNE modified ZU5-ANK-Spectrin complex.
In order to calculate the binding free energy of each unmodified and 4-HNE modified ZU5-ANK-Spectrin complex, the Molecular Mechanics/Poisson-Boltzman Surface Area (MM-PBSA) and Molecular Mechanics/Poisson-Boltzman Surface Area (MM-GBSA)  method were carried out using the MMPBSA.py tool [38]. In total, 20.000 snapshots were extracted from the trajectory (1 µS ) of each replica MD simulations. The binding free energy of each complex was computed by the following equation:

ΔGbind = Gcomplex −(Greceptor + Gligand) (1)
Where Gcomplex indicates the free energy of the protein-protein complex (ZU5-ANK-Spectrin), and Greceptor (Spectrin) and Gligand (ZU5-ANK) are the free energies of isolated protein and ligand in solvent, respectively. When calculating the free energy, ΔG, the entropy contribution of the protein, was ignored because the binding energy was used here to determine the relative binding strength of each complex.

[bookmark: _Toc13134396]8.1.4 Results and discussion
Force ﬁeld parameters for two 4-HNE Michael adducts with nucleophilic amino acids HIS-HNE, LYS-HNE and ARG-HNE were established y validated according to methodology described in our previous studies[16]. Additionally, the new parameters of 2-pentylpyrrole adduct ARG-HNE are reported in the supplementary material 3 (article data in brief 2) and which are also submitted to the Bryce Group Computational Biophysics and Drug Design database (http://research.bmh.manchester.ac.uk/ bryce/amber/).
Next, a first set of MD simulations were conducted to determine structural changes caused by 4HNE-carbonylation on ZU5-ANK domain.  Afterward, a second set of MD simulations were performed to evaluate its effects in the formation of ZU5-ANK-Spectrin complexes.
[bookmark: _Toc13134397]8.1.4.1 Analysis of molecular dynamic trajectories of 4-HNE-modiﬁed and unmodified protein ZU5-ANK domain.
Dynamic behaviors of an unmodified ZU5-ANK domain and eight 4-HNE modified ZU5-ANK  were examined to evaluate effects on dynamic stability, mobility profiles and geometry changes of these structures due 4-HNE modification. 
RMSDs values for the unmodified and modified ZU5-ANK domains are shown in Fig 2 with 4-HNE adducts on Lys, His and Arg residues. Simulation for unmodified ZU5-ANK domain converged during trajectories of 6 µs with RMSD value of  ~ 3.5 - 4 Å and was used as a referent. In the case of modified ZU5-ANK domains on Lys residues were observed two different effects on RMSD values. One of them, observed for  ZU5-K47-HNE and ZU5-K44-HNE indicating that  3D structures of these systems did not suffered large conformational changes  (~3.5 - 4 Å ), while the others modified systems,  ZU5-K137-HNE  and ZU5-K137/138-HNE, showed largely changes  (~5.5 - 6 Å ) with respect to the reference structure of ZU5-ANK domain minimized. From all 4-HNE modified systems, the double modification on lysine 137 and 138 presented the greatest conformational changes and according to Deng et al., 2013 reached a microstate of  unfolded (rmsd ≥ 5 Å ) [39].
All 4HNE-modified ZU5-ANK on arginine converged approximately to RMSD value 3.5 Å, except ZU5-R139-HNE that did it ~ 4Å and hence changed from a state of folding to a state of intermediate folding in comparison with the unmodifed structure (see fig 2J) .  Finally, 4HNE modified ZU5-ANK on histidine (ZU5-H20-HNE) do not present significant changes compared with the unmodified ZU5-ANK (See Fig 2F).
Our results indicate that major conformational changes in Zu5-ANK domain take place when 4HNE-modification occurred on the amino acids residues LYS137, LYS137/138 (double modifications) and ARG139. This zone is a conserved and positively charged surface patch in helix form, which could affect the union between ZU5-ANK and repeats 14,15 from β-Spectrin [5].
[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\Fig.2.tif]
Fig 2. Running average ± SD (using 40 frames) of Backbone RMSD analysis for unmodified vs modified ZU5-ANK domain with 4-HNE. A. ZU5-ANK (black), B. ZU5-K44-HNE(red), C. ZU5-K47-HNE (green), D. ZU5-K137-HNE(blue), E. ZU5-K137/138-HNE (magenta), F. ZU5-H20-HNE (yellow) G.  ZU5-R19-HNE(indigo), H. ZU5-R41-HNE (orange), I. ZU5-R63-HNE(brown) and  J. ZU5-R139-HNE (maroon). Minimized crystal structure of unmodified ZU5-ANK was used as reference in all modeled systems 


To study the mobility changes induced by 4-HNE-modifications at both, local and global level, RMSF fluctuation values ​​were calculated for unmodified and modified systems, using the final 30 μs trajectories for all cases (See Fig 3). Overall, the observed fluctuations were local and limited mainly to the modification sites, as can see into the dotted black ovals in Figure 3 (panel 3A, 3D and 3F),  being the zone of lysines and arginines located between the residues 137 and 139 the most affected. Besides, local fluctuations in distant zones to the modification site were observed too, which are showed in enclosed blue, red and yellow shaded squares of panels 3A, 3D and 3F. These results reinforce those obtained in the RMSD analyzes.
Local fluctuations were analyzed with a similarity assay. Here, the most representative conformations determined by cluster analysis during the trajectory (that will be presented in the next section) were selected and used to overlay unmodified with modified ZU5-ANK  systems. In general, three zones among residues 50-65, 75-95 and 110-140 were structurally affected in independent way of 4-HNE-modified residue, where, systems ZU5-K137-HNE and ZU5-K137/138-HNE showed the highest fluctuations (See Figure 3, panels 3B and 3C). 
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Figure 3. Root mean square fluctuations (RMSFs) for the unmodified and modified ZU5-ANK domain of Ankyrin. Panels showing fluctuations caused by 4HNE-modification on different nucleophil residues, thus  (A, B,C) Lysines: RMSF of ZU5-ANK (black), ZU5-K44-HNE(red), ZU5-K47-HNE (green), ZU5-K137-HNE(blue), ZU5-K137/138-HNE (magenta); Overlay Structure of ZU5-native against ZU5-K137-HNE  and ZU5-K137/138-HNE, the rest of systems modified on lysine is presented in the supplementary material 3(D y E) Arginines: RMSF of ZU5-ANK (black), ZU5-R19-HNE(Indigo), ZU5-R41-HNE (orange), ZU5-R63-HNE(brown), ZU5-R139-HNE (maroon);  Overlay Structure of ZU5-native against ZU5-R139-HNE, the rest of systems modified on arginine is presented in the supplementary material 3 (F y G ) Histidine: RMSF of ZU5-ANK-native (black) and  ZU5-H20-HNE (yellow); Overlay Structure of ZU5-native against ZU5-H20-HNE Note: intermittent black ovals and shaded areas correspond to fluctuation in the modification sites and distant areas  respectively

In detail, mobility profile of modified ZU5-ANK domain on LYS137 and the double modified LYS137/138 reaching a difference of  3,4 and 7,56 Å approximately, close to modification site as observed in the tables and overled structures of panel 3B and 3C, respectively. In addition, it is emphasized that for the ZU5-K137-HNE system, the area with the greatest fluctuation was between the residues 75-95 even greater than the modification site with 6,49 Å (See Fig 3B).
Similarly, the RMSF values of modified ZU5-ANK on arginine residues: ARG19, ARG41, ARG63 and ARG139 are shown in Fig 3D.  In this case, the flexibility of ZU5-ANK domain modified on ARG139 reached almost 8 Å between the residues 130 and 139. On the other hand, there were no significant changes of mobility in the distal zones, even in the residues near the site of modification. 
Finally, RMSF values obtained for modified ZU5-ANK domain on HIS20 not showed significant changes in  mobility profile with respect to the unmodified domain, even around of modification site (Panel 3F). It  latter showed a slight decrease between the amino acids 110 – 140, distant from the ​​modification area, but of importance for interaction with β-spectrin (See Fig 3 panel G).
In general, carbonylation with 4-HNE produced  a local  increase in mobility of all the systems evaluated, but  modified systems on lysines 137 and 138, not only produced increases in local mobility at the site of modification, but also affected distant areas where were located the rest of the nucleophilic amino acids of the ZU5-ANK domain that according to Ipsaro et al., 2009[5] participate for the interaction with the β-spectrin. 
The results suggest that the HNE could affect the functionality of ankyrin adapter in the human erythrocyte. For this reason, the modified systems on Lys 137 and  the double modified (Lys 137/138) were selected to evaluate geometric alterations among the nucleophilic residues involved in the contacts between ZU5-ANK domain and 14,15-β-spectrin repeats. Additionally, interaction free energy calculations were performed to confirm the effect on functionality of the complexes. See the subsequent sections. 
[bookmark: _Toc13134398]8.1.4.2 Cluster Analysis of unmodified and modified ZU5-ANK domains.
Cluster analysis on the combined trajectories from all simulations was performed to determine the major conformations in modified and unmodified ZU5-ANK domains  according to Roe et al., 2017 and Shao et al., 2007 [32,40]. Table 2 shows the clustering population for the two top clusters found during the full sampled trajectory for each system studied and full results (10 clusters total) are available in the supplementary materials 3. The two most populated clusters represent the major conformational changes induced by Michael adducts of 4-HNE on representatives structures. In general, these clusters for unmodified and modified ZU5-ANK domain were above 50% except for ZU5-R139-HNE structure whose cluster 0 and 1 reached only 37%; whereas proteins ZU5-K47-HNE and ZU5-R63-HNE were above 80%.   
Table 2.  Clustering Results for the top two most populated clusters of Molecular Dynamic Simulation OF ZU5-ANK unmodified and modified.
	Proteins
	cluster
	Frames
	%
	aAvgDist
	bStdev
	cAvgCDist

