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Introduccion

La teoria cientifica tiene como 1iltimo fin el entendimiento y la prediccion de
los fendmenos naturales. Hasta ahora, tanto la Fisica como la Quimica lian
podido conjuntar la teoria con los experimentos para interpretar los resultados
de las mediciones. La Biologia se ha mantenido mds distante a implementar
los Jogros tedricos ya que los sistemas bioldgicos (desde una molécula hasta una
poblacién) son sistemas con un gran niimero de variables cuya complejidad en
muy raras ocasiones se puede explicar a partir de un modelo tedrico que logre
predecir de forma eficaz el comportamiento del sistema.

En los dltimos afios se ha tenido un considerable éxito al estudiar sistemas
bioldgicos debido principalmente a dos causas, una es al desarrollo de nuevos
conceptos en Fisica v Quimica que han permitido atacar el problema desde
otro punto de vista como ha sido el desarrollo de teorias que facilitan los
calculos moleculares asi como la implementacidon de teorias de dindmica no
lineal a sistemas complejos como los lendinenos bioldgicos, entre otros nuevos
conceptos. La otra razon del auge en el estudio de sistemas bioldgicos ha sido
la implementacién de calculos computacionales menos costosos. Esta nueva
forma de tratar a los sistemas biolégicos utilizando principios fisicos y quimicos
ha dado pie al desarrollo de lo que conocemos como Biofisica Tedrica,

Las moléculas bioldgicas son sistemas inherentemente dindamicos. Ta activi-
dad hiolégica de las moléculas depende de la temperatura y al modifiear esta
variable se afecta la movilidad térmica de las moléculas. Por ello, es nece-
sario una mejor apreciacion de la flexibilidad molecular v su dindmica para
entender el comportamiento de las moléculas tanto de origen natural como
para el disefio de muevas moléeulas con actividad especifica.

La mayoria de los sistemas bioldgicos son sistemas grandes, aun las moléculas
mas pequefas consisten de miles de dtomos. Ademas, como estudiar a un
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sistema en cl vacio es insuficiente, el efecto de los alrededores tiene que ser
considerado, lo que aumenta considerablemente el nimero de atomos'. Todo
clle ha llevado a la creacién de nuevas herramientas para el estudio de
sistemas biomoleculares que no estdn necesariamente relacionadas con
aquellos problemas resueltos en Fisica en los cuales se trabaja en el vacio

0 en fase gaseosa.

Un sistema molecular deberia describirse en principio utilizando conceptos de
mecdnica cuantica,_pero_este planteamiento es complicado, los cdleulos son
largos v tediosos y debido al gran nimero de simplificaciones que se deben
hacer. en pocas ocasiones permiten esclarecer ¢l comportamiento de un sistema
biolégico. Es por ello que las simulactones de sistemas bioldgicos estan basadas
en modelos fisicos simples que permiten tener un mejor conocimiento sobre sus
movimicntos internos. La base de esto es que cualquier sistema, sea simple o
complejo, puede ser visto como una coleccion de particulas elementales. Los
métodos que se han desarrollado para este tipo de estudios son la simulacién
Montecarlo, la Teoria Cinética, la Mecdnica Molecular, la Dindmica Molecular
v la Mecanica Estadistica.

El objetivo de este trabajo es estudiar los cambios conformacionales de
una molécula de importancia biolégica. El método que se ha elegido para el
andlisis es la Dinamica Molecular (DM). La DM ofrece ventajas sobre los otros
meétodos mencionados ya que permite tener un seguinitiento temporal de la
trayectoria del sistema y mostrar cambios conformacionales en tiempo real.
La DM utiliza un potencial semiempirico o Campo de Fuerza cuyos
parametros (basados en calculos ab initio) han sido ajustados cxplicitamente
para el estudio de propiedades de sistemas bioldgicos y ofrece grandes ventajas
al permitir modelar un gran nimero de Atomos con un gran ahorro de tiempo
computacional que los calculos cudnticos no podrian permitir.

La molécula biolégica que se quiere estudiar es un acido ribonucleico con
propiedades e¢nzimaticas. FEsta molécula recibe el nombre de ribozima y el
trabajo se enfoca en la ribozima mds pequefia conocida que es la ribozima
“Hammerhead”. La ribozima “Hammerhcad” tiene la capacidad de unurse a
otra molécula de ARN (blanco) a través de aparcamiento Watson-Crick y

ISimplemente tomemos como ejemplo el presente trabajo, la molécula de ARN estd
formada por 1322 dtomos y al colocarla en un cubo de agua el niimero de dtomos aumenra

a casi 9000.
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romper esta molécula blanco. De aqui surge la importancia que a cobrado
en los dltimos dias ¢l estudio de las ribozimas va que el conocimiento de su
mecanismo de reaccion permitird el disefio de una nueva tecnologia de fairmacos
genéticos que estardn dirigidos a combatir enfermedades y sindromes a partir
de la alteracién del material genético de organismo patoldgico.

Recientemente se ha podido resolver la estructura de la ribozima
“Hammerhead” a través de cristalografia de rayos X por Scott et al [14], sin
embargo, no se ha podido definir cudl es el mecanismo de¢ reaccién de la
molécula, ni cudles son las condiciones necesarias para que se efectie la catalisis
[13). Se sabe que la presencia de iones metalicos divalentes aceleran la catdlisis,
pero tampoco se sabe cudl es el numero ni las posiciones en las cuales se deban

encontrar estos iones.

Existen dos problemas sobre la ribozima “Hammerhead” que se quieren
atacar en el presente trabajo. El primero es la determinacién de los cambios
estructurales necesarios para que se efectite la cacdlisis asi como el nimero de
iones metalicos divalentes que participan en esta transformacién.
Torres et ol [6] han establecido un criterio para el andlisis de este cambio
estructural llamado Conformacion Cercana a la linea de Ataque (CCA). Esta
conformacién se caracterizada porque los dtomos estan colocados en posi-
ciones previas a la catdlisis. El segundo problema es cémo se efectia este
rompimiento. La forma como se pretenden atacar estos problemas es a através
de simulaciones moleculares. El primer problema se basa en un cambio confor-
macional, para lo cual se ha elegido Dindmica Molecular cldsica. El segundo
problema implica la observacién del rompimiento enlaces atémicos, por lo que
la DM basada en Campos de Fuerza ya no es itil, para este caso se utilizardn

calculos de DM cudntica.

Las simulaciones realizadas con DM clésica tienen como variables el nimero
de iones de magnesio, as{ como un pequefio estudio que trata de justificar
la posibilidad de reducir la simulacidn sobre la molécula completa en una
simulacién donde solo se incluyan los 4tomos cercanos a la zona de rompimiento.
Posteriormente se efectuaron calculos ab initio para observar el rompimiento

de la molécula de ARN.

Los resultados obtenidos con DM cldsica muestran que es posible simular con
este método la ribozima “Hammerhead” completa en presencia de moléculas
de agua y que el sistema muestra gran estabilidad (todos los puentes de
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hidrégeno predichos por la estructura cristalografica se mantienen constantes).
También se pueden observar las zonas a las cuales se coordinan con mayor
afinidad los iones de magnesio y esto también va de acuerdo con la evidencia
experimental sobre la localizacién de los iones divalentes [17, 15, 24]. El cam-
bio conformacional que indique una tendencia al rompimiento no se logra
observar claramente, sin embargo, aiin no se puede descartar la posibilidad
que una implementacién de mejores parametros y mayor tiempo computa-
cional permitan que estos se observen. Las dindmicas cudnticas indican que el
“rompimiento predicho-es posible en la presencia de iones-de magnesio, mas este_
rompimiento se observa tanto con un metal como con dos metales, por lo que
con los datos obtenidos no es posible discernir cudntos iones metalicos son nece-
sarios en la catélisis. Estos resultados nos hacen sugerir que los mecanismos
de reaccidn que hasta el momento se han propuesto necesitan ser revisados, ya
que es probable que el rompimiento sea precursor al cambio conformacional,
lo cual implicaria la necesidad de otro tipo de simulaciones para observar el

rompimiento.



Capitulo 1

Ribozimas: moléculas de ARN
catalitico

Las moléculas mas importantes que conforman a un organismo vivo son lus
proteinas y los acidos nncleicos; esta importancia es debida principalmente
a la gran variedad de funciones bdsicas que pueden realizar. La forma de
actuar de estas dos moléculas en la célula estd altamente relacionada, de tal
manera que no puede existir una sin la otra. Actualmente no se sabe de
manera concluyente cuando ni como surgieron estas moléculas y asumieron
estos papeles tan esenciales para la vida, pero lo que si se puede decir es
que la vida no se daria sin la intervencién de ellas. La estructura quimica
de las proteinas y de los acidos nucleicos es similar porque son polimeros; las
proteinas son polimeros de aminodcidos y los acidos nucleicos son polimeros de
nucleétidos. Sin embargo, cada molécula realiza dentro de la célula funciones
muy diferentes. Mientras que las proteinas forman parte de los elementos
estructurales de los organismos y proveen de la energia necesaria para los
procesos biolégicos, los dcidos nucleicos participan en la coordinacién de la
secuencia de aminoacidos (sintesis de proteinas) y en el almacenamiento de la
informacidén bdsica para realizar todos los procesos que mantienen con vida a

la céivia.

Cuando las proteinas realizan la funcién de aportar energia lo hacen en
forma de enzimas. Esta conformacidn las hace capaces de catalizar reacciones
bioquimicas. Debido a que la secuencia de aminodcidos es capaz de
plegarse de forma unica, las enzimas son moléculas con una conformacidn
especifica que se unen a ciertos sitios de otras moléculas a los cuales no
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acceder bajo otro tipo de conformacion. Los dcidos nucleicos al ser portadores
del codigo de esta secuencia de aminoacidos deben permanecer inalterados
durante cualquier proceso con el fin de mantener la estructura de las proteinas
de forma intacta. Un cambio en la secuencia de nucledtidos podria implicar un
cambio en la secuencia de aminodcidos teniendo como consecuencia la sintesis
de una proteina distinta, la cual podria ser imitil para la actividad enzimédtica

o podria convertirse en un agente patégeno [1].

Cuando ocurre el _proceso_de._reproduccion celular,_lo dnico. que _necesita
transmitir la célula madre es este cédigo inmerso en la secuencia de acidos
nucleicos y con esta informacién, la célula es capaz de generar su propia
estructura. Eso hace que los dcidos nucleicos sean considerados como las
moléculas portadaras del cédigo genético, es decir, tienen la informacidén nece-
saria para mantener la vida tal cual, generacién tras generacién {1].

Las dos funciones bdsicas que realizan los dcidos nucleicos resultan ser: la
preservacién del cédigo genético v la coordinacién de la sintesis de proteinas.
Para esto es que existen dos tipos de dcidos nucleicos, los cuales realizaran
una funcién especifica y estos son: el Acido Desoxirribonucleico (ADN) y el
Acido Ribonucleice {ARN), aunque hay que mencionar que no todas las células
tienen los dos tipos de 4cidos nucleicos, ver Elliot [1].

Recientemente Thomas Cech [12] y Sidney Altman {13] encontraron que ademas
de estas funciones, ¢l ARN es capaz de catalizar reaccioncs sin perder su estruc-
tura original, es decir, actuar como una enzima'. La idea que habia prevalecido
hasta antes de este descubrimiento habia sido que las 1inicas
moléculas que podian realizar la funcién de enzima eran las proteinas. Esto ha
provocado que varias teorias sobre la evolucidén y origen de los acidos nucleicos
hayan cambiado poniendo como precursor del ADN y de las proteinas al ARN.

En las siguientes secciones se presenta de forma detallada como se encuentran
conformados los dcidos nucleicos y en particular el ARN. Al final del capitulo
se da una descripcién amplia sobre una molécula de ARN que puede catalizar
reacciones, a estas moléculas se les conoce como ribozimas y en particular
s¢ va a estudiar la reacciéon en que interviene la ribozima llamada

“Hammerhead”.

! Ambos ganadores del Premio Nobel de Quimica en 1989 por el descubrimiento de las
propiedades cataliticas del ARN.
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deidos nucleicos

1.1 Acidos nucleicos

Existen dos tipos bésicos de dcidos nucleicos, el Acido Desoxirribonucleico
(ADN) v el Acido Ribonucleico {ARN), ambos tienen estructura similar
pero sus funciones son diferentes. E1 ADN tiene el papel principal de guardar
la informacién genética de la célula para sintetizar macromoléculas, mientras
que el ARN participa en la transcripcidn, traduccion e incluso transporte de
ésta informacién.

Las partes que conforman los dcidos nucleicos sen: una base nucleica, una
molécula de azicar y un grupo fosfato. El azicar y el grupo fosfato son el
esqueleto que da forma a la cadena, en tanto que las bases son distintas v dan
lugar a una secuencia.

A continuacion se discutirdn las bases nucleicas y las distintas formas como se

encuentran en la naturaleza.

1.1.1 Bases

Las bases nucleicas son derivados tanto de la pirimidina como de la purina?
figura 1.1. La pirimidina es un anillo de 6 miembros con 2 dtomos de nitrégeno
v 4 de carbono. La purina es un sistema de 2 anillos unidos, uno de pirimidina
mds uno con 5 e¢lementos llamado imidazol. El imidazol tiene 3 dtomos de

carbono y 2 de nitrégeno.

i H
C c ~N
R YN
[ C-H
H-Cy £ H-Cy S~ v
N N i
Pirimidina Purina

Figura 1.1: Estrycturas basicas de la pirimidina y la purina.

La pirimidina es plana v la purina se desvia un poco del plano teniendo un
ligero doblez en la unién de los anillos. Ambas moléculas son poco solubles en
agua.

?La pirimidina y la purina son dos moléculas heterociclicas caracterizadas por formar una
anille de uno ¢ mads tipos de Atoinos, en este caso, los anillos estin formados basicamente

de carbono y nitrégeno. De ahi el nombre de bases nitrogenadas.
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Las pirimidinas que se encuentran en la naturaleza de forma mas comun son la
citosina, uracilo y timina (3-metiluracil}, mientras que las purinas m4s comunes
son adenina v guanina, figura 1.2,

Figura 1.2: Rases nucleicas: (C) citasina, {U) uracilo, (T) timina, (A} adenina y () guanina.

La citosina y la timina son las pirimidinas encontradas tipicamente ent el ADN
v la citosina y el uracilo en el ARN. Las bases piricas adenina y guanina se
encuentran tanto en el ADN como en el ARN. Las bases nucleicas se encuentran
4 su vez unidas a un azdcar para conformar los nucledsidos, la forma como sc
enlazan se discute en la siguiente seccidn.

1.1.2 Nucledsidos

Un nucledsido esta constituido por una base y un azicar. El azdcar es un anillo
de 5 carbonos y un oxigeno llamada pentosa, en el caso del ARN es ribosa y
para el ADN es 2’ — desozirribosa, figura 1.3.

A f8)

Figura 1.3: Las pentosas de los 4cidas nucleicos: (A) ribosa, (B) 2-desoxirribosa.



Acidos nucleicos

Notese que en la figura anterior, la ribosa del ARN tiene un grupo 2' - OH o
2! — hidroxilo que esta ausente en el ADN. Para el caso del ADN tal ausencia
permite una mayor resistencia a la hidrélisis {rompimiento de enlaces con la
liberacién de una molécula de agua).

La forma como se une una base a el azlicar correspondiente es a través del
enlace glicosidico (2, 3]. El enlace glicosidico se da entre el dtoma 1 de
carbono de la pentosa v los dtomos de nitrégeno en la posicidn 9 para el anillo
de la purina y 1 para el anillo de la pirimidina, figura 1.4. El enlace es beta,
es decir, por encima del plano del anillo y se da a través de la pérdida de una

molécula de agua.

Enlace glicosidico

Ribwosa ¥ Uracilo Ribosa ¥ Adenina

Figura 1.4: Eniace giicosidico.

Resumiendo hasta aqui, se observan dos diferencias fundamentales que
distinguen al ADN del ARN [3]:

1. El ADN contiene 2 — desozirribosa en lugar de ribosa.

2. E! ADN contiene timina en lugar de uracilo.

La razén de éstas diferencias posiblemente se basa cn las funciones que el ADN
y el ARN desempeiian en la naturaleza. E]l ADN tiene como funcién guardar
la informacién genética viéndose obligada tal molécula a ser mds estable que
¢l ARN. El ARN, en cambio, se encuentra en muchas copias y en diferentes
formas en la célula realizando un papel mas dindmico.

A continuacién discutiremos el iltimo componente que conforma a las cadenas
de 4cidos nucleicos.
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1.1.3 Nucleotidos

La estructura general de un nucledtido es: base-aztucar-fosfato. La unién
del fosfato al nucledsido se da mediante la unidn de un grupo OH o hidroxilo
del 4cido fosfdrico, figura 1.5.
Q
H—-0-P—0-H

Figura 1.5 Acide fosférico.

Al enlace que une el grupo fosfato al amicar se le denomina enlace ester. Este
enlace es la unién del oxigeno del grupe C5'OH con el fésforo liberando una

molécuia de agua, figura 1.6.

CH J Enlace ester
O=pP-0—* Base

Figura 1.6: Eniace dei acido fosférico a una pentosa.

Los fosfatos dan la caracteristica dcida al ADN y ARN. Los grupes Ol
del 4cido fosférico se ionizan en un pH fisiologico, lo cual significa que son
altamente hidrofilicos.® De ahi que los &dcidos nucleicos estén cargados
negativamente. Por otro lado el azucar con su grupo hidroxilo es también
altamente hidrofilico, en tanto que las bases nitrogenadas son poco solubles en
agua debido a su naturaleza plana.

Si vemos los dcidos nucleicos como entes poliméricos, entonces podemos definir
al nucleétido como la unidad constructiva bésica (monémero) para formar al
ADN y ARN. Para formar una cadena de dcido nucleico se tienen que unir
los mondmeros y esto se hace al enlazar el grupo fosfato de un nucledtido con
el azdcar de otro nucleétido. A continuacién se hace una descripcion de estas
ligaduras.

3Son capaces de formar puentes de hidrgeno con una molécula de agua, lo que significa
que son solubles,
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1.1.4 Formacién de polinucleétidos

La formacién de un dinucledtido se da entre el oxigeno del carbons 3 que
pertenece al azicar y el grupo OH del fosfato del nucledtido contiguo.
Esta union libera una molécula de agua, figura 1.7. En un nucleétido el
grupo fosfato solo tiene un enlace ester, pero en el dinucledtido se
forma un enlace fosfodiester, dondc el fosfato esta unido a dos grupos.
Debido a la direccionabilidad del enlace, se le clasifica como un enlace
3" — &' fos fodiester [1]. Donde el 3’ indica el carbono que pertenece al azicar
del primer nucledtido v el 5’ se refiere al carbono que pertencce al aziicar del

segundo nucledtido.

