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IV Abstract

Bioinformatics,  syncretism  between  biology and  the  technologies  of information

takes more and more relevance in the biological sciences because of the big increment in

the technological capacity to obtain empirical data. One of the topics that bioinformatics

studies is the generation of three-dimensional molecular models   of proteins that no ex-

perimental structure is yet avahable. In this field one of the most popular methods for

the  accomplishment of this task   is  comparative modeling by satisfaction of spatial re-

strains,  implemented  in  the  software  MODELLER. The  three-dimensional  structures

derived form this process must be evaluated, thus, there are several tools to accomplish

this objective, but they work in an adequate manner in the range of high sequence iden-

tity, falling consistently for models obtained in the range of low sequence identity. Previ-

ous works of our laboratory in comparative modehng in the range of low sequence iden-

tity have required some tool which allows the evaluation of the structural stability of the

generated models. Molecular Dynamics, mechanical-statistics technique for the charac-

terization  of molecular  systems  at  atomic  level, has  been  systematically used with this

purpose.   'Ihe present seminar has as  objective the demonstration of the udity of mo-

lecular dynamics as an evaluation tool in the modeling of biological macromolecules, in

the  range  of low  sequence  identity. For that, a  data  base  of crystallographic  structures

from the protein data base was generated. For each member of the data base, a templates

search using BLAST-P was performed, selecting the  templates whose identity was lo-

cated in the range of  30% and 50%. With these templates, a conjunto of comparatives

models was  developed    using  non intervened  and  intervened  multiple  sequence  align-

ments to generate errors in the alignments. To evaluate the resulting models structures,
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they were evaluated with different tools, and relaxed using a molecular dynamics protocol

in explicit solvent and spherical boundary conditions. 'Ihe models generated with inter-

vened  Sequence  alignments  presented  higher  RMSD  (Cex  (>  3A)  (instable  dynamics)

with respect to the reference crystallographic structures, demonstrating the power of the

molecular dynamics evaluation in the    discrimination between comparatives models of

different quality, in the range of low sequence identity.
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IV Resumen

La bioinformatica, sincretismo cientifico-t6cnico entre la biologia y las tecnologias

de la informaci6n, cobra cada vez mds relevancia dentro las ciencias biol6gicas debido al

gran aumento en la capacidad tecnol6gica para la obtenci6n de datos empiricos. Dentro

de  los  t6picos  que  estudia  la  bioinformatica  se  encuentra  la  generaci6n  de  modelos

tridimensionales   para   la   estructura   de   proteinas   que   no   ham   sido   determinadas

experimentalmente.   En   este   inbito,   uno   de   los   m6todos   mds   populares   para   la

realizaci6n de esta tarea dice relaci6n con el modelado comparativo por satisfacci6n de

restricciones  espaciales,  implementado  en  el  programa  MODELLER.  Las  estructuras

tridimensionale§  derivadas  de  este  proceso  deben  ser  evaluadas,  objetivo  para  el  cual

existen diversas herranientas que funcionan de manera adecuada cuando se trabaja en el

inbito  de  la  alta  identidad   de  secuencia,  fallando   consistentemente  para  modelos

obtenidos  a  baja  identidad  de  secuencia. Trabajos  anteriores  de  nuestro  laboratorio  en

modelado comparativo en el ambito de la baja identidad de secuencia, han necesitado de

alguna   herramienta   que   permita   evaluar  la   estabilidad   estructural   de   los   modelos

generados.  La  dininica  molecular, tecnica  mecinico-estadistica para la  caracterizaci6n

de  sistemas  moleculares  a  nivel  at6mico,  ha  sido  sistematicamente  utihzada  con  este

prop6sito. La pre§ente memoria tiene como objetivo demostrar la utilidad de la dinamica

molecular  en  el      modelado  de  macromoleculas  biol6gicas,  en  el  inbito  de  la  baja

identidad   de   secuencia.   Para   esto   se   gener6   una   base   de   datos   de   estructuras

cristalogrfficas provenientes de la Base de Datos de Proteinas. Para toda la base de datos

se realiz6  bdsquedas de patrones usando BLAST-p, siendo  seleccionados  aquellos  cuya

identidad de secuencia se ubicase entre 30% y 50%. Usando estos patrones, se gener6 una

\(}iiln,irio  ilLi    [I[Iilil      L  n  rtll  P(!I-u  I.I  cllilulinl(u   iJI(Ih(iiltu   cM  !17Jltld(I.Id(i  Jc   nid(r()Iri(IIeiiilLI`  hlol"RiL.i`
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serie  de  modelos  comparativos  a  pardr  de  alineamientos  multiples  no  intervenidos,  e

intervenidos para generar errores en el alineamiento a partir de aperturas aleatorias en los

alineamicntos  (indel  o  gaps).  Los  modelos  resultantes  fueron  evaluados  por  diversas

herrarnientas, §iendo sometidos a un protocolo de dinaniica molecular en una esfera de

solvente, con un ndmero  suficiente de mol6culas  de  agua para solvatar el sistema. Los

modelos  generados  a  partir  de  alineamiento  intervenidos  presentaron  altos  valores

RMSD de Ccx (> 3A) (dininicas inestables) en relaci6n a las estructuras cristalogratcas

de  referencia,  demostrando  el  poder  de  evaluaci6n  de  la  dininica  molecular  para  la

discriminaci6n entre modelos moleculares comparativos de distinta calidad, en el inbito

de la baja identidad de secuencia.

SeniiiidriodeTitulo:Tjnrol|)arahdin6micamoleculdrenelmodeledodeinaci.omolicula5hiol6g;cos
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V Introducci6n

•Bioinf;ormdtica

La  bioinformatica  puede  ser  definida  como  la  aplicaci6n  a  la  biologia  de  las

tecnicas de la informatica, siendo su rol fundamental el manejo, analisis e integraci6n de

iinformaci6n biol6gica [Baldi y col, 2001]. Su origen se remonta a la d€cada de los sesenta

con los trabajos desarrollado§ por la Dra. Margaret Oakley Dayhoff (1925-1983) pionera

en  el  uso  de  computadores  en  biologia y  quimica.  Uno  de  sus  mayores  logros  fue  la

realizaci6n de la primera base de datos de estructuras proteicas conocida como el atlas de

secuencia y estructuras de proteinas [Dayhoff y col,1965].   La bioinformatica cobra cada

vez  mss  relevancia  dentro  de  las  ciencias  biol6gicas  debido  al  gran  aumento  en  la

capacidad  tecnol6gica  para  la  obtenci6n  de  dates  empincos  siendo  gatillada  por  la

explosi6n  de la informaci6n gendmica  disponible en  bases  de  dates  p`iblicas, resultado

de la concreci6n exitosa del Proyecto Genoma Humano  [Venter y col, 2001]. Tal como

ocurre  en  otros   fmbitos  cientificos  el  objetivc>  principal  de  la  bioinformatica  es  el

modelado,  validaci6n  y  predicci6n  (MVP)  de  los  fen6menos  biol6gicos.  Cuando  las

predicciones  son  validadas  contra    los  datos  empiricos  se  cierra  el  circulo  virtuoso  del

conocimiento tan propio del desarrouo de las ciencias aplicadas.
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•Modelado Molecular

Dentro de los t6picos que estudia la bioinfo.rmatica, se encuentra la generaci6n de

modelos  tridimensionales (3D) de macromol6culas biol6gicas, en particular de proteinas.

La estructura de una proteina estf definida por la posici6n en el espacio 3D de todos los

atomos  que  la  componen,  se  puede  determinar     mediante  t6cnicas  empfricas  como

resonancia   maghetica   nuclear   (RMN)[Wtithrich,   2001],   cristalografia   de   rayos   x

[Drenth, 1999] o modelar a trav€s de las aproximaciones te6ricas. Se ha propuesto que la

estructura tridimensional de una proteina   esta determinada por dos distintos principios

que operan en escalas  de tiempos muy diferentes: 1as leyss de la fi§ica y la teoria de la

evoluci6n. Por un lado, de acuerdo a las leyes de la fisica, una proteina en soluci6n es un

sistema  de   atomos   que   interacfuan   a   trav6s   de   una   serie   de   fuerzas   tales   como

interacciones  coul6mbicas,  Van  der  Walls,  cnlaces  covalentes  y  de  hidr6geno.  Estas

fuerzas  (bajo  condiciones  apropiadas)  definen  la  estructura  proteica,     proceso  que  se

alcanza   en   el  intervalo   de  los   milisegundos   o   segundos   luego   del  fen6meno   de

traducci6n.  Por  otro  lado,  en  millones  de  afros     la  deriva  estructural  de  proteinas  ha

resultado  en  famifias  de  variantes  que  comparten  rna  funci6n,  1o  cual  requiere  la

conservaci6n de su estructura y por ende de partes de su secuencia [Fiser y col, 2002]. A

parlir   de estos dos principios, 1as aproximaciones te6ricas se pueden dividir en m6todos

Jc #oq/a y m6todos que se basan en conformaciones conocidas (figura 1). Los m6todos Jc

%oq/a predicen la estructura 3D solo a partir de la secuencia de aminoacidos, suponen que

la conformaci6n del estado nativo  de una proteina esta en el mfnimo local accesible de

energia fibre de Gibbs (G) y llevan a cabo una bdsqueda a gran escala    (utilizando las

leyss  de  la  fi'sica)  del  espacio  conformacional  de  las  estnictuns  terciarias  que  poseen

valores  particularmente  bajos  de  AG  [Baker  8c  Sali, 2001].  Los  m6todos  basados  en

e§tructuras   conocidas,   entre   lo   cuales   destacan   el   jbrc4rJg.7!g   o   reconocimiento   de

plegamicnto [Leonard y col, 2004] y el modelado comparativo, dependen de estructuras

Semiiiario deTitu[o : Un rol |jara [a dindniica molecular en el modeldde de inecl`omo!6culas bio!6g;cfl§                        2
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3D  proteicas  que  se  han  determinado  empiricamente  (datos  que  son  depositados  en

bases  de  datos     pdblicas  como  PDB   [Sussman  y  col  1998])  dejando  el  proceso  de

modelado a manos de las restricciones espaciales detectadas en al memos una estructura

relacionada [Fiser y col, 2002].

p,e:aF:,:TL,WC

•.,l[S

Fislca Evoluci6n

Predlcci6n  de noyo                     Modelamlento comparativo

Figura   1:  Predicci6n  de  estructura  de  #caio  y  modelado  comparativo  de  estnicturas  dc  proteinas.  Lag  proteinas
obedccen dos principios distintos, las leyes de la fi§ica y la teoria de la evoluci6n, cada una de las cuales  dan origcn a

una variedad de log m6todos de predicci6n correspondientes, fig`m modificada de Fiser y col, 2001.

Es importante entender que cualquier metodo de predicci6n de estructura 3D  de

proteinas puede ser visto como una optimizaci6n, con respecto a cierta funci6n objetivo.

Desde este punto  de vista los m6todos Jc #oeJo tratan de encontrar la conformaci6n de

una  secuencia  proteica  dada  las  fuerzas  entre  los  atomos,  mientras  que  los  metodos

basados  en  una  conformaci6n  conocida  buscan  la  estructura  3D  de  una  secuencia  de

aminoacidos primordialmente mediante su relaci6n con una o varias proteinas similares

en secuencia y de estructura 3D conocida [Fiser y col, 2002].

Dada la existencia de distintos metodos para la obtenci6n de la estructura de una

proteina, trabajos emblematicos [Baker 8L Sali, 2001] se han encargado de determinar la

valia y el rango de aplicaci6n de los distintos m6todos.
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Figura  2:  Precisi6n  y  aplicaci6n  de  modelos  de  estructuras  dc  proteinas.  Se  mucstran  los  diferentes  rangos  de

aplicabilidad   del   modelado   comparativo,  /4rc¢Jz.#g  o   asignaci6n   de   plegamiento  y  los   metodos   dc   predicci6n
estructural  dc  #owo;  Se  aprccian  gladualmente  las  exactitude§  determinadas  para  cada  tipo  de  modelo,  asi  como

ejemplos  de  sus  aplicaciones. Paneles(A  a la C). Ejemplos  de  modclos comparativos  basados  en 60%  (A), 40%  (8) y

30%  (C)   de  identidad   de   secuencia  con   sus   estructuras  patrones.  Panelcs   a)  y  E).  Ejemplos   de  predicciones

estructurales  Jc #oq;a. Estructuras predichas  es fan en rojo y las  estructuns  rcales  en azul. La precision de los modelos

decrece  significativamcnte  de  (A)  a  (E), pero  ha  estriictura general  es  correcta.  Fig`m  modificada  de  [Baker 6c Sali,

2coll.
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Como  se extrae de la figura 2 1as distintas metodologias    de modelado molecular

presentan distintos niveles de precisi6n y aplicabilidad, desde la identificaci6n de motivos

estructurales hasta el estudio de mecanismos cataliticos. En general el modelado   ba§ado

en estructuras 3D conocidas consiste de cinco pasos (ver figura 3):

i) Identificar estructuras 3D depositadas en las bases de dates,   relacionadas con la
§ecuencia objetivo a modelar.

ii) Seleccionar los patrones estructurales.

iii) Alinear la secuencias primarias con sus patrones.

iv) Construcci6n de modelo.

v) Evaluaci6n del modelo.