	ZU5-ANK-native
	0
	61349
	30,30%
	2,03
	0,42
	2,79

	
	1
	30148
	20,90%
	1,99
	0,38
	2,91

	ZU5-K44-4HNE
	0
	93132
	68,30%
	2,40
	0,48
	3,39

	
	1
	10761
	7,90%
	2,47
	0,47
	3,50

	ZU5-K47-4HNE
	0
	106078
	83,30%
	2,34
	0,39
	2,85

	
	1
	9153
	7,20%
	1,85
	0,40
	3,23

	ZU5-K137-4HNE
	0
	35704
	44,30%
	2,14
	0,36
	3,04

	
	1
	22899
	28,40%
	1,99
	0,40
	3,53

	ZU5-K137/138-4HNE
	0
	50563
	40,40%
	2,54
	0,53
	3,67

	
	1
	20391
	16,30%
	2,39
	0,57
	3,29

	ZU5-R19-4HNE
	0
	39097
	38,30%
	2,33
	0,42
	2,96

	
	1
	25610
	25,10%
	2,21
	0,40
	2,98

	ZU5-R41-4HNE
	0
	106821
	69,30%
	2,47
	0,43
	3,39

	
	1
	14473
	9,40%
	2,32
	0,40
	3,42

	ZU5-R63-4HNE
	0
	98468
	74,20%
	2,05
	0,37
	2,92

	
	1
	12843
	9,70%
	2,01
	0,34
	2,81

	ZU5-R139-4HNE
	0
	31521
	20,10%
	1,75
	0,56
	3,53

	
	1
	27612
	17,60%
	2,50
	0,59
	3,88

	ZU5-H20-4HNE
	0
	43287
	45,70%
	1,88
	0,36
	2,56

	
	1
	18071
	19,10%
	1,70
	0,33
	2,95


aAvgDist and bStdev are the average distance and standard deviation (in Å) between all frames in the cluster, respectively.  cAvgCdist is the average distance (in Å) of the cluster to every other cluster. 

On the other hand, an additional measure of convergence for MD simulations is the study of the change in the population for each cluster.  When the population for the top cluster is static, we can expect to have reached a converged or close to converged ensemble [32]. The results here reported present a population count over different frames (as observed in Fig S1 and S2 of  supplementary material 3 section 3) where it is shown that the modified ZU5-ANK domain on lysine was partially converged respect to the unmodified domain (Figure S1). Thus, especially in the ZU5-K44-HNE, ZU5-K137-HNE and ZU5-K137/138-HNE modifications of the domain, while the modified on arginine and histidine all were converged except for the modified on ARG139 (ZU5-R139-HNE).
The cluster analysis confirmed that the modifications on lysine caused major and significant structural changes as was previously described with the analysis of RMSD, especially for the systems ZU5-K137-HNE, ZU5-K137/138-HNE and ZU5-R139-HNE.See figure S1D, S1E and S2D of supplementary material 3 section 3.



[bookmark: _Toc13134399]8.1.4.3 Principal component analysis (PCA) of unmodified and modified ZU5-ANK domains.
PCA has emerged as one of the most widely employed techniques to analyse protein movements. In MD studies, it is mainly applied to change from a description based on local atomic coordinates to one provided by collective coordinates, called the PC-modes. These PC-modes are the eigenvectors of the covariance matrix, which is calculated with the configurations sampled from a MD trajectory[41]. In this sense, PCA analysis were performed to extract the essential dynamical motions by filtering global slow motions from the fast motions to study different unmodified and 4-HNE-modified  ZU5-ANK domains on different amino acids such as Lys, Arg and His.
Histograms for the projection 1 of coordinates along the first eigenvector (i.e., the eigenvectors with the highest eigenvalues) for each simulation of unmodified and 4-HNE-modified ZU5-ANK are showed in Figure 4.  The grade of overlap between PC Projection 1 shown the changes in the collective movements of all atoms from ZU5-ANK domain native compared with each 4HNE-modified domain on Lys, Arg and His residues (See Fig 4A, 4B and 4C respectively). In comparison with the projections of the native ZU5-ANKdomain (which comprise ~ 90 and 60 of the total motion), magnitude of the mobility projections in mode 1 from all systems 4-HNE-modified ZU5-ANK on Lys, Arg and His (accounting for -30 and -20 of the total motion) decreased significantly, except to ZU5-K44-HNE. Even more, in Figure 4 can be observed as the projections do not overlap in a common dynamic profile, which put in evidences the change of mobility patterns due 4-HNE modifications on ZU5-ANK domain. 
The overall loss in mobility modes of ZU5-ANK domain favors the amplitude (intensity) of the local movements in the three affected areas by HNE-modification, that is, between the residues 50-65, 75-95 and 110-140. Differences in amplitude were more pronounced in the modified systems ZU5-K47-4HNE, ZU5-K137-4HNE, ZU5-K137/138-4HNE and ZU5-R139-HNE, as shown in the panels D, E and F of figure 4. Videos of the essential movements (PC1) of unmodified ZU5-ANK, ZU5-K137-4HNE and ZU5-K137/138-4HNE systems, which are added in supplementary materials 3, show the changes observed at local and global mobility for PC Projections 1 and reinforce the results observed in RMSF analysis (Fig 3).
Therefore, PCA analysis confirms that adduction with 4-HNE reduces the global mobility of ZU5-ANK domain, but increment the amplitude of local zones, included the modification site. These effects could influence on the correct functioning of this adapter protein and affects the global stiffness of membrane cytoskeleton of the human red blood cells [40].
[image: C:\Users\anti\Desktop\Scienti\Fig 4.tif]
Figure 4. Histograms of projection (all atoms) and plot mobility (α-carbon) of principal component 1 for unmodified and 4HNE-modified Zu5-Ank systems thus. Panel A  and D  show projection 1 and plot mobility  (RMSF PC 1) of modified system on lysine, ZU5-ANK (black),  ZU5-K44-HNE(red), ZU5-K47-HNE (green), ZU5-K137-HNE(blue), ZU5-K137/138-HNE (magenta). Panel B and E show projection 1 and plot mobility (RMSF PC 1)  of modified system on arginine, ZU5-R19-HNE(indigo), ZU5-R41-HNE (orange),  ZU5-R63-HNE(brown) and   ZU5-R139-HNE (maroon) and panel C and F show projection 1 and plot mobility (RMSF PC 1)  of modified domain on histidine, ZU5-H20-HNE (yellow)3.4 
[bookmark: _Toc13134400]8.1.4.4 Characterization of Structural Similarity between unmodified and 4-HNE-modiﬁeds ZU5-ANK domain.
In this section are presented the most significant three-dimensional structural differences found between the unmodified and 4-HNE modified ZU5-ANK domains. Previously, in Figure 3, showed an overlay of the unmodified ZU5-ANK and four modified systems, ZU5-K137-HNE, ZU5-K137/138-HNE, ZU5-R139-HNE and ZU5-H20-HNE, due these systems presented the most significant changes in mobility and conformational stability through RMSD and RMSF analysis. Here, the most representative structures found in the cluster analysis were used to reveal major global conformational changes caused by 4-HNE adducts on ZU5-ANK domain. 
Global RMSD values ​​obtained from the similarity analysis of unmodified ZU5-ANK domain sequences against 4-HNE modified domains are shown in tables of Figure 3 (panel B,C,G and E). The alignments conducted against native ZU5-ANK presented RMSD values of 3.25, 3.91 and 1.98 Å for modified systems on K-137, K-137/K-138 and R-139, respectively. It is important to note that these conformational changes were located on an alpha helix core, which is important for the interaction with 14,15-β-spectrin repeats . These residues through electrostatic interactions contributing to binding with β-spectrin, so it is considered that modifications in these residues could affect the ankyrin-spectrin complex[5–7]. Additionally, the alignments of the others modified systems are presented in supplementary material 3.
Molecular conformational changes described were further evaluated considering the results obtained previously in RMSF analysis, where was observed that 4HNE-modification on residues K-137, K-138 and R-139 cause fluctuations over others protein regions that containing residues of sticky patch. For this, were measured and drawn the distances among the alpha carbons of the basic amino acids on the small positively charged patch of unmodified ZU5-ANK domain and the 4-HNE modified domains. 
Distance data obtained for α-carbon (C ) are summarized in table 3. For instance,  between residues R19 and H20 of the domain ZU5-R19-HNE was 10.07 Å , likewise for residues H20-R41 on the  ZU5-H20-HNE domain was 14.356 Å ; and so for each modified system. Lengthening and shortening caused by the modification over each nucleophilic residue pair were measured in all modified systems. 
Table 3. Distance differences for alpha-carbons of nucleophillic residues of native Vs 4HNE-modified  ZU5-ANK domain that interact with 14,15-β-spectrin repeats.
	Zu5-ANK System
	Distances among Cα for pair residues (Å)

	
	R19-H20
	H20-R41
	R41-K44
	K44-K47
	K47-R63
	R63-K137
	K137-K138
	K138-R139
	R139-R19
	Lengthening (L)
	Shortening
(S)

	aZu5-ANK-nav
	3,855
	13,249
	10,068
	5,843
	12,488
	18,332
	3,951
	3,89
	13,997
	
	

	ZU5-R19-HNE
	10,07
	12,576
	10,411
	6,029
	13,645
	18,915
	3,889
	3,997
	13,022
	7
	2

	
	L 
	S
	L 
	L 
	L 
	L 
	S
	L 
	S
	
	