Figura 1.7: Enlace entre nucledtidos.

Cuando se enlazan varios nucledtidos se produce un polinucleétide y su
estructura primaria es la siguiente [1]:

5

Figura. 1.8: Estructura primaria de un polinucledtido.
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El ARN existe comunmente como una sola cadena de bases nucleicas y et ADN
como una cadena doble. El tema de este trabajo es el ARN, asi que veamos
en la siguiente seccion cudles son las estructuras principales como se presenta

el ARN en la naturaleza.

1.2 Tipos de ARN

‘El ARN tiene-la-mayor cantidad-de-funciones- bioldgicas importantes. Las.

células contienen mds de 8 veces la cantidad de ARN que de ADN. Las
moléculas de ARN son catalogadas en varios tipos: ARN mensajero, ARN
ribosomal y ARN de transferencia [1, 3].

El ARN mensajero (ARNm) es una transcripcién del ADN. Tiene la funcién
de llevar la informacién del ADN a los sitios en donde ocurre la sintesis de
proteinas en la célula. Estos sitios se conocen como Ribosomas. El ARNm
tiene diversas secuencias v tamafios, pero es posible distinguir una
estructura general, el ARNm siempre tiene en un extremo un grupo
trifosfato entre dos nucledtidos: una guanosina y una purina. Esta estruc-
tura le permite ser identificado como ARNm para el Ribosoma. En el otro
extremo también se distingue un tallo de poliadenina. Esta secuencia en el
inicio y fin del ARNiu le proporciona estabilidad dentro de la célula.

Los ribosomas son organelos que se encuentran en el interior de las células y
es en este lugar en donde ocurre la sintesis de proteinas. Estos organelos estan
formados en un 65 % por ARN. Las moléculas de ARN ribosomal {ARNT)
se pliegan en estructuras secundarias caracteristicas como consecuencia de
interacciones entre sus fragmentos. En el ribosoma existen tres tipos
principales de ARNr que se clasifican generalmente de acuerdo a su coeficiente
de sedimentacién que es una medida burda de su tamaiio.

El ARN de transferencia (ARNt) funciona como portador de los aminoacidos
residuales para la sintesis de proteinas. El tipo de aminodcido que el
ARN¢ lleve al ribosoma depende de la secuencia de aminoacidos del ARNm.
El conjunto de tres bases consecutivas del ARNm definen la clave para un
cddigo que identifica a cada aminodcido y recibe el nombre de coddn {1].
El ARNt es ¢l intérprete entre la instruccién indicada por un coddn del ARNm
y el aminodcido correspondiente. Por lo mismo tiene una forma dual, en
un extremo presenta una secuencia de tres bases que son complementarias
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a un codon {que recibe el nombre de anticoddn) que te permiten identificar la
secuencia indicada por el ARNm y en el otro extremo tiene una estructura
que identifica al aminodacido correspondiente a la instruccion del codén. Por lo
que ¢l ARNE se pliega en estructuras secundarias caracteristicas, figura 1.9.

Figura 1.9: Estructura secundaria v terciaria del ARN de transferencia.

Ni las cadenas de ADN, ni las de ARN se encuentran estiradas dentro de la
célula, sino que se pliegan en estructuras caracteristicas. Bl ADN por ser
mucho mas largo que el ARN se pliega formando hélices dobles; el ARN que
es mds corto se pliega dando origen a conformaciones especificas de su funcién
como veremos en la siguiente seccion.

1.3 Conformacion terciaria y plegamiento del
ARN

El andlisis de la cadena de ARN muestra que esta molécula utiliza muchios
tipos de interacciones no covalentes. En orden de estabilidad tenemos:

- Interacciones tipo van der Waals cuyo origen son las fluctuaciones cor-
relacionadas de la nubes electrénicas de los dtomaos. Estas interacciones
se dan entre todos los Atomos, y en general son del orden de la energia,
térmica a temperatura ambiente (0.6 Kcal/mol) [29].

- Aquéllas que se dan en el plano debido a puentes de hidrégeno. Este
tipo de interacciones es predominantemente {dipolar} electrostdtica, pero
también incluye transferencia de carga [26].
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- Aquéllas perpendiculares a los planos de las bases {empalme de bases), es-
tabilizadas principalente por fuerzas de dispersion v efectos hidrofébicos

] .

1.3.1 Puentes de hidrdégeno

Iste tipo de enlace es de cardcter electrostdtico. Tienen un papel principal

~ “en la estabilizacidn de la estructura delos dcidos-nucleicos. —Estas fuerzas son

de corto alcance, es decir, a distancias menores a 2 A y dan lugar a enlaces
débiles como los pares de Watson-Crick. La forma general de un “puente de

hidrégeno™ es [2]:

X-H. .Y

en la cual un atomo de hidrdgeno conecta a dos dtomos X e Y de mayor
electronegatividad {como carbono, oxigeno y nitrégeno). El dtomo X estd
unido covalentemente al Hidrogeno. La longitud de estos enlaces depende
de las cargas localizadas sobre los atomos X, H, Y. Las interacciones mas
comunes son las de Watson-Crick que se explican en la siguiente seccién vy
tiecnen la forma:

N-H--N N-H. .-.0

1.3.2 Pares de Watson-Crick

Los puentes de hidrégeno son enlaces débiles pero el apareamiento de atomos
es muy preciso. Estos enlaces por lo mismo también son fdciles de romper, por

gjernplo con energla térmica.

Debido a la forma complementaria entre las bases piricas y pirimidicas, éstas
se unen a fravés de puentes de hidrégeno de acuerdo al modelo establecido por
Watson v Crick {W-C) para la doble cadena del ADN. El enlace favorecido es
el de adenina — timina y el de guanina — citosina (1, 2, 3], figura 1.10.

La geometria del apareamiento muestra que cl tamaiio del par de bases es
aproximadamente el mismo ya que siempre incluye una base purica {molécula
grande} v una pirimidina (molécula chica). También se puede notar que la
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Figura 1.10: Apareamiento de bases Watson-Crick.

undn G = C es més fuerte Ya que se tienen tres puentes de hidrégeno. mientras
que e la unién A = T sélo se tienen dos.

Tanto el ADN como el ARN pueden formar cadenas dobles en donde dos hileras
S€ unen en sentido antiparalelo, es decir, una cadena tiene un extremo con el
grupo 8’ — OH del azicar de un nuclestido que no esta conectado a ningin
nucledtido, v el otro extremo tiene el grupo 3' — O que no esta conectado
tamnpoco a ningiin otro nucledtido. Que las cadenas sean antiparalelas significa
que nunca se encuentran dos grupos 5 o 3 Juntos er; un extremo, teniéndose
entonces la forma de la figura 1.11.

Extrernn$ Extremod
o
OP=0 HQ
o ) 3
.‘.CH'v ag ™ /]
2 B=d
5 /0\\/ = a H;C’ .3
[ C - ?
| o 0= P- 0O
L] 1 - 0
; F=0 o P
8] 3
|
*CH, PN
—0\\/ =g OH:(I:J
2 0
: Q=P-D
o &
Extrenol Extremas

F‘igura 1.11: Enlace antiparalelo entre cadenas de polinucledtidos.
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La caracteristica de cadena doble antiparalela es un requisito necesario para el
arreglo estereoquimico {en el espacio) de la estructura helicoidal del ADN. Por
conven iencia se hace referencia a la secuencia de bases en la direccion 5° — 37
¥ 110 es neccsarlo especificar la cadena complementaria.

1.3.3 Otro tipo de interacciones

El apareamiento W-C se da principalmente en el ADN que se encuentra como
una ¢adeéna doble v e§ la principal interaccion que se da de forma horizon-
tal. Esta complementariedad le permite mantenerse inalterado y preservar el
codigo genélico. EI ARN se encuentra como una sola cadena v al plegarse da
origen a los pares W-C en las regiones donde se encuentre esta complemen-
tariedad. Esto provoca que el ARN adquiera geometrias diversas de acuerdo
a las secuencias de nucleatidos que posee.

Ademas de las interacciones W-C del ARN, también se encuentran
interacciones verticales que le dan la forma especifica al ARNt y en
especial al ARN catalitico que sobre el cual se enfoca este trabajo [2, 7).
Existen varios tipos de iunteracciones bien definidas entre las diferentes bases,
sin embargo, como solo se dan algunas ciantas en el ARN “Hammerhead”,
estas serdn explicadas cuando se vea la estructura terciaria de esta ribozinia

en la seccidén 1.6.2.

Aparte de las Interacciones anteriores, existen interacciones entre los
atomos debido principalmente a2 que clertos grupos se lonizau en un
pH  fisioldgico,  permitiendo la  formacién de zonas  cargadas
electrostaticamente. Esto provoca atraccion entre los diversos grupos que
poseen los nucledtidos asi como la formacion de enlaces muy debiles ¥ de
muy corta duracién. Los posibles enlaces que tendremes serdn entre dtomos
electronegativos como el oxigeno, carbono, nitrégeno v gupos OH™, que
atraeran principalmente al A%, La interaccion de los metales divalentes con

el ARN se discute en otra seccion.

1.4 El ARN catalitico

Las enzimas son catalizadores, es decir, son moléculas capaces de anmentar la
tasa de reaccién pero no son ni substrato ni producto de esa reaccién. Por lo
general esta caracteristica enzimatica se le asocia a una proteina. Una proteina
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¢s un polimero formado a partir de la combinacién de 20 moléculas distintas.
El monomero de este polimero se conoce como aminodcido v estdn unidos a
través de enlaces peptidicos [3].

Recicntemente se  descubrid «que no solo las proteinas presentan
comportamiento catalitico sino que también la molécula de ARN puede
realizar funcioues cataliticas. Fsto es lo que se conoce como ribozima v
fue descubierta por Thomas Cech de Ja Universidad de Colorado v Sidney
Altman de la Universidad de Yale en protozoarios ciliados [12, 13]. Hasta
este descubrimiento se crefa que sélo las proteinas presentaban este compor-

tamiento.
blanco
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Figura 1.12: Pasos de accion de una ribozima: {A) la complementariedad de la ribozima permite que
interaccione con un ARN blanco, (B) se une la ribozima con el blanco formando pares W-C, ()} un idn
metdlico divalente activa la reaccién de catdlisis, {I3) el blanco se rompe y disocia. La ribozima puede repetir

el ciclo.

Las ribozimas son entouces, moléculas de ARN que pueden realizar las mismas
funciones que una enzima, es decir:

1. Son especificas de un substrato.

2. Aumentan la tasa de reaccidn.

3. Emergen de la reaccidn sin cambio en su estructura.

La funcidn de una ribozima es unirse a una estructura del ARN llamada blanco
a través de un apareamiento W-C, figura 1.12. La ribozima rompe al ARN-
blanco en un sitio especifico de su estructura dejéandola inactiva.
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La mayoria de los ejemplos conocidos de las ribozimas estin asociados con
la lteraccién con acidos nucleitos cuyas actividades son con el rompimiento
v procesamiento de ARNm. Las ribozimas mds conocidas se presentan en la

Tabla 1.1 en donde nt significa nucledtido [8].

'_E!_ Tellbla 1.1 Tipos de ribozimas
Ribozima Tumario Reaccion Nucledfilo Localizacion
Transesterificacion Células ,
Grupo | resultando en la 3“OH de una | eucariontes
intran 413 nt unién 3-3'y un guanosina eubacterias
término 3-0OH y virus
Transesterificacion Organclos de
Grupo {1 resultando en la 3-OH de una | eucariontes
intron 887 nt unidn 2-5"y un guanosing | ¥ virus
término 3-OH
Rompe el término 5 de Subunidad
un ARNt obteniendose del ARN
RNasa P 350-410 ni fa unién 2-5" ¥ agua en
un término 3-OH eubacterias
Rompimiento del RINA viral
ARN produciendo Grupo 2°-0OH | de plantas
Hammerhead 31-42 nt 2°.3" fosfato ciclico atlyacente ¥ viroides
voun términe 5-0H
Rompimiento del ARN
ARN produciendo Grupe 2-0OH | satelital
fHairptn 50 nt 273" fosfato ciclivo advacente del virus
v un término 5°-0H del tabaco
Rompimiento del
Virus ARN produciendo Grupo 2-OH
hepatitis 84 nt 2.3’ fosfato ciclico adyacente HDV
¥y un términe 5~OH
Rompimiento del
ARN produciendo Grupo 2°-OH | mitocondria
Neuroespora 881 2’3’ fosfato ciclico adyacente Neurospora
v un término 5-0H

La ribozima que se va a estudiar en este trabajo es la ribozima
“Hammerhead” que es ]la mds pequefia que se conoce y por lo tanto la que
presenta mayor facilidad para ser analizada. La primera estructura crista-
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logréfica de una ribozima "Hammerhead” fue obtenida por Dave McKay en
Standford {10]. Esta ribozima se presenta en detalle en la seccién 1.6.

Los substratos que se han encuentrado en la naturaleza para el ARN catalitico
son todos dctdos nucleicos, sin embargo, se han sintetizado substratos con
ester — armzda v otro tipo de enlaces, de liecho también se ha sintetizado ADN

catalitico.

De la estructura del ARN se puede ver facilmente que ésta tiene potencial
para ser catalitico, ya que tiene la flexibilidad para formar una estructura
tridimensional en forma globular, la cual puede traer grupos cataliticos en
contacto con el substrato.

1.4.1 Aplicaciones

Las ribozimas se pteden utilizar en el estudio de la funcion genética v en las
terapias genéticas contra enfermedades, debido a que un gran numero de virus
estan formados por ARN.

Las ribozimas que estdn disefiadas para atacar la transcripcion de un ARNm
se pueden unir a este ARNm ¥ romper la molécula. esto se ha comprobadoe
por experimentos 1 vitro. Estos experimentos muestran la ventaja de utilizar
ribozimas en lugar de utilizar terapia genética, la cual disminuye la expresién
genética. Con las ribozimas existe la posibilidad de atacar al gen mediante
diferentes tipos de ribozimas las cuales tienen diferente eficiencia, permitiendo
tener control sobre el nimero de genes que se desea anular.

Otra aplicacion importante de las ribozimas estd en el desarrollo de nuevas
drogas y protocolos para la terapia genctica. Las ribozimas se cree represen-
tan una nueva herramicnta para atacar agentes infecciosos. Con diferentes
enfermedades como el VIH se ha estado investigando en busca de productos
genédticos que permitan atacar el problema de una forma mas efectiva y con-
trolada. La ventaja de este método es que una ribozima no necesariamente
mata a la célula en la que se encuentra, en comparacién con muchos farmacos
a base de proteinas que si destruyen gran parte del tejido vivo.
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1.5 Papel de los iones metalicos en la
catalisis y plegamiento del ARN

Aproximadamentce tres cuartas partes de todos los elementos quimicos son
metales. Los iones metalicos estdn asociados con el ARN en solucion en un
gran ntimero de formas que son faciles de encontrar en el agua de mar y dentro
e las células desempenando papeles vitales en el plegamiento del ARN. En
- esta seccion examinamos el papel de los iones divalentes en el plegamiento del
ARN asf como la evidencia experimental de la unién de iones metalicos al ARN
en solucidn y en cristales. Se da un enfoque especial a los iones metalicos que
proniueven la catalisis en rompimientos que dan lugar a un fos fato 2, 3—ciclico
v un 3 — hidroxilo como productos.

1.5.1 Propiedades de los iones metalicos

Las concentraciones de iones metdlicos en medio intracelular varian cn gran
medida y se mantienen y ajustan por medio de mecanismos de transporte
pasivo v activo®. Dentro de las células. las concentraciones de iones metalicos
libres son mucho menores que aquellas concentraciones totales de lones
mctdlicos, ya que estos iones metalicos se encuentran unidos a macromoléculas

intracelulares.

En soluciones acuosas, los iones metalicos se coordinan para formar complejos
con agua o solutos. El nimero de coordinacion {nimero de enlaces que se
forman) y la geometria de coordinacién (geometria en la que se acomodan
los cnlaces) depende de las caracterfsticas tanto el ién metdlico como de los
enlaces. La mayoria de los iones metélicos forman complejos hexacoordinados
con seis moléculas ligantes arreglados en los vértices de un octaedro. En forma
menos frecuente, la coordinacion de los complejos de cuatro enlaces ocurren

en un arreglo tetraédrico [9)].
Los iones metdlicos muestran preferencia a unirse a diversos complejos.

Con base a esta preferencia, tanto los iones metalicos y los enlaces pueden ser
clasificados como “fuertes” y “suaves’. En soluciones los iones metdlicos

3Transporte pasivo es ¢l que se efectila por el movimiento aleatorio de las moléculas a
través de la membrana, el transporte activo es el transporte cn contra de un gradiente de
concentracion y por lo tanto requiere de energia [4).
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fuertes {por cjemplo, Li* Na*. It AMgt+ v Ca™) se enlazan preferencial-
mente a ligaduras fuertes {por ejemplo, H,0, NH;, OH", fosfatos, éteres y
alcoholes) y los iones metdlicos suaves (por ejemplo, Pb*+, Zntr Nt Cott
y Mn**} se unen preferencialmente a ligaduras suaves (por ejemplo. cianido,
fosforothioados, heterociclicos arométicos que contienen nitrégenos v tioles).
Esta designacién fuerte/suave se explica con base a algunas teorias quimicas
¥y no es definitiva®, Para propdsitos de estudios del ARN, Ia
coordinacion de los enlaces a través de sulfuros o de dtomos de nitrégeno
se consideran como suaves y la coordinacién de los enlaces a través de oxigeno
son considerados como fuertes.

Los iones metdlicos intercambian ligaduras de aguas a tasas que varian
18 drdenecs de magnitud. Otras ligaduras que no sean agua también tienen
afinidad a mostrar grandes diferencias en la tasa de intercambio. Mientras que
los iones divalentes mds comunes como ¢l Mg'*, Ca™ v Mn** tienen un
intercambio rapido, en otros iones metalicos como el Co™** y Cr+++ el inter-
cambio es tan lento que son considerados cinéticamente inertes, La cinética
v la termodindmica de estas ligaduras por iones metslicos no se correlacionan
de una forma intuitiva; los iones metdlicos que tienen la tasa de intercambio
mas lenta no son necesariamente aquellos que tienen las ligaduras mds

fuertes [9).