AIJmfon.a

1

No ,.=o``
```=,cO32,>

'SI

i

jr+y,,+h'"+\rtr"y,~\``y`'`

r`-  Fin  `>

Figura 3: Protocolo dc modelado  molecular basado en estructuras  conocidas, en general   tanto pan la asignaci6n  de

plegamiento  coma  pare el modelado  comparativo  se procede  de  manera similar. Figura  modificada  dc  Fise[ 8c Sali,
2003.

`c7I|||)tir|i|  il`i  -riiiilti      I   N  rtll  I.irii   Ill  {liNtlmiL\i   mtjlLLiil.II-clHl   mloJcl,Iill)  lie  lNMrrml()Ic':lil.(i  l'i(J[iiTZLLII                                       5



Nomalmente,   tanto   para   el   reconocimiento   de   plegamiento   como   para   el

modelado comparativo los tres primeros pasos son iguales (ver figura 3), siendo el cuarto

pa§o el que define la particularidad del m6todo, elecci6n que va a depender directamente

de   la identidad de secuencia entre el o los patrones y la proteina a modelar (vcr figura

2).El   modelado    comparativo    usa   estructuras   3D    de   proteinas    determinadas

empiricamente para predecir la conformaci6n de otras proteinas con secuencia similar de

arninoacidos.  Chotia  8c,  Lesk  [1986]  demostraron,  a  trav6s  del  estudio  de  la  relaci6n

entre la divergencia de estructura 3D y secuencia primaria en proteinas, que el espacio de

secuencias  distintas  es  mayor  al  espacio  de  conformaciones  existentes  (determinadas

experimentalmente)  , es decir que la estructura 3D es   mss conservada que la secuencia

primaria (ver figura 4). Sin embargo, 1a diferencia estructural entre la proteina problema

(objetivo)  y  el  hom6logo  con  estructura  conocida  aumenta  con  la  disminuci6n  del

porcentaje  de  identidad  de  secuencia  entre  ambos  para     la  correcta  asignaci6n  en  el

modelo, de  los  contactos  observados  en  la  estructun  nativa, una vez  que  esta  ha  sido

determinada  experimentalmente.  Este  problema  se  suma  a  la  menor  eficacia  de  los

algoritmos  de  alineamiento  para  determinar  correctamente  las  posiciones  hom6logas

entre dos secuencias, ouando hay baja identidad de secuencia En resumen, si la similitud

entre dos proteinas  es detectable a  nivel de  secuencia y es  estadisticamente  significativa,

probablemente  tendrin  una  estmctura  similar  [Fiser  8L  Sali,  2003,  Sali  8c  Blundell,

1993].

0          20         40         60         sO        loo
* Idra±± d. e--cl.

Figura 4: Precisi6n de modelos comparativos  (traslape
de Ca)   en funci6n de la identidad de sccucncia,como
se  aprecia  bajo  cl  umbral  del  40%  de  identidad  de
secuencia    los    erro[es    en    los    alineamiento§,    las
diferencias    estructurales    entre    modelos,   proteinas

:ifti;V°moyd£:tar:anisef[::rd&nsa]S,e2roop3rT°nderantcs.
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Existen variadas metodologias en el modelado comparativo, de las cuales destaca la

que utiliza MODELLER [Sali 8c Blundell,1993], programa que modela estructuras 3D

por satisfacci6n de restricciones espaciales (figura 5).

1.Alinear seeuenc[a
con sus estructuras:

2. Extraer restrlcclones
espeoiales:

3.Satisfacer restricolones
espaciales:

3D     GKJTFYERGFQHCYESDC-NLQP
SEQ GraTFyERG_RcyESDcpNLQp

'J.
ft/,  F ---- _G----y

cs,:D:p-___I,-±-----,--,N

E+wi---PQL

;1:¥=a::ese::u::ex:tniji:SLd:e:uics?:°#Q%o¥:;¥:n:LV:s3s¥dc!¥#nn;ia:¥:°:dt::;ipfntnfa%?nea;nb],¥ii::c::;aefn{:
optimizada hasta que el modelo satisfaga de mejor manera codas estas restricciones.

Estas   restricciones   espaciales   calculadas   son   expresadas   como   funciones   de

densidad de probabilidad  (PDF, vcr material suplementario 2  )  para cada caracteristica

espacial  dado  un  ninero  de  variables  que  fueron  encontradas     para  la  caracten'stica

estudiada (ej: distancia Ca-Ca), de acuerdo a la figura 6.
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p(x±<_x<xi)--fp(x)ck
X1

:£c:e:i;;cg::i;ee±espd±n:]%dread:([Pr:ae:dfa;¥%:::Ou:al?#?o!:':°d??::
probabilidad finita de que un evento  #j S  # <A;2  ocurra cs obtenida
For la integraci6n dej).

Existen tre§ tipos de restricciones espaciales:

• Las que provienen directamente del alineamiento con el o los patrones.

•  Derivadas  de  preferencias  estadfsticas  extraidas  de  estructuras  proteicas  de  alta

resoluci6n  y  que  son  expresadas  como  potenciales  estadfsticos  de  fuerza  media

[Sippl, 1993].

• Las  que se  obtienen del campo de fuerza de mecahica molecular CHARMM22

[MacKerel y col 1998] (vcr material complementario 1) .

El  modelo  3D  se  genera  a  pardr  de  la  optimizaci6n  (algoritmo  de  gradiente

conjugado)  de la PDF molecular (figura 7)  que representa la suma ponderada  de cada

una de las PDF'§ obtenidas para cada restricci6n [Sali 8c Blundell,1993].

----:i           ----...--------.--.-

340            770                  llcO                    1660                      1810                      6750

Ill _ 1111 - - -11-
0              iooo          2cOO          300¢          4000          soaoi          coca          moo
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£:E:infj?fij:iior:8:ifeacaudna :#se:f£:iEfr §|Z!8:.6Pt±m°)  que  define  la  estructura  de  h  seouencia  a
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Las  estructuras  3D  derivadas  de un  modelado  comparativo  deben  ser evaluadas.

Para esto, existen variadas herramientas dtiles, destacando :

•  Prosall  [Sippl,  1993]  y Anolea,  [Melo  y col,  1997]  que  se  basan  en el uso  de

potenciales   estadisticos   de   fuerza   media   (mean   fields)   para   analizar   las
distribuciones de energia en el plegamiento de proteinas.

• Verify 3D que evalda la compatibilidad de cada residuo con la estructura 3D local

adyacente  generando  puntajes  que  se  comparan  con  valores  promedio  (3D-ID

scores)  [Ldthy y col,1992].

I Procheck, que evalha la distribuci6n de la geometrfa de los residuos en un modelo

dado   en   comparaci6n   con   distribuciones   provenientes   de   bases   de   dates

[Laskowski y col, 1993].

En  forma  adicional  a  las  metodologias  nombradas,  el  calculo   del  valor  de

desviaci6n   de   las   coordenadas   cartesianas,   RMSD   (vcr  material   suplementario   2),

permite   obtener   una   medida   de   la   diferencia   global   entre   dos   estructuras   3D

superpuestas.   Los   m6todos   para   evaluar   modelos   3D,   en   particular   modelos

comparativos, funcionan de manera adecuada cuando  se trabaja en el inbito  de la alta

identidad de secuencia ( 240%)  [Baker 8c, Sali', 2001], dado que estas herramientas estan

parametrizadas y validadas frente a modelos generados con patrones en este intervalo de

similitud.  Diversos  estudios  ham  demostrado  que  la  distribuci6n  de  frecuencias  del

porcentaje  de  identidad  de  secuencia para  proteinas  secuenciadas  y las  estructuras  3D

determinadas   empiricamente   (depositadas   en   el   PDB)   tiene   la   forma   de  valores

extremos, en donde la mayorfa de la secuencias comparten una identidad de secuencia en

el  rango  del 20  0/o  al  300/o  [Sanchez y  col, 2000]  (ver  figura  8),  siendo  6ste  el limite

inferior para  el cual , normalmente  el modelado  comparativo  e§ posible  [Fiser 8c Sali,

2003,Meloycol,2002].
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Fiqura  8:  Ejemplo  de la  distribucich  del porcentajc  de  identidad  dc  secuencia entre toda§

:aesapp=tcc£`an,aas:eaouyoer:,i::ai:as:aou?Z:::s"£ani"p:£e"n'.:¢£3a#rdeyn[a?:aedsTccsrueer:::::°ec;dtrae§'2Caiem;

ig:mig:esarfi°:ac:I:np:i:ealeEanraos:'ni::iii€:tec£:n:earca;`nTab|esrfinfrae:tfudeadt
Sanchez y col  2cOO.

Trabajos   anteriores   de   nuestro   laboratorio   demuestran   que   el   modelado

comparativo  en el rango  de la baja identidad  de  secuencia es  posible, bajo  condiciones

particulares que requieren   de un alto grado de conocimiento biol6gico  [Larrondo y col

2005, Tischler  y  col  ,2005].  En  este  inbito  limite,  1as  herramientas  de  evaluaci6n

comdnmente  usadas  no  permiten  evaluar la  estabilidad  estructural  de  los  modelos,  en

este seminario propongo usaf Dinamica Molecular con este prop6sito.

\iliilii.il-I(I  Ll{' TIlill()      I   w`(il  I)iir.I  /Li I/rnj»i"a  ln(Ileiill\Ir.m!  ni(/ultlutJ()  (lull.iu-(vnol`iLli/L!\  lv()Iii:#Ii.i\                                   Io



•:Univers;d"ddeCbile,Fat:ultaddeCienicias,E§cuehdePregradi)

•Dindmica Molecular

La visi6n antigua de las proteinas como estructuras relativanente rigidas ha sido

reemplazada por un modelo dinamico en d6nde los movimientos intemos y los cambios

conformacionales   resultantes   juegan   un   col   esencial   en   su   funci6n[Karplus   8c

Mccammon,  2002].  La  Dininica  Molecular  (DM),  soluci6n  aproximada  al  cfasico

problema   de   los    a-cuerpos    [Sundman,   1912],   se   define   como   una   tecnica

mecanico-estadistica   que   implica   la   integraci6n,   dependiente   del   tiempo,   de   las

ecuaciones cldsicas de movimiento en sistemas moleculares  [Beck 8c Dagget, 2004](vcr

material complentario 1). Los  usos habrfuales de la DM abarcan: el muestreo del espacio

conformacional   para   determinar   y   refinar   estructuras   con   datos   obtenidos

empfricamentc;   obtenci6n   de  una   descripci6n   del   sistema   al   equilibrio   incluyendo

propiedades estructurales y motrices; analisis del desarrouo de la dinamica efectiva donde

los  movimientos  y  su  evoluci6n  en  el  tiempo  son  el  inter6s  principal.  [Norberg  8c

Nielson, 2003].

Variadas hneas de investigaci6n ham utilizado simulaciones de DM en el marco del

modelado molecular y el analisis de la estabilidad estnictural de proteinas  [Flohil y col,

2002, Fan 8c, Mark, 2004]; se estudi6 la estabilidad relativa de estructuras  de proteinas

determinadas por cristalografia de rayos x y RMN mediante simulaciones de DM [Fan

8c  Mark,  2003];  la  calidad  de  estructuras  de  proteinas  de  membrana  fue  evaluada

mediante simulaciones de DM [Law y col, 2005]  ;Richard J. Law y Mark S. P. Sansom

(2004)  en el trabajo "Modelado  Comparativo y   simulaciones  de Dininica Molecular:

estudios   comparativos   de  la  acuaporina  humana   1(HA1)",  se   evalu6   la  calidad   de

estructuras  modeladas derivadas  de patrones  cuya estructura foe  obtenida con  distintas

Seminar;o de Tit(i[o : Un rol fian la diNf iml[a molecular en el modelado de macrorrlolfoulas bio[6dca§                       11
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t6cnicas  experimentales  ,  de  acuerdo  a  la  estabilidad  estructural     que  mostraban  en

simulaciones de DM [Law 8c, Sansom, 2004].

A pesar de  la aplicabilidad de la DM  en la  evaluaci6n de la  calidad  de  modelos

moleculares  de  proteinas,  no  se  ha  desarrollado  estudios  sistematicos  enfocados  en  la

capacidad  de  la  DM  para  discriminar  entre  estructuras  3D  de  proteinas  pequefias

modeladas a partir de alineamientos de distinta calidad. En este sentido las herramientas

de evaluaci6n convencionales estan sesgadas hacia la comparaci6n de rasgo§ e§tructurales

especificos del modelo con respecto a la representatividad de dicha configuraci6n en las

bases   de   datos   de   proteinas   (potenciales   estadisticos).   En   cambio,  la   DM   puede

evidenciar  en  que  medida  un  modelo  presenta  una  baja  probabilidad  de  asignaci6n

correcta  de  contactos  nativos, dado  que  esto  afectarf la  estabilidad  estructural  durante

una simulaci6n de DM [Ponder 8c, Case, 2003].
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V.2  Hip6tesis de trabajo.

"La  Dindmica Molecular es una berramierita titil Para evaluer la calidad de estruetwras 3D

obtenidas por modeledo compondivo»

V.3 0bjetivos

•General

Demostrar  la  capacidad  diferenciadora  de  la  estabilidad  estructural  de  modelos

comparativos desarrollados a partir de alineamientos de alta y baja calidad ofrecida

por la dinamica molecular.

•Especfficos

1)  Generar una  base  de  datos  de  estructuras  de  proteinas  cuyas  secuencias  sean
utilizadas  para  modelado  comparativo  y  su  respectivo  conjunto   de  estructuras

patrones.

2) Usando MODELLER desarrouar modelos comparativos a partir de :

2.1) Alineamientos usando Clustalw

2.2)   AIneamicntos   intervenidos:   introducci6n  c#  Pro/cfo  de   aperturas  aleatorias

(indel, gaps).

3)  Comparar  modelos  generados  con  su  estructura  cristalogrifica  de  referencia

utilizando funciones clasicas de evaluaci6n.

4)  Aplicar  DM  a  los  modelos  generados  y  comparar  la  estabilidad  estructural

durante las trayectorias respecto a su estructura cristalografica de referencia.
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VI Materiales y metodos

Se  desarroll6  una  base  de  datos  (BD)  de  estructuras  proteicas  provenientes  de

PDB. Para cada estructura se realiz6 una bdsqueda de patrones, filtrando los resultados

de  acuerdo  a  un  criterio  minimo  establecido.  A  continuaci6n  se  hizo  alineamientos

91obales  mtiltiples  para  cada  estructura  con  sus  patrones.  Para  cada  alineamiento  §e

generaron diferentes conjuntos de alineamientos intervenidos. Usando estos conjuntos de

alineamientos  se generaron modelos comparativos para luego ser comparados contra las

estructuras  cristalogrificas  de  referencia y evaluados  con  Prosall y Anolea. Finalmente

determinados  modelos fueron templados con herramientas  de dinamica molecular, para