	ZU5-H20-HNE
	10,103
	14,356
	10,255
	5,548
	13,701
	18,949
	3,949
	3,888
	14,968
	6
	3

	
	L 
	L 
	L 
	S
	L 
	L 
	S
	S
	L 
	
	

	ZU5-R41-HNE
	3,778
	20,974
	15,681
	6,013
	12,744
	18,484
	3,867
	3,91
	13,118
	6
	3

	
	S
	L 
	L 
	L 
	L 
	L 
	S
	L 
	S
	
	

	ZU5-K44-HNE
	3,954
	12,747
	9,73
	6,427
	9,877
	19,065
	3,855
	3,875
	12,17
	3
	6

	
	L 
	S
	S
	L 
	S
	L 
	S
	S
	S
	
	

	ZU5-K47-HNE
	3,775
	13,063
	10,255
	5,786
	12,641
	18,296
	3,915
	3,972
	14,184
	4
	5

	
	S
	S
	L 
	S
	L 
	S
	S
	L 
	L 
	
	

	ZU5-R63-HNE
	3,898
	12,44
	10,236
	6,107
	14,224
	23,181
	3,846
	3,883
	13,779
	5
	4

	
	L 
	S
	L 
	L 
	L 
	L 
	S
	S
	S
	
	

	ZU5-K137-HNE
	3,869
	12,648
	10,199
	5,877
	10,774
	19,73
	3,478
	3,866
	14,066
	5
	4

	
	L 
	S
	L 
	L 
	S
	L 
	S
	S
	L 
	
	

	ZU5-K137/138-HNE
	3,841
	12,962
	10,097
	5,964
	13,362
	15,305
	3,896
	3,838
	14,743
	4
	5

	
	S
	S
	L 
	L 
	L 
	S
	S
	S
	L 
	
	

	ZU5-R139-HNE
	3,827
	11,599
	10,635
	5,848
	13,529
	17,058
	3,865
	10,883
	7,246
	5
	4

	
	S
	S
	L 
	L 
	L 
	L 
	S
	L 
	S
	
	

	bLengthening (L)
	5
	2
	8
	7
	7
	7
	0
	4
	5
	45
	36

	cShortening (S)
	4
	7
	1
	2
	2
	2
	9
	5
	4
	36
	 


a. Gray boxes  distances referent of native ZU5-ANK domain, b. Blue boxes 45 distances lengthen,  c. pink boxes 36 distances are shortened.

Results obtained were graphed to evaluate changes induced on the geometric disposition of the nucleophilic residues of the sticky patch, among them (Figure 5). This changes of distance between the α-carbons of the 9 amino acid  Arg19, His20, Arg41, Lys44, Lys47, Arg63, Lys137, Lys138 and Arg139 by4-HNE Michael adducts had a significant impact on the geometry of major epitope of interaction with β-spectrin on Ankyrin such as is observed in the Figure 5. Overall, all 4HNE modified systems suffered local changes that altered the conformation and geometry of the area of ​​interaction with β-spectrin. The most drastic conformational changes occurred in the modified systems ZU5-K44-HNE, ZU5-K137-HNE, ZU5-K137/138-HNE and ZU5-R139-HNE.
[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\Figure.5.tif]
Figure 5.  Changes in the geometry of ZU5-ANK domain caused by 4HNE modification on nucleophilic residues of interaction site with 14,15-β-spectrin repeats.   Distance (Å) between the α-carbons of ARG19 - HIE20 -ARG41, LYS47, LYS44, ARG63, LYS137, LYS138, ARG139-4HNE and ARG19 are shows for  A) unmodified ZU5-ANK domain, B)  ZU5-K44-HNE,  C) ZU5-K137-HNE, D)  ZU5-K137/138-HNE,  E) ZU5-R139-HNE, F)  ZU5-H20-HNE.
In summary, is important highlight that the ZU5-ANK domains with major conformational changes, significant changes mobility profile and geometry alteration were the ZU5-K137-4HNE, ZU5-K137/138-4HNE ZU5-R139-4HNE domain.  For the above and considering that 4-HNE carbonylation is more susceptible on Lys than Arg residues, ZU5-K137-4HNE and ZU5-K137/138-4HNE domains were selected to evaluate the effects of modification over protein-protein interaction in its complex with 14, 15-β-spectrin repeats. 
[bookmark: _Toc13134401]8.1.4.5 Analysis of molecular dynamics trajectories of unmodified and 4-HNE-modiﬁed ZU5-ANK-Spectrin complexes.
To evaluate effects of 4-HNE-carbonylation on protein-protein interactions, two modified complexes ZU5-ANK-Spectrin on Lys of the ZU5-ANK domain were selected to produce MD simulations and calculation of binding free energy. Since when reviewing the microenvironment on the native complex, was observed that they are more accessible to be modified by to have fewer steric impediments. that the others nucleophilic residues studied before  Also according to  Isom et al., 2004 the polarity of the microenvironment and accessibility to structure tertiary/quaternary could affect the adduction with 4-HNE. However the ZU5-ANK domain is a versatile protein interaction module that could to be bound to 4-HNE on any nucleophilic residue, but in this study we evaluated the first set of 4-HNE-modified ZU5-ANK domain and ZU5-ANK-Spectrin complexes on Lys in order to determine the effect of 4-HNE on the formation of the spectrin-ankyrin complex and therefore its biological function related to dynamic properties of the erythrocyte membrane.
The dynamic behaviors of three complexes were examined ZU5-ANK-Spectrin, ZU5-ANK (K137*HNE)-Spectrin and ZU5-ANK (K137/138*HNE)-Spectrin during 1µS by duplicated. RMSD plot showed that running average ± standard deviation (SD) of Backbone RMSD values converged around 3 Ȧ for both the unmodified and 4-HNE modified complexes during the trajectories (Figure 6). However, the SD in all trajectories was greater than 5 Ȧ, indicating that all  3D structures complexes had some degree of unfolding, according Deng et. al 2009[39]., especially the 4-HNE modified structure on K137 that even exceeded 8 Ȧ. This could be explained because it is two proteins (ZU5-ANK and Spectrin) are held together by electrostatic, and hydrophobic interactions widely described in the literature, that could have been diminished by the modification with 4-HNE[5–7,42–46].
[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\complejo\Fig RMSD.tif]
Figure 6.  Running average± SD (using 40 frames) of Backbone RMSD analysis for unmodified and 4-HNE modified ZU5-ANK-spectrin complexes.  Complex ZU5-ANK-Spectrin (black), ZU5-ANK(K137*HNE)-Spectrin (blue), ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin (magenta).

As shown in the Figure 7, RMSF values obtained for  all the complexes were in a range of ~2-7 Ȧ, presenting both increases and decreases in fluctuations in different local areas. For instance, comparison between native ZU5-ANK-Spectrin complex and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes shown that individual and double 4-HNE modifications on Lys-137 and Lys137/138 respectively cause increase of fluctuations on ZU5-ANK domain near to positively charged region that is binding surface for with the repeat 14, 15--spectrin repeat negatively charged (that is alpha helix formed by LYS137, LYS138, ARG139), as it is observed in the zoom of Figure 8.  Additionally the ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin complex presented a decrease of flexibility  between the residues 60-65 on the spectrin, that is, the local fluctuations could affect the interaction surface with β-spectrin. In fact, this reaches in different local areas values ​​of RMSF above 5 angstroms, including the residues 132 -142 (K137, K138, R139). This could explain in a descriptive way the loss in the capacity of erythrocyte deformation and loss of elastic properties in hemolytic anemia acquired in different pathophysiological conditions such as severe malaria, glucose 6 dehydrogenase deficiency, diabetes, among others mentioned by some authors who have reported this complex as a target of 4-HNE [1,47].

[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\complejo\Fig RMSF3.tif]
Figure 7.  Root mean square fluctuations (RMSFs) for the unmodified and 4-HNE-modified ZU5-ANK-Spectrin complexes: ZU5-SPECTRIN (black), ZU5(K137*HNE)-SPECTRIN (blue) ZU5(K137/138*HNE)-SPECTRIN (magenta).
When observing the complex simulation is noted that the 4-HNE modified ZU5-ANK domains can move more along the repetition 14 and 15 of the β-spectrin than the unmodified domain, this could explain why they maintain the state of unfolding during the trajectories (See Fig 7 running averaged RMSD ± DS), since these two repeats have positively charged amino acids such as glutamate and aspartate that could interact complementary with Lysins, arginines and histidines present in the ZU5-ANK domain, with more contact time although mobility is increased. See supplementary materials 3
[bookmark: _Toc13134402]8.1.4.6 Cluster analysis of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes.
In Table 4 are shown  the clustering population for the two top clusters found during the full sampled trajectory for each complex studied; full results (clusters total) are available in the supplementary materials 3 section 4. The two most populated clusters of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrine complexes were above 50%. Which represent the major conformational changes induced by Michael adducts of 4-HNE on representatives structures and after simulation converged. 
Table 4. Clustering Results for the top two most populated clusters of  Molecular Dynamic Simulation of complexes ZU5-ANK-Spectrine unmodified and modified.
	Proteins
	cluster
	Frames
	%
	aAvgDist
	bStdev
	cAvgCDist

