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MODELACIÓN MOLECULAR Y ESTUDIO DE LA ISOFORMA 1A/IRE(+) DE 

LA PROTEÍNA DMT1 HUMANA 
 
En distintos estudios se ha determinado que mutaciones en la proteína 

transportadora DMT1, encargada de transportar hierro desde el lumen intestinal hacia los 
enterocitos, son causantes de distintos tipos de anemia, no obstante, poco se conoce sobre 
su estructura tridimensional y su mecanismo de transporte. Por esta razón, el objetivo del 
presente trabajo es obtener un modelo estructural de la isoforma 1A/IRE(+) de la proteína 
DMT1 humana y a partir de éste estudiar el posible comportamiento de la proteína inserta 
en membrana. 
 

La predicción de dominios transmembrana para la proteína de interés estableció la 
presencia de 12 dominios transmembrana, 6 loops extracelulares, 5 loops intracelulares y 
los extremos amino y carboxilo terminales al interior del citoplasma de los enterocitos, lo 
cual concuerda totalmente con lo expuesto en bibliografía. Se obtuvieron 100 modelos de 
la proteína mediante modelamiento comparativo, utilizando el cristal de la familia de la 
proteína, ScaDMT, como plantilla principal. El mejor modelo se obtuvo a través de un 
análisis energético y estructural. Este modelo obtuvo un z-score de -4.3, dentro de la 
densidad de puntajes obtenidos por estructuras cristalinas, un perfil energético por 
residuo similar al del cristal de ScaDMT, y un gráfico de Ramachandran con tan solo 2 
residuos dentro de zonas no permitidas. 

 
Se realizaron cuatro dinámicas moleculares para estudiar el comportamiento del 

modelo en membrana, las cuales fueron analizadas para estudiar las características de la 
proteína. A partir del análisis de los modos normales, se observó un movimiento de 
apertura y cierre, el cual podría representar el movimiento principal de captura y 
liberación del ion de hierro. Por otro lado, se presentó una variación en el potencial 
electrostático en las regiones superior e inferior de la proteína, lo que podría estar 
relacionado al mecanismo de interacción de la proteína con hierro. A partir del análisis 
del comportamiento de las moléculas de agua en el sistema, se determinó que éstas 
ingresan a la proteína por la zona orientada hacia el citoplasma, posicionándose entre las 
hélices TM1 y TM6, donde se ubica el ion de hierro. Finalmente, en cuanto a la interacción 
de la proteína con hierro, se proponen los residuos Asp115, Asn118, Ala291 y Met294 como 
principales candidatos a interaccionar con él, y se observa un posible rol del agua en la 
estabilización de éste. 

 
De esta manera, los resultados y discusiones aquí expuestos representan los 

primeros avances para un mejor conocimiento de la estructura y características de la 
proteína DMT1 humana. Se requiere profundizar y extender estos análisis para poder 
establecer bases más sólidas respecto a la relación estructura-función y dilucidar el 
mecanismo de transporte asociado a la proteína. Esto resultaría de gran utilidad para 
comprender la causa de las enfermedades asociadas a mutaciones en DMT1 y 
posteriormente proponer tratamientos más efectivos para estas enfermedades.  
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“Felicidad no es hacer lo que uno quiere 
sino querer lo que uno hace” 

 
- Jean Paul Sartre  
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1. Introducción 

1.1. Antecedentes Generales 

Los iones metálicos son elementos esenciales para la vida que participan en muchos 
procesos metabólicos en todas las células, no obstante, tanto su escasez como exceso 
pueden causar graves enfermedades e incluso la muerte [1]. 

 
En particular, el hierro es un metal traza muy importante para todos los organismos 

[2], pues su capacidad de aceptar o donar electrones le ha conferido un rol importante en 
una gran variedad de procesos como el transporte de oxígeno, la producción de energía y 
la síntesis de ADN [3]. Sin embargo, la absorción anormal de hierro ha sido implicada en 
la hemocromatosis hereditaria más común, así como en la anemia y la aterosclerosis, y en 
enfermedades neurológicas como el Parkinson, la enfermedad de Huntington, la ataxia de 
Friedreich y Pica [4–12]. 

 
Dado que el cuerpo humano carece de un mecanismo definido para la excreción de 

hierro, la homeostasis de éste depende totalmente de la regulación de su absorción, la cual 
es llevada a cabo por los enterocitos presentes en el duodeno [2, 3, 13]. La absorción de 
hierro en el intestino es un proceso altamente regulado que consta de 2 etapas principales: 
la captación de hierro a través de la membrana apical del enterocito y la posterior 
transferencia de hierro a través de su membrana basolateral [14]. Así, para el 
mantenimiento de una homeostasis de hierro balanceada, la tasa de absorción intestinal 
se adapta a las demandas de hierro del cuerpo [15], aumentando la captación de hierro 
cuando existe deficiencia y disminuyéndola cuando hay exceso [14]. 

 
En los últimos años se ha hecho evidente que la familia de proteínas 

transportadoras de iones de metales divalentes, Nramp (Natural Resistance Associated 
Macrophage Protein), juegan un rol fundamental en la homeostasis de estos iones [16–
20]. Los miembros de esta familia transportan iones metálicos como Fe2+, Zn2+, Mn2+, 
Co2+, Ca2+, Cu2+, Ni2+ y Pb2+ [21–25], y comparten una notable identidad en sus secuencias 
[26]. En el caso particular de la absorción de hierro, el transporte de este metal en su 
estado divalente (Fe2+) es mediado por la proteína DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) 
[27–29], miembro de esta familia, la cual es expresada en la membrana apical de los 
enterocitos [30–32], cuya expresión está altamente regulada por hierro [33]. 
 

Diversos estudios han determinado que mutaciones en la proteína DMT1 son 
causantes de algunas enfermedades relacionadas con la absorción de hierro. Por ejemplo, 
los ratones mk y Belgrade (b) poseen una sustitución de Glicina por Arginina en el 
aminoácido 185 (Gly185Arg), la cual provoca una pérdida de funcionalidad de DMT1, y 
presentan anemia microcítica hipocrómica severa y disminución de la vida media de sus 
eritrocitos [33, 34]. Adicionalmente, se han detectado mutaciones missense con pérdida 
de función (Arg416Cys, Gly212Val, delVal114) [35–38] y mutaciones de splicing en 
pacientes humanos con anemia microcítica hipocrómica que presentan exceso de hierro 
en el suero y el hígado [35, 36]. 
 
 Dado lo anterior, DMT1 ha sido muy estudiada los últimos años debido a su 
importancia en la absorción de hierro, pero hasta la fecha no se ha determinado su 



  

2 
 

estructura tridimensional. Sin embargo, hace poco se logró cristalizar una de las proteínas 
pertenecientes a la familia Nramp, ScaDMT [39], lo cual representa un gran avance en el 
estudio de la estructura de esta proteína. 
  

1.2. Motivación 

En distintos estudios se ha determinado que ciertas mutaciones en la proteína 
transportadora DMT1 son causantes de enfermedades asociadas a la absorción de hierro. 

 
Se tiene bastante información experimental acerca del funcionamiento de DMT1, 

no obstante, poco se conoce sobre su estructura tridimensional. Por tanto, contar con un 
modelo de su estructura facilitaría la comprensión de su mecanismo de transporte y 
además permitiría realizar un análisis más exhaustivo respecto a la relación entre sus 
mutaciones conocidas y las distintas enfermedades relacionadas con la absorción de 
hierro. 
 

1.3. Descripción del Proyecto 

Mediante el uso de herramientas bioinformáticas y de simulación molecular se 
construirá un modelo de la estructura tridimensional de la isoforma 1A/IRE(+) de la 
proteína DMT1 humana.  Este modelo será estudiado utilizando distintas herramientas 
bioinformáticas y técnicas de Dinámica Molecular, de manera de relacionar los resultados 
de la modelación molecular con las observaciones experimentales disponibles. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo General 

Estudiar las características estructurales y funcionales de la isoforma 1A/IRE(+) de 
la proteína DMT1 humana a la luz de la evidencia experimental disponible. 
 

2.2. Objetivos Específicos 

 Determinar posibles estructuras tridimensionales de la isoforma 1A/IRE(+) de la 
proteína DMT1 humana mediante el uso de técnicas de modelación comparativa.  

 Analizar la calidad estructural de los distintos modelos obtenidos mediante  
herramientas bioinformáticas de evaluación estructural. 

 Estudiar las características del mejor modelo estructural utilizando dinámica 
molecular. 

 Contrastar la evidencia experimental con las características estructurales de los 
modelos desarrollados.  
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3. Antecedentes 

3.1. Absorción de Hierro 

El hierro es un metal traza esencial para todos los organismos, participando en 
numerosos procesos bioquímicos, como la unión de oxígeno en la hemoglobina, la 
producción de energía, la síntesis de ADN y como un importante centro catalítico en 
muchas enzimas [2, 3]. Sin embargo, el hierro también puede ser tóxico para las células, 
dado que el hierro “libre” participa en la química de Fenton para catalizar la producción 
de radicales hidroxilo de superóxido y peróxido de hidrógeno [40]. Estas especies son 
altamente reactivas, las cuales pueden dañar membranas lipídicas, proteínas y ácidos 
nucleicos dentro de las células [41]. 

 
A diferencia de muchos otros nutrientes, los seres humanos no poseen la 

maquinaria necesaria para liberar del cuerpo del exceso de hierro y, por tanto, el proceso 
de absorción debe ser estrechamente regulado [2], de manera de proveer suficiente hierro 
para sus necesidades celulares, sin desarrollar la toxicidad asociada con su exceso [3]. 

 
El hierro en la dieta es encontrado en dos formas básicas, ya sea hemo, presente en 

las carnes, o no-hemo, presente en cereales, verduras, legumbres, frijoles, frutas, entre 
otros, siendo este último el predominante en todas las dietas, componiendo entre el 90-
95% de la ingesta total en la dieta, siendo ambos absorbidos principalmente en el intestino 
[2]. La mayor parte del hierro no-hémico ingresa al tracto gastrointestinal en su forma 
férrica, sin embargo, debe ser reducido para poder ser captado por los enterocitos del 
intestino delgado [2, 3]. 
 

El primer paso en el proceso de absorción de hierro es su ingreso desde el lumen 
del intestino a través de la zona apical de los enterocitos hacia el interior de éstos [3]. 
Como se puede ver en la Figura 3.1, este paso es mediado por la proteína de metales 
divalente (DMT1, por sus siglas en inglés) [33], la cual transporta hierro en su forma 
ferrosa (Fe2+) [42]. Sin embargo, dado que la mayor parte del hierro en la dieta se 
encuentra en su forma férrica (Fe3+), éste debe ser reducido para poder ingresar a los 
enterocitos [2]. Esta reducción la lleva a cabo ascorbato, catalizado por la reductasa férrica 
presente en la zona apical del enterocito, Dcytb [13]. 

 
Luego, una vez dentro del enterocito, comienza a formar parte del hierro plasmático 

lábil (LIP, por sus siglas en inglés) [43]. La mayor parte del hierro es utilizado en la 
mitocondria para la síntesis de Hemo y centros Fe-S, y en el citoplasma para su 
incorporación en metaloproteínas [41], mientras que el exceso de hierro se almacena 
dentro de ferritina [44]. Además, dependiendo de las necesidades de hierro del cuerpo, 
parte del hierro absorbido puede pasar al torrente sanguíneo a través de la membrana 
basolateral mediado por Ferroportina, con apoyo de la ferroxidasa Hefaestina [3], o bien 
Ceruloplasmina [42, 45], que vuelve a oxidar el hierro a su forma férrica y Transferrina lo 
recoge para llevarlo a los tejidos a través del sistema circulatorio [3], como se observa en 
la Figura 3.1. 
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Figura 3.1 – Mecanismo de absorción de hierro en los enterocitos (Adaptación de [43]). 

 
Finalmente, el hierro absorbido es transportado por el torrente sanguíneo, unido a 

transferrina, para llegar a distintos músculos y tejidos (Figura 3.2). El mayor flujo de 
hierro ocurre hacia la médula ósea, donde es utilizado en la eritropoyesis, para sintetizar 
hemoglobina. Adicionalmente, cuando los glóbulos rojos mueren, el hierro es recuperado 
por macrófagos del bazo, como se muestra en la Figura 3.2. Por otro lado, el exceso de 
hierro es almacenado en el hígado [42, 46]. 

 
 Dado lo anterior, DMT1 juega un rol importante en el proceso de absorción de 
hierro, ya que es un componente principal en la primera etapa de absorción. Así, una 
pérdida de función o ausencia de esta proteína impide el paso de hierro al torrente 
sanguíneo, afectando principalmente la eritropoyesis, causando anemia. 
 

 
Figura 3.2 – Flujo del hierro a través del torrente sanguíneo. El grosor de las flechas indica la dimensión del flujo, es 

decir, a mayor grosor, mayor flujo de hierro en esa dirección (Adaptación de [46]). 
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3.2. Transportador de Metales Divalentes (DMT1) 

3.2.1. Función, Localización y Mecanismo 

La proteína transportadora de metales divalentes, DMT1 por sus siglas en inglés, 
también conocida como Nramp2, DCT1 o SLC11A2, es un transportador de cationes 
divalentes con un simporte de protones [28]. Se le conoce por tomar el hierro desde la 
cara basolateral de los enterocitos en mamíferos y ha sido relacionada con el transporte 
de hierro dependiente de transferrina desde endosomas acidificados hacia el citoplasma 
de diferentes tejidos [17, 28, 47]. 

 
 DMT1 transporta una amplia gama de metales divalentes [24, 28, 48]. 

Experimentos de electrofisiología mostraron que Fe2+, Mn2+, Co2+, Zn2+, Cd2+, Cu2+ y en 
menor medida Ni2+ y Pb2+ generan un cambio en el voltaje en la membrana de oocitos que 
expresan DMT1, lo que sugiere que cada uno de éstos son ligandos de la proteína (se unen 
al transportador e inician un proceso) [28]. Sin embargo, se requiere una medición directa 
para confirmar que cada uno de los ligandos es realmente transportado. Así, en 
experimentos de absorción en oocitos utilizando 55Fe2+, 54Mn2+, 60Co2+ y 65Zn2+ 
radiactivos, se confirmó que al menos estos metales son transportados [25, 28, 48–50]. 
Adicionalmente, se sabe que DMT1 tiene mayor afinidad por Fe2+ [28]. 

 
El ARNm de DMT1 se encuentra en muchos tejidos diferentes, incluyendo el 

cerebro, intestino, riñón, médula ósea y reticulocitos [28, 33, 51, 52], sin embargo, tanto 
la proteína como su ARNm son más abundantes en el duodeno, lo cual es consistente con 
su importante rol en la absorción intestinal de hierro [28, 53]. 

 
DMT1 es el transportador responsable de la entrada de Fe2+ a los enterocitos del 

intestino delgado [27, 28, 54], acoplado al co-transporte de H+, generando una corriente 
positiva hacia el interior de la célula [28, 55, 56]. La superficie mucosal en el duodeno 
permanece moderadamente ácida a pesar de la alcalinización progresiva en el lumen 
intestinal [57]. Se cree que este “microclima ácido”, resultante de la actividad de la bomba 
Na+/H+, es el que provee el gradiente de potencial electroquímico como fuerza motora 
para la absorción de hierro [33]. 
 

3.2.2. Isoformas 

El gen humano de DMT1 consta de 17 exones  que se distribuyen en más de 36 kb 
[58], como se puede ver en la Figura 3.3. A partir de éste se pueden obtener 4 transcritos 
alternativos, donde promotores alternativos determinan si el extremo 5’ del ARNm es el 
exón 1A o el exón 1B (Figura 3.3) [59]. Por otro lado, sitios alternativos de poliadenilación 
determinan si el extremo 3’ del ARNm será el exón 16/16A o el exón 17 (Figura 3.3), donde 
el exón 16A contiene una región IRE (Iron Responsive Element) [28] y el exón 17 no la 
posee [4, 58]. Aquellas isoformas que contienen la región IRE comúnmente son llamadas 
IRE(+), mientras que aquellas que no lo poseen, IRE(-). De esta manera, se tienen 4 
posibles isoformas de la proteína, provenientes de las distintas combinaciones posibles de 
los transcritos, las cuales son: 1A/IRE(+), 1A/IRE(-), 1B/IRE(+) y 1B/IRE(-), siendo la 
isoforma 1B/IRE(-) la secuencia canónica de la proteína, ya que representa la isoforma 
más común de la proteína. 
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Figura 3.3 – Organización del gen de DMT1. El gen de DMT1 presenta 17 exones en total, 2 promotores alternativos 

(1A y 1B) y 2 sitios de poliadenilación alternativos  (16/16A y 17) [59]. 

 
Las isoformas cuyos transcritos comienzan en el exón 1A comienzan su traducción 

aquí, dado que este contiene un codón de inicio. Luego, el exón es seguido por una 
secuencia de splicing que indica el corte del siguiente exón, saltándose así el exón 1B y 
continuando la traducción en el exón 2 [60, 61], como se puede ver en la Figura 3.4. En 
cambio, aquellas isoformas que comienzan en el exón 1B, el cual carece de un codón de 
inicio, comienzan su traducción en el exón 2, el cual sí tiene un codón de inicio [61], como 
se muestra en la Figura 3.4. 
 

 
Figura 3.4 – Transcritos alternativos de DMT1. pr: promotor. pA: sitio de poliadenilación. En blanco se muestran 

los exones no traducidos y en negro los que sí son traducidos. En la parte superior se muestra el caso en que se 
utiliza el exón 1B como promotor y el exón 16/16A como sitio de poliadenilación, y en la parte posterior se presenta 

el caso en que se utiliza el exón 1A, saltándose el exón 1B, y utilizando el exón 17 como sitio de poliadenilación, 
saltándose el exón 16/16A [42]. 

 
Las 4 isoformas comparten 543 aminoácidos en común, y al comenzar la traducción 

en el exón 1A, se incorporan 29 aminoácidos adicionales en el extremo 5’ de la proteína 
que no se encuentran presentes en las isoformas 1B, como se puede ver en la Figura 3.5. 
Del mismo modo, las isoformas que contienen la región IRE en su extremo 3’ presentan 
18 aminoácidos, a diferencia de los 25 aminoácidos presentes en las isoformas IRE(-), 
como se detalla en la Figura 3.5 [60]. 

 
Finalmente, las 4 isoformas difieren en su ubicación. Aquellas que presentan el 

exón 1B se encuentran presentes en todo el cuerpo, mientras que las isoformas 1A son 
tejido-específicas y se encuentran predominantemente en el duodeno y riñones, como se 
puede observar en la Figura 3.6. Por otra parte, tanto las isoformas IRE(+) como IRE(-) 
son expresadas en la mayor parte de los órganos y tejidos, como se muestra en la Figura 
3.6, por lo que es poco probable que la presencia o ausencia de IRE en la región 3’ incida 
en la expresión de DMT1 en diferentes tipos celulares [59]. En particular, la isoforma 
1A/IRE(+) se encuentra presente principalmente en el duodeno [53]. 
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Figura 3.5 – Isoformas de DMT1. Aquellas isoformas que utilizan el promotor 1A poseen 29 aminoácidos adicionales 

en su extremo amino, mientras que las isoformas IRE(+) presentan 18 aminoácidos, a diferencia de los 25 
aminoácidos presentes en las isoformas IRE(-), en su extremo carboxilo [42]. 

 

 
Figura 3.6 – Expresión de DMT1 en distintos órganos y tejidos. D1, D2 y D3 se refieren al centímetro 1, 2 y 3 del 

duodeno, respectivamente [59]. 

 

3.2.3. Estructura 

DMT1 pertenece a una familia de proteínas integrales de membrana, Nramp, que 
han sido altamente conservadas durante la evolución, desde bacterias hasta el ser humano 
[26, 62–64]. El más alto nivel de conservación se encuentra en su núcleo hidrofóbico, 
compuesto por los primeros 10 dominios transmembrana predichos 
computacionalmente, cuyas secuencias comparten un 33-75% de identidad. Fuera de este 
núcleo la similitud de la familia decae bastante, teniendo secuencias amino y carboxilo 
terminales bastante heterogéneas tanto en longitud como en secuencia [26]. 