luego ser sometidos al mismo proceso de evaluaci6n, con la idea de poder determinar si la

DM tiene la capacidad de distinguir entre ambos conjuntos de modelos. En la figura 9 se

presenta un diagrama de la metodologia desarrouada.
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PDB

1

lT-\l`    -`

Figura 9: Dingrana de flujo de la metodologia empleada.Hi,H2,H3  .. .Hn , hits de BLAST-P [Altschul y col,
1997]. E.C.R, estructura cri§talogrffica de referencia.
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VI.1 Base de datos y conjunto de prueba

La segmentaci6n de la BD fue de acuerdo a resoluci6n (< 2A), ninero de residuos

(<   100),  estructuras  completas  y  estado  oligom6rico  (mon6meros).  Las      estructuras

obtenidas  a partir de  esta bdsqueda fueron utilizadas  como  entrada para una bdsqueda

BLAST-p  [Altschul y col,  1997]  (usando  BLOSUM62,  [Henikoff 6c Henikoff, 1992]

expectancy   :10,  word   size:   3)   contra   la   base   de  datos   PDB   seleccionado   aqueuos

elementos de la BD que obtuviesen al memos un acierto con porcentaje de idenddad de

secuencia entre 30% y 50%.

VI.2 Modelado comparativo

•Modelos enerados a artir de a]ineamientos  no intervenido5:

Para cada una de las cinco proteina de la BD se gener6 modelos de su estructura

3D    a   partir   de   sus   correspondientes   estructuras   primarias   y   los   patrones   de

conformaci6n conocida, utilizando el m6todo de modelado comparativo por satisfacci6n

de  restricciones  espaciales.  Los  alineamientos  entre  patrones  y  secuencias  a  modeler

fueron  realizados  con  Clustalw  ['Ihompson y  col,  1994],  para  el  modelado  se  uso  el

programa MODELLER v8.2  con la clase automodel. Para cada proteina de la BD    se

gener6  cinco  modelos, uno  sin  refinamiento  de lazos  (loops)  y 4  con  refinamientos  de

lazos .

•Modelc'S enerados a artir de alineamieritos intervenidos co'n n- iteraciones de e`rro'r.-

En el modelado comparativo existen varias fuentes de error: selecci6n inapropiada

de patrones; alineamientos incorrectos; modelado err6nco de cadenas laterales; modelaje

`dnllNili  wI  JL' `l  illl/()     I   w  I  I)I  f iMI  Ill  iliN.InmJ  nlulcuil.Ir  ul  el  iiioilelatl(I  iluliju.(rmill.'t ultl`  I"Ilt'Ip!(„`                                   16
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inadecuado de lazos [Fiser 8c Sali, 2003]. Dentro de lo errores mas comunes en el inbito

de baja identidad de secuencia son lo§ del alineamiento y por lo tanto para la generaci6n

de  modelos  comparativos  intervenidos,  fue  al  nivel  de  los  alineamientos  en  donde  se

introdujo  tales  errores.  Especificamente,  se  gener6,  via  programaci6n  en  Perl  [Wall,

1997], un  conjunto  de  alineamientos  intervenidos  insertando  aperturas  aleatorias  (ver

material suplementario 3 y figura 29). Descartando lo anterior, el protocolo de modelado

comparativo fue igual al utilizado en el conjunto de modelos no intervenidos.

VI.3 Simulacione§ de dinimica molecular

Las  simulaciones  fueron  de§arrolladas  con  minimizaciones  energ6ticas  iniciales

(algoritmo   de   gradiente   conjugado),usando    agua   como    solvente   explicito,   con

condiciones esfericas de borde (potencial arm6nico aplicado sobre moleculas de solvente

en los bordes del sistema), grupo termodinamico NVT  (ndmero  de  atomos, volumen y

temperatura constante), el n`inero de atomos (que en ningdn caso sobrepas6 los 30000

atomos)  y volumen  dependen  directanente  del  sistema  estudiado.  La  temperatura  del

grupo  fie  de  310  K y la  concentraci6n  de  iones  igual  a  0,05  M.  El  tiempo  total  de

simulaci6n fue de lns, el integrador fue de 2fs (timestep ), se aplic6 el protocolo  Shake

[Ryckaert y col, 1977]  como restricci6n a los hidr6genos. El campo de fuerza utilizado

fue CHARMM27 implementado en   el programa de dininica molecular en nanoescala

NAMD  (din6mica  molecular  en  nanoescala,  72¢7zocjc¢/c  7"a/ecg//czr  dj#g¢7"g.cJ),  [Phillips  y

col 2005].  Es importante  destacar que para las  simulaciones  exploratorias  hubo  ciertas

variaciones   en   el   protocolo   utilizado,   como   fueron   la   utilizaci6n   de   condiciones

peri6dicas de borde (chbicas) y protocolos de relajaci6n y minimizaci6n diferentes. Todas

las   simulaciones   fueron   ejecutadas   en   un   linux-cluster   (Fedora   core2)   de   ocho

`("In.irltl  il;[`/i iilu     L  lw.I)I  pLiTtl  Ill  ilniuinl(wli)I.(uldl   oNl  1)I(]d(Iiul()  tl.  nlutr(Wn()lenil,l\  bl(IliJ*I(i{\                                 17
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procesadores   Intel   Pentium   IV,   demorando   aproximadamente   24   hrs   por   cada   ns

simulado. En la figura 10 se presenta un ejemplo de los sistemas simulados.

I;;¥j§,]g:a;:EiimFfi,csifjp¥rd:lj:e;;n;;#S[rife§i:ddi;;;#£:e;at:e;¥igr=S}#}[[:aLt;:£±g£%ia
sccundana de lpcH: amarillos hojas a, violeta helices a, calipso y blanco lazos (loops).

VI.4 Evaluaci6n de modelos comparativos y analisis de simulaciones

Los modelos comparativos fueron evaluados antes y despu6s de las simulaciones de

dinimica molecular con los evaluadores clasicos Prosall y Anolea utilizando las opciones

por  omisi6n  de  ambos  programas.  Los  valores  del  curso  temporal  de  la  RMSD  (con

respecto  a  la  estructura  inicial),  energfas  de  las  simulaciones, divergencia  estructural y

alineamientos  estructurales  (STAMP  [Russell 8c Barton,  1992],  ademas  de  los  RECR.

antes  y  despues   de  las  DM,  fueron  calculados  con  el  programa  VMD   (dinimica

molecular   visual,   q/z.jz£&/   owo/ecg//¢r   dy7z¢fflz.cf)[Humphrey   y   col,    1996]    a    trav€s    de

programaci6n en TCL  [http://www.tcl.tk/]  y Perl.    El  analisis  matemitico  fue llevado  cabo

con    los    programas     Grace     [http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/],    Octave

[http://www.gnu.org/software/octave/|yOpenoffice[http://www.openofficc.org/].
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VII Resultados

VII.1 Base de datos y conjunto de prueba

Los resultados de la bd§queda de secuencias patrones BLAST-p se presentan en la

figura  11.  El  analisis  de  la  figura  11  permite  destacar  dos  aspectos  fundamentales,  la

mayor  cantidad  de  los  aciertos  para  los  elementos  de  la  base  de  datos  preliminar  se

encuentran  localizados  en  la  regi6n  comprendida  entre  25%  y  50%  de  identidad  de

secuencia BIAST-p. PDB  es redundante, lo que se ve reflejado por la presencia de un

gran ndmero de aciertos cercanos al 100% de identidad de secuencia BLAST-p.

Hlstograma de frecuencla Blast-p v/s PD13

20                     sO                     40                     sO                     cO                     70
%ld secuencia  Blast-p

EF=?:i;6:Eeessu:e?h:§;i!d:m#re::?:e:::inn::sa(p£?:#:6SraF:a,:iacsit6-:!e#lgaielagte-pdaho:t:::hq='en#

Luego   de   filtrar   los   resultados   de   la   bdsqueda   de   secuencias   patrones   (ver

m6todos),  la  base  de  dates  qued6  compuesta  por  5  estructuras  cristalograficas  y  sus

correspondientes secuencias patrones (figura 12 y tabla 1).
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E§tructun De§cripci6n Datos Experimentales

1BHP , fl Purotic>nina beta, pertencciente a1aclaselastioninas,toxina§deplantasqueaumentanla No re§iduos: 45Resoluci6n:1.7Ai- permeabilidad de membranes. F`rerlte.. Tritioum aestivum- CATH : alfa-betaIll-
SCOP: pequefias proteinas\-I Neurotoxina  1,  componente  del No residuos: 72

1NTN       -

1PCH Proteina   transportadora   de N° residuos: 88
fosforo contenedora de histidina

T'++ \ T- HE.  (Hpr).  E§tas  proteinas  sonpartedelsistemafosfoenolpiruvato,elsistemade Resoluci6n: 1.8AFu¢rlkc:.Mico|>[asma capricoham

trasporte     de     azucar CATH: alfa y beta

1 fosfotranferasa (PTS).
SCOP: proteinas alfa y beta

1PTX \ Texina   11   (AaHII),   parte   del No residuos: 64
veneno  de  escorpiones,  se  une  acanalesdeNa..

Resoluci6n: 1.3A

Fuernde.. Andronoctus australis\``\ CATH: alfa-beta

\<- SCOP: pequefias proteinas

1UHA Tipo  de  lectma  especffica  para No re§iduos: 82

!                  i,.  ,`                                                     :::=pneoq::]fig:a::otemas

Figura  12:  Configuraci6n final de la base de datos, las proteinas  aparecen  esqucmatizadas  de acuerdo  a  su estructura
secundaria, donde amarillo representa sabanas a, violeta hdices a . calipso y blanco distintos tipos dc hzos.
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Tabla 1:  Patrones 1)ara modelado comoarativo oara cada una de las estruct`ms de la base de datos

Secuencia Patrones Nombre Pesoluci6n F!esidiios a/o|dentldad

a modelar A global

1BHP

1CNR Crambina 1.0 46 37

1AB1 Crambina 0.8 46 34

1CPN Crambina 1.5 46 34

1EJG Crambina 0.5 46 33

1NTN.

1TGX (A)". Toxina gama 1.5 60 35

1F94 Bucandina 0.9 63 35

1QM7 Proteina quim6rica 2.1 61 34

1 Kxl (A)... Cytoloxlna 2.1 62 32

1HOJ(A)... Cardiotoxina 1.9 60 32

icDT(Ar. Cardiotoxina V4l ll 2.5 60 32

1PCH

2HPR Hpr 2.0 87 45

1PTF Hpr 1.6 88 43

1 MU4 (a)... CFIH 1.8 87 41

1 FUO (A)... Hpr 46 1.9 87 41

1 MO1  (A)..` Seleno 1.8 87 38

2JEL FabHPP 2.5 85 36

10PD Hpr 1.5 85 35

1CM2 Hls 15asp Hpr 1.8 85 35

1CM3 His 15asp Hpr 1.6 85 35

1 PTX..

1Npl Neiirotoxina TS1 1.1 61 43

1UHA

1 UKL (A)... lmportina beta 3.0 126 53

' Estnict`m modelada sin los ultimos 6 residuos de carboxilo terminal.
•* Estnictura modelada sin los ultimos 7 residuos dd carboxilo terminal.
ca Cadena utilizada como patr6n para d moddado.

Semirario deTiliilo : Uti rol prm la dindm;[dTiroleculai. eli el modclado de macroriol6cula5 b;o[6gica5                       21
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Tal como se aprecia en la tabla 1 cada elemento de la base de datos, c6digos PDB:

1BHP [Stec y col, 1995], 1NTN  [Nickitenko y col, 1995], 1PCH  [Pieper y col, 1995],

1PTX  [Housconjunto  y  col,  1994]  y  luHA  [Fujii  y  col, 2004],    posee  una  serie  de

estructuras   cristalograficas   patrones   para   el   modelado,   resultantes   de   la   btisqueda

BLAST-p.   En  general  se   acepta  que   mientras   mayor  sea  el   ndmero   de  patrones

empleados  en  un  modelado  comparativo  mejor  seran  los  resultados  obtenidos  de  este

modelo [Fiser 8c Sali, 2003]. Aun cuando este no fue el caso para todos los elementos de

la base de dates esto no result6 ser un problema ya que permiti6 estudiar distintos casos

de modelado (con uno o varios patrones).

VII.2 Definici6n de un protocolo ¢c7-4oc de  dininica molecular

Cada ECR de la base de datos fue sometida a un protocolo de DM particular (vcr

materiales  y  m6todos)  con  el  objetivo  de  determinar  la  estabilidad  estructural  de  las

proteinas  de  la  base  de  datos  y  establecer  si  las  energias  de  los  sistemas  estudiados

llegaban a valores estables dentro de los tiempos de simulaci6n disponibles de acuerdo a

nuestra infraestructura. Para euo se analiz6 las traysctorias estructurales via el calculo del

curso temporal de la RECR contra la estructura inicial y la derivada de la energia total

con respecto  al tiempo. Como se de§prende de la figura  13  todas las proteinas de la base

de dates Son relativamente estables, no sobrepasando los 3A la RMSD (Ccx) en ninguno

de los casos. Tat como se aprecia en la figura 138, en la cual se presenta la variaci6n en el

tiempo de la primera derivada de la energia total del sistema con re§pecto al tiempo para

todas  las  ECR  de  la  base  de  datos,  los  valores  energ6ticos  para  todas  las  simulaciones

tienden a estabilizarse en alrededor de los 6 ps de simulaci6n.
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Figun 13: DM para las ECR. Pond A, Curso temporal de la RMSD(Ca) de la ECR de la base de datos.

Panel 8, dE/dt pan los primeros pasos de la energia total a lo largo de la simulaci6n de DM para las ECR

de  la  base  dc  datos  todos  los  cristales  de  la  base  de  datos  (figura  esquina  inferior  derccha, presentan  el

gfafico de dE/dt completo). _ 1BHP, _1NTN,_1PCH,_1P'IX,_1UHA. N6tese los incrementos
at]ruptos de energia al final de la etapa de minimizaci6n (peso 1000), reflejo del inicio de la etapa de DM.
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En la figura 138 puede observe.rse incrementos abruptos en la energia calculada al

inicio de la simulaci6n Con al objetivo de determinar la estabilidad energetica con enfasis

en la primera§ etapas de la DM, se estudi6 3 distintos protocolos  de dinamica molecular

para el sistema luHA, dado que este es el que presenta mayor inestabilidad estructunl

(RMSD),

•Protocolo 1: Condiciones esfericas de t)orde, minimizaci6n y relajaci6n en un solo

paso con todo el sistema complete.

•Protocolo  2:  Condiciones  peri6dicas  de  borde,  PME   [Darden  y  col,  1999],

minimizaci6n y relajaci6n del solvente mas iones manteniendo la proteina fija, para

luego mininrizar y relajar el sistema completo con la proteina libre.

•Protocolo  3:  Condiciones  esfericas  de  borde,  minimizaci6n  y  minimizaci6n  y

relajaci6n   del   solvente   mss   iones   manteniendo   la   proteina   fija,  para   luego

minimizar y relajar el sistema complete con la proteina libre.

Como  se  aprecia  en  la  figura  14,  para  los  tres  tipos  de  protocolos  de  DM  se

observan incrementos abruptos en la energia al iricio de la simulaci6n, sin embargo a los

