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IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE POSIBLES SITIOS
DE DESPROTONACIÓN DE SUSTRATOS EN LA ENZIMA MONOAMINO OXIDASA A

La enzima Monoamino oxidasa A (MAO-A) participa en las vías de degradación de dife-
rentes neurotransmisores, entre ellos la serotonina, razón por la cual es punto de interés de
investigadores para el desarrollo de antidepresivos inhibidores de la enzima. Estos comenzaron
a desarrollarse en la década del 60, sin embargo paulatinamente se dejaron de utilizar debido
a sus efectos secundarios, generados por el poco conocimiento específico que se tenía sobre la
relación enzima/sustrato.

En este estudio se realiza una búsqueda en la estructura de la MAO-A para encontrar posi-
bles sitios donde podría ocurrir la desprotonación del sustrato, paso previo necesario para que
pueda desarrollarse la catálisis de la enzima. Para esto se pretende identificar y caracterizar
el campo electrostático de la proteína y el carácter ácido/base de los aminoácidos, para luego
determinar en la estructura los posibles sitios de desprotonación y caracterizarlos.

Así, se estudiaron las interacciones electrostáticas a partir de una dinámica molecular con-
vencional de 10[ns], con el fin de definir la capacidad de desprotonación de cada aminoácido.
Los factores que se consideraron fueron el valor del pKa de cada residuo y el campo electros-
tático de la proteína completa.

En base a esto se cree que el sitio de desprotonación está en la superficie de la enzima y
no en la cavidad del sitio activo, ya que éste es en su mayoría hidrofóbico. Además este sitio
estaría en la cara frontal de la proteína, ya que la cara reversa posee un campo electrostático
positivo muy alto que repelería al grupo amino protonado del sustrato.

En particular, se encontraron dos zonas donde podría ocurrir la desprotonación del sustra-
to: en el aminoácido ARG-79, que se encuentra relativamente cerca de la región reportada
como la entrada al sitio activo y posee una capacidad de desprotonación estable (desviación
estándar = 0.5) y alta (pKamx = 17); o los residuos LYS-90 y ARG-109, que se encuentran en
el área reportada como entrada y por ello deberían interactúan directamente con el sustrato
cuando éste ingresara al canal. El siguiente paso en esta línea de investigación es validar estos
resultados en laboratorio mediante mutagénesis dirigida.

El desarrollo de este trabajo da pie a una línea de investigación que permita reunir el cono-
cimiento químico y biológico de la interacción enzima/sustrato de la proteína MAO-A. Estos
resultados se podrían aplicar en la modificación de la via de degradación de la serotonina,
por medio de fármacos que interfieran en su relación con la enzima MAO-A, desarrollando así
antidepresivos específicos para este sustrato.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Antecedentes Generales

La enzima Monoamino oxidasa A (MAO-A) participa en el proceso de degradación de di-
ferentes aminas presentes el organismo, por lo que esta proteína se puede encontrar princi-
palmente en el intestino, el higado, en el tejido reproductivo y en el sistema nervioso central.
Sustratos reconocidos de esta enzima son la tiramina, la triptamina y diversos neurotransmi-
sores como la noradrenalina, la dopamina, la adrenalina y la serotonina. [1,2]

Estos neurotransmisores, y en particular la serotonina, poseen una fuerte influencia en el
comportamiento de los seres vivos, llegando a observarse conductas agresivas y peligrosas
en individuos que poseen una alta concentración de estos [3–5], y depresión severa frente a
concentraciones bajas [6,7].

En particular, la depresión se puede desarrollar por diferentes factores como mantener una
vida de alto estres, tener antecedentes hereditarios o como un efecto secundario de alguna
droga. [8] Sin embargo todas estas razones están relacionadas neurológicamente con variacio-
nes en la concentración disponible de serotonina para señalización durante la sinápsis entre
células, la cual se puede regular impidiendo su recaptación o actuando en sus vías metabólicas
de degradación. [9] En este último punto, es donde influye la acción de la actividad catalítica
de la MAO-A, la que de hecho ha sido relacionada con el desarrollo de depresión severa y
depresión post parto. [7,10]

Debido a esto, en la decada de los 50’s y principios de los 60’s se identificaron los primeros
antidepresivos que actuaban inhibiendo la proteína MAO-A. [11] Estos eran derivados de la
molécula hidracina (Ver Figura 1.1), irreversibles y actuaban también en la isoforma de es-
ta enzima, la proteína Monoamino Oxidasa B (MAO-B) (relacionada con la enfermedad de
Parkinson [12]). [1]
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Figura 1.1: Inhibidor de Monoamino Oxidasa (IMAO) Iproniazid. Forma parte de los primeros
antidepresivos aplicados. En un principio se desarrolló como fármaco para tratar la tuberculosis y
luego de notar su efecto en el comportamiento de los paciente se consideró como tratamiento para
la depresión. [11]

El uso masivo de estos antidepresivos demostró que generaban graves efectos colaterales,
como crisis hipertensivas e intoxicación hepática, siendo esta última asociada a las moléculas
derivadas de la hidracina, por lo que se continuó con el desarrollo de otro tipo de antidepre-
sivos, como la tranilcipromina y la pargilina. Sin embargo, estos seguían siendo inhibidores
irreversibles y por lo tanto provocaban crisis hipertensivas en los pacientes tratados debido a
la incapacidad del cuerpo de degradar la tiramina presente en una gran cantidad de alimentos
como el queso y la carne (gracias a la inhibición de la MAO-A en el intestino), generándose el
llamado “Efecto Queso”. [1,13]

Por estas razones el uso de antidepresivos inhibidores de la proteína MAO-A fue paulati-
namente descontinuado, aunque se observara que los efectos adversos disminuyeran cuando
se utilizaban inhibidores reversibles (como la moclobemida) y a comienzos de la primera dé-
cada de este siglo se reconocieran IMAO’s de acción selectiva en el cerebro. [1, 14] Así, en la
actualidad sólo se utilizan estos medicamentos en el caso de que otros tipos de tratamiento
(como los Inhibidores Selectivos de Recaptación de Serotonina, los Inhibidores de Recaptación
de Serotonina y Norepinefrina y los tricíclicos) no den resultado en los pacientes. [12,15]

Frente a esta situación es llamativa la necesidad de conocer, en mayor profundidad y de
manera puntual, la forma de interactuar que presenta la MAO-A con sus sustratos e inhibidores.
Siguiendo esta línea de estudios, posiblemente se podrían identificar interacciones selectivas
entre las especies frente a distintos contextos y con ello poder desarrollar medicamentos que
involucren una menor cantidad de moléculas ajenas a las enfermedades.

Una tipo de estudio puntual, es el fenómeno de la desprotonación de los sustratos de la
MAO-A, donde se ha visto que es necesario un estado neutro en los neurotransmisores sustratos
de la enzima, para que esta catalice la degradación de estos. Sin embargo, como se explica en
detalle en el siguiente capítulo, se sabe que los neurotransmisores se encuentran en estado
protonado a pH fisiológico, por lo que su desprotonación debe ocurrir previo a la catálisis en el
sitio activo, en alguna zona de la enzima cuya localización no es conocida y su identificación
es el objetivo de estudio en este proyecto.
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1.2. Descripción del proyecto

A lo largo de este trabajo se realizó un estudio sobre las características electrostáticas de la
proteína MAO-A, para identificar sitios en su estructura donde exista mayor posibilididad de
que ocurra una desprotonación de los neurotransmisores.

Esto incluye desde un estudio del campo electrostático entorno a la molécula, a un análisis
de la capacidad que tiene cada aminoácido para captar protones, teniendo especial interes en
la región superficial de la enzima y en la cavidad reportada como entrada hacia el sitio activo.

Para ello primero se realizó una dinámica molecular convencional con solvente explícito de
10[ns] utilizando en la proteína los estados de protonación correspondientes a pH 7.5. Luego,
en base a las diferentes conformaciones adoptadas por las cadenas laterales de los aminoácidos
y las interacciones que estos presentaban con el entorno, se calculó el pKa de cada residuo
durante toda la simulación, para conocer la capacidad que tendrían estos para captar protones
externos.

Por otro lado, también en base a las conformaciones e interacciones dadas entre los ami-
noácidos de la proteína en la simulación, se analizó el campo electrostático de la molécula,
observandose la distribución de carga que presentaba su estructura y los cambios de esta que
se podían apreciar durante la trayectoria.

Finalmente, gran parte del análisis de este estudio se desarrolló aplicando programas dise-
ñados para leer, reconocer y extraer la información requerida desde una gran concentración
de datos recopilados, planteando los resultados en formas fáciles de leer y observar.

1.3. Motivación y justificación del proyecto

Con la realización de este trabajo se amplía el conocimiento a nivel atómico que se posee
sobre las interacciones que presenta la proteína MAO-A con sus sustratos, aportando por un
lado al desarrollo de fármacos antidepresivos que involucren las vías metabólicas de degrada-
ción de la serotonina, y por otro, para continuar con la búsqueda de medicamentos que actuen
selectivamente, en el tejido correspondiente y afectando sólo a las moléculas involucradas con
la enfermedad. De esta forma se ayuda a la generación de antidepresivos que no signifiquen
un daño mayor para los pacientes debido a sus efectos secundarios.

Además, los resultados de este trabajo teórico permiten facilitar el estudio experimental de
éste fenómeno, indicandose las características que debería presentar la proteína y cuáles ami-
noácidos deberían considerarse primero al momento de realizar la investigación, evitandose el
gasto de tiempo y recursos en el análisis de residuos seleccionados al azar.
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Capítulo 2

Objetivos y Limitaciones

2.1. Objetivo General

Identificar, mediante técnicas de modelación y simulación de dinámica molecular, posibles
sitios de desprotonación del sustrato en la estructura de la enzima Monoamino oxidasa A.

2.2. Objetivos Específicos

• Investigar las características ácido/base de los aminoácidos superficiales de la enzima.

• Investigar el carácter electrostático en la superficie de la enzima.

• Investigar las características de sus cavidades.

• Determinar posibles sitios de desprotonación en la enzima Monoamino oxidasa A.

• Caracterizar los posibles sitios de desprotonación encontrados.

2.3. Limitaciones

La proteína es simulada en una celda de agua con carga neutralizada y protonada a pH 7.5.
No hay otros componentes o iones extra que podrían permanecer cerca en el entorno celular
real.

En las células, ésta enzima se encuentra inserta en una membrana fosfolipídica. En esta
simulación se realizó una restricción de movimiento a la región C-Terminal de la proteína para
simular este efecto, lo cual no incluye todas las interacciones que podría efecuarle entre ambas
estructuras.

Para realizar este estudio, se utilizaron sólo herramientas de simulación computacional,
específicamente dinámica molecular y análisis electrostático tanto global (campo electrostático
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de toda la proteína) como puntual (pKa de cada aminoácido). No se incluyen estudios en
laboratorio ni análisis cinético, por lo que en futuros trabajos se debe validar los resultados
obtenidos por otro método.
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Capítulo 3

Antecedentes

3.1. Sobre la enzima MAO-A

La enzima Monoamino oxidasa A pertenece a la familia de las flavoenzimas aminooxidasas,
reconocidas por tener una molécula flavina como cofactor, y posee una isoforma conocida
como la Monoamino oxidasa B (MAO-B). Ambas son codificadas en el núcleo celular desde el
cromosoma X, aunque actúan ancladas en la membrana externa de la mitocondria [16–18].

Estas isoformas presentan diferente selectividad frente a algunos sustratos e inhibidores,
observandose que la setoronina y la clorgilina son específicos de la MAO-A, mientras que la
bencilamina y el deprenil son específicos de la enzima MAO-B [1]. Además, se ha reporta-
do que estas enzimas se encuentran en diferente proporción en el organismo, viendose por
ejemplo una presencia predominante de MAO-A en el intestino [13], y se asocian a diferentes
enfermedades como la depresión en el caso de la MAO-A y el Parkinson en el de la MAO-B [12].

Específicamente la función que realizan ambas MAO es oxidar el grupo amino de sus sustra-
tos (por ejemplo serotonina en el caso de la MAO-A), obteniendose la reduccioń del cofactor
de la enzima y una imina protonada (Ec. 3.1) [16,19].

R−CH2−NH−R′+ FADox→ R−CH = NH+−R′+ FADred (3.1)

Luego, esta imina se hidroliza de forma independiente a la catálisis de la enzima, obte-
niéndose un aldehído y una amina primaria (generalmente amoníaco), como se muestra en
la Ec. 3.2. Mientras, la enzima vuelve a su estado inicial para oxidar a otra molécula sustrato
liberando peróxido de hidrógeno en el proceso (Ec. 3.3) [16,19].

R−CH2−NH+−R′+H20→ R−CH =O+R′−NH2 (3.2)

FADred+O2→ FADox+H2O2 (3.3)
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El ciclo catalítico de la enzima MAO-A se presenta en la siguiente figura:

E.FADOX + S E.FADOX.S

E.FADOX.Imina

H2O2

E.FADred.Imina

O2

NH4
+Aldehído +

Imina

Figura 3.1: Ciclo catálítico de la enzima. [20]

Por otro lado, se han postulado tres mecanismos par describir la forma en que ocurre la
catálisis. Todos ellos plantean que la oxidación ocurre rompiendo el enlace C-H del Cα del
sustrato, sin embargo difieren en la razón de porque ocurre. Estos son: [19,20]

Ataque Polar Nucleofílico [19] El cual plantea que la oxidación conmienza con un ataque
nucleofílico desde el grupo amino del sustrato al carbono 4 del cofactor FAD.
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Figura 3.2: Mecanismo de oxidación por ataque nucleofílico [19]
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Transferencia de un solo electrón [21] Que plantea que el comienzo de la catálisis ocurre
por el traspaso de un sólo electrón del grupo amino del sustrato a la flavina.
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Figura 3.3: Mecanismo de oxidación por traspaso de un solo electrón [21]

Transferencia de ion hidruro Planteado de forma generalizada para flavoenzimas en [22] y
de forma específica para MAO en [23], proponiendo que se genera el traspaso directo
del hidrógeno del Cα a la flavina como un ion hidruro.
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Figura 3.4: Mecanismo de oxidación por transferencia de ion hidruro [23]

Como se puede observar, todas ellas comienzan con un sustrato de grupo amino desproto-
nado y se obtiene una imina protonada más el cofactor en el mismo estado inical.

3.2. Estructura de la enzima

Esta enzima está conformada por 527 aminoácidos (Ver secuencia en Apéndice A), los cuales
se pliegan en tres regiones diferentes: un dominio de unión al cofactor FAD, un dominio de
unión al sustrato y una región de anclaje a la membrana de la mitocondria (Ver Figura 3.5)
[24].
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C-Terminal

N-Terminal

Figura 3.5: Estructura de la enzima MAO-A y sus tres dominios. Azul:Dominio de unión al
cofactor, Rosado: Dominio de unión al sustrato, Verde: Dominio de anclaje a membrana, Rojo:
Cofactor FAD.

El cofactor de la enzima MAO-A humana (hMAO-A) se encuentra enlazado covalentemente
con su dominio unión, en Cys-406. [25] Se ha visto que este junto con otras dos tirosinas, Tyr-
407 y Tyr-444, conforman un “sandwich aromático” que ayuda a la estabilización del sustrato
en la cavidad catalítica [24,25].

Se han realizado diferentes estudios comparado la estructura de la enzima MAO-A humana
(hMAO-A), con las estructuras de la MAO-A de rata (rMAO-A) y la MAO-B humana (hMAO-
B). [24,26,27] En estos se ha observado que las enzimas hMAO-A y hMAO-B poseen un 70%
de identidad aminoacídica, mientras que entre las enzimas hMAO-A y rMAO-A existe más de
un 80% de similitud [26].

Además se ha reportado que la estructura de la enzima hMAO-A cristaliza como un monó-
mero, a diferencia de las enzimas hMAO-B y rMAO-A que cristalizan como dímeros. [24] Se
ha planteado que una de las razones de esta diferencia es el animoácido LYS-151 de la enzima
hMAO-A, ya que que en las MAO-A’s de otras especies es un ácido glutámico. El residuo GLU-
151 intervendría en la región de interacción del dímero estabilizando su estructura, mientras
que LYS-151 ayudaría a repeler esta conformación [24,27].
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Por otro lado se han reconocido los aminoácidos que componen la cavidad del sitio activo
de la enzima hMAO-A. Estos son: TYR-69, LEU-97, PHE-108, ILE-180, ASN-181, ILE-207, PHE-
208, VAL-210, GLN-215, CYS-323, ILE-325, ILE-335, LEU-337, PHE-352, TYR-407 y TYR-444.
Comparando esta cavidad con los sitios activos de las enzimas rMAO-A y hMAO-B se reconoció
que todos los aminoácidos se conservan en la proteína rMAO-A y sólo 4 residuos varian entre
las isoformas MAO-A y MAO-B. Además el RMSd observado entre las cavidades de hMAO-
A/hMAO-B fue de 0.545[Å], mientras que el presentado por las cavidades de hMAO-A/rMAO-
A fue de 0.612[Å]. La imagen comparativa que presenta Son et al. en este estudio se muestra
en la Figura 3.6 [26].