Las moléculas de agua que se unen a jones metdlicos suelen ser mds dcidas que
las moléculas de agua libres. El idn hidroxilo unido a un ion metalico es un
potente nucledfilo. De acuerdo con esto, los iones metdlicos hidratados pueden
participar en la quimica ya sea de forma general o/y come un dcido o una

base [9].

Aunque la oxidacién o reduccién de los iones metdlicos enlazados al ARN
bajo condiciones fisioldgicas no han sido estudiados, es importante recordar
quc muchos iones metdlicos pueden facilmente ganar o perder electrones
reaccionando con oxigeno disuelto para formar éxidos metilicos insolubles.

*[uheey. J. E. 1983, fuorganic Chemistry.
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1.5.2 Union de iones divalentes al ARN

Los iones metdlicos divalentes pueden interactuar electrostdticamente con el
fosfato de la estructura de]l ARN. Los experimentos que han medido la unién de
iones metélicos divalentes a cadenas (singulares) de ARN alcanzan saturacion
cuando se tiene una concentracién de un ion metédlico por cada des fosfatos.
Esto sugiere que cada idn metdlico se une a dos {presumiblemente adyacentes)
fosfatos de la cadena de ARN [9]. Sin embargo, el puente entre los dos fosfatos

__a_ través de un ién metdlico, requiere que la_conformacion de la_estrucstura
fosfodiester esté constrenida con un acompafiamiento en la reduccion de en-
tropia v en el costo de energia.

Los iones metalicos divalentes son mds afines a unirse a hélices homo-
poliméricas donde los fosfatos estdn constrenidos estructuralinente y los dos
fosfatos en cadenas opuestas tienen la forma de un ARN tipo A para unirse a un
solo i6n metdlico. Ya que los iones divalentes reducen la repulsion electrostdtica
entre las cargas ncgativas de los fosfatos, esta diferencia en la afinidad entre
una sola cadena y una cadena doble de RNA para unirse a un ién divalente.
significa que los lones metdlicos divalentes son muy efectivos para estabilizar

la dohle cadena de ARN.

En las estructuras heteropéneas de ARN, los iones metdlicos divalentes
interactuan electrostaticamente con los fosfatos en las regiones helicoidales vy ae
esta forma estabilizan la estructura secundaria del ARN. Ademas,
existen estructuras donde los fosfatos de una sola cadena son constrefiidos
de tal forma que se encuentran lo suficientemente cerca en espacio para formar
una “bolsab”. Es en estas “bolsas”donde los iones metalicos se pueden unir de
forma mds afin que a una hélice de ARN, La formacién de estas “bolsas” y la
unién de un ién metdlico se espera sca dependiente del plegamiento completo

del ARN.

[s importante rernarcar que aunque la discusion anterior se enfoca a las interac-
ciones electrostaticas entre los iones metalicos y el fosfato, los iones metdlicos se
pueden unir al ARN de otras maneras. Esto es notorio en los metales “suaves”
en donde son mds comunes las interaccicnes con las bases. De esta manera, las
“holsas’ de iones metdlicos pueden formarse tanto en la regidn de los fosfatos
como en las bases de la cadena de ARN.

5Del inglés pocket.
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Se suelen realizar diversos experimentos para determinar la regién a la cual se
enlazan los iones metdlicos. Estos experimentos no miden de forma
directa la unién de estos iones metdlicos. sino las consecucncias de la unién de
este metal. En las técnicas de Ravos X en las cuales no se puede determinar
con precision la localizacién de estos lones metdlicos, sc utilizan otros iones di-
-alentes mucho mas grandes v que sc espera poscan algunas de las propiedades
quimicas del ion divalente en cuestidn.

Las estrucvuras cristalinas tienen una resolucién de 2.5 a 2.7 A. Esto significa
que la baja densidad electrénica de los iones M g™+ hace que sean dificiles de
localizar a menos de que se encuentren en sitios con una posicidn altamente
constrenida, solamente un miimero limitado de iones de Mg+ seran localiza-
dos dentro de la resolucion accesible. Para obtener informacién acerca de la
afinidad de estos iones en el cristal, se requerird de un experimento que mida
la ocupacion cristalografica de cada sitio como funcion de la concentracion de
iones de magnesio, los fosfatos se enlazan a otros grupos de tal forma que
disminuye el enlace de los iones de Afgt+.

1.6 Ribozima “Hammerhead”

1.6.1 Estructura primaria y secundaria

El nombre de ribozima “Hammerhead’se le da por la similitud entre su estric-
tura sccundaria y la cabeza de martillo, figura 1.13. La ribozima “Hammer-
head” es uno de las pocas cspecies de RNA catalitico que se ha identificado v
caracterizado. Al igual que otras ribozimas tiene dircecion contraria de ARN
aunque difiere en los otros ARN convencionales al ser mas flexible, permitiendo

dejar expuestas sélo ciertas reglones activas.

La figura 1.13 muestra la secuencia de nucledtidos indicada por las letras A,
C. G ¥ U para la adenina, citosina, guanina y uracilo respectivamente y esta
secuencia esta numerada del 1 al 17. En su estructura sc puede distinguir que
ciertas partes forman enlaces de Watson-Crick (linea punteada en la figura
1.13), para dar lugar a ramas, mientras que otras partes quedan sin aparcar
para originar bucles (compare figura 1.13 y 1.14). Este aparcamientoc W-C
entre el substrato (S) ¥ la enzima {F) es lo que le da especifidad a la molécula.
En el centro de esta misma figura, se distingue un conjunto de bases que no
tienen acoplamiento W-C, las bases que comprenden este nucleo no helicoidal
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Flgura 1.13: Estructura secundaria de ia ribozima “Hammerhead”.

sonn O3 = Ag ¥ G2 — A En esta parte de la molécula también se distingue
una region cenominada desacoplamiento GA que se caracteriza en que las
bases que la conforman, guanina (G) y adenina (A), no son complementarias.

La molécula cuenta con tres ramas de bases apareadas que se originan a partir
de los nucledtidos Ay 1. Co1, Gro, Chia. Ais1 ¥ Uie1. Las bases que conforman
estas ramas se clasifican con subindices con un niinero entero que mdica la
base a parvir de la cual se originaron. El sitio de rompimiento como se indica
en la figura 1.13 se encuentra entre los nucledtidos citosina 17 (C1y) y adenina

11 (."‘11_1).

1.6.2 Estructura terciaria

En la figura 1.14 (izq) se puede observar la estructura terciaria de la molécula
“Hammerhead”. Esta estructura ticne la forma de una letra “Y”, donde las
ramas I v I forman los brazos de la ”Y” y la rama [II forma la base {17]. Las
tres ramas forman helices tipo A7, Las ramas [ y II forman entre sf una vuelta
en “U”. mientras que las ramas II y 111 forman casi una linea recta [10].

“En el sentido contrario a las manecillas del reloj.
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Flgura 1.14: (A) Estruccura terciaria de la ribozima “llammerhead’. (B acercamiento a la zona
cataiitica.

El niicleo central es necesario para la actividad catalitica y esta formado paor dos
estructuras principales o dominios ® [10). Los nucleétidos de la cadena Cy-U,-
(- Ag forman el Dominio I ¥y dan un marcado giro en forma de “U” siguiendo
la rama I. Los nucledtidos {/+-A4g junto con G- Ay, forman una cadena doble
que no tiene apareamiento Watson-Crick, esta parte ¢s el Dominio II. Ver

figura 1.14 (der).

En las tres estructuras cristalograficas que se han resulto del “Hammerhead”
existen consistencias sobre su estructura terciaria {10, 14, 17], incluso en las
bases que conforman a los puentes de hidrégenos en estas estructuras. Sin em-
bargo, se logran observar diferencias como por ejemplo el angulo entre ramas.
De aqui que surjan preguntas sobre si esta flexibilidad relativa observada en
el “Hammerhead” es esencial para su actividad o si sélo depende de la forma
como se fabrico el cristal en cada estructura.

Dominio 1.

La secuencia dec nucledtidos del C3- A9 forman una vuelta en “U” muy parecida
a un anticodén en el ARN de transferencia. Las interacciones terciarias que
le dan estabilidad a esta zona son los enlaces entre hidrdgenos del Nz del U
con el O2P del I/;, asl como puentes de hidrégeno entre el hidroxilo del U/, y el
N; de la Ag, Agura 1.15 {der). Estas interacciones terciarias han sugerido un

8Un dominio es una forma caracteristica que sobresale en la estructura.
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concenso sobre cudl podria ser su forma general proponiendo que sea U-N-R.
donde N es cualquier nucletido y R es una base Purina. Sin embargo, a
pesar de este concenso, la alteracion de cualquiera de estas bases provoca un
efecto supresor de la catalisis. Esto sugiere que ese dominio tiene un papel
muy importante en la actividad catalitica.

Figura 1.15: Dominio I. puentes de hidrégeno.

El grupo hidroxilo de &5 esta unido por puentes de hidrégeno a la Cl55 en la
ratna [11, la distancia entre oxigenos es de aproximadante 2.8.4, esta interaccién
terciaria da la vuelta en “U”con la rama 11l y también es muy importante para
su conformacién, figura 1.15 (der). Si se reemplaza el grupo hidroxilo del azicar
de G3 por otro grupo funcional se reduce la actividad catalitica. El efecto de
alterar el grupo hidroxile en Ci55 atin no se conoce ben.

Dominio IT

Las tres parejas de nucledtidos Uz-Ag y G19-A14 forman dos cadenas con bases
incompatibles. Estas cadenas son casi paralelas y continuas con las bases de
las ramas de tal manera que no se forman mas bucles entre las ramas IT y IIL
En la figura 1.16 se observa como tanto la base y el azucar de (g presentan
puentes de hidrégeno con los nucledtidos A3 {der., arriba) y G, {izq., arriba).
Esta conformacion especifica de Gg y sus interacciones complejas parecen tener
un papel crucial en la estructura completa del dominio [L
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F‘igura 1.18: Puentes de hidrégeno entre Uy — Gy — G2, G2 — Ay (arriba), Asy — Ly ¥y €3 - Cir
{abajo}.

Otras interacciones que no se encuentran relativamente cerca de la vuelta en
“U” se observan en la figura 1.16. Vemos por ejemplo la interaccidén entre la
Assy v Uea, (abajo, der.). A pesar de ser muy similares al apareamiento W-C
de A-T, ecste no se forma va que solo existe un puente de hidrdgeno. También
vemos que el nucledtido del sitio de rompimients, el C,; forma un 1inico puente
de hidrégeno con ta Cyy, figura 1.16 (abajo, izq.)

A pesar de que en las esiructuras cristalogrdficas no se observan los iones
metélicos, se sabe que los iones metalicos divalentes {magnesio) intervienen en
la. catalisis. Algunas de las estructuras resuellas han utiiizado lones divalentes
como Mn*t y Cd*t para identificar los sitios a los cuales se podria adherir
el magnesio. Sin embargo, la coordinacion de estos metales no es la misma
que la del magnesio y estos sitios donde se observan los metales no correspon-
den necesartamente al sitio real donde interviene el metal en la catélisis, Fn la
sigulente seccién se explicardn algunas de las teorras que existen sobre los posi-
bles canales cataliticos del “Hammerhead” y el posible papel del i6n metélico
divalente para que esta sc efectue.
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1.6.3 El sitio de rompimiento y la catdlisis del “Ham-
merhead”

La ribozima “Hammerhead” es una metaloenzima, es decir, requiere de uno o
mas metales para realizar su actividad catalitica. Aunque los andlisis por rayos
X sélo revelan un i6n metdlico potencial. el mimero exacto de iones requeridos
para la catdlisis permanece desconocido[14][10].

La ribozimaHammerhead” cataliza el sitio especifico de un enlace fosfodiester
para generar un grupo libre 5’0 H y un fosfodiester 2/, 3'— ciclico [9]. La especi-
fidad del sitio de rompiniiento esta marcado por el apareamiento Watson-Crick
en las ramas I y LI, como se ve en las figuras 1.14 y 1.15. Cualquier nucledtido
excepto Guanosina en la posicién 17 permite un rompi- miento eficiente.

La ribozima “ Hammerhead” requiere uno o mas iones cataliticos. Estos iones
son divalentes como el Mg*?, AIn™2, Co™ o Pb*?. Uno de estos netales ioniza

el 2 — hidrouil en el sitio de rompimiento.

Se han propuesto varios modelos para explicar el rompimiento del enlace
fosfodiester del ARN en las ribozimas “Hammerhead”; la mayorfa de éstos
incluyen un metal solvatado con un 16n hidroxido en el centro catalltico,
aungue también existe un modelo alternative con dos metales. A continuacidn
se explican estos dos modelos de acuerdo al diagrama de la figura 1.17.

Mecanismo 1

En oste modelo el 1on de hidrdrido meldlico se une al oxigeno pro — A en
el fosfato en el sitio de rompimiento y activa la ribozima, esto significa que
remueve un protén del 2’0 H del nucledtido atacado [17]. Este idu asi activado,
2’0~ ataca el enlace fosfodiester.

Los pasos gencrales de este mecanismo son:

(a) La conformacién del estado base, figura 1.15.a.

(b) El grupo 2’ — kidrozilo es activado por un enlace hidréxido metdlico. Este
nuevo nuciedfilo ataca al fosforo que es estabilizado por la interaccion con el
metal (la interaccién se da con el oxigeno fosforilado pro — R,).

(¢) La geometria intermedia es una piramide doble triangular.

(d) Los productos son un 2/, 3'fosfodiester cickico y un grupo libre 5’ — O de
nucledtido en la posicion 1.1.
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Figura 1.17: Mecanismo de reaccidn con uno y dos metales

Mecanismo I1

Este mecanismo fue propuesto con el fin de estabilizar la carga que se forma
en el § oxianidn, ya que esto puede entorpecer la efectividad del grupo que se
desprende [17). Los pasos que comprende este mecanismo son:

(e) Se sugiere la intervencién de dos metales. En este caso, un grupo hidréxido
quita un protén del 02 — OH. Los metales se adhieren al 2'0OH, al oxigeno
pro—~ Rdela A, y al grupo 0%

(f) EI 2’ oxianion ejecuta un ataque en linea sobre el fosfato, estabilizando los
iones divalentes. La geometria intermediaria es una piramide doble triangular.
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El grupo que se desprende se estabiliza por la asociacion directa con el metal.
{d) Se forma cl enlace fosfodiester v la molécula se separa.

Para la catélisis, en cualquiera de los dos mecanismos. es esencial la ribosa
2" — (H para el rompimiento. Se cree que el ion M g2+ es el idn catalitico
natural para el Hammerhead, pero puede ser substituido por otros incluyendo
Mn**, Cd** y Co** que tienen tasas de rompimiento mayores que el A g%t
bajo las mismas condiciones, y por el Ca*t que tiene un orden de magnitud mds
**""bajo. El Pb** no tiene eficienciaen-el rompimiento. La tasa-de-rompimiento
es mayor conforme mayor sea la afinidad del ién metdlico solvente por donar
protones, una interpretacién de esta correlacién es que el hidréxido metalico
coordinador puede participar en la catilisis.

Se ha demostrado que un i6n metilico debe unirse al oxigeno pro — R del
grupo que se rompe llevando a cabo una reaccidén. Al hacer esto, la carga
negativa del fosfato se neutraliza y facilita el ataque en el dtomao de fésforo.
Este ién metdlico divalente o posiblemente otro adicional pueden llevar a cabo
la estabilizacidn requerida de la carga negativa del grupo O5'".

1.7 Origen de los datos estructurales de las
moléculas

La mayoria de las estructuras cristalogrificas pueden obtenerse por tres
meétodos: cristalografia por Rayos X, Resonancia Magnética Nuclear (NMR)
0 Modelado Teérico. Los dos primeros métodos son experimentales. Los re-
sultados empiricos de estos métodos pueden describir de forma aproximada
estructuras 3D de una molécula en el estado particular en el cual fue resuelta.
La cristalizacién en ocasiones distorsiona las partes de una cstructura debido
a los contactos con otras moléculas vecinas dentro del cristal. Sin embargo,
los cristales utilizados para difraccion estan altamente hidratados de tal forma
que las estructuras determinadas de los cristales no son muy diferentes de las
estructuras de una solucién acuosa. Las moléculas que han sido estudiadas
tanto por cristalografia de rayos X y por NMR muestran gran concordancia.

La difraccidén del cristal por rayos X no puede resolver las posiciones de los
atomos de hidrdgeno o distinguir con precisién entre un nitrégeno, un oxigeno
o un carbono. Esto significa que la identidad de un dtomo es sugerida por
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el cristalégrafo con base al ambiente gquimico. Por lo que en algunas oca-
siones existe incertidumbre acerca de si el oxigeno de una molécuia de agua
0 un i6n metalico esta ligado a la estructura. Algunas nuevas estructuras
cristalogrdficas de rayos X va incluyen los hidrogenos, sin embargo, estos se
colocaron utilizando modelado molecular. Solo para un nimero muy limitado
existe una resolucién de 1.2 Aque les permita localizar las posiciones de los

hidrégenos.

Antes dc que se determine una estructura 3D por difraccidon de rayos X en
el cristal, se deben realizar una gran variedad de experimentos. En primer
lugar, la molécula debe ser cristalizada y los cristales deben ser singulares v de
calidad casi perfecta. Aqui es donde fallan la mayoria de los
experimensos en detcrminar las estructura 3D. Muchas moléculas importantes
no tienen estructura cristalografica debido a inconvenientes para obtener su

forma cristalina.

Una vez que se tiene el cristal, este es irradiado con rayos X para obtener un
patrén de difraccién. Este patrén consiste de miles de puntos localizados en
una placa. La posicién y la intensidad de cada punto es relativamente facil de
localizar, pero también se deben determinar las fases de las ondas que dieron
lugar a cada punto con el fin de determinar el mapa de densidad electrénica.

Después de resolver el problema de fases, algunos derivados de este mismo
cristal se irradian en presencia de iones metdlicos pesados. Este método
requiere que los iones metdlicos sean introducidos al cristal sin cambiar su

estructura.

Los Rayos X son difractados por los electrones de las moléculas en el cristal, por
lo que se obtienen c¢on esto imdgenes planas {mapa de densidad
electronica) de las nubes electronicas tridimensionales de las moléculas. Uno
interpreta esta imagen al construir un modelo de la molécula que se ajuste a
este mapa. Una vez que se hace esto se obtienen las coordenadas cartesianas
de todos los 4tomos de la molécula con excepcién de los hidrogenos.