	ZU5-SPEC-NATIVE
	0
	4623
	46%
	2,53
	0,483
	4,21

	
	1
	2210
	22%
	2,47
	0,469
	4,21

	ZU5-(*K137)HNE-SPEC
	0
	3277
	33%
	2,42
	0,379
	3,56

	
	1
	1941
	20%
	2,50
	0,41
	3,66

	ZU5-(*K137/138)HNE-SPEC
	0
	4073
	40%
	2,36
	0,405
	3,30

	
	1
	2245
	22%
	2,25
	0,305
	3,32



The most representative clusters of each system were used to analyze the distance data obtained for C from amino acids of area on  ZU5-ANK domain into the complexes and that interacting with 14, 15-β-spectrin repeat. 7 lengthening and 11 shortening were found after modification with 4-HNE on ZU5-ANK domain, as shown in the table 5, these results were similar to those reported in table 3 for the K137 modification and the double modification in K137 and K138 over the ZU5-ANK domain only. Likewise, the distance of  C located  on complementary area of β-spectrin were measured, thus 10 lengthening and shortening on aspartic and glutamic residues of the 14,15-β-spectrin repeats were found (table 6). However, this least distance changes on β-spectrin were minors with respect to distances in the native complex.
Graphical results of distances for C from nucleophilics amino acids are represented in the Figure 8, where it is confirmed that the changes at local level described for isolated ZU5-ANK domain maintaining in the complexes with -spectrin. Whereas the complementary area of ​​electrophilic amino acids such as aspartate and glutamate on the repeats 14 and 15 present a slight geometric changes as consequence of modification on Zu5-Ank domain  at the area of ​​interaction between ankyrin and spectrin (See Fig.9).
In summary, the results from these modeling simulations suggest that the binding of 4HNE to Lys appreciably alters the conformation of the interaction site of ZU5-ANK domain with β-spectrin, and this is similar to that reported by Roede et al., 2008 who provided evidence that monocarbonylation with 4-HNE and ONE alter the active site conformation of the peroxiredoxin 6 enzyme locally.
Therefore, these data support that 4-HNE addition on lysines 137 and 138 of ZU5-ANK domain disturbing the normal interaction of ZU5-ANK -Spectrin complexes and could be parts of the substantial oxidative changes in the membrane skeleton of RBCs that increment their stiffness and reduce its deformability capacity favouring its hemolysis.
Table 5. Distance differences for alpha-carbons of nucleophilic residues located on ZU5-ANK-Domain after MD simulation of unmodified and 4 HNE-modified Zu5-ANK- Spectrin complex.
	Zu5-ANK-Spectrin System
	Distances among Cα for pair residues on ZU5-ANK (Å)

	
	R19-H20
	H20-R41
	R41-K44
	K44-K47
	K47-R63
	R63-K137
	K137-K138
	K138-R139
	R139-R19
	Lengthening
(L) 
	Shortening
(s)

	aZu5-ANK-Spectrin-Nav
	4,009
	11,184
	9,885
	6,004
	12,903
	19,107
	3,875
	3,882
	15,79
	
	

	ZU5-ANK(K137*HNE)-Spectrin
	4,03
	9,323
	10,156
	5,66
	12,985
	19,422
	3,469
	3,872
	19,322
	4
	5

	
	S
	S
	L
	S
	L
	L
	S
	S
	L
	
	

	ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin 
	3,737
	8,701
	10,454
	5,622
	12,316
	19,384
	3,839
	3,723
	15,843
	3
	6

	
	S
	S
	L
	S
	S
	L
	S
	S
	L
	
	

	bLengthening (L)
	0
	0
	2
	0
	1
	2
	0
	0
	2
	 7
	 11

	cShortening (S)
	2
	2
	0
	2
	1
	0
	2
	2
	0
	 11
	 



Table 6. Distance differences for alpha-carbons of nucleophilic residues located on repeat 14 of β-spectrin after MD simulation of unmodified and 4 HNE-modified Zu5-ANK- Spectrin complex.
	Zu5-ANK-Spectrin System
	Distances among Cα for pair residues on repeats 15 and 15 of β-spectrin (Å)

	
	D116-D117
	D117-E119
	E119-E124
	E124-E126
	E126-E200
	E200-D197
	D197-E193
	E193-D189
	D189-E186
	E186-D116
	Lengthening
(L) 
	Shortening
(S)

	aZu5-ANK-Spectrin-Nav
	3,897
	5,365
	8,537
	5,546
	10,966
	5,094
	6,419
	6,181
	5,086
	14,047
	
	

	ZU5-ANK(K137*HNE)-Spectrin
	3,84
	5,506
	8,928
	5,44
	10,125
	5,1
	6,452
	6,486
	5,111
	15,046
	7
	3

	
	S
	L 
	L 
	S
	S
	L 
	L 
	L 
	L 
	L 
	
	

	ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin 
	3,822
	5,275
	8,512
	5,458
	10,205
	4,903
	6,155
	6,299
	5,254
	14,336
	3
	7

	
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	L 
	L
	L 
	
	

	bLengthening (L)
	0
	1
	1
	0
	0
	1
	1
	2
	2
	2
	 10
	 10  

	cShortening (S)
	2
	1
	1
	2
	2
	1
	1
	0
	0
	0
	 10
	 




[image: C:\Users\anti\Desktop\Scienti\Ffig complex geo.tif]
Figure 8. Changes in the geometry of ZU5-ANK domain and 14-β-spectrin repeats caused by 4HNE modification on nucleophilic amino acids on ZU5-ANK.   Distance (Å) between the α-carbons of ARG19  HIE20 ARG41, LYS47, LYS44, ARG63, LYS137, LYS138, ARG139 and ARG19 are shows for  A)  Zu5-ANK-Spectrin-Nav, B)  ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin,  C)  ZU5-ANK(K137/138*HNE)-Spectrin
On the other hand, the most representative clusters were used to analyze the contact surfaces between ZU5-ANK and β-spectrin. In the unmodified complex (showed in figure 9 panel A), the amino acids arginine 19 and arginine 41, Lysin 41 and 44 of ZU5-ANK domain were susceptible to form electrostatic interactions with glutamate 186, aspartate 189, glutamate 193, aspartate 197 and Glutamate 126, which are equivalent to glutamate 1770, aspartate 1773, aspartate 1781 and Glutamate 1710 from the complex crystallized by ipsaro et al., 2009 with PDB code 3KBT. With which it is evident that there is complementary interactions between acid-base amino acids or electrostatic interactions occurred in the surface of contact between ankyrin and spectrin previously reported (beta core of the domain ZU5-ANK and 14,15 repeat beta spectrin).  Modifications with 4-HNE on Lys 137 and Lys 137-Lys138 of the Ankyrin-β-Spectrin complex reduce the possibility of interaction between these complementary residues as is showed in the Figure 8 panels B and C, respectively. These data reinforce that oxidative modification with 4-HNE disturb the normal interaction ankyrin -spectrin, affecting the capacity of deformation of the human erythrocyte.

[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\complejo\Fig ESTRUCTURE.tif]
Figure 9.  The most representative cluster analysis of complexed ZU5-ANK-Spectrine unmodified and modified.  A. unmodified Zu5-Ank-spectrine, B. ZU5-K137-HNE-Spectrine, C. ZU5-K137/138-HNE-Spectrine.
[bookmark: _Toc13134403]8.1.4.7 Principal component analysis of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes.
The PCA analysis of each simulation of protein complexes contributes to the understanding of the biological function. Since, changes in the collective movements can influence the correct functioning of proteins complex[48]. Then, a PCA analysis was conducted for ZU5-ANK-Spectrin complexes in a similar way to used above for Zu5_ANK domain. 
Histogram plots generated for PC1 of the unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes shown significant difference among the three systems (see Fig. 10).  For unmodified ZU5-ANK-Spectrin complexes the magnitude of the mobility projections in the mode 1  of all atoms  was ranged -300 and 200 of the total motion; while modified ZU5/ANK(K137*HNE)-Spectrin and ZU5/ANK(K137/138*HNE)-Spectrin complexes were -200 and 200 of the total motion (Fig. 10, panel A). As was observed for domain alone, 4HNE modification reduced the global mobility modes of complexes, but increment the overall amplitude of their movements.   PCA analysis corroborated the difference observed in the RMSF plot (See Fig 7), which means an impact on locals movement collective due to the modification with 4-HNE  in the complex ZU5-ANK-Spectrin. However, when observing the RMSF of PC1 for alpha carbons, the modification with 4-HNE increases fluctuations were more global (panel B of Figure 10). In spite of these, the values ​​filtered in the analysis of PCA are still below the analysis of RMSF, which highlights that the changes in fluctuation were eminently local for the whole proteins while for Cα the fluctuation were global
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Figure 10. Histograms of projection and plot mobility of principal component 1 for ZU5-ANK-Spectrin complexes. A. Native ZU5-ANK-Spectrin (black), ZU5/ANK (K137*HNE)-Spectrin (blue) and ZU5/ANK(K137/138*HNE)-Spectrin (magenta). B. RMSF of principal component 1.
[bookmark: _Toc13134404]8.1.4.8 DSSP analysis of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes.
The DSSP analysis presents information regarding the protein's secondary structure dynamics throughout the simulations (2µS or 10.000 frames) of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes as observed at the Figure 11.
The results of the DSSP analysis show that alpha helix were maintained during the simulation time for both regions in β-spectrin,  one the region between the residues 110-130 (ASP116, ASP117, GLU119, GLU124) and two  the region  between 180-200 (GLU186, ASP189, GLU193) in all unmodified and 4-HNE-modified complexes. Likewise for its complementary counterpart residues 14-69 in ankyrin (ARG19, HIS20, ARG41, LYS44, LYS47, ARG63).except  the region between the residue 132 -142 (K137, K138, R139) that showed shifting from alpha helix to the turn form, in all the modified ZU5-ANK-Spectrin complexes evaluated, as seen in figure 11 in column 3 rows  C and D, evidencing local changes in secondary structure at the site of modification with 4-HNE on Lys 137 and 138  in  ZU5-ANK , which could be related to loss of the function of the ankyrin adapter protein in the human erythrocyte from the atomic level.