Figura 3.6: Vista de la sobreposición de las cavidades de los sitios activos de hMAO-A, rMAO-A
y HMAO-B. [26] Esta imagen pertenece al estudio ralizado por Son et al. La numeración de los
residuos está hecha de acuerdo a la posición de los aminoácidos en la enzima hMAO-A (y rMAO-A),
mientras que la numeración en hMAO-B está entre paréntesis. En Amarillo, residuos de hMAO-A;
en Naranjo, residuos de rMAO-A; en Cyan, residuos de hMAO-B; y en Verde, superficie de la
cavidad en MAO-A.

El sitio catalítico de la enzima MAO-A se encuentra en su interior junto al cofactor FAD, por
lo que el sustrato debe ingresar por un canal para poder ser oxidado. Se ha reportado que esta
entrada está dada por 3 grupos de aminoácidos: 92-95, 109-112 y 208-212 [26].

3.3. Dinámica Molecular

Existen diferentes métodos para representar computacionalmente la configuración electró-
nica, la conformación y el movimiento a nivel atómico que presenta una biomolécula. Entre
ellos se destacan por ejemplo las técnicas AB initio o semi-empíricas pertenecientes a la quími-

10



ca cuantica, que debido a su exactitud y alta complejidad en el cálculo sólo se pueden aplicar
a una pequeña cantidad (cientos) de átomos.

Por otro lado, la química clásica realiza estos estudios utilizando aproximaciones que no
incluyen cálculos como el desarrollo de funciones de onda, disminuyendo su complejidad.
Esto permite trabajar con proteínas de miles de átomos usando incluso ambientes de solvente
explícito, agregando en las simulaciones el efecto a nivel atómico de las moléculas de solvente
que se encuentrarían alrededor de la proteína en estudio.

En particular, la dinámica molecular es una técnica de la química clásica, que define la ener-
gía total como una ecuación algebraica simple que utiliza parámetros empíricos como aproxi-
mación y modela a las moléculas y sus átomos como esferas conectadas por resortes [28].
Su aplicación se ha planteado desde los años 70 hasta la actualidad, donde se ha utilizando
exitosamente para poder representar y estudiar la relación entre la estructura y la dinámica
de las biomoléculas (incluso en proteínas de membrana), que no serían faciles de observar en
laboratorio [29–31].

3.3.1. Campo de Fuerza

Específicamente, la dinámica molecular calcula la trayectoria de una molécula resolviendo
numéricamente ecuaciones de movimiento para cada átomo presente. La influencia de las
interacciones entre los átomos se plantea como un Campo de Fuerza, que consiste en la unión
de funciones de energía potencial junto con parámetros encontrados empíricamente [32].

3.3.2. Representación de moléculas de agua

Desde los años 70, donde se comenzó a simular agua líquida con dinámica molecular, se
han desarrollado una gran variedad de modelos de esta molécula con el fin de representar
computacionalmente sus propiedades y utilizarla como solvente en los estudios de proteínas y
ácidos nucleicos [33].

Actualmente, la mayor parte de los modelos pueden dividirse entre los de estructura rígida,
en que los enlaces y los angulos se encuentran fijo y por lo tanto no hay estiramiento entre los
enlaces o variación angular (TIP3P,SPC,TIP4P [34]); y los de estructura flexible (SPC/F [35]),
en los que se liberó alguna de estas interacciones o se realizó una función potencial intramole-
cular exclusiva para parametrizar completamente este fenómeno. Esta flexibilización permitió
representar de mejor manera situaciones especiales como el cambio de estado entre vapor y
agua líquida, sin embargo en alguno modelos también significó que en las simulaciones de
agua en estado líquido ésta presetara una modificación importante de su angulo molecular, lo
que derivaba en un aumento de su momento dipolar, distinto a lo observado experimentalmen-
te [36].

A pesar de su simplicidad, los modelos de agua más utilizados para dinámicas moleculares
son TIP3P, SCP y TIP4P, por lo que los distintos programas de simulación han adapado sus
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campos de fuerza a estos modelos. Los dos primeros consisten en una distribución de cargas
en 3 puntos de interacción en el nucleo, dos positivas y una negativa, con las que se reali-
zan las interacciones electrostáticas, y un punto de interacción sólo entre oxígenos para el
potencial Lennard–Jones (interacciones de van der Waals, ver sección Sección 4.2.4.1); y el
último modelo, desplaza la carga negativa del oxígeno a un punto intermedio para mejorar las
propiedades y la estructura del agua líquida en simulación [33,36].

3.4. Conceptos básicos sobre pKa

El pKa es una forma de representar la capacidad que posee un ácido de donar un protón. El
fenómeno químico está dado por la ecuación:

HA+H2O�H3O++A− (3.4)

En que:

HA Ácido
H2O Solvente
H3O+ Ion hidronio
A− Base conjugada

Asumiendo que la cantidad de agua es mucho mayor a las otras especies, se obtiene la
constante de equilibrio o disociación de esta ecuación, Ka, que está dada por:

Ka =
[H3O+][A−]
[HA]

(3.5)

A partir de esto se puede obtener la concentración de protones liberados en la solución:

Ka =
[H3O+][A−]
[HA]

⇒ [H3O+] = Ka ·
[HA]
[A−]

(3.6)

Y hablando en términos de pH se tiene:

pH = pKa+ log

�

A−

[HA]

�

(3.7)

En esta relación se ve que el pKa equivale a un pH al que las concentraciones de ácido
protonado y base conjugada son iguales. Es decir, a otros pH se mantiene un equilibrio entre
las dos especies (protonada y desprotonada) en que existe una mayor proporción de una u otra
molécula.
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Además, también se puede entender que comparando dos moléculas con diferente pKa
pKa1 y pKa2, en que pKa1 < pKa2, a un mismo pH la segunda molécula tendrá una mayor
tendencia a captar protones que la primera, o dicho de otra forma, la primera molécula tendrá
una mayor tendencia a ceder protones.

3.5. Protonación y desprotonación del Sustrato

Se sabe que varios neurotransmisores sustratos de la proteína MAO-A presentan un pKa de
características básicas (ver Tabla 3.1), por lo que frente a pH fisiológico estos sustratos se deben
encontrar mayormente protonados. Sin embargo, los mecanismos de catálisis propuestos para
la oxidación de estas moléculas requieren que el sustrato se encuentre desprotonado [19, 21,
23], lo cual se ha visto reflejado en estudios de actividad enzimática frente a variaciones de
pH [20].

Tabla 3.1: pKa de algunos sustratos de enzima MAO-A. [37]

Sustrato pKa

Serotonina 9.97
Dopamina 8.93
Norepinefrina 8.58

Otro estudio muestra que al realizar simulaciones computacionales sobre las fuerzas de in-
teracción entre la enzima y el sustrato serotonina (5-HT), la especie neutra de esta última
presenta una mayor cantidad de interacciones dentro del sitio activo, mientras que la molé-
cula protonada tiene mayores fuerzas de interacción con residuos en la cavidad de entrada.
Estos resultados coinciden con la afinidad observada del sustrato neutro durante el estudio de
actividad enzimática mencionado anteriormente [38].

Es por ello que se ha propuesto que debe haber un paso previo a la catálisis, en que el
grupo amino del sustrato es desprotonado gracias a la acción de la enzima (Ver Figura 3.7). Si
bien se desconoce dónde ocurre este fenómeno, se ha sugerido que es debido a aminoácidos
superficiales cercanos a la cavidad de entrada de la enzima, dado que dentro de ésta y en
el sitio activo no hay residuos suficientemente básicos para retirar el protón. Por otro lado,
otro estudio propone que posiblemente la desprotonación se desarrolla al interior del canal o
en el sitio activo, gracias a una disminución del pKa del sustrato (serotonina) dado por sus
interacciones con los aminoácidos del entorno [20,38].
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Figura 3.7: Esquema de desprotonación en serotonina.

Una forma de reconocer qué aminoácidos podrían influir en la captación del protón y, con
ello, en la actividad catalítica, es predecir el pKa de los residuos de forma teórica para luego
analizar su capacidad de captar y liberar protones. Diferentes estudios han utilizado exitosa-
mente esta herramienta para el análisis de sitios activos de proteínas y su actividad catalíti-
ca [38,39].
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Capítulo 4

Metodología

4.1. Materiales y equipo utilizado

• Suite Amber 12 [40]
• Suite Amber 09 [41]
• GaussView [42]
• Gaussian 98 [43]
• PropKa 3.1 [44,45]
• PDB2PQR [46,47]
• APBS: Adaptive Poisson-Boltzmann Solver [48]
• Caver: Software tool for protein analysis and visualization [49,50]
• PyMOL: Molecular Graphics System [51]
• UCSF Chimera Package [52,53]
• VMD: Visual Molecular Dynamics [54]
• H++: Web-based computational prediction of protonation states [55,56]
• Clúster de producción Eowyn - 80 Núcleos, CPU Quad Core AMD OpteronTM, 16 x 10

GBi RAM, 1 TBi de espacio en disco RAID1, conectado a través de una red de 1 Gbs.

4.2. Procedimiento

4.2.1. Análisis de Velocidades de Simulación

Se experimentó con la capacidad computacional disponible, trabajando en paralelo con los
programas de simulación, para definir los parámetros de la Dinámica Molecular y así plantear
cómo se desarrollaría la simulación definitiva.

Primero de midió las velocidades alcanzadas ([ns/día]) utilizando el programa sander, en
modo paralelo, con 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 21 y 24 CPU’s.
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Luego se experimentó utilizando el programa pmemd, una versión de sander optimizada
para simulaciones de solvente explícito con condiciones periódicas de borde y mejor escalabili-
dad en paralelo. Esta prueba se realizó con 16 y 21 CPU’s, y después, aumentando la capacidad
de transferencia de datos entre los nodos, nuevamente se midió la velocidad a 8, 16, 24 y 32
CPU’s.

Finalmente, mientras se realizaron estos estudios se aumentó la capacidad del ancho de
banda, agregandose 2 cables de red categoría 5e a los últimos nodos del clúster, por lo que se
probó su velocidad con 24 CPU’s.

Las modificaciones de hardware se realizaron para aumentar la velocidad de la transferencia
de información entre las CPU’s, ya que ésta es una etapa limitante para el desarrollo de la
simulación.

4.2.2. Reconocimiento de molécula FAD

En el área de proteínas, Amber sólo reconoce directamente los aminoácidos estándar. Sin
embargo, si se necesita incluir otras moléculas en las simulaciones, éstas se pueden parametri-
zar en los campos de fuerza de la suite. En este caso se requirió parametrizar la molécula FAD,
para lo cual se siguieron los siguientes pasos:

• Se extrajo la posición espacial del FAD y de CYS-395 desde la estructura cristalina de
la proteína completa (Protein Data Bank ID: 2Z5X). El archivo creado contenía además
los aminoácidos anterior (GLY-394) y siguiente a la cisteína (TYR-396), para la posterior
creación de los “caps” que simulan los enlaces peptídicos.

• Se editó la estructura FAD-CYS con el programa xLEaP de Amber 12, dibujando todos los
enlaces correspondientes y agregando los hidrógenos necesarios, para después generar
un archivo *.pdb.

• Con el programa GaussView se guardó este archivo en formato *.com y se limpió para
que pudiera utilizarse en las optimizaciones siguientes.

• Se editó este archivo en GaussViewv: borrando los átomos sobrantes para dejar “caps”
metilo enlazados a la cisteína, borrando los hidrógenos sobrantes y modificando los en-
laces correspondientes.

• Se optimizó y se calcularon las cargas ESP utilizando el programa Gaussian 9, mante-
niendo fijas las moléculas de los anillos.

• Se obtuvieron las cargas ESP con programa antechamber de Amber 9, ya que Amber 12
presenta un bug para realizar este cálculo.

• Se calcularon las cargas RESP con antechamber de Amber 12, utilizando además los
comandos respgen, resp y prepgen. Se modificó el archivo .ac con los datos entregados
por uno de los archivo de salida “punch”.

• Se parametrizó la molécula con comando parmchk de Amber 12, incluyéndose manual-
mente los parámetros (enlaces, ángulos, dihedros, etc.) que presenten “ATT”. Los valores
utilizados se recopilaron desde el archivo parm del campo de fuerza ff99SB.

• Se leyó el archivo *.prepin en xLEaP de Amber 12. Se borraron los “caps” metilos y se
verificó que la carga de la molécula sea -2.
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• En este mismo programa se generó el residuo modificado CYP, para representar a la cis-
teína enlazada al FAD. Se cambió el nombre de sus átomos a los utilizados por Amber, se
agregó el nombre de la unidad y del residuo, definiendo “cabeza”, “cola” y tipo (protein)
de la molécula, y generando la biblioteca *.lib del residuo CYP. Además se modificó este
archivo cambiando los “CYN” por “CYP”.

• Se generó residuo para el ligando FAD. Se modificó el nombre de sus átomos por los
utilizados en el archivo *.pdb inicial, se agregó el nombre de la unidad y del residuo,
definiendo “cabeza” (átomo C8M) de la molécula y generando la biblioteca *.lib de FAD.

• Se abrieron los archivos *.frcmod y *.lib de ambas moléculas y el archivo *.pdb de la
proteína MAO-A con el programa xLEaP de Amber 12. Se formó un enlace entre los
átomos C8M del FAD y SG del CYP, y se generaron archivos *.lib de la proteína completa.

• En xLEap se solvató la proteína con TIP3P, formando un octaedro con un largo mínimo
entre la molécula y el borde de la celda de 10 Angstroms. Se verificó que la molécula
es neutra, por lo que no se agregaron iones extra. Finalmente se generaron los archivos
*.inpcrd y .*prmtop para utilizar en las simulaciones.

4.2.3. Preparación previa

Para representar a la proteína MAO-A, se utilizó la estructura cristalina de ID 2Z5X (Protein
Data Bank). Su estado de protonación a pH 7.5 se definió con el servidor H++, con el cual
también se definió la posición de los nitrógenos y oxígenos en los grupos amida de las Aspa-
raginas y Glutaminas, ya que según se ha reportado, pueden existir inexactitudes en el orden
de estos en los archivos de estructuras cristalinas [57]. Todas las modificaciones realizadas a
la molécula están detalladas en el Apéndice B.

Luego esta molécula se ingresó en el programa LEaP de Amber para solvatarla en una celda
octaédrica con una distancia de 10[Å] entre la proteína y el borde de la celda.

4.2.4. Dinámica molecular

4.2.4.1. Campo de fuerza

La estructura general de la función potencial está dada por:

U(~r) =
∑

Uenlazante(~r)+
∑

Unoenlazante(~r) (4.1)

La sección de interacciones enlazantes considera el movimiento dado en enlaces (2 áto-
mos i, j), ángulos (3 átomos i, j,k) y torsiones o rotaciones (4 átomos i, j,k, l). Cada una está
representada con la expresión respectiva en la siguiente función: [32]

Uenlazante=
∑

k(ri j− r0)
2+
∑

kθ (θ−θ0)
2+
∑

kn(1+cos(nϕ+φ)) (4.2)
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Donde ri j = ||~r j− ~ri|| es la distancia entre los átomos, θ es el ángulo entre ~ri j y ~rk j; r0
es la distancia de equilibrio, θ0 es el ángulo de equilibrio; k y kθ son las constantes elástica
y del ángulo, respectivamente; ϕ es el ángulo entre los planos (i, j,k) y ( j,k, l); y n indica
periodicidad donde si n>0, φ es el ángulo de cambio de fase y k es la constante multiplicativa,
y para el caso n= 0, φ indica el ángulo de equilibrio y k tiene unidades de potencial/rad2 .

La sección no enlazante considera las interacciones entre todo par (i, j) de átomos, exclu-
yendo los pares enlazados. Debido a la gran cantidad de cálculo que requiere, esta etapa es
la que tiene mayor costo computacional. Incluye las interacciones de van der Waals, que se
plantean como el potencial Lennard-Jones, una atracción dipolo débil entre átomos lejanos y
una repulsión entre los cercanos; y las interacciones electrostáticas, que son atractivas para
cargas de distinto signo y repulsivas para las de carga similar. Ambas se plantean siguiendo la
forma: [32]

Unoenlazante=
∑

−Emin





�

Rmin

ri j

�12

−2

�

Rmin

ri j

�6


+
∑

ε14
Cqiq j

εri j
(4.3)

Donde ri j = ||~r j−~ri||; Emin=ULJ(Rmin); qi, q j son las cargas de los respectivos átomos; C es
la constante de Coulomb; ε0 es la constante dieléctrica; y ε14 interpreta las interacciones entre
átomos relacionados por torciones.

4.2.4.2. Dinámica Molecular Convenciónal

Hay una gran variedad de tipos de dinámica molecular, que se utilizan dependiendo de las
características del caso de estudio. En particular existen diferencias importantes sobre cómo
tratar la interacción de la proteína con el solvente, ya que in vivo la proteína está en contacto
con otras moléculas (especialmente agua) que influyen en su comportamiento.