Los datos estructurales de la mayoria de las moléculas se pueden encontrar en
Bases de Datos de acceso Mundial como son “Protein Data Bank” (PDB) para
todas las moléculas de importancia biolégica y en “Nucleic Acid Data Bank”
(NDB) para é4cidos nucleicos. La forma como funciona esta base y los archivos
que origina, los archivos PDB, se discuten en la siguicnte seccidn.
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1.7.1 Bases de datos de estructuras moleculares

Las principales bases de datos son[27, 28]
PDB Protein Data Bank,
CSD  Cambridge Structural Database
NDB  Nucleic Acid Database

El formato en que se puede encontrar es PDB, este tipo de formato
proporciona informacidn que se agrupa en dos partes: la informacién
primaria que incluye coordenadas atdmicas, datos cristalograficos, referencias
bibliogrificas, condiciones de cristalizacién, método y descripciones
estructurales. La siguiente parte es la informacién derivada que se calcula de
las coordenadas atomicas ¢ incluye longitud de los enlaces y dngulos, dngulos
torsionales, longitudes de enlaces virtuales y dngulos de los 4tomos de fdsforo.

Por ejemplo, un renglén que contiene las coordenadas atémicas para el fésforo
de la citosina con clasificacién Cyzp es:

Atomo No. Tipo Mol X Y Z Datos cristalograficos
ATOM 71 P CB 33402 4.414 29.238 1.00 3054 P

En donde el tipo de dtomo se da de acuerdo al nombre y la posicién del d&tomo
en la molécula segin la IUPAC,

1.7.2 Ribozima “Harmmerhead” cristalografico

La estructura cristalografica utilizada fue la ribozima “Hammerhead” que con-
tiene iones de magnesio. Se obtuvo del Banco de Datos de Acidos
nucleicos del “Laboratorio Nacional de Brookhaven (Nucleic Acid Data Bank,
NDB)” con clave:301D obtenida por W. G. Scott et al {14]. La molécula con-
tiene 873 atomos (no incluye hidrogenos) mas 5 dtomos de magnesio en los
sitios mostrados en la figura 1.18. La resolucién que obtuvieron fué de 3.00 A.



33

Ortgen de Ins datos estructurales de las moléculas

G s

~3L
o

Figura 1.18: Ribozima “Harmmerhead” cristalogrifico

La secuencia de residuos o de nucledtidos que contiene la molécula
ribozima "Hammerhead” estd formada por 40 nucleétidos divididos en dos
cadenas a y b:

Cadena a
Son 16 nucledtidos y es el substrato formado por la secuencia

GUGGUCUGAUGAGGCC

Cadena b

Son 24 nucledtidos y es la enzima formada por la secuencia

GGCCGAAACUCGUAAGAGUCACCAC

La regién de interés se encuentra en dos nucledtidos la Ciz y Ia A, de
acuerdo a la nomenclatura de la figura 1.13. En la figura 1.19 se puede
apreciar un acercamiento a esta zona con la nomenclatura asigrada de acuerdo
al tipo de atomo por CHARMM (programa computacional) y “Protein Data
Bank”. En esta misma figura se puede ver una posicidn tentativa del dtomo

de magnesio.
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Figura 1.19: Esquema de los nuclestidos involucrados en la catdlisis.

1.8 Planteamiento del problema

En la figura 1.19 vemos la regién de interés catalitico que consta de sélo dos
nucledtidos. Sin embargo, ain no se sabe ¢cdmo se da el rompimiento de csta
molécula. Existen varias dudas con respecto al mecanismo de reaccién y cdmo
se presenta. A continuacién se hace un resumen sobre cuales son las incoégnitas
que hay sobre esta biomolécula v las posibles hipétesis que se hacen al respecto
con base en evidencias experimentales.

1. Recientemente se determind la estructura cristalogrifica del
“Hammerhead”. Fsta resolucién es de 3 A la cual es muy pobre para
determinar coordenadas atémicas y formacién de puentes de hidrégeno,
ademds de que no se ha observade la transicién de los 4tomos involu-
crados hacia una conformacién previa al rompimiento con las técnicas

cristalogréficas utilizadas {10, 14, 15].

2.  Ain cuando se sabe que sélo influyen dos nucledtidos, no se sabe si es
necesario que sea el par guanina-adenina, ni tampoco la influencia de su
conformacién. Es decir, la importancia de una secuencia determinada
para el rompimiento. Se ha observado que al cambiar ciertas bases en
el “Hammerhead”, se inhibe ¢l rompimiento. Estas bases no necesaria-
mente estan cerca del drea de rompimiento, sino que se encuentran en la
“bolsa” de la estructura terciaria [7).
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3. El oxigeno 02 de la Cy;, tiene un papel muy importante, ya que al
sustituir la ribosa del ARN por desoxirribosa u otro grupo no existe
rompintiento. Asi mismo, el oxigeno pro-R del Fosfato despliega una
funcién importante, ya que al ser sustituido por un azufre, no se da
tampaoco el rompimiento [10, 17},

4. No se sabe el nimero de magnesios que participan en la catélisis.
Existen dos mecanismos propuestos que involucran a uno y dos metales,
sin embargo, no se ha determinado con exactitud cuél es el correcto. Se
ha propuesto que uno de los magnesios debe estar ligado al oxigeno pro-R
del Fosfato C)7, pero esto ha sido determinado por métodos indirectos.
ya que el magnesio no se puede observar en la cristalografia por rayos X
por ser de baja densidad electrdnica [15, 17).

La forma como este problema se va a atacar es a través de Dindmica
Molecular, la cual permitirdA conocer dentro de un cierto margen de
aproximacién el mecanisma de reaccién que efectiia una ribozima al romper
una molécula. Esta técnica es una simulacién utilizando equipo computacionai

y es descrita en el siguiente capitulo.
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Dinamica Molecular

Introduccion

En este trabajo vamos a cstudiar a una macromolécula de importancia
bioldgica vista como un sisticma de muchas particulas en movimiento que
interaccionan entre si. Como no existe todavia un método para resolver de
forma exacta el movimiento de muchos cucrpos utilizaremos un método que
resuelve las ecuaciones de la mecanica cldsica de forma numérica y estadistica.
Uno de los métodos que emplea esta técnica es la Dindmica Molecular {(DM).

La DM es un método utilizado para modelar los movimientos de un sistema
de particulas. Esta basado en Ia mecdnica newtoniana, ideas de dindmica
no lineal, teoria cinética, teoria de muestreo y métodos numéricos [29].
Se puede aplicar tanto a sistemas tan pequefios como un dtomo o una
molécula diatémica en una reaccidn, como a una gataxia. En todos los casos,
los elementos esenciales de una DM son ¢l conocimiento del potencial de
interaccion de las particulas, del cual se derivan las fuerzas y con esto las
ecuaciones de movimiento que gobiernan la dindmica de las particulas {31].
Las ecuaciones asi obtenidas con mecdnica newtoniana son adecuadas para
muchos sistemas, incluyendo las biomoléculas, sin embargo, para algunos prob-
lemas cemo reacciones, las correcciones cuanticas son muy importantes.

Las simulaciones dindmicas tienen dos caracteristicas que le han
permitido tener un papel esencial en el desarrollo de diferentes técnicas y en la
aplicacién a diferentes dreas de la ciencia. En primer lugar, las simulaciones
proporcionan los movimientos de las particulas como funcién del tiempo de
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tal forma que pueden ser probadas en intervalos de tiempo mas largos que los
experimentos para contestar a las preguntas detailadas sobre las propiedades
del sistema. En segundo lugar, aunque el potencial utilizado es aproximado,
este potencial esta bajo el control del usuario, lo que le permite alterar
cualquier contribucién y asi determinar su peso en cierta propiedad que se
quiera evaluar del sistema. Otros métodos como la simulacién Monte Carlo no
dan cuenta de dependencias temporales y no permiten establecer una secuencia
entre los estados del sistema.

En cl método DM la fuerza que se ejerce sobre un dtomo dado depende de las
posiciones de los Atomos de alrededor y estas fuerzas rigen la evolucion tempo-
ral del sistema. En las simulaciones por computadora de DM se fija la posicién
inicial y la velocidad de cada dtomo y se integran las ecuaciones de movimiento
cldsicas (newtonianas) para determinar un nuevo conjunto de posiciones y
velocidades para todos los Atomos del sistema. La integracion puede llevarse a
cabo manteniendo diferentes variables fisicas en forma constante tales como el
nitmero de particulas, la energia, temperatura, presién o volumen [37]. Suelen
usarse diversos algoritmaos para la integracién de las ecuaciones de movimiento.
Dentro de la DM también se pueden contemplar constricciones (holondmicas)!
que se introducen mediante el método de Lagrange.

En todos los métodos de mecdnica molecular se requiere la introduccién de
una funcién de energia potencial U necesaria para describir las
interacciones que se dan entre las particulas que constituyen al sistema. En
el caso de moléculas de importancia biolégica la funcidn de energia potencial es
comuplicada y por 1o mismo, tiene un origen principalmente empirico.
La energia asi obtenida es generalmente dependiente de las coordenadas
atoémicas y recibe el nombre de Campo de Fuerza. Una vez que se cuenta
con la energia potencial U se puede conocer la funcidn de fuerza F al obtener
su gradiente espacial. Esta fuerza puede utilizarse para obtener el compor-
tamiento dindmico del sistema al resolver las ecuaciones de Newton para el
adtomo como funcién de] tiempo.

A continuacidén veremos como se establecen las ecuaciones de Newton que
después utilizaremos en la solucién de la dindmica del sistema de particulas.

1Una constriccidn ¢s algo que limita el movimiento y si estas constricciones se pueden
expresar como ecuaciones que conectan a tas coordenadas de las particulas {y el tiempo) con
la forma f{ri,r2,...,t) = O entonces se dice que las constricciones son holondmicas [3Z].
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2.1 Ecuaciones de movimiento y teoremas
de conservacion

El modelo microscépico mas rudimentario de una sustancia se basa en
particulas esféricas rigidas para simular atomos. Para el caso de estos
sistemas simples se utilizan las ecuaciones de Newton, pero conforme las -
particulas adquieren estructuras mas complejas se requiere una formulacién
mas adecuada para las ecuaciones de movimiento. La formulacién Lagrangiana
de la mecanica cldsica da una base general para resolver problemas complica-
dos, aunque también se puede hacer utilizando la formulacién de Hamilton.

En la interpretacion newtoniana de la mecdnica, el movimiento trastacional
de una molécula esférica ¢ es causada por una fuerza F; [36]. Esta fuerza
es ejercida por un agente externo. El movimiento y la fuerza aplicada estin
relacionados explicitamente por la segunda ley de Newton:

F, = m#, (2.1)

Aqui 7n es la masa de la molécula. Se asume que la masa es independiente
de la posicidn, velocidad y tiempo (no se contemplan efectos relativistas). La
aceleracion esta dada por:

dQT,;

;= F ; (22)
donde r; es un vector que localiza a la molécula con respecto a un sisterna
de ejes coordenados fijos. Una molécula inicialmente en reposo ¢ moviéndose
con velocidad uniforme continuard en su estado de movimiento hasta que una
fuerza externa actue sobre esta molécula. Esta es la primera ley de Newton.

La segunda ley (2.1) puede utilizarse también para obtener la tercera ley de
Newton. Considercmos un sistema aislado que contiene dos moléculas esféricas,
1 y 2. Por definicién, un sistema aislado no tiene fuerzas externas, por lo que

la fuerza total es cero
Fso:af =0. (2'3)

Por lo tanto cualquier fuerza ejercida por la molécula 1 sobre la molécula 2
debe estar balanceada por una fuerza ejercida por 2 sobre 1

Fioti =Fip+Fq =0.
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Esto implica
Fi2=-Fq, (2.4)

y csta es la tercera ley de Newton. Con estas variables (posicién, velocidad y
aceleracidn) se define la energia cinética como

1
Ek - Emf‘z y (25)

donde 7 representa la velocidad de la_particula. Asimismo, el momento p; de..
una molécula ? se define como el producto de la masa por la velocidad:

Pi = mMr; . (2.6)

Utilizando la segunda ley de Newton tencmos que la fuerza estd relacionada
con la razén de cambio temporal del momentum y se puede expresar como:

_dp _d

El primer teorema de conservacién se refiere al momento lineal de una
particula. Si se tiene una particula libre, ¢s decir, una particula sobre la que
no actia ninguna fuerza, entonces por la ecuacién 2.7 tenemos que p = 0. Por
lo tanto, p es un vector constante en el tiempo v cl teorema de conservacién

dice:

I. Cuando la fuerza total sobre una particula es cero entonces el momnento
lineal p total de la particula se conserva.

Se define el momento angular L de una particula en la posicion r con

respecto a un origen como:
L=rxp (2.8)

y la torca N con respecto al mismo origen como:

N=r x F, (2.9)

donde r es el vector de posicidn del origen al punto donde la fuerza F es
aplicada. Como F = mv, la torca se puede expresar alternativamente como

N=rxmv=r X p. (2.10)
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Si derivamos el momento angular con respecto al tiempo
. d ) .
L:-(E(rx p)=(f x p)+(r x P) (2.11)

¥ usamos
I xp=txmv=m(f x f) =0 (2.12)

entonces el primer miembro de (2.11) se¢ hace cero v llegamos a que

L=r xp=N. (2.13)

Si ninguna torca actda sobre una particula (es decir, si N = 0, entonces L = 0
v L es un vector constante en el tiempo. El segundo tecrema importante de
conservacion dice;

II. 5% una particule no estd sujete a una torca, entonces el momento
engular de tal particula se conserva.

El trabajo que se aplica a una particula para pasarlo de la posicién 1 a la
posicidn 2 por una fuerza F esta definido como:

2
Wi, = f F.dr. (2.14)
1
Si F es la fuerza resultante actuando sobre la particula,

dv dr dv md

F-dr:mE{-adt=ma-vdt=?&—£(v-v)dt
md 1
F.dr= ——(v%dt = (~ 2). 1
r 2dt(U dt=d i (2.15)

Por lo que la integral (2.14) es una diferencial exacta v el trabajo hecho por la
fuerza total F es igual a la diferencia de energia cinética:

I/‘f'l;, - E‘kz - Ek] - (216)

Si el campo de fuerza es tal que el trabajo hecho a lo largo de una drbita

cerrada es cero, es decir,
§F-dr=0 (2.17)
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entonces se dice que la fuerza y el sistema son conservativos [36]. Fisicamente
un sistema no puede ser conservativo si estdn presentes efectos de friccién u
otra fuerza disipativa. Esto es debido a que la integral anterior no se puede
anular. Por el teorema de Stokes?, la condicién de fuerzas conservativas se
puede escribir

VxF=0 (2.18)

y como el rotacional de un gradiente es siempre cero, F debe ser el gradiente
de algin escalar .. __

F=-VV, ) (2.19)
donde V es el llamado potencial o energia potencial.

La existencia de V' se pude establecer sin el uso de tcoremas de célculo vectorial.
Si la ecuacidn {2.17) es vdlida entonces el trabajo debe ser independiente de
la trayectoria de integracion entre dos puntos 1 y 2. Se sigue entonces que
debe ser posible expresar W, como el cambio en una cantidad que depende
solo de las posiciones de los puntos finales. Esta cantidad puede designarse
por —V, entonces para una diferencia en la trayectoria de integracion se tiene

la relacidn

F.dr (2.20)
6
vV .
= —— 2.21
Fr or (221

que es equivalente a la ecuacidn (2.19). Notese que en {2.19) se le puede sumar
a V una cantidad constante en el espacio sin afectar el resultado. Por lo que el
nivel cero es arbitrario. Para un sistema conservativo ¢l trabajo ejercido por

una fuerza es
['V12 p—t V]_ —_ 1/*2 (222)

combinando (2.22) con (2.16) se tiene
En+Vi=Ep+V,. (2.23)
Con estas condiciones tenemos el tercer teorema de conservacion:

III. La energia total E de una particule en un campe de fuerze conservalivo
se conserva en el fiempo.

%El Teorema de Stokes establece la relacion entre la integral de linea de una funcién con
la integral de superficie de la derivada de esa furcion: § F . dr = [V x F [50].
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2.2 Meétodos de integracion

Resolver la ecuacién de movimiento de Newton implica resolver una ecuacién
diferencial cuya variable es el tiempo. Generalmente esta ecuacion no es
cxacta y uno de los métodos utilizados para resolveria es nediante
integracién numérica. El algoritmo de integracién de un programa de DM
es una de las bases principales de los calculos.

Los algoritmos de integraciéon estdn basados en métodos de diferencias finitas
donde se toma un intervalo de tiempo sobre una malla finita. E intervalo de
tiempo At es la separacion entre dos puntos consecutivos en la malla.

A partir de las posiciones y algunas de sus derivadas temporales al tiempo ¢, el
algoritmo de integracion proporciona las cantidades para un tiempo posterior
¢t + At. Repitiendo este procedimiento se puede seguir la evolucién del sistema
para largos periodos de tiempo.

Todos estos métodos son aproximados y existen errores asociados a ellos. Se
pueden distinguir dos tipos principales de errores{39):

1. Errores de truncacién: los métodos de diferencias finitas estan
basados principalmente en una truncacion de la expansién de Taylor
en algin término. Estos errores son intrinsecos al algoritmo usado.

2. Errores de redondeo: estin relacionados a una implementacidn
particular del algoritmo, por ejemplo, el namero de digitos utilizados
en la aritmética computacional.

Estos dos tipos de errores pueden reducirse al tomar valores mds pequefios de
At. Para valores grandes de At deminan los errores de truncacién y decrecen
rapidamente conforme At disminuye. Por ejemplo para el algoritmo de Verlet,
discutido posteriormente, el error de truncacién es proporcional a At! para
cada intervalo de integracidon. En cambio, los errores de redondeo decrecen mas
despacio conforme Af disminuye, la precision en este caso puede aumentar si se
utiliza inayor numero de digitos, lo que significa mayor trabajo computacional.

Los esquemas mads utilizados son conocidos como el método de Verlet y el
método predecir-corregir. Estos dos métodos se presentan a
continuacion incluyendo el método de “Leap-Frog” que es una forma modi-
ficada del algoritmo de Verlet.
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Estos métodos estdn basados en la expansion de Taylor de la posicion al tiempo
1+ At
a(t)At? () , .