This corroborates the aforementioned with the analysis of RMSD, RMSF, CLUSTER and PCA, that the region between Lys 137 and arginine 139, when modified with 4-HNE present the main conformational changes that could undoubtedly alter the interaction between spectrin and ankirina. In this case due to changes in secondary structure.
[image: C:\Users\anti\Documents\articulo2\distanciay angulo\complejo\Figure DSSP3.tif]
Figure 11. DSSP plots for simulations of unmodified and modified ZU5-ANK-Spectrin complexes: A.  Ankyrin binding domain of repeat 14 β-Spectrin (Positively charged residues are shown: ASP116, ASP117, GLU119, GLU124, GLU186, ASP189, GLU193)   and spectrin binding ZU5-ANK domain (Negatively charged residues: ARG19, HIS20, ARG41, LYS44, LYS47, ARG63, K137, K138, R139), B, C and D. DSSP plot of complementary residues on repeat 14 β-Spectrin and ZU5-AKN domain in ZU5-SPEC-NATIVE, ZU5/ANK(K137*HNE)-Spectrin and ZU5/ANK(K137/138*HNE)-Spectrin respectively.
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In order to investigate the binding affinity between the native and modified ZU5-ANK domain versus to the repeat 14 of β-spectrin, two 4-HNE modifications on ankyrin-spectrin complexes ZU5-(*K137)HNE-SPEC and ZU5-(*K137/138)HNE-SPEC  respect to unmodified  ZU5-ANK-Spectrin, were used to calculate binding free energies using the MM-PBSA and MM-GBSA method (Table 2 and Table 3). 
The free energy calculated, in this case is useful to evaluate the 4-HNE modification effect at functional level, since these proteins need to interact for maintain the deformation capacity of erythrocyte.
The outcomes for both methods showed a similar trends, since an increase in binding free energy of modified complexes was obtained. The binding free energies for the conformation of ZU5-ANK-Spectrin, ZU5-(*K137)HNE-SPEC and ZU5-(*K138/139)HNE-SPEC  were -53.11 ± 13.11 , -40.45 ± 13.60,  and -41.43 ±14.53 kcal/mol, respectively by MM-PBSA method. These binding free energies between unmodified and 4-HNE-modified ZU5-ANK-Spectrin complexes were significantly different. Modified complexes with 4-HNE presented lower affinity than the native complex, which means that punctual modification affects the interaction between ankyrin R and β-spectrin.









Table 2. Binding free energy (kcal/mol) components for the complexes determined by using the MM-PBSA method.
	 
Energy Component
	MM-PBSA

	
	ZU5/ANK-Spectrine Native
	ZU5/ANK(K137*HNE)-Spectrine
	ZU5/ANK(K137/138*HNE)-Spectrine

	BOND
	0,4055 ± 0,48
	0,3423 ± 0,43
	0,3495 ± 0,46

	ANGLE
	0,8394  ± 0,66
	0,9567 ± 0,66
	0,8794 ± 0,71

	DIHED
	5,3461  ± 0,77
	5,4701 ± 0,81
	5,5612 ± 0,87

	VDWAALS
	-89,4768  ± 5,85
	-90,2588 ± 7,50
	-90,1987 ± 6,91

	EEL
	-1429,1007  ± 91,67
	-1201,0356 ± 93,99
	-1097,145 ± 91,94

	1-4 VDW
	0,8136  ± 0,39
	0,7121 ± 0,42
	0,8057 ± 0,44

	1-4 EEL
	39,0249  ± 1,47
	38,9873 ± 1,47
	38,9418 ± 1,50

	EPB    
	1365,5986  ± 90,40
	1148,5551 ± 93,97
	1045,6103 ± 88,30

	ENPOLAR
	-72,1453  ± 3,44
	-71,684 ± 4,09
	-72,8214 ± 3,65

	EDISPER
	125,5799  ± 4,97
	127,5084 ± 6,18
	128,1605 ± 5,31

	ΔGgas
	-1472,148  ± 92,24
	-1244,8259 ± 95,97
	-1142,3755 ± 92,94

	ΔGsolv
	1419,0331  ± 91,73
	1204,3796 ± 94,91
	1100,9493 ± 89,69

	ΔGtotal
	-53,1148 ± 13,11
	-40,4464 ± 13,60
	-41,4262 ±14,53



According to the energy components of the binding free energies, these energy changes are mainly due to the reduction of terms VDWAALS and EEL that correspond to contributions of Van der Waals and electrostatic interactions in 4-HNE modified complexes. The loss of electrostatic and Van der Walls interactions suppose an alteration in the mechanism of spectrin recognition by ankyrin, since one of the determinants for this mechanism is the complementarity of charges and their disposition along the repetitions 14 and 15 of the beta spectrin (such as  ASP116, ASP117, GLU119, GLU124, GLU186, ASP189, GLU193) and the beta core of ankyrin (such as ARG19, HIS20, ARG41, LYS44, LYS47, ARG63, K137, K138, R139)[5,7,45,46,49].  
Table 3. Binding free energy (kcal/mol) components for the complexes determined by using the MM-PBSA method.
	Energy Component
	MM-GBSA

	
	ZU5/ANK-Spectrine Native
	ZU5/ANK(K137*HNE)-Spectrine
	ZU5/ANK(K137/138*HNE)-Spectrine

	BOND
	0,41 ± 0,48
	0,3423 ± 0,43
	0,3495 ± 0,46

	ANGLE
	0,84 ± 0,66
	0,9567 ± 0,66
	0,8794 ± 0,71

	DIHED
	5,35 ± 0,77
	5,4701 ± 0,81
	5,5612 ± 0,87

	VDWAALS
	-89,48 ± 5,85
	-90,2588 ± 7,51
	-90,1987 ± 6,91

	EEL
	-1429,10 ± 91,67
	-1201,0356 ± 93,99
	-1098,7145 ± 91,94

	1-4 VDW
	0,81 ± 0,39
	0,7121 ± 0,41
	0,8057 ± 0,44

	1-4 EEL
	390,25 ± 1,47
	38,9873 ± 1,47
	38,9418 ± 1,50

	EGB
	1405,73 ± 89,89
	1186,2955 ± 94,66
	1083,0169 ± 91,41

	ESURF
	-13,68 ± 0,66
	-13,5312 ± 0,74
	-13,8095 ± 0,76

	ΔGgas
	-1472,15 ± 92,24
	-1244,8259 ± 95,97
	-1142,3755 ± 92,94

	ΔGsolv
	1392,05 ± 89,56
	1172,7644 ± 94,29
	1069,2075 ± 90,94

	ΔGtotal
	-80.10 ± 10,41 
	-72,0616 ± 13,37
	-73,168 ± 11,24



As previously reported, carbonylation with 4-HNE induces local conformational changes at the modification site and some distant areas at local level[50–55]. Therefore, the results issued by the present work, confirm that the modifications with 4-HNE on lysine of the set of domains of ZU5-ANK affect conformational stability and fluctuations more significantly than modifications on arginines or histidines at local level. 
Besides, combining methods such as cluster, PCA and DSSP analysis allowed us to understand the structural and functional effect of carbonylation with 4-HNE, both for the ZU5-ANK domains studied and the ZU5-ANK-β-spectrin complexes. These results suggest that globally the modified proteins evaluated become stiff in comparison with the native ones, maintaining large local fluctuations in the modification site and in some distant areas.  Due role of both ankyrin and spectrin proteins in the deformation capacity of erythrocyte, 4-HNE-carbonylation could lead to a loss of deformation capacity of the erythrocyte.
In addition, the carbonylation effect on the function of the complex, related to the capacity of interaction between the two proteins, was studied in terms of free energy calculation, which corroborates that the free energies of interaction in the modified complexes are increased compared with the native complex due to loss of electrostatic interactions and Van der Walls. This could explains the molecular mechanism at the atomic level involve in the functional loss of the proteins membrane ankiryn and spectrin, previously reported in hemolytic anemia acquired by oxidative stress. 
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La carbonilacion con 4-HNE sobre diferentes proteínas condujo a Cambios locales en su estructura y función, lo cual podría relacionarse con procesos fisiopatológicos
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Discusión
El  trastorno de la homeostasis celular podría explicarse entre otras causas por un incremento de los niveles de especies reactivas a oxígeno (ERO) y  especies reactivas a  carbonilo (ERC), las cuales causan modificaciones de los componentes celulares, particularmente las proteínas [1–3].  Como resultado de las modificaciones oxidativas sobre las cadenas polipeptídicas, se forman grupos carbonilo. Este conjunto de reacciones biológicas se les conoce como carbonilacion de proteínas [1–5]. 
La carbonilacion de proteínas es entonces una modificación oxidativa irreversible asociada a condiciones de elevada concentración de EROs. Esta es considerada como el tipo más general de oxidación debido a la gran familia de productos de  aminoácidos  oxidados, que es representada por derivados carbonilados [5]. Los grupos carbonilos podrían ser introducidos dentro de la estructura de las proteínas en diferentes sitios y por diferentes mecanismos. Uno de estos mecanismos es la carbonilación indirecta dada por derivados de peroxidación lipídica, como los aldehídos reactivos 4-HNE, acroleína, MDA, entre otros. En la presente tesis doctoral el enfoque está dirigido específicamente al derivado 4-HNE, por ser el principal producto final de la peroxidación lipídica [5,6]. 