Para incluir estos posibles efectos existen tres tipos de simulación:

• En vacío: Se simula sólo la molécula, como si estuviera en vacío.

• Solvente implícito: Se aplican constantes dieléctricas simulando el efecto del solvente.

• Solvente explícito: En la simulación se incluye una gran cantidad de moléculas de solven-
te, aumentando la cantidad de cálculo y el costo computacional.

Cuando se trabaja con solvente explícito, la molécula se ingresa a una “celda” de solvente
que puede tener diferentes formas: cúbica, octahédrica, etc. Un ejemplo de celda octahédrica
se presenta en la Figura 4.1.

18



Figura 4.1: Celda octaédrica rodeando a molécula en estudio.

4.2.4.3. Etapas generales de simulación

El siguiente diagrama esquematiza de forma gruesa los pasos que se deben seguir para
desarrollar una simulación completa:

sander / pmemd

Minimización
de Solvente

Minimización
completa Calentamiento

ProducciónEquilibrio

LEaP

Agregar 
solvente

Agregar 
iones

Preparación
de molécula

*.inpcrd
(coordenadas)

*.prmtop
(parametrización)

Figura 4.2: Etapas de una Dinámica Molecular.

Primero se prepara la molécula retirando o modificando el archivo de la estructura cristali-
na. Luego se solvata y se agregan los iones necesarios para dejar el sistema neutro. Cuando se
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utiliza la suite Amber esto se realiza con el programa LEaP, con el que también se obtienen los
archivos con las coordenadas (inpcrd) y la parametrización del sistema en el campo de fuerza
que se utilizará en el estudio (prmtop).

La simulación comienza con una primera minimización del solvente (en que se restringe
sólo el movimiento de la proteína), luego se recomienda hacer una segunda minimización del
sistema completo. Después se realiza una etapa de calentamiento, la cual puede desarrollarse
directamente en una oportunidad o aumentando la energía en varios ciclos. Sigue una etapa de
equilibrio en que se espera que las características de la simulación alcancen cierta estabilidad;
esta etapa generalmente se la conoce como NTP, ya que se mantienen constantes los moles, la
temperatura y la presión del sistema. Finalmente se desarrolla la etapa de Producción, donde
se realiza el estudio de alguna característica en particular de la molécula, alcanzando grandes
períodos de tiempo del orden de [ns].

4.2.4.4. Sobre esta simulación

Como se mencionó en la sección anterior, la dinámica molecular realizada en este trabajo
se desarrolló con solvente explícito en una celda octaédrica. El modelo de agua utilizado es
TIP3P, el cual se escogió principalmente porque el tipo de interacción solvente-sustrato donde
se utilizará no requiere condiciones o propiedades especiales de la molécula de agua y por
lo tanto su modelo más simple representa bien el comportamiento del líquido, sin requerir
un excesivo costo en el cálculo computacional, debido a que su estructura rígida evita los
movimientos vibracionales y angulares de los hidrógenos.

Se siguieron todas las etapas de simulación explicadas anteriormente, primero aplicando
una minimización de solvente de 1000 pasos, con cutoff de 10[Å] y restricción armónica de
toda la proteína; y luego una segunda minimización realizada con todo el sistema liberado por
1000 pasos.

La dinámica molecular comenzó con un calentamiento progresivo del sistema en tres eta-
pas de 100[K] y duración de 20[ps] cada una, llegando hasta los 100[K], 200[K] y 300[K]
respectivamente. Para ello se utilizó la dinámica de Langevin ya que es una forma rápida y se-
gura de alcanzar las temperaturas finales, aplicando una inicialización de velocidades iniciales
aleatoria (ig=-1). Esta etapa de la simulación se desarrolló aplicando condiciones periódicas
de borde con volumen constante, para así evitar los cálculos de presión que pueden llevar a
inestabilidades debido a la baja exactitud que tienen a baja temperatura, manteniendo además
a la proteína restringida armónicamente.

Una vez alcanzados los 300[K], tanto en el equilibrio como en la producción se cambiaron
las condiciones periódicas de borde, para mantener tanto la temperatura como la presión cons-
tante a 1[bar]. Sin embargo durante la última etapa se modificó el termostato por el sistema de
Berendsen, el cual no mantiene la temperatura de manera forzada. Las condiciones periódicas
de borde a presión constante permiten relajar la estructura de la celda para que se distribuyan
debidamente las partículas de agua y se mantenga estable su densidad.
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Durante todas las etapas de la dinámica se restringió el movimiento de los enlaces de los
hidrógenos, utilizando una versión del algoritmo SHAKE especialmente desarrollado para mo-
delos de agua rígidos, como TIP3P [58]. Por otro lado, también se mantuvo un tiempo de 2[fs]
para cada paso de la dinámica. Para una descripción más detallada de los parámetros utilizados
en todas las etapas de la simulación se puede ver el Apéndice C.

La simulación completa se realizó aplicando el programa pmemd, de forma paralela, uti-
lizando 24 CPU’s del cluster disponible. El cálculo de toda la dinámica molecular tuvo una
duración aproximada de 11 días.

Con el fin de realizar la simulación más cercana a la realidad, considerando que la enzima
se encuentra inserta en la membrana de la mitocondria, se quizo aplicar una restricción lo
suficientemente fuerte en la estructura intermembrana de la proteína, para que ésta mantu-
viera una conformación semi-rígida. Tutoriales y manuales de Amber recomiendan no utilizar
intensidades de restricción mayores a 10[kcal/(mol ·a2)] debido a inestabilidades que pueden
ocurrir debido a interacciones con el algoritmo SHAKE. Por ello, en base a pruebas de RMSd a
distintos valores de intensidad de restricción (trabajo previo, Apéndice H), se realizó la diná-
mica molecular manteniendo una restricción permanente en la zona de inserción a membrana
(Residuos: 495-513) con una intensidad de 10[kcal/(mol ·a2)]. [59]

4.2.5. Tratamiento de datos

Debido a la gran cantidad de información que se tenía que analizar, se desarrolló un script
en BASH para extraer los datos de la simulación y con estos hacer los cálculos de pKa y del
campo electrostático. En la Figura 4.3 se bosqueja su funcionamiento.

Como se puede ver en el Apéndice C, la dinámica molecular en la etapa de producción se
desarrolló registrando el estado de la simulación cada 1,500 pasos, por lo que considerando
el tiempo transcurrido por paso (0.002[ps]) y el tiempo de simulación (10,000[ps]), significa
que se recopilaron 3,333 estados correspondientes a toda la etapa de producción.

El script comienza extrayendo 1 estado por cada 2, desde el total de 3,333 estados gene-
rados por la dinámica molecular, recuperandose 1,667 estados correspondientes a la etapa de
producción. Para esto se utilizó el programa VMD, con el que se pudo obtener 1,667 archivos
PDB representativos de cada estado de la proteína a las que se les extrajo su solvente. Estos
archivos después son agrupados en una carpeta nombrada PDB.

Luego, estos archivos son modificados para que puedan ser reconocidos por los programas
utilizados en los pasos posteriores. Esto se hace eliminando los iones y cambiando todas las
notaciones especiales de las moléculas por la notación común: las variantes de histidinas HIP,
HID e HIE por HIS, la cisteína especial CYP por la estándar CYS y cambiando el nombre de
la cadena de X por A. Es importante notar que las modificaciones hechas en las histidinas no
se aplicaron para el programa APBS, por lo que estos archivos PDB fueron guardados en una
nueva carpeta destinada a estos cálculos (llamada APBS).
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frames
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campo
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Figura 4.3: Esquema del flujo de tratamiento de los datos.1

En cada archivo presente en la carpeta PDB se calcula el pKa de los aminoácidos utilizando
el programa propKa 3.1, y luego se aplica un programa propio que transforma estos resultados
en archivos CSV, los cuales son más fáciles de manipular y leer. Cada archivo resultado del
cálculo de propKa se agrupa en una carpeta definida para eso (llamada PROPKA), y cada
archivo CSV se agrupa en otra carpeta nombrada CSV.

Por otro lado, en la carpeta APBS se realizan todos los cálculos de este programa. Comen-
zando con la generación de los archivos PQR por el programa PDB2PQR, utilizando el campo
de fuerza de Amber, y con el cual también se crearon los input para utilizar APBS.

La visualización de los campos electrostáticos y las imágenes presentadas en el desarrollo
de este trabajo se hicieron con los programas VMD y Chimera.

1El ícono de datos fue hecho por Shmidth Sergey y el de engranajes por Márcio Duarte ambos bajo licencia
Creative Commons (CC BY 3.0) descargados desde <http://www.thenounproject.com>
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En cuanto al análisis de pKa, se realizaron 5 programas en Python que facilitaban la reco-
lección de datos en los archivos CSV, los cuales se fueron desarrollando a medida que se iban
requiriendo durante el transcurso del estudio. Entre ellos se encuentran:

• Recopilación ordenada del pKa de todos los aminoácidos en los 1,667 estados. Útil para
definir el valor de pKa promedio y la desviación estándar de cada aminoácido.

• Cálculo de la variación del pKa de cada aminoácido entre estados, equivalente a medir
la variación de pKa en el tiempo, cada 6[ps]. Útil para ver la estabilidad o una tendencia
del pKa en los 10[ns].

• Identificación de los aminoácidos que tienen un pKa dentro de un rango planteado por
el usuario. Útil para encontrar en cada estado todos los aminoácidos con pKa dentro de
un grupo definido de valores.

• Identificación de los aminoácidos que presentan un pKa mayor a un valor impuesto por
el usuario. Útil para reconocer en cada estado todos los aminoácidos con pKa mayor al
del sustrato, para ver la frecuencia con que mantenían esta restricción, el valor máximo,
el promedio y la desviación estándar.

Finalmente la identificación de los aminoácidos en la entrada al sitio activo se realizó me-
diante el programa Caver, utilizando un radio de prueba de 0.9[Å] y el resto de los parámetros
definidos por defecto. Como estructura de la proteína se usó el primer estado obtenido a partir
de la extracción de datos.
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Capítulo 5

Resultados

5.1. Optimización de parámetros de simulación

El tiempo que demora ejecutar una misma simulación distribuyendo los cálculos en más de
una CPU de forma paralela, varía dependiendo del tipo de hardware y la cantidad de CPU’s
que se utilicen, además del tipo de programa con que se realice el trabajo.

En particular, a continuación se detallan algunas velocidades de ejecución obtenidas en un
cluster de 80 Núcleos, CPU Quad Core AMD OpteronTM, realizando la misma simulación con
los programas sander y pmemd de la suite Amber 12.

Velocidad vs CPU's Utilizadas
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Figura 5.1: Velocidades de simulación [ns/día] con programas sander y pmemd. La curva negra
corresponde al programa sander. El perfil rojo corresponde al programa pmemd, usando exacta-
mente el mismo hardware utilizado en el programa sander. Las velocidades presentadas en la curva
verde se midieron luego de hacer modificaciones en las conexiones internas del hardware.
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Se puede ver que la mayor velocidad alcanzada fue 0.91[ns], alcanzada con el programa
pmemd utilizando 24 CPU’s.

En base a las tendencias presentadas por los perfiles, se entendió que la transferencia entre
nodos era una etapa limitante para la alcanzar mayores velocidades, por lo que se aumentó el
ancho de banda. Así, se alcanzó la velocidad más alta para desarrollar simulaciones:

Tabla 5.1: Velocidad de simulación.

# de CPU’s Velocidad [ns/día]
24 1.01

5.2. Dinámica Molecular de la proteína MAO-A

La simulación de la proteína en solvente explícito durante 10[ns] presentó un comporta-
miento relativamente estable, en el cual mantuvo su conformación estructural a pesar de la
flexibilidad observada (Ver Figura 5.2).

(a) Proteína MAO-A al inicio
de etapa de Producción

(b) Proteína MAO-A a los
10[ns]

Figura 5.2: Estructura de proteína antes y después de la simulación.

Esto se ve reflejado en el RMSd de la cadena principal de la proteína y en su radio de giro,
que se muestran en la Figura 5.3 y la Figura 5.4, respectivamente. Ambos perfiles, especial-
mente el último, presentan una tendencia estable durante toda la simulación. Los valores de
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RMSd más altos al final de ésta pueden ser atribuibles al movimiento que se observa en la Figu-
ra 5.2b, sin embargo como se aprecia en el radio de giro, el empaquetamiento de la estructura
no varía por este movimiento.
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Figura 5.3: Perfil de RMSd de la simulación.

Radio de Giro vs Tiempo
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Figura 5.4: Radio de giro de la proteína durante la simulación.

Otras características registradas para corroborar la estabilidad de la dinámica molecular,
como Temperatura, Energía, Volumen y Presión, se presentan en Apéndice D.
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El comportamiento de todas ellas indican que la simulación alcanzó un estado de equilibrio,
el cual se mantuvo estable durante toda la producción, a pesar de las ligeras variaciones en el
RMSd.

5.3. Caracter ácido/base y pKa de los aminoácidos

El cálculo de pKa de todos los aminoácidos en los 1,667 estados correspondientes a los
10[ns] de simulación, permite conocer sus caracteres ácido/base, los cuales están influenciados
por el entorno de cada aminoácido. Debido a la gran cantidad de datos que incluyen estos
resultados sólo se presentará la información más representativa y atingente al objetivo de
estudio.

En general se pudo observar que el valor de pKa de cada aminoácido tenía un compor-
tamiento relativamente oscilatorio, sin mostrar alguna tendencia creciente o decreciente que
permaneciera durante la simulación. Considerando que se trataban de 1,667 estados, con más
de 150 aminoácidos cada uno, una forma de presentar estos resultados fue calcular el pKa
promedio de cada aminoácido (pKaprom) y su desviación estándar, los cuales se presentan en
Apéndice E.

5.3.1. Estabilidad del carácter ácido/base

Con el fin de identificar los aminoácidos que mostraron una mayor variación de su pKa en el
tiempo, se calculó la diferencia de los pKa’s entre estados y se registró la cantidad de veces que
los residuos tenían una variación mayor a una unidad. A continuación, en la Figura 5.5, se pre-
senta esta frecuencia en porcentajes. Para facilitar su lectura, sólo se detallan los aminoácidos
que presentaron esta gran variación de su pKa durante más del 10% de la simulación.
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Figura 5.5: Frecuencia (%) de variaciones mayores a una unidad, en el pKa de los aminoácidos
durante la simulación. Permite identificar los aminoácidos que con más frecuencia presentaron
cambios significativos en su pKa.
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Es importante recordar que los porcentajes se calcularon en función de los 1,667 estados
extraidos, que corresponden aproximadamente a la mitad de los estados existentes en la simu-
lación (3333 en total). Es decir que por cada 2 estados consecutivos, se consideró 1 durante el
cálculo (para más detalle revisar Sección 4.2.5, en el Capítulo 4). Esto significa que entre cada
estado considerado transcurren 6[ps], y es durante este tiempo que ocurren las variaciones de
pKa que se están mostrando.

Las mayores variaciones entre estados que presentaron los 12 aminoácidos resaltados en la
figura anterior se muestran en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2: Variaciones máximas de pKa entre estados de la dinámica molecular. Se incluyen los
aminoácidos que más frecuentemente variaron su pKa durante la simulación. También se indica si
el aporte en el pKa resultó en un aumento (+) o diminución (-) del valor.

Residuo Variación de pKa []
ASP-64 -2.67
TYR-69 +4.25
TYR-89 +4.67

TYR-197 +4.39
LYS-218 +5.70
TYR-309 +2.98
TYR-310 -3.33
ASP-339 -3.32
TYR-377 -2.75
TYR-392 -2.98
TYR-407 +4.57
TYR-444 +5.08

En base a esto se puede observar que el aminoácido LYS-218 fue el que más frecuentemente
varió su pKa. Además, fue el que presentó una mayor modificación y un mayor aumento,
aunque su pKa máximo no fue el más alto entre los encontrados (ver Apéndice G). Por otro
lado, las tirosinas también mostraron las más grandes variaciones de pKa, siendo TYR-444 la
de valor más alto.

Si se comparan los resultados de la Figura 5.5 y la Tabla 5.2 con las desviaciones están-
dar de sus aminoácidos (Apéndice E), se puede ver que gran parte de estos residuos poseen
desviaciones estándar altas, cercanas a la unidad, a diferencia de la mayoría del resto de los
aminoácidos que tienen valores entre 0 y 0.5.

Además, debido a la gran frecuencia con que estos aminoácidos cambian su valor de pKa,
en más de una unidad, se puede decir que estos residuos no mantienen un pKa estable en el
tiempo.

Por otro lado, el aumento o disminución en el valor de pKa ocurre debido a las interacciones
que presenta el aminoácido con su entorno. El aporte que este ambiente realizó para la genera-
ción del pKa de los aminoácidos anteriormente descritos en un cierto tiempo de la simulación,
se presenta en el Apéndice F.
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En particular, el entorno del aminoácido LYS-218, que tiene la menor estabilidad y además
tiene la mayor variación de pKa, se muestra en la siguiente figura.