(1) + (,)x_\z~‘+--- (2.31)

2 6

donde v(t) es la primera derivada de la posicién r(¢), a(t) es la segunda derivada
de la posicion, b(t) es la tercera derivada, etc. Como la integracidn se realiza
en forma discreta, es conveniente reescribir la expansion anterior en términos

de las variables de paso n y n +

r(t+ At) = r(¢) +v(t) At +

an, At?

b
Tral = Tn + tn At + + —6’—‘-1\53 + O(AY). (2.32)

Los diferentes algoritmos de integracién variaran de acuerdo a la forma cémo
se implementa ésta expansion basica.

2.2.1 Integrador de Verlet

Es el integrador utilizado con mads frecuencia, se basa en dos expansiones de
Taylor de tercer orden para la posicién r(¢}, una hacia adelante y la otra hacia

atras con respecto al tiempo

Patl = Tn + Un AL + ’Z—"AtQ + %Aﬁ + O(AtY) (2.33)
Tpel = Th — 'UnAt + %Atz - %Aid + O(Aﬁ) . (234)

Las cuales al sumarse dan origen al formalismo béasico de la
Integracién de Verlet {30, 33, 39, 40]:

Tatl = 2Tp — Tno1 + an A2 + O(At") . (2.35)

Como se esta integrando la ecuacion de Newton, a(t) es la fuerza dividida por
la masa y la fuerza es a la vez una funcién de la posicion r(t):

a(t) = —%VU(r(t)) . (2.36)
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Como se puede ver, el error de truncacién del algoritmo es del orden de A#*
aunque la derivada de tercer orden no aparezca explicitamente. Este algoritmo
es a la vez simple de implementar, da una buena aproximacién y es estable en

la dinamica.

Surge un problema con esta versidon del algoritmo de Verlet y es que las
velocidades no se gencran de mancra directa. Las velocidades son necesarias
para obtener la energia cinética E, v la evaluacién de la energia cinética es
necesaria para comprobar la conservacion de la encrgia total E=E, + V.
Esta prueba cs una de las mas importantes para verificar qie una simulacién
DM esta procedicndo correctamente. Las velocidades se pueden computar a

partir de las posiciones utilizando

Fa+l — Ta—1
_ 2.37
2dt ( )

Uy =

Sin embargo, el error asociado a esta expresion es del orden de A#2 en lugar
de At

Ventajas

1. La integracién no requierce las velocidades, sélo da la informacién de la
posicion.

2. Sdlo hay una evaluacién de la fuerza por ciclo de integracién. (La evaluacidn
de la fuerza es la parte mds costosa computacionalmente de Ia simulacién).

3. La formulacién estd basada en expansiones temporales hacia adelante y
hacia atrds, y es naturalmente reversible en el tiempo (una propiedad de la

ecuacion de movimiento).

Desventajas

1. Introduccién de errores numéricos grandes. Un término par O(At?) es
sumado a un término O{At%).

2. Las velocidades son calculadas en forma aproximada.
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2.2.2 Integrador de velocidad de Verlet

Este esquema estd disefiado para mejorar las evaluaciones de la velocidad. El
algoritmo es el siguiente:

r{t + At} = r(t) + v() At + alt) Qﬁf (2.38)
S e
ot + At) = — (-;-1) TU(r(t + AL)) (2.40)

At
U(t+At)=U(t+%—t-)+i(-{j-Tmf)—-.

Esto significa que cada cicle de integracién involucra cuatro pasos:

1. Calcular r(t + dt)

2. Calcular la velocidad en el purto medio del intervalo dt:
v{t + &) =v{t) +a(t) %

3. Calcular a{t + dt)

4. Calcular v(t + dt) = v(t + &) + a(t + dt) &

Ventajas

Tiene una de las mejores evaluaciones de las velocidades entre los algoritmos
de diferencias finitas.

Desventajas

Computacionalmente es mds caro que el algoritmo de Verlet o “Leap-Frog”.

2.2.3 Integrador “Leap-frog”

El integrador “Leap-Frog” es una variacién del algoritmo de Verlet diseitado
para mejorar la evaluacién de la velocidad. Su nombre viene del hecho de que
las velocidades son evaluadas en el punto medio de las posiciones y viceversa.

El algoritmo es el siguiente:

v{t + %) = p{t — %) + at}At {2.42)
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At
T{t+ At) =r{t) + vt + 7)& : (2.43)

Esto significa que cada ciclo de integracion involucra tres pasos:
1. Calcular a(t)dt (basado en r(t))
2. Calcular v(t + £)
3. Calcular r(¢t + dt)
La velocidad instantdnea en un tiempo t es entonces calculada como

At w(t— 2 +a(t)At
v(cjzu(s+—9—)+"( *)9 aulLy

o

(2.44)

Ventajas
1. Mejora la evaluacion de velocidades.

2. La evaluacién directa de las velocidades es util para controlar la
temperatura de la simulacién v otras variables dependientes de la velocidad.

3. Reduce el problema de error numérico del algoritmo de Verlet. Aqui los
términos O(At!) son sumados a términos O(Af%).

Desventajas
1. Las velocidades al tiempo ¢ son todavia aproximaciones.

2. Involucra mds pasos computacionales que el algoritmo de Verlet,

2.2.4 Meétodos de predecir-corregir

Los métodos predecir — corregir estdn compuestos de tres pasos: prediccién,
evaluacién y correccién. Si por ejemplo se tiene la posicién r(t} y la velocidad
v(t), los pasos a seguir son los siguientes:

1. Predecir la posicién r(£+At) y la velocidad v(t+ A¢) al final del siguiente
paso.

2. Evaluar las fuerzas en t + At usando la posicién predicha.

3. Corregir las predicciones usando alguna combinacion de lo predicho y
los valores previos de la posicidn y la velocidad.
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2.3 Condiciones de frontera

Se puede simular una gran variedad de condiciones experimentales con Ia
dindmica molecular. Las primeras simulaciones de sistemas macromolecu-
lares se realizaron sin ningln solvente en sus alrededores. [stas simulaciones
fucron modificadas después para incluir agua en la vecindad de moléculas
de proteina, tal y como se puede encontrar en un cristal. Para sistemas
homogéneos simples, tales como una caja con moléculas de agua, se utilizan
“condiciones~de frontera-periddicas—Estas condicioncs se-basan en la repre-
sentacién de un sistema a partir de coptas de un modelo pequeno que se repite
periodicamente en todas las direcciones. En el caso mds comin se utiliza
una geometria cibica, pero para sistemas inhomogéneocs como proteinas, se
requieren otros tipos de geometria como arreglos tetraédricos.

2.4 Ensambles

El método de Dindmica molecular descrito anteriormente es un esquema
para cstudiar la evolucién temporal de un sistema cldsico conformado por
N particulas en un volumen V, donde la energia E es una constante de
movimiento. Esto implica que la trayectoria de la simulacién se mueve en una
hipersuperficie de energia total constante en el espacio fase. Asumiendo que
los promedios temporales son equivalentes a promedios sobre los ensambles,
los promedios obtenidos en una simulacidn DM convencional corresponden a
promedios sobre el ensamble microcanénico (NVE}, donde se mantienen con-
stantes las variables N, V y E [29].

Sin embargo, esta formulacién de la DM tiene dos pequefios inconvenientes.
En primer lugar, las simulaciones de fluidos o soluciones son llevadas a cabo a
volumen constante, mientras que las fluctuaciones de volumen son criticos para
un gran numero de fenémenos. En segundo lugar, 1a integracion numérica de
las ecuaciones de movimiento producen una trayectoria en la cual la energia
del sistema se conserva, mientras que en los sistemas reales existe intercambio
de energia con los alrededores.

Por lo que en ocasiones es mds conveniente realizar la simulacién DM en otro
tipo de ensambles. La lista de ensambles mas relevantes en DM se muestra en
la Tabla 2.1. En el caso de los sistemas bioldgicos el ensamble m4s indicado es el
NTP [26]. Para adaptar la DM a otros ensambles existen varios métodos, uno
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de ellos se puede realizar al acoplar la celda de simulacién a un bafio térmico
¥/o a un pistén para controlar la temperatura y/o la presién, respectivamente.

Table 2.1 DM en varios ensambles

Condicidén Constantes durante Ensamble
la simulacién?®

Dindmica libre N V. E Microcandnico
Temperatura Constante N, T,V Candnico
Presion Constante N, B H Isobdrico-iscentilpico
Temperatura y
Presién constante N T, P Isotérmico-Isobdrico

3N ndmero de particulas, B energia, T temperatura, P presidn, ¥V volumen, H entalpia.

A continuacién se describe el tipo de modificaciones que se deben realizar al
algoritmo dindmico para permitir simular otro tipo de ensambles(37].

2.4.1 Dinamica molecular a temperatura constante

Existen varios métodos DM a temperatura constante. El método mas sencillo
se hasa en un reescalamiento de las velocidades a cada paso de la integracidn
para mantener la energia cinética total en un valor constante.

Tencmos que la temperatura esta relacionada con la Energia cinética a través
de la ecuacidén:

(Ey) = -g-NkBT. (2.45)

En donde kg es la constante de Boltzmann. Si la temperatura en el tiempo
t es T'(t}, las velocidades son reescaladas o multiplicadas por un factor X de
tal forma que e] cambio de temperatura asociade AT = T,., — t(2) se puede
calcular de la siguiente manera[41]:

(2.46)

AT =

2

¥ 2mi(hw) ii":g
3 Nks 253N

i=1
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A partir de esta expresidon obtenemos:

1 Y va, 3
- -1 .

AT =
pero sabemos que T(t) = 1 =X 3’,"{,” por lo que
AT = (P - DT() (2.47)

Treg = T(t) = (A - 1)T()

T
A= [ (2.48)

donde T,., es la temperatura requerida o deseada. Por lo que el método
mas simple para controlar la temperatura es multiplicar las velocidades en

cada paso de integracién por un factor A = /(Treq/Toct), doude Tye s la
temperatura actual calculada de la energia cinética.

2.4.2 Dinamica molecular a presion constante

En una simulacién de DM con condiciones periddicas a la frontera el volumen se
encuentra fijo, mientras que a presién constante el volumen del sistema puede
fluctuar. Para incluir el volumen como una variable dindmica, las ecuaciones
de movimiento se determinan mediante un andlisis del sistema en el cual la
posicién v el momento de todas las particulas son reescaladas por un factor
proporcional a la rafz ciibica del volumen del sistema. Si denotamos al volumen
como V, las nuevas ecuaciones del movimiento para cada dtomo real ¢ serdn([37]:

R AN (2.49)
my 3
. Vp:
pi =3 Fy— 3‘" (2.50)
J

MV—a—r-—- Z(p, p;) — Zr,J (re)| - (2.51)
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donde U’ representa la derivada del potencial con respecto a la posicion del
dtomo ¢ v

[ ]
[y |
[
f S—

vzi(mvy (2.

Y tenemos que « y M, son dos parametros que deben obtenerse por fuera de la
simulacién. La primera es la presidn a la cual se va a desarrollar la dindmica,
mientras que M puede interpretarse como la masa del pistén que aplica la

presion a.

En la segunda ecuacién la suma es sobre todos los valores que i # j, v la
convencion de imagen minima es como sigue: para un valor dado de j, la
interacion entre la pareja ¢j solo se considera entre el dtomo ¢ y cualquier 4tomo
cercano a este, el dtomo real 7 o la imagen mas cercana de 7. Ambas sumas de
la tercera ecuacién se toman solo sobre &tomos reales, v la segunda sutna solo se
calcula para valores tales que 7 > 7. Esto garantiza que las fluctuaciones de
volumen reflejen la variacidén debida a la presion externa « y la presién que
surge de las interacciones atémicas dentro del volumen. En cada paso de la
dinamica, las distancias para las celdas repetidas de las condiciones periddicas
son reescaladas de tal forma que la presion tiene su valor correcto.

Los promedios de las travectorias calculadas de la simulacién seran
independientes de Af y se puede utilizar cualquier valor siempre y cuando
M sea finita y positiva. Sin embargo, si se quicre realizar una aproximacién
precisa de las fluctuaciones del sistema, es importante escoger un valor con
significado fisico para M. Este valor se puede determinar por ensayo y error
sigulendo la prescripeidn de que M debe ser escogida de tal forma que la es-
cala temporal de las fluctnaciones en el volumen sea burdamente igual a V3
dividido por la velocidad del sonido en el fluido [37].

A partir de las coordenadas y velocidades instantineas se calculan las
propledades como energia potencial, cinética y total, temperatura, presidn,
etc., que posteriormente se promedian en el tiempo para obtener el valor
de expectacion correspondiente. En general, estas simulaciones se usan para
estudiar sisternas cercanos al equilibrio.
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2.5 Variables estadisticas

Las cantidades que se pueden medir en Dinamica Molecular son promedios
temporales de propiedades fisicas sobre la trayectoria del sistema. Estas
propiedades son por lo comin funciones de las coordenadas y velocidades de
la particula. Se defin¢ el valor instantdneo de una propiedad fisica A en el

tiempo £ como [33]
S T Aty = A(r () o n(B)yvi(t); ..on(t) 7 (2.53)

y entonces se obtiene su promedio

1 Ni
(A) = A Y A(t). (2.54)

t =1

donde ¢ es un indice que indica el nimero de pasos temporales desde 1
hasta ;. En la prictica existen dos formas equivalentes para realizar este

promedio:

1. El programa de DM calcula A(t} para cada paso de tiempo mientras
. estd corriendu. La suma 3, A(t) es modificada en cada paso y al final de
la corrida se obtiene el promediao al dividir por el nimero total de pasos.
Este es el método preferido cuando la cantidad a medir es simple y/o
particularmente importante. Por e¢jemplo, la temperatura del sistema.

2. Mientras esta corriendo el programa, las posiciones (y posiblemente las
velocidades) son enviadas periédicamente a un archivo, donde un pro-
grama por separado procesa la trayectoria y saca las cantidades descadas
para su monitorco. Este método puede requerir mucho espacio en disco,
sin embargo, se utiliza en ocasiones cuando las cantidades a calcular son
complejas o cuando son dependientes de otro parametro adicional que
puede ser desconocido cuando el programa de DM esta corriendo.

Las cantidades fisicas mas cominmente medidas son las siguientes: cnergia
potencial, energia cinética, energia total, temperatura, curva caldrica,
dispersion cuadrética media de las posiciones, presién, volumen, etc.
Algunas de éstas se explican a continuacion.
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Energia Potencial

El promedio de la energia potencial V se obtiene al promediar sus valores
instantaneos. Este cilculo se hace usualmente al mismo tiempo que los
calculos de la fuerza. Por ejemplo, para el caso de un potencial de dos cuerpos

Vit =3 5" @ (lr:(t) — (&) . (2.55)

i j>i
Esta energia se requiere para monitorear la conservacién de la energia total.

Energia Cinética
Otra cantidad necesaria para verificar el principio de conservacién de energfa
es la energia cinética que estd dada por

(Bx) = 5 S mufult)] (2.56)

Energia Total

En la dindmica newtoniana la energia total se conserva £ = E; + V. Sin
embargo, es comun calcularla en cada paso de tiempo para comprobar que en
realidad permanece constante en el tiempo.

En la practica existen pequeitas fluctuaciones en la energia del orden de 16~%
o menos. Estas fluctuaciones son debidas a errores en la integracién temporal.

También se pueden observar pequefios cambios en la energia total cuando las
corridas de DM sen muy largas. Los cambios en la energia pueden deberse
a un Af muy grande. Los brincos temporales provocan mas disturbios que
las fluctuaciones porque el estado termodindmico del sistema también estd
cambiando junto con la energia. Estos errores pueden prevenirse si la corrida
se parte en corridas mas cortas v restaurando en cada una la energia a su valor

nominal.

Temperatura
La temperatura estd relacionada directamente con la energia cinética por la
férmula de equiparticién ?, asignando un promedio de energia cinética 'ﬂgi por

4El principio de equiparticién dice que la energia de un gas monoatémico esta distribuida
de mancra equitativa entre los grades de libertad del movimiento traslacional por una can-

tidad de }A7" por molécula {42].
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grado de libertad:
Ek = gi\"fk;}T . (257)

Por lo que una estimacién de la temperatura se puede obtener directamente
del promedio de cnergia cinética £,. También se puede definir la temperatura
instantinea por una relacién igual a la anterior,

. Curva_Calérica_ o o .

Una vez que son medidas la energia total £ y la temperatura 7 en
diferentes corridas correspondiendo a diferentes estados termodindmicos, se
puede comstruir la curva caldrice E(T). Esta es una herramienta para
determinar el orden de las transiciones de fase, ya que de acuerdo con la clasi-
ficacidn de las transiciones de fase se observa un salto en F{7) si ésta es de
primer orden, o en la derivada de E(T) si es de segundo orden o mayor.

La transicién que mas cominmente se observa ¢n una simulacién es la fusidn,
en la que observa un salto en E(T) cuando un sélido pierde su estructura
cristalina y se convierte en un liquido desordenado. Este salto corresponde al

calor latente de fusion.

Dispersién cuadréitica media (DCM)
La dispersién cuadritica media en las posiciones puede calcularse de acuerdo
a

DCM = {|r(t) — r(0)]*) (2.58)

donde lo escrito en corchetes indica promedio sobre todos los dtomos.

La DCM contiene informacion de la difusion atomica, si el sistema es un solido,
la DCM se satura a un valor finito mientras que si el sistema es liquido la DCM

crece linealmente con el tiempo.

Presién
La medicién de la presién en una simulacién de Dindmica Molecular estd
basada en la funcién del virtal de Clausius:

N
Wiry,.,ry) =3 r; - FTOT (2.59)

i=1
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donde FT97 es la fuerza total actuando sobre el dtomo i. FEl promedio
estadistico (W) se obtiene sobre un promedio de la trayectoria de DM:
1 N

W) = Jim > [ Sonilr) - miir) (2.60)

t=roc F t

donde se ha utilizado la segunda ley de Newton. Al integrar por partes:
N Y LA
(W) = _tlgggfo dr 3 milis (7)) (2.61)

Esto es dos veces la integral del promedio de la energia cinética, por lo que por
la ley de equiparticidn de la mecdnica estadistica

(WY = -DNkgT, (2.62)
donde D ¢s la dimensidn del sistema, (2 o 3), V es ¢l nimero de particulas y
kg la constante de Boltzmann.
Ahora, se puede ver a la fuerza que actila sobre una particula como una fuerza
compuesta de dos contribuciones

F[9T = F; + FF7 (2.63)
donde F; son las fuerzas internas (que surgen de interacciones atémicas) y
FEXT es la fuerza external ejercida por las paredes del contenedor. Si las
particulas estdn encerradas en un contenedor paralepipedo de lado L., L, y

L, y volumen V = L. L,L,, y el origen de coordenadas esta en una de sus
esquinas, la parte del trabajo externo (W) debido al contenedor puede ser

evaluado usando
<I’VEXT> =L, (-PL,L,)+ L,(-PL,L,)+ L,(—PL,L,) =—-DPV, (264)
donde —PL,L, es la fuerza externa FEAT ejercida por la pared yz a lo largo
de la direccion z sobre las particulas localizadas en z = L, etc. Reescribiendo
la ecuacién anterior
N
<Z r;- Fl> - DPV = -—DJVKCBT
i1
o también
1 N
PV=.¢'V:‘CBT+ B<ZI‘,"F¢>. (265)

Este resultado se conoce como la ecuacion del virial y es una forma simple de
medir la presién a partir de cantidades obtenidas en la simulacién.
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2.6 Meétodos de minimizacion de la energia

Existen varios algoritmos para la minimizacidn de la energia de un sistema,
Todos ellos involucran e] cdlculo de la segunda derivada de 1a energia potencial
y a partir de esta informacion se ajustan las coordenadas con el fin de encontrar
la menor energia. A continuacidn se presenta una deseripcién de los algoritmos

mas utilizados.