pocos picosegundos transcurridos la energia tiende a estabilizarse, 1o oral se ve reflejado

en el valor 0 de la derivada de la energia total con rest)ecto al tiempo. Para los protocolos

2 y 3  se observan dos incrementos abruptos en la energia que pueden explicar§e por las

caracteristicas   de   estos   protocolos,   ya   que   incorporan   minimizaci6n   cnerg6tica   y

relajaci6n  por  partes.  Primero  las  moleculas  de   agua  del  sistema,  manteniendo  la

estructura prot6ica fija, y luego todo el sistema completo, es decir, proteina mas §olvente.

La aparici6n de dos incrementos abruptos   de energia (vcr figura 14 8 y C)  son reflejo

del inicio de cada simulaci6n de DM.

Setrliiiario deTitulo : UnTol pan h din6mica molecular en el modelado de lnao.omo[6culas hiol6giva]                       24
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con  todo  el  sistema  completo.   Panel  8,  protocolo  2  condiciones  peri6dicas  de  borde,  PME,  minimizaci6n  y
relajaci6n del solvente mss iones manteniendo la proteina fija, para luego minimizar y rclajar el sistema completo con
la  proteina  libre;   Pand C  protocolo  3, condiciones  esffricas  de borde, mimmizaci6n y relajaci6n  del solvente  mi§
ione§ manteniendo la protcina fija, para luego minimizar y rdajar el sistema complcto con h proteina hbre.
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Para complementar los analisis energ6ticos se estudi6 la estabilidad estructural para

cada tipo de protocolo, a trav6s del calculo del curso temporal de la RMSD(Cci) respecto

a la estructura inicial para cada una de estas simulaciones. En la figura 15  se observa que

las estabilidades estructurales para los distintos protocolos de DM utilizados resultan ser

similares no sobrepasando la RMSD(Ccx) en ninguno de los casos los 2.5 A.

o                            Coo                          4oo                          6oo                          8co                         iooo
tiempo ®s)

Figura   15:  Curso  temporal  de  la  RMSD(Ca)  para  los  tres  protocolos  dc  DM  aplicados   sobre  las

estructura  luHA. _Protocolo  1:  condiciones  esfericas  de borde,  minimizaci6n  y relajaci6n  en  un  solo

paso con todo el sistena completo;  _Protocolo 2: condiciones peri6dicas de borde, PME, minimizaci6n

y relajaci6n dcl solvente mis  iones manteniendo la proteina fija, para luego  minimizar y rdajar el sistema
completo  con la proteina libre;  _Protocolo 3:  condiciones  esferica§  de borde, minimizaci6n y relajaci6n

dd  §olvente  mis  iones  manteniendo  la  proteina  fija, para luego  minimizar y relajar cl §istema  completo

con la proteina libre.

Debido al comportamiento similar en la VAriaci6n energ6tica y el curso temporal de

la RMSD(Ccx) de la estructura 3D de la proteina luHA en los tres protocolos de DM y

al  menor  costo  computacional  del  protocolo  1,  se  decidi6  ocupar  6ste  para  todas  las

simulaciones posteriores.
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VII.3 Modelado comparativo

A partir de los alineamientos entre las  estructuras primarias de cada una de las 5

proteinas de la base de datos y de sus respectivos patrones, se gener6 para cada ECR, un

un conjunto de 5 estructuras 3D (modelos comparativos),rna estructura sin refinamiento

de  lazos  y  cuatro   con   diferentes   refinamientos   de  lazos   (un   total  de   15   modelos

comparativos).  Por  otro  lado,     se  intervino  los  alineamientos  de  cada  ECR  con  sus

respectivos  patrones  agregando  aperturas  aleatorias  (gaps).  Este  proceso  se  iter6  siete

veces  generando  7  alineamientos  de estructuras primarias  cada vez mas  alejados  de los

originales. Para cada uno de los alineamientos resultantes se gener6  5 estructuras 3D por

modelado comparativo, una estructura sin refinamiento de lazos y cuatro con diferentes

refinamientos de lazos (un total de 175 modelos comparativos). Cada modelo resultante

fue evaluado con Prosall, Anolea, y RECR.

A partir de los datos desplegados en la figura  16 se desprende que, a medida que

aumentan  las  aperturas  aleatorias  en  los  alineamientos,  el  porcentaje  de  identidad  de

secuencia con respecto a la secuencia a modelar disminuys en la mayoria de los caso§. Al

mismo tiempo, a medida   que aumenta el ndmero de iteraciones de intervenci6n   en lo§

alineamientos,  las  evaluaciones  de  Prosall  y  Anolea  para  las  estructuras  empeoran

consistentemente en la mayoria de los casos, al igual que los RECR (medida directa de la

calidad de los modelos).
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Ndmero de lteraclones de mtervenci6n en los allneamlentos
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Figura  16:  Anilisis  de los  moddos  generados  en funci6n  de la  iteraci6n  en  la  intervenci6n  de los  alineamientos. A)

Porcentaje  de  identidad  dc  secuencia  entre  patrones  y  secuencia  a  moddar;  8)  RECR;  C)   Encrgia  combimda

calculada por Prosa 11  D) Energia no-local calculada por Anolea.   -1BHP,   -1NTN, HIPCH, lmp'IX -1UHA
Las columns  representan  el promedio y error tipico  de cada canddad calculedo sobre las  5  estnicturas  1  sin  + 4  con

lazos optimizados.

VII.4 Simulaciones de dininica molecular

Para cada estructura de la base de datos se simularon dos conjuntos de modelos, los

generados a partir de alineamientos no intervenidos y de alineamientos intervenidos. El

rfumero de iteraciones de error para la evaluaci6n por DM fue escogido de acuerdo a los

valores de RECR a partir del analisis de la figura 168, se eligieron aquellos modelos en

donde existiese una diferencia apreciable con respecto  a los modelos generados  a partir

de alineamientos no intervenidos. De esta forma para cada elemento de la base de dates

se  incorporaron:  6  aperturas  alea.toria para  lBHP y  lpcH;  7  aperturas  aleatorias  para

lNTN y lpTX; 3 aperturas aleatorias para luHA. En las figuras 17-21 se presentan  los

los  cursos  temporales  de  la  RMSD  (Cci)  respecto  de  la  estructura  inicial  para  cada

conjunto de modelos.

\tnuo.il  N  i!`'I   Ilii/II.  I    Ii   I  ol   I)«rd   I,I  tlin.I)7Ni  cl   mi)I.'i  iilii?-I?I.I  lil(IIIeliulii  tl(   nlm-()Iililltt  il/`i(  !ii()lil(gi(j`                                       28



200                           400                           600                            800                           1000

tiempo (ps)

Figura  17: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estnictura imcial para la  ECR y ambo§ conjuntos de modclos

pan  lBHP.  A  la  izquicrda  y  a  la  derecha  se  presentan  alineamientos  estructurales  (representaci6n  de  e§tructun
secundaria)  de los  modelos y la ECR antes y despues  de  las  simulaciones  de DM  coloreados  de  acue[do  a  identidad
estructural  (e§cala  de  azul,  mayor  identidad  estmctural,  a  rojo, baja  identidad  estructural.  _ECR, _Modelos  0

iteraci6n, _Modelos  intervenidos  con  6  iteraciones.  Cada punto  representa  el  promedio  y  error  tipico  sobrc  las  5
estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.

Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para modelos  1 NTN

200                             400                             6()0                             8cO                             1000

tiempo (ps)

Figura 18: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para ha   ECR y ambos conjuntos de modelos

para  lNTN.  A  la  izquierda  y  a  la  derecha  se  presentan  alineamientos  estructurales  (reprcsentaci6n  de  estnict`ira
seoundaria)  de los  modelos y la  ECR antes y deapu6s  de  las  simulaciones  de DM  coloreados  de  acuerdo  a  identidad

estructural  (escala  de  azul,  mayor  idcntidad  estructural,  a  rojo,  baja  identidad  estructural.  _ECR, _Modelos  0

iteraci6n, _Modelos  intervenidos  con  7  iteraciones.  Cada  punto  representa  d  promedio y  error  tipico  sobre  las  5
estructuras  1 sin + 4 con lazos optimizados.
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Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial  para modelos  1 PCH

tiempo (ps)

Figura  19: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la   ECR y ambos conjuntos de modelos

para  lBHP.  A  la  izquierda  y  a  la  derecha  se  presentan  alineamientos  cstructurales  (representaci6n  de  estructura
sccundaria)  de los  modelos y la  ECR antes y despu6s  de las  simulaciones  de DM  coloreados  de  acuerdo  a identidad
estructural  (escala  de  azul,  mayor  idcntidad  estructural,  a  rojo,  baja  identidad  estructural.  _ECR,  _Modelos  0

iteraci6n,  _Modelos  intervenidos  con  6  itcraciones.  Cada  punto  representa  el  promedio  y  error  tipico  sobre  las  5
estructuras 1  sin + 4 con lazos optimizados.

Curso temporal de la  RMSD (Ca) contra la estructura inicial  para  modelos  1 PTX

0                                200                             4{)0                             600                             800                             10cO
tiempo (ps)

Figura 20: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la   ECR y ambos conjuntos de modelos

para  lp'IX  A  la  izquierda  y  a  la  derecha  se  presentan  alineamientos  estnicturales  (represcntaci6n  de  estructura
secundaria)  de los  modelos y la  ECR antes y despu6s  de las  simulaciones  de DM  coloreados  de  acuerdo  a  identidad

estnictural  (cscala  de  azul,  mayor  identidad  estr`icturaL  a  rojo,  baja  identidad  cstructural.  _ECR,  _Modelos  0

itcraci6n,  _Modelos  intervenidos  con  7  iteraciones.  Cada  punto  representa  el promedio  y  error  tipico  sobre  las  5
estructuras 1  sin + 4 con lazos optimizados.
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Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para modelos  1 UHA

200                             400                             6cO                             8cO                             1000

tiempo (ps)

Figura 20: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra h estr`ictura inicial para ha   ECR y ambos conjuntos de modelos

para  luIIA.  A  la  izquierda  y  a  la  derecha  se  presentan  alineanientos  estnicturales  (representaci6n  de  estructura
secundaria)  de los  modelos y la ECR antes y despues  de las  simulaciones  de DM  coloreados  de  acue[do  a  identidad
estructural  (escala  de  azul,  mayor  identidad  estr`icturaL  a  rojo,  baja  identidad  estructural.  _ECR,  _Modelos  0

iteraci6n, _Modelos  intervcnidos  con  3  iteraciones.  Cada  punto  representa  el  promedio  y  error  tipico  sobre  las  5
estnicturas 1 sin + 4 con lazos optimizados.

Es  importante  notar,  observando  la§  figuras  17-21,  que  sin  importar  el  sistema

simulado,  el curso temporal de la RMSD(Ca) contra la estructura inicial para cada uno

de   los   elementos   de   la   base   de   datos   y   sus   respectivos   modelos   presentan

comportamientos  similares.  Es  decir,  en  todos  los  casos  estudiados  existe  una  clara

diferencia en la estabilidad estructural entre las estructuras cristalograficas de referencia,

los  modelos  de  alineamientos  no  intervenidos  e  intervenidos,  siendo  los  cristales  de

referencia mss estables que los modelos no intervenidos lo que a su vez son mss estables

que los modelos intervenidos.
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VII.5 Analisis de modelos comparativos post dinamica molecular

Con el objetivo de estudiar los efectos de las simulaciones de dinamica molecular

sobre  las  evaluaciones  de  los  modelos  comparativos  despu6s  de  la  DM  se  evalu6  la

energia  de  cada  conformaci6n  u§ando  Prosall,  Anolea  y  se  calcul6  la  RECR.  Los

resultados de estas evaluaciones se presentan , en la figura 22.

®                        Energia comblnada prosau despues DM                                          ®                       Energla no-Ich:al Anolea despdes de DM

Figura 22: Analisi§ de dininica molecular para para la ECR, los modelos no intervenidos y los modelos con iteraciones
de intervenci6n en los alineamientos antes y despu€s de las simulaciones de DM.
Pand A encrgia combinada calculada por Prosa 11.
Panel 8, cnerg{a no-local calculada por Anolea.
Panel C, RECR.
•i BHp, -iNTN, in PCH, Iimp'IX, iimullA.

DM: estructura salida de dinamica molecular.
Min: estructura minimizada energ€ticamente luego de simulaci6n dc dininica molecular.
0 it : modelo generado sin iteraciones de intervenci6n en d alineamiento.
n-it  :  modelo  intervenido  con     n-iteraciones  de  intervenci6n  en  el  alineamiento.  6  iteraciones  dc  intervenci6n  para
lBHP y lpcH, 7 iteraciones de intervenci6n para lNTN y lpTX, 3 intcrvcncioncs para luHA.
Las  columnas  representan  el  promedio y error  tipico  de cada  cantidad  calculado  sobre las  5  estructuns  1  sin  +  4  con

lazos opdmizados.

`illiill,il  ;tl  ilL  -l`i[iiltl      I-wyil   p,u-u   lt!  ,lnwrniLo   niulcililtlT  \nl  Jl   lntl.l±lilil()  Lluyw(I  iNnoll<  II/ul\  lTnloxli.I`                                     32



•„       ,,,    \1,     ,     I    ,,,,,,.  /            ,,       /       ,     ,:lJ,-I     ,I,        ,I -,,,,,,  \          I       ,(,,,I,     ./,.I,,1,+ ,-.,,  I     )

En la figura 22 se aprecia que las simulaciones de DM tienen los siguientes efectos

dependiendo   del   analisis   realizado:   para   los   modelos   no   intervenidos   las   RECR