ASP-64

TYR-69

ASP-339

TYR-89
LYS-218

Figura 5.6: Aminoácidos del entorno que interactuan con LYS-218. Cadenas laterales en celeste:
TYR-69, TYR-89, ASP-64 y ASP-339. Cadena lateral en verde: LYS-218. En amarillo: Cofactor
FAD. Las cadenas peptídicas de LYS-218 y ASP-339 se encuentran cortadas para facilitar la visión
de la zona de interacción.

5.3.2. Comparación pre y post simulación

Por otro lado, también es interesante realizar la comparación entre el comportamiento de
los pKa obtenidos en la simulación y el presentado por los residuos antes de ella, como se
muestra en la Figura 5.7. En ésta se indica la diferencia entre el pKa de los aminoácidos de la
estructura cristalina y los valores promedio obtenidos de la dinámica.
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PreSimulación Promedio
Res N° pKa Res N° pKa Res
N+ 1 7,47 N+ 1 8,24 N+
ASP 4 2,42 ASP 4 3,12 ASP
LYS 19 11,49 LYS 19 11,77 LYS
GLU 23 4,10 GLU 23 4,11 GLU
TYR 24 10,38 TYR 24 10,23 TYR
GLU 32 7,13 GLU 32 7,23 GLU
ARG 34 11,94 ARG 34 11,94 ARG
ASP 35 3,87 ASP 35 3,62 ASP
ARG 36 9,28 ARG 36 10,28 ARG
ARG 40 12,98 ARG 40 13,41 ARG
TYR 42 10,57 TYR 42 10,44 TYR
ARG 45 13,15 ARG 45 13,14 ARG
GLU 47 4,18 GLU 47 4,42 GLU
HIS 48 6,62 HIS 48 6,40 HIS
ASP 50 4,02 ASP 50 3,42 ASP
TYR 51 11,56 TYR 51 11,95 TYR
ASP 53 4,45 ASP 53 2,51 ASP
TYR 58 16,13 TYR 58 17,17 TYR
ARG 65 12,80 ARG 65 13,28 ARG
ARG 68 16,35 ARG 68 15,46 ARG
LYS 71 11,46 LYS 71 11,68 LYS
GLU 72 4,69 GLU 72 3,66 GLU
GLU 76 466 GLU 76 382 GLU
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1 0,77
4 0,70
19 0,28
23 0,01
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32 0,10
34 0,00
35 -0,25
36 1,00
40 0,43
42 -0,13
45 -0,01
47 0,24
48 -0,22
50 -0,60
51 0,39
53 -1,94
58 1,04
65 0,48
68 -0,89
71 0,22
72 -1,03
76 084
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Figura 5.7: Gráfico de comparación de pKa entre aminoácidos pre-simulación y durante simu-
lación.

Se puede notar que, además de algunos aminoácidos que también variaron su pKa frecuen-
temente durante toda la simulación (ver Figura 5.5), hay dos cisteínas que cambiaron en más
de 3 unidades su pKa. Esto se puede deber a cambios conformacionales durante las etapas
de la dinámica molecular, como se discute más adelante en la Sección 6.3.2 en el siguiente
capítulo.

5.3.3. Aminoácidos con pKa relevante

Para que un residuo favorezca la desprotonación del sustrato es necesario que su capacidad
de captar protones sea mayor a la observada en este último, lo que es equivalente a poseer un
mayor pKa.

Considerando como base el pKa de la serotonina de 9.97 (presentado en la Sección 3.5
del Capítulo 3), se definió como primer criterio de selección que los aminoácidos muestren
alguna vez durante la simulación un pKa igual o mayor a 9.97. Entonces, utilizando uno de
los programas de extracción de datos desarrollados que se mencionan en la Sección 4.2.5 del
Capítulo 4, se revisó el pKa de cada residuo en cada uno de los 1,667 estados de la simulación
y se recopilaron todos los que cumplían con el criterio.

Así, se encontraron 95 residuos en toda la proteína que cumplen con este criterio de se-
lección y por lo tanto en algún momento de la simulación demostraron tener una capacidad
mayor que el sustrato de retener (y captar) el protón de su grupo amino. La identidad de todos
los aminoácidos seleccionados y sus pKa máximos (pKamax) observados durante la simulación,
se presentan en el Apéndice G.

Dentro de estos 95 residuos, 68 mostraron valores de pKa mayores o iguales al de la se-
rotonina durante todos los estados estudiados de la simulación; los otros 27 aminoácidos,
sobrepasaron el valor sólo en ciertos momentos de la simulación. En la Tabla 5.3 se muestra
cuan frecuentemente, en términos de porcentaje, estos 27 residuos alcanzaron este criterio.
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Tabla 5.3: Aminoácidos que no mantienen un pKa mayor al del sustrato permanentemente
durante la simulación. La frecuencia corresponde a las proporción entre los estados en que sí se
cumplió el criterio, y la cantidad total de estados estudiados. El rango de pKa incluye los valores
mínimos y máximos alcanzados en la trayectoria.

(a) Aminoácidos 35-267

Residuo Frecuencia[%] Rango de pKa

TYR-35 96 9.18 - 10.77
ARG-47 90 9.23 - 11.95
TYR-53 99 9.65 - 11.30
LYS-90 97 9.74 - 11.15

TYR-100 90 9.39 - 11.35
LYS-102 94 9.58 - 11.63
TYR-106 94 9.18 - 10.48
TYR-121 99 9.63 - 12.89
LYS-158 99 9.70 - 12.57
LYS-163 99 9.63 - 12.54
LYS-168 95 9.64 - 10.44
TYR-175 99 9.41 - 12.79
LYS-267 99 9.88 - 11.56

(b) Aminoácidos 268-440

Residuo Frecuencia[%] Rango de pKa

TYR-268 93 9.32 - 11.01
LYS-280 55 9.04 - 11.19
ARG-291 41 9.13 - 10.52
LYS-318 98 9.72 - 10.91
TYR-320 97 9.46 - 11.26
CYS-321 1 7.07 - 11.92
LYS-341 1 7.52 - 11.41
LYS-357 16 7.71 - 11.39
LYS-395 76 8.10 - 12.06
CYS-398 99 9.61 - 11.47
TYR-402 99 9.53 - 11.36
TYR-419 88 8.79 - 10.58
ARG-424 98 9.66 - 12.92
LYS-440 35 9.01 - 11.02

Es importante hacer esta distinción en los aminoácidos identificados, porque si estos no
mantienen un pKa mayor al del sustrato durante la mayor parte de la trayectoria (como los
residuos ARG-291, TYR-321, TYR-341, ARG-357 y LYS-440, mencionados en la Tabla 5.3b),
es menos esperable que tengan la capacidad para retirar su protón en caso de que pudieran
interactuar.

La relación entre la frecuencia con que estos 27 aminoácidos sí cumplen el criterio, sus ran-
gos de pKa observados, sus promedios y sus desviaciones estandar se discutirá en la siguiente
sección.

A continuación, se muestran los aminoácidos que además de mostrar pKa mayor a 9.97,
pueden presentar alguna interacción con el sustrato gracias su disposición estructural en la
proteína. Es decir, los residuos ubicados en la superficie de la proteína y los que se encuentran
en la cavidad de entrada al sitio activo o en el sitio activo mismo.
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5.3.3.1. Superficie

En las siguientes figuras se muestra la superficie no accesible al solvente de la proteína
MAO-A y la participación en ésta de los aminoácidos que tienen un pKa mayor al del sustrato,
coloreando los valores de pKa máximos (pKamax) que alcanzaron estos residuos durante la
simulación.

pKa [ ]

x z

YY

z x

Figura 5.8: Superficie no accesible al solvente de la proteína, con coloración de los aminoácidos
de pKa mayor al de la serotonina - Frente (derecha) y Lado (izquierda). La superficie coloreada
en celeste corresponde a la entrada hacia el sitio activo reportada por Son et al. (2008) [26]. El
rango de pKa coloreado representa el pKamax observado en cada aminoácido. Frente: Los únicos
dos residuos en amarillo corresponden a TYR-89 (izquierda) y ARG-79 (derecha). Lado: Los
tres residuos en amarillo corresponden a TYR-392 (izquierda), TYR-309 (derecha) y TYR-310
(abajo). El radio de prueba utilizado fue 1.4[Å] y para la visualización de utilizó el programa
UCSF Chimera [52].
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pKa[ ]
x z

Y

Figura 5.9: Superficie no accesible al solvente de la proteína, con coloración de los aminoácidos
de pKa mayor al de la serotonina - Reverso. El rango de pKa coloreado representa el pKamax
observado en cada aminoácido. El radio de prueba utilizado fue 1.4[Å] y para la visualización de
utilizó el programa UCSF Chimera [52].

A partir de la Figura 5.8 y la Figura 5.9 se ve que los aminoácidos más básicos en la superficie
se encuentran distribuidos alrededor de toda la proteína, excepto en la zona de inserción a la
membrana mitocondrial, lo que es esperable dada su hidrofobicidad. El rango general indica
que el pKa de los aminoácidos superficiales varían entre 10 y 20, sin embargo se reconoce una
prevalencia de aminoácidos con pKa entre 10 y 15 en ambas caras. Los únicos valores más altos
se observan en la cara frontal y lateral, los cuales corresponden a ARG-79 (pKamax = 17,31),
TYR-89 (pKamax =19,85), TYR-309 (pKamax =18,56), TYR-310 (pKamax =17,57) y TYR-392
(pKamax = 18,08).

Por otro lado, como se explicó en Antecedentes, se sabe que la enzima MAO-A posee una
entrada en su estructura desde donde los sustratos pueden ingresar hacia el sitio activo. En-
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tonces, es importante reconocer qué aminoácidos se encuentran en ésta zona y cuales son sus
características, ya que debido a su función es más probable que exista interacción entre estos
residuos y el sustrato a catalizar. Son et al. (2008) ha propuesto la ubicación de esta entrada,
por lo que en base a ésta se identificaron los aminoácidos correspondientes y se reconocieron
sus pKa máximos, como se muestra en la Figura 5.10. [26]

LYS-316
pKa=11.6

LYS-317
pKa=12.6

ARG-96
pKa=13.9

ARG-109
pKa=14.2

TYR-121
pKa=12.9

LYS-90
pKa=11.2

TYR=124
pKa=15.2

pKa[ ]

Figura 5.10: Aminoácidos en la entrada hacia el sitio activo. La superficie celeste corresponde
a la entrada hacia el sitio activo reportada por Son et al. (2008) [26]. La identificación de los
aminoácidos se realizó de forma visual, incluyendo tanto los residuos que rodean la entrada como
los reportados. El rango de pKa coloreado representa el valor máximo de cada aminoácido.

El valor máximo de pKa (pKamax) en los aminoácidos que están cerca de la entrada al
sitio activo, está entre 11 y 15 (Ver Figura 5.10). Si se compara esto con los resultados del
Apéndice E, se observa que sus valores promedios (pKaprom) se encuentran entre 10 y 14,
manteniendose sin grandes variaciones durante la trayectoria.
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5.3.3.2. Canal de acceso a sitio activo

Para reconocer los aminoácidos que se encontraban en el canal de acceso al sitio activo
se utilizó el programa Caver [49], con lo que se identificaron los residuos que se listan a
continuación:

Tabla 5.4: Aminoácidos que conforman la cavidad de paso al sitio activo. Esta cavidad fue
identificada por el programa Caver 3.0.1 [49], con radio de prueba 0.9[Å]. Los residuos resaltados
en verde, son los identificados como parte del sitio activo por Sonet al. (2008) [26]

VAL-93 PHE-112 PHE-208 CYS-323 PHE-352
LEU-97 PRO-113 SER-209 MET-324 LEU-354

PHE-108 ILE-180 VAL-210 ILE-325 TYR-407
ARG-109 ASN-181 THR-211 ILE-335 TRP-441
GLY-110 THR-183 GLY-214 THR-336 TYR-444
ALA-111 ILE-207 GLN-215 LEU-337

Como se puede observar gran parte de los aminoácidos corresponden con los reportados
por Son et al. (2008) [26], como conformadores del sitio activo de la proteína. De hecho,
solamente no se incluye el residuo TYR-69, mencionado en el estudio previo.

Entre todos éstos, sólo 4 aminoácidos poseen capacidad de ceder y captar protones: ARG-
109, CYS-323, TYR-407 y TYR-444. En la Tabla 5.5 se recopilan los pKa promedio (pKaprom)
y máximo (pKamax) obtenidos, la desviación estándar y la frecuencia con que mantuvieron un
pKa mayor al del sustrato durante la simulación.

Tabla 5.5: Valores de pKa en canal de acceso al sitio activo.

Residuo pKamax pKaprom Desviación Estándar Frecuencia [%]
ARG-109 14.23 12.42 0.22 100
CYS-323 19.21 17.95 0.66 100
TYR-407 17.82 13.96 1.15 100
TYR-444 19.03 15.71 1.60 100

A partir de esta tabla se puede ver que los aminoácidos mantuvieron un pKa mayor al del
sustrato durante toda la trayectoria, aunque las dos últimas tirosinas presentaron una gran
fluctuación de sus valores, como ya se demostró en la sección Sección 5.3.1.

También se puede reconocer que entre todos los aminoácidos identificados como confor-
madores de un posible canal de paso hacia al sitio activo, los único que no son hidrofóbicos y
poseen alguna capacidad de retirar el protón pertenecen a la región superficial de la entrada
(como ARG-109) o forman parte del sitio activo (como CYS-323, TYR-407 y TYR-444). No se
identifican otros residuos con esta capacidad dentro del canal.

La posición estructural de estos aminoácidos se detalla en la Figura 5.11.
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ARG-109

CYS-323

TYR-407

TYR-444

Figura 5.11: Posición estructural de los aminoácidos en la cavidad hacia el sitio activo. En color
rosado se muestra la cavidad de entrada realizada en Caver 3.0.1 [49], con radio de prueba
0.9[Å]. En color verde se muestran los aminoácidos que conforman la cavidad y que presentan
pKa. ARG-109 y CYS-323, pertenecen a la región de unión al sustrato; TYR-407 y TYR-444, están
en la región de unión al cofactor. En amarillo se muestra el cofactor FAD. Imagen realizada con
PyMOL 1.5.0.1

5.4. Campo electrostático de la proteína

A partir del programa APBS se calculó el campo electrostático para cada uno de los 1,667
estados de la simulación. Debido a la gran cantidad de información y espacio que se requiere
para que sean presentados, sólo se escogieron 4 estados cada 3,420[ps] aproximados de la
simulación. Se comenzó con el primer estado a los 0[ns] (después de las minimizaciones, antes
del calentamiento), luego a los 3.4[ns], a los 6.8[ns], hasta el último estado a los 10[ns].

En las tres páginas siguientes se presenta el campo electrostático de la proteína durante
el desarrollo de la simulación, como se describió anteriormente. Primero se muestra la cara
frontal de la estructura, luego su cara reversa y finalmente la entrada reportada hacia el sitio
activo [26] resaltada en la cara frontal de la proteína.
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Figura 5.12: Campo electrostático de la proteína durante la simulación - Frente. Durante la
simulación la proteína presentó cambios conformacionales en su estructura, por lo que para poder
presentar estas imágenes se modificó su orientación. Este cambio se ve representado en la rotación
de los ejes en cada figura.
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Figura 5.13: Campo electrostático de la proteína durante la simulación - Reverso. Durante la
simulación la proteína presentó cambios conformacionales en su estructura, por lo que para poder
presentar estas imágenes se modificó su orientación. Este cambio se ve representado en la rotación
de los ejes en cada figura.
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Figura 5.14: Campo electrostático en el sitio activo durante la simulación. Durante la simu-
lación la proteína presentó cambios conformacionales en su estructura, por lo que para poder
presentar estas imágenes se modificó su orientación. Este cambio se ve representado en la rotación
de los ejes en cada figura. La estructura sobresaliente de carga neutra en el lado superior izquierdo
de la entrada está conformada por las cadenas laterales de SER-94 y GLU-95.

En base a los campos electrostáticos presentados en las páginas anteriores, correspondien-
tes a distintos momentos durante el desarrollo de la simulación, se pueden reconocer ciertas
distribuciones de carga que se mantienen durante toda la trayectoria.

Por un lado, en la cara “frontal” de la proteína (Ver Figura 5.12), en la zona superior de
la estructura se puede reconocer un área de carga negativa, donde en general la intensidad
aumenta en la zona superior derecha, a pesar de que también se observen valores neutros o
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ligeramente positivos. En la zona inferior, en la región de anclaje a la membrana, se distingue
un campo de carga positiva que primero diminuye su intensidad hasta ser neutro y luego vuelve
a aumentar en los últimos aminoácidos.

En la zona intermedia de la estructura se puede identificar un área de carga positiva de mag-
nitud variable que se ve interrumpida en el centro por una franja delgada de menor intensidad
o de carga neutra. Esta franja se puede apreciar de mejor manera en la Figura 5.12c y corres-
ponde a la cadena de aminoácidos 481-491 que luego continua como la zona de inserción a
membrana C-Terminal.