 
Por otra parte, se ha identificado una secuencia motivo conocida como “binding-

protein-dependent transport system inner membrane component signature” [65–67], la 
cual fue encontrada en el loop intracelular entre los dominios transmembrana 8 y 9 
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predichos en la familia, el cual se encuentra altamente conservado [26]. Adicionalmente, 
se detectó la presencia de dos secuencias de glicosilación en el loop extracelular ubicado 
entre los dominios transmembrana 7 y 8 predichos [67], los cuales también se encuentran 
altamente conservados [26]. 
 

En particular, se ha predicho computacionalmente que DMT1 consiste de 12 
dominios transmembrana, 6 loops extracelulares, 5 loops intracelulares, y las zonas amino 
y carboxilo terminales expuestas al citoplasma [28]. 
  

Ahora, respecto a la estructura tridimensional de la proteína, hasta la fecha no se 
ha determinado la estructura específica de DMT1, sin embargo, hace poco se logró 
cristalizar una de las proteínas pertenecientes a la familia Nramp, ScaDMT [39], lo cual 
representa un gran avance en el estudio de la estructura tridimensional de la proteína 
DMT1 humana. 
 

La proteína cristalizada presenta 11 hélices transmembrana, algunas de las cuales 
se encuentran interrumpidas por loops cortos. Por otra parte, las primeras 5 alfa-hélices 
están estructuralmente relacionadas con las siguientes 5 hélices por una rotación 
aproximadamente dos veces alrededor de un eje situado en el centro de la membrana y 
paralela a su plano [39], como se puede ver en la Figura 3.7. Además, la primera hélice de 
cada repetición (es decir, los dominios 1 y 6) se desenrolla en el centro de la membrana, 
proporcionando así los residuos de coordinación de los sustratos soportados [39], como 
se aprecia en la Figura 3.7. 
 

 

Figura 3.7 – Estructura de ScaDMT. A la izquierda se presenta la topología de la estructura de la proteína, mientras 
que a la derecha se presenta su estructura tridimensional. En café y azul se destacan los dominios relacionados, 

mientras en morado se señala el dominio transmembrana 11 [39]. 

 

3.2.4. Mutaciones y Aminoácidos Importantes 

El ratón anémico microcítico (mk) y la rata Belgrade (b) han heredado los defectos 
en el transporte de hierro que dan lugar a la anemia por deficiencia de hierro [68–75]. Sus 
fenotipos son similares, en que tanto la absorción de hierro en los glóbulos rojos como el 
transporte de hierro se ven afectados. Se sabe que estos dos procesos se producen por 
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mecanismos distintos, sin embargo, es probable que estos procesos compartan un paso en 
común, la transferencia real de hierro a través de la membrana plasmática [76]. 

 
Se tiene información reciente que muestra que los animales mk y b tienen 

mutaciones missense en el gen que codifica DMT1 [34, 77], las cuales generan una misma 
sustitución aminoacídica, convirtiendo un residuo de glicina en arginina en la posición 
185 (Gly185Arg) [65], numeración según isoforma canónica (1B/IRE(-)), la cual provoca 
una pérdida de funcionalidad de DMT1, y presentan anemia microcítica hipocrómica 
severa y disminución de la vida media de sus eritrocitos [34, 33]. 

 
Por otra parte, en humanos, una mutación en el gen de DMT1 en homocigosis en el 

exón 12 produce la sustitución de ácido glutámico por aspartato en la posición 399 
(Glu399Asp), numeración según isoforma canónica (1B/IRE(-)), fue identificada en una 
mujer Checa con anemia microcítica severa y exceso de hierro en el hígado [35, 78]. Esta 
sustitución también provoca el salto preferencial del exón 12 durante el procesamiento del 
ARNm, y por consecuencia existen 2 transcritos presentes en las células del paciente: un 
transcrito completo conteniendo la mutación puntual y otro sin el exón 12 [35]. 

 
Adicionalmente, en humanos se ha reportado un heterocigoto compuesto por 2 

nuevas mutaciones en DMT1, asociadas con anemia microcítica desde el nacimiento y 
sobrecarga progresiva de hierro en el hígado [37]. La primera mutación corresponde a una 
deleción en el exón 5, lo cual conduce a la eliminación del residuo de valina ubicado en la 
posición 114 (delVal114), numeración según isoforma canónica (1B/IRE(-)), en el segundo 
dominio transmembrana [37]. La segunda mutación corresponde a una sustitución en el 
exón 8 que conduce al cambio de una glicina por una valina en la posición 212 (Gly212Val), 
numeración según isoforma canónica (1B/IRE(-)), en el dominio transmembrana 5 [37]. 

 
Además, en un paciente humano que padecía de anemia microcítica se detectó un 

heterocigoto compuesto para polimorfismos en el gen de DMT1, incluyendo una deleción 
de 3 pb en el intrón 4, el cual afecta parcialmente al splicing y, por otro lado, una 
sustitución de un residuo conservado en el dominio transmembrana 9, sustituyendo la 
arginina 416 por una cisteína (Arg416Cys) [38], numeración según isoforma canónica 
(1B/IRE(-)). Esta mutación conlleva a una pérdida total de la función de la proteína y en 
la reducción en su expresión, lo que causa la anemia microcítica y la sobrecarga de hierro 
en el hígado del paciente [38]. 

 
La sobrecarga de hierro en el hígado ocasionada por la pérdida o disminución de la 

funcionalidad de DMT1, se debe a que el hierro no absorbido en el intestino es almacenado 
en los hepatocitos [37], como se expuso anteriormente. 

 
Adicionalmente, se ha identificado un par de histidinas conservadas sensibles a 

mutaciones (His267 y His272, numeración según isoforma canónica, 1B/IRE(-)), en el 
sector transmembrana 6, cuyos mutantes inactivos pueden ser rescatados mediante la 
reducción del pH del ensayo de transporte [65]. Esto indica que estas histidinas no están 
implicadas directamente en la unión del metal, sino que juegan un papel importante en el 
movimiento de protones acoplado al transporte del metal [65]. 
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En la Tabla 3.1 se presenta un resumen de las mutaciones identificadas hasta el día 
de hoy en la familia Nramp que producen enfermedades relacionadas con la absorción de 
hierro en el intestino. 

 
Tabla 3.1 –Mutaciones y aminoácidos importantes en DMT1. Detalle mutaciones y aminoácidos reportados en 

bibliografía, especificando su efecto o posición en la proteína, la posición en la isoforma estudiada en este trabajo, la 
localización y la enfermedad asociada a la mutación o bien la posible función de los residuos. 

Mutación o 
Aminoácido 
importante 

Efecto o 
Posición 

Posición en 
DMT1 

1A/IRE(+) 
Localización 

Enfermedad 
asociada o 

Posible función 

Ratones mk 
y b 

Sustitución 
Gly185Arg 

214 TM4 
Anemia microcítica 

hipocrómica 

Exón 12 
Sustitución 
Glu399Asp 

428 
Secuencia 

motivo 

Anemia microcítica 
severa y exceso de 
hierro en el hígado 

Exón 5 
Deleción 

Val114 
143 TM2 

Anemia microcítica y 
exceso de hierro en 

el hígado 

Exón 8 
Sustitución 
Gly212Val 

241 TM5 
Anemia microcítica y 
exceso de hierro en 

el hígado 

Intrón 4 
Sustitución 
Arg416Cys 

445 TM9 
Anemia microcítica y 
exceso de hierro en 

el hígado 

Histidinas 
His267 y 
His272 

296 y 301 TM6 
Importancia en 
movimiento de 

protones 
 

3.3. Determinación de Estructura de Proteínas de Membrana 

La disparidad entre el conocimiento de las proteínas solubles y proteínas de 
membrana se debe en gran parte a las dificultades prácticas que intervienen en la 
expresión y cristalización de las proteínas de membrana [79]. Su naturaleza inherente de 
encontrarse unida a la membrana hace que la determinación de su estructura sea un 
desafío y, por tanto, requiere de un tratamiento especial [80]. Esto es particularmente 
cierto para proteínas con alfa-hélices, debido a que tienden a ser hidrofóbicas y por lo 
tanto son difíciles de desplegar y replegar in vitro. Sin embargo, las proteínas de barril 
beta son más hidrofílicas y más susceptibles a los métodos tradicionales de desnaturación 
y replegamiento con detergentes o directamente en los lípidos [81]. 

 
Existen tres principales cuellos de botella para la obtención de la estructura de una 

proteína de membrana. Primero, es difícil obtener la proteína de interés, debido a que las 
proteínas de membrana por lo general se encuentran presentes en bajas concentraciones 
en la célula [80], por lo tanto, para la mayoría de ellas es necesaria la sobreexpresión  [81]. 
En segundo lugar, las proteínas de membrana se encuentran incrustadas de forma natural 
en el entorno dinámico heterogéneo de la bicapa lipídica y es extremadamente difícil 
utilizar técnicas experimentales de alta resolución en su ambiente nativo [80]. Por lo 
tanto, las proteínas necesitan ser extraídas de la membrana y estudiadas en un entorno 
con detergente o lípidos in vitro, lo que conduce a dificultades en la preparación de la 
muestra para los métodos de cristalografía de rayos X y RMN [82]. En tercer lugar, las 
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proteínas de membrana son generalmente insolubles en solución acuosa, por lo que se 
requiere que los detergentes se encuentren en concentraciones superiores a la 
concentración micelar crítica. Sin embargo, demasiado detergente puede desnaturalizar 
la proteína o impedir la cristalización por separación de fases y, por otra parte, con muy 
poco detergente la proteína podría convertirse en insoluble [80]. 

 
Así, frente a la escasez de estructuras tridimensionales de alta resolución para 

proteínas de membrana, se utilizan métodos computacionales para la predicción de su 
estructura. Estos métodos se pueden dividir en dos categorías: modelamiento 
comparativo y modelamiento ab initio [83, 84], siendo el primero el más utilizado. 

 

3.3.1. Modelamiento Comparativo 

Conocer la estructura tridimensional de una proteína es crucial para responder a 
muchas preguntas biológicas [85], sin embargo, el rápido crecimiento del número de 
genes y genomas secuenciados ha superado fuertemente el número de estructuras 
determinadas experimentalmente [86]. A pesar del considerable progreso en la predicción 
de estructuras de novo [87], los métodos de modelamiento comparativo, cuando son 
aplicables, proveen modelos de proteína más fiables y precisos [88]. 

 
El principal objetivo del modelamiento de proteínas es predecir su estructura a 

partir de su secuencia con una precisión comparable a los mejores resultados obtenidos 
experimentalmente [89]. Además, el modelamiento es la única forma de obtener 
información estructural de la proteína cuando las técnicas experimentales fallan debido a 
la dificultad de obtener su estructura experimentalmente, como es el caso de proteínas de 
gran tamaño [89] y proteínas de membrana [90]. 
 
 El modelamiento comparativo, también llamado modelamiento por homología, se 
basa en dos importantes observaciones: 
 

 La estructura de una proteína es únicamente determinada por su secuencia 
aminoacídica [91]. 

 Durante la evolución, la estructura es más estable y cambia mucho más lento que 
su secuencia asociada, por lo que secuencias similares adoptan estructuras 
prácticamente idénticas, y secuencias lejanamente relacionadas todavía se pliegan 
en estructuras similares [92, 93]. 

 
Por lo tanto, un modelo tridimensional de una proteína de interés (objetivo) puede 

ser construido a partir de una proteína relacionada cuya estructura sea conocida (plantilla 
o molde) y que estadísticamente comparta significativa similitud de secuencia con la 
proteína objetivo [85].  
 

3.4. Dinámica Molecular 

Desde su introducción a finales de 1950 [94, 95] y su primera aplicación a una 
proteína [96], las simulaciones de dinámica molecular se han convertido en una 
herramienta común para investigar las relaciones estructura-actividad de 
macromoléculas biológicas. Proporcionando el elemento de la dinámica a nivel atómico 
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en detalle, estas simulaciones facilitan la interpretación de los datos experimentales y dan 
acceso a información que no se puede obtener directamente mediante experimentos [97]. 

 
La dinámica molecular de biomoléculas posee tres grandes áreas de aplicación en 

la actualidad. En primer lugar, se utiliza para traer a la vida a estructuras moleculares, 
dando ideas sobre la dinámica natural en diferentes escalas de tiempo de biomoléculas en 
solución. En segundo lugar, proporciona promedios térmicos de propiedades moleculares, 
ya que de acuerdo a la hipótesis ergódica, se puede simular una sola molécula con su 
entorno durante un período de tiempo y obtener propiedades moleculares promedio que 
se acercan al promedio medido experimentalmente. Esto se puede utilizar para calcular 
las propiedades de masa de los fluidos, las diferencias de energía libre en procesos 
químicos, tales como la unión de un ligando, entre otras aplicaciones. En tercer lugar, 
permite explorar las conformaciones de una molécula o complejo que son térmicamente 
accesibles, lo cual se puede utilizar, por ejemplo, para analizar el espacio conformacional 
en el acoplamiento de un ligando [98]. 
 

3.4.1. Campo de Fuerzas 

En una simulación de dinámica molecular todos los átomos en el sistema son 
tratados clásicamente. Las interacciones entre los átomos se dividen en enlazantes y no 
enlazantes. Las interacciones enlazantes se refieren a aquellas que ocurren entre  átomos 
unidos por enlaces químicos, mientras que las interacciones no enlazantes por lo general 
se refieren a aquellas que resultan de cualquier par de átomos que se encuentren dentro 
de un radio de corte dado (cutoff). Estas interacciones definen la función de energía 
potencial del sistema y en dinámica molecular se le conoce como campo de fuerzas [97, 
99, 100]: 
 
                                                        𝑈𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑈𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒 + 𝑈𝑛𝑜 𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒                                                 (1) 

 
Para las interacciones enlazantes se considera la distancia de cada enlace, el ángulo 

entre cada par de enlaces covalentes que comparten un solo átomo en el vértice y los 
ángulos diedros formados por pares de átomos separados por exactamente tres enlaces 
covalentes, como se puede ver en la Figura 3.8. Por otra parte,  para las interacciones no 
enlazantes (electrostáticas y Van der Waals), se asigna una carga parcial y parámetros de 
repulsión y atracción a cada átomo [97, 99]. 

 
De este modo, las interacciones enlazantes quedan dadas por [101]: 

 

             𝑈𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒 = ∑𝑘(𝑟𝑖𝑗 − 𝑟0)
2
+ ∑𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)

2 + ∑𝑘𝑛(1 + cos(𝑛𝜑 + 𝜙))              (2) 

 

Donde 𝑘 es la constante elástica, 𝑟𝑖𝑗 = ‖𝑟�⃗⃗� − 𝑟𝑖⃗⃗ ‖ es la distancia entre los átomos 𝑖 y 𝑗, 

𝑟0 es la distancia de equilibrio; 𝑘𝜃 es la constante del ángulo, 𝜃 es el ángulo entre 𝑟 𝑖𝑗 y 𝑟 𝑘𝑗, 

formado por los átomos 𝑖, 𝑗 y 𝑘, 𝜃0 es el ángulo de equilibrio; 𝑘𝑛 es la constante 
multiplicativa, 𝑛 es la periodicidad, 𝜑 es el ángulo entre los planos (𝑖, 𝑗, 𝑘) y (𝑗, 𝑘, 𝑙), 
formado por los átomos 𝑖, 𝑗, 𝑘 y 𝑙, y 𝜙 es el ángulo de equilibrio [101]. 

 
Por otra parte, las interacciones no enlazantes están dadas por [101]: 
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                      𝑈𝑛𝑜 𝑒𝑛𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑡𝑒 = ∑−𝐸𝑚𝑖𝑛 [(
𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑟𝑖𝑗
)

12

− 2(
𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑟𝑖𝑗
)

6

] + ∑𝜀14

𝐶𝑞𝑖𝑞𝑗

𝜀𝑟𝑖𝑗
                      (3) 

 
Donde 𝐸𝑚𝑖𝑛 = 𝑈𝐿𝐽(𝑅𝑚𝑖𝑛) es el mínimo del término potencial, 𝑅𝑚𝑖𝑛 es la separación 

intermolecular a la cual la energía potencial es igual a cero, 𝑟𝑖𝑗 = ‖𝑟�⃗⃗� − 𝑟𝑖⃗⃗ ‖ es la distancia 

entre los átomos 𝑖 y 𝑗; 𝜀14 es el factor de escala cuyo valor es 1, a excepción de una 
interacción modificada 1-4, donde el par de átomos está separado por una secuencia de 
tres enlaces covalentes, donde 𝜀14 = 𝜀, que interpreta las interacciones dada por el ángulo 
de torsión; 𝐶 es la constante de Coulomb, y, 𝑞𝑖 y 𝑞𝑗 son las cargas de los átomos 𝑖 y 𝑗, 

respectivamente [101]. 
 

 
Figura 3.8 – Interacciones enlazantes. Arriba a la izquierda se muestra la distancia entre 2 átomos formando un 

enlace covalente (𝑟), abajo a la izquierda se presenta el ángulo formado por dos enlaces covalentes que comparten el 
vértice (𝜃), y a la derecha se señala el ángulo diedro formado por 4 átomos unidos por 3 enlaces covalentes 

consecutivos (𝜙) (Adaptación de [99]). 

 

3.4.2. Condiciones de Borde 

En una simulación existen diferentes maneras para tratar las condiciones de borde 
macroscópicas, pero por lo general la temperatura (T) y el número de partículas (N) casi 
siempre se mantienen constantes. Sin embargo, considerando una caja de simulación 
paralelepípeda, hay varias opciones para el volumen o la presión, y se deben distinguir las 
dimensiones y presiones en las direcciones lateral y perpendicular. Siendo 𝑙 el tamaño 
perpendicular de la caja de simulación, 𝐴 el área lateral, 𝑝 la presión y 𝛾 la tensión 
superficial, se pueden mantener constantes las dimensiones (𝑁, 𝑙, 𝐴, 𝑇), (𝑁, 𝑝, 𝛾, 𝑇) o 
(𝑁, 𝑝, 𝐴, 𝑇) [102–109]. En general, se utiliza la condición 𝑁𝑃𝑇, con una presión lateral y 
perpendicular de 1 bar. 

 

3.4.3. Control de Presión y Temperatura 

La temperatura de un sistema viene dada por la energía cinética de todos los 
átomos. Debido a la inexactitud y al efecto del cutoff, la temperatura en un sistema tenderá 
a alejarse de la temperatura inicial, por lo cual es necesario un control de temperatura si 
se desea mantenerla constante. Por otro lado, la presión de un sistema depende de las 
fuerzas y posiciones de todos los átomos, y determina si el sistema se expande o se contrae, 
y, por tanto, cómo varía el tamaño de la caja de simulación [98]. 
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Un método simple para controlar tanto la presión como la temperatura es el 
esquema de acoplamiento débil [110], lo que significa que el sistema está acoplado a un 
“baño” constante de presión y temperatura a través de algunos parámetros de 
acoplamiento adecuados. La principal ventaja de este método es que se trata de un 
procedimiento simple y que causa poca perturbación al sistema. Por otro lado, el mayor 
inconveniente de este sistema es que resulta imposible interpretar las fluctuaciones 
termodinámicas promedio y que no hay cantidades conservadas [98]. 

 
Un segundo método es el enfoque de “sistema extendido” [109, 111, 112], en el cual 

se incluyen grados de libertad para un pistón para el acoplamiento de presión y 
termostatos para el acoplamiento de temperatura. Este sistema tiene la ventaja de ser un 
conjunto mecánico-estadístico bien definido, a pesar de incluir un pistón no físico y un 
termostato. Por otra parte, su mayor desventaja radica en la mayor complejidad de las 
ecuaciones de movimiento involucradas [111]. 
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4. Metodología 

4.1. Herramientas Computacionales Utilizadas 

En la Tabla 4.1 se detallan las herramientas computacionales utilizadas para el 
desarrollo de este trabajo. 
 
Tabla 4.1 – Herramientas computacionales. Descripción de las principales herramientas computacionales utilizadas 

para el desarrollo del trabajo. 