aumentan levemente y los valores  de    pseudoenergias  conformacionales  calculadas por

Prosall y Anolea no varian luego de las DM existiendo un pequefio incremento en las

barras   de   error   para   ambos   anilisis.   Los    modelos   intervenidos   presentan

comportamientos similares para las evaluaciones Prosall (aunque para el sistema lNTN

hay claras diferencias luego de la DM) y las RECR, no obstante, para estos modelos los

valores   de   pseudoenergias    conformacionales   calculadas   por   Anolea   cambian

drasticamente luego de las simulaciones de DM pasando de valores positivos a negativos

(evaluaci6n favorable). Cabe destacar que las estructuras de los cristales de referencia no

sufren cambios considerables en sus evaluaciones Prosall y Anolea despues de las DM.

VII.6 Divergencia estructural

Los   alinealnientos   estmcturales   previos   y   posteriores   a   las   simulaciones   de

dininica  molecular  para  cada  unos  de  los   conjuntos  de  modelos  y  las   estructuras

cristalogrfficas  (vcr  figuras  17  a  la  21)  indican  que  las  estructuras  simuladas  tienden  a

divergir  estructunlmente  a  medida  que  son  sometidas  a  simulaciones  de  DM.  Con  el

objetivo  de  estudiar  este  fen6meno  se  analiz6  la  evoluci6n  del  RMSD(Ccx)  de  cada

modelos contra la ECR a lo largo de toda la trayectoria (cada paso contra cada paso). Los

resultados de este analisis se presentan en la figura 23. Como se observa en la figura 23

existen  claras  diferencias  para  ambos  conjuntos  de  modelos,  sin  embargo  el  momento

exacto en d6nde ocurre la divergencia estnictural no se logra apreciar lo cual puede  ser

debido a la resoluci6n temporal del analisis.

\t7i|in`irlll  tl;riiii/I,     I_`n  rtjl  |ILiTti  /,I  {1INdlnltu  mtll((ul,II   Ill  d  mloJtl.Iulil  de  mtrolnoleriilii5  bl(jl()Slut                                  33



I         /        I         l/L         ,              I

I.AJ

Dwefgenera de Ll f`MSD(Ca) corrtra  Ecfl pare nodelos lBHP

Oempe  (PS)

-C

Dlvergencla de la RMSD(Ca) contra ECR pare modetos I PCH

o¢mFx)  Ore)

a/
Drverger.cra de la F"SD(Ca) contra ECR para modek)s  1 NTN

t)enpe ®s)

(a/,
Divengenaa de la RMSD(Ca) contra ECR pore modelos  1 PTX

.",                      +111                     ull                      *ro                     ||rx'
I,Jem pe ®S)

t'On pe ®S)

Figura  23:  Divergencia  estructural  medida  a  traves  de  RMSD(Cci)  contra  la  ECR  a  lo  largo  de  las  simulaci6n  de
dininica molecular para cada uno de los conjuntos de modelos de los elementos de la base de dates:
Pand A, analisis para modelos lBHP,  _ Moddos 0 iteraci6n de intervenci6n en  el alineamiento ,_Modelos con 6
iteracioncs de intervenci6n en el alineamiento;
Panel 8, an6lisis para modelos  lNTN, _Modelos 0 iteraci6n de intervenci6n en   el alineamiento,_Modelos con 7
iteraciones de intervenci6n en el alineamiento;
Panel C, anali§is para modclos lpcH, _Modelos 0 iteraci6n de intervenci6n en   el alineamiento, _Modelos con 6
iteraciones de intervenci6n en el alineamiento ;
Panel D, analisis para modelos lp'IX  _ Modelos 0 iteraci6n de intervenci6n en  el alineamiento, _Modelos con 7
iteraciones de intervenci6n en el alineamiento;
Panel E, analisis para modelos luHA, _ Modelos 0 iteraci6n de intervenci6n en   el alineamiento _Modelos con 7
iteraciones de intervenci6n en el alineamiento;
Cada punto representa el promedio y error tipioo sobre hs 5 estructuras 1  sin + 4 con lazos optimizados.
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VII.7 Modelado de la ubicuitina.

Con el prop6sito de validar la metodologia en un protocolo  clasico  de  modelado

molecular, se gener6 una serie de modelos comparativos a partir de patrones con distinta

identidad de secuencia con respecto a la secuencia a modelar (desde 26% hasta 57%) para

la estructun cristalogrifica de la ubicuitina, proteina de 76 residuos (c6digo pdb luBQ)

[Vijay-Kumar  y  col,   1987]   para   luego   ser   sometidos   a   simulaciones   de   dininica

molecular  (ver  secci6n  VI.3).  La  estabilidad  estructural  de  los  distintos  modelos  fue

comparada con las evaluaciones  de Prosall y Anolea, resultados  que  se presentan en la

figun 24.

400                              GOO                              goo
6coTx> giv)

Evalueciond uricuitinll .nte. d. DAA

~,\-ha,1b--I+-T-I
Crai.I                m^i                 mz                 I-                 1"

Figura 24: Evaluaci6n   pan modelos de
la ubicuitina    provenicntes  de  distintos

patrones:
Panel  A,  RMSD  (Cct)  de  tryectoria

IT"mi5u    para  la  estnictu[a  cristalogrffica  y  los
•modelos de la ut)iouitina;
cristal ubicurtina (1UBQ) .

BWL-.:co^    I  mode|o dc  1.36A dc RMSD (Ca) v/s

luBQL desarrollndo a partir del patron
2NW (57% id).

=hce`rro'i¥T83d€:d:::£fd:ea¥£Ddicpaa)tr:/:
2FAZ (36% id).
•modelo dc 2.66A de RMSD (Ca) v/s
luBQL, desarrollado a partir del patr6n
2BNF (32% id).
•modelo de 3.54A de RMSD  (Cci) v/s
luBCL, desarrollado  a pardr del patr6n
1" (26% id).
Panel   8:    Evaluaci6n    dc    Prosall   y
Anolca para la estnictura cristalogrffica

y los modelos de la ubicurtina;
cristal:   estructura   cri§talogrifica   de   la

zRc*in::I:oQLde  1.36A  de  "sD
(Ca)  v/§  1UBC|,  desarrollado  a  partir
del patron 2NW (57% id).
2FAZ:modelo   dc    1.96A   de   RMSD

(Ca)  v/s  luBQL,  desarrollado  a  partir
del patr6n 2FAZ (36% id).
2BNF  modelo   de  2.66A  de   RMSD
(Ca)  v/s  luBCL,  dcsarrollado  a  partir
del patr6n 2BNF (32% id).
1ITN   modelo  de  3.54A  de  RMSD
(Ca)  v/s  luBQL,  desarrollado  a  partir
del patr6n 1" (26% id).
I evaluaci6n Prosall.
I evaluaci6n Anolea.
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Como  se  aprecia en la figura 24A,    1a estabilidad estructural media por el curso

temporal de la RMSD (Cex) contra la estructura inicial a trav6s de simulaciones de DM

permite diferenciar modelos comparativos desarrouados a partir de patrones con distinto

porcentaje   de   identidad   de   secuencia.   E§tos   resultados   son   consistentes   con   las

evaluaciones  Prosall  y  Anolea  (figura  248),  sin  embargo  Prosall  presenta  valores

similares  de  pseudoenergia  conformacionales  sin  importar el modelo  evaluado. Anolea

logra una  mejor resoluci6n entre los modelos pero, en particular I)ara este caso, falla en la

evaluaci6n   del modelo generado a pardr del patr6n 2FAZ, ya que aunque este modelo

presenta  RMSD  (Ccx)  contra  la  estructura  cristalografica  de  la  ubicuitina  mayor  al

modelo generado a pardr del patr6n 2NVU,  su pseudoenergi'a conformacional es menor

(evaluaci6n favorable).
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VIII Discusi6n

VIII.1   Base  de  datos  y  definici6n  de  un  protocolo  CZJ-doc  de  dininica

molecular

De aouerdo a los resultados de la figura 13  todas las estructuras de la base de datos

fueron   sometidas   a   un   protocolo   de   DM   presentando   simulaciones   relativamente

estables. Con el prop6sito de estimar si el protocolo de DM utilizado es apropiado y no

genera  artefactos  en  el  §istema  se  prob6  dos  protocolos  alternativos  de  DM  para  la

estructura  luHA. Tat como  se  aprecia en la figura  14, el analisis  de la variaci6n  de la

energia total del sistema con respecto  al tiempo  (dE/dt)  demostr6 que los incrementos

abruptos  de la energia son un reflejo del inicio de la DM ya que en esta etapa se sube

bruscamente   la   temperatura   del   sistema.   Un   protocolo   en   d6nde   se   subiese   la

temperatura en forma gradual no  deberia presentar estos  saltos abruptos  de energia.De

este  modo,  se  concluye  que  la  metodologia  de  DM  utilizada  resulta  adecuada  y  las

simulaciones  de  las  estructuras  cristalogrificas  son  estables, lo  cual  pemiti6  definirlas

como comportamiento de referencia en los estudios posteriores.

VIII.2 Modelado comparativo

•Modelo5 rovenientes de alineamientos no intevenidos :

El  valor  de  RECR  (diferencia  estructural)  de  los  modelos  no  intervenidos  fue

diferente  (figura  16),  dependiendo  de  variados  factores.  En  el  caso  de  este  estudio, la

identidad  de  secuencia  no  fue  una variable  fundamental  en  la  calidad  de  los  modelos

[Sali  8c  Blundeu,  1993]   debido   a  que,  intencionalmente,  se  trabaj6  para  todos  los

modelos   en  el  intervalo  de  baja  identidad  de   secuencia.  No  obstante  los   modelos
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obtenidos  para  lBHP y lpcH  (vcr figura  16)  presentaron  RECR del orden de  0.7A,

considerados  como  modelo§  de  alta  precisi6n  [Baker  8c Sali, 2001](vcr  figura  2).  Para

lpTX  y  lNTN  el  proceso  de  modelado  requiri6  quitar  los  residuos  del  extremo

carboxilo terminal de arnbas estructura§, siendo el caso extremo  luHA para la cual fue

necesario utilizar un patr6n de mayor identidad de secuencia  (53%, vcr tabla  1) ya que

con patrones de menor identidad de secuencia fue imposible obtener modelos de calidad

razonable bajo el valor de RMSD. Si se analiza el elemento comdn entre estas estructuras

se percibe  que  poseen lazos  (loops)  de una  extensi6n  apreciable, relativo  a  su  tamafio,

siendo  estas las regiones mss complejas de modelar  [Fiser y col, 2000]. Es importante

hacer  la  diferencia  entre  la  definici6n  de  lazo  estructural,  como  la  ausencia  de  una

estructura secundaria en particular y la definici6n de lazo de MODELLER la que tiene

relaci6n con la ausencia de representaci6n estructural por parte de los patrones, es decir

las  zonas  de  aperturas  Gaps)  en  el  alineamiento.  Estructurahaente,  1BHP  y  lpcH

presentan  pocas  regiones  de  lazos,  ademds  de  haber  sido   modeladas   a  partir      de

estructuras cristalogrfficas de alta resoluci6n (especialmente lBHP) obteniendo modelos

de bajos RECR. Arin cuando la identidad de secuencia es la variable fundamental en el

modelado comparativo, cuando se trabaja en el inbito de la baja identidad de secuencia,

la  resoluci6n  comienza  a  ser  un  factor  fundamental  en  la  calidad  y  precisi6n  de  los

modelos [Fiser 8c Sali, 2003]. Existe una proporcionalidad entre la estabilidad estructural

de los cristales estudiados y la calidad de los modelos generados para estas proteina§ en

t6rminos de RECR. Los lazos estnicturales son la zonas mis complejas de modelar y al

mismo tiempo las regiones mas m6viles en el contexto de una simulaci6n de DM [Post y

col,  1989],  conduciendo  a  la  idea  que  que  mientras  mss  inestable  sea  la  dininica

molecular de una estructurada modelada, su modelado es menos confiable.
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Si   bien   las   evaluaciones   de   las   ECR   presentan   valores   de   psoudoenergfas

conformacionales  menores   a  los   modelos,  1o   oual  es   esperable   debido   a  que   estos

evaluadores  estin  parametrizados  a  partir  de  estructuns  cristalogrificas  [Sippl,  1993,

Melo y col,1997], estas son comparables y presentan valores negativos. En conjunto con

los calculos de RECR, 1os cuales no sobrepasaron los 3A, y de acuerdo con la literatura

[Baker 8c, Sali, 2001] los modelos desarrollados fueron catalogados como adecuados.

•Modelos rovenientes de alineanieritos intervenidos con ri- iteraciones de inserci6ri de indel:

En la figura 29 se observa el efecto de la inserci6n de aperturas aleatorias (gaps) en

los   alineamientos,   en   d6nde   la   progresi6n   de   esta   hace   que   las   posiciones   mfs

conservadas   en   los   alineamientos   presenten   menor   definici6n.   Este   mismo

comportamiento se observa cuando se alinean secuencias que presentan cada vez menor

porcentaje  de  identidad  de  secuencia y por lo  tanto  se  hace  memos  probable  que una

posici6n  en  el  alineamiento  entre  el  patr6n  y  la  secuencia  objetivo,  efectivamente

corresponda  a residuos hom6logos. A nivel de plegamiento, esto  equivale  al uso  de un

patr6n que, si bien presenta el plegamiento arquetipico de la superfamilia, no refleja con

precisi6n la estructura del grupo filogen6tico mas cercano.

El  error  asociado   al  desarrouo  de  estos  modelos  viene  dado  por  la  inserci6n

aleatoria de aperturas Gaps) en los alineamientos. Con el incremento en la iteraciones de

error se observan ciertos fen6menos que ameritan un andisis mas detallado. A diferencia

de lo que ocurre con los modelos no intervenidos, donde la resoluci6n de los patrones y la

presencia de lazos en su estructura juegan un papel fundamental, para estos sistemas la

identidad de secuencia empieza a ser un factor fundamental, como se observa en la figura

16A. El incremento  en  el error acarrea una  disminuci6n progresiva en la  similitud  de
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caracteres, con ciertas excepciones que pueden ser explicadas por el caracter estocdstico

en la inserci6n de las aperturas,   ya que que ciertas aperturas  (gaps)  caen en zonas que

pueden   no tener efecto significativo   sobre cl alineamiento (ej: zona de gaps) o incluso

mejorarlos  (vcr figuras  16 y 28). Es importante destacar que, mientras mas patrones  se

hayan usado en el alineamiento, se observa una atenuaci6n del error introducido   ya que

el efecto individual de una particular apertura en cada secuencia tiene menor impacto.

Para el prograna MODELLER la definici6n de lazo no e§ta asociada a la auscncia