Por otro lado, en la cara “reversa” de la proteína (Ver Figura 5.13) se observa que la estruc-
tura posee carga intensamente positiva, especialmente en la zona derecha (correspondiente al
área izquierda de la cara “frontal”), la cual disminuye su carga en el espacio inter-membrana,
pero aún así permanece positiva. El área derecha de la proteína es mayormente neutra o lige-
ramente negativa dependiendo de la etapa de la trayectoria, sin embargo se puede identificar
un cluster negativo en la estructura que, a pesar de variar en intensidad durante la simulación,
permanece presente.

El cluster corresponde a los aminoácidos 183-185, 188, 300-302, 355, 398, 399, que ya
sea por sus cadenas laterales o por el oxígeno de su cadena peptídica, en conjunto mantienen
un grupo de carga negativa que rompe con el campo neutro de su izquierda y positivo en su
derecha.

En cuanto al sitio activo, en la Figura 5.14 se puede ver que éste pertenece a la zona inter-
media positiva del campo electrostático. Sólo en el estado inicial (antes de comenzar con las
simulaciones) se observan zonas neutras justo en la entrada al canal, en todas las otras etapas
de la trayectoria se observa que éste se encuentra rodeado por un campo electrostático positivo
de baja intensidad que no alcanza los niveles observados en la cara reversa de la proteína.

A pesar del campo electrostático positivo en la entrada a la cavidad, se observa un cluster
de aminoácidos en la zona superior izquierda de la entrada correspondientes a la cadena de
aminoácidos 92-95, que durante toda la simulación mantienen una carga neutra o levemente
negativa. La posiblidad de que ésta sea una vía de acceco para el sustrato se discute en la
siguiente sección.
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Capítulo 6

Discusión

6.1. Velocidades de simulación

A partir de las velocidades registradas en la Figura 5.1 se ve que utilizando sander las
mayores velocidades se obtienen con 8 y 16 CPU’s. Esto se puede deber a que el clúster está
diseñado con 10 nodos con 8 CPU’s cada uno, lo que quiere decir que al simular utilizando un
nodo completo se alcanza la mayor cantidad de hardware disponible sin tener que compartir
y transferir datos a otro equipo; en caso contrario, la transferencia de datos implica un costo
extra de tiempo que disminuye la velocidad de simulación, por lo que se puede considerar una
etapa limitante en este proceso.

Por otro lado, en la Figura 5.1 se puede ver que Amber no presenta un rendimiento creciente
con respecto al número de nodos, el aumento de velocidad sólo llega a un peak, que en el caso
de sander bajo las condiciones del equipo, fue a 16 CPU’s.

Utilizando el programa especializado para trabajar en paralelo, pmemd, se ve un aumento
de las velocidades alcanzadas, las cuales luego de las modificaciones al hardware aumentaron
desde un máximo de 0,82[ns/día] con 16 CPU’s a 1.01[ns/día] con 24 CPU’s (Ver Figura 5.1).
Ésto demuestra que independientemente de la capacidad del hardware que se posea, es muy
importante utilizar herramientas acordes para la tranferencia de datos entre CPU’s, ya que esto
permite reducir esta etapa limitante, de la que depende el tiempo que finalmente demorará
desarrollar las simulaciones.

Una velocidad alta de simulación ayuda al estudio de moléculas de mayor tamaño (mayor
cantidad de átomos), ya que por cada partícula en el sistema se deben realizar más cálculos
que requieren de cierto tiempo, extendiendo la duración de la simulación. En este caso se está
trabajando con una proteína de más de 500 residuos, cada uno con sus propios átomos, en
que además se está utilizando solvente explícito por lo que la celda de simulación se encuentra
repleta de moleculas de agua, aumentando la cantidad de cálculo que se debe realizar.
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Es por eso que se realiza este estudio, que permite conocer cómo se desenvuelven los pro-
gramas de simulación de la suite Amber 12 en el hardware disponible, ya que la eficiencia
variará según las herramientas que posea cada usuario. Así, se puede puede conseguir el má-
ximo provecho de las condiciones que se disponen, alcanzando velocidades de simulación más
altas y reducienco el tiempo de cálculo de esta dinámica.

6.2. Simulación Molecular

A partir de los gráficos entregados en el Apéndice D, se puede ver que las propiedades
características de la dinámica molecular (Temperatura, Presión, Energía, Volumen y Densidad)
se comportan de manera estable, por lo que se considera que la simulación de la trayectoria
observada se pudo desarrollar bajo las condiciones impuestas (Apéndice C).

Esto también se corrobora por los perfiles presentados por el RMSd y el Radio de Giro. Éste
último se mantiene constante, indicando que a pesar de la facilidad de movimiento mostrado
por la proteína durante la dinámica (Ver Figura 5.2) su compactación no varia, manteniendo
un contacto similar entre todos los aminoácidos.

En el caso del RMSd se observa que la estructura presenta dos ligeras variaciones: una a los
5[ns], que luego vuelve a un relativo equilibrio; y la segunda a los 9[ns], que alcanza apro-
ximadamente los 3[Å] y se puede asociar al giro que presenta la zona superior de la proteína
(Ver Figura 5.2b). Variaciones de este orden de magnitud se han visto en otras simulaciones de
larga duración, como en [60,61].

A pesar de estas fluctuaciones en el RMSd, en que la de mayor magnitud se da al final de la
dinámica, la compactación y las características de la simulación no se vieron afectadas, lo que
demuestra que sí se puede considerar esta trayectoria como base para el estudio del campo
electrostático y su capacidad ácido/base.

En cuanto al giro presentado por la proteína al final de la simulación, hay que considerar que
la zona inferior de la proteína se encuentra restringida para representar el comportamiento de
ésta al estar inserta en la membrana lipídica. Sería interesante realizar simulaciones de mayor
tiempo para ver si la estructura de la proteína vuelve a su posición original, demostrando
que este movimiento se podría deber a una gran flexibilidad (que la proteína pueda moverse
facilmente y volver a su posición original sin perder su estructura), o si quizás la estructura se
mantenga debido a una interacción con la membrana.

Ésta posiblidad podría ser estudiada más a fondo realizando simulaciones que consideren
la membrana lipídica, para incluir los efectos estéricos y electrostáticos de ésta en la movilidad
de la molécula. Esto sería especialmente recomendable, ya que además estudios indican que
la presencia de la membrana permite conformaciones en la región de entrada del sustrato que
ayudan en su ingreso, lo que se ve en desmedro en experimentos de la proteína en solitario
[26].

En cuanto a la rigidez de movimiento dada por los aminoácidos de la estructura de la
proteína, la región exterior de la membrana se encuentra “sujeta” a la región de anclaje sólo
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por una cadena, con la que interacciona para mantener su estructura erguida. Los puntos
que permiten el giro en la estructura se encuentran en esta cadena, la cual casi no posee
aminoácidos que le aporten rigidez (sólo una prolina en la zona horizontal), por lo que no es
extraño que ocurra este movimiento. En la siguiente figura se puede observar este residuo y
las zonas que interaccionan con la cadena de anclaje.

ILE-119
LEU-122VAL-498

LEU-502LEU-501

x
z

Y

PRO-496

ILE-119

LEU-122
VAL-498

LEU-502LEU-501

x

Y

z

Hidrofílico

Hidrofóbico

PRO-496

a) b)

Figura 6.1: Disposición estructural de la zona de interacción de la cadena de anclaje y la región
extra-membrana. a) Estructura al inicio de etapa de producción, la región extra-membrana se
encuentra sobre la cadena horizontal en la que se encuentra PRO-496. b) Estructura a los 10[ns]
de simulación, los aminoácidos ILE-119 y LEU-122 de la hélice de la región extramembrana se
acercan a los residuos VAL-498, LEU-501 y LEU-502. PRO-496 es el único aminoácido rígido que
se reconoció en esta zona de la estructura.

Debido al movimiento que presenta la hélice de la región extra-membrana que se observa
en la Figura 6.1, en que en la estructura final posee más interacciones que en la estructura
inicial, y considerando que los aminoácidos involucrados son mayormente hidrofóbicos, podría
esperarse que más adelante en el tiempo estas interacciones mantengan esta posición y la
proteína no vuelva a su forma erguida inicial, ya que así se evitan la cercanía de las moléculas
de agua que se encuentran alrededor.

Por último, es interesante notar que los resultados del RMSd realizado con respecto al inicio
de la trayectoria (en la etapa de calentamiento), son muy similares a los que fueron hechos
con respecto a la estructura cristalina. Esto demuestra que en las etapas de minimización no se
tuvo que realizar mayores cambios en su estructura para llevarla a un estado de menor energía.
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6.3. Caracter ácido/base

6.3.1. Estabilidad

A partir de la Figura 5.5 y la Tabla 5.2 se pueden reconocer los aminoácidos que frecuen-
temente presentaron variaciones relevantes de pKa (mayor a una unidad) a través del tiempo.
Algunos de estos aminoácidos también presentaron variaciones de pKa entre estados de más
de 4 unidades como es el caso de LYS-218 (con el valor mayor) y un conjunto de tirosinas.
Como se comenta en resultados, estos valores además presentan desviaciones estándar altas
(cercanas a 1).

Sin embargo, es interesante resaltar que ambas formas de análisis de resultados no signi-
fican lo mismo. Esto se puede observar en un caso llamativo presentado por TYR-309: cuya
frecuencia de variación es la más baja entre los 12 aminoácidos y su variación máxima entre
estados también es relativamente menor, sin embargo su desviación estándar es de 1.49, el
tercer valor más alto.

Lo que se reconoce viendo la Figura 5.5 y la Tabla 5.2 es si la variación entre estados “en el
tiempo” es o no brusca, notándose si se mantiene o no un tipo de tendencia relativa y continua
(independiente de si no se mantiene creciente o decreciente), a diferencia de la desviación
estándar que muestra la dispersión de los valores con respecto a su promedio. En el caso de
TYR-309, se puede observar que apesar de no presentar cambios bruscos de pKa a traves del
tiempo, sí muestra valores de pKa bastante lejanos al promedio total en la simulación.

En base a estos resultados se puede reconocer que el resto de los aminoácidos, los que no
se incluyen en entre los 12 mecionados anteriormente, no presentan grandes variaciones de su
pKa en el tiempo y en general tampoco muestran grandes desviaciones de su pKa promedio, co-
mo se puede observar en el Apéndice E, donde sus desviaciones estándar se mantienen menores
a 1. Entonces, estos se pueden considerar “estables” durante toda la trayectoria, manteniendo
su capacidad de ceder o captar protones durante toda la simulación (independientemente de
cuanto tiempo comprenda).

En cuanto a por qué los otros 12 aminoácidos se muestran inestables, el valor de pKa de cada
residuo está conformado por las interacciones (o aportes) que tiene éste con los aminoácidos
de su entorno. Los aportes realizados para la formación del pKa de los residuos mencionados
anteriormente se muestran en el Apéndice F. Así en el caso de la lisina 218, se puede ver que
los aspartatos y las tirosinas 69 y 89, presentan la mayor influencia para el cambio del pKa,
específicamente por sus interacciones coulómbicas (Ver disposición espacial en Figura 5.6).

En la Figura 6.2 se observa la posición que presentan los iones carboxilo de los aspartatos y
los oxígenos del grupo fenólico de las tirosinas, con respecto al grupo amino de la lisina 218.
Esta gran cercanía influye aumentando hasta en 8 unidades su pKa debido a las interacciones
coulómbicas que son dependientes a la movilidad que posea cada molécula. En el caso de los
aspartatos, debido a su menor tamaño y a la movilidad de los oxígenos del grupo carboxilo,
presenta más posibilidades de variar su ubicación, a diferencia de las tirosinas en que su grupo
fenólico tiene mayor impedimento estérico y su oxígeno no posee movilidad independiente.
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LYS-218

TYR-69

ASP-64

ASP-339

TYR-89

Figura 6.2: Átomos importantes en las interacciones de LYS-218 con su entorno. La coloración
de esta imagen indica en azul al átomo de nitrógeno de LYS-218 y la cadena peptídica de los
otros aminoácidos (correpondiente a la Figura 5.6); en rojo los oxígenos de los aspartatos y
las tirosinas; en verde la cadena peptídica de LYS-218 (correpondiente a la Figura 5.6); en
amarillo el cofactor FAD.

Esto también explica las grandes variaciones en el pKa que presentan las moléculas en el
entorno de la lisina, que también se ven afectadas por estas interacciones.

De los 12 aminoácidos identificados, las tirosinas 407 y 444 se encuentran en el interior del
sitio activo, junto al cofactor FAD, con el que forman la llamada “caja aromática” planteado
por De Colibus et al. (2005) [24], Edmondson et al. (2007) [19] y Geha et al. (2002) [25].
Las influencias en el pKa de estos aminoácidos son mayormente interacciones coulómbicas por
tirosinas y cisteínas cercanas, cuyos átomos de oxígeno en los grupos fenólicos y de azufre
en el grupo tiol aumentan su pKa. Si bien no se incluyen las posibles interacciones dadas por
el cofactor, debido a la imposibilidad de su reconocimiento con el programa de cálculo, se
cree que gracias la disposición espacial de los aminoácidos, sus grupos fenólicos se encuentran
alejados de los anillos pertenecientes la flavina y no se deberían realizar al menos puentes de
hidrógeno entre ellos que afecten sus pKa.
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6.3.2. Comparación pre y post simulación

La diferencia entre los pKa de la estructura cristalina y los observados en la proteína re-
sultante de la simulación (pKaprom) es que se realizaron las etapas de minimización, calenta-
miento y equilibrio de por medio entre ellas. Ésto significa que primero se realizaron ligeros
cambios conformacionales para estabilizar a la molécula en una posición de menor energía,
luego se desarrollaron 60[ps] aumentando su temperatura y se dejaron otros 200[ps] para
relajar la estructura. Si se considera el tiempo total que comprenden estas dos últimas etapas
(0.26[ns]), esto equivale a tiempo muy pequeño en comparación a los 10[ns] de producción,
por lo cual incluso podría considerarse despreciable.

Ademas, en cuanto a la etapa de minimización, se puede entender que no ocurrieron cam-
bios conformacionales trasncendentales para las variaciones de pKa observadas, ya que como
muestra en la Figura 5.3, las estructuras antes y después de la minimización fueron utilizadas
como referencia y presentaron perfiles de RMSd similares en cada estapa de la trayectoria.

Esto muestra que es probable que la mayor parte de los cambios se realizaran durante la eta-
pa de producción, ya que en ella transcurrió una mayor cantidad de tiempo donde las cadenas
laterales de la proteína fueron modificando sus posiciones. Si bien, para realizar esta compara-
ción se utilizó un valor promedio para representar el comportamiento de la proteína, durante
los 10[ns] de trayectoria se formaron diferentes conformaciones que quedan representadas
por la desviación estandar de los datos y estos modifican el valor del pKa.

A pesar de ello, la mayor parte de los residuos no presentan variaciones en su pKa mayores
a 2 unidades (ver Figura 5.7), lo que se puede entender como que el comportamiento de la
mayor parte de los aminoácidos durante la simulación es similar al de la estructura cristalina
y a lo que se observa experimentalmente.

Por otro lado, es interesante notar que sólo 3 de los 12 aminoácidos mencionados en la Sec-
ción 6.3.1 (LYS-218, TYR-392 y TYR-444) presentan también una gran variación de pKa con
respecto a la estructura cristalina. Esto se puede significar que los cambios conformacionales
ocurridos durante los 10[ns] en estos aminoácidos son lo suficientemente marcados para modi-
ficar su capacidad ácido/base inicial, a diferencia de lo que ocurre con los otros 9 aminoácidos
que apesar de sus grandes fluctuaciones, mantienen un pKa promedio similar al inicial.

6.3.3. pKa relevante

Como se menciona en los resultados, para que un aminoácido tenga la capacidad para
retirar el protón del sustrato es necesario que posea un pKa mayor a éste. Mientras más tiempo
mantenga estos valores de pKa, su capacidad para captar el protón será más prolongada. Sin
embargo, 27 de los 95 aminoácidos que cumplieron este criterio no siempre alcanzan el pKa
necesario, como se puede ver en la Tabla 5.3.

Una razón por la que puede ocurrir esto, es debido a que la naturaleza del aminoácido
hace que su pKa sea bajo. Esto provoca que debido a algunas interaciones más fuertes con su
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entorno su pKa puede aumentar y superar el valor del sustrato, pero luego puede volver a bajar,
manteniendose más frecuentemente de esa forma. Según los valores que utiliza propKa [45]
como pKa propio de cada aminoácido (“pKa estándar”), sólo las cisteínas (pKa=9) tienen un
pKa estándar bajo el valor de la serotonina, mientras que las tirosinas (pKa=10) tienen un pKa
0.3 unidades sobre el sustrato. Esto podría explicar el comportamiento de las cisteínas CYS-398
y CYS-321 (en especial esta última que debido a su entorno presenta un pKa promedio igual
a 7.9), y las infrecuentes disminuciones de pKa que muestran la mayor parte de las tirosinas,
además de TYR-419 que gracias a las interacciones con sus aminoácidos ceranos presenta un
pKa mínimo de 8.97.