Herramienta Descripción Referencias 

CLUSTAL Programa que utiliza árboles y técnicas de perfil-
perfil HMM (Hidden Markov Model) para generar 

alineamientos entre 3 o más secuencias. 

[113] 

Jalview Programa para la visualización y análisis de 
alineamientos múltiples de secuencias. 

[114] 

Protter Herramienta que permite el análisis interactivo de 
datos de proteínas y generación de hipótesis a partir 

de anotaciones de la secuencia y datos 
experimentales de topología de proteínas. 

[115] 

PSI-BLAST Herramienta que permite realizar una búsqueda de 
proteínas a partir de una secuencia, con una matriz 
de puntuación posición-específica, lo cual permite 

encontrar proteínas con relaciones evolutivas 
distantes. 

[116] 

Modeller Programa utilizado para el modelamiento 
comparativo de proteínas, a partir de un 

alineamiento de la proteína objetivo con una o más 
proteínas plantilla. 

[117] 

RAMPAGE Servidor web que permite la obtención del gráfico de 
Ramachandran a partir de un archivo PDB. 

[118] 

ProSA Herramienta que permite identificar errores en la 
estructura tridimensional de una proteína. 

[119, 120] 

H++ Sistema automatizado que calcula los valores de pK 
de los grupos ionizables en macromoléculas y añade 
la falta de átomos de hidrógeno de acuerdo a un pH 

especificado. 

[121, 122] 

NAMD Programa de dinámica molecular diseñado para 
simulaciones de grandes sistemas biomoleculares, de 

alto rendimiento. 

[103] 

VMD Programa de visualización molecular para mostrar, 
animar y analizar grandes sistemas biomoleculares 

utilizando gráficos en 3D y scripting integrado. 

[123] 

Chimera Programa de visualización y análisis de estructuras 
moleculares y datos relacionados. 

[124] 

APBS Adaptative Poisson-Boltzmann Solver, es un paquete 
de software para el modelamiento de solvatación 

biomolecular mediante la resolución de la ecuación 
de Poisson-Boltzmann. 

[125] 
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4.2. Procedimiento 

4.2.1. Análisis Preliminar 

Antes de llevar a cabo el modelamiento por homología para la obtención de un 
modelo tridimensional de la proteína de interés, se realizaron algunos análisis 
preliminares para tener un conocimiento base respecto a su estructura. 

 

4.2.1.1. Análisis de Secuencias en la Familia Nramp 

En primer lugar, se realizó un análisis de las secuencias de la familia a la cual 
pertenece la proteína (Nramp), para reconocer los dominios y residuos mayormente 
conservados. Para esto, se construyó el alineamiento múltiple de los miembros 
eucariontes de la familia que han sido revisados en Uniprot [126] y, por otro lado, el 
alineamiento múltiple de las proteínas de la familia, provenientes de mamífero, utilizando 
CLUSTAL, usando los parámetros por defecto. Luego, se analizaron estos alineamientos 
mediante el uso de la herramienta Jalview. Los análisis realizados fueron los siguientes: 
 

 Nivel de conservación del alineamiento. 

 Nivel de calidad del alineamiento. 

 Nivel de conservación de mutaciones expuestas en bibliografía. 
 

El nivel de conservación del alineamiento refleja la conservación de las propiedades 
fisicoquímicas en cada columna del alineamiento. Las identidades tienen la puntuación 
más alta (11, marcadas con un *), y las columnas con mutaciones en las que se conservan 
todas las propiedades poseen la siguiente puntuación más alta (10, marcadas con un signo 
+). Luego, los niveles de conservación van bajando de acuerdo a las diferencias en las 
características fisicoquímicas de los aminoácidos de cada columna y a la presencia de 
gaps, la cual disminuye radicalmente el puntaje de conservación. 

 
Por otro lado, la calidad del alineamiento es una medida de la probabilidad de 

observar mutaciones en una columna en particular del alineamiento. La puntuación 
obtenida es inversamente proporcional al costo promedio de todos los pares de 
mutaciones observadas en una columna. 

 
Tabla 4.2 – Esquema de colores Zappo. Esquema de colores utilizado para colorear los aminoácidos de los 

alineamientos. 

Residuos Descripción Color 

I, L, V, A, M Alifático/Hidrofóbico 
 

F, W, Y Aromático  
K, R, H Carga Positiva  

D, E Carga Negativa  
S, T, N, Q Hidrofílico  

P, G Prolina/Glicina  
C Cisteína  
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Adicionalmente, se colorearon los alineamientos de acuerdo al esquema de colores 
Zappo, detallado en la Tabla 4.2, para así identificar de mejor manera los residuos dentro 
del alineamiento. 
 

4.2.1.2. Predicción de Dominios Transmembrana 

Posteriormente, se realizó un análisis de la estructura bidimensional de la proteína 
DMT1 humana, es decir, se determinó el posible número de dominios transmembrana, 
número de loops internos y externos, y sectores intra y extracelulares. 
 

Este análisis se llevó a cabo mediante el uso del servidor Protter, el cual permite 
predecir los aminoácidos que se encontrarán en la membrana y aquellos que se 
posicionarán en el medio intra o extracelular. Adicionalmente, este servidor permite 
identificar los aminoácidos por carga, polaridad y marcar aminoácidos clave, de modo de 
visualizar el posicionamiento de éstos en la estructura, lo cual resulta de gran importancia 
para los análisis posteriores. 
 

4.2.2. Modelamiento Comparativo 

Luego, para la obtención de un modelo tridimensional de la proteína de interés se 
utilizó la técnica de modelamiento comparativo, cuyo procedimiento tradicional consiste 
en varios pasos consecutivos que generalmente se repiten de manera iterativa hasta que 
se obtiene un modelo satisfactorio [127]: 
 

1. Búsqueda de una o más proteínas molde relacionada(s) con la proteína objetivo. 
2. Alineamiento entre las secuencias de la proteína objetivo y el(los) molde(s). 
3. Identificación de regiones estructuralmente conservadas. 
4. Predicción de regiones estructuralmente variables. 
5. Modelamiento de las cadenas laterales. 
6. Refinamiento y evaluación del modelo resultante. 

 
Dado lo anterior, en primer lugar se buscaron y seleccionaron las proteínas que se 

utilizarían como molde, luego se alinearon las secuencias manualmente para ajustar los 
moldes a las zonas correspondientes de la proteína de interés, y finalmente se obtuvieron 
modelos 3D de la proteína utilizando Modeller. 
 

4.2.2.1. Análisis y Selección de Moldes 

Ya que recientemente se logró cristalizar una de las proteínas de la familia Nramp, 
ScaDMT [39], se utilizó esta estructura como molde principal de la proteína. Sin embargo, 
ésta posee sólo 11 dominios transmembrana y su dominio transmembrana 1 se encuentra 
incompleto, debido a la dificultad de la cristalización.  

 
Así, dado que el nivel de conservación dentro de la familia Nramp es bastante alto 

dentro del núcleo hidrofóbico (dominios transmembrana), ScaDMT se pudo utilizar como 
molde principal  para los dominios transmembrana 2 a 11. Sin embargo, se tuvo que buscar 
otras proteínas molde que pudiesen servir como plantillas para completar los dominios 
TM1 y TM12. 
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Para la búsqueda de las proteínas plantilla, se utilizó la herramienta PSI-BLAST 
para buscar en la base de datos Protein Data Bank (PDB) [128] proteínas ya cristalizadas 
que alinearan con los sectores faltantes, es decir, con el trozo faltante del dominio 
transmembrana 1 y el dominio transmembrana 12 ausente en la proteína ScaDMT. 

 
Adicionalmente, se superpuso tridimensionalmente los candidatos a plantilla de 

los sectores faltantes con el dominio correspondiente del cristal de ScaDMT utilizando la 
herramienta MatchMaker de Chimera, para así determinar si éstos encajaban bien con el 
resto de la estructura. 
 

Finalmente, es importante señalar que se decidió que sólo se obtendría un modelo 
del núcleo de la proteína, es decir, sus 12 dominios transmembrana, debido a la dificultad 
de contar con un buen molde para los extremos amino y carboxilo terminales, y que 
además éstos son muy extensos (alrededor de 100 residuos) y por tanto podrían afectar 
los análisis posteriores. 

 

4.2.2.2. Modelos 3D 

Una vez seleccionados los moldes adecuados para cada sector de la proteína, se 
procedió a obtener modelos tridimensionales de la proteína de interés mediante la técnica 
de modelamiento comparativo con la ayuda del software Modeller, el cual proporciona las 
herramientas necesarias para generar modelos a partir del alineamiento entre la proteína 
objetivo y sus moldes. 

 
Modeller implementa el modelamiento comparativo por satisfacción de 

restricciones espaciales, siendo diseñado para utilizar tantos tipos diferentes de 
información acerca de la secuencia objetivo como sea posible. Las restricciones utilizadas 
para el modelamiento son: restricciones derivadas de la homología, restricciones 
estereoquímicas, optimización de la función objetivo (suma de violaciones a las 
restricciones), restricciones derivadas de los datos experimentales y la precisión, 
flexibilidad y automatización relativas [129]. 
 

Ahora, dado que para obtener los modelos tridimensionales se debe contar con un 
alineamiento múltiple entre los moldes y la proteína de interés, se obtuvo este 
alineamiento manualmente, para así encajar las secuencias de cada molde en los sectores 
correspondientes. Así, a partir del alineamiento manual se generaron 100 posibles 
modelos de la proteína DMT1 humana, de los cuales se seleccionó el mejor de acuerdo a 
análisis estructurales y energéticos de éstos. 
 

4.2.2.3. Análisis de los Mejores Modelos 

Luego de obtener los 100 posibles modelos tridimensionales de la proteína, se 
realizaron análisis energéticos y estructurales de éstos, y adicionalmente se determinó la 
ubicación exacta de los aminoácidos importantes para DMT1, de acuerdo a la información 
bibliográfica recopilada. 

 
Para analizar estas características, en primer lugar se hizo una selección de los 

mejores 10 modelos obtenidos en función de su puntuación DOPE (Discrete Optimized 
Protein Energy, de sus siglas en inglés), provista por el software Modeller, la cual está 
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diseñada para la selección de la mejor estructura de una colección de modelos construidos 
por este software. 

 
La estructura nativa de una proteína tiene generalmente la energía libre más baja de 

todos los estados bajo las condiciones nativas, por lo tanto, una función precisa de la 
energía libre podría permitir la predicción y evaluación de estructuras de proteínas. Un 
enfoque utilizado para obtener una aproximación de la energía libre consiste en construir 
una función de puntuación cuyo mínimo global corresponda a una estructura nativa a 
partir de una muestra de estructuras nativas de diferentes secuencias, encontradas en el 
Protein Data Bank (PDB) [128]. Así, debido a su dependencia a la estructura de proteínas 
conocidas, tal función de puntuación se denomina a menudo un potencial de 
conocimiento o potencial estadístico. 

 
En particular, el puntaje DOPE es un potencial estadístico dependiente de la 

distancia atómica, calculado a partir de una muestra de estructuras de proteínas nativas y 
se basa enteramente en la teoría de la probabilidad. Éste se basa en un estado de referencia 
mejorado que corresponde a átomos no interactuantes en una esfera homogénea con un 
radio dependiente de la estructura nativa de la muestra, por lo tanto, representa la forma 
finita y esférica de las estructuras nativas. De este modo, el DOPE score se utiliza para 
evaluar la energía del modelo de la proteína generado a través de muchas iteraciones por 
Modeller [130]. Por tanto, a menor puntaje DOPE, menor energía libre asociada al 
modelo, y por tanto, se espera sea un mejor modelo de la proteína de interés. 

 
Una vez seleccionados los mejores 10 modelos según su puntaje DOPE, se obtuvo los 

gráficos de Ramachandran de cada uno de ellos en el servidor RAMPAGE, y a partir de 
éste se seleccionó el mejor modelo. El gráfico de Ramachandran proporciona una manera 
fácil de ver la distribución de los ángulos de torsión de una estructura proteica, y también 
permite tener una visión general de las regiones permitidas y no permitidas para estos 
ángulos, lo cual sirve como un indicador importante de la calidad de la estructura 
tridimensional de una proteína [131]. 

 
A continuación, ya seleccionado el mejor modelo de acuerdo a su gráfico de 

Ramachandran, se utilizó el servidor ProSA para analizar su z-score y la energía en función 
de la posición en la secuencia. El z-score permite determinar la calidad del modelo general, 
comparando su puntaje con el puntaje de proteínas cristalizadas por rayos X o NMR de 
tamaño similar. Por otro lado, el análisis energético a lo largo de la secuencia permite 
detectar regiones con energía positiva que por lo general resultan problemáticas o con 
errores. Este último análisis se realiza con una ventana de 10 y 40 aminoácidos para 
calcular la energía promedio de cada posición en la secuencia. 

 
Dado que las funciones de energía utilizadas en ProSA se obtienen principalmente 

de proteínas globulares solubles de estructura conocida, no está claro en qué medida los 
resultados reflejan problemas en estructuras de proteínas que contienen dominios 
transmembrana [119]. 

 
Por otro lado, los potenciales de fuerza media obtenidos a partir de una base de datos 

proporcionan una media estadística de las estructuras conocidas. Las estructuras de 
proteínas globulares solubles cuyos z-score se desvían considerablemente de la media son 
inusuales y con frecuencia este tipo de estructuras resultan ser erróneas. Adicionalmente, 
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para proteínas con regiones transmembrana los resultados también demuestran que 
grandes desviaciones pueden indicar una estructura errónea [119]. 

 

4.2.3. Dinámica Molecular 

Finalmente, se realizaron 4 dinámicas moleculares utilizando NAMD, para estudiar 
el comportamiento del mejor modelo obtenido en membrana y llevar a cabo otros análisis 
que permitirán dar un primer paso en el estudio del funcionamiento de la proteína DMT1 
humana. 

Dado que la proteína de interés se encuentra localizada en la membrana apical de los 
enterocitos, ésta se encuentra expuesta a un pH 7.4 en el medio citoplasmático y a un pH 
5.5 en el micro-clima presente en las vellosidades del intestino delgado. Por lo tanto, se 
llevaron a cabo 2 dinámicas moleculares tanto para el modelo seleccionado como para el 
cristal de la familia Nramp (ScaDMT), una a pH 7.4 y la otra a pH 5.5. De este modo, se 
puede analizar las variaciones en el comportamiento de los residuos ubicados en estos 
sectores según el pH al cual se encuentran expuestos. 

 
Adicionalmente, ya que la proteína cristalizada ScaDMT también fue cristalizada en 

conjunto con un ion de Mn2+, se insertó dentro del modelo seleccionado un ion de Fe2+ en 
la misma región, dado que en [39] se postula que los mismos residuos que interaccionan 
con manganeso también interactúan con hierro. En la Figura 4.1 se pueden ver los 
residuos que se encuentran interaccionando con el ion de manganeso en la estructura de 
ScaDMT. 
 

 
Figura 4.1 – Residuos que interaccionan con ion de manganeso. Los residuos que se encuentran interaccionando con 
manganeso en ScaDMT son A223, M226, provenientes de la hélice TM6 y N52 y D49 presentes en la hélice TM1 [39].  

 

4.2.3.1. Preparación del Sistema 

Para realizar una dinámica molecular, en primer lugar se debe preparar el sistema 
que será sometido a la simulación. En el caso particular de la dinámica molecular de una 
proteína de membrana utilizando NAMD, se siguen los siguientes pasos generales [116]: 
 

1. Preparar proteína para la simulación. 

 Verificar protonación (pH). 

 Generar archivo PSF. 
2. Generar un sector de membrana plasmática de tamaño adecuado para el tamaño 

de la proteína. 
3. Centrar proteína en la membrana. 
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4. Combinar membrana y proteína en un solo archivo. 
5. Eliminar lípidos en la zona donde se encuentre la proteína. 
6. Solvatar el sistema con el solvente adecuado, por lo general, agua. 
7. Ionizar el sistema a la concentración salina deseada, por lo general, con NaCl. 

 
Para protonar las proteínas a los pH que se llevarán a cabo las dinámicas se utilizó 

el servidor H++, el cual protona los residuos de acuerdo a un pH y concentración salina 
dados. Luego, con VMD se generaron los archivos PSF para cada dinámica, ya que es el 
formato que utiliza NAMD para almacenar los datos de las estructuras obtenidos del 
campo de fuerzas utilizado en la dinámica. 

 
A continuación, para cada caso, utilizando VMD se generó una membrana del doble 

del tamaño de la proteína en las dimensiones x e y, y se posicionó la proteína en el centro 
de ésta para encontrarse completamente rodeada de fosfolípidos. Por otro lado, se 
posicionó la proteína verticalmente de acuerdo a la hidrofobicidad de sus aminoácidos, 
dejando los aminoácidos más hidrofóbicos al interior de la membrana y aquellos 
hidrofílicos en el exterior. 

 
Luego, en cada caso se combinó la membrana con la proteína en un solo archivo 

PDB y PSF, para luego remover los fosfolípidos que se encuentran en la región donde se 
ubicó la proteína. 

 
Una vez preparado el sistema proteína-membrana, se procedió a generar la caja de 

solvatación, agregando agua al sistema, y posteriormente agregar los iones 
correspondientes a la caja de simulación. En este caso, se utilizó agua tipo TIP3P [132] 
como solvente, modelo que NAMD utiliza por defecto, y la sal utilizada para ionizar el 
sistema fue NaCl. 

 

4.2.3.2. Condiciones de Simulación 

Ya preparado el sistema para la dinámica, se generó el archivo de configuración de 
la simulación, el cual especifica: 
 

 Archivos de entrada: PDB y PSF sistema. 

 Campo de fuerzas utilizado. 

 Cutoff. 

 Periodicidad de almacenamiento de datos (archivos de salida). 

 Condiciones de simulación: presión, temperatura, concentración salina, etc. 

 Tipo de control de presión y temperatura. 

 Tamaño de caja de simulación y tamaño de la grilla (margen de movimiento). 

 Etapas que se llevarán a cabo: minimizaciones, producción, etc. 

 Tiempo de simulación para cada etapa. 
 

Para el estudio de este trabajo se utilizó el campo de fuerzas CHARMM27, el cual 
incluye los parámetros para todos los átomos del sistema y los fosfolípidos. Sin embargo, 
éste fue modificado para agregar los parámetros del ion de hierro y el ion de manganeso, 
ya que no se encontraban originalmente en el campo de fuerzas. 
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Las condiciones del sistema fueron establecidas de acuerdo a las condiciones 
biológicas presentes en los enterocitos del intestino, esto es, concentración salina 
fisiológica (0.15 mol/l), temperatura fisiológica (310 K) y presión atmosférica (1 bar). Para 
controlar la temperatura y la presión se utilizó el enfoque de “sistema extendido”. El 
tamaño de la caja de simulación fue dado por el tamaño del sistema proteína membrana, 
agregando 20 Angstrom en el eje z (10 hacia arriba y 10 hacia abajo), y por otro lado, el 
tamaño de la grilla le confirió un margen de 5 Angstrom en las 3 dimensiones. 
 

Se llevaron a cabo 2 etapas, en primer lugar una etapa de minimización del sistema, 
y finalmente la etapa de producción. La minimización tuvo una duración de 10,000 pasos 
(1 fs por paso), con un cutoff de 10 Angstrom. Por otro lado, la etapa de producción fue 
realizada por 20 ns, almacenando los datos del sistema cada 500 fs (energías, presión, 
temperatura, posiciones atómicas, etc), generándose así 40,000 frames durante toda la 
simulación. 

 
Finalmente, las 4 dinámicas fueron ejecutadas en un computador con 12 CPUs y 1 

GPU, tardando aproximadamente 8 días en cada una de ellas, con un promedio de 2.5 
ns/día de producción. 
 

4.2.3.3. Análisis de las Dinámicas 

En primer lugar se verificó que las dinámicas se hubiesen realizado de manera 
correcta, cumpliendo las condiciones básicas de temperatura y presión establecidas, y por 
otro lado, que tanto el volumen como el RMSD (Root Mean Square Deviation) durante la 
simulación alcanzaran un estado estacionario en algún punto de la dinámica. Todos estos 
análisis fueron realizados utilizando la extensión de NAMD en VMD. 