La carbonilacion indirecta se da mediante un tipo de reacción conocida como adición de Michael entre el 4-HNE y aminoácidos nucleofílicos, como cisteína, lisina, histidina y arginina. Aunque alternativamente el HNE podría reaccionar con grupos aminos para formar bases de Schiff[7]. La carbonilación de proteínas no se puede revertir por ninguna maquinaria reparadora celular y generalmente las proteínas carboniladas son removidas por el proteosoma. Sin embargo, el proteosoma tiene una capacidad limitada para esta función, por lo cual estas proteínas tienden a agregarse y a acumularse dando origen a un sinnúmeros de procesos fisiopatológicos como el envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas, cáncer, diabetes ,enfermedades cardiovasculares e infecciosas como la malaria [1,6–10].
En consecuencia, la carbonilacion de proteína y en particular la modificación por 4-HNE se ha correlacionado con daño oxidativo, y es considerado un amplio marcador de estrés oxidativo grave bajo condiciones fisiopatológicas. En particular el interés de la presente tesis doctoral se ha centrado en la carbonilacion con 4-HNE de las proteínas de membrana del eritrocito como la ankirina y espectrina, puesto que esta modificación causa alteración del andamiaje proteico que mantiene la interacción optima entre la membrana y el citoesqueleto, lo que se asocia con pérdida de la capacidad de deformación del eritrocito y la aparición de anemias hemolíticas [11]. 

Teniendo en cuenta lo anterior, en la presente investigacion, se planteó estudiar el efecto a nivel molecular mediante simulación por DM de proteínas carboniladas, con el interés particular de la proteína ankirina.  Debido a que en la actualidad, existen reportes experimentales  que  relacionan la modificación de estas proteínas con la respuesta adaptativa a malaria grave en personas con algunos polimorfismos como la deficiencia de G6PD, rasgos falciformes y el grupo sanguíneo O [12,13].  

Sin embargo, el mecanismo molecular involucrado  en la carbonilacion de proteína vía aldehídos reactivos, como 4-HNE  ha probado ser complejo, por lo cual se han empleado diferentes enfoques para estudiar proteínas carboniladas con 4-HNE como técnicas de aislamiento, proteomica REDOX usando espectrometría de masas y la Biología Computacional [5–7,9,14]. Este último, que por consiguiente es el enfoque metodológico empleado en el presente estudio, ha evolucionado en los últimos años, debido a que ha permitido comprender el mecanismo molecular de la carbonilacion de proteínas, evaluar los cambios estructurales y funcionales de las proteínas modificadas y su relación con enfermedades asociadas a estrés oxidativo.

Teniendo en cuenta lo anterior,  la modificación con 4-HNE ha sido estudiada desde el campo de la Biología Computacional, pero el estado del arte solo se limita a estudios de modelización molecular usando los software Discovery Studio (Accelrys Inc., San Diego, CA) y Spartan (Wave function, Inc., Irvine, CA), combinados con análisis proteomico [15–20]. El objetivo de estos estudios ha sido proveer conocimiento estructural del efecto de la carbonilación, profundizando más en el campo experimental y realizando minimizaciones y simulaciones computacionales en el orden de los picosegundos sin una información detallada de los parámetros y los campos de fuerza empleados. 

Por tal razón, y teniendo en cuenta el éxito, la amplia aplicabilidad y uso que han tenido los programas y herramientas del paquete AMBER  para modelización molecular de proteínas [21–24], en el presente trabajo se amplía el enfoque computacional al estudio de proteínas carboniladas con 4-HNE mediante simulación por dinámica molecular.  Por lo tanto, inicialmente se desarrolló un conjunto de parámetros para complementar las librerías del campo de fuerza  GAFF   del software AMBER,  para  un conjunto de aminoácidos no estándares, como  Cisteína, Lisina e Histidina, los cuales forman aductos de Michael  y la arginina  formado pirrol aductos  tras reaccionar  con 4-HNE. 

Sobre la base de las consideraciones anteriores, se seleccionaron estos aminoácidos nucleofílicos por que están implicados en la modificación por 4-HNE, lo cual ha sido reportado ampliamente en la literatura científica [25–28].  Inicialmente el 4-HNE se mantiene en forma lineal sobre el aminoácido, pero luego adopta una configuración esteroselectiva estable por una ciclación, formando un compuesto hemiacetalico con tres centro quirales 2S, 4S, 5R [28–31] como se observa en la figura 4 del capítulo 1.

Esta forma cíclica hemiacetálica demostrada por RMN y estudios de Quimica computacional con modelización cuántico [32,33], fue la escogida para la construcción  de los parámetros de los aminoácidos no estándares usados para simular las proteínas modificadas. Cabe resaltar que esta forma hemiacetalica no había sido estudiada previamente en simulaciones de proteínas modificadas con 4-HNE.

En este mismo orden y dirección, los parámetros del 4-HNE fueron construidos por el método de homología para ser complemento del campo de fuerza GAFF de AMBER. Estos parámetros fueron de tipo enlace, ángulos, ángulos diedros, ángulos no permitidos (improper) y cargas parciales, todos con sus respectivas constantes; estos fueron validados mediante comparación de simulación de los aminoácidos modificados con 4-HNE usando métodos de mecánica molecular (MM) frente a métodos de mecánica cuántica (QM) [34]. Para la simulación por MM se usaron las mismas condiciones de solvatación explícita, que se utilizaron para la simulación de las proteínas modificadas. Por su parte, para la simulación por QM, se utilizó un funcional hibrido tipo DFT m062x/631g (d) usando el programa Gaussian 09. 

Después de las simulaciones, se compararon las distancias de enlaces y los valores de ángulos de cada aminoácido modificado con 4-HNE, y todos los valores convergieron y tuvieron concordancia, con lo cual, se confirmó la utilidad de las estructuras para su uso en simulación por DM con las herramientas del paquete informático AMBER. Por otro lado es importante destacar,  que históricamente ha sido necesario validar los campos de fuerza de AMBER con parámetros observables desde el punto de vista experimental, como lo es el cálculo de energía libre de hidratación, densidad, calor de vaporización, entre otros[35]. Sin embargo, estos datos son más difíciles de obtener tanto desde el punto de vista de costo como de condiciones experimentales, puesto que es difícil estandarizar los ensayos de reacciones bioquímicas, purificación y resolución de un único aminoácido carbonilados.
A pesar de lo anterior, los métodos de validación usando funcionales teóricos QM han demostrado ser muy útiles y reproducibles para estos casos de moléculas pequeñas de interés biológico. Por lo que, los parámetros aquí presentados se sometieron a evaluación por el grupo Bryce de Biofísica y Quimica Computacional de la Universidad de Manchester para que hicieran parte de la base de datos de parámetros complementarios a los campos de fuerza AMBER, para disponibilidad práctica de la comunidad científica dedicada al estudio de la carbonilación de proteínas empleando simulación por Dinámica Molecular. Lo anterior, tuvo gran aceptación y por lo tanto se publicaron por primera vez los parámetros del 4-HNE enlazado a los aminoácidos cisteína, lisina e histidina en la base de datos del grupo Bryce en el año 2019. linkhttp://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/ [36]. 

Adicionalmente, se generó un marco de trabajo para crear los parámetros de aminoácidos no estándares para poder realizar estudios de simulaciones por Dinámica Molecular de proteínas modificadas con 4-HNE, y cualquier otro aldehído reactivo derivado de peroxidación lipídica, usando AMBER. 

Con referencia a lo anterior, se puede afirmar que el proceso de parametrización de aminoácidos enlazados con 4-HNE, constituye la primera contribución de la presente tesis doctoral relacionada con los estudios de enfoque computacional para evaluar el efecto de la carbonilación sobre proteínas desde el nivel atómico y molecular usando la plataforma AMBER, y debido a que las herramientas de AmberTool pueden ser acopladas a NAMD, GROMACS y CHARMM, La disponibilidad de estos parámetros a la comunidad científica puede ser muy amplia.

En general, después de ser construidos y validados los parámetros de los aminoácidos no estándares aducidos con 4-HNE, se evaluó el efecto de los mismos sobre la estructura secundaria y terciaria de dos sistemas de proteínas modelos (BSA y TRX) con reportes experimentales previos de formación de aductos de Michael con 4-HNE sobre los tres aminoácidos nucleofílicos cisteína, lisina e histidina. Por lo tanto, usando estos parámetros, se realizó un conjunto consistente de simulaciones del orden de los microsegundos con solvatación explicita de estas dos proteínas con el objetivo de comparar las proteínas nativas frente a las modificadas. Esto constituye el segundo aporte de la presente tesis doctoral.  