de una estructura secundaria definida, sino que a la falta de representaci6n estructural dc

una regi6n de la secuencia a modelar por parte del patr6n, es decir, la zonas de aperturasl

(gaps)  en  el  alineamiento[Sali  8c  Blundell,  1993].      Es  importante  destacar  que  las

iteraciones de 6stas tienen un efecto gravitante sobre la calidad de los modelos generados,

siendo la norma general el empeoramiento de las evaluaciones y aumento del RECR a

medida que se insertan aperturas al azar en los alineamientos. Tat como se aprecia en la

figura  16  1a  evaluaci6n  Anolea  resulta  mas  sensible  al  error  aplicado  que  Prosall.  E§

interesante notar el ineremento progresivo en las barras de error a medida que aumenta el

ndmero de iteraciones de intervenci6n en los alineamientos en forma independiente del

evaluador  utilizado.  El  analisis  del  protocolo  de  modelado,  que  incluye  el  metodo  de

refinamiento de lazos, permite interpretar el comportamiento  de    Prosall y Anolea. El

error asociado a estos modelos viene dado por la di§minuci6n en la representatividad de

los patrones sobre la §eouencia a modelar, es decir las aperturas cubren mayores zonas del

alineamiento, 1o oral MODELLER considera como lazos. Esto implica que el modelado

de  lazos   cobra   cada  vez  mas   relevancia  por  lo   que   cada  modelo  va   a   tener  una

conformaci6n  de  lazos  particular y  no  necesariamente  equivalente,  resultando  en     la

dispersi6n en los valores de las pseudoenergias conformacionales calculadas   por Prosall

y  Anolea  que  explican  este  incremento  progresivo  en  la  barras  de  error  (desviaci6n

estindar).

Serriiiiario deT{t21lo.. Uni-ol |i¢ra la; dindmica:mo!eoulitr en el modelade dc macrornol6cula§ biol6drca§                        4o



I   `,,)   ,      ,:,,`,(,\   -I     ,1[,,1/`,   `1-(,I",+,"(I,.

VIII.3 Simulaciones de dininica molecular para modelos comparativos

Es importante notar la diferencia entre estabilidad estructural y termodinamica. El

uso comdn del t6rmino estabilidad, implica que un objeto, sistema o situaci6n permanece

invariable por un periodo de tiempo considerable. De este modo, se define la e§tabilidad

termodininica  como  la  entalpia  o  energia  potencial  de  un  sistema  con  respecto  a  un

estado de referencia, por ejemplo para una reacci6n exot6rmica se dice que los productos

son  mas  estables  termodininicamente  que  los  reactantes.  En  cambio  se  entiende  por

estabilidad   estructural   a  la   conservaci6n   en   el   tiempo,  de  la   conformaci6n   de   un

determinado sistema (en este ca§o proteinas) con respecto a sus condiciones iniciales.

de   lan   sianulaciones   de   DM   sabre   los   modelos roveriientes   de   alineamiento§   no

intervenido5:

Las simulaciones de DM para los   modelos desarrollados a partir de alineamientos

no  intervenidos  (0  iteraciones),  para  todas  las  estructura§  cristalograficas  estudiadas,

presentan  cursos  temporales  de  la  RMSD  (Ca)  contra  la  estructura  inicial  que  no

sobrepasa  el  lj:mite  can6nico  de  3A  (vcr  figuras     17  a  la  21).  Estos  resultados  son  un

reflejo  del  campo  de  fuerza,  funci6n  que  esta  parametrizada  a  partir  de  estructuras

determinadas  experimentalmente   [Ponder  8c  Case,  2003].   Los   modelos   al   ser  una

aproximaci6n  de  la  estnicturas  cristalograficas  tienden  a  mostrar  un  comportamiento

similar pero no necesariamente identico, entendiendo que mientras mejor sea la calidad

del modelo su comportamiento debe asemejarse mds al de la ECR.
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de   las   simulacione§   de   DA4   sabre   lot   rnodelos rovenierites   de   alineamientos

intervenidos con "-iteraciones de inserci6n de indel:

Para   el   caso   de   los   modelos   generados   con   alineamientos   intervenidos   con

inserciones      de  aperturas  aleatorias  (ndmero  de  iteraciones  caracteristico  para  cada

sistema estudiado), 1as simulaciones de DM muestran una tendencia general a presentar

inestabilidad estructunl existiendo una mayor dispersi6n en los valores observados  (ver

figuns  17  a  la  21).  Hay una  clara  diferencia  en  la  estabilidad  estructural  entre  estos

modelos  y los  generados  sin  intervenci6n  en  los  alineamiento§,  en  particular para  las

estructuras  que  fueron  catalogadas  como  modelos  de  alta  calidad,  es  decir  RECR  S

IA(1BHP y lpcH)  en los que esta diferencia es atin mas importante (vcr figuras  17 y

19).  A  medida  que  la  calidad  de los  modelos  generados  no  intervenidos     disminuye,

RECR = 2.5 A, la diferencia entre las curvas  (figuras  17 a la 21)  disminuye de manera

significativa.

de la Dindmica molecular sabre la evahaaci6n de lo§ modelos

Tan como se aprecia en la figura 22, las evaluaciones de las ECR practicamente no

varfan luego dc las simulaciones de DM, no importando el evaluador utilizado (Prosall o

Anolea). Este  comportamiento  es  similar al observado para los  modelos  generados  sin

iteraciones  de intervenci6n en los  alineamientos, d6nde  no  existen mayores  diferencias

antes y despu€s de las dininicas moleculares salvo un leve aumento en la dispersi6n de

los  datos,  reflejo  de  la  divergencia  estructural  de  las  trayectorias.  Por  el  contrario  la

estructuras construidas a partir de alineamientos con inserciones de aperturas alcatorias,

presentan un  comportamiento  particular  en  sus  evaluaciones  con Anolea  luego  de  las

simulaciones   de   DM.   El   valor   de   la   pseudoenergfa   conformacional   decae
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dramaticamente, pasando de valore§ positivo§ a valores negativos, siendo que las ECR y

los modelos  no intervenidos  no  sufren cambios  en sus  evaluaciones Anolea post-DM.

Estos resultado§ propondrian un efecto de refinamiento de los modelos por parte de la

DM  (si  se  entiende  que  la  parametrizaci6n  de  Anolea  viene  de  la  derivaci6n  de

potenciales   estadfsticos   de   estructuras   cristalinas).   Sin   embargo   estos   resultados   se

contradicen con los valores de RECR presentados en la figura 22C en donde se observa

que   los   valores   aumentan   consistentemente   luego   de   las   §imulaciones   de   DM,

imphcando que los modelos no estan siendo refinados ya que divergen estructuralmente

de las ECR. Seg`in sus autores, esta contradicci6n es un caso particular cuando se trabaja

con proteinas de menos de 100 residuos[Melo y col 1997], no obstante, las ECR y los

modelos  generados  sin  iteraci6n  de  inserci6n  de  aperturas  aleatorias  son  evaluados

adecuadamente  antes y despu6s  de las DM,    1o  que el argumento  anterior no  explica.

Estos resultados de RECR  son confirmados por Prosall, el oral no presenta variaciones

considerables  en  la  evaluaci6n  de  los  modelos  con  iteraci6n  de  intervenci6n  en     los

alineamientos luego de las simulaciones de DM, aunque si un aumento en la dispersi6n

de los datos.

•Diver encia Estructural

El cambio  en los valores  de  la  RECR de los  modelos  luego  de  ser sometidos  a

simulaciones de DM reflejan la independencia de las trayectorias (vcr figura 22 C). Los

alineamientos  estructuralcs  antes y despots  de la simulaciones  son otra evidencia de la

divergencia estructural (vcr figuras  17 ; las 21)  que  experimentan estos  modelos  al ser

sometidos a simulaciones de DM, en las cuales se perturban las condiciones iniciales del

sistema,  entendi6ndose  por  esto  a  la  diferencia  que  existe  entre  la  ECR,  condici6n
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normal, y lo modelos, condici6n inicial   pert`irbada [Braxenthaler y col 1997]. Mientras

mds similares sean los modelos, los valores de RECR a lo largo de la trayectoria, van a ser

menores que pa].a los modelos desarrollados con intervenci6n en lo alineamientos.   Seria

interesante realizar un analisis cuantitativo de estos sistemas para poder determinar si se

comportan  de  manera  ca6tica,  en  particular  el  calculo  de  exponentes  y  tiempos  de

Lyapunov [Braxenthaler y col 1997] pueden ser buenas aproximaciones para realizar este

estudio.

•Modelado de la ul]icuitina

Los resultados   expresados en la figura 24, corroboran la utilidad de la DM dentro

del inbito  de modelado comparativo, en particular la e§tabilidad estructural medida lo

largo  de  la trayectoria fue  capaz de  diferenciar  modelos  comparativos  de  la ubiouitina

provenientes   de   distintos   patrones,  1o   cuales   se   diferenciaban   en   el  porcentaje   de

identidad  de  secuencia  con  respecto  a  la  secuencia  a  modelar.  Al  mismo  tiempo  las

evaluaciones  Prosall  y Anolea  no  resultan  adecuadas;  Prosall  presenta  una  muy  baja

sensibilidad lo cual no permite difercnciar de forma clara los distintos modelos; Anolea

pre§enta   una   excesiva   sensibilidad,   sin   embargo   no   es   robusto   y   falla   en   ciertas

evaluacioncs (en cl caso estudiado, para el modelo provehiente del patr6n 2FAZ).
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IX Conclusiones

I.         Con respecto  al protocolo de DM utilizado:  Los protocolos estudiados permiten

a.firmar  que  lo  realmente  fundamental  es  minimizar  y  relajar  el  sistema  por  tiempos

adecuados pare uegar a valores estables de energia.

11.       Acerca del modelado de proteinas en el inbito de la baja identidad de secuencia:

En  particular  para  las  estructuras  lBHP  y  lpcH  se  generaron  modelos  de  altisima

precisi6n,  inclusive  modelos  obtenidos  a  partir  de  alinearnientos  intervenidos  (1  a  5

iteraciones de error) no presentaron RECR superiores a los 3A, lo cual demuestra que es

posible utilizar protocolos de modelado comparativo bajo la barrera del 30% de identidad

se secuencia.

Ill.       Acerca de la estabilidad estructural de los modelos a lo largo de las simulaciones

de DM :  Los modelos no intervenidos presentaron estabilidad estnictural, similar a las

ECR.   Por   el   contrario   los   modelos   generados   a  partir   de   la   intervenci6n   de   los

alineamientos  con  aperturas  aleatorias  presentan  inestabilidad  estructural  siendo  en  su

mayoria discriminables de los modelos generados sin intervenci6n en los  alineamientos

de  y de las ECR.)

IV.     Acerca de la calidad de los modelos y la DM: La estabihdad estructural relativa en

una  simulaci6n  de  DM,  (medida  a  trav€s  del  curso  de  la  RMSD  contra  la  estructura

inicial ) puede ser considerada como una medida de la calidad de un modelo siempre y

cuando  las   condiciones  del  sistema  bajo  las  cuales   se  realiza  la  §imulaci6n  sean  las

adecuadas (nativas a la proteina e§tudiada).
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V.      Acerca  de  los  evaluadores  utilizados:  Prosall  prescnta  menos  sensibhidad  a  la

iteraci6n de intervcnci6n en los afinearnientos  (relativo a Anolea)  pero es mds robu§to,

por  el  contrario  Anolea  presenta  rna  sensibilidad  mucho  mayor  a  la  inserci6n  de

aperturas   aleatorias   en   los   alineamientos,   pero   e§   memos   robusto   presentando   un

comportamiento erratico frente a los efectos de la dininica molecular.

VI.   Acerca del modelado de la ubicuidna: Estos experimentos corroboran los resultados

anteriore§, demostrando la utilidad de la DM en el ambito del modelado comparativo, ya

que las  evaluaciones Prosall y Anolea  no  fueron  ni    lo  consistentes  ni    lo  resolutivas

necesarias.

VII.       Acerca   de   la  utilidad   de  la  DM   como   evaluador:   Operacionalmente,  1os

evaluadores clasicos, son   menos costosos   que implementar una simulaci6n de DM y se

desempefian  bastante  bien  cuando  se  modela  en  el  inbito  de  la  alta  identidad  de

secuencia.  En  particular  para  este  trabajo  las  predicciones  de  Prosall  y  Anolea  se

correlacionan  con  las  evaluaci6n  dininica,  es  decir  que  modelos  catalogados  como

correctos, en su mayorfa, presentan trayectorias estructurahaente estables y viceversa. No

obstante ambos  evaluadores presentan comportamientos  erfaticos y no proporcionan la

confiabhidad  necesaria  para  poder  discriminar  entre  estructuras  correctas  al  nivel  de

modelos generados en el in.bito de la baja de identidad de secuencia.
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VIII. Conclusi6n final:

Durante  el  transci]rso  de  esta  memoria  se  ha  demostrado  que  la  estabilidad

estructural calculada a partir de trayectorias de Dinamica Molecular permite diferenciar

modelos comparativos desarrollados a partir de alineamientos de alta y baja calidad. Esta

metodologia  resulta  relevante  en  el  ambito  del  modelado  comparativo  de  proteinas

pequefias  en  el intervalo  de  la baja identidad  dc  secuencia  dado  que  las  herramientas

actuales de evaluaci6n requieren de un tipo de evaluaci6n independiente en este nivel de

modelado comparativo.
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X Material complementario

X.1 Dininica molecular

Texto erfuaido y modificado de los articulos "/14o/ccz//4r D}i#4ov!.cJ"  [Chipot, 2000] y "J4 wo/cc#/4r dy#4ffl!.cJ

Pr!.m„" [Ercolessi,1997].

La  Dininica  Molecular  es  una  tecnica  mecanico-estadistica  para  el  analisis  de

sistemas moleculares a nivel at6mico. Esti basada en mecinica estadistica y fisica cfasica.