 
Adicionalmente, se obtuvo el gráfico de Ramachandran y se realizó el análisis en el 

servidor ProSA de la estructura final de la proteína en la dinámica, para así comparar la 
calidad estructural y energética del modelo una vez terminada la simulación y observar si 
hubo mejoras. 

 
Una vez realizados estos análisis preliminares, se procedió a realizar análisis más 

detallados del sistema. El primer análisis elaborado, utilizando Gromacs [133], fue el 
cálculo del RMSF (Root Mean Square Fluctuation, de sus siglas en inglés) por residuo, el 
cual indica el movimiento promedio de cada residuo de la proteína a lo largo de la 
simulación. Por tanto, este análisis permite determinar aquellos residuos que presentan 
mayor movilidad y aquellos que se mantienen más estáticos. 

 
A continuación, se evaluó la posibilidad de formación de puentes disulfuro en la 

proteína, los que podrían rigidizar algún sector de ésta. Para este análisis, en VMD se 
marcaron las cisteínas dentro de la estructura y se buscaron posibles pares que pudieran 
formar un puente disulfuro, y finalmente se analizó su movimiento a lo largo de la 
dinámica para establecer si es posible la formación del puente o no. 

 
El siguiente análisis realizado fue el de modos normales. Para esto, en primer lugar 

se realizó el cálculo de los modos normales de la trayectoria utilizando Gromacs [133], y 
luego utilizando la extensión de ProDy en VMD, Normal Mode Wizard [134], se analizó 
visualmente los 4 primeros modos normales encontrados. El objetivo de este análisis es 
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tener una primera idea de los movimientos que podrían tener relación con el 
funcionamiento de la proteína. 
 

Luego, se procedió a evaluar la influencia del pH en los residuos expuestos tanto al 
lumen del intestino como a aquellos expuestos al citoplasma, para así determinar si 
existen cambios significantes en su configuración dependiendo de la protonación. Para 
realizar este análisis, se calculó el campo electrostático de la proteína en 3 frames de la 
simulación (comienzo, mitad y final) para ambos pH, utilizando APBS, para así observar 
los cambios a lo largo del tiempo dependiendo de la protonación. 

 
Posteriormente, utilizando VMD se analizaron los residuos presentes en las 

cercanías del ion de hierro insertado en el sistema, de modo de establecer los residuos que 
posiblemente interactúan con él. 

 
Finalmente, en VMD se siguió el movimiento de las moléculas de agua al interior 

de la proteína, en las cercanías del ion de hierro, para establecer un posible rol de éstas en 
el transporte o quelación del hierro. Además, se siguió la trayectoria de un grupo de 
moléculas de agua que ingresan al interior de la proteína, para así determinar el sector a 
través del cual ingresan a ella.  
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5. Resultados 

5.1. Análisis Preliminar 

5.1.1. Análisis de Secuencias en la Familia Nramp 

En primer lugar, se realizó un análisis de las secuencias de la familia a la cual 
pertenece la proteína (Nramp), para así determinar el nivel de conservación general 
dentro de la familia y también de aquellos aminoácidos que presentan mutaciones 
conocidas. Para esto se construyó el alineamiento múltiple de los miembros eucariontes 
de la familia y, por otro lado, de las proteínas de la familia provenientes de mamífero, 
coloreando los alineamientos de acuerdo al esquema de colores Zappo. 

 
En la Figura 5.1 se presenta parte del alineamiento múltiple obtenido para las 

proteínas de la familia Nramp de origen eucarionte. Adicionalmente, bajo el alineamiento 
se presenta la conservación, calidad y consenso de cada columna del alineamiento. En el 
Anexo 1.1 se puede ver el alineamiento múltiple completo. 
 

 
Figura 5.1 – Alineamiento múltiple eucariontes familia Nramp. Aminoácidos coloreados de acuerdo a esquema 

Zappo. Bajo el alineamiento se presenta el nivel de conservación, calidad y consenso de cada columna del 
alineamiento. 
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Por otro lado, en la Figura 5.2 se presenta parte del alineamiento múltiple obtenido 
para las proteínas de la familia Nramp pertenecientes a mamíferos. En este caso también 
se muestra el nivel de conservación, calidad y consenso de cada columna del alineamiento. 
En el Anexo 1.2 se presenta el alineamiento completo. 
 

 
Figura 5.2 – Alineamiento múltiple mamíferos familia Nramp. Aminoácidos coloreados de acuerdo a esquema 

Zappo. Bajo el alineamiento se presenta el nivel de conservación, calidad y consenso de cada columna del 
alineamiento. 

 
Como se dijo anteriormente, el nivel de conservación del alineamiento refleja la 

conservación de las propiedades fisicoquímicas en cada columna del alineamiento. Las 
identidades tienen la puntuación más alta (11, marcadas con un *), y las columnas con 
mutaciones en las que se conservan todas las propiedades poseen la siguiente puntuación 
más alta (10, marcadas con un signo +). Luego, los niveles de conservación van bajando 
de acuerdo a las diferencias en las características fisicoquímicas de los aminoácidos de 
cada columna y a la presencia de gaps, la cual disminuye radicalmente el puntaje de 
conservación. 

 
De este modo, resulta importante estudiar el nivel de conservación de los 

alineamientos múltiples, ya que permite establecer qué tanto se conservan las secuencias 
o características de los aminoácidos dentro de la familia, y además permite determinar el 
la conservación de residuos importantes de la proteína. 

 
En la Tabla 5.1 se presentan los datos más importantes extraídos a partir de ambos 

alineamientos múltiples. Aquí se detalla el número de secuencias alineadas en cada caso 
y la extensión del alineamiento, la cantidad de residuos con altos puntajes de conservación 
(10 y 11) y el puntaje promedio de conservación para cada alineamiento. 
 

A partir de los resultados expuestos en la Tabla 5.1 se puede observar que el nivel 
de conservación a nivel de eucariontes es bastante bajo, sin embargo, aumenta 
considerablemente en el alineamiento de mamíferos. Dado lo anterior, se obtuvo el nivel 
de conservación de los aminoácidos reportados con mutaciones, expuestos en la Tabla 3.1, 
a partir del alineamiento de mamíferos. 
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Tabla 5.1 – Principales resultados alineamientos múltiples. Detalle de la cantidad de secuencias alineadas, la 
extensión del alineamiento, el número de columnas con identidades (puntaje 11) y con conservación de propiedades 

fisicoquímicas (puntaje 10), además del puntaje promedio del alineamiento y porcentaje de columnas con 
identidades y conservación de propiedades. 

 
Alineamiento 
eucariontes 

Alineamiento 
mamíferos 

Secuencias alineadas 30 13 
Identidades (Puntaje 11, *) 37 257 
Conservación propiedades 
fisicoquímicas (Puntaje 10, +) 

10 11 

Puntaje promedio 
conservación 

2.94 7.99 

Extensión alineamiento 750 574 
Porcentaje identidades 4.93% 44.7% 
Porcentaje conservación 
propiedades fisicoquímicas 

1.33% 1.91% 

  
En la Tabla 5.2 se muestra el puntaje de conservación y el consenso obtenido para 

cada uno de los aminoácidos reportados con mutaciones. Aquí se puede ver que el nivel 
de conservación de 4 de los 5 aminoácidos que presentan mutaciones conocidas en DMT1 
es bastante alto (10 y 11), 3 de los cuales poseen un 100% de consenso (Gly185, Glu399 y 
Arg416).  En cambio, el residuo Val114, se presenta en sólo 3 de las 13 secuencias 
alineadas, sin embargo, el resto de las secuencias poseen un residuo de leucina en esta 
posición, la cual posee propiedades fisicoquímicas similares a valina, proporcionando 
igualmente un alto puntaje de conservación en esta posición (9). 

 
Tabla 5.2 – Conservación aminoácidos mutados DMT1. Puntaje de conservación obtenido por los aminoácidos que 

presentan mutaciones reportadas y residuo con mayor número de apariciones a lo largo de una columna del 
alineamiento (consenso) y su respectivo porcentaje. 

Residuo Puntaje conservación Consenso % Consenso 

Gly 185 11 Gly 100 
Glu 399 11 Glu 100 
Val 114 9 Leu 76 
Gly 212 10 Gly 92 
Arg 416 11 Arg 100 

 

5.1.2. Predicción de Dominios Transmembrana 

Luego, se realizó un análisis de la estructura bidimensional de la proteína para 
determinar el posible número de dominios transmembrana, número de loops internos y 
externos, y sectores intra y extracelulares. Este análisis se llevó a cabo mediante el uso del 
servidor Protter. 

 
En la Figura 5.3 se muestra la predicción de la estructura bidimensional de la 

isoforma 1A/IRE(+) de la proteína DMT1 humana. En ella se destacan los sectores 
correspondientes a 1A e IRE, las 2 histidinas que posiblemente son responsables del 
movimiento de protones, y adicionalmente se destacan los aminoácidos que han sido 
reportados con mutaciones. Además, en el Anexo 2 se presenta la estructura 2D con los 
aminoácidos coloreados según carga. 
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Figura 5.3 – Predicción estructura bidimensional DMT1. Determinación de dominios transmembrana de la 

isoforma 1A/IRE(+) de la proteína DMT1 humana. 

 
Esta predicción establece la presencia de 12 dominios transmembrana, 6 loops 

extracelulares, 5 loops intracelulares y los extremos amino y carboxilo terminales al 
interior del citoplasma de los enterocitos, lo que concuerda en su totalidad con lo expuesto 
en bibliografía. Adicionalmente, se observa que aquellos aminoácidos que presentan 
mutaciones se encuentran posicionados al interior de la membrana. 
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5.2. Modelamiento Comparativo 

5.2.1. Análisis y Selección de Moldes 

Posteriormente, para la obtención de un modelo tridimensional de la proteína de 
interés se utilizó la técnica de modelamiento comparativo para obtener un modelo del 
núcleo de la proteína, es decir, sin considerar los extremos amino y carboxilo terminales. 
Como se dijo anteriormente, se utilizó como molde principal la proteína cristalizada de la 
familia, ScaDMT (PDB ID: 4WGV [128]). En la Figura 5.4 se muestra el alineamiento 
obtenido en BLAST entre esta proteína y DMT1, considerando sólo el núcleo de la 
proteína. Aquí se puede ver que el porcentaje de identidad obtenido es de un 38%, la 
cantidad de positivos es de un 59% y el porcentaje de gaps 7%. Adicionalmente, se obtuvo 
una cobertura del 92% de la proteína objetivo. 

 

 
Figura 5.4 – Alineamiento DMT1 – ScaDMT. Alineamiento entre la isoforma 1A/IRE(+) de la proteína DMT1 

humana y el cristal de la familia Nramp, ScaDMT. 

 
Como se puede ver en la Figura 5.4, el cristal de ScaDMT cubre desde el residuo 111 

al 522 de DMT1, faltando 11 aminoácidos en el sector TM1 y el sector TM12 completo, en 
base a la predicción presentada en la Figura 5.3. Luego, se llevó a cabo la búsqueda de 
estos fragmentos faltantes mediante PSI-BLAST, sin embargo, no se obtuvieron 
resultados positivos para el trozo faltante del primer dominio transmembrana, ya que los 
resultados obtenidos correspondían a trozos de proteína sin estructura secundaria, lo cual 
no concuerda con la estructura de un sector transmembrana (por lo general alfa hélices). 
En cambio, para el dominio transmembrana 12 se obtuvo sólo 1 resultado positivo, un 
trozo de la proteína NUP192 (PDB ID: 4IFQ [135]). 

 
En la Figura 5.5 se presenta el alineamiento obtenido en BLAST del sector TM12 y 

el trozo de NUP192 con el que alinea. El porcentaje de identidad obtenido es de un 23%, 
la cantidad de positivos es de un 63% y el porcentaje de gaps 0%. Adicionalmente, se 
obtuvo una cobertura del 85% del sector objetivo. Adicionalmente, se observa que el trozo 
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de NUP192 alinea entre el residuo 527 y 556 de DMT1, completando así la estructura del 
núcleo de la proteína. 

 

 
Figura 5.5 – Alineamiento DMT1 – NUP192. 

 
Por otra parte, dado que la búsqueda de PSI-BLAST no fue exitosa para el dominio 

transmembrana 1, se utilizó otra metodología para completar la estructura faltante. Ya 
que antes de la publicación del cristal de la familia se habían obtenido modelos de DMT1 
utilizando como plantilla la proteína MHP1 (PDB ID: 2JLN [136]), la cual posee 12 
dominios transmembrana, y un 28% de identidad con DMT1, pero un 15% de cobertura, 
se probó utilizar su primer dominio transmembrana como molde para el mismo dominio 
de la proteína de interés. 

 
Finalmente, se superpuso los extremos de ambos trozos obtenidos (MHP1 para 

dominio TM1 y NUP192 para TM12) con los extremos de la plantilla principal, ScaDMT, 
para visualizar si éstos se posicionan adecuadamente respecto al resto de la estructura y 
si sus extremos se superponen. Así, en las Figuras 5.6 y 5.7 se presenta la superposición 
del trozo de NUP192 y MHP1, respectivamente, con ScaDMT, utilizando MatchMaker en 
Chimera. 
 

 
Figura 5.6 – Plantilla dominio transmembrana 12. En azul se muestra el dominio transmembrana 11 de ScaDMT 

(cristal familia Nramp) y en naranjo el trozo de la proteína NUP192. 

 

 
Figura 5.7 – Plantilla dominio transmembrana 1.  En azul se muestra el trozo de dominio transmembrana 1  de 

ScaDMT (cristal familia Nramp) y en rosado el trozo de la proteína MHP1 que permite completar lo que falta de este 
dominio. 
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5.2.2. Modelos 3D 

Una vez seleccionados los moldes que se utilizarían para el modelamiento 
comparativo, se utilizó el software Modeller para obtener 100 posibles modelos de DMT1. 
Para esto, el alineamiento utilizado fue realizado manualmente, a partir de la 
superposición de los moldes con los sectores correspondientes. En la Figura 5.8 se 
presenta el detalle del alineamiento utilizado para la obtención de los modelos.  

 

 
Figura 5.8 – Alineamiento manual de plantillas. En él se señalan los 3 moldes utilizados, su respectiva ubicación y 

rango de aminoácidos alineados. Además, se señala la cantidad de aminoácidos no alineados en los extremos amino 
y carboxilo terminales. 

 
Adicionalmente, en la Tabla 5.3 se presenta la cobertura de DMT1 de cada uno de 

los moldes utilizados y la cantidad de gaps presentes en cada sector del alineamiento. Aquí 
se puede ver que existe un traslape entre las plantillas utilizadas, lo que permite establecer 
una conexión entre las estructuras de los moldes. 
  

Tabla 5.3 – Cobertura plantillas. Nivel de cobertura de cada plantilla utilizada en el modelamiento comparativo. 
Cantidad de residuos utilizados, rango de residuos de DMT1 con los que alinea y número de gaps del alineamiento. 

Plantilla Residuos utilizados Cobertura DMT1 Número de Gaps 

MHP1 18 a 38 99 a 119 0 
ScaDMT 45 a 440 111 a 522 16 
NUP192 259 a 292 511 a 544 0 

 

5.2.3. Análisis de los Mejores Modelos 

Luego de generar los modelos, éstos fueron ordenados de acuerdo a su DOPE score 
de menor a mayor (mientras más negativo mejor) para así seleccionar los 10 mejores, los 
cuales se pueden ver en la Tabla 5.4. 
 

Tabla 5.4 – 10 modelos con mejor puntaje DOPE. 

Modelo DOPE score 

Modelo 66 -55925.98 

Modelo 86 -55907.19 

Modelo 37 -55856.41 

Modelo 90 -55744.88 

Modelo 23 -55708.82 

Modelo 34 -55662.98 

Modelo 69 -55603.73 

Modelo 44 -55571.63 

Modelo 28 -55501.86 

Modelo 93 -55467.75 
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A continuación, para seleccionar el mejor modelo entre los 10 con mejor DOPE 
score, se obtuvo el gráfico de Ramachandran de cada uno de ellos y se seleccionó el mejor. 
En la Tabla 5.5 se muestra un resumen del resultado del gráfico de Ramachandran para 
los 10 mejores modelos y la proteína cristalizada de ScaDMT, detallando los porcentajes 
de aminoácidos en zonas favorables, permitidas y no favorables. 

 
Tabla 5.5 – Resumen gráficos de Ramachandran. Número y porcentaje de residuos ubicados en zonas favorables, 

permitidas y no favorables dentro del gráfico de Ramachandran. 

 Favorables Permitidos 
No 

Favorables 

Cristal 
375 aminoácidos 

(95.4%) 
18 aminoácidos 

(4.6%) 
0 aminoácidos 

(0%) 

Modelo 66 
423 aminoácidos 

(95.9%) 
12 aminoácidos 

(2.7%) 
6 aminoácidos 

(1.4%) 

Modelo 86 
417 aminoácidos 

(94.6%) 
18 aminoácidos 

(1.4%) 
6 aminoácidos 

(1.4%) 

Modelo 37 
422 aminoácidos 

(95.7%) 
10 aminoácidos 

(2.3%) 
9 aminoácidos 

(2%) 

Modelo 90 
420 aminoácidos 

(95.2%) 
15 aminoácidos 

(1.4%) 
6 aminoácidos 

(1.4%) 

Modelo 23 
422 aminoácidos 

(95.7%) 
17 aminoácidos 

(3.9%) 
2 aminoácidos 

(0.5%) 

Modelo 34 
422 aminoácidos 

(95.7%) 
13 aminoácidos 

(2.9%) 
6 aminoácidos 

(1.4%) 

Modelo 69 
420 aminoácidos 

(95.2%) 
14 aminoácidos 

(3.2%) 
7 aminoácidos 

(1.6%) 

Modelo 44 
426 aminoácidos 

(96.6%) 
8 aminoácidos 

(1.8%) 
7 aminoácidos 

(1.6%) 

Modelo 28 
417 aminoácidos 

(94.6%) 
16 aminoácidos 

(3.6%) 
8 aminoácidos 

(1.8%) 

Modelo 93 
423 aminoácidos 

(95.9%) 
11 aminoácidos 

(2.5%) 
7 aminoácidos 

(1.6%) 
 

Los resultados expuestos en la Tabla 5.5 permiten concluir que el Modelo 23 es 
aquel que posee menor cantidad de aminoácidos dentro de regiones no favorables, por lo 
cual se selecciona este modelo como el mejor de todos. 

 
En la Figura 5.9 se muestra el gráfico de Ramachandran obtenido para el Modelo 

23 (izquierda), el mejor, y como referencia el gráfico del cristal de ScaDMT (derecha). 
Adicionalmente, en el Anexo 3 se presentan los gráficos de Ramachandran del resto de los 
modelos. 

 
A partir del gráfico de Ramachandran del Modelo 23 de la Figura 5.9 se desprende 

que los 2 residuos que se encuentran fuera de las zonas permitidas son: Ala13 y Pro395, 
los cuales en la estructura completa corresponderían a los residuos 112 y 494, 
respectivamente. La prolina se encuentra bastante cerca de su región permitida, mientras 
que el residuo de alanina está bastante alejado de su sector permitido. 
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Figura 5.9 – Gráfico de Ramachandran mejor modelo. A la izquierda el gráfico del Modelo 23 y a la derecha el 

gráfico del cristal de la familia Nramp, ScaDMT. 

 
Adicionalmente, en la Figura 5.10 se puede ver en rojo la ubicación de los 2 residuos 

que se encuentran fuera de su región favorable, dentro de la estructura del modelo. 
 

 
Figura 5.10 – Residuos en zona no favorable en Modelo 23. 

 
Luego, seleccionado el Modelo 23, se procedió a realizar los análisis en el servidor 

ProSA para analizar la calidad del modelo obtenido, comparándolo con estructuras de 
proteínas cristalizadas. En la Figura 5.11 se presenta el resultado obtenido para el z-score, 
mientras que en la Figura 5.12 el análisis energético. En ambos casos se muestra como 
referencia el resultado obtenido para el cristal de la familia Nramp, ScaDMT, en el mismo 
análisis. 
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Figura 5.11 – Z-score. A la izquierda el resultado para el Modelo 23 y a la derecha para el cristal de ScaDMT. 