2.6.1 Método del descenso mas profundo
Este es el método mds simple. En cada paso de este proceso iterativo se
ajustan las coordenadas en la direccion negativa del gradiente, Tiene seolo un
parametro ajustable, el tamafio del paso, que determina la frecuencia con la
que ajustan las coordenadas a cada paso. El tamano del paso depende del
valor de la energia. Si la energfa disminuye, se incrementa el tamano del paso
por un 20 % para acelerar la convergencia. Si la energia aumenta se disminuye
el paso a la mitad. En general cste método no converge, pero puede mejorar
rapidamente una mala conformacién.

2.6.2 Técnica del gradiente conjugado

Este método tiene una mejor convergencia que el anterior. Es iterativo y hace
uso de la historia previa de los pasos de minimizacion, asi como del gradiente
actual para determinar el minimo de energia en N pasos para una superficie
de energia donde N es el numero de grados de libertad des sistema. Debido
a que varios términos del patencial son cuadriticos, se requiere de una menor
evaluacién de la energia comparado con el método del descenso mds profundo.

2.6.3 Meétodo Newton-Raphson

Este procedimiento requiere la solucién iterativa de las ecuaciones de mini-
mizacidon de Newton-Raphson. El procedimiento aqui es encontrar un punto
donde el gradiente se haga cero asumiendo que el potencial es cuadratico.
Las ecuaciones de Newton-Raphson pueden resolverse de varias maneras, pero
el métado que se utilizard (y que utiliza CHARMM) involucra la diagonal-
izacién de la segunda derivada en forma matricial y encontrar el tamafio de
paso Gptimo sobre cada eigenvector. Cuando existe uno o mas eigenvalores



i
.k

Métodos de minimizacidn de la energia

negativos, se puede encontrar un punto silla en el potencial. Para evitar
este problema, se realiza una determinacidén de la energia y su gradiente para
-una valor adicional. Con este dato se aproxima la funcién de energia por un
potencial ciibico y se adopta el tamafio del paso que minimiza la funcién. Las
ventajas de este método son que Ia geometria no permanece en un punto stila,
como suele ocurrir con los procedimientos anteriores y converge con mayor
rapidez cuando el potencial es cuadratico (o cibico). La mayor desventaja de
este procedimiento es que para moléculas grandes requiere un almacenamiento
excesivo de informacién, asi como un tiempo de cémputo muy largo, por lo
que esta restringido a sistemas con menos de 200 dtomos.

2.6.4 Método de base adaptada Newton-Raphson

Esta rutina realiza la minimizacién de energia utilizando el algoritmo de
Newton-Raphson aplicado a un subespacio del vector de coordenadas
expresado en términos de las coordenadas de la tltima posicién. La matriz
de la segunda derivada se construye numéricamente a partir del cambio en los
vectores gradiente y se invierte por un andlisis de eigenvectores permitiendo
a la rutina que omita puntos silla en la superficie de energia. En cada paso
se calcula el vector gradiente residual y se utiliza para agregar un paso de
descenso mas profundo en un paso Newton-Raphson, incorporando una nueva

direccién en el conjunto base.

2.6.5 Dindmica y enfriamiento

En este caso la minimizacidn de energia es equivalente a enfriar el sistema®.
En este método las ecuaciones cldsicas de movimiento se integran para un
sistema mientras que la energia del sistema es reescalada periddicamente al
reescalar las velocidades mediante un término de friccion. Este método es util
para encontrar la estructura con menor energia cercana a la configuracidn, sin
embargo, suele dar resultados muy lejanos a la configuracion inicial, por lo que
este método no se utiliza para estudiar minimos locales.

A continuacidén se presentard un resumen de la teoria de la dindmica
molecular ab initio. No se presentarin los detalles de todo el método
debido a que este es muy extenso. En cambio se presentan varias referen-
cias de donde se puede extraer un material mas completo.

$Quenched dynamics.
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2.7 Dinamica molecular cuantica

Para calcular propiedades moleculares la herramienta mas adecuada es la
Mecanica Cudntica. Los calculos que no utilizan la mecanica cudntica solo
son aceptables en cuanto a que son capaces de reproducir burdamente los

resultados cudnticos.

Una aproximacién cuédntica de un sistema molecular implica que se debe re-
~solver la ecuacién de Schrédinger para un sistema de dtomos

HY = EV (2.66)

en donde H es el operador hamiltouiano de un sistema de clectrones y nucleos
descritos por los vectores de posicidén r y R respectivamente.
Un hamiltoniano que contiene las interacciones mds importantes para una
molécula de n-electrones en ausencia de campos externos es:

H=Hy;+H, +H; (2.67)

con

1 Mo
HO*“Z i v/ g?M ZZA 117; (2.68)

l

N MM ZAZB
H, = ZZ Z Z 7 (2.69)
i=1;>171  A=1B>1 ‘VAB
N
H, = Zf(Ti)li * 8, (2.70)
=1

donde r;4 es la distancia del nidcleo A al i-ésimo electron, ry; es la distancia
entre los electrones i-ésimo v j-ésimo, M4 es la razén de masa del nicleo A a 1«
masa de un electrén v Z4 es el nimero atémico del nicleo. El término Hg con-
tiene la energia cinética y potencial de los nicleos y electrones,
H; representa la repulsién coulombiana entre pares de electrones y de nucleos,
H; es la interaccidén espin-érbita, que bajo ciertas consideraciones de simetria
se puede incluir en la descripcion molecular.

Las contribuciones debidas a H, y H; dependen del numero atémico Z. Para
Z pequefio H; es dominante comparado con H, y contrariamente para Z
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mayores H, es dominante comparado con H,. En los casos Iimite tendremos
los siguientes hamiltonianos

H; = H; + H,

H;; =Ho +H,
Debido a que en general los sistemas biolégicos estdn constituidos de atomos
ligeros, Z pequetios, es razonable tomar el primer limite H; para representar
el hamiltoniano total del sistema. Por lo cual el hamiltoniano total que se
considerard para N-electrones y M-niicleos es en unidades atdmicas

M1, & 1 M M & ZuZs
H=H/=-3,vi- 3 zz _1,,._ ZZ~+ZZR .
i=1 A=l i4 joij>17i —lb‘>l(2f;?)

Para resolver ia ecuacién 2.71 de un sistema molecular se recurre a la
aproximacion de Born-Oppenheimer que se explica en la siguiente seccidn.

2.7.1 Aproximacién de Born-Oppenheimer

Una discusion cualitativa de la aproximacién de Born-Oppenheimer se basa en
el siguiente hecho:

Debido @ gque los electrones se mueven mucho mds rdpido gque los nicleos
atomicos, por ser estos ultimos mds pesados, es posible desacoplar en forma
paramétrice su movimiento del movimiento nuclear.

Es decir, se pucde separar la ecuacidn (2.66) en una ecuacién para el
problema electrénico y otra para el problema nuclear mediante el
siguiente procedimiento,

1. Consideremos que los electrones se¢ mueven bajo el campo producido
por los nicleos fijos con coordenadas R, por lo que en el hamiltoniano
(2.71) se puede despreciar el término de energia cinética del movimiento
nuclear y el término de repulsién nuclear serd considerado como una
constante. Definiéndose el hamiltoniano electrénico como

M 1 M ZA A MM ZAZB

H.= - 9M Vi*iz,; lrt ZZ ZZ Raip

A=1 %A i=1 =517 A=18>1

. (2.72)
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2. Reescribiendo la ecuacién de Schrodinger bajo la suposicién anterior,
se obtiene:

H, V. (r, R) = E.(R)T.(r, R, (2.73)

donde la funcién ¥.(r, R') es la funcién de onda electrénica, la cual
depende paramétricamente de las posiciones nucleares y E.(R'} es el
eigenvalor de la energia correspondiente a cada configuracién nuclear R'.

3. La funcidn de onda se obtiene como el producto de una funcién de onda
electrénica y una funciéon de onda nuclear, tenemos

U(r, R) = U(r, R)¥,(R). (2.74)

De la ecuacidn (2.66) y (2.73) se obtiene que

H.V,.(R) = EY,(R), (2.75)
cn donde
M , )
H, = - V2 +E, . (2.76
AZ_IQMA A

El significado fisico de esta aproximacion es que la funcién de onda nuclear
de la ecuacién (2.74) se calcula por el potencial efectivo electrénico L, el
cual se obtiene a partir de la ecuacion (2.73) para cada configuracién nuclear.

Debido a su complejidad, la bisqueda de la solucién de la ecuacion {2.73) por
diferentes métodos ha dado lugar a gran cantidad de codigos de programacién.
Estos cddigos en general se agrupan en dos tipos de cdlculos moleculares conoci-
dos con los nombres de ab initio ® y semiempiricos. Los métodos semiempiricos
utilizan un hamiltoniano méas simple que el hamiltoniane molecular correcto
y pardmetros cuyos valores son ajustados con datos experimentales o resul-
tados de cdlculos ab initio para obtener una funcién potencial. Los calculos
ab initio generalmente tratan de resolver el hamiltoniano como se presenta

8El nombre ab initio proviene del la misma palabra en latin que significa “desde el prin-
cipio” e indica que los célculos son basados en principios fundamentales.
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en la ecuacion (2.72), para lo cual se han desarrollado una gran variedad de
métodos. El método que se utilizard para los cdlculos realizados en el este
trabajo se basa en la Teorfa de funcional de la densidad que se explica a

continuacion.

2.7.2 Teoria de funcional de la densidad

La mayoria de los métodos ab initic utilizan ia aproximacion de Hartree-Fock
(HF) en donde se resuelven las ecuaciones HF para obtener los orbitales que
pueden ser utilizados para construir la funcién de estado[52]. Sin embargo,
el uso de estos métodos para obtener la funcién de estado de un sistema esta
altamente restringido debido a la dificultad de realizar calculas exactos con
conjuntos grandes de bases y mucho menos aplicarlo a moléculas que tienen
nn gran nimero de dtomaos.

Recientemente ha surgido un método alternativo llamado Teoria de
Funcional de la Densidad (DFT). En constraste con el método HF que
utiliza una funcién de estados configuracionales, el método DFT inicia con el
concepto de densidad de probabilidad electrdnica.

La idea bdsica de DFT es que la energia electrénica del sistema puede
escribirse en términos de la densidad de probabilidad electrénica p (Teorema
de Hohenberg-Kohn). Para un sistema de n electrones, p(r) denota la densidad
electronica total en un punto particular del espacio r. La energia electrénica
E es un funcional de la densidad electrénica denotade por E[p] en el sentido
de que para una funcién p(r) existe una sola energia correspondiente.

El concepto de funcional de la densidad se basa en el método de Thomas-Fermi
y en el método de Hartree-Fock-Slater, aungue el método de DF'T fue propuesto
hasta 1964 cuando se dié una prueba de que la energia del estado base y otras
propiedades electronicas del estado base estin determinadas de forma dnica
por la densidad electronica. Sin embargo, el teorema de Hohenberg-Kohn
es un teorema que establece la existencia de la dependencia entre la energia y
la densidad electrénica, pero no dice cdmo se construye esta funcién.
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El siguiente paso en el desarrollo de DFT fué la derivacidn de un conjunto
de ecuaciones para un electrdn de las cuales se puede obtener la densidad
electrénica p. Como lo demuestran Kohn y Sham {53], la energia electrénica
E exacta del estado base de un sistema de n — electrones se escribe como

Z;G
E = i
(o} e;/w, (r)Viu(r,)dr, - Z/tlrreor“ ri)dr
2 47T€0T12 !

donde los orbitales de un electrén ¢;(t = 1,2,...,n) son las soluciones de la
ecuacion anterior y se conocen como los orbitales de Kohn-Sham. La den-

sidad de carga exacta para el estado base en un punto r esta dada por

o) = ST | (2.78)

i=]
donde la suma se efectiia sobre todos los orbitales ocupados de Kohn-Sharmn y
se conoce una vez que los orbitales han sido calculados. EI primer término en
la ecuacién (2.77) es la energia cinética de los electrones; el segundo término
representa la atraceidn nuclear entre todos los nucleos IV con indice f y nimero
atomico Zy; el tercer término representa la intcraccién coulombiana entre la
distribucién de carga total (sumada sobre todos los orbitales) en r; y ry; el
iltimo término es la energia de correlacién del sistema, la cual es un funcional
de la densidad y tiene lugar en todas las interacciones no-cldisicas entre elec-
trones. De los cuatro términos presentados en (2.77), Ex¢ es el inico término
que no se conoce de forma exacta. Aunque el teorema de Hohenberg-Kohn
dice que E y por lo tanto Ex¢c son funcionales de la densidad electronica,
no conocemos la forma analitica exacta y estamos forzados a utilizar formas
aproximadas de ella.

Los orbitales de Kohn-Sham (KS) pueden encontrarse al resolver la ccuacién
de Kohn-Sham. Esta ecuacién se deriva al aplicar el principio variacional [50]
a la energfa electrénica Ep] con la densidad de carga dada por la ecuacion

(2.78).
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Las ecuaciones KS para los orbitales de un electrén ¥(r)) tienen la forma,

) h? 2 N 2{62 ,0(1'2)
- v2 ' o ) — e W.(r.
{ e | = 2meor s —— dry + 1 ,\c(r,)} Ui(ry) = ¥(r;) (2.79)

donde ¢; son las energias de los orbitales KS v el potencial de correlacién Vye
es la derivada funcional de la energia de correlacion:

Vol = 2E52EL (2.80)

Si Exc es conrocida, entonces Vye puede obtenerse. El significado de los
orbitales KS es que estos permiten que la densidad p sea calculada de la
ecuacion (2.78).

Las ecuaciones KS se resuelven por el método autoconsistente. Inicialmente se
propone la densidad de carga p para lo cual se utilizan las densidades atémicas
de todos los sistemas moleculares. Utilizando una forma aproximada de la
dependencia funcional de Ex¢ en la densidad, se calcula Vy ¢ como funcién de
r. El conjunto de ecuaciones KS es resuelto para obtener una densidad inicial
de la ecuacién (2.78). A continuacidén el conjunto de orbitales se utiliza para
calcular una nueva densidad mejorada de la ecuacién (2.78) y el proceso se
repite hasta que la densidad y la encrgia de correlacién-intercambio converjan
a un limite de tolerancia. La energia electrdnica es calculada de (2.77).

En cada iteracion se calculan los orbitales KS y esto puede hacerse de forma
numérica o pueden ser expresados en términos de un conjunto de funciones
base. En este ultimo caso, encontrar las ecuaciones KS significa encontrar los
coeficientes de la expansién en el conjunto base.

2.7.3 Orbitales moleculares y atdmicos

La funcién de onda por lo general es dificil de resolver, por lo que existen
métodos aproximados que tratan de prededir la forma que esta funcién debe
tener. Uno de estos métodos consiste en expandir la funcidén de onda molecular
como una combinacion de orbitales atémicos (LCA). Cada érbital se supone
que es una funcién gaussiana, es decir, si escribimos la funcién de onda comao

‘I’(fhf% '-sfn) = I"j"l(fl)¢2(fz)"'wﬂ(fﬂ)>! (281)




64 Capitulo 2

entonces podemos escribir cada orbital atémico ¥ como

NN
De(E) = D3 afxy (D) (2.82)
=1 j=1
las sumas son tomadas sobre el nimero total de dtomos N, a continuacién
las capas atomicas se expanden cn términos de Gaussianas para facilitar la
solucién de 1as ecuaciones integro-diferenciales que aparecen en el método de
-campo-autoconsistente (SCF7) [51, 52]:___ . o L

L
x(#) = Y froule, 7~ T) (2.83)
k=1
Las bases mas simples son aquellas que utilizan un conjunto minimo de
Gaussianas (L.=3) y en la literatura se reconoce como STO-3G en donde
STO significa Orbitales tipo Slater®. Estas funciones son capaces de re-
producir las propiedades bésicas de las capas atémicas y estan centradas en el
niicleo atémico [51). Las bases que incluyen a tres funciones gaussianas para
orbitales de cada capa cerrada y que ademads incluye un término de polar-
izacion se conoce comno 6-31G*. Debido a que los pardmetros (los coeficientes
ay (3 en (2.83)) que se encuentran en las Gaussianas son fijos, la forma de
la funcién de onda esta completamente definida por los coeficientes de los or-
bitales moleculares afj. Esta es la razon por la que todos los esfuerzos estdn
concentrados en encontrar los mejores coeficientes afj utilizando por lo general
un método variacional que minimiza la energia DFT.

En este capitulo hemos visto las bases para resolver las ecuaciones de Newton
por diferentes métodos de integracién asi como los principios fundamentales
de una Dinamica Molecular cudntica. También hemos visto cdmo se calculan
ciertas variables termodindmicas necesarias para la estabilidad de la inte-
gracion. Pero la simulacién de Dindmica Molecular empieza con el conocimiento
de la energia del sistema, la cual se puede calcular utilizando mecdnica cuantica,
sin embargo, para sistemas grandes, como polimergs, se convierte en un pro-
blema muy complicado, de ahi que para determinar la energia del sistema
se recurra a cdlculos empiricos (potenciales modelo). Esta forma de obtener
la energia del sistema se conoce como Campo de Fuerza (Force Field) y su
descripcion en detalle se dara en el siguiente capitulo.

"Self Consistent Ficld.
8Glater type orbitals.