Además, es llamativo que gran parte de estos aminoácidos sean lisinas y que todas, incluso
las que superan el pKa del sustrato pocas veces, posean pKa promedio mayor a 9 (ver Apéndi-
ce E). Esto podría ocurrir gracias a que muchos de los valores, si bien no alcanzan el pKa de la
serotonina, se encuentren agrupados dentro del rango 9-9.97, haciendo que ésto se refleje en
su promedio.

Por otro lado, todos estos aminoácidos no presentan grandes fluctuaciones de pKa entre
estados, lo que significa que las disminuciones en su pKa no se dan bruscamente en el tiempo si
no que ocurren siguiendo un comportamiento mantenido. En el otro caso, los residuos básicos
que anteriormente fueron considerados “inestables” por sí presentar cambios bruscos en su
pKa en el tiempo, varían en valores suficientemente altos como para no traspasar el pKa del
sustrato.

Entonces, frente a esta situación se puede ver que varios de estos aminoácidos no superan
el pKa del sustrato la mayor en parte de la simulación, así que no presentarían una capacidad
suficiente como para ser candidatos de captar su protón. Entre estos se incluyen: LYS-280,
ARG-291, CYS-321, LYS-341, LYS-357 y LYS-440. Además, si los residuos alcanzan valores
mínimos menores a 9 y no presentan cambios bruscos de pKa, significa que su capacidad
básica también se verá muy disminuida y pueden descartarse como candidatos para captar el
protón del sustrato, como ocurre con LYS-395 y TYR-419.

Cambiando el punto de análisis a los resultados obtenidos en la superficie y en la cavidad
del sitio activo, se decidió realizar los estudios utilizando el valor máximo observado de los
pKa (pKamax) en vez de el valor promedio (pKaprom). Esto fue debido a que para reconocer
los aminoácidos que puedan desprotonar al sustrato es importante destacar a los que muestren
la capacidad más alta para captar su protón, lo cual se puede reconocer en base a su pKamax .
Sin embargo, este parámetro también se debe contrastar con la desviación estandar de los
aminoácidos encontrados y con su pKaprom para analisar si su gran pKa observado se debe a
una situación fugaz dada en la simulación o si es un comportamiento más estable.

Entonces, mientras más alto sea su pKa, más posiblidades tendrían de captar el protón
del sustrato en caso de interacción lo que los hace candidatos como sitios de desprotonación.
Como se menciona en los resultados (ver Sección 5.3.3.1), los aminoácidos que muestran
alguna participación en la superficie y cumplen con esto son: TYR-89, TYR-309, TYR-310,
TYR-392 y ARG-79. Sin embargo, como se discute en la Sección 6.3.1, todas estas tirosinas
fueron consideradas de pKa “inestable”, ya que presentan una gran variación en sus resultados,
sin mantener una comportamiento entre estados a traves del tiempo y mostranto una gran
dispersión de los datos, por lo que no deben ser consideradas como candidatos confiables.
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Por otro lado, como se comenta en el párrafo siguiente a la Figura 5.10, ninguno de los ami-
noácidos encontrados junto a la entrada del sitio activo poseen valores de pKa altos aunque
se encuentren mayormente por sobre el pKa del sustrato. Esto si bien disminuye sus posibli-
dades de desprotonarlo, no significa que estén impedidos de hacerlo ya que de todas formas
tienen una mayor capacidad para captar su protón. En este caso toma especial importancia la
posiblidad de interacción que exista entre el sustrato y los aminoácidos: entre todos los resi-
duos identificado sólo ARG-109 y LYS-90 podrían efectivamente tener contacto con el sustrato
cuando éste ingresa directamente hacia el sitio activo.

En el caso de la cavidad de entrada hacia el sitio activo, en los resultados se identificó que
la mayor parte de estos eran hidrofóbicos, como también se ha reportado que ocurre en el
sitio activo en otro estudios [24], por lo que en esta región estructural casi no se encuentra
capacidad suficiente para desprotonar al sustrato. Entre los únicos aminoácidos cantidados
está CYS-323 y las tirosinas TYR-407 y TYR-444.

Entonces, recopilando toda la información, de acuerdo a la orientación que tiene cada ami-
noácido en la estructura de la proteína, los residuos que podrían ser candidatos para despro-
tonar al sustrato de acuerdo a su capacidad básica para retirar el protón son ARG-79, LYS-90
y ARG-109 en la superficie, y CYS-323, TYR-407 y TYR-444 en cavidad/sitio activo. Sin em-
bargo, esto se reduciría a los cuatro primeros residuos si se incluyen sólo los valores que no
presentan grandes fluctuaciones (valores “estables”) durante la simulación.

6.4. Campo electrostático

La proteína muestra un campo electrostático que mantuvo ciertas tendencias en su carac-
terísticas durante toda la trayectoria, específicamente en 3 zonas de la cara “frontal” (ver
Figura 5.12), donde está la entrada reportada al sitio activo, y 2 zonas en la cara “reversa” (ver
Figura 5.13).

Estas distribuciones de carga pueden tener una explicación funcional. La gran área de cam-
po electrostático negativo/neutro en la zona superior de la proteína permite la atracción de
los sustratos protonados desde el seno de la célula. Considerando que la enzima MAO-A oxida
moléculas que en gran parte son básicas, como los neurotransmisores que se muestran en la
Tabla 3.1 (ver Capítulo 3), a pH fisiológico estados se encuentran protonados y es muy útil que
la región estructural que da hacia el seno de la célula posea una carga negativa para atraerlos.

Por otro lado, el campo positivo en la zona intermedia de la proteína puede ayudar en su
interacción con la membrana lipídica mitocondrial. Ésta posee una superficie polar negativa
debido a los grupos fosfato de sus fosfolípidos, por lo que la distribución de carga positiva en
las regiones de la proteína que interactúan con ella afiatan el anclaje de ésta. Esto también
explicaría la carga positiva que presentan los aminoácidos finales de la región inferior de la
proteína, los cuales deben interactuar con la cara interna de la membrana mitocondrial.

Un caso fuera de lo esperado se observa en esta última región, en que el campo electrostá-
tico de la proteína dentro de la zona intermembrana, presenta una carga ligeramente positiva.
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Esto es llamativo debido a que la zona interior de la membrana lipídica está conformada por
ácidos grasos, los cuales son apolares, y por lo tanto presentarían una mejor interacción con
aminoácidos de carga neutra. Sin embargo, existen reportes previos de proteínas de intermem-
brana en las que se reconocía la presencia de aminoácidos cargados positivamente en esta zona
y no presentaban problemas para el anclaje de esta en la membrana mitocondrial. [62]

En cuanto a la cara reversa de la proteína, se consideran diferentes opciones por las que ésta
presenta una distribución tan alta de carga positiva. Una razón es que podría ayudar a repeler
a los sustratos protonados de esta región y de esta forma las moléculas sólo interaccionarían
con la zona superior o la cara frontar de la enzima. La otra opción es que la carga positiva
permita una mejor interacción de esta parte de la estructura con la membrana mitocondríal, lo
que permitiría dejar más despejada la cara frontal de la proteína, especialmente las regiones
de carga negativa/neutra, hacia el seno de la célula, interactuando con el solvente y atrayendo
a los sustratos. Para clarificar esta situación se podría continuar este estudio realizando una
simulación de la proteína inserta en la membrana lipídica.

Por otro lado, dejando de lado el análisis funcional de la distribución de carga, en base a los
resultados observados se puede ver que la entrada al sitio activo de la proteína es mayormente
positiva, por lo que podría repeler al grupo amino protonado del sustrato. Sin embargo, en la
Figura 5.14 se puede notar que esta carga no posee una alta intensidad por lo tanto podría
no ser suficiente para mantener alejado al sustrato protonado de esta estructura. Además se
reconocen al menos dos zonas cercanas de carga neutra/negativa las cuales podrían servir
como paso para el acercamiento del sustrato: una de estas es la cadena que continúa la región
de anclaje a la membrana y la segunda corresponde al lazo 92-95, las cuales se discutirán a
continuación.

La primera zona, debido a su carga relativamente neutra, podría permitir el paso de la sero-
tonina protonada desde la región superior de la proteína hasta quedar a la misma altura que la
entrada sitio activo, sin embargo ésta se encuentra a cierta distancia de la cavidad y gracias al
movimiento estructural de la proteína durante la simulación esta cadena no permanece junto
a la entrada al sitio activo, por lo que sería recomendable ver que posición adopta esta estruc-
tura cuando se incluye en la dinámica molecular la membrana lípídica. Por otro lado, en esta
cadena no se encuentran aminoácidos que posean un pKa alto, pero en el área superior de ésta
se encuentran los aminoácidos ARG-79 y TYR-89, algunos de los que fueron reconocidos por
tener gran capacidad para captar protones y donde está uno de los candidatos para realizar
la desprotonación del sustrato, por lo que también es una opción que esta estructura podría
ejercer como paso del sustrato desprotonado, hasta cercanias de la entrada al sitio activo.

La segunda zona corresponde al primero de los 3 lazos propuestos por Sonet al. [26] como
parte de la entrada hacia el sitio activo. Debido a la carga neutra de estos aminoácidos, en
particular de SER-94 y GLU-95, el sustrato protonado podría alcanzar directamente la entrada
por esta área sin presentarse algún rechazo electrostático. A pesar de que el único residuo que
presenta pKa en este lazo es GLU-95, mostrando mayor tendencia a ceder protones (como se ve
reflejado en la ligera carga negativa que muestra su superficie), al rededor de esta estructura
se encuentran los aminoácidos LYS-316, LYS-90 y ARG-109, todos ellos con pKa mayor al del
sustrato y donde se encuentran dos de los residuos candidatos para desprotonar el sustrato.
De esta forma, esta zona podría servir como paso para la serotonina para ser desprotonada sin
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verse tan afectada por el campo de carga positiva de la entrada al sitio activo.

Analizando ahora los aminoácidos superficiales considerados como “candidatos” para des-
protonar al sustrato, se puede reconocer que el residuo ARG-79, el cual muestra de forma
permanente la capacidad más alta de captar el protón, posee un campo electrostático negativo
(conformado por la estructura no amino de su cadena lateral), el cual podría ser muy útil para
atraer al sustrato. Por otro lado, los aminoácidos LYS-90 y ARG-109 poseen campos electrostá-
tivos de carga positiva, por lo que no podrían atraer por si mismos al sustrato protonado, y por
lo tanto deberían recibir ayuda de otros aminoácidos para acercar al sustrato.

6.5. Posibles sitios de desprotonación del sustrato

Basándose en la premisa de que se requieren aminoácidos de pKa más alto para retirar el
protón del sustrato, la opción principal que se considera como posible sitio de desprotonación
es la región superficial de la proteína, ya que en su interior se encuentran residuos mayormente
hidrofóbicos, como se ha explicado anteriormente.

En la cara reversa de la proteína, si bien se pudo reconocer un cluster negativo y un área
neutra (ver Figura 5.13), se cree que la alta carga positiva que posee el resto de la región
haría que el sustrato sea repelido por ésta, siendo poco probable que pueda ser desprotonado,
considerando además que sus valores de pKa no son mayores a los observados en la otra cara
de la proteína. Por otro lado, el cluster negativo y el área neutra observadas se encuentran en
la zona más alejada a la entrada del sitio activo reportado.

En la cara frontal de la proteína, se pueden tomar varios puntos en consideración. Por un
lado se tiene el aminoácido ARG-79 en la región superior derecha de la proteína, que como se
dijo anteriormente posee un alto pKa y un campo electrostático ligeramente negativo con el
cual podría atraer al sustrato para desprotonarlo. Siguiendo a este aminoácido se tiene además
la cadena neutra que cruza la proteína hasta la región de anclaje a la membrana, que podría
servir como camino a la serotonina desprotonada hasta la altura del sitio activo.

Por otro lado, el área cercana a la entrada al sitio activo si bien posee un campo ligeramente
positivo, se encuentra rodeado por aminoácidos con pKa más alto que el del sustrato, que por
lo tanto podrían retirar su protón. Pero siendo más estrictos, los únicos residuos que podrían
interactuar con él en la entrada debido a su disposición en el espacio serían LYS-90 y ARG-
109 (de campo electrostático positivo), aunque entre estos aminoácidos se encuentran SER-
94 y GLU-95 que poseen un campo electrostático neutro/negativo que podría actuar como
paso para que el sustrato protonado pueda acercarse a la entrada y a ésta potencial área de
desprotonación.

Esto deja patente que para que ocurra la desprotonación del sustrato es posible que se
vean involucrados varios aminoácidos que no necesariamente aporten con su capacidad de
captar protones. Ejemplos de esto podrían ser las estructuras de campo electrostático neutro o
negativo que se encuentran en la superficie de la proteína, y podrían ayudar a guiar o situar al
sustrato en el lugar correcto para la desprotonación o para entrar al sitio activo.
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En cuanto a la otra opción posible para la desprotonación del sustrato, dentro de la cavidad
del sitio activo, los aminoácidos que tienen las características suficientes para retirar el protón
son TYR-407, TYR-444 y CYS-323. En el caso de este último residuo, si bien posee las caracte-
rísticas necesarias, se ha reportado en estudios de mutagénesis que no influye en la actividad
catalítica [63], por lo que no podría ser necesario para la desprotonación. A partir de este
mismo estudio, se ha generado discusión sobre la importancia que posee otra cisteína (CYS-
374) que se encuentra en la superficie de la enzima, sin embargo publicaciones más recientes
han desmentido que posea un rol trascendental en la actividad catalítica [64], debido a que la
proteína generada con una mutación de su codon continúa presentando actividad.

En el caso de las tirosinas, que muestran una gran inestabilidad (es decir grandes fluctua-
ciones, incluso con respecto a la estructura cristalina) en el valor de sus pKa, éstas tienen como
función formar la caja aromática que posiciona el sustrato frente al cofactor FAD y luego poten-
ciar el ataque nucleofílico durante la catálisis [65]. Se sabe que para que esto ocurra, el grupo
amino del sustrato ya debe estar neutro, por lo tanto la desprotonación debe ocurrir antes de
que el sustrato llegue a estas estructuras.

Sería muy recomendable desarrollar un próximo estudio que incluya la molécula FAD en el
cálculo del pKa, para ver si éste podría aportar directamente en la desprotonación del sustrato
o efectivamente influenciar el carácter de los aminoácidos cercanos, como en la estabilización
del pKa de las tirosinas 407 y 444. Actualmente, aún con el software propKa 3.1 no fue posible
incluir esta variable en los cálculos masivos de datos a pesar de que se realizaron diferentes
intentos.

Cambiando el punto de vista, se puede considerar otra premisa, que también es factible,
para que ocurra la desprotonación del sustrato. Como se ha visto en este estudio, la capacidad
que posee una molécula para retener o liberar un protón se ve muy influenciada por las inter-
acciones de ésta con su entorno. Por lo tanto, puede que la influencia del campo electrostático
y las interacciones de la proteína generen una variación en el pKa del sustrato, especialmente
si según se ha reportado, el sustrato protonado presenta gran interacción con los residuos de la
entrada al canal [38]. Esto significaría que gracias a esta influencia, el sustrato podría volverse
menos básico y perder su capacidad para mantener el protón, quedando el grupo amino neutro
sin que tenga que actuar directamente la capacidad básica de un aminoácido para captar su
protón.

Por esta razón sería interesante continuar con este estudio realizando docking del sustrato
con la proteína en sitios cercanos al canal de entrada, para analisar en estas conformaciones
el pKa del ligando dadas las nuevas interacciones y el campo electrostático en su conjunto.
De esta manera también se podría comprobar cómo afecta la carga positiva de la entrada al
sustrato protonado.

6.6. Trabajo realizado, futuro y enfoque del proyecto

La trayectoria dada en esta simulación fue realizada en base a velocidades iniciales aleato-
rias dadas por el software [66]. Por ello, si se repitiera esta dinámica molecular lo más probable
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es que se desarrollara otra trayectoria que sólo podría ser comparable con ésta desde un punto
de vista global.

Es por eso que el fin de esta dinámica es ver posibles conformaciones en la estructura que
cambien las características electrostáticas de la proteína como también ocurre en la realidad, y
por eso no se debe dar tanta importancia a situaciones puntuales que ocurren en la trayectoria,
si no más bien tener una idea del comportamiento global o las tendencias que se muestren.
Así que ésta fue una de las razones por las que para él análisis de este estudio se consideraron
valores promedio, desviaciones estándar y máximos para definir las tendencias presentadas.

El desarrollo de este trabajo incluyó el uso de una batería de softwares especializados, el
manejo de una gran cantidad de datos, el desarrollo de herramientas que permitieran filtrar la
información importante y la mostraran de una forma adecuada, y el entendimiento para anali-
zar esos datos. Para lograr esto fue muy útil el uso en conjunto de conocimiento especializado
en el área, habilidades computacionales, algorítmicas y matemáticas.