La selección de las proteínas se realizó teniendo en cuenta que tuvieran reportes experimentales previos, de la modificación con 4-HNE. Para BSA se escogió el sistema con código PDB 4F5S,  puesto que es la principal proteína del plasma, tiene una buena capacidad de unión al agua, Ca2+ , Na+ , K+, zinc,  ácidos grasos, hormonas, bilirrubina y fármacos. Su función principal es el transporte y  regulación de la presión osmótica coloidal de la sangre [37]. Además, esta proteína ha sido ampliamente usada como proteína control en estudios de proteomica REDOX, es así como se ha identificado  mediante ensayos in vitro  modificación con 4-HNE de los residuos histidina y lisina cuando es sometida a diferentes concentraciones de este aldehído electrofilico[38]. Por lo tanto, se modificaron los residuos de histidina 145 y lisina 64 de la BSA para el análisis estructural mediante simulación por dinámica molecular.
En el que caso de TRX se seleccionó debido a que hace parte del sistema antioxidante del organismo y fue la proteína modelo donde se identificó RMN la forma hemiacetalica estereoselectiva estable 2S,4S y 5R de la cisteína enlazada al 4-HNE [39]. Además, participa en varias reacciones redóx a través de la oxidación reversible de su centro activo ditiol a un disulfuro y cataliza las reacciones de intercambio ditiol-disulfuro. Esta proteína cuenta con estructura cristalina en la base de datos Protein Data Bank con código 2IFQ[40]. Además, en la TRX se ha identificado la modificación con 4-HNE sobre los residuos de cisteína 32 y 72, mediante espectrometría de masas y se ha estudiado el papel inhibitorio del mismo de 4-HNE sobre la enzima [39].  Por lo cual, se modificó la TRX sobre el residuo de cisteína 32 con el 4-HNE.
Desde el punto de vista estructural, mediante análisis de RMSD, se pudo evaluar la estabilidad conformacional de la proteína BSA modificada con 4-HNE, la cual  presentó cambios del estado plegado al estado de plegamiento intermedio, mientras que la TRX modificada no presentó cambios significativos de plegamiento, de acuerdo al postulado de macroestados de Deng et al.,2013 [41]. Esto se corroboró, puesto que los valores de RMSD para BSA modificada se encontraron entre los 3 y 4 Å en comparación con la nativa que se estabilizó aproximadamente a los 2 Å. Por su parte, la TRX modificada no alcanzó los 2 Å. 
Con respecto al estudio de las fluctuaciones, tanto BSA como TRX teniendo en cuentan el valor de RMSF, presentaron incrementos de la movilidad local en el sitio de modificación con 4-HNE [42]. Sin embargo, BSA también presentó incrementos de las fluctuaciones en áreas distantes del sitio de modificación, específicamente en los residuos del extremo N terminal entre el aminoácido 5-20 y la región carboxilo terminal entre los aminoácidos 565-583. En estas zonas las distancias entre residuos alcanzaron valores de RMSF por encima de los 5 Å durante la trayectoria. Cabe resaltar que estas fluctuaciones en estas zonas de BSA, podrían alterar la unión con las prostaglandinas, debido a que se unen a las regiones N terminal y C terminal; esto es el dominio I y IV de la proteína [37]. En el caso de TRX  el patrón de movilidad se incrementó en el sitio activo, justo en el sitio de modificación, lo que sin duda  afecta la función de este sistema antioxidante y que confirma el efecto inhibitorio del 4-HNE sobre la enzima, reportado por Wakita et al., 2009 [33].
Adicionalmente tanto para BSA como para TRX se realizó análisis clúster usando el algoritmo top down (tipo jerárquico o disociativo) de acuerdo a lo reportado por Shao et al., 2008, con el objetivo de determinar el principal cambio conformacional sobre la estructura más representativa de cada trayectoria [43]. Se tomó el tipo jerárquico por que los análisis de RMSD mostraron convergencia en trayectorias del orden de los microsegundos y al realizar replicas, no hubo variaciones tan elevadas y no se tuvo el problema del número de clúster a calcular a pesar del tamaño de la muestra. 
Tanto en BSA como en TRX se encontraron porcentajes por encima del 50% entre los clúster 1 y 2, lo cual evidencia que los cambios conformacionales antes mencionados no fueron tan significativos, además, confirma la convergencia de las simulaciones de los dos  sistemas evaluados tanto nativos como modificados. 
Es importante resaltar, que las estructuras más representativas obtenidas del análisis clúster, fueron usadas para realizar alineamientos y/o solapamientos estructurales entre los sistemas nativos y los modificados, de esta forma se confirmó que los cambios introducidos por el 4-HNE fueron locales, y que en todos los casos se confirmó el resultado arrojado por el análisis de fluctuaciones, esto es que la zonas más móviles fueron los extremos N y C terminal  (dominio I y IV respectivamente) y el sitio de modificación  para BSA y  solo el sitio activo de modificación para TRX.
Con el análisis clúster se logró definir las conformaciones más estables que se dieron durante la trayectoria de la simulación por DM. Sin embargo el perfil de movimientos esenciales que definen esas conformaciones se determinaron mediante análisis de componentes principales (PCA). Por lo tanto en el presente estudio se realizó dinámica esencial para todos los sistemas evaluados.
En estudios de DM el PCA, se aplica principalmente para cambiar de una descripción basada en coordenadas atómicas locales a una proporcionada por coordenadas colectivas, denominadas modos PC. Estos  modos PC son los vectores propios de la matriz de covarianza, que se calcula con las configuraciones muestreadas de una trayectoria de DM [44].
[bookmark: _GoBack]Es justamente los modos PC1 los que se compararon entre los sistemas nativos y modificados.  Que para el caso de BSA no hubo solapamiento entre los modos PC1 de nativos frente a modificados con 4-HNE, sobre todo la BSA modificada sobre la histidina 145, porque los perfiles de movilidad se incrementaron en el dominio I y IV de la proteína, lo que ya se había concluido con el análisis de RMSF. De igual manera los modos PC1 entre TRX nativo vs modificado confirman el incremento de perfil de movilidad en el sitio de modificación sobre la cisteína 32 como se enunció con el análisis de RMSF.
Por otro lado, el análisis dinámico de estructura secundaria DSSP fue realizado en todos los sistemas evaluados en la presente tesis doctoral. Para el caso de la BSA modificada His-145 y Lys-64, se presentó mayor flexibilidad conformacional de las hélices H3 a H7 (áreas I y II). Los principales cambios observados incluyen los residuos Gly71, Asp72, Glu73 y Leu 74 del área I cambiando de hélice alfa a giro.  La conversión de una hélice alfa  a una de lámina beta como consecuencia de la modificación con HNE, se ha reportado para albúmina humana por Khan et al., 2018 [37]. Sin embargo, esta disminución en la hélice alfa depende del sitio de modificación, como se muestra en los resultados aquí presentados, se incrementan las hélices alfa con la modificación sobre histidina y disminuye con la modificación sobre lisina en el caso de la proteína BSA.  Para la proteína TRX el cambio de estructura secundaria según análisis DSSP se circunscribe al sitio de modificación pasando de algunas alfa hélices a giros. 
Por otra parte, el tercer aporte de la presente tesis doctoral fue evaluar el efecto de la carbonilación por 4-HNE tanto a nivel estructural como funcional sobre proteínas de membrana, las cuales fueron la motivación inicial de este estudio. Para esto se seleccionó el dominio ZU5-ANK de ankirina R y la estructura del complejo entre el dominio ZU5-ANK y la repetición 14 y 15 de la β-espectrina. Las primera estructura permitió realizar un análisis del efecto estructural de la modificación con 4-HNE, mientras que el complejo permitió, además, realizar un análisis funcional usando los metodos de cálculo de energía libre de unión MMPBSA Y MMGBSA, puesto que la función de la ankirina es interactuar con espectrina y otras proteínas de membrana. 
El dominio ZU5-ANK de ankirina y el complejo del dominio ZU5-ANK con β-espectrina, fueron recuperados del código PDB 3KBT [45], y se seleccionaron debido a que estas proteínas integrales  de la membrana del eritrocito han sido identificadas previamente como blancos de 4HNE, con un perfil diferencial de carbonilacion en eritrocitos de los grupos sanguíneos ABO y en polimorfismos de  personas con deficiencia de G6PD y rasgos falciformes infectados con Plasmodium falciparum [13,46].
Por tal razón, en el presente estudio  se modificaron todos los posibles aminoácido nucleofílicos, esto es Lisina, Histidina y Argininas ubicadas en el dominio ZU5-ANK en el área de interacción complementaria con β-espectrina, tanto para hacer un análisis estructural  como  funcional del efecto de la carbonilacion para  la formación del complejo entre ankirina y espectrina. Hay que aclarar que la arginina forma pirrol aductos luego de la modificación con 4-HNE y este nuevo residuo no estándar fue probado en el sistema ankirina [47].
Los cambios de RMSD del dominio ZU5-ANK  nativo con respecto a las modificaciones sobre los residuos de lisina 137, la doble modificada sobre lisina 137 y 138 y arginina 139, evidencian de acuerdo a Deng et  al., 2013 estado de desplegamiento con valores de RMSD  por encima de los 5 Å [41]. El resto de dominios modificados no presentaron cambios significativos con respecto al dominio nativo. Por tal razón se simularon estas mismas modificaciones sobre lisina 137 y 138 en el complejo ZU5-ANK-β-espectrina, sin mayores cambios de plegamiento entre el complejo nativo respecto a los modificados.
De igual forma tanto el dominio ZU5-ANK modificado, como el complejo del dominio ZU5-ANK-β-espectrina presentaron incrementos de movilidad local tanto en el sitio de modificación como en áreas distantes verificadas por análisis de RMSF. En particular, el complejo modificados sobre lisinas 137 y 138 , no sólo presentaron un aumento de la movilidad local en el sitio de  modificación, sino también en áreas distantes donde se encuentran el resto aminoácidos nucleofílicos del dominio ZU5-ANK importantes para la interacción con  β-espectrina según Ipsaro et al., 2009 [48–50].
Al igual que para la simulación de BSA y TRX, se realizó análisis clúster usando el algoritmo tipo jerárquico de acuerdo a lo reportado por Shao et al., 2008.  Todos los sistemas  del dominio ZU5-ANK  nativo y modificados alcanzaron porcentajes por encima del 50% entre los clúster 1 y 2, lo cual evidencia que los cambios conformacionales antes mencionados no fueron tan significativos, además, confirma la convergencia de las simulaciones de todos los dominios evaluados. Sin embargo, los complejos ZU5-ANK-β-espectrina modificados sobre Lisina 137 y el doble modificado en lisina 137 y 138 presentaron poca convergencia, esto significa que no se estabilizaron durante la trayectoria, lo que se identificó en el análisis poblacional de las estructuras más representativas de los clúster 1 y 2. Esto confirma el incremento de los cambios conformacionales en estos sistemas productos de la carbonilacion.
Es importante resaltar, que las estructuras más representativas obtenidas del análisis clúster, fueron usadas para realizar alineamientos y/o solapamientos estructurales entre los sistemas nativos y los modificados, de esta forma se confirmaron que los cambios introducidos por el 4-HNE fueron locales, y que en todos los casos se confirmó el resultado arrojado por el análisis de fluctuaciones RMSF.
El análisis de PCA para el dominio ZU5-ANK confirma que la aducción con 4-HNE, reduce la movilidad global de todos los sistemas modificados evaluados. Sin embargo, el análisis de RMSF del PC1 indicó que hubo un aumento en la amplitud de la movilidad local, tanto en los sitios de modificación y en áreas distantes, especialmente en ZU5-K137-4HNE y ZU5-K137 / 138-4HNE.
Con relación al solapamiento entre los modos de PC1 entre el complejo ZU5-ANK-β-espectrina nativo y modificados, se confirma un incremento en el colectivo de movimientos locales para todos los átomos, tanto en el sitio de modificación como en áreas distantes del ZU5-ANK, e inclusive algunos cambios conformacionales sobre β-espectrina. Estos hallazgos indican que la aducción con 4-HNE en el dominio ZU5-ANK de la proteína Ankirina R podría resultar en el daño de la integridad de la membrana en condiciones fisiopatológicas.