Capitulo 3

Campos de Fuerza

Introduccion

La simulacion de DM empieza por suponer una forma especifica de
interaccion entre las particulas que componen a nuestro sistema. Aunque
es posible realizar cdlculos con la mecdnica cudntica para determinar las
propiedades moleculares de un sistema pequetio, el uso de métodos de primeros
principios involucra la solucién de ecuaciones muy complicadas tanto
matemadticamente como computacionalmente. Por otro lado, los
polimeros involucrados en sistemas bioldgicos son muy grandes, por lo que
se recurre al uso de la mecdnica molecular utilizando funciones de poten-
cial empiricos. Los potenciales estdn en términos de coordenadas internas
v de constantes apropiadas para poder reproducir los datus experimentales.
A este tipo de potenciales de interaccion se les conoce genéricamente como
Campos de Fuerza. Existen varios tipos de Campos de Fuerza segin el
sistema que se desea estudiar y la aplicacion que se le quiera dar.

En este capitulo se hace la descripeidn general de las componentes de un Campo
de Fuerza y después la descripcién de la funcién de potencial que se usara. El
potencial a describir corresponde al programa CHARMM ! [43] creado por
Martin Karplus y colaboradores de la Universidad de Harvard. Este programa
es adecuado para modelar sistemas macromoleculares.

!Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics.

65



66 Cupitule 3

3.1 Factores para la formulacién de un campo
de fuerza

Para tratar un sistema de atomos en dindamica molecular se utilizan varios
principios que difieren de la mecdnica cuantica. En dindmica molecular ¢l
electrén v el nucleo estdn unidos para formar una sola particula esférica que
simula un dtomo. El radic de la particula se obtiene de manera experimental
o tedrica y tiene una carga neta obtenida de la teoria. Las interacciones entre
tos dtomos-estin hasadas en-osciladores armdnicos y potenciales cldsicos y s¢
preasignan a un conjunto especifico de atomos.

La siguiente aproximacién que se hace consiste en expresar al potencial de
interaccioén cornio una funcidn de las coordenadas atdmicas y con esto obtener
las fuerzas interatdmicas. Luego estas fuerzas se utilizan con la ecuacién de
Newton para determinar la evolucién (trayectoria) del sistema de particulas.
De esta manera, un problema que resulta demasiado complejo a nivel de
mecanica cuantica, puede resolverse utilizando sélo ecuaciones clasicas. Para
distinguir los varios tipos de funcién de energia se deben tomar en cuenta los

sigulentes atributos:

1. Coordenadas: si ¥ es el mimero de dtomos en la molécula, el con-
junto de coordenadas mds apropiado podria ser el conjunto de 3N — 6
coordenadas normnales que se derivan a partir del andlisis vibracional de
la molécula. Este conjunto es completo en el sentido que es el nimerc
exacto para definir la geometria interna de la molécula vy no son redun-
dantes. Algunas expresiones de energia se dan en términos de coorde-
nadas internas como por ejemplo los dngules de enlace, de torsion, etc.
El problema de estos conjuntos de coordenadas estd en que se tienen
aproximadamente 3N coordenadas o mds representando la estructura lo
cual provoca redundancia en la descripcién del sistema.

2. Orden de la expansidn: la expresién de la energia se forma de una
expansién en serie alrededor del punto de energia minima. Esta
serie puede tener diversos grados de aproximacién como la armonica,
aunque también se podrian incluir términos cibicos. En algunos casos
se incluyen términcs anarmonicos como la torsidon ¢ los términos
de interaccion de larga distancia (de no enlace). La eleccidon de estos
diferentes grados de exactitud depende del sisterna.
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Fuctores pera la formulacion de un comnpo de fuerza

3. Formas funcionales: es la expresidn analitica que describe los tipos de
fuerzas entre cada par de dtomos. Por ejemplo:

TERMINOS DE ENERGIA INTERNA

Potencial de enlace

Ky{r —ry)? armonico
Ky(r — r0)*[1 + ki (v = 1) término cilibico anarmdnico
D1 — exp{—A(r — o)) funcién de Morse

Potencial de dngulo de enlace

Ho(6 — 6p)* arménico en 8
Ky(cosf — cosy)? arménico en cosf
Ky(8 — 00)* + Fg — q0)% + F'{g — go) forma de Urey-Bradley

Potencial de torsién

K[l + cos(ng ~ §)] forma trigonométrica
2. Vicos(nd) series trigonométricas

INTERACCIONES DE NO ENLACE

Interaccion de van der Waals

A B Lennard-Jones

Potencial electrostdtico

f;q* interaccién Coulombiana
1
GG gyl 2y Ty 2 . _ L
Eot = ¥ oreiijy=1 Treory W (ri5°Ton " Tag %) dieléctrico dependiente de la distancia
Eo =3 czais G () _ Iy dieléctrico ajustado
el ezd{:}}:l 417(01".‘_,‘ Teuts

Dlezp(—2A(r — ro)) — 2ezp(—A(r — rq))] forma de Morse
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Tipos de dtomos: cada término de la energia se refiere a la
deformacion de alguna coordenada interna definida por sus dtomos
vecinos. Cada térinino contiene parametros empiricos: los
coeficientes K, Ky, Hs, Hp, &. etc. Uno debe escoger y asignar un
parimetro unico a cada término o tratar cada grupo quimico en un marco
consistente.

La eleccidn de un tipo de dtomo determina la sensibilidad del Campo de

Fuerza para distinguir entre los diferentes medios quimicos. Por ejem-

"~ " plo, pueden existir 20 tipos de dtomos de carbono si tomamos en cuenta

5.

el tamafo del anillo que forma. posibilidades de resonancia y substi-
tuventes. Para moléculas grandes se pueden suponer atomos unidos
vistos como una sola particula, como por e¢jemplo un carbono con

todos los hidrégenos unidos.

Datos de parametrizacién: son los datos usados para calibrar la
expresion de energia, se obtienen de manera experimental o tratando de
ajustar resultados obtentidos por medio de la mecdnica cudntica. Con
estos pardmetros se absorben y reproducen los valores de propiedades
determinadas por la mecdnica cudntica pero sin efectuar los cdlculos

Cuanticos.

3.2 Formas funcionales

Para desarrollar una expresién general empirica de la energia, se toma la con-
formacién molecular que representa un minimo local o global de la energia ¥
se escribe la expresidn de la energia como una expansién en serie de Tavlor
sobre ese punto. Para tomar el caso mads general, tomaremos un sistema de
coordenadas generalizadas {S;} y se expresa la energia en funcién de estas
coordenadas £ = E{(5;). La expansién de la energia en serie de Taylor para
una deformacion pequena de 5; es:

F=FE;+ P G;AS; + > .K,'QS? + Zi;’:j EjASiASj + .
(3.1)

térmanos de tercer orden + términos de mayor orden
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En la suma del segundo término de (3.1}, las &; son las primeras derivadas
con respecto a las coordenadas o los gradientes de la energia, es decir,

. 9E
Gf-—ag—i-

Pero en el minimo todos estos gradientes es cero y la energia toma el valor
constante £y, Este valor puede tomarse como la energia de enlace residual
inherente a la molécula. Conforme uno se aleja del minimo estos gradientes
dejan de ser cero y la suma del segundo término en (3.1) es una aproximacién
lineal al incremento de energia.

La segunda v tercera sumas son de segundo orden en AS; pero estdn escritas
en forma separada para enfatizar la distincién entre los términos diagonales
(aquellos que dependen de una sola coordenada S;) y los términos cruzados
que contienen explicitamente deformaciones en dos coordenadas, S; y S; y que
representan el  acoplamiento de dos coordenadas. Los coeficientes K; y Fi;
son las segundas derivadas de la energia

O*E

I{i = F; = ;ﬁ
IFFE

b= 5505,

Los términos de mayor orden se construven de manera similar. Para
deformaciones suficienternente pequeiias, se tiene una buena aproximacion al
truncar la serie después del térinino de segundo orden. Esta es una
aproximacion arménica, se nombra de esta manera debido a que seria
exacta si 1as fuerzas entre cada par de atomos se comportaran como fuerzas de
resortes ideales u osciladores armdnicas. Los términos de mayor orden
contribuyen con términos anarmaénicos cuyos efectos pueden ser evaluados en
el experimento pero que generalmente contribuyen poco ¥ pueden

ser despreciados.

Los términos armdnicos estiman la energia asociada con la vibracién en la
longitud de equilibrio y es la ecuacidon de una pardbola. En esta aproximacién
e} modelo tiende a fallar cuando el enlace se rompe.
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Las formas funcionales de tipo arménico, que se utilizaran en la funcién de
energia son:

Potencial de enlace: Ey = Ky(r — o)’
Potencial de dngulo de enlace: Eg = Ko(0 — 8y)°
Torsidn impropia: E, = ky(w — w)?

Esta aproximacidn es suficiente para temperaturas ordinarias ¥y no permite
¢l rompimiento de enlaces dada la naturaleza armoénica de los términos del
-potencial, donde a- mavor séparation se tiere nids energia. N&tese que con
esta expresion sdlo se tendria un modelo basado en esferas v resortes, por
eso s¢ han implementado otros términos que han permitido que el modelo se
acerque mas a la realidad, tales términos son: angulos de torsidn,
interacciones de particulas no enlazadas, dngulos de valencia, etc.

A continuacidn se hace la descripcién de los términos del Campo de Fuerza
de CHARMM. Esta funcidn de energia esta basada en coordenadas internas
separables y términos de interacciones de no enlace. La energia total cstd
expresada en la forma:

E=Eb+Eg+E¢+Eu+EU¢w+Ed+Ehb+Ec,.+Ec¢
(3.2)
v a continuacién se presenta la formula para cada uno de estos términos junto
con su descripciédn.

3.2.1 Energia de enlace

Figura 3.1: Potencial de entace.

La energia de enlace representa el desplazamiento instantdneo de la longitud
de enlace ideal g, figura 3.2.
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Su expresidn analitica es la siguiente [34, 40, 44):

Eb - z kb(?‘ - '.'”[])2

(3.3)
donde la suma se hace sobre todos los enlaces.
Esta basada en Ia ley de Hooke. es decir es una aproximacién armdnica. El
parametro &, definido como la constante de fuerza, determina la flexibilidad
del enlace y puede evaluarse a partir de frecuencias de alargamiento en infrar-
rojo o por cdlculos de mecdnica cudntica. El valor rg define la longitud de
equilibrio ¥ se determina por estructuras cristalinas a baja temperatura o por
espectroscopia de microondas.

3.2.2 Energia de angulo de enlace

sta expresion también se basa en la ley de Hooke y la figura 3.2 muestra como
se mide este anguio.

Ey = Zangulos kg (6 - 80)2
(3.4)

el e
Eslan
/p’ ngulo \\
da enlace 0

(i) s

IA) 1B}y

Figura 3.2; {A) Potencial de angulo de enlace, (B} diferentes valores del dngulo de enlace.

El pardametro &y controla la rigidez del dngulo, mientras que &y define el angulo
de equilibrio. Esta ecuacién estima la energia asociada con la
vibracién alrededor del dngulo de equilibrio, figura 3.2.

Los pardmetros &, y kg tienen la funcién de abrir o cerrar la pardbola que
representa el potencial arménico.
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3.2.3 Energia de angulo de torsion
El angulo de torsidn es un término que surge de considerar un arreglo de cuatro

atomos basado en el dngulo diedro formado por el plano de los 3 primeros
dtomos con el de los 3 dltimos, figura 3.3 [34, 40, 44].

Y

TN

R —

Figlll‘ﬂ. 3.3: Potencial de torsién.

Para escribir la expresion de energia del dngulo de torsién se podria hacer
de manera similar que con el angulo de enlace, con expansion armonica, sin
embargo, la experiencia demuestra qne se puede realizar una mejor
aproximacidn utilizando una expansién trigonométrica ya que se sabe que la
rotacion alrededor de enlaces simples puede cucontrar pequenas barreras y
se tiene la idea de que el potencial torsional tiene forma periddica. Es, por lo
tanto, costumbre escribir la expresion para los grados de libertad
torsionales en forma trigonométrica, y la expresion mds simple es

Ey = K,[1 + cos(ng — )]
(3.5)

Aqui la altura de la barrera va de 0 a 2K, conforme el término del coseno varia
de -1 a 1. El parametro n controla la periodicidad de la funcién y el dngulo
de fase ¢ es una herramienta matemdtica para forzar a obtener el minimo en

el lugar correcto.

La energia de torsién se utiliza en dindmica molecular para corregir los términos
residuales de energfa mds que representar un proceso fisico.
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3.2.4 Energia de angulo de torsién impropia

e
J

R

Figura 3.4 Definicion de dngulo de torsidn impropia.

Otro términc que permite tener una mejor aproximacién cerca del minimo de
encrgia es la tarsién impropia. La torsién impropia se define a partir de la
figura 3.4, es el dngulo w definido por el Angulo ¢4pcp 0 de manera equivalente,
el dngulo entre los planos ABC y BCD. La torsién impropia se escribe:

Ew = kw(t.d - W{)JZ
(3.6)
El término de torsién impropia se ha diseitado para mantener los planos de
cierto arreglo de dtomos con una distorsién de un término cuadrdtico, sin
este término, los potenciales que estdn fuera del plano tienden a ser cudrticos.
Ademas, este término provee una mejor expresion de energia cerca del minimo,
que es hmportante para la dinamica y el andlisis vibracional.

3.2.5 Potencial de Lennard-Jones

Con el potencial tipo Lennard-Jones se supone que los dtomos de uan sistema
interactuan por pares. Este potencial comprende dos tipos principales de
fuerzas. La primera modela la resistencia a la compresidon y tiene cardcter
repulsivo a distancias pequenas. La segunda modela Ia atraccién entre Atomos
para formar el estado liquido o sélido y tiene caracter de fuerza de larga
distancia. En general las funciones de potencial que exhiben estas
caracteristicas pueden adoptar una gran variedad de formas. Cuando estas
formas se escogen cuidadosamente se vuelven modelos capaces de describir al
sistema con un buen grado de exactitud.
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El potencial mds conocido propuesto primeramente para el Argén liquido fué
el de Lennard-Jones. Para un par de dtomos ¢ v 7 localizados en vy y 7y, la

energia potencial es:

u(ry;) = de {(%)u - (;“’:)6] , st Tif S 7Te.

(3.7)
donde ryy; = |r; ~ ry|, figura 3.5.
El parimetro ¢ rige la fuerza de interaccién y el parametro ¢ define la longitud
de escala. La interaccidn es repulsiva a distancias cortas y luego atractiva,
para eventualmente anularse en un limite de separacion r. . La repulsién en el
potencial proviene de nubes electrénicas que se traslapan y su parte atractiva
proviene de fuerzas tipo Van der Waals que se deben a la dispersién entre
clectrones. Las interacciones involucran sélamente pares de dtomos y cada par
es tratado independientemente de los otros.

Fotenciat da Lennard-Jones

—

6'{{0.03‘:)-"(-12)-(0.03'x]"(-5}) — ]

UiR)
=8

L . \

20 0 40 50 60 70 80

Figura 3.5: u(r) = 4e [(£)"* - (g)ﬁ] ,0=15¢=003

La fuerza correspondiente al potencial de Lennard-Jones es f = —Vu(r). La
fuerza que ejerce el dtomo 7 sobre el ¢ es

= () [ 1) ]
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con la restriccion de que r;; sea mucho menor que r. y cero en cnalquier otra
parte. Conforme r tiende a r. la fuerza se anula de tal manera que no hay
discontinuidad en r., pero V f y derivadas de orden mas alto son discontinuas,
aunque esto no ticne un impacte prdctico en la solucién numérica.

3.2.6 Energia de interacciones de no enlace

Las mteracciones que no son de enlace 6 de largo alcance son producidas por
pares de dtomos que no estan unidos unos con otros. Estas funciones dependen
de las distancias entre los atomos. Estas interacciones consisten en lo general
de dos términos uno estereoquimico y otro electrostatico. El componente es-
tereoquimico es la interaccién de Van der Waals entre dos pares de dtomos ij
v se puede representar con ¢l potencial n — m de Lennard-Jones,

(3.9)
donde n y m son enteros, Ry; es la separacién entre los dos ntcleos y los
parametros A;; y By; son especificos para cada par de dtomos 7 y 7. La forma
inds comun es el potencial 12-6 donde n es 12 y m es 6. Las componentes
electrostdticas se escriben en términos de las cargas atémicas parciales g; v g;
en los dos atomos,

Eyjlel) = Sht

(3.10)
donde C cs el factor de conversidn que pone el resultado en las unidades correc-
tas, y £ ¢s la constante dieléctrica. De manera estricta no estd bien formulado el
concepto de constante dieléctrica a nivel microscépico como se considera aqui,
pero se incluye el factor con el fin de reducir o apantallar las interacciones en-
tre cargas a largas distancias. Una aproximacién comin es considerar € como
una funcién de las distancias interatdmicas y poner e(R) = KR,; donde K
es una constante, de esta forma el denominador de la expresién electrostatica

contiene una potencia impar de A;;.
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3.2.7 Puentes de hidrégeno

Involucra a los dtomos aceptor antecedente (AA), aceptor (A), hidrdgeno (H)
v dtomo pesado donudor (D). Su expresion analitica es [43]:

A’ B’
Epp = Z ( — )COSm(G,q_”_D) cos™ (@ap-_a_H) X

' J
ij T aD ™ ap

: -—x-sm(:f'zgrD,-rzm;u,rzhdf})sw[&fsg[9,4__;;__9'),6052(8?‘10“')',66_32(9 h:;f)]_ B

donde ¢ v j son enteros positivos, m = (0,2,4) y n = (0,2). La funcién sw
(switching function) es una funcion de empalme definida por

1 cuando r < rop
O _ (Tafr—r){ras+2r=3ron} .
SW(T, Ton, Togp) = of (rp,rTa—LfMP 220 cuando Ton, < T L Topy

cuando r > Toff

La eleccidn del enlace de hidrégeno estd basado en la distancia A-D y en el
dngulo A-H-D. El término completo es cero si el dangulo 84_g_p es menor de
90° 0 si n es un entero mayor que 0y 84,4 4_y es menor de 90°. Los exponentes
i, j se determinan cuando se lee el archivo de pardmetros v los exponentes n y
m se obtienen a partir del archivo de topologia cuando se enlista el donador ¥
¢l aceptor. El exponente n depende del tipo de aceptor v el exponente m del
tipo de donador. Cuando los donadores son tratados como dtomos extendidos
solo se utilizan los términos radiales. Ademds de este potencial de puente de
hidrdégeno, se incluyen las interacciones electrostaticas.