Por otro lado, el siguiente paso con que se debería continuar esta investigación es la va-
lidación de los resultados y las ideas propuestas en este trabajo. Esto se puede realizar en
laboratorio, mediante la mutagénesis dirigida de los aminoácidos presentados y un estudio
de la actividad catalítica de las proteínas mutantes. La corroboración de la transcripción del
mRNA y la expresión de las proteínas modificadas podría desarrollarse por las técnicas de Nort-
hern Blot y Western Blot, respectivamente. También sería importante asegurar que el potencial
efecto que pudieran tener estos aminoácidos no se debiera a cambios en la conformación es-
tructural de la proteína.

Las modificaciones se podrían aplicar a los residuos LYS-90 y ARG-109, a la vez y por sepa-
rado, para verificar la influencia en específico y en conjunto de estos aminoácidos. Y además,
realizar una modificación aparte para ARG-79.

Sería recomendable utilizar un aminoácido sustituto apolar, para que no posea capacidad
de interactuar con el protón del sustrato, y de configuración estructural parecida a la de los
antiguos aminoácidos, para que no influya un tema estérico en la efectividad de la actividad
catalítica. Entre los aminoácidos que cumplen estas características están la metionina y la
isoleucina, aunque se podría preferir la última por los efectos que pudiera traer el componente
azufre de la metionina.

Desde un punto de vista más global, el fin de desarrollar este tipo de investigación es pro-
fundizar en un conocimiento puntual sobre la interacción enzima/sustrato, para que la reco-
pilación de estos estudios y otros relacionados se pueda aplicar en la modificación de la vía
de degradación de la serotonina, interfiriendo en la relación que se mantiene con la enzima
MAO-A. Sería ideal, que a partir de estas líneas de trabajo se pueda encontrar la especificidad
única que tiene la proteína con la serotonina, de forma desarrollar fármacos que sólo influyan
en esta vía de degradación.
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Capítulo 7

Conclusiones

Se investigó el carácter ácido/base de los aminoácidos y las características del campo elec-
trostático de la proteína, por lo que en conjunto se pudo determinar y caracterizar posibles
sitios de desprotonación del sustrato.

Se cree que el sitio de desprotonación está en la superficie de la enzima y no en la cavidad
del sitio activo ya que éste es en su mayoría hidrofóbico. Además este sitio estaría en la cara
frontal de la proteína, ya que la cara reversa posee un campo electrostático positivo más alto
que repelería al protón.

Se encontraron dos zonas en la cara frontal donde podría ocurrir la desprotonación del
sustrato: en el aminoácido ARG-79 que se encuentra relativamente cerca de la entrada al sitio
activo y posee una capacidad de desprotonación estable y muy alta; o los residuos LYS-90 y
ARG-109 que se encuentran en la entrada e interactúan directamente con el sustrato cuando
éste debe ingresar al canal, estos poseen una capacidad de desprotonación estable aunque no
tan alta como la del otro aminoácido.

También se considera importante el aporte que podrían tener otros aminoácidos que aunque
no influyan directamente en la desprotonación del sustrato por su capacidad química, podrían
ayudar a situar a la molécula en los sitios de desprotonación o en la entrada al sitio activo.

Se considera la opción de que la desprotonación del sustrato ocurra por la disminución de
su pKa, debido a las interaccinoes que éste realice con los aminoácidos de la proteína, por lo
que se propone continuar estudiando esta premisa.

Salvo pequeñas excepciones, los valores de pKa estudiados se mantienen estables durante
toda la simulación, permitiendo definir su comportamiento en períodos de tiempo más largos.

Los aminoácidos que presentan mayor capacidad para captar protones, en su mayoría no
mantienen está tendencia a lo largo de la simulación, presentando grandes desviaciones es-
tándar en sus valores. Mientras que la mayoria de los aminoácidos con capacidad de captar el
protón del sustrato, tienen valores de pKa entre 10 y 15.
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La proteína tiene una distribución de carga electrostática que comienza negativa y neutra
en la región superior, continúa con carga positiva en la zona intermedia (y en el sitio acti-
vo), y termina con una carga positiva de baja intensidad en la región C-Terminal de anclaje
a la membrana. Estas configuraciones se pueden asociar al comportamiento funcional de la
proteína.

La simulación realizada permite conocer el carácter electrostático y ácido/base de la pro-
teína tanto de forma global, con los campos electrostáticos, como particular, con los valores de
pKa de cada aminoácido.

Los cambios conformacionales realizados por las etapas de minimización, calentamiento y
equilibrio son muy pequeños en comparación con las variaciones de estructura que ocurren
durante la producción de la dinámica molecular, y además los valores de pKa promedio de la
mayor parte de los residuos son similares a los de la estructura cristalina.

El desarrollo de este trabajo da pie a una línea de investigación que permita reunir el cono-
cimiento químico y biológico de la interacción enzima/sustrato de la proteína MAO-A. Estos
resultados se podrían aplicar en la modificación de la via de degradación de la serotonina,
por medio de fármacos que interfieran en su relación con la enzima MAO-A, desarrollando así
antidepresivos específicos para este sustrato.

7.1. Recomendaciones

A continuación se detallan formas en que se podría realizar este estudio, para lograr resul-
tados más representativos, y maneras de continuar con este trabajo a futuro.

Aumentar tiempo de simulación
Este trabajo fue realizado con una simulación de 10[ns] en que se vio una gran flexibili-
dad de la proteína al final de la trayectoria. Se podría aumentar el tiempo de la dinámica
a 20[ns] o más, para asegurar que el movimiento de la molécula se deba a sus propias
facultades y no por un problema de estabilidad. Para realizar esto sería recomendable uti-
lizar un hardware capacitado para reducir el tiempo que requiere resolver las ecuaciones
del campo de fuerza durante toda la trayectoria.

Simulación con membrana lipídica
Como se ha mencionado, la proteína MAO-A se ubica en la membrana externa de la
mitocondria, por lo que sería muy recomendable desarrollar un estudio incluyendo la
membrana lipídica para así incluir las interacciones que esta pueda tener con la proteína
en el desarrollo de la trayectoria.

Mayor cantidad de simulaciones
En este caso sólo se realizó una simulación. Para utilizar valores más representativos se
podría realizar una mayor cantidad de dinámicas moleculares, con lo cual se revisaría si
sus resultados muestran algún tipo de tendencia.
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Docking
Como se discutió previamente, en base a los resultados obtenidos en esta ocasión se
podría utilizar docking para definir conformaciones energéticamente aceptables de la
proteína con el sustrato ubicado en las inmediaciones de la entrada al sitio activo, o junto
al aminoácido ARG-79. De esta forma se podrían realizar posteriores estudios sobre pKA
y campo electrostático.

Estudio del campo electrostático de la proteína con el sustrato
Con las conformaciones entregadas por el docking se podría estudiar por un lado el cam-
po electrostático que presentaría la proteína en conjunto con el sustrato y de esta forma
definir si la carga positiva de campo en el área de entrada al sitio activo es suficiente-
mente grande como para repeler al grupo amino del sustrato.

Estudio del carácter ácido/base del sustrato
Utilizando las conformaciones entregadas por el docking mencionado anteriormente,
sería muy interesante probar el efecto del entorno en el pKa del sustrato para conocer si
éste podría disminuir su capacidad de captar protones y con ello que más fácil para los
aminoácidos retirar su protón.

Utilizar serotonina como sustrato
En gran parte de los estudios revisados que se enumeran en bibliografía se analiza el
comportamiento de la enzima con otro tipo de sustratos o inhibidores, lo que sí entrega
información sobre la proteína pero no se trata del comportamiento específico que pre-
senta con la serotonina. Dado que el fin de este proyecto es buscar nuevos fármacos para
la depresión, sería más representativo utilizar este sustrato en los estudios de simulación.

Validación de los resultados
Como ya se discutió en la sección anterior, este estudio basa sus resultados en una simu-
lación computacional desarrollada resolviendo un modelo matemático que se asemeja a
la realidad. El próximo paso que se debería desarrollar en esta línea de investigación es
un estudio de mutagénesis dirigida al menos a los residuos LYS-90, ARG-79 y ARG-109,
con la que se podría validar los resultados obtenidos en este trabajo.
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Apéndice A

Secuencia aminoacídica de enzima MAO-A

Secuencia obtenida desde las bases de datos de Universal Protein Resource (UniProt) [67,
71] y 525 Consensus Coding Sequence (CCDS) proyect [68,72].

10 20 30 40 50 60
MENQEKASIA GHMFDVVVIG GGISGLSAAK LLTEYGVSVL VLEARDRVGG RTYTIRNEHV
70 80 90 100 110 120
DYVDVGGAYV GPTQNRILRL SKELGIETYK VNVSERLVQY VKGKTYPFRG AFPPVWNPIA
130 140 150 160 170 180
YLDYNNLWRT IDNMGKEIPT DAPWEAQHAD KWDKMTMKEL IDKICWTKTA RRFAYLFVNI
190 200 210 220 230 240
NVTSEPHEVS ALWFLWYVKQ CGGTTRIFSV TNGGQERKFV GGSGQVSERI MDLLGDQVKL
250 260 270 280 290 300
NHPVTHVDQS SDNIIIETLN HEHYECKYVI NAIPPTLTAK IHFRPELPAE RNQLIQRLPM
310 320 330 340 350 360
GAVIKCMMYY KEAFWKKKDY CGCMIIEDED APISITLDDT KPDGSLPAIM GFILARKADR
370 380 390 400 410 420
LAKLHKEIRK KKICELYAKV LGSQEALHPV HYEEKNWCEE QYSGGCYTAY FPPGIMTQYG
430 440 450 460 470 480
RVIRQPVGRI FFAGTETATK WSGYMEGAVE AGERAAREVL NGLGKVTEKD IWVQEPESKD
490 500 510 520 552
VPAVEITHTF WERNLPSVSG LLKIIGFSTS VTALGFVLYK YKLLPRS

Tabla A.1: Simbología de aminoácidos.

M: Metionina A: Alanina F: Fenilalanina
E: Ac. Glutámico S: Serina D: Ac. Aspártico
N: Asparagina I: Isoleucina V: Valina
Q: Glutamina G: Glicina L: Leucina
K: Lisina H: Histidina T: Treonina
Y: Tirosina R: Arginina P: Prolina
W: Triptofano C: Cisteína
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Apéndice B

Modificación de Histidinas, Asparaginas y
Glutaminas de acuerdo a resultados del
servidor H++

A partir de los estados de protonación entregados por el servidor H++, se modificó el
archivo PDB de la proteína para que la suite Amber reconociera la asignación de protones en
las Histidinas correspondientes (mediante los nombres HID, HIE o HIP). [70] Asimismo se
corrigió la rotación de nitrógenos u oxígenos en ciertas Asparaginas y Glutaminas, de acuerdo
a lo entregado por el programa. [57]

En la Tabla B.1 se muestra el estado de protonación asignado a las Histidinas, y en la
Tabla B.2 los aminoácidos en que se intercambió la posicion de los nitrógenos y oxígenos
(rotación).

Tabla B.1: Protonación de Histidinas.

Residuo Protonación

12 HIP
59 HIP
148 HIP
187 HIE
242 HIE
246 HIE
261 HIE
263 HIP
282 HIE
365 HIE
388 HIE
391 HIE
488 HIE
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Tabla B.2: ASN y GLN modificados.

Residuo N◦

ASN 126
ASN 253
ASN 260
ASN 271
ASN 292
GLN 296
GLN 418
GLN 425
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Apéndice C

Parámetros de simulación

Tabla C.1: Parámetros utilizados en simulaciones de enzima MAO-A.

Parámetro Rangos Observados Min 1◦ Min 2◦ Heat 1◦ Heat 2◦ Heat 3◦

imin - 1 1 0 0 0
maxcyc 1,000-2,500 1,000 1,000 - - -
ncyc 0-1,100 500 500 - - -
nstlim 1,000-25,000,000 - - 10,000 10,000 10,000
dt 0.001-0.002 - - 0.002 0.002 0.002
irest - - - 0 1 1
ntx - - - 1 5 5
ntb - 1 1 1 1 1
cut 9.0-14.0 10 10 10 10 10
pres0 - - - - - -
ntp - - - - - -
taup 0.1-2 - - - - -
ntr - 1 0 1 1 1
ntc - - - 2 2 2
ntf - - - 2 2 2
tempi 0-300 - - 0.0 100.0 200.0
temp0 298-310 - - 100.0 200.0 300.0
ntt - - - 3 3 3
gamma_ln 1.0-5.0 - - 1.0 1.0 1.0
ig - - - -1 -1 -1
tautp 0.1-5 - - - - -
ntpr - - - 100 100 100
ntwx - - - 100 100 100
ntwr - - - - - -
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Tabla C.2: Parámetros utilizados en simulaciones de enzima MAO-A.
Continuación

Parámetro Equilibrio Producción Fuente

imin 0 0 -
maxcyc - - [66,73–76]
ncyc - - [73,74,77]
nstlim 100,000 5,000,000 [73,74,77]
dt 0.002 0.002 [66,73–75,77–79],
irest 1 1 -
ntx 5 5 -
ntb 2 2 [66,73,74,77]
cut 10.0 10.0 [66,75–77],
pres0 1.0 1.0 [73,77]
ntp 1 1 -
taup 2.0 2.0 [66,75–77]
ntr 1 1 [73,76,78]
ntc 2 2 [73,75,76,80]
ntf 2 2 [66]
tempi 300.0 300.0 [66,73,74,76–79]
temp0 300.0 300.0 [66,73,74,76–79]
ntt 3 1 [73,75,76,78,81–84]
gamma_ln 1.0 - [66,81,82]
ig -1 - [81]
tautp - 2 [66,76,78,83]
ntpr 200 1,500 -
ntwx 200 1,500 -
ntwr 50,000 50,000 -

Explicación sobre cada parámetro:

imin Define qué tipo de simulación se realizará (DM, MIN).

maxcyc Es preferible no hacer minimizaciones muy cortas para asegurarse que la proteína al-
cance una estructura relajada y las partículas interaccionen correctamente. Sin embargo,
minimizaciones excesivas pueden alcanzar estructuras no naturales.

ncyc Cambia el tipo de minimización de Steepest Descent a Gradiente Conjugado.

nstlim Cantidad de pasos necesarios de simulación para que se realice el estudio de un cier-
to período de tiempo. Estos valores fueron tabulados considerando tiempos reportados
entre 20[ps] y 50[ns] en las distintas etapas y un dt=0.002.

dt Autores recomiendan usar 0.002 sólo si se esta usando SHAKE a no más de 300 K. Depen-
diendo del tipo de simulación, tiempos mayores a 0.002 pueden significar la pérdida de
información relevante para la investigación.
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irest Indica si se continuará una simulación o partirá desde cero.

ntx Indica qué se debe leer del archivo *.inpcrd. Si se está comenzando una simulación, se
leen sólo las coordenadas del archivo correpsondiente. Si se continua una simulación se
deben leer además las velocidades y los parámetros de celda.

ntb Como se está simulando con solvente explícito, se utilizarán condiciones periódicas de
borde y PME. Los autores recomiendan trabajar a volumen constante durante las mini-
mizaciones y los cambios de temperatura, se debe fijar a presión constante para que se
aplique la regulación de presión.

cut Generalmente se utilizan valores mayores o iguales a 10[Å] aunque autores de AMBER
recomiendan 8 [Å] como valor mínimo. Se pueden utilizar diastancias mayores cuando
la simulación tiene especial interes en la influencia de las interacciones de Van der Waals,
considerando que no es despeciable su aporte energético a esas distancias.

pres0 Presión a la que se debe mantener el sistema. Se escoge para mantener una condición
similar a la observada en un ambiente abierto de laboratorio.

ntp Dado que no se simula la proteína inserta en la membrana, se considera que no cambia la
presión con respecto a la distancia. Éste parámero no se utiliza en las etapas anteriores
al equilibrio.

taup Valores menores a 0.1 aumentan fluctuaciones de volumen e intestabilizan la simulación.
Se han visto reportados tiempos hasta de 2 [ps]. Se recomiendan valores entre 1 y 5, y
mayores a 1 si las trayectorias son inestables.

ntr Dependiendo de la etapa de simulación se restringen los átomos de la proteína de forma
fuerte, baja o no se aplica. Éste método obliga a los átomos a permanecer muy cerca de
una cierta posición al aplicarle una fuerza contraria que limita su movimiento como si
fuera un resorte.

ntc En las simulaciones de dinámica molecular se dejarán fijos estos enlaces porque se está
trabajando con moléculas de agua de angulo fijo (TIP3P), y se necesita que se fije la
vibración de los átomos de hidrógeno para evitar errores en la simulación.

ntf Como se fijan los enlaces de los Hidrógenos, no se incluyen estas interaciones en el cálculo
de las fuerzas.

tempi Temperatura en [K] con la que se comienza la simulación.

temp0 Temperatura en [K] a la que debe permanecer la simulación. El valor máximo en el
rango se utiliza para referenciar la temperatura de un ser vivo (37◦C).

ntt Se considera que la estabilización por el método de Langevin (3) “fuerza.a la molécula a al-
canzar una temperatura, mientras que el termostato de Berendsen (1) la acopla de forma
“débil 2menos forzada. Autores y usuarios recomiendan usar el termostato de Langevin
sólo para las etapas de equilibrio y caletamiento debido a que “apura"las simulaciones,
perdiendose la relación entre un fenómeno y el tiempo en que se realizó.
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gamma_l Frecuentemente se usan frecuencias entre estos rangos.

ig El termostato de Langevin requiere aplicar diferentes fuerzas a las particular para variar
sus velocidades. Estas fuerzas “al azar"no pueden seguir patrones repetibles cada vez
que se realiza la simulación, sino ocurren comportamientos erroneos como por ejemeplo
denaturación. El valor -1 asocia este “azar.al tiempo y fecha en que se utliza el termostato.

tautp Parámetro para el termostato de Berendsen. Se recomienda usar tiempos igual o mayo-
res a 0.1. Tiempos anteriores afectan las propiedades termodinamicas de la simulación.

ntpr Indica cada cuantos pasos se escribirá un archivo de salida (*.out), con la información de
la evolución de la simulación. En este caso el archivo se escribirá cada 0.2[ps], 0.4[ps] y
3[ps] en las etapas de heating, equilibrio y producción, respectivamente.

ntwx Indica cada cuantos pasos se escribirá un archivo con la trayectoria de la simulación
(*.mdcrd). En este caso se escribirá cada 0.2[ps], 0.4[ps] y 3[ps] en las etapas de hea-
ting, equilibrio y producción, respectivamente.

ntwr Indica cada cuantos pasos se guardará un checkpoint (en este caso archivo *.rst). Guar-
dar la información es conveniente cuando se están realizando simulaciones de período
prolongado (mayor a 3-4 horas) en las que sí significa un problema tener que repetirlas.
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Apéndice D

Otras características de la simulación
molecular

A continuación se muestran los perfiles de energía, temperatura, volumen, presión y den-
sidad que presentó la trayectoria de la proteína MAO-A durante las etapas de calentamiento,
equilibrio y producción. El radio de giro y el RSMD se exponen en el Capítulo 5.