La DM ha sido utilizada en diversas dreas como ciencias de los materiales, climatologia y

biociencias       para  sistemas  de   lipidos,  acidos   nucleicos  y  proteinas.  La  DM  es  la

integraci6n dependiente del tiempo de las ecuaciones clasicas de movimiento(figura 25).

Estas  ecuaciones,  hasta  para  los  sistemas  mss  simples,  son  de  tal  complejidad  que  la

integraci6n  dcbe  hacerse  con  m6todos  numericos  sobre  un  gran  ndmero  de  discretos

pasos  temporales,  en  vez  realizarse  de  manera  analitica  en  una  forma  continua.  La

magnitud  del  paso  de  tiempo   (timestep)   esta  en  el  rango  de  los  fs,      ya  que  esta

metodologia supone que por cada paso de tiempo las coordenadas del sistema estan fijas.

Para  cada  paso  de  tiempo  estas  coordenadas  "fijas" son  usadas  para  calcular  la  Energia

Potencial   del   Sistema   y   su   primera   derivada   (con   respecto   a   la   posici6n   de   un

determinado atomo  del sistema), la fuerza, utilizando un campo de fuerza de Mecanica

Molecular.

a"-i
in

I)„+I   =  u„  +  cz„Af

x„+I  = ¥„ + u„A£ +ia„A£   3

Figura 25: 1  segunda lay de Newton,  2 y 3 ecuaciones clasicas
de movimiento para la velocidad y posici6n respectivamente.
n :  tiempo n
an : aceleraci6n de la particula en   a.
fn : fuerza actuando sobre partlcula  n.
vn : velocidad de la particula en  n.

:nt:pP£So}Cj:nti8:]paop(:£*taepe)nn.
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Una  larga  serie  de  estos  calculos  permite  generar  una  trayectoria  a  trav€s  del

espacio  face,  espacio  de  dimensi6n  6N  (d6nde  N  es  el  ndmero  total  de  atomos  del

sistema),  definido  por  los  tres  vectores  espaciales  de  la  posici6n  de  los  atomos  y  sus

velocidades. Normalmente los analisis post-simulaciones se relacionan con el subespacio

de las posiciones at6micas (coordenadas) del espacio fase.

Un elemento importante dentro de la DM es el Grupo Termodininico utilizado,

operacionalmente  son  las  condiciones  macrosc6picas  del  sistema  que  uno  mantiene

constante  a  lo  largo  de  la  simulaci6n,  es  importante  destacar  que  para  cada  variable

macrosc6pica   existen   algoritmos   espeofficos   que   permiten   mantenerlas   en   valores

constantes.  Un  grupo  termodinamico  NVT  implica  que  para  el  sistema  estudiado  se

mantiene  el  ninero  de  atomos,  volumen  y  temperatura  constante,  existen  variados

grupos que pueden ssr utilizados  de acuerdo  a lo que uno desee estudiar como los  son

grupos  del  tipo  NPT  (ninero  de  atomos,  presi6n  y  temperatura  constante),  NVE

(ndmero  de  atomos,  volumen  y  energia  total  constante),  NPE  (ndmero  de  atomos,

presi6n   y   energia   total   constante)   entre   otros.   En   mecanica   estadistica   el   grupo

termodinamico  viene  definido  como  el  conjunto  de  microestados  que  representan  un

mismo   macroestado  termodinamico,  por  lo   que  una   trayectoria  obtenida  por  una

simulaci6n de DM provee este conjunto de configuraciones (microestados). En el linite

de  simulaciones  muy largas, se puede esperar que  el espacio  fase  fuese completamente

muestreado y en ese lrfute el promedio aritm6tico de alguna cantidad fisica va a llevar a

la  obtenci6n  de   propiedades   termodinamicas.   En  la  prictica  la   duraci6n   de   una

simulaci6n es finita, por lo que hay que tener cuidado para estimar cuando el muestreo e§

suficiente.  De  este  modo  las   simulaciones   de  DM  pueden  ser  usada§  para  medir

propiedades termodinamicas de un determinado sistema.
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€QLue  se  deberia  hacer en los  bordes  del sistema  simulado?  Una posibilidad es  no

hacer nada en especial: el sistema simplemente termina, y los atomos cercanos al borde o

frontera  tendran  memos  vecinos  que  los   atomos  del  interior.  En  otras  palabras,  se

generaran fen6menos de superficie en el sistema. Un ejemplo de este tipo de condiciones

de frontera es la condici6n  esferica de borde, en la cual las  mol6culas  que estin  en los

linites  del  sistema  son  sometidas  a  un  potencial  arm6nico  manteniendo  constante  el

volumen del sistema. A menos  que  se  quiera  simular solo un conjunto de atomos, esta

situaci6n  no  es  representativa  de  una  condici6n  real  y  por  lo  tanto  los  efectos  de

superficie deben ser eliminados. En la prictica se usa las condiciones peri6dicas de borde,

que   consisten   en   una   replicaci6n   hacia   el   infinito   del   grupo   finito   de   particulas

confinadas en una caja, normalmente paralelepipeda, en las  tres  direcciones  del espacio

cartesiano. El punto clove es que cada particula i. del sistema no solo interactha   con otra

pardcula     /.     de  la  caja  sino  que  tambi6n  con  sus  imagenes  en  las  cajas  cercanas,

implicando que las interacciones pueden ir a traves de los linites de las cajas, por lo que

virtualmente  se han ehininado los efectos de superficie del sistema.

I:¥o:d:i;b[cTafiggegunrab£=:dn:i:€n€£;oct°,n2d6*;nespe[i6dicas
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La naturaleza pseudo-infinita del sistema impHca la necesidad de aproximaciones

para las interacciones moleculares. En particular la aproximaci6n de la ``imagen minima"

supone que cada particula  i. de la caja central interacthe con la imagen mas cercana de

todas  las  particulas /..  Ademas  la  introducci6n  de  una  esfera  de  corte  (mejor  conocida

como funci6n de cz/f-a;S, se utiliza para ignorar interacciones con atomos que esten mis

lejos  que  una distancia  arbitraria, igual o  menor a la  mitad  de la  dimensi6n  de la caja

peri6dica.

. `                  `           .....`.`..+``=`-+.````

;-¢i`t`-`1,1,eh'<`=3,(,*ii`,i-:;{i/``--`//:-`-),      ,-t}•`r-i'(,:_!

•-,     ,,\_            /

-:`::`,,;-pi:•...'-/_,/,I_`\\,•1\--`^,I-'i.-l=;-`,`,::T`,`<`1/

Figura 27: Esfon de corte (funci6n de czt/-ojfy para las interacciones dc largo
alcance, figura extraida de Chipot 2000.

Claramente la validez de estas aproximaciones esta condicionada al alcanze de las

interacciones    moleculares    consideradas.   En   particular   para    las    interacciones

electrostaticas de largo alcance las funcione de cz!/-a;grno  son adecuadas, ya que este tipo

de  interacciones  no  pueden  ser  truncadas  de  una  manera  esferica.  Para  superar  esta

dificultad   se utilizan metodos adaptados, que estan basados sobre sumas de red (Ewald,

`c7)iinilrl(I  ilJ-I   illilo      {'n   ri]I  rlLiru   I.I  ililldmltu   mtile.lil.II   cli  cl  7Ji(Idilululu  ,h  I)iu(rt)ill/jh[Iil,(`  blilltrtl{j` JJ
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Kornfeld o Ladd), que consisten en una evaluaci6n de las interacciones de una particula

con codas las otras contenidas en la caja central, asf como    en todas las cajas fantasmas

replicadas. Adoptar  este  tipo  de  enfoque, sin  embargo, aumenta  considerablemente  el

costo computacional, pero e§ indispensable para una descripci6n rigurosa y correcta de las

interacciones de largo alcance.

El  motor  de  un  programa  de  DM  es  el  algoritmo  de  integraci6n  numerica  del

tiempo,  requerido  para  integrar  las  ecuaciones  de  movimiento  de  las  particulas  que

interacthan  en  un  determinado  sistema  y  seguir  sus  trayectorias.  Los  algoritmos  de

integraci6n numerica estan basados en m6todos diferenciales finitos, donde el tiempo es

dividido en intervalos pequefios, siendo el paso de tiem|)o (AZ) la distancia entre puntos

consecutivos  de  la  grilla.  Sabiendo  las  posiciones  y  sus  derivadas  en  el  tiempo  en  un

tiempo /  (los detalles exactos dependen del tipo de algoritmo), el esquema de integraci6n

permite obtener los mismo valores a un tiempo Z + 4/. Iterando este proceso, la evoluci6n

en  el  tiempo  del  sistema  puede  ser  seguida  por  largos  tiempos.  Obviamente  estos

esquemas  son aproximados por lo que hay errores asociados con ellos. En particular, se

puede distinguir entre dos tipos de errores:

•  Errores de truncado: relacionados con la precisi6n de metodo diferencial finito.

Estos  m6todos  esfan usualmente basados  en expansiones  de Taylor truncadas  en

alg`in  t6rmino, por lo  que  estos  crrores  no  dependen  de  la implementaci6n:  son

intrinseco§ del algoritmo.

• Errores de redondeo:  errores relacionados a la implementaci6n particular de un

algoritmo.Por   ejemplo   el   ninero   finito   de   digitos   usados   en   la   aritm6tica

computacional.
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Ambos  errores  pueden  ser  reducidos  di§minuyendo  el  Af.  Para  grandes  Af ,  1os

errores  de truncado  predominan, peso  disminuyen rapidamente  con la reducci6n  en la

magnitud del Af. Los errores de redondeo decrecen mas lentamente con la disminuci6n

del 4/y dominan en el h'mite de los Af pequefios.

En  dinamica  molecular  las  fuerzas  son  derivadas  dc  rna  funci6n  de  energia

potencial (yo mejor conocida como campo de fuerza) la cual depende las coordenadas

de las particulas. Entonces el problemas de modelar un determinado material viene dado

por la obtenci6n de esta funci6n de energia potencial para ese material. €Para sistemas

moleculares  puede  existir tal funci6n, como  uno  puede usaf las  leyes  de  Newton para

mover atomos, sabiendo  que para ese nivel 1os  atomos  obedecen  a leyes  cuinticas  ?  EI

comportamiento  de  mol6culas  y  atomos  esti  controlado  por  la  leyss  de  la  mecanica

cuantica  mss  que  de  la  mecanica  crasica,  por  los  que  lo  electrones  juegan  un  papel

fundamental en  determinar las  propiedades  de  enlace  del sistema. Lo  anterior implica

que inequivocamente habra que usaf con la ecuaci6n de Schr6dinger para determinar el

valor de la funci6n de onda, 1o cual en la practica es imposible de implementar por lo que

aproximaciones ban sido desarrolladas.   En 1923 Born y Oppenheimer se dieron cuenta

que los ndeleos Son muchos mss pesados que lo electrones y que se mueven en escalas de

tiempo de dos 6rdenes de magnitud mayores, por lo que se puede disociar el movimiento

de ndcleos y electrones. Ademfs considerando que en la mayorfa de los casos la longitud

de  onda termal  de  de Broglie  es  mucho  mss  corta que  las  distancias  intermoleculares

tipicas,  los  efectos  cuanticos  pueden  §er  descartados  con  seguridad.  En  defiritiva  la

aproxinaci6n   mecanica   describe   a   los   atomos   como   esferas   (desligindose   de   los

electrones)  con carga, en donde los enlaces son simulados como un potencial arm6nico

(en otras palabras un resorte).
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Un campo de fuerza (y CF) de mecinica molecular,   se define como un operador

matematico que   analiticamente describe la energia potencial del sistema en t6rminos de

las geometrias de los centros at6micos (hamiltoniano del sistema.). Los parinetro del CF

(distancia  ideal  de  enlace,  constante  de  fuerza  del  enlace,entre  otros)  son  derivados

empfricamente de   calculos 44 z.%z./£.a de mecanica cuantica, espectroscopia y cristalografia.

En la figura 28  se  observa  la forma  funcional de un campo  de  fuerza  con los  grfficos

idealizados   para   cada   ecuaci6n   que   lo   compone   y   sus   aproximaciones   mecinicas

ideahzadas. (figun 28).
1

F¢=-VVr-a(r-1,......,Fn)

Enlace§
y-£J{b.,,A,-bo.,,2

/

Angulos de enlace

+     Z:     KOJ(` ,,-,, oj,2

TorsionesAngulares

+      I      Kq.J(,  -CoS[",(ap,-¢o.')I)
/

Van der WaaJs

+I
pans-,.J

Coulonb•±z:9#

Cue

Figura  28:  Forma  general de una  campo  dc  fuerza;  columna  1  funcioncs  matematicas  de  un  CF;  columna  2  graficos
idealizados para lag funcioncs dc un CF y la aproximaci6n  de mecinica clisica de log §istemas simulados.
F,: fuerza que acfua  sobre el  atomo  !';  7r„:  campo  de fuerza o funci6n  de  energ`a potencial;  7.,i posici6n  en  el espacio

cartesiano del atomo i., fo: constante de fiieHa para el cnlace covalente; 4o: longitud de minima energia para el elhace

covalentc; 4,i longitud del enlacc  covalente;   4o:  constante de fuerza para el ingulo de  enlace; Oo:  ingulo  de enlace de

minima energ{a;  e,: ingulo  de cnlace; fo:constante de barrera  de rotaci6n; apo. ingulo  dihedro  de minima encrgia;  »:

perfodo  o  fase  del rotor;  q).. angulo  dihedro;  €,i:  minimo  de  cnerg{a  entre  dos  atomos  para  la  interacci6n  de Van  d¢r
Waals; ro,,}t  distancia de minima energia entre los  itomos i.j para la interacci6n de Van der Waals; 7-,,i: distancia entre

los itomos i.j; €o: pemisividad del espacio libre; g: carga parcial at6mica.

Figura extraida y modificada de Chipot, 2000 y  Beck 8L Dagget, 2004.
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La  energia  del  enlace  covalente  es  tratada  como  un  oscilador  arm6nico  con  un

mfnimo de energfa en joy una constante de fuerza 4&. Los angulos de enlace son tratados

de manera similar con un angulo ideal Oo y una constante de fuerza Ao. El tercer t6rmino,

usado para torsione§ angulares dihedras o fuera del piano, es repre§entado por un coseno

con # I)erfodo§ con una energia minima en apo y una constante de barrera de rotaci6n Acp.

La interacci6n de la energia de Van der Waals del par at6mico  !. y/.   es tratado con un

funci6n Lennard-Jones 12/6. Las interacciones electrostaticas   del par at6mico g. y/. con