3.2.8 Interacciones entre las moléculas de agua

Para la descripcidn de estas interacciones, CHARMM utiliza el potencial
ST {45} 0 una combinacién de los términos anteriores {electrostatico, Van der
Waals ¥ puentes de hidrégeno), aunque es preferible utilizar el potencial ST?
en ambos términos para tener mayor aproximacion y eficiencia computacional
para describir este tipo de interacciones.
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Figura 3.67 Modelo de una molécula de agua para el potencial 5T2,

La funcion de potencial ST? estd basada en un modelo de cuatro cargas pun-
tuales rigidas para cada molécula de agua. Esta geometria se muestra en la
figura 3.6.

Las cargas positivas +¢ se identifican como los protones y estin localizados a
1 A del nicleo de oxigeno, 0. La distancia { de O a cada carga negativa —q es
también de 1 A. El potencial ST? consiste en un potencial de Lennard-Jones
actuando entre los oxigenos, mds un término de Coulomb para los 16 pares
de interacciones entre las cargas puntuales, denotando como ry; a la distancia
entre oxigenos de dos moléculas de agua, tenemos como expresién general

VI(L,2) = Vis(riz) + S(riz)Val(l, 2),
(3.11)

en donde

Vis(r) = 4e Kg) - (7 SJ

4 (_1)04—3

Va(1,2) = ¢° —
a,ﬁ:i da:ﬁ(l’ 2)

con dy 4(1,2) como la distancia entre la carga « de la molécula 1 y la carga 3
en la molécula 2 (a y 3 son pares para cargas positivas e impares para cargas

negativas).




78 Capitulo 2

La funcion moduladora varia suavemente entre el 0 (distancias pequefas) y el
1 (distancias grandes),

0 cuando 0 < vy < Ryp
1= 23Ry — —3ryas
S(rip) = ¢ oz RL(JRS?;IL;;{" 202)  cyando Ry < 7y < Ry
1 cuando Ry < 1y
Para el potencial ST? se tienen los siguientes pardmetros [45]: ¢ = 3.10 A_

€ = 52605 x 10715 erg,q—O’)SSre RL—QOISGA\;RD 31‘)873&

3.2.9 Constricciones

En algunas ocasiones no es deseable que los dtomos presenten movimientos
grandes dentro de la molécula. Con este fin existe forma de restringir los
movimientos de los dtomos al desarrollar una minimizacién de energia o una
dindmica. Las constricciones que se pueden incluir en la energia son:

Variable que se modifica

{. Constriccion en

Atomos armdnicos E, =3 Ki(r; — rip)?
.. 8E _
2. Rigido 57 =10
3. Constricciones en E =% Ki{¢: — ¢uw)

los angulos diedros

4. Constriccién en dry; =0
la distancia

donde A’; puede hacerse muy grande y dr = 0 para todas las operaciones. La
constriccién de 4tomo arménico es utilizada principalmente para no
permitir que los Adtomos tengan desplazamientos grandes cuando se estd
minimizando {manteniendo un contacto fijo) mientras que se permite que otra
parte de la estructura se relaje. Las constricciones diédricas se utilizan para
mantener cierta conformacion local o cuando se necesita examinar una serie
de diferentes conformaciones para hacer un mapeo de energia.




Programa computacional CHARMM
3.3 Programa computacional CHARMM

En ecste scccién se resume como funciona el programa computacional
utilizado CHARMMv24, Cada una de las Dindmicas se realizé bajo condi-
clones ambientales diferentes con el fin de determinar la Conformacién

Cercana a linea de Ataque (CCA)2

Las partes que conforman una Dindmica son:

1. Transcribir los datos experimentales de los dtomos que conforman a la
molécula como son las posiciones atémicas, en términos de pardmetros
computacionales determinados por CHARMAM.

2. Formacién del ambiente, en donde se define st la molécula estard en
presencia de moléculas de agua o iones metilicos.

3. Periodo de relajacién molecular a través de una minimizacién de la en-
ergia de la molécula con la introduccion de los parametros del Campo de

Fuerza.

4, Condiciones de frontera.

5. Inicio de la Dindmica Molecular, dadas las posiciones de los atomos, se
asignan velocidades aleatorias pero siguiendo una distribucion de Maxwell-
Boltzmann y se integran las ecuaciones de movimiento de Newton para

obtencr la nueva posicidn.

6. Andlisis de resultados que arroja ¢l archivo de salida como son datos
de temperatura, energia v variables estadisticas, asi como las posiciones
moleculares de cada paso de la corrida. Con estas coordenadas se pueden
a su vez obtener datos de distancias relativas, dngulos y la visualizacién
de la secuencia de imdgenes (pelicula) de la dindmica.

En las siguientes sccciones se dard la descripeidén detallada de cada uno de
estos pasos y las conclusiones obtenidas a través de los datos que arrojaron las

diferentes dindmicas.

*Near Attack Conformation (NAC) [6]. ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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3.3.1 Estructurar la molécula

Una vez que se tienen los datos de las coordenadas de los dtomos que for-
inardn nuestra molécula {archivo PDB?Y), estos datos los debe leer el programa
con el fin de asignarle los parametros correspondientes. Cabe senalar que la
estructura cristalogrifica no contiene hidrdgenos y estos deben ser adicionados
de forma adecuada por CHARMM. La forma como lo realiza es mediante los
archivos de topologia y pardmetros en los cuales CHARMM reconoce el tipo
de molécula con la que se trabaja (en este caso nucledtidos) y de acuerdo a

los datos tedricos que se encuentran en estos dos archivos, puede tanto nto colocar
los hidrégenos como distinguir cudles atomos no forman enlaces, entre otras
muchas cosas que se describen a continuacion.

Archivo de estructura

El archivo de datos de la estructura més fundamental es el PSF (Protein
Structure File) que contiene toda la informaeidn necesaria para generar la lista
de enlaces de hidrégeno y los que no forman enfaces y de esta forma evaluar
la energia. La informacién que presenta este archivo es la siguiente:

1. Residuos v segmentos: se indica cdmo estan agrupados los Atomos para
formar residuos y segmentos asi como sus nombres de identificacién.

2. Informacién de atomos: nombres de dtomos, tipos, cargas, masas ¥
constricciones rigidas.

3. Lista de enlaces, angulos, diedros y diedros impropios.

4. Lista de donadores y aceptores, la cual se utiliza para construir los enlaces
de hidrdgenos.

5. Lista de exclusién de interaccidn electrostitica o de van der Waals, de-
bide a que la interaccién de algunos dtomos ya es estd descrita en el

hamiltoniano.

CHARMM construye este archivo PSF durante 1a dindmica cada vez que se
quiera mediante un comando del Programa.

3Protein Data Bank, ver seccién 1.7.1
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Archivo de topologia

El archivo de topologia RTF (Residue Topology File} contiene la informacién
local acerca de los dtomos, enlaces, dngulos, etc, para cada tipo de unidad
monomérica (residuo) que puede ser utlizada para construir un tipo particular
de macromoléeula.

El concepto de residuo en CHARMM es fundamental desde un punto de vista
organizacional. En el archivo de dcidos nucleicos, un residuo corresponde a
unt nucledtido a lo largo de una cadena de ARN o ADN. Este archivo conticne
también la informacidn de las cuatro distintas bases, grupos terminales v agua.
En un tipico archivo de topologfa se puede encontrar la siguicnte informacion
de la molécula:

a} Tipo de dtomo: CHARMNAI asigna tipo de dtomo, es decir, un atomo
puede tener varias presentaciones cque corresponden a su ambicnte
quimico, tipo de molécula en que se encuentra, posicién y enlaces. El
archivo de topologia es un intérprete entre las posiciones de &tomos como
particulas (archivo PDB) vy una estructura que distingue la
funcién quimica de cada atomo para conformar una molécula de una gran
importancia bioldgica. La Dindmica Molecular aproxima a los atemos
como particulas con interacciones semiclasicas. por lo que es necesario
mcluir valores experimentales que permitan tener un mejor acercamiento

al comportamiento real.

b} Carga, de acuerdo al tipo de dtomo, en el archivo de topologia se le asigna
un  valor de carga por grupos o individuales v ésta debe
corresponder a la de una molécula real.

¢) Enlaces donde se indica que dtomos estan unidos.

d} Angulos, los dngulos que se forman entre dos 4tomos, o entre tres 4tomos
que pueden ser diedros o impropios.

e) Atomos donadores de cargas.

Después de que se tiene la estructura de la molécula en coordenadas, se debe
tener la energia de la molécula como funcion de estas coordenadas y para esto
se crea un archivo de parametros.

Archivo de Parametros
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En este archivo de pardmetros s¢ encuentra la siguiente informacién:

a) Pardmecro de la energia de enlace, &y, ecuacién 3.3.

b) Parametro de la energia de dngulo, &4, ecuacién 3.4.

c) Parimetro de la encrgia de dngulo de torsidn, kg4, ecuacion 3.5.

d)  Parametro de la'energia de éngulo impropio, k., ecuacién 3.6.

e) Pardmetros de la energia de interacciones de no enlace, come son la elec-
trostatica y la de van der Waals.

f) Atomos que contienen enlaces con hidrégenos. El archivo PDB no con-
tiene esta informacidn v en la primera parte que consiste en la lectura de
los valores de topologia y del campo de fuerza, el programa CHARMM
puede generar estos hidrégenos.

Estos valores de pardmetros son muy importantes porque determinan las es-
tabilidades relativas de las diferentes estructuras.

Generacidon de la lista de no enlaces

Esta lista contiene todas las parejas de interacciones que seran consideradas.
Estas parejas de interacciones no se incluven si los atomos se encuentran muy
lejos o si se encuentran muy cerca, en este ltimo caso son excluidos.

Durante fa minimizacion o la dinamica, las posiciones relativas de los dtomos
pueden cambiar, pero la lista puede ser actualizada de forma periddica, lo cual
permite¢ tener una mayvor eficiencia computacional.

Generacidn de la lista de puentes de hidrégeno

La lista de puentes de hidrégenos se genera a partir de una distancia y un
angulo preespecificados en el archivo de topologia. Si existe una distancia
menor o ignal a una distancia de corte entre un hidrégeno y cualquier otro
atomo (carbono, oxigeno, nitrégeno) se genera la lista de enlaces. Durante la
minimizacién y la dindmica, la lista puede mantenerse fija o ser actualizada de

forma periddica.
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3.3.2 Ambiente

Para introducir a la molécula en un ambiente de agua, se construye primero un
cubo formado por moléculas de agua cuvas dimensiones deben ser un poco mas
arandes que las de la molécula a solvatar. La presién a la que sc encontrard
la molécula depende de la presidn de este cubo de agua, es decir, el nimero
de moléculas por volumen que se coloquen en ella. Mediante un programa se
traslapan los dos archivos que contienen las coordenadas de la molécula y las
coordenadas de las moléculas de agua. Este programa borra las moléculas de
agua que se enciman hasta una distancia de corte deseada (en nuestro caso

2.8 A).

Figura 3.7: Ribozima “Harmmerhead” solvatada

3.3.3 Minimizacion

Dada la funcién de energia potencial, en ocasiones, se requiere de la
configuracién de energia minima del sistema. La minimizacién permite
relajar la estructura obtenida de forma experimental, promediar varias
estructuras, asi como encontrar un minimo de energia local o global.
Para sistermnas macromoleculares, el niimero de minimos locales es muy grande y
es {recuentemente imposible determinar el minimo de energia global.
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Generalmente sélo es posible examinar un minimo local que se encuentra cer-
cang a la estructura ceterminada por rayos X.

CHARMM incluye 5 diferentes algoritmos de minimizacion con el fin de
otorgarle mayor flexibilidad a la encrgia del sistema para una gran variedad de
propositos. Estos métodos se clasifican en no convergentes (descenso mds pro-
fundo), dos métodos convergentes con aproximaciones armonicas
(gradiente conjugado y el método de base adaptada Newton-Raphson
o ABNR), ¢l método de segunda derivada explicita (Newton-Raphson) y

--dindmica de¢ enfriamiento.- Los -métodos: convergentes-generalmente-terminan —

cnando han alcanzado un minimo de energia, los métodos no convergentes
nunca terminan, sino que se encuentran navegando sobre toda la superficie de
energia. Estos diferentes métodos para minimizar el sistema ya se explicaron
en el Capitulo 2. En este caso, el método que mds se adecia al tipo de dindmica
v ensamble CPT que se va a utilizar es el de Newton-Raphson.

3.3.4 Cristalizar

Cuando se requiere que la presion permanezea constante durante la dindmica,
es necesario poner condicicnes periodicas a la frontera, esto significa que se
colocan cristales ciibicos (imdgenes) en cada cara del cristal original (6 en
este caso). Esto permiite tener la misma cantidad de moléeulas en el mismo
volumen va que por cada molécula que se sale de la regidén, entra otra por el
lade opuesto, permitiendo tener entonces presién constante.

3.3.5 Dindmica

Las simulaciones dindmicas del sistema se realizan con base a la mecanica
clasica e involucra la integracion de las ecuaciones de Newton como se
describié en el Capitulo anterior. CHARMNM resuelve estas ecuaciones de forma
numérica para lo cual dispone de dos métodos; ¢l de Verlet v el prediccion-

correccion.

Debido a que la solucién numérica se obtiene de forma secuencial, existe un
potencial muy grande de acumular errores de redondeo. Para controlar esto,
los algoritinos utilizan variables de doble-precisién para las varias derivadas de
las postciones y para la acumulacién de sumas de varios términos. Para in-
crementar la eficiencia computacional se utiliza aritmética basica de precision,
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es decir. se utilizan sumas en lugar de restas, multiplicaciones en lugar de
divisiones, atc.

La precision de la solucién numérica puede ser revisada por diferentes técnicas.
En primer lugar, va que no existen fuerzas externas, la energia del sistema debe
conservarse. LLos crrores numéricos manifestarfan en todo caso
fluctuaciones en la energia total. Como el calor especifico ¢s proporcional
a las fluctuaciones de la energia cinética del sistema, las fluctnaciones en la
energia total son comparadas con las fluctuaciones de la energia cinética para
juzgar la calidad de la solucién numérica. En segundo lugar, se puede repe-
tir la dindamica en orden inverso el mismo numero de pasos que se dio y la
dindmica deberia regresar al mismo punto del cual se partid. Este método es
mas riguroso que el anterior.

Debido a que no hay forma de preparar el sistema en un conjunto de posiciones
v velocidades gue lo mantengan en equilibrio, los primercs pasos de la dinémica
son utilizados para equilibrar el sistema en la temperatura deseada.

Para iniciar la equilibracion, a partir del conjunto de coordenadas obtenidas de
una estructura por rayos X, el sistema con estas coordenadas se minimiza para
eliminar grandes fuerzas debidas a repulsiones por contactos de van der Waals ¢
por geometrias pobremente resueltas. Las minimizaciones se corren
por un numero pequefio de pasos ¥ en ocasiones se piden constricciones en
las posiciones para no permitir que los atomos tengan grandes saltos de sus

posiciones ariginales.

Dadas estas posiciones de equilibracién, se asignan entonces las velocidades
iniciales para empezar la dindmica. CHARMM permite varias formas de
asignar las velocidades; una es asignar velocidad cero a todos los dtomos de-
jando que estos se muevan a partir de las fuerzas restantes, otra es asignar
energias cinéticas de forma aleatoria a partir de distribucién Gaussiana a una

temperatura dada.

Una vez que se tienen las posiciones y velocidades iniciales, el sistema debe colo-
carse a la temperatura deseada. No existe una forma dnica de hacer esto. Una
forma es asignar las velocidades correspondientes & la temperatura deseada de
la dindmica. Esto no es muy conveniente porque introduce una perturbacién
muy grande en el sisterna, que en ocasiones requerird de un ajuste grande en
las velocidades del sistema. La otra forma seria calentar al sistema muy lenta-
mente al asignar primero a las velocidades un valor pequeno que implica un
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valor pequernio de temperatura y permitir que la dindmica corra un nimero de
pasos, de nuevo asignar velocidades y asi sucesivamente hasta llevar el sistema
a la temperatura deseada. Las velocidades en cada caso deben adecuarse a
una distribucion Gaussiana.

Después de que el sistema es llevado a la temperatura deseada, ¢s necesario
en ocasiones dejar gue el sistema alcance equilibracién, es decir, hasta que las
propiedades estadisticas del sisterna (temperatura, fluctuaciones y rms) sean
independientes de los periodos temporales para que puedan analizarse.

Cuando ¢l sistema estd equilibrado inicia entonces la simulacién. El programa
CHARMM escribird las coordenadas v las velocidades en archivos separados
a una frecuencia controlada. La trayvectoria resultante puede ser analizada
mediante algunos programas o paqueterias.

En el curso de la dindmica, los dtomos se mueven, asi que la lista de
interacciones de no enlace debe ser regenerada. El usuario puede especificar a
que frecuencia debe ser actualizada cada lista. La eleccidn de las frecuencias
se determina por cudnto se mueven los dtomos y las funciones de ajuste.

Para un sistema biolégico a temperatura de 300K se recomiendan los

siguientes valores.

Irecuencia de actualizacidon de no-enlace 8.0 A

Frecuencia de actualizacion de enlaces de H 10 pasos (0.010 ps)
Distancia elegida de no-enlace 8.0 A

Puntoe final para el conector de no-enlace 7.5 A

Punto inicial para el conector de no-enlace 6.5 A

Distancia clegida para el enlace de hidrégeno 50 A

Distancia final para el enlace de hidrégeno 4.5 A

Distancia inicial para el enlace de hidrogeno 35 A

.Jingulo de enlace de hidrégeno elegido 90°

Punto final del angulo de enlace del hidrégeno  70°

Punto inicial del angulo de enlace del hidrégeno 50°
Dependiendo de la naturaleza del sistema, estos valores pueden ser
modificados.
La siguiente parte consiste en el andlisis de los resultados obtenidos. Esto
se verd en el capitulo siguiente con los detalles de las Dindmicas Moleculares
realizadas.




Capitulo 4

Resultados de la Dindmica
Molecular clasica

Introducciéon

En este capitulo se analizan los resultados de los célculos de Dindmica
Molecular (DM) utilizando uno de los cristales recientemente obtenidos de
una ribozima “Hammerhead” [I4]. Se colocaron uno o mds iones de
magnesio en diferentes partes de la molécula y se realizaron simulaciones DM
sin constricciones en la estructura inicial con periodos de 200 a 500 ps.

Los resultados obtenidos concuerdan con algunas observaciones experimentales
que caracterizan a ciertos sitios donde los atomos de magnesio permanecen aso-
ciados. También se logra observar una Conformacién Cercana a la linea
de Ataque (CCA)! en