 
El Modelo 23 obtuvo un z-score de -4.3, mientras que el cristal presentó un z-score 

de -6.45. En ambos casos, el resultado se posiciona dentro del rango de puntajes obtenidos 
por proteínas cristalizadas mediante la técnica de rayos X. 
 
  

  
Figura 5.12 – Perfil energía por residuo. A la izquierda el resultado para el Modelo 23 y a la derecha para el cristal 

ScaDMT. 

 
Por otra parte, en cuanto a energía, tanto el Modelo 23 como el cristal de ScaDMT 

presentan regiones con energía positiva. Sin embargo, el modelo obtenido mediante 
modelación comparativa posee una mayor cantidad de residuos con energía positiva, 
aunque su curva presenta un perfil similar al del cristal, desplazado hacia arriba. 

 
En la Figura 5.13 se muestra la estructura del Modelo 23 y a su lado la estructura 

del cristal de ScaDMT, señalando los aminoácidos que presentan mutaciones conocidas. 
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Figura 5.13 – Estructura tridimensional. A la izquierda se muestra la estructura del Modelo 23 y a la derecha la del 

cristal ScaDMT. En ambos casos se señalan en naranjo las mutaciones conocidas de la familia y en verde las 2 
histidinas que deberían interactuar con los protones, en sus respectivas posiciones. 

 
Las mutaciones e histidinas se encuentran en aminoácidos con distinta numeración 

debido a la diferencia en el largo de sus secuencias y por el alineamiento entre ellas, pero 
en la Figura 5.13 se puede ver que la posición relativa de éstas es bastante similar. Sin 
embargo, existe una diferencia en el residuo Val143, proveniente de la mutación delVal114, 
donde se observa la presencia de una alanina en vez de una valina en el cristal de ScaDMT. 
 
 Adicionalmente, en la Figura 5.14 se presenta la estructura del Modelo 23 y del 
cristal de ScaDMT, con sus hélices coloreadas de acuerdo a su dominio transmembrana 
correspondiente. En la Tabla 5.6 se detalla el color de cada dominio. 
 

               
Figura 5.14 – Comparación estructura tridimensional. Comparación entre las estructuras del cristal de ScaDMT 

(izquierda) y el Modelo 23 obtenido por modelamiento comparativo (derecha). Los dominios transmembrana 
correspondientes se encuentran coloreados con el mismo color en ambas estructuras. 
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Tabla 5.6 – Colores dominios transmembrana. 

Dominio Color 

TM1  
TM2  
TM3  
TM4  
TM5  
TM6  
TM7  
TM8  
TM9  
TM10  
TM11  
TM12  

 
La estructura cristalizada de ScaDMT posee 11 dominios transmembrana, mientras 

que el modelo seleccionado para la proteína DMT1, el Modelo 23, posee 12 dominios 
transmembrana. Sin embargo, en la Figura 5.14 se puede ver que la estructura del Modelo 
23 es bastante similar a la estructura del cristal de ScaDMT, posicionando los dominios 
TM1 a TM11 en posiciones prácticamente idénticas, obteniéndose un RMSD de 0.372 
Angstrom entre las estructuras. 
 

5.3. Dinámica Molecular 

Una vez seleccionado un modelo para la estructura de la isoforma 1A/IRE(+) de la 
proteína DMT1 humana, se llevaron a cabo 4 dinámicas moleculares para estudiar el 
comportamiento del modelo en membrana y compararlo con el comportamiento del 
cristal de ScaDMT, evaluando el sistema a 2 pH diferentes. 

 
Los sistemas fueron sometidos a pH 7.4 y a pH 5.5, debido a que la proteína de 

interés se ubica en la membrana apical de los enterocitos, estando así expuesta a pH 5.5 
en el exterior de los enterocitos y a un pH 7.4 al interior de éstos. Así, al evaluar los 
sistemas a ambos pH, se pueden obtener conclusiones respecto a la importancia de esta 
diferencia de pH para los residuos expuestos en estas zonas. 

 
A continuación se presentan los resultados obtenidos de una serie de análisis 

realizados a partir de las dinámicas obtenidas. 
 

5.3.1. Análisis Preliminares 

En primer lugar, se desarrollaron una serie de análisis preliminares que permiten 
establecer que las dinámicas se llevaron a cabo exitosamente, y adicionalmente 
determinar el momento en que el sistema se encuentra en estado estacionario y a partir 
del cual se pueden tomar mediciones. 

 
En la Figura 5.15 se muestra el RMSD del modelo y del cristal a pH 7.4 a lo largo de 

la simulación, y en la Figura 5.16 a pH 5.5. En ambos casos se puede ver que los sistemas 
alcanzaron el estado estacionario entre el segundo y tercer nanosegundo de la simulación, 
siendo más estable el cristal que el modelo a lo largo del tiempo. 
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Figura 5.15 – Perfil RMSD a pH 7.4. En azul para el cristal de ScaDMT y en rojo para el Modelo 23. 

 

 
Figura 5.16 – Perfil RMSD a pH 5.5. En azul para el cristal de ScaDMT y en rojo para el Modelo 23.  
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Además, es importante señalar que en ambos casos se aprecia una gran variación 
del RMSD en los primeros nanosegundos de la simulación, debido a que el sistema 
comienza con una etapa de minimización y posteriormente se ajustan los parámetros de 
presión y temperatura hasta alcanzar el valor establecido, de modo que el sistema va 
acomodándose hasta alcanzar un estado estacionario, donde su RMSD se estabiliza 
alrededor de un promedio. 

 
Adicionalmente, en el Anexo 4 se pueden ver los perfiles de radio de giro (Anexo 

4.1), energía (Anexo 4.2), temperatura (Anexo 4.3), presión (Anexo 4.4) y volumen (Anexo 
4.5) del modelo y del cristal a ambos pH durante las simulaciones. Los perfiles obtenidos 
para cada propiedad son similares a los obtenidos para el RMSD, presentando una gran 
variación al comienzo de la simulación, para luego alcanzar un estado estacionario 
alrededor de un valor promedio. 

 
 A partir de los resultados presentados en el Anexo 4, se puede ver que la 
temperatura promedio, se acerca bastante a la temperatura establecida para el sistema, 
310 K. Del mismo modo, la presión promedio obtenida también se acerca al valor fijado 
para el sistema, 1 bar. De este modo, se puede decir que el sistema alcanzó y mantuvo las 
condiciones de temperatura y presión establecidas. 
 

Por otra parte, el radio de giro y volumen promedio del cristal y el modelo 
alcanzaron valores cercanos a ambos pH, sin embargo, en ambos casos el modelo presentó 
un mayor valor promedio, en comparación con el cristal. En cambio, los valores promedio 
de la energía total se mantienen bastante parejos entre el modelo y el cristal a ambos pH. 
 

Luego, se obtuvo el gráfico de Ramachandran para la estructura del Modelo 23 tras 
la dinámica a pH 7.4 (Ver Figura 5.17), para así comparar estos resultados con los 
obtenidos antes de la simulación. 

 

 
Figura 5.17 – Gráfico de Ramachandran Modelo 23 después de la dinámica. 
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 A partir del gráfico de Ramachandran presentado en la Figura 5.17, se puede ver 
que aumentó la cantidad de residuos dentro de zonas no permitidas, en comparación con 
el gráfico presentado en la Figura 5.9. Sin embargo, los residuos que se encuentran dentro 
de estas zonas (Pro6, Ser176, Lys255, Gly273 y Cys295) están bastante cerca de su zona 
permitida, a diferencia de la prolina 395 en la estructura del modelo previo a la 
simulación, la cual se encontraba muy alejada de su región permitida. 
 

Por otro lado, en las Figuras 5.18 y 5.19 se presentan los resultados del z-score y 
energía por residuo, respectivamente, obtenidos en el servidor ProSA, para el Modelo 23 
después de la dinámica. 

 

 
Figura 5.18 – Z-score Modelo 23 después de la dinámica. 

 
El z-score obtenido para el Modelo 23 una vez terminada la dinámica fue de -5.21, 

menor al valor obtenido antes de la simulación, el cual fue de -4.3. Esto representa una 
mejora del modelo respecto a la estructura inicial, la cual se encontraba más alejada de la 
densidad de puntos de los z-score obtenidos por estructuras cristalizadas (Ver Figura 
5.11). 
 

 
Figura 5.19 – Perfil energía por residuo Modelo 23 después de la dinámica. 
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 Luego, comparando el resultado de la Figura 5.19 con aquel presentado en la Figura 
5.12, se puede decir que la estructura del modelo mejoró energéticamente, pues presenta 
menos residuos con energías positivas y su perfil energético se asemeja más al obtenido 
por el cristal de ScaDMT. Sin embargo, aún existen sectores de la estructura con energías 
positivas, los cuales deben ser estudiados. 
 
 Adicionalmente, en la Figura 5.20 se presenta la estructura del Modelo 23 antes y 
después de la dinámica, coloreando las hélices de acuerdo a la Tabla 5.6. 
 

            

Figura 5.20 – Estructura Modelo 23 antes y después de la dinámica. 

 
 Aquí se puede ver que la estructura se mantuvo a nivel global, pero se observan 
algunas variaciones en las posiciones de los sectores TM9, TM10 y TM11, representados 
en gris claro, verde oscuro y celeste, respectivamente. Adicionalmente, se aprecia un 
desplazamiento de los coils que unen las hélices, dando por resultado una estructura 
menos compacta, obteniéndose un RMSD de 2.34, lo cual se puede apreciar en la Figura 
5.20. 
 
 Finalmente, en la Figura 5.21 se presenta el sistema completo antes y después de la 
dinámica, sin el solvente y los iones, para permitir visualizar mejor el sistema membrana-
proteína. 
 

En la Figura 5.21 se observa que el sistema proteína-membrana se mantuvo estable 
a lo largo de la simulación, presentando una conformación bastante compacta antes de la 
dinámica y una más relajada al final de ésta, lo cual se asemeja más a la realidad. El RMSD 
promedio de los lípidos de la membrana fue de 26.65 Angstrom. 
 

Antes Después 
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Figura 5.21 – Sistema membrana-proteína antes y después de la dinámica. 

 

5.3.2. Análisis en Detalle 

Dado que los resultados preliminares indican que la dinámica se realizó de manera 
adecuada, se procedió a realizar análisis más detallados del sistema, a partir de los cuales 
se puede obtener información valiosa respecto a la estructura y funcionamiento de la 
proteína. 

 

5.3.2.1. Perfil RMSF por Residuo 

En primer lugar se llevó a cabo un análisis de RMSF por residuo, el cual permite 
establecer el nivel de movimiento de cada residuo dentro de la estructura, pudiendo 
identificar así aquellos sectores con mayor movilidad y aquellos más estables. 

 
En la Figura 5.22 se muestra el perfil RMSF por residuo a pH 7.4 para el modelo y 

el cristal, mientras que en la Figura 5.23 se muestra el mismo resultado a pH 5.5. 
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Figura 5.22 – Perfil RMSF a pH 7.4. En rosado se presenta el RMSF del Modelo 23 y en verde del cristal de ScaDMT. 

 

 
Figura 5.23 – Perfil RMSF a pH 5.5. En rosado se presenta el RMSF del Modelo 23 y en verde del cristal de ScaDMT. 

 
En ambos casos se muestran los residuos de acuerdo al alineamiento entre el cristal 

de la familia Nramp, ScaDMT, y el núcleo de DMT1, por lo que se presentan algunos gaps 
en los gráficos, los cuales se encuentran en el alineamiento utilizado para generar los 
modelos. Así, se puede tener una idea de cómo afectaron estos gaps en el modelo obtenido. 

 
A partir de los resultados presentados en las Figuras 5.22 y 5.23, se observa que las 

diferencias obtenidas entre el modelo y el cristal son pocas en ambos casos. La mayor 
diferencia se presenta entre los residuos 350 y 400, donde se encuentran gaps en el 
alineamiento entre DMT1 y el cristal de ScaDMT. Por otro lado, otros sectores interesantes 
a estudiar se encuentran alrededor de los residuos 210, 320, 460 y 520. 

 
En la Figura 5.24 se destacan estos sectores con mayor movilidad dentro de la 

estructura del Modelo 23, para así establecer de mejor manera su localización dentro de 
la estructura de la proteína. 
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Figura 5.24 – Sectores con mayor RMSF. 

  
La Figura 5.24 permite establecer que los sectores que presentan mayor movilidad 

dentro de la estructura se encuentran formando parte de loops que unen sectores 
transmembrana, la mayoría de ellos ubicados en el extremo extracelular. Los loops 
identificados corresponden a aquellos entre los dominios TM3 y TM4, TM6 y TM7, TM7 
y TM8 (el más extenso de todos), TM9 y TM10, y TM11 y TM12. 
 

Por otra parte, se observan diferencias en algunos sectores dependiendo del pH al 
que se encuentran expuestos. El sector alrededor del residuo 210 (entre dominios TM3 y 
TM4) posee un mayor RMSF a pH 7.4 tanto para el modelo como para el cristal. En el 
sector cercano al residuo 320 (entre dominios TM6 y TM7) se aprecia un mayor RMSF en 
el modelo a pH 7.4 y un mayor RMSF en el cristal a pH 5.5. Finalmente, el RMSF al final 
de la estructura (entre dominios TM11 y TM12) es mayor a pH 5.5 para el modelo. 
 

5.3.2.2. Análisis de Puentes Disulfuro 

Luego, para analizar la posibilidad de formación de puentes disulfuro en el modelo 
de la proteína, se seleccionaron todas las cisteínas de la estructura inicial y visualmente se 
determinaron aquellos pares que podrían formar un puente. 

 
A partir del análisis visual, se estableció que las cisteínas en las posiciones 175 y 178 

se encontraban bastante cerca y además forman parte de uno de los loop más extensos de 
la proteína (ubicado entre los sectores TM5 y TM6), lo que les confiere cierta flexibilidad 
para poder formar el enlace, como se puede observar en la Figura 5.25. 

 
Luego, se siguió la trayectoria de estas cisteínas durante toda la dinámica para 

establecer si los átomos de azufre de éstas se posicionaban frente a frente en algún 
momento, lo que implicaría la posibilidad de formación del enlace. Sin embargo, los 
azufres en ningún momento se encontraron uno frente al otro, al contrario, apuntaban en 
sentidos opuestos, lo que no permite proponer con certeza un enlace disulfuro en este 
sector, dado lo observado en la simulación. A pesar de lo anterior, no puede descartarse la 
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posibilidad de formación del enlace, debido a la flexibilidad de las estructuras asociadas a 
las cisteínas. 
 

 
Figura 5.25 – Análisis cisteínas. Estructura tridimensional del Modelo 23 con todas sus cisteínas identificadas. 

Adicionalmente, se señalan las Cys175 y Cys178 como candidatas a formar un puente disulfuro. 

 

5.3.2.3. Análisis de Modos Normales 

A continuación, se analizaron los principales modos normales de la proteína de 
interés, ya que éstos permiten identificar los distintos movimientos que presenta la 
estructura, los cuales pueden tener relación con la funcionalidad de la proteína. Para esto, 
se obtuvieron los 10 principales modos normales del Modelo 23 de la proteína DMT1 
humana utilizando Gromacs y se observó el movimiento de cada uno de ellos mediante la 
extensión de ProDy, Normal Mode Wizzard, en VMD. Sin embargo, tan solo se analizaron 
los primeros 2 modos, debido a que los siguientes no presentaban grandes diferencias con 
los 2 primeros. 

 
En las Figuras 5.26, 5.27 y 5.28 se muestran la vista lateral, superior e inferior, 

respectivamente, del primer modo normal de la proteína. 
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Figura 5.26 – Modo Normal 1 vista lateral. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). 

 

 
Figura 5.27 – Modo Normal 1 vista superior. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). Adicionalmente, se marca en rojo el dominio TM4, el cual presenta un movimiento interesante. 

 

 
Figura 5.28 – Modo Normal 1 vista inferior. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). Adicionalmente, se marca en rojo el dominio TM4, el cual presenta un movimiento interesante. 
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Adicionalmente, en la Figura 5.29 se presenta el modo normal 1 con vistas superior 
e inferior, presentando la superficie de la proteína, para así tener una visión del 
movimiento global de la estructura. Además, se colorearon los residuos de la parte 
superior en naranjo y los de la parte inferior en amarillo, para así distinguir sus 
movimientos. 
 
 

 
 
 

 
 

Figura 5.29 – Superficie Modo Normal 1. Vistas superior e inferior del modo normal 1 presentando la superficie de 
la proteína. En naranjo se destacan los residuos de la parte superior de la proteína (apuntando hacia el medio 

extracelular) y en amarillos los presentes en la parte inferior (apuntando hacia el citoplasma). 

 
Por otra parte, en las Figuras 5.30, 5.31 y 5.32 se presentan las vistas lateral, 

superior e inferior, respectivamente, del segundo modo normal identificado en la 
proteína. 
 

Vista 
Superior 

Vista 
Inferior 
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Figura 5.30 – Modo Normal 2 vista lateral. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). Adicionalmente, se marca en rojo y en morado el dominio TM4 y TM9, los cuales presentan un 

movimiento interesante. 

 

 
Figura 5.31 – Modo Normal 2 vista superior. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). Adicionalmente, se marca en rojo y en morado el dominio TM4 y TM9, los cuales presentan un 

movimiento interesante. 

 

 
Figura 5.32 – Modo Normal 2 vista inferior. Se destaca el movimiento presentado por el loop ubicado entre los 

dominios TM2 y TM3 (verde), el loop entre los dominios TM5 y TM6 (amarillo) y el loop entre los dominios TM7 y 
TM8 (naranjo). Adicionalmente, se marca en rojo y en morado el dominio TM4 y TM9, los cuales presentan un 

movimiento interesante. 

  
Además, en la Figura 5.33 se presenta el segundo modo normal con vistas superior 

y lateral, presentando la superficie de la proteína, para así tener una visión del movimiento 
global de la estructura. Además, se colorearon los residuos de la parte superior en naranjo 
y los de la parte inferior en amarillo, para así distinguir sus movimientos. 
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Figura 5.33 – Superficie Modo Normal 2. Vistas superior y lateral del modo normal 2 presentando la superficie de la 

proteína. En naranjo se destacan los residuos de la parte superior de la proteína (apuntando hacia el medio 
extracelular) y en amarillos los presentes en la parte inferior (apuntando hacia el citoplasma). 

 
A partir de los resultados anteriores, se puede establecer que los principales 

movimientos de la estructura se presentan en los loop más extensos de la proteína, como 
se puede ver en las Figuras 5.26 y 5.30, y que el movimiento de éstos provoca pequeñas 
variaciones en el posicionamiento de las hélices transmembrana, abriendo y cerrando 
levemente la estructura de la proteína en algunos sectores de la estructura, como se 
aprecia en las Figuras 5.29 y 5.33, donde se presenta la proteína con representación de su 
superficie. 

 
Por otro lado, el primer modo normal presenta un movimiento de cierre en la parte 

superior de la proteína, mientras que en la parte inferior presenta una apertura de la 
estructura, y viceversa, lo cual se puede ver claramente en la Figura 5.27. En cambio, en el 
segundo modo normal se observa un ensanche y posterior angostamiento global de la 
estructura, como se puede ver en la Figura 5.33. 
 

5.3.2.4. Análisis del pH y Potencial Electrostático 

Posteriormente, para analizar la influencia del pH en las zonas expuestas al lumen 
del intestino y al citoplasma de los enterocitos, se calculó el potencial electrostático en la 
superficie del Modelo 23 en frames diferentes para ambos pH. En la Figura 5.34 se 
presenta el resultado obtenido para la parte superior de la proteína en el primer y último 

Vista 
Superior 

Vista 
Lateral 
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frame de producción de la dinámica, expuesta al lumen del intestino, y en la Figura 5.35 
para la parte inferior de la proteína, expuesta al citoplasma de los enterocitos. 
 

 

 
Figura 5.34 – Potencial electrostático superior. Potencial electrostático de los residuos expuestos al lumen del 

intestino. A la izquierda los resultados a pH 7.4 y a la derecha a pH 5.5. En la parte superior se muestra el potencial 
del primer frame de la dinámica y abajo el potencial del último frame. 

 
En la Figura 5.34 se observa que el sector expuesto al lumen del intestino al 

comienzo de la dinámica posee un potencial bastante negativo, principalmente en el 
centro de la estructura, con algunos pequeños sectores positivos. Luego, al final de la 
simulación, la mayor parte de las cargas positivas se han redistribuido, presentando un 
potencial negativo, pero con menor intensidad que el presentado al inicio de la dinámica. 

pH 7.4 pH 5.5 

Primer 
Frame 

Último 
Frame 
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Figura 5.35 – Potencial electrostático inferior. Potencial electrostático de los residuos expuestos al citoplasma de los 

enterocitos. A la izquierda los resultados a pH 7.4 y a la derecha a pH 5.5. En la parte superior se muestra el 
potencial del primer frame de la dinámica y abajo el potencial del último frame. 

 
Por otro lado, en la Figura 5.35 se observa que el sector que apunta hacia el interior 

de los enterocitos, en el primer frame se observa un potencial principalmente positivo con 
algunos pequeños sectores cargados negativamente, mientras que en el último frame se 
aprecia un potencial principalmente positivo y con mayor intensidad que aquel expuesto 
al comienzo de la simulación. 

pH 7.4 pH 5.5 
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5.3.2.5. Análisis del Ion de Hierro y Residuos Colindantes 

Luego, para determinar aquellos residuos que podrían interactuar con el ion de 
hierro en el sector donde fue insertado, en VMD se seleccionaron aquellos residuos que se 
encontraban a lo más a 5 Angstrom de distancia del ion, a lo largo de la dinámica. Sin 
embargo, al hacer zoom en este sector, se observó que el átomo de hierro se encontraba 
unido a un residuo de la proteína, lo cual no correspondía a la posición inicial establecida 
antes de la simulación, y evidentemente no representa la realidad, por lo que no se pudo 
llevar a cabo el análisis deseado. 

 
Este problema se debió a que el ion de hierro no-hémico no se encontraba dentro 

del campo de fuerzas utilizado para llevar a cabo la dinámica, por lo que se ingresó 
manualmente sus parámetros. Sin embargo, ya que el hierro no se encontraba unido a la 
estructura proteica, se debía especificar en el campo de fuerzas las interacciones que 
mantenían a este ion de hierro dentro de la estructura. Dado que estos datos no fueron 
especificados en el campo de fuerzas, el programa automáticamente une el ion libre con 
el residuo más cercano a éste con el cual presente atracción. 

 
Es importante señalar que este problema también lo presentó el ion de manganeso 

dentro de la estructura del cristal, dado que al igual que el hierro, el manganeso divalente 
no se encontraba parametrizado en el campo de fuerzas, por lo que también fue ingresado 
manualmente sin especificar las interacciones con los residuos. De esta manera, tampoco 
se pudo realizar comparaciones respecto al movimiento que presentaron los iones de 
hierro y manganeso, ya que no se encuentran bien localizados en el sistema. 

 
Ahora, puesto que el objetivo principal de este análisis era establecer posibles 

residuos interactuantes con hierro a lo largo de la dinámica, el fijar las interacciones de 
éste con ciertos residuos limita este estudio, ya que las interacciones restringirían el 
movimiento del ion. Por esta razón, se decidió hacer el análisis sólo para la estructura 
original. 

 
Dado lo anterior, se realizó el análisis de los residuos colindantes con el ion de 

hierro utilizando la estructura inicial, antes de comenzar la dinámica, donde no se 
presenta el problema detectado. Así, en la Figura 5.36 se presentan los residuos que se 
encuentran dentro de un radio de 5 Angstrom del ion de hierro insertado en la estructura. 
Aquí se puede ver que las hélices que se encuentran más cercanas al ion son las de los 
dominios TM1 y TM6, como era de esperarse, debido a que es en esta posición donde se 
encontraba posicionado el ion de manganeso en la estructura tridimensional de ScaDMT. 

 
En la Figura 5.36 se observa que a partir de la selección de aquellos residuos que se 

encuentran dentro de un radio de 5 Angstrom del ion de hierro, se tienen 8 candidatos 
para interactuar con éste: Ile111, Ala112, Asp115, Asn118, Ala291, Val292, Met294 y 
Asn297, los cuales se encuentran ubicados en los dominios TM1 y TM6, alrededor del área 
donde se encuentra el loop en el centro de las hélices. 

 
Además, es importante señalar que los 4 residuos presentados en la Figura 4.1 se 

encuentran entre los 8 residuos identificados en la Figura 5.36, los cuales son: Asp115, 
Asn118, Ala291 y Met294. Esto quiere decir que los residuos que se encuentran 
interactuando con manganeso en la estructura cristalina se mantienen totalmente 
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invariantes en la estructura de DMT1. Dado esto, se podría establecer que estos 4 residuos 
son los principales candidatos a interactuar con el ion de hierro, dado que se observó su 
interacción en el cristal de ScaDMT con un ion de manganeso. 
 

 
Figura 5.36 – Residuos cercanos a hierro. 

 

5.3.2.6. Análisis del Movimiento de Agua 

Finalmente, para llevar a cabo el análisis de un posible rol del agua en el transporte 
de hierro, se observó el movimiento de ésta a lo largo de la dinámica, en un radio de 5 
Angstrom del ion de hierro. 

 
En la Figura 5.37 se presenta el resultado obtenido para 3 frames de la dinámica, al 

inicio, al medio y al final de la simulación, para observar la evolución del movimiento de 
agua alrededor del ion de hierro a lo largo de la dinámica. Adicionalmente, en el Anexo 5 
se muestran más frames del seguimiento de las moléculas de agua en la simulación. 

 
Aquí se observa que la proteína comienza sin moléculas de agua alrededor del ion 

de hierro, pero a medida que avanza la simulación distintas moléculas de agua van 
ingresando a este sector de la proteína, donde las moléculas más cercanas a hierro se 
encuentran apuntando sus átomos de oxígeno hacia el ion cargado positivamente. Por otro 
lado, se observa interacción entre las aguas mediante puentes de hidrógeno. 
 
 La cantidad de moléculas de agua interaccionando con hierro a lo largo de la 
simulación va variando, y se observa que algunas de ellas se mantienen en posiciones 
similares, lo cual se puede ver en las imágenes del Anexo 5, en donde se presenta el mismo 
resultado pero para una mayor cantidad de frames. 
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Figura 5.37 – Análisis movimiento de agua. 

 
 Finalmente, se seleccionaron algunas moléculas de agua que ingresaban al interior 
de la proteína durante la dinámica y se siguió su trayectoria a lo largo de ésta para así 
detectar la cavidad por la cual ingresan a la estructura. En la Figura 5.38 se muestran 
algunos frames a lo largo de la simulación, en los cuales se puede ver por donde ingresan 
estas moléculas de agua a la proteína. 
 

A partir del resultado expuesto en la Figura 5.38 se puede ver claramente que las 
moléculas de agua ingresan principalmente por el inferior de la proteína, en el sector 
donde se encuentran las hélices TM1 y TM6, marcadas en naranjo y amarillo, 
respectivamente, en la figura. 
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Figura 5.38 – Trayectoria moléculas de agua. 
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6. Discusión 

6.1. Análisis Preliminar 

6.1.1. Análisis de Secuencias en la Familia Nramp 

A partir de los alineamientos múltiples presentados en el Anexo 1, se puede ver que 
el nivel de conservación y calidad del alineamiento es bastante mayor para las proteínas 
provenientes de mamífero que para el alineamiento de eucariontes, lo cual se ve reflejado 
en los resultados expuestos en la Tabla 5.1. El porcentaje de identidades en el alineamiento 
entre mamíferos es cercano al 45%, mientras que en el alineamiento de eucariontes no 
supera el 5%. 

 
En primer lugar, podría pensarse que esto se debe a la reducción en el número de 

proteínas alineadas, lo cual disminuye la cantidad de diferencias en cada columna del 
alineamiento. Si bien esto es cierto, también se observa que disminuye considerablemente 
la cantidad de gaps dentro del alineamiento, reduciendo su extensión desde 750 a 574 (Ver 
Tabla 5.1), y además la distribución de las columnas de conservación y calidad se 
mantienen más estables a lo largo de éste, teniendo un puntaje promedio de 7.99 v/s 2.94 
de un máximo de 11, lo cual no se justifica sólo con la disminución en la cantidad de 
secuencias alineadas. 

 
 Dado lo anterior, se cree que la principal razón de la mejora en la conservación y 
calidad del alineamiento es la localización de la proteína, ya que ésta difiere bastante entre 
plantas, hongos y mamíferos, debido a que pertenecen a distintos reinos de la naturaleza. 
De este modo, la proteína se encuentra presente en diferentes localizaciones dependiendo 
del tipo de organismo. En particular, DMT1 se localiza principalmente en el intestino 
delgado en mamíferos y en menor medida en otros órganos, lo cual podría justificar la 
considerable mejora en el alineamiento. 
 
 Por otra parte, en la Tabla 5.2 se observa que el nivel de conservación de 4 de los 5 
aminoácidos que presentan mutaciones conocidas en DMT1 es bastante alto, 3 de los 
cuales se encuentran totalmente invariantes en el alineamiento de proteínas proveniente 
de mamíferos (Gly185, Glu399 y Arg416).  En cambio, el residuo Val114, se presenta en 
sólo 3 de las 13 secuencias alineadas, sin embargo, el resto de las secuencias poseen un 
residuo de leucina en esta posición, la cual posee propiedades fisicoquímicas similares a 
valina, proporcionando así un alto puntaje de conservación en esta posición. Además, es 
importante señalar que aquellas secuencias que no presentan un residuo de valina en la 
posición de referencia 114, poseen una valina en el residuo inmediatamente anterior, 
obteniendo un alto puntaje de conservación en esta posición (113) (Ver alineamiento 
múltiple en Anexo 1.2). 
 
 A partir de lo anterior, se podría establecer que los aminoácidos reportados con 
mutaciones en DMT1 presentan una alta conservación en mamíferos, debido a su 
importancia en la función transportadora de la proteína, puesto que una mutación puntual 
en estos residuos provoca inmediatamente la pérdida de la funcionalidad de DMT1, 
causando distintas variedades de anemia. No obstante, es necesario un análisis con un 
mayor número de secuencias para confirmar esta suposición. 
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 Finalmente, tal como se expone en bibliografía, el nivel de conservación dentro del 
núcleo estructural de las proteínas de la familia Nramp es mayor que en sus extremos 
amino y carboxilo terminales, donde se presenta bastante variabilidad de una proteína a 
otra, como se puede apreciar en ambos alineamientos múltiples expuestos en el Anexo 1. 
 

6.1.2. Predicción de Dominios Transmembrana 

La predicción de dominios transmembrana para la isoforma 1A/IRE(+) de la 
proteína DMT1 humana, presentada en la Figura 5.3, establece la presencia de 12 
dominios transmembrana, 6 loops extracelulares, 5 loops intracelulares y los extremos 
amino y carboxilo terminales al interior del citoplasma de los enterocitos. Este resultado 
concuerda en su totalidad con lo expuesto en bibliografía. 
 
 Luego, al analizar la posición de los residuos que han sido reportados con 
mutaciones causantes de enfermedades relacionadas con la absorción de hierro, se 
observa que estos se encuentran en su mayoría posicionados en sectores al interior de la 
membrana, a diferencia de la mutación en el exón 12, la cual se presenta en la secuencia 
motivo (Ver Figura 5.3). Adicionalmente, las posiciones determinadas por el predictor de 
estos aminoácidos coinciden con lo expuesto en bibliografía. 
 
 Por otro lado, al observar en el Anexo 2 el tipo de aminoácidos presentes en los 
sectores transmembrana, se puede ver que la mayoría de ellos son apolares y se presentan 
10 aminoácidos cargados, 3 positivos y 7 negativos. El carácter apolar de los residuos 
ubicados dentro de la membrana es de esperarse, ya que se trata de una región altamente 
hidrofóbica. Sin embargo, la presencia de residuos cargados no es común en esta región, 
y por tanto representan un punto interesante a estudiar en el futuro, ya que se sabe de 
proteínas de membrana que poseen aminoácidos cargados en membrana que juegan roles 
importantes en su funcionamiento [137–142]. 
 

6.2. Modelamiento Comparativo 

6.2.1. Análisis y Selección de Moldes 

Para obtener un modelo tridimensional de la isoforma 1A/IRE(+) de la proteína 
DMT1 humana, se utilizó la técnica de modelamiento comparativo, teniendo como molde 
principal a la proteína cristalizada ScaDMT, perteneciente a la familia Nramp. Como se 
aprecia en la Figura 5.4, la identidad entre este cristal y la proteína de interés es de un 
38% y se obtuvo un 59% de positivos (aminoácidos que comparten propiedades 
fisicoquímicas similares) en su alineamiento, lo cual representa una buena base para 
llevar a cabo un modelamiento comparativo. 

 
Por otro lado, los porcentajes de identidad entre DMT1 y los otros 2 moldes 

adicionales son un poco menores al obtenido con el molde principal, ScaDMT, sin 
embargo, dado que se trata de sectores pequeños localizados a los extremos del núcleo de 
la proteína, y que no existe evidencia bibliográfica que les confiera gran importancia a 
estos sectores para el funcionamiento de la proteína, no resulta significativo seleccionar 
moldes con un alto porcentaje de identidad en estas zonas. 
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Lo anterior resulta evidente para el dominio TM12, ya que la evidencia no establece 
una importancia de este sector para el transporte de la proteína, incluso no existiendo este 
dominio en proteínas de la misma familia que cumplen funciones similares e incluso 
iguales, como es el caso de ScaDMT. Sin embargo, se sabe que el dominio TM1 participa 
en la interacción con el ion, pero también se tiene conocimiento que el sector de este 
dominio que interactúa con el ion se encuentra presente en la estructura cristalizada de 
ScaDMT, y que la ausencia del trozo faltante de esta zona no afecta la funcionalidad de la 
proteína. 
 

6.2.2. Modelos 3D 

Los modelos tridimensionales de la proteína fueron obtenidos mediante 
modelamiento comparativo utilizando el software Modeller. Para esto se utilizó un 
alineamiento manual entre los 3 moldes seleccionados, expuesto en la Figura 5.8, de modo 
de ajustar cada plantilla en el sector de la proteína objetivo correspondiente y 
superponerlas de manera tal que la estructura completa sea continua, sin saltos y sin 
hélices fuera del núcleo de la estructura. 

 
En la Tabla 5.3 se puede ver que la cobertura de las plantillas para su sector 

correspondiente es completa para el caso de los moldes de los extremos TM1 y TM12 y con 
la presencia de sólo 16 gaps en el alineamiento con el cristal de ScaDMT, presentes en su 
mayoría entre los residuos 360 y 380 de la secuencia completa de DMT1, como se aprecia 
en la Figura 5.4. 

 

6.2.3. Análisis de los Mejores Modelos 

A continuación, se seleccionaron los 10 mejores modelos según su puntaje DOPE, 
los cuales se presentan en la Tabla 5.4, dado que esta puntuación se basa en un potencial 
estadístico, el cual representa la energía libre de la estructura, de modo que mientras 
menor sea su puntaje DOPE, mejor es el modelo. 

 
En la Tabla 5.4 se puede notar que las diferencias en el puntaje DOPE de los 10 

mejores modelos no presentan grandes diferencias, sin embargo, a partir de los gráficos 
de Ramachandran expuestos en la Figura 5.7 y Anexo 3, se observan diferencias 
considerables en la calidad estructural de estos 10 modelos, lo cual se ve reflejado en la 
Tabla 5.5. 

 
Al analizar los gráficos de Ramachandran, el punto más importante a considerar 

para la selección del mejor modelo es la cantidad de aminoácidos ubicados en zonas no 
favorables, dado que los átomos de éstos se encuentran formando ángulos no favorables, 
tensionando así la estructura de la proteína en la zona en la que se encuentran. Por lo 
tanto, es deseable no tener aminoácidos formando este tipo de ángulos, o bien tener la 
menor cantidad posible, en comparación al cristal que se tiene como referencia, que en 
este caso no posee ningún residuo fuera de las regiones permitidas. 

 
Teniendo en consideración lo anterior, el Modelo 23 obtenido por modelamiento 

comparativo representa el mejor modelo entre los 10 seleccionados por su DOPE score, 
dado que presenta sólo 2 residuos en la región no favorable del gráfico de Ramachandran, 
mientras el resto de los modelos contienen 6 o más aminoácidos dentro de esta región 



  

58 
 

(Ver Tabla 5.5). Por esta razón, los siguientes análisis sólo fueron realizados para este 
modelo en particular, descartando los otros modelos, debido a sus problemas 
estructurales. 

 
Luego, al observar los gráficos de Ramachandran del Modelo 23 y del cristal de 

ScaDMT, en la Figura 5.9, se detecta que los 2 aminoácidos del Modelo 23 que se 
encuentran en regiones desfavorables son Ala13 y Pro395, los cuales en la estructura 
completa corresponderían a los residuos 112 y 494, respectivamente. En la estructura 
tridimensional del modelo, la alanina se encuentra ubicada cercana a la mitad del sector 
TM1, mientras el residuo de prolina está ubicado al comienzo del loop intracelular entre 
el dominio TM1o y TM11, como se observa en la Figura 5.10. 

 
La prolina se encuentra bastante cerca de su región permitida, presentando una 

leve tensión probablemente debida a su posicionamiento al comienzo del loop entre los 
dominios TM10 y TM11. Por otro lado, el residuo de alanina está bastante alejado de su 
sector permitido, lo cual podría deberse a la presencia de un pequeño loop en el centro del 
dominio TM1, heredado del cristal de ScaDMT, el cual puede estar tensionando los 
residuos en los extremos de las hélices que une. Además, el sector TM1 representa el final 
de la estructura modelada, lo que le confiere mayores grados de libertad a este sector, 
pudiendo afectar también al tensionamiento de este residuo. 

 
Adicionalmente, la prolina que se encuentra fuera de su zona favorable alinea con 

una lisina en el cristal de ScaDMT, lo cual también pudo haber afectado a su 
posicionamiento, ya que se trata de aminoácidos con características fisicoquímicas 
diferentes. En cambio, la alanina alinea con un residuo de glicina en la estructura 
cristalizada de ScaDMT, que al igual que alanina es un aminoácido de tamaño pequeño y 
de carácter apolar, por lo que se puede inferir que la principal razón de su tensión se debe 
a su ubicación dentro de la estructura de la proteína. 

 
Luego, en el análisis del z-score obtenido en el servidor ProSA, presentado en la 

Figura 5.11, se observa que el resultado obtenido para el cristal de la familia Nramp, 
ScaDMT, difiere bastante al obtenido por el Modelo 23. A pesar de esto, se aprecia que el 
puntaje obtenido por el modelo se encuentra dentro del rango de resultados obtenidos por 
proteínas cristalizadas, aunque cercano al borde de los puntajes obtenidos por proteínas 
cristalizadas. Esto representa un buen resultado para el modelo obtenido por 
modelamiento comparativo, ya que presenta un z-score comparable con aquellos 
obtenidos por proteínas cristalizadas de tamaño similar. 

 
Por otro lado, a partir del análisis energético obtenido en el servidor ProSA, 

expuesto en la Figura 5.12, se puede ver que gran parte de los residuos del modelo 
presentan energía positiva, que por lo general resultan ser problemáticos en la estructura. 
Sin embargo, se trata de residuos levemente positivos y comparables con las energías 
obtenidas positivas presentes en el cristal, por lo tanto originadas por el molde. 

 
Adicionalmente, se puede ver que las curvas de energía obtenidas por el Modelo 23 

y ScaDMT siguen una tendencia similar a lo largo de su secuencia, pero el resultado para 
el modelo se encuentra levemente desplazado hacia arriba del punto cero. Este resultado 
era esperable, debido a que este cristal fue utilizado como principal molde de la proteína, 
cubriendo más del 90% del alineamiento. 
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Los sectores que presentan mayores energías dentro del modelo son los dominios 
TM4, TM7 y TM8, y el loop entre los dominios TM7 y TM8 (Ver Figura 6.1), siendo este 
último el con mayor energía. De este modo, la zona comprendida entre el dominio TM7 y 
el TM8 es el sector con mayor energía dentro de la estructura, como se aprecia en la Figura 
6.1, lo que puede deberse a que el loop comprendido entre estos sectores es el más extenso 
dentro de la estructura, lo cual le confiere mayor movilidad a esta zona, aumentando así 
la energía del sector. Por otra parte, el dominio TM4 presenta energías positivas, pero es 
comparable con la energía que presenta el cristal de la familia, por lo que se trata de un 
comportamiento heredado de la plantilla. 
 

 
 

Figura 6.1 – Sectores con mayor energía por residuo. 

 
Por otra parte, en la Figura 5.13 se observa que tanto los residuos que presentan 

mutaciones conocidas como las histidinas conservadas se encuentran en posiciones 
bastante similares dentro de la estructura, a pesar de la diferencia en la numeración. Sin 
embargo, existe una diferencia en el residuo Val143, proveniente de la mutación delVal114, 
donde se observa la presencia de una alanina en vez de una valina en el cristal de ScaDMT. 

 
La diferencia en el residuo de Val143 no representa una diferencia significativa, 

dado que tanto la valina como la alanina son residuos de tamaño pequeño de carácter 
apolar, por lo cual sus características fisicoquímicas son comparables. 

 
Finalmente, en la Figura 5.14 se puede ver que la estructura tridimensional del 

modelo obtenido para DMT1 es bastante similar estructuralmente al cristal ScaDMT, 
presentando un RMSD de 0.372 entre ambas estructuras, lo cual era de esperarse, debido 
a que este cristal aportó más de un 90% para el modelamiento comparativo. De este modo, 
la estructura del Modelo 23 presenta las mismas características importantes detectadas 
en el cristal, esto es, las primeras 5 alfa-hélices están estructuralmente relacionadas con 
las siguientes 5 hélices y tanto la primera como la sexta hélice transmembrana se 
desenrollan en el centro de ésta, como se pudo ver en la Figura 3.7. Además, se conservan 
las largas hélices de los dominios TM2, TM3, TM7 y TM8, coloreados en naranjo, amarillo, 

TM4 TM7 y TM8 TM4 
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morado y rosado, respectivamente, y también se mantiene la formación de un codo entre 
los dominios TM4 y TM5, coloreados en verde claro y calipso, respectivamente. 
 

6.3. Dinámica Molecular 

6.3.1. Análisis Preliminares 

Antes de llevar a cabo cualquier análisis detallado, se desarrollaron una serie de 
análisis preliminares que permiten establecer que las dinámicas se llevaron a cabo 
exitosamente, y adicionalmente determinar el momento en que el sistema se encuentra en 
estado estacionario y a partir del cual se pueden tomar mediciones. 

 
A partir del perfil RMSD obtenido por la proteína y el modelo tanto a pH 7.4 como 

a pH 5.5, presentados en las Figuras 5.15 y 5.16, respectivamente, se puede ver que los 
sistemas alcanzaron el estado estacionario entre el segundo y tercer nanosegundo de la 
simulación, por tanto, se concluye que el período de producción de la dinámica parte en 
el tercer nanosegundo, obteniéndose así 17 ns en esta etapa. 

 
Además, se observa que a ambos pH el cristal presentó una menor desviación en el 

tiempo que el Modelo 23, lo cual era de esperarse, dado que se trata de una estructura 
cristalizada. En cambio, el modelo fue obtenido por modelamiento comparativo, y por 
tanto su estructura puede ser optimizada para alcanzar valores cercanos a cualquier 
cristal. 

 
Por otro lado, se pudo observar que la diferencia en el RMSD entre el cristal y el 

modelo fue mayor a pH 7.4 que a pH 5.5. A este último pH se observa un constante 
aumento en el RMSD tanto del modelo como del cristal, a pesar de haber alcanzado un 
cierto equilibrio. Esto puede deberse a que el pH 7.4 se acerca mucho más a la realidad a 
la cual se encuentran expuestos la mayor parte de los residuos de la proteína, ya que sólo 
los aminoácidos presentes en el sector extracelular se encuentran a pH 5.5, y un pH 7.4 es 
más adecuado para los residuos presentes en membrana, debido a la hidrofobicidad de 
este sector. A pH fisiológico la protonación de la mayoría de los aminoácidos es neutra, lo 
que es deseable para residuos dentro de la membrana celular. 

 
Adicionalmente, junto con los resultados expuestos en el Anexo 4, se puede decir 

que las 4 dinámicas se llevaron a cabo de manera exitosa, manteniendo estables las 
condiciones básicas de energía, temperatura, presión y volumen, como es de esperarse 
para un sistema que alcanza el estado estacionario. Además, es importante destacar que 
tanto las mediciones de temperatura como presión presentan bastantes oscilaciones a lo 
largo del tiempo, lo cual suele ocurrir en las dinámicas. Sin embargo, sus valores promedio 
convergen a los valores establecidos para la dinámica, esto es, 310 K de temperatura y 1 
bar de presión. 
 
 Luego, al comparar el gráfico de Ramachandran del modelo antes y después de la 
dinámica, presentados en las Figuras 5.17 y 5.9, respectivamente, se puede ver que 
aumentó la cantidad de residuos dentro de zonas no permitidas. Sin embargo, los residuos 
que se encuentran dentro de estas zonas (Pro6, Ser176, Lys255, Gly273 y Cys295) están 
bastante cerca de su zona permitida, a diferencia de Ala13 en la estructura del modelo 
previo a la simulación, la cual se encontraba muy alejada de su región permitida. 
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 Dado lo anterior, se observa una mejora respecto al aminoácido que se encontraba 
bastante tensionado en la estructura previa a la dinámica. Sin embargo, aumentó el 
número de residuos que se encuentran en sectores no favorables para su estructura, pero 
dada la cercanía de éstos a su región permitida, se podría decir que existe una mejora 
estructural en el modelo. Dado lo anterior, se propone realizar una dinámica más extensa 
para observar si la calidad estructural del modelo puede ser optimizada al aumentar el 
tiempo de la simulación, permitiendo que los residuos levemente tensionados se 
acomoden mejor en la estructura. 
 
 Por otra parte, el z-score obtenido para el Modelo 23 una vez terminada la dinámica 
fue de -5.21 (Ver Figura 5.18), menor al valor obtenido antes de la simulación, el cual fue 
de -4.3 (Ver Figura 5.11). Esto representa una mejora del modelo respecto a la estructura 
inicial, la cual se encontraba más alejada de la densidad de puntos de los z-score obtenidos 
por estructuras cristalizadas. 
 
 A continuación, a partir de la Figura 6.2 se puede decir que la estructura del modelo 
mejoró energéticamente después de la dinámica, pues presenta menos residuos con 
energías positivas (Ver Figura 5.19) y su perfil energético se asemeja más al obtenido por 
el cristal de ScaDMT (Ver Figura 5.12). Sin embargo, el sector comprendido entre los 
dominios TM7 y TM8 aún posee energías positivas, lo que no se aprecia en el cristal de 
ScaDMT, por tanto, este sector requiere un mayor estudio y tal vez la realización de una 
dinámica más prolongada podría ayudar a disminuir la energía de esta zona. 
 

 
Figura 6.2 – Perfil energético por residuo antes y después de la dinámica. 

 
 Finalmente, en la Figura 5.20 se observa que la estructura de la proteína se 
mantuvo a nivel global, pero se observan algunas variaciones en las posiciones de los 
sectores TM9, TM10 y TM11, representados en gris claro, verde oscuro y celeste, 
respectivamente. Adicionalmente, se aprecia un desplazamiento de los coils que unen las 
hélices, dando por resultado una estructura menos compacta, obteniéndose un RMSD de 
2.34, lo cual se aprecia en la Figura 5.20. Por otro lado, a partir de la Figura 5.21 se puede 
concluir que el sistema proteína-membrana se mantuvo estable a lo largo de la simulación, 
presentando una conformación bastante compacta antes de la dinámica y una más 

TM4 TM4 TM7 y TM8 TM7 y TM8 
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relajada al final de ésta, lo cual se asemeja más a la realidad. Esto se debe a que la 
estructura inicial del sistema es generada arbitrariamente y posteriormente los 
movimientos moleculares e interacciones entre las moléculas permiten que éstas se 
acomoden de mejor manera en la estructura. El RMSD promedio de los lípidos de la 
membrana fue de 26.65 Angstrom, el cual es un valor bastante alto, pero tiene sentido al 
tratarse de una estructura bastante extensa y con altos grados de libertad debido a su 
flexibilidad y elongación. 
 

6.3.2. Análisis en Detalle 

6.3.2.1. Perfil RMSF por Residuo 

En primer lugar, a partir del análisis de RMSF por residuo a ambos pH, presentado 
en las Figuras 5.22 y 5.23, se observa que las diferencias obtenidas entre el modelo y el 
cristal son pocas en ambos casos. La mayor diferencia se presenta alrededor de los 
residuos 350 a 400, donde se encuentran gaps en el alineamiento entre DMT1 y el cristal 
de ScaDMT. Por otro lado, otros sectores interesantes a estudiar se encuentran alrededor 
de los residuos 210, 320, 460 y 520. 
 

Luego, en la Figura 5.24 se observa que los sectores que presentan mayor movilidad 
dentro de la estructura se encuentran formando parte de loops que unen sectores 
transmembrana, la mayoría de ellos ubicados en el extremo extracelular. Los loops 
identificados corresponden a aquellos entre los dominios TM3 y TM4, TM6 y TM7, TM7 
y TM8 (el más extenso de todos), TM9 y TM10, y TM11 y TM12, señalados en la Figura 
6.3. Las grandes variaciones presentes en los loops se deben principalmente a la extensión 
de éstos, lo cual les confiere gran movilidad dentro de la estructura. 
 

 
Figura 6.3 – Sectores con mayor movilidad. 

 
Todos los sectores señalados en la Figura 6.3 presentan altos RMSF tanto en el 

cristal como en el modelo, a excepción del loop ubicado entre los dominios TM7 y TM8, el 
cual presenta un mayor RMSF en el Modelo 23, lo cual se podría deberse principalmente 
a la presencia de gaps en este sector del alineamiento. 
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Por otra parte, se observan diferencias en algunos sectores dependiendo del pH al 
cual se encuentran expuestos. El sector alrededor del residuo 210 (entre dominios TM3 y 
TM4) posee un mayor RMSF a pH 7.4 tanto para el modelo como para el cristal. En el 
sector cercano al residuo 320 (entre dominios TM6 y TM7) se aprecia un mayor RMSF en 
el modelo a pH 7.4 y un mayor RMSF en el cristal a pH 5.5. Finalmente, el RMSF al final 
de la estructura (entre dominios TM11 y TM12) es mayor a pH 5.5 para el modelo. 

 
Las diferencias de RMSF debidas al pH pueden deberse a la variación en la 

protonación de los residuos dependiendo de éste, interactuando de manera diferente con 
el solvente presente en el sistema, ya que poseen distinto número de hidrógenos, 
dependiendo de la protonación de los aminoácidos, lo cual depende del pH al cual se 
encuentran expuestos. Por otro lado, aquellas diferencias observadas entre el cristal y el 
modelo podrían ser causadas por las diferencias entre los residuos que alinearon en este 
sector, lo cual se puede ver claramente en el sector entre los dominios TM6 y TM7. 
 

6.3.2.2. Análisis de Puentes Disulfuro 

El análisis de cisteínas presentado en la Figura 5.25 indica la posible formación de 
un puente disulfuro entre los residuos ubicados en las posiciones 175 y 178, puesto que se 
encuentran bastante cerca y además forman parte de uno de los loop más extensos de la 
proteína (ubicado entre los sectores TM5 y TM6), lo que les confiere cierta flexibilidad 
para poder formar el enlace. 

 
Sin embargo, a pesar de su cercanía, al seguir la trayectoria de estas cisteínas 

durante toda la dinámica, los átomos de azufre de éstas en ningún momento se 
encontraron uno frente al otro, lo que no permite proponer un enlace disulfuro en este 
sector. Esto puede deberse a que las cisteínas se encuentran muy cerca dentro de la 
secuencia, sólo a 3 aminoácidos de distancia, lo que podría provocar que éstas no se 
encuentren en el ángulo adecuado para formar el enlace, pero para poder establecer algo 
como esto, es necesario contar con una dinámica mucho más extensa o bien forzar la 
formación del enlace y observar el comportamiento de los residuos, si se mantiene estable 
el enlace o si se deforma o tensiona con facilidad. 
 

6.3.2.3. Análisis de Modos Normales 

A partir del resultado del análisis de los 2 primeros modos normales de la proteína, 
se puede establecer que los principales movimientos de la estructura se presentan en los 
loops más extensos de la proteína, como se puede ver en las Figuras 5.26 y 5.30, y que el 
movimiento de éstos provoca pequeñas variaciones en el posicionamiento de las hélices 
transmembrana, abriendo y cerrando levemente la estructura de la proteína en algunos 
sectores, como se aprecia en las Figuras 5.29 y 5.33, donde se presenta la proteína con 
representación de su superficie. 

 
En el primer modo normal se observa un amplio movimiento de los loops más 

extensos presentes en la zona superior de la proteína (Ver Figura 5.29). Adicionalmente, 
el modo presenta un movimiento de cierre en la parte superior de la proteína, mientras 
que en la parte inferior presenta una apertura de la estructura, y viceversa, lo cual se puede 
apreciar en la Figura 5.29. Este modo podría representar el movimiento particular de 
entrada y salida del ion transportado, abriéndose en el extremo superior y cerrándose al 
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inferior, para captar el ion, posteriormente abrirse en el extremo inferior y cerrando la 
parte superior, para liberar el hierro al citoplasma. 

 
Por otra parte, en el segundo modo normal se observa un movimiento de 

ensanchamiento y angostamiento de la estructura global de la proteína, como se puede 
ver en la Figura 5.33. Este modo podría representar el movimiento de apertura y cierre del 
canal transportador, para permitir o cerrar el paso al ion de hierro a través de la 
estructura. 
 

De esta manera, estos movimientos detectados podrían representar un movimiento 
importante para el transporte, dado que en conjunto proporcionan un movimiento de 
apertura y cierre de la estructura de la proteína, lo cual es común en proteínas 
transportadoras. Por tanto, este movimiento podría representar el movimiento principal 
de captura y liberación del ion de hierro. Sin embargo, para establecer una conclusión 
como ésta se requeriría un estudio más acabado del movimiento de la proteína, como por 
ejemplo una dinámica suficientemente extensa (rango de los microsegundos), la cual 
permita establecer conclusiones respecto al mecanismo de transporte de la proteína, lo 
cual se encuentra fuera de los alcances de este estudio, pero resulta un punto importante 
a considerar para estudios futuros del funcionamiento de la proteína. 

 
Adicionalmente, en ambos modos se observa que la hélice del dominio 

transmembrana 4 presenta mayor movilidad que las otras hélices de la estructura, como 
se puede apreciar en las Figuras 5.17 y 5.20. Dado el movimiento particular de este 
dominio, se plantea la posibilidad de que esta hélice cumpla un rol importante ya sea en 
la entrada del ion de hierro al interior de la proteína, o bien la posible entrada de agua al 
interior de la estructura, lo cual podría conferirle una importancia funcional importante. 

 
Es importante destacar que se encuentra reportada una mutación en este sector 

transmembrana en los ratones mk y b, provocando una pérdida de funcionalidad de la 
proteína, lo cual afirma la importancia de este dominio en la función de la proteína 
transportadora. Por tanto, es posible que este movimiento de apertura y cierre evidente 
en este sector pudiera conferirle una función importante a este dominio. Sin embargo se 
requieren estudios más detallados para poder concluir al respecto. 

 
La mutación que ocurre en esta zona es la sustitución de una glicina por una 

arginina. La glicina es el aminoácido más pequeño de todos, confiriéndole flexibilidad a 
las estructuras, por otro lado, la arginina es un aminoácido de mayor tamaño, con una 
larga cadena lateral que por lo general ayuda a estabilizar la estructura terciara de las 
proteínas. Por tanto, dado que este residuo se encuentra ubicado en las cercanías del loop 
extracelular que conecta los sectores TM3 y TM4 (Ver Figura 5.13), es probable que la 
sustitución de glicina por arginina rigidice la estructura, limitando el movimiento del loop 
y la flexibilidad de su hélice más cercana, el dominio TM4. 
 

6.3.2.4. Análisis del pH y Potencial Electrostático 

A partir del análisis electrostático de la proteína en sus sectores expuestos al lumen 
del intestino y al citoplasma de los enterocitos, se esperaba encontrar diferencias en la 
distribución de cargas al encontrarse protonados a distinto pH, lo cual permitiría 
establecer la importancia de realizar estudios con el pH correspondiente a cada lado de la 
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proteína. Sin embargo, los resultados expuestos en las Figuras 5.22 y 5.23 se puede ver 
que no se presentan cambios considerables en el potencial electrostático de estos sectores 
al encontrarse protonados a distinto pH. 

 
Este resultado sugiere que la diferencia de pH presente en el sistema de la proteína 

no juega un rol importante para los residuos expuestos a estos pH, ya que no se aprecian 
cambios que podrían interferir en la interacción de estos residuos con alguna molécula. 
Sin embargo, sí se observa un cambio importante en el potencial al inicio y al final de la 
dinámica, presentando una redistribución de las cargas. 

 
En el caso del sector expuesto al lumen del intestino, al comienzo de la dinámica se 

observa un potencial bastante negativo principalmente en el centro de la estructura, con 
algunos pequeños sectores positivos. Luego, al final de la simulación, la mayor parte de 
las cargas positivas se han redistribuido, presentando un potencial negativo, pero con 
menor intensidad que el presentado al inicio de la dinámica (Ver Figura 5.22). 

 
Por otro lado, en el sector que apunta hacia el interior de los enterocitos, en el 

primer frame se observa un potencial principalmente positivo con algunos pequeños 
sectores cargados negativamente, mientras que en el último frame se aprecia un potencial 
principalmente positivo y con mayor intensidad que aquel expuesto al comienzo de la 
simulación (Ver Figura 5.23). 

 
Esta variación en el potencial de las regiones superior e inferior de la proteína 

podría deberse al mecanismo de interacción de la proteína con el ion de hierro, 
presentando un potencial principalmente negativo en la parte superior para captar el ion 
que se encuentra cargado positivamente, y una vez captado redistribuye su potencial, 
disminuyendo la cantidad de cargas presentes a este lado de la proteína, disminuyendo 
así su posible interacción con hierro. En cambio, en el sector inferior de la estructura, se 
presenta un potencial ligeramente positivo, pero con sectores cargados negativamente, los 
cuales podrían atraer al ion positivo de hierro guiando su movimiento hacia el interior de 
la célula, para luego redistribuir su carga y presentar un potencial en mayor parte positivo, 
de modo de repeler el ion de hierro de la estructura, impulsando así su movimiento hacia 
el interior de los enterocitos. 

 
Dado lo anterior, este cambio en el potencial electrostático que presenta la proteína 

representa un punto importante a analizar en el futuro, ya que podría resultar importante 
para el proceso de captación y liberación de hierro de la estructura, como se ha observado 
en otras proteínas transportadoras. 
 

6.3.2.5. Análisis del Ion de Hierro y Residuos Colindantes 

El análisis de los residuos cercanos al ion de hierro durante la dinámica no pudo 
ser realizado, debido a que se presentó un problema al analizar la simulación. El ion de 
hierro se encontraba sobrepuesto a un residuo de la proteína, lo cual no correspondía con 
la posición fijada para éste en un comienzo. 

 
Este problema se debe a que el ion de hierro no-hémico no se encontraba dentro 

del campo de fuerzas utilizado para llevar a cabo la dinámica, por lo que se ingresó 
manualmente sus parámetros. Sin embargo, ya que el hierro no se encontraba unido a la 
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estructura proteica, se debía especificar en el campo de fuerzas las interacciones que 
mantenían a este ion de hierro dentro de la estructura. Dado que estos datos no fueron 
especificados en el campo de fuerzas, durante la simulación dinámica se une el ion libre 
con el residuo más cercano a éste con el cual presente atracción. 

 
Es importante señalar que este problema también lo presentó el ion de manganeso 

dentro de la estructura del cristal, al igual que hierro, el manganeso divalente no se 
encontraba parametrizado en el campo de fuerzas, por lo que también fue ingresado 
manualmente sin especificar las interacciones con los residuos. 

 
Ahora, puesto que el objetivo principal de este análisis era establecer posibles 

residuos interactuantes con hierro a lo largo de la dinámica, fijar las interacciones de éste 
con ciertos residuos limita este estudio, ya que las interacciones restringirían el 
movimiento del ion. Por esta razón, se decidió hacer el análisis sólo para la estructura 
original, ya que resolver este problema se escapaba de los alcances de este trabajo y 
adicionalmente esto implicaba rehacer las 4 dinámicas. 

 
Así, a partir de la selección de aquellos residuos que se encuentran dentro de un 

radio de 5 Angstrom del ion de hierro, se pudo obtener 8 cadenas laterales candidatas para 
interactuar con éste: Ile111, Ala112, Asp115, Asn118, Ala291, Val292, Met294 y Asn297, los 
cuales se encuentran ubicados en los dominios TM1 y TM6, alrededor del área donde se 
encuentra el loop en el centro de las hélices. Además, es importante señalar que los 4 
residuos presentados en la Figura 4.1 se encuentran entre estos 8 residuos, los cuales son: 
Asp115, Asn118, Ala291 y Met294. Esto quiere decir que los residuos que se encuentran 
interactuando con manganeso en la estructura cristalina se mantienen totalmente 
invariantes en la estructura de DMT1. 

 
Dado esto, se podría establecer que estos 4 residuos son los principales candidatos 

a interactuar con el ion de hierro, dado que se observó su interacción en un cristal con un 
ion de manganeso. Por otro lado, a pesar que los residuos Ala112 y Asn297 también 
representan buenos candidatos a interaccionar con hierro, su ubicación dentro de las 
hélices les confiere menor flexibilidad que los otros residuos como para recibir un átomo 
de hierro divalente. Sin embargo, resultaría interesante analizar más a fondo la 
posibilidad de interacción de estos residuos en estudios posteriores. 
 

6.3.2.6. Análisis del Movimiento de Agua 

A partir del resultado expuesto en el Anexo 5, se observa que la proteína comienza 
sin moléculas de agua alrededor del ion de hierro, pero a medida que avanza la simulación 
distintas moléculas de agua van ingresando a este sector de la proteína, donde las 
moléculas más cercanas a hierro se encuentran apuntando sus átomos de oxígeno hacia el 
ion cargado positivamente. 

 
 La cantidad de moléculas de agua interaccionando con hierro a lo largo de la 
simulación va variando a lo largo del tiempo, sin embargo, alrededor del nanosegundo 16 
la cantidad y localización de éstas se mantiene bastante estable. Adicionalmente, es 
importante señalar que la distribución de aguas alrededor del ion se encuentra desplazada 
hacia el sector derecho, debido al problema con la parametrización de hierro que lo ha 
dejado fijo a un residuo del lado izquierdo. De este modo, este problema afecta el resultado 
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obtenido para este análisis, ya que se esperaría observar aguas distribuidas más 
uniformemente alrededor de hierro y no cargadas hacia un sector, como se aprecia en este 
caso, ya que la interacción con el residuo limita el paso de aguas por el sector izquierdo. 
 
 A pesar de lo anterior, el resultado obtenido es suficiente para poder proponer un 
rol importante de las moléculas de agua al interior de la estructura, puesto que se observa 
cómo las aguas van quelando el hierro y formando puentes de hidrógeno entre ellas, lo 
cual sugiere que éstas podrían estar estabilizando el ion de hierro al interior de la 
estructura, o bien abriéndole paso a través de la estructura altamente hidrofóbica. 
 
 Finalmente, en la Figura 5.38 se puede ver claramente que las moléculas de agua 
ingresan principalmente por el inferior de la proteína, en el sector donde se encuentran 
las hélices TM1 y TM6, marcadas en naranjo y amarillo, respectivamente, en la figura. Este 
resultado reafirma la posible formación de un canal entre estas hélices, donde se debería 
posicionar el ion de hierro una vez ha ingresado a la proteína, y por tanto, estas moléculas 
de agua podrían ser parte importante del transporte del ion de hierro hacia el interior de 
la célula a través de este canal. 
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7. Conclusiones 

En primer lugar, es importante destacar la importancia de la proteína DMT1 en el 
proceso de absorción de hierro, dado que se encarga de captar el ion en el intestino para 
poder ser absorbido. La ausencia o pérdida de función de esta proteína es causante de 
distintos tipos de anemia tanto en el ser humano como en otros mamíferos. Por lo tanto, 
conocer su estructura y funcionamiento son aspectos clave para comprender mejor el 
proceso de absorción de hierro y así poder proponer mejores tratamientos para las 
enfermedades asociadas. 

 
Dado lo anterior, el principal objetivo de este trabajo es proponer un modelo 

tridimensional de la isoforma 1A/IRE(+) de la proteína DMT1 humana, el cual permita 
establecer la posible estructura de la proteína, y a partir de éste estudiar el posible 
comportamiento de la proteína en membrana. De esta manera, este estudio representa un 
primer acercamiento al análisis estructural y funcional de DMT1, el cual dará pie a futuras 
investigaciones que permitirán establecer conclusiones respecto al mecanismo de 
transporte de la proteína, y por tanto, del proceso de absorción de hierro. 

 
 A partir del análisis preliminar de la familia a la cual pertenece DMT1 (Nramp), se 

pudo establecer que los aminoácidos reportados con mutaciones presentan una alta 
conservación en mamíferos, debido a su importancia en la función transportadora de la 
proteína, puesto que una mutación puntual en estos residuos provoca inmediatamente la 
pérdida de la funcionalidad de la proteína, causando distintas variedades de anemia. No 
obstante, es necesario un análisis con un mayor número de secuencias para observar si la 
conservación de estos residuos se mantiene. 

 
Luego, la predicción de dominios transmembrana para la proteína de interés 

estableció la presencia de 12 dominios transmembrana, 6 loops extracelulares, 5 loops 
intracelulares y los extremos amino y carboxilo terminales al interior del citoplasma de 
los enterocitos, lo cual concuerda totalmente con lo expuesto en bibliografía. Por otro lado, 
al analizar el tipo de aminoácidos presentes en los sectores transmembrana, se observa 
que la mayoría de ellos son apolares, pero se presentan 10 aminoácidos cargados, 3 
positivos y 7 negativos, los cuales representan un punto interesante a estudiar a futuro, ya 
que se sabe de proteínas de membrana que poseen aminoácidos cargados en membrana 
que juegan roles importantes en su funcionamiento. 

 
Por otra parte, al analizar la calidad de los modelos de la isoforma 1A/IRE(+) de la 

proteína DMT1 humana, obtenidos por modelamiento comparativo, se seleccionó el 
Modelo 23, debido a que presentaba el mejor gráfico de Ramachandran entre los 10 
mejores modelos según su DOPE score, obteniendo un 95.4% de sus residuos en zona 
favorable, 4.6% de ellos en zona permitida, y tan solo 0.5% de ellos en una región 
desfavorable, lo cual se acerca bastante al resultado obtenido por el cristal. Luego, en el 
análisis realizado en ProSA, el modelo obtuvo un z-score de -4.3 y un perfil energético por 
residuo similar al del cristal ScaDMT. 

 
Adicionalmente, se observa que la estructura tridimensional del modelo obtenido 

para DMT1 es bastante similar estructuralmente al cristal ScaDMT, lo cual era de 
esperarse, debido a que éste aportó más de un 90% para el modelamiento comparativo. 
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De este modo, la estructura del Modelo 23 presenta las mismas características 
importantes detectadas en el cristal, esto es, las primeras 5 alfa-hélices están 
estructuralmente relacionadas con las siguientes 5 hélices y tanto la primera como la sexta 
hélice transmembrana se desenrollan en el centro de ésta. 

 
A continuación, los análisis preliminares de las 4 dinámicas moleculares realizadas 

permitieron establecer que éstas se llevaron a cabo de manera exitosa, manteniendo 
estables las condiciones básicas de energía, temperatura, presión y volumen, como es de 
esperarse para un sistema que alcanza el equilibrio. También, a partir de los perfiles 
RMSD obtenidos, se pudo establecer que los sistemas alcanzaron el estado estacionario 
entre el segundo y tercer nanosegundo de la simulación, a partir del cual comienza la etapa 
de producción de la dinámica. 

 
Además, a partir de la estructura del sistema completo antes y después de la 

dinámica, se pudo concluir que el sistema se mantuvo estable a lo largo de la simulación, 
lo que indica que la proteína y la membrana se adaptaron de buena manera a las 
condiciones establecidas y por tanto el sistema podría representar un buen modelo para 
el sistema real que se está imitando. 

 
Por otro lado, al comparar el gráfico de Ramachandran del modelo antes y después 

de la dinámica, se detectó un aumento en la cantidad de residuos dentro de zonas no 
permitidas. Sin embargo, los residuos que se encontraban dentro de estas zonas están 
bastante cerca de su zona permitida, a diferencia del residuo Ala13 en la estructura del 
modelo previo a la simulación, el cual se encontraba muy alejada de su región permitida. 
De este modo, se puede decir que hubo una mejora estructural en esta posición después 
de la dinámica, pero aumentó el número de residuos en sectores no favorables para su 
estructura, aunque dada la cercanía de éstos a su región permitida, se podría decir que 
existe una mejora estructural en el modelo. 
 
 Luego, el z-score obtenido para el Modelo 23 una vez terminada la dinámica fue de 
-5.21, menor al valor obtenido antes de la simulación, el cual fue de -4.3. Esto representa 
una mejora del modelo respecto a la estructura inicial, la cual se encontraba más alejada 
de la densidad de puntos de los z-score obtenidos por estructuras cristalizadas. Además, 
la estructura del modelo mejoró energéticamente después de la dinámica, pues presenta 
menos residuos con energías positivas y su perfil energético se asemeja mucho más a aquel 
obtenido por el cristal de ScaDMT. Sin embargo, el sector comprendido entre los dominios 
TM7 y TM8 aún posee energías positivas, lo que no se aprecia en el cristal de ScaDMT, por 
tanto, este sector requiere un mayor estudio y tal vez la realización de una dinámica más 
prolongada podría ayudar a disminuir la energía de esta zona. 

 
Dado lo anterior, se puede concluir que tras la dinámica se observaron mejoras 

tanto estructurales como energéticas del modelo, lo cual se ve reflejado en la relajación de 
la estructura de la proteína después de la dinámica. Por esta razón, resultaría interesante 
llevar a cabo una dinámica más extensa para determinar si es posible optimizar el modelo 
propuesto, de modo que no contenga aminoácidos estructuralmente tensionados y/o que 
posean energías positivas que desfavorezcan la estructura. 

 
Posteriormente, a partir del perfil RMSF por residuo se pudo detectar que los 

sectores que presentan mayor movilidad dentro de la estructura se encuentran formando 
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parte de loops que unen sectores transmembrana, la mayoría de ellos ubicados en el 
extremo extracelular. Los loops identificados corresponden a aquellos entre los dominios 
TM3 y TM4, TM6 y TM7, TM7 y TM8 (el más extenso de todos), TM9 y TM10, y TM11 y 
TM12. 
 

Por otra parte, no se pudo proponer la formación de un enlace disulfuro en la 
estructura de la proteína, puesto que en la posición propuesta los átomos de azufre no se 
encontraron frente a frente en ningún momento a lo largo de la dinámica. Sin embargo, 
resultaría interesante forzar la formación del enlace disulfuro y observar lo que sucede con 
éste a lo largo de una dinámica, lo cual permitiría proponer o descartar este enlace. 

 
Luego, a partir del análisis de los modos normales detectados en la proteína, los 

movimientos detectados podrían representar un movimiento importante para el 
transporte, dado que en conjunto proporcionan un movimiento de apertura y cierre de la 
estructura de la proteína, lo cual es común en proteínas transportadoras. Por tanto, este 
movimiento podría representar el movimiento principal de captura y liberación del ion de 
hierro, sin embargo, para establecer una conclusión como ésta se requeriría un estudio 
más acabado del movimiento de la proteína, como por ejemplo una dinámica 
suficientemente extensa (rango de los microsegundos), la cual permita establecer 
conclusiones respecto al mecanismo de transporte de la proteína, lo cual se encuentra 
fuera de los alcances de este estudio, pero resulta un punto importante a considerar para 
estudios futuros del funcionamiento de la proteína. 

 
Adicionalmente, en ambos modos normales se observa que la hélice del dominio 

transmembrana 4 presenta mayor movilidad que las otras hélices de la estructura, por lo 
cual se plantea la posibilidad de que esta hélice cumpla un rol importante ya sea en la 
entrada del ion de hierro al interior de la proteína, o bien la posible entrada de agua al 
interior de la estructura, lo que podría conferirle una importancia funcional importante. 
Sin embargo, esta última hipótesis fue descartada tras el seguimiento de las moléculas de 
agua que ingresan a la estructura, a lo largo de la dinámica. Dado esto, sería interesante 
analizar de manera más detallada este dominio para así determinar el rol que este 
desempeña en el transporte de hierro. 

 
A continuación, a partir del análisis electrostático de la proteína en sus sectores 

expuestos al lumen del intestino y al citoplasma de los enterocitos, se puedo ver que no se 
presentan cambios considerables en el potencial de estos sectores al encontrarse 
protonados a distinto pH. Esto sugiere que la diferencia de pH presente en el sistema de 
la proteína no juega un rol importante para los residuos expuestos a estos pH, sin 
embargo, sí se observa un cambio importante en el potencial al inicio y al final de la 
dinámica, presentando una redistribución de las cargas. 

 
Esta variación en el potencial de las regiones superior e inferior de la proteína 

podría deberse al mecanismo de interacción de la proteína con el ion de hierro, 
presentando un potencial principalmente negativo en la parte superior para captar el ion 
que se encuentra cargado positivamente, y una vez captado redistribuye su potencial, 
disminuyendo la cantidad de cargas presentes a este lado de la proteína, disminuyendo 
así su posible interacción con hierro. En cambio, en el sector inferior de la estructura, se 
presenta un potencial ligeramente positivo, pero con sectores cargados negativamente, los 
cuales podrían atraer al ion positivo de hierro guiando su movimiento hacia el interior de 
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la célula, para luego redistribuir su carga y presentar un potencial en mayor parte positivo, 
de modo de repeler el ion de hierro de la estructura, impulsando así su movimiento hacia 
el interior de los enterocitos. 

 
Por otro lado, a pesar de no haber podido realizar el análisis de los posibles residuos 

interactuantes con el ion de hierro a lo largo de la dinámica, a partir de la selección de 
aquellos residuos que se encuentran dentro de un radio de 5 Angstrom del ion de hierro, 
se pudo obtener 8 candidatos para interactuar con éste: Ile111, Ala112, Asp115, Asn118, 
Ala291, Val292, Met294 y Asn297, los cuales se encuentran ubicados en los dominios TM1 
y TM6, alrededor del área donde se encuentra el loop en el centro de las hélices. Además, 
es importante señalar que 4 de estos residuos resultaron ser los aminoácidos que 
interaccionan con manganeso en el cristal de ScaDMT, los cuales son: Asp115, Asn118, 
Ala291 y Met294. Esto quiere decir que estos residuos que se mantienen totalmente 
invariantes en la estructura de DMT1, obtenida principalmente a partir de este cristal. 

 
Dado lo anterior, se podría establecer que estos 4 residuos son los principales 

candidatos a interactuar con el ion de hierro, dado que se observó su interacción en un 
cristal con un ion de manganeso, y se ha propuesto que también interaccionan con hierro. 
Por otro lado, a pesar que los residuos Ala112 y Asn297 también representan buenos 
candidatos a interaccionar con hierro, su ubicación dentro de las hélices les confiere 
menor flexibilidad que los otros residuos como para recibir un átomo de hierro divalente. 
Sin embargo, resultaría interesante analizar más a fondo la posibilidad de interacción de 
estos residuos en estudios posteriores. 

 
Posteriormente, a partir del seguimiento de las moléculas de agua en las cercanías 

del átomo de hierro, se propone la posibilidad de un rol importante de las moléculas de 
agua al interior de la estructura, puesto que se observa cómo las aguas van quelando el 
hierro y formando puentes de hidrógeno entre ellas, lo cual sugiere que éstas podrían estar 
estabilizando el ion en el interior de la estructura, o bien abriéndole el paso a través de la 
estructura altamente hidrofóbica. 

 
Adicionalmente, luego de observar la trayectoria de algunas moléculas de agua que 

ingresan a la proteína, se pudo concluir que las moléculas de agua ingresan 
principalmente por la parte inferior de la proteína, en el sector donde se encuentran las 
hélices TM1 y TM6. Este resultado reafirma la posible formación de un canal entre estas 
hélices, donde se debería posicionar el ion de hierro una vez ha ingresado a la proteína, y 
por tanto, estas moléculas de agua podrían ser parte importante del transporte del ion de 
hierro hacia el interior de la célula a través de este canal. 

 
Dados los resultados y análisis positivos extraídos a partir del modelamiento por 

homología y las dinámicas moleculares realizadas, se puede establecer que la metodología 
utilizada es adecuada para el sistema estudiado, y por tanto podría usarse para estudios 
futuros de DMT1 o proteínas con características similares. Por ejemplo, podría mejorarse 
el modelo propuesto para la proteína, encontrando moldes con mayor porcentaje de 
identidad y provenientes de organismos más cercanos filogenéticamente. 

 
Por otra parte, resulta importante realizar una dinámica molecular más extensa 

para la proteína de interés, a partir de la cual se pueda plantear un posible mecanismo de 
transporte y estudiar más a fondo aquellos puntos destacados en este trabajo. Además, 
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resulta clave fijar adecuadamente el ion de hierro dentro de la estructura, para así poder 
estudiar el movimiento de éste a lo largo del tiempo y como va interactuando con los 
residuos colindantes y moléculas de agua que lo rodean. También, una dinámica más larga 
permitiría estudiar el movimiento de protones que debería acompañar al hierro a lo largo 
del transporte, y determinar si las histidinas reportadas efectivamente cumplen un rol en 
este proceso. 
 

En conclusión, los resultados y discusiones aquí expuestos representan los 
primeros avances para un mejor conocimiento de la estructura y función de la isoforma 
1A/IRE(+) de la proteína DMT1 humana. Sin embargo, se requiere profundizar y extender 
los análisis presentados en este estudio para poder establecer bases más potentes respecto 
a la estructura y comenzar a identificar el mecanismo de transporte de la proteína, lo cual 
resultaría de gran utilidad para comprender la causa de las enfermedades asociadas a 
mutaciones en DMT1 y posteriormente proponer tratamientos más efectivos para estas 
enfermedades.  
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Anexos 

Anexo 1: Alineamientos Múltiples Familia Nramp 

Anexo 1.1: Alineamiento Múltiple Eucariontes 
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Anexo 1.2: Alineamiento Múltiple Mamíferos 
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Anexo 2: Predicción Estructura 2D 

Estructura 2D + Carga 
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Anexo 3: Gráficos de Ramachandran Mejores Modelos 
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Modelo 69 
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Modelo 28 
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Anexo 4: Análisis Preliminares Dinámica 

Anexo 4.1: Perfil Radio de Giro 
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Anexo 4.2: Perfil Energías 
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Anexo 4.3: Perfil Temperatura 

pH 7.4 

 
 

 
 



  

103 
 

pH 5.5 

 
 

 
 
  



  

104 
 

Anexo 4.4: Perfil Presión 
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Anexo 4.5: Perfil Volumen 
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Anexo 5: Análisis Movimiento de Agua 
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