• Energía [kcal/mol]:

Energía vs Tiempo
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Figura D.1: Perfil de energías potencial, cinética y total durante la simulación.
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• Temperatura [K]:

Temperatura vs Tiempo
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Figura D.2: Perfil de temperatura de la trayectoria.

• Volumen [Angst rom3]:

Volumen vs Tiempo
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Figura D.3: Perfil del volumen presentado durante la simulación.
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• Presión [bar]:

Presión vs Tiempo
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Figura D.4: Perfil de la presión presentada en la trayectoria.

• Densidad [g/cm3]:

Densidad vs Tiempo
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Figura D.5: Prefil de la densidad presentada durante la simulación.
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Apéndice E

pKa promedio durante la simulación

El promedio y la desviación estándar del pKa de cada aminoácido se presenta en la siguiente
tabla.

Tabla E.1: pKa promedio de cada aminoácido y su desviación estándar.

(a) Aminoácidos 1-79

Residuo No pKaprom Des. Est.

N+ 12 8.24 0.43
ASP 15 3.12 0.46
LYS 30 11.77 0.31
GLU 34 4.11 0.36
TYR 35 10.23 0.15
GLU 43 7.23 0.33
ARG 45 11.94 0.31
ASP 46 3.62 0.16
ARG 47 10.28 0.26
ARG 51 13.41 0.22
TYR 53 10.44 0.18
ARG 56 13.14 0.43
GLU 58 4.42 0.16
HIS 59 6.40 0.10
ASP 61 3.42 0.48
TYR 62 11.95 0.48
ASP 64 2.51 0.68
TYR 69 17.17 1.33
ARG 76 13.28 0.52
ARG 79 15.46 0.50
LYS 82 11.68 0.66
GLU 83 3.66 0.25
GLU 87 3.82 0.53
TYR 89 15.35 1.08
LYS 90 10.28 0.15

(b) Aminoácidos 84-152

Residuo No pKaprom Des. Est.

GLU 95 3.38 0.46
ARG 96 12.64 0.24
TYR 100 10.45 0.33
LYS 102 10.45 0.33
LYS 104 10.62 0.16
TYR 106 10.14 0.16
ARG 109 12.42 0.22
TYR 121 10.82 0.51
ASP 123 3.75 0.34
TYR 124 14.06 0.37
ARG 129 11.69 0.22
ASP 132 3.37 0.50
LYS 136 10.93 0.35
GLU 137 3.85 0.22
ASP 141 3.86 0.20
GLU 145 4.74 0.08
HIS 148 7.11 0.15
ASP 150 2.99 0.36
LYS 151 10.40 0.20
ASP 153 3.78 0.40
LYS 154 11.33 0.30
LYS 158 10.92 0.73
GLU 159 3.73 0.56
ASP 162 2.87 0.51
LYS 163 10.65 0.49
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Tabla E.2: pKa promedio de cada aminoácido y su desviación estándar. (Continuación 2/4)

(a) Aminoácidos 154-246

Residuo No pKaprom Des. Est.

CYS 165 12.00 0.30
LYS 168 10.19 0.13
ARG 171 13.16 0.43
ARG 172 13.09 0.82
TYR 175 11.04 0.66
GLU 185 4.31 0.49
HIS 187 6.23 0.41
GLU 188 4.57 0.47
TYR 197 15.98 0.86
LYS 199 9.59 0.12
CYS 201 12.73 0.35
ARG 206 11.65 0.32
GLU 216 4.67 0.51
ARG 217 12.49 0.63
LYS 218 15.49 1.87
GLU 228 4.80 0.46
ARG 229 12.18 0.09
ASP 232 3.95 0.02
ASP 236 3.13 0.38
LYS 239 10.97 0.33
HIS 242 5.72 0.13
HIS 246 6.05 0.25
ASP 248 1.46 0.38
ASP 252 2.49 0.50
GLU 257 3.78 0.46

(b) Aminoácidos 250-308

Residuo No pKaprom Des. Est.

HIS 261 6.42 0.13
GLU 262 3.75 0.30
HIS 263 7.10 0.33
TYR 264 11.80 0.24
GLU 265 4.17 0.44
CYS 266 11.91 0.26
LYS 267 10.89 0.40
TYR 268 10.39 0.25
LYS 280 10.02 0.31
HIS 282 6.22 0.18
ARG 284 13.65 0.39
GLU 286 4.43 0.26
GLU 290 3.21 0.39
ARG 291 9.92 0.19
ARG 297 12.51 0.11
LYS 305 7.38 0.22
CYS 306 12.16 0.33
TYR 309 15.31 1.49
TYR 310 14.44 0.80
LYS 311 10.50 0.15
GLU 312 3.79 0.45
LYS 316 11.04 0.32
LYS 317 11.92 0.51
LYS 318 10.34 0.14
ASP 319 3.65 0.32
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Tabla E.3: pKa promedio de cada aminoácido y su desviación estándar. (Continuación 3/4)

(a) Aminoácidos 309-364

Residuo No pKaprom Des. Est.

TYR 320 10.45 0.27
CYS 321 7.90 0.49
CYS 323 17.95 0.66
GLU 327 5.47 0.53
ASP 328 3.24 0.48
GLU 329 3.67 0.68
ASP 330 3.63 0.40
ASP 338 5.75 0.43
ASP 339 1.65 0.94
LYS 341 9.04 0.35
ASP 343 3.17 0.60
ARG 356 13.30 0.57
LYS 357 9.23 0.74
ASP 359 3.09 0.73
ARG 360 13.05 0.70
LYS 363 10.74 0.39
HIS 365 6.29 0.14
LYS 366 10.73 0.27
GLU 367 3.80 0.54
ARG 369 14.08 0.26
LYS 370 10.58 0.43
LYS 371 10.67 0.34
LYS 372 10.58 0.30
CYS 374 10.82 0.30
GLU 375 4.30 0.37

(b) Aminoácidos 366-439

Residuo No pKaprom Des. Est.

TYR 377 15.53 0.74
LYS 379 11.03 0.41
GLU 385 3.64 0.60
HIS 388 6.18 0.11
HIS 391 5.71 0.39
TYR 392 15.27 0.95
GLU 393 4.54 0.42
GLU 394 3.23 0.44
LYS 395 10.23 0.54
CYS 398 10.69 0.31
GLU 399 4.43 0.35
GLU 400 3.42 0.48
TYR 402 10.77 0.20
CYS 406 13.79 0.20
TYR 407 13.96 1.15
TYR 410 12.22 0.59
TYR 419 10.15 0.19
ARG 421 13.86 0.41
ARG 424 10.86 0.49
ARG 429 13.04 0.70
GLU 436 3.46 0.32
LYS 440 9.90 0.27
TYR 444 15.71 1.60
GLU 446 5.65 0.66
GLU 450 4.54 0.54
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Tabla E.4: pKa promedio de cada aminoácido y su desviación estándar. (Continuación 4/4)

(a) Aminoácidos 442-511

Residuo No pKaprom Des. Est.

GLU 453 4.46 0.46
ARG 454 12.39 0.49
ARG 457 11.86 0.25
GLU 458 4.64 0.35
LYS 465 10.50 0.13
GLU 468 4.28 0.51
LYS 469 10.71 0.40
ASP 470 3.56 0.58
GLU 475 3.45 0.51
GLU 477 4.36 0.36
LYS 479 10.56 0.28
ASP 480 3.04 0.50
GLU 485 4.39 0.32
HIS 488 6.07 0.38
GLU 492 3.48 0.62
ARG 493 12.31 0.10
LYS 503 10.40 0.05
TYR 519 10.05 0.00
LYS 520 10.44 0.00
TYR 521 10.08 0.00
LYS 522 10.46 0.00
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Apéndice F

Influencia del entorno en el pKa calculado
por propKa

El valor de pKa en cada aminoácido puede variar en base al efecto de los puentes de hidró-
geno de las cadenas laterales o principales, y por las interacciones coulómbicas. A continua-
ción se muestran los aminoácidos que afectan en el pKa de cada residuo de la Figura 5.5 a los
9.5[ns] de simulación, la elección de este estado en la trayectoria es referencial.

Tabla F.1: Influencia del entorno en cada aminoácido - Aspartatos

(a) ASP-64

Puente de Hidrógeno Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Cadena Principal Coulómbicas

THR-54 -0.85 ASP-64 -0.03 ARG-56 -0.06
SER-223 -0.04 SER-223 -0.81 LYS-218 -2.03
LYS-218 -0.85 - - LYS-305 -0.51

- - - - ASP-339 0.84
- - - - LYS-341 -0.72

(b) ASP-339

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

THR-309 -0.85 LYS-218 -2.03
LYS-218 -0.85 LYS-305 -0.27
LYS-341 -0.85 LYS-341 -2.02
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Tabla F.2: Influencia del entorno en cada aminoácido - Tirosinas

(a) TYR-69

Interacciones
Coulómbicas

CYS-323 0.4
ASP-338 0.56
TYR-62 0.07
TYR-89 0.6
TYR-309 0.12
TYR-377 0.07
LYS-218 -1.54
ASP-64 0.41
ASP-339 1.3

(b) TYR-89

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

THR-62 0.11 ASP-61 0.06
- - ASP-64 0.27
- - ASP-338 0.61
- - ASP-343 0.02
- - TYR-62 0.73
- - LYS-218 -1.26
- - ASP-339 0.84

Tabla F.3: Influencia del entorno en cada aminoácido - Tirosinas (Continuación 2/5)

(a) TYR-197

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

CYS-201 0.78 CYS-201 2.03
- - TYR-444 1.23
- - GLU-436 0.09
- - TYR-407 0.14

(b) TYR-310

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

CYS-374 0.66 CYS-374 1.15
- - TYR-377 1.18

Tabla F.4: Influencia del entorno en cada aminoácido - Tirosinas (Continuación 3/5)

(a) TYR-309

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

ASP-339 0.85 ASP-61 0.09
- - ASP-64 0.19
- - ASP-338 0.13
- - TYR-62 0.17
- - LYS-218 -0.6
- - ASP-339 1.79
- - TYR-69 0.22
- - TYR-89 0.18

(b) TYR-392

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

CYS-306 0.85 CYS-106 1.49
ARG-369 -0.31 ARG-369 -0.4
GLU-394 0.85 CYS-374 0.17

- - GLU-393 0.08
- - TYR-377 0.09
- - GLU-394 0.77
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Tabla F.5: Influencia del entorno en cada aminoácido - Tirosinas (Continuación 4/5)

(a) TYR-377

Interacciones
Coulómbicas

CYS-306 0.34
CYS-323 0.03
CYS-373 0.67

(b) TYR-407

Interacciones
Coulómbicas

CYS-306 0.46
TYR-69 0.21
TYR-444 1.23

Tabla F.6: Influencia del entorno en cada aminoácido - Tirosinas (Continuación 5/5) y Lisina

(a) TYR-444

Interacciones
Coulómbicas

CYS-201 0.68

(b) LYS-218

Puente de Hidrógeno Interacciones
Cadena Lateral Coulómbicas

ASP-64 0.85 ASP-338 0.28
ASP-339 0.85 TYR-62 0.79

- - TYR-69 1.54
- - TYR-89 1.26
- - TYR-309 0.60
- - ASP-64 2.03
- - ASP-339 2.03
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Apéndice G

Detalle de los aminoácidos con pKa mayor
al pKa de la serotonina

A continuación se muestran los aminoácidos que presentaron un pKa superior al de la sero-
tonina. al menos una vez, durante la simulación molecular. Además se incluye el valor de pKa
máximo (pKamax) observado en cada uno.

Tabla G.1: Aminoácidos y su pKa máximo

(a) Aminoácidos 19-140

Residuo No pKamax

LYS 30 12.29
TYR 35 10.77
ARG 45 12.59
ARG 47 11.95
ARG 51 14.08
TYR 53 11.30
ARG 56 14.28
TYR 62 16.27
TYR 69 20.13
ARG 76 15.00
ARG 79 17.31
LYS 82 12.57
TYR 89 19.85
LYS 90 11.15
ARG 96 13.90
TYR 100 11.35
LYS 102 11.63
LYS 104 11.50
TYR 106 10.48
ARG 109 14.23
TYR 121 12.89
TYR 124 15.21
ARG 129 12.89
LYS 136 11.56
LYS 151 11.53

(b) Aminoácidos 143-295

Residuo No pKamax

LYS 154 12.41
LYS 158 12.57
LYS 163 12.54
CYS 165 13.34
LYS 168 10.44
ARG 171 14.63
ARG 172 15.66
TYR 175 12.79
TYR 197 19.22
LYS 199 10.13
CYS 201 13.79
ARG 206 13.47
ARG 217 14.82
LYS 218 19.26
ARG 229 12.48
LYS 239 11.70
TYR 264 12.49
CYS 266 12.64
LYS 267 11.56
TYR 268 11.01
LYS 280 11.19
ARG 284 14.34
ARG 291 10.52
ARG 297 13.32
CYS 306 14.1
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Tabla G.2: Aminoácidos y su pKa máximo (Continuación)

(a) Aminoácidos 298-387

Residuo No pKamax

TYR 309 18.56
TYR 310 17.57
LYS 311 11.67
LYS 316 11.59
LYS 317 12.59
LYS 318 10.91
TYR 320 11.26
CYS 321 11.92
CYS 323 19.21
LYS 341 11.41
ARG 356 15.20
LYS 357 11.39
ARG 360 15.28
LYS 363 12.29
LYS 366 11.54
ARG 369 14.81
LYS 370 11.58
LYS 371 11.77
LYS 372 11.75
CYS 374 12.17
TYR 377 18.19
LYS 379 13.03
TYR 392 18.08
LYS 395 12.06
CYS 398 11.47

(b) Aminoácidos 391-511

Residuo No pKamax

TYR 402 11.36
CYS 406 14.46
TYR 407 17.82
TYR 410 13.82
TYR 419 10.58
ARG 421 14.30
ARG 424 12.92
ARG 429 14.84
LYS 440 11.02
TYR 444 19.03
ARG 454 13.40
ARG 457 13.02
LYS 465 11.51
LYS 469 11.54
LYS 479 11.54
ARG 493 13.46
LYS 503 10.46
TYR 519 10.06
LYS 520 10.44
TYR 521 10.09
LYS 522 10.46
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Apéndice H

Intensidad de restricción en la estructura
intermembrana

Se comprobó la libertad de movimiento de la región de inserción en la membrana (Residuos:
495-513) a 1[kcal/(mol ·a2)] y 10[kcal/(mol ·a2)], para definir la fuerza de restricción que
se utilizaría en este trabajo (estudio previo). El RMSd presentado por ambas estructuras se
muestra en la Figura H.1.
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Figura H.1: RMSd de la restricción en región de anclaje a membrana (Residuos 496 – 513)
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