cargas parciales g,.y gy.  respectivamente   separados I)or una distancia r,.t,.  es expresado con

un potencial de Coulomb.

En resumen la dinamica molecular es una herramienta que permite explorar a nivel

at6mico  el espacio fase de  §istemas  moleculares, permitiendo el calculo de propiedades

termodinamicas. A diferencia de otras t6cnicas de simulaci6n como lo son montecarlo o

la   mecanica   molecular        tambien   se   pueden   obtener   propiedade§   que   dependen

directanente  de  la  evoluci6n  del  tiempo  como  lo  son     calculos  de  radio  de  giro  y

propiedades de   correlaci6n espacio-tiempo.  A pesar del poder de la DM hay que tener

claros  sus  limitaciones,  al  utilizar  una  aproximaci6n  de  mecanica  cfasica,  para  todo

sistema   en   donde   los   efectos   cuinticos   sean   preponderantes   la   utilizaci6n   de

herramientas  clasicas  de  DM  no  va  a  ser  la  mas  adecuada  un  ejemplo  de  esto  es  la

simulaci6n de sistemas lo suficientemente pequefios (y livianos) como hidr6geno helio o

ne6n.

)
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X.2 Ecuaciones

'RMSD

Es una sigla en ingles que significa desviaci6n cuadrada de las coordenadas medias

(Roo/ /14lc¢72 Sg#¢7ic Dcc%.¢fe.o72/. Es usualmente usado en geometria 3D de moleculas para

comparar  dos  conformaciones  de  un  determinado  conjuntos  de  puntos,  tipicamente

itomos. En otras palabras dada una lista de atomos pareados, da la medida de la distancia

entre estos puntos.

Normalmente  una  superposici6n  rigida  que  minimiza  el  RMSD  es  realizada  , y

este  minimo  es  el valor calculado. Para  dos  conjuntos  de  77   puntos  fy y ou el RMSD  se

define como:

RM S D (v , w) =
\'`=,        ,

±nE±(vk£-w®acJ2+(veg-way)Z+(v&z_w&z|2

Un  valor   de   RMSD   es   expresado   en   medidas   de   distancia.   La   unidad   que

normalmente se usa en biologia estnictural es el angstrom, que equivale a 10-10 in.
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oritmo de inte raci6n

En  dininica  molecular,  el  algoritmo  de  integraci6n  corminmente  usado  es  el

llamado algoritmo de Verlet. La idea basica es escribir dos expansiones de Taylor para las

posiciones #/Z/ (3  valores de # cada atomo)  una hacia adelante y otra hacia  atris  en el

tiempo.  Llamando  eJ las  velocidades,  ¢  a  las  aceleraciones, 4    a  las  derivadas  de  tercer

orden de A; con respecto a  J y a error de truncado se tiene que:

ff(±+A±)=ff(5)+9(±)A±+±a(±)A±2+:b(±)A±3+O(A£4)

ff(5-AI)=ff(5)-¢(±)A5+±G(5)A¢2-:a(±)A±3+O(A±4)

Sumando estas dos expresiones da:

a;(t + At) = 2ff(t) -a;(t -At) + ai(f)At2 + O(At4)

Esta  es  la  forma  ba§ica  del  algoritmo  de  Verlet.  Como  se  esfan  integrando  las

ecuaciones de Newton, 4/// es la fuerza dividida por la masa ov, y la fuerza/es a su vez

funci6n de la posici6n #/f/:

a(i)-- : (.#`)

Como  se  puede  vcr,  el  error  de  truncado  del  algoritmo  0,  cuando  el  sistema

evoluciona por cada Af,  esta  en  el  orden  de  4¢   incluso  si la  derivadas  de  tercer

orden no aparecen de forma exph'cita.
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•Funci6n de densidad de robabilidad

En  matematicas, una funci6n  de  densidad  de  probabilidad  (pdf)  es  una funci6n

que   representa   una   distribuci6n   de   probabilidades   en   terminos   de   integrales.

Formalmenteunainstribuci6ndeprobabhidadposeeunadensidad/si/esunafunci6n

integrable no negativa de R + R   tal que la probabilidad del intervalo /a,j7 esta dada

For:

I(ac)dca

para   dos valores cualesquiera 4,4. Esto implica que la integral total para  /  debe ser 1.

Inversamente cualquier funci6n integrable no negativa con valor integral total a 1, es la

densidad  de  probabhidad  de  una      distribuci6n  de  probabhidades.  Una  pdf  puede

entenderse como una versi6n suavizada de un histograma: si se muestrean empiricamente

suficientes valore§ de una variable aleatoria continua, generando un histograma,  entonces

este histograma se va a parecer a la densidad de probabindad de la uriable aleatoria. En

terminos   simples   una  pdf  es   cualquier  funci6n ##J   que   describe  la  densidad   de

probabilidad en terminos de rna variable de entrada # de la siguiente manera:

##/ a 0 para todos los valores de #.

El area total bajo el grifico es igual a 1:
f(tG)de--1

La probabilidad finita puede se calculada calculando la integral de la funci6n/A;/

en el intervalo de la variable de entrada #. Por ejemplo la probabilidad de la variable X

dentro delintervalo [1,2] vaaser:               Prod(1  < X  < 2)  = f(cc)dcc
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X.3 Lenguajes de programaci6n.

Un lenguaje de progranaci6n es una interfaz entre el usuario y la maquina. Existen

dos niveles de lenguajes, los llamados lenguajes de maquina (a 4Lfcov#cr) caracteristicos de

cada  tipo  de  maquina  (4¢7:Jco4rc)  y  por  lo  tanto  muy  dificiles  de  interpretar  y  los

llamados lenguajes de programaci6n de alto nivel que son una forma de especificar una

secuencia de operaciones para realizar una tarea, independiente del tipo de maquina en el

que   se   est6   trabajando,   una   linea   en   programaci6n   de   alto   nivel   puede   realizar

operaciones   complejas,  correspondientes   a  una  infinidad  de   operaciones   a   nivel  de

miquina.

El compilador es una herramienta para convertir un programa escrito en lenguaje

de alto nivel en una secuencia de instrucciones en lenguaje de maquina requeridos por un

computador en particular para completar la tarea requerida.

En la actualidad existen variados lenguajes de programaci6n de alto nivel que son

especfficos  para  el  tipo  de  tarea  que  se  quiera  realizar,  por  ejemplo  lenguajes  como

Fortran   traducci6n   de   formula   oro77~zt/a   frzz„j/¢/¢.o7z/   o   C   son   ideales   para   calculo

numerico, Perl  lenguaje  practico  de  extracci6n  y  reporte  /P#¢c/!.ctz/ c#frzzc#.c7#  47zd rcpo7-f

/¢7zgacgcJ  esta    enfocado  al  manejo  de  texto.    Otros  lenguajes  como Java y Tk  estan

enfocados al desarrollo de programas grfficos multiplataforma.

Para este trabajo se utilizaron dos lenguaje de programaci6n, 1a automatizaci6n de

procesos y manejo de textos se progran6 en Perl; todo el analisis de las simulaciones fue

desarrollado  con  el  lenguaje  TCL,  lenguaje  de  herramientas  de  comandos   /Zoo/  co7„¢#d

/##gapgc/ ya que  es  el c6digo presente en el programa de  analisis  molecular VMD. Es
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importante  destacar  que  ambos  lenguajes  son  interpretados, es  decir  que  no  necesitan

previa  compilaci6n  y  generaci6n  de  un  binario  para  su  utilizaci6n,  solo  requieren  ser

ejecutados. A continuaci6n, a modo de ejemplo se presentan algunos programas  /jcr¢/rJ

desarrollados   en   este   trabajo,  el   conjunto   completo   de   programas   desarrollados   se

depositaron en el anexo digital 1.

set  ro`naac  ube

cot   nc*   S{coLrc_=>e}.p.f
rot   addftle   1|ro\rcpric}.p6b

S.t  con   [e.alure  certer  (otaee`ect  Cop  a``]  reioht  mss]
Set   xl   [`tnder   Si:er   0]
set  yl   [``nd.I  Scen   1]
set   zl   L``rdex   .cer   Z]
set  rm  0

forcoch  otco  I(otchsc`cct  too  e``J  I.t  `ndetJ   {
5ct  Dos  [`tndcx  [[ata-elect  too  -`ndex  toton.]  pet  {x  y  z}]  e)
set  ri   [`tnaex  lpes  ®]
Set   yz   Lttnde*   .pe5   1]
set   zZ   [L`edc*   lpos   z]
Set  dtlt   [€xpr  oarf(!|z-Sxi).(!x2-!xi)  .  (ly2-1yl).(.y2-tyi)  .  (}zz-.zi).(.z2-.zl)...5)I

`f   {!6`st  >   tnax}  I.et  mx   foist}
)

Set  rm  frox.1.5
set  raa`o  frol
col  de\.t.  too

package  I.a.tt r.  so``rt*c
lotvotc   S{r.c7`LrurLe}.Off  ./rd\racK?}.fro   -t  4®  -o  del-r

reseto.f
pockogf  rap.` r.  osfpe.
q)`  .c.  ac`-ater.osf
ro`  ooaft`.  deLnct.r.ode
•codo6f  ae`_-cter . off
ccoroub  del_.utct.. oob

set  "t  [otonsc`cct  too  -sc.a  r.it®ue  ol  |`.lot.r  and  ((I-!I1).(I-trl)  .  0-lyl).O-Syl)  .  (.-.zl).(I-.zl))<!mx.I-ax)}-I
"t  ae`  [otcase`e.t  too  '"tor  and  not  .in.  rt±`di.e  al  {...ate.  one  ((I-Sil).(I-.xl)  .  fy-}yl).fy-Syl)  .  (I-}zl).(I-.z[))<lmx.!mx)}-I
§ct  .co  [sde'`  a.t  ..ii`a]
set   i.cs   [sccl.   get  re!ta}
cot  om  [Sde\  O¢t  nae)
for   {sct  I  ®}   {1`   <   nlcopth  lse£]}  {`itcr  t}  {

a.`atcb  [Lt.a-I  .5eg  .`}  Otrldex  !res  S\]  Pirftx  loc"  !\]
'

vtr ` tcos f  i { rro `` r one \_rs . a.f
lrr`teodb  !{ro'ir`ane}". fxlb

rtyl  de\tte  tap

col   net  !{co`ir)aee}-=,osf
col  adfi`e  l{m\race}-i.pco
set  a^  (aprl  ]{ro`rur*}_Crs.txt  1]
opts  -cooei.``ce  lout  -CERTfk  tF  kLSS  0F  SRERE  IS:   (-¢sL/rc  cect.r  [atcee\cct  too  oLL]  -Lg.I  rss]\J-
puts   -rlo.-Line   foLit   -R^Dlus   0F   SF+fR£   ]S:   1riax.
cot  dol¢te  t®

Programa 1: Script de TCL que inserta una proteinas en una esfera dc agua.
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#!/usr/bin/pert

if  (SARGV[0]  eq  -"){
print  "Usage  of  this  script:   [/path/to/alineamientos/]\n'. ;
exit  1;

I

SARGV[O]~s/VS//;
Gal.ineamientostngsARGV[0]/..pir>;

foreach  Spir  (@alineamientos){
print   ''Sptr\n";
open  (PIR,"Spir");
Spi r_name-Spi r ;
+riur _rvrjne++i/  ..:\/ / / .,
open  (OUT, ''>Spir_nanie");
Sfl-ag-1;
while  (SlineautlR>){
if  (($1.inea-/^b/)I I (Sunea-/^s/))I

print  Our  S`tnea;
1

if  ($1tnea-/^[A-Z\-]/){
Slargonlength(Stinea);
Sal.ea-tnt(rand(Slargo));
@sec-split(//.Slinea):
undef   Ssal.ida;
for  (Sii-O;   Si<-S*sec;   Sitt){
if  (Si,-Salea)I
Ssa\ida-'.Ssal.ida\-";
Ssalida-I.Ssalidassec[Si]";
I   el.se   I

Ssatida--Ssalidassec[Si]";

print  OuT  Ssalida:
I
if  (Sli.nea-/^\./){

print  our  Slinea;
)
I
close  OUT;

)
Programa 2: Script de Perl que insem  gaps al azar en los ahincamientos.

`{7niililr«]  il(   ill lil"     I   li  rol  |ILirli  I,I  ilindmiLii  nNIl"iilul.  cml  nit)d(ltitll)  ilc  rliuiri)ilioli.IilM  bio/I)pL,i`                                  61
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i®m   TTccps IvmsNFiivcRLPGTPEAI.CziT¥TGCI I IPGATc:pGo¥AN
iEse   TTccps IvARSNriivcRLPGTpaAz,caTyTGCI I lpGZLTcpGDyAN
IBD   ErsccKs rLGENc`r.ilmARG-AQmcArvcRcnTSGI,sCpzDFPR

ruler   1 ....... 10 ........ 20`  ....... 30 ........ 40 .....

46
46          Aibeankirfe edglael
46            rty I a4.8%
46
45

IILI LL Ill I 11 I I I I I
i:::i     .:`.:.:.:.   ::::;::...:..:i:.;::.`::-::   `.ii^j,s`::::`.i..:;:I.`.`:.::  =.`:.i;i       :;         t=u:,:..:.,
iE4G   TTccps lvziRsii!«vchRLPGTp-Bal€aTyTGcl I lpGATcpcDyAN       4 6
leap  RsccfcsTLGR-iicrNlmARG-AomcA)rvcRcmTSGLScpmFpZ(       4 5

mle=    1 ....... 10 ........ 20.  `  ..,.,. cO ........ 40 ....Lu
1ABI   TTCC:ps rvh-RSNrNvcR-LPGTSEAlcALTVTGcl I IP G.iTCpGD¥AN
lcnN  TTCCps l`n-Rsid?ilvcRUJ GTPRAICAT¥rccIIIPGATcpGo-¥AN
iaiz`   TTc-cp srvziRsmiivcRLP GTPEALCATyrGcllIPGATcpG-Dyer
iE.G   TTCCps Iv7`RSREnivcaLPGTp-GALCAT¥rGclllp-G]iTcpGDrAN
LBFD   RsccKSTI.GR-Nc'irmcaARG-AexLCAtrvc-RcmTSGLscpRI>FPR

z"1or    1 ....... 10 ........ 20 ........ 30 ........ 40 .....

uoi   TTccp s l`mnsiirirvcR-IdJGTs=zLlcATyTG-cI IIpcFuepGDyA.I
lcEN  T-Tccp s r`mnstinTvcRiiJGTPEZLICAT¥TG€I I IPGATcpGi]-rail
iclm  TTcip s l`mRsrmivcBleGTPEAlcATVTGcll lpGATcpG-DrzLN
IEo6  TTCcps lv7unsiiFBivcRIEiGTpriarcATr-TGcll lp-GATcpco¥A»
1BEp  RsCCRS TLGRr!lcnllcRARfrfLQrLCA+lvcncmTSGLscpEOFPK

rut.I.   1 ....... 10 ........ 20 ........ 30 ........ {0 .....

-|JLI _ _-_ -_ ._--I
lael   TTccp§ I`nms)iFu`~LPG-Tsz;zilcATrTG+I IIPGaLTcpcorA»
icEN  I-TccF)s r`nns»ni`mlpc;rpEnlcArrTGcz I lpcATcpGD-¥A!i
lcim  TTc<pslv7DsiiEwvcRLpcTpaAlcaT¥TGcll lpGATcpc-Drn"
ia.a  TTccp s lvmsrmmvcRIFGTp-=LicaLrr-Teal-I Ip-cz`TcpeDyAii
lBZD  RsccxsTlm+I::rtilcaARGnomca-+Pvc-RcklffsGlscprDFPR

rules    1 .....  `  .10 ........ 20 ........ 30 ........ CO ......  `  .50

__.   _.I        I_-_          _-IJ
ifiEii   TTccp sr`mnsiinivcR-IPG--ISEAlcA,rrrG<I I IPGZLTcpcDyziii
lcRP  T---Tccpsl`nRsm!ivmlpGTPEAlcAT`rTccI I IFG^Tc:pGo-Tall

1EJC  TTccesI`nRsiEN`malpGTpngzLzrcLrI-Tc;CI-I Ip<aLTcpcD`mii
laED  KsccRSTlcRi€rincz`ARGrAQr:ICA-+wvcmmTSGLsCP-mppR

col.I   1 ....... 10 ........ 30 ,....... 30 ........ to ........ sO.

___I-._I_I_       ._I     IJ

iaBi  a.ccps rv7Lns!utr-vtltlpG--Ts=AICATirTG<IIIPGArcpc,Di:All
lcBP  T---Tccgs l`urf`siinr`mlpcTz.iAr.ICArvTccl llpaLTcpGD-TAil

1=ao   TTccps-rvziRswnivcai¢GTp-=AL<LTr-IOcl-IIp-GATcpGDyAw
lBnp   KsccHSTica-wcinilmAf`G-AQ-&Icl--.i`re-FicRLTSGlscp-zDFpx

ruler   I ....... 10 ........ SO ........ 3Q ..-....  ` .a `  ....... 50 .  .

46
46
46
46
4S

N® blcol . 2
ld a 2,.3%

46

i:      =ln`edri3
45

a6
4G
46
46
4S

NP two . 4
'e - ,7%

46
46         N,l" D®
46       lee ,ou
16
45

46
46
46
46
{5

N. ndd i a
in ,1,.8%

___IJ__._             _I     IJ
F[gura 29: Alineamientos m`iltiples de lBHP y sue patrones no intervenidos e intervenidos con inserciones de indel al
azar via progmmaci6n en Perl. Se destaca que ha inserd6n de indds es tanto para la secuencia dyjetwro como para las
secuencia patrones. Alineaniento original calculndo con Clustalw.
No indel: ndmcro de insert.iones al azar de gaps.
Id: porcemqje de identidad de sccuencia promedio de cada patr6n con respecto a lBHP.
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X.4 Presentaci6n en congreso.

Este trabajo fue presentando en la secci6n de Panele§ I  de la  .XHXRc#„!.G# 4"z£¢/

de la Sociedad de Bioqutmica y Biologia Molecular de Chile, res;NI:r[I:f=n pwhjhea;do en +a rch:sta

Biologival Research volunen 39 (saplemento 8) ¢dgiva R:77, 2006.
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