En resumen, el análisis PCA para el caso del complejo ZU5-ANK-β-espectrina del citoesqueleto del eritrocito humano se destaca que la modificación con 4-HNE, provoca un aumento de la rigidez global del dominio ZU5-ANK con algunos incrementos de amplitud de movimiento localizados en algunos sitios, incluyendo los sitios de modificación. De igual forma los cambios de estructura secundaria evaluados por análisis DSSP para el complejo ZU5-ANK-β-espectrina se dan en el sitio de modificación, esto es el sitio de interacción entre las dos proteínas que conforman el complejo, donde se dan perdidas de las hélices alfas luego de la carbonilación con 4-HNE.

Finalmente, los métodos de análisis clúster, PCA y análisis DSSP permitieron comprender el efecto a nivel estructural de carbonilación con 4-HNE, en todos los sistemas (BSA, TRX, ZU5-ANK y el complejo ZU5-ANK-β-espectrina). Estos resultados sugieren que, a nivel local, las proteínas presentan cambios conformacionales de movilidad y de estructura secundaria, en menor medida a nivel global en comparación con las nativas.
De manera simplificada, se puede entonces afirmar, que la carbonilacion con 4-HNE sobre los tres sistemas evaluados altera el plegamiento de las proteínas, siendo muy significativos en la BSA y el dominio ZU5-ANK, y en menor medida, en la TRX y el complejo ZU5-ANK-β-espectrina. De igual forma en todos los sistemas hubo un incremento del perfil de movilidad local tanto en el sitio de la modificación como en áreas distantes. 
Estos resultados son similares a los reportados previamente por los estudios llevados a cabo en el laboratorio de Petersen [15,18,19,29], relacionados con estudios de proteómica Redóx en combinación con modelización molecular de diferentes proteínas modificadas con 4-HNE, donde se concluyen que los cambios conformacionales fueron locales y los efectos sobre sitios activos específicamente modificados con 4-HNE.
Además, estos efectos de cambios locales por modificación con 4-HNE son similares a los reportados previamente para diferentes modificaciones postraduccionales como glicosilación, fosforilación  y carbonilación directa [51–54].
Para poder realizar un análisis más complejo y riguroso, del efecto de la carbonilación sobre la función de las proteínas, se tomó el complejo ZU5-ANK-β-espectrina y se hicieron análisis de geometría y cálculos de energía libre de interacción usando el metodos MM-PBSA y se validó con el método MM-GBSA entre las dos proteínas que conforman el complejo. 
Con relación al análisis geométrico, se logró visibilizar los cambios conformacionales de la zona de interacción mediante cálculos de distancias entre carbonos alfa de los aminoácidos nucleofílicos ubicados sobre el parche positivo del dominio ZU5-ANK, y sus aminoácidos electrofílicos complementarios ubicados en la repetición 14 de β-espectrina. Así, se logró demostrar que se dan 11 alargamientos y 7 acortamientos que afecta al dominio ZU5-ANK luego de la modificación sobre los residuos de lisina 137 y la doble modificada 137 y 138. Por tal razón se desencadena un ligero cambio conformacional en la zona complementaria de la repetición 14 de la β- espectrina, que afecta la interacción entre las dos proteínas.
Lo anterior se pudo corroborar con los cálculos de energías libre, que entre el dominio ZU5-ANK y la β-espectrina de los complejos modificados con 4-HNE se aumentaron las energías de afinidad en comparación con el complejo nativo, tanto con el método MM-PBSA como con el método MM-GBSA, los cuales fueron concordantes.
En general con ambos metodos se demostró pérdida de interacciones electrostáticas y de Van der Walls, fundamentales para la interacción de las dos proteínas que conforman el complejo. Esto podría explicar el mecanismo molecular a nivel atómico que determina la pérdida funcional de las proteínas de membrana ankirina y espectrina luego de la carbonilacion con 4-HNE. Es claro que el efecto estructural es local, pero a pesar de ello existe una consecuencia funcional significativa, debido a que tanto la ankirina como la espectrina al interactuar mantienen las propiedades elásticas del eritrocito y por ende su capacidad de deformación. 
Este hallazgo describe a nivel molecular las anemias hemolíticas adquiridas por el estrés oxidativo reportado por varios autores [11,12] , incluyendo los estudios previos que relacionan la carbonilacion con 4-HNE en ankirina con un papel preponderante en la protección frente a formas de malaria grave.
Esto último se explica por los cambios locales que sufre la proteína ankirina, esto es cambios en la geometría y la disminución de interacciones electrostáticas fundamentales para mantener unión con espectrina, necesarias para mantener la integridad de la membrana eritrocitaria que requiere el parasito P falciparum para sobrevivir dentro del eritrocito.
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A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. Se  desarrolló un marco de referencia  para la derivación de nuevos parámetros  compatibles con campo de fuerza general GAFF del paquete AMBER como enlaces, ángulos, diedros e improper,  para los aminoácidos modificados con 4-HNE Cis, His, y Lis quienes forman aductos de Michael y la Arg que forma un pirrol aductos.

2. Adicionalmente, se validaron los nuevos parámetros, usando cálculos de simulación por Mecánica Cuántica usando el nivel DFT (M062X/631G (d)) contra Dinámica Molecular. Además, estos parámetros validados fueron registrados en la bases de datos de parámetros AMBER del  Bryce Group: Computational Biophysics and Drug Design de la universidad de Manchester, para acceso de toda la comunidad científica interesada en el estudio de dinámica molecular de proteínas modificada con 4-HNE.

3. Con los aminoácidos no estándares parametrizados y validados se modificaron dos proteínas modelos, BSA y TRX. El análisis de RMSF y RMSD de las trayectorias calculadas posterior a la simulación por DM sugirió que el 4-HNE disminuye la estabilidad conformacional e incrementa la flexibilidad  a nivel local en el sitio de la modificación en ambos sistemas, aclarando que BSA también tuvo incrementos de movilidad en los dominios I y IV. Además, se confirmaron estos cambios locales, en estabilidad conformacional, plegamiento, flexibilidad y alteración de la estructura secundaria de las proteínas BSA y TRX gracias al estudio de conformaciones más estables mediante análisis clúster,  el perfil de movilidad estudiado por PCA y análisis de DSSP respectivamente.

Por otra parte, el 4-HNE produce desplegamiento significativo en BSA, pero no en TRX. Además, ambos sistemas mostraron un aumento en el potencial lipofílico y una modesta disminución en el potencial electrostático en BSA pero un aumento en TRX.

4. Se realizó un estudio de simulaciones por dinámica molecular (DM) de un primer conjunto de dominios de ankirina ZU5-ANK modificados en todos los posibles residuos nucleofílicos His, Lis y Arg, ubicados en el parche pegajoso cargado positivamente complementario con β-espectrina. Además,  se realizaron un conjunto de  simulaciones  por DM y cálculos de energía libre utilizando  los  metodos  MM-PBSA y MM-GBSA para los complejos ZU5-ANK-β-espectrina nativos y  modificados sobre residuos de Lis 137 y 138 ubicados en  dominio ZU5-ANK para evaluar la influencia de la modificación 4-HNE en la formación del complejo.

El 4-HNE,  produjo cambios conformacionales a nivel local en todos los dominios ZU5-ANK evaluados, siendo más drásticos en los modificados sobre Lis 137 y 138 y además indujo una alta movilidad en el sitio de modificación y áreas distantes dentro del parche cargado positivamente del dominio ZU5-ANK complementario con β-espectrina.  La carbonilación con 4-HNE afectó la afinidad entre ZU5-ANK y la repetición 14 β-espectrina por disminución de  interacciones electrostática y de Van der Waals; lo anterior podría explicar la pérdida de la capacidad de deformación de eritrocitos humanos en condiciones  fisiopatológicas estrés oxidativo aumentado como en polimorfismo como la deficiencia de G6PD y rasgos falciformes que podrían explicar el efecto de la carbonilacion con 4-HNE a nivel molecular en el papel de protección del eritrocito frente a formas de malaria grave.

5. La simulación de los sistemas proteicos antes mencionados, permitió corroborar que la carbonilacion con 4-HNE no produjo grandes cambios globales, pero si indujo cambios locales significativos, con lo cual se alteró la estructura y la función de los sistemas evaluados. Además, con estas proteínas estudiadas se sientan las bases para futuras investigaciones mediante simulaciones computacionales que permitan complementar los estudios de proteomica redóx experimentales, específicamente estudios de proteínas carboniladas con 4-HNE y otros derivados de peroxidación lipídica para comprender el mecanismo molecular de los diferentes estados fisiopatológicos con miras a la búsqueda de nuevos blancos de tratamiento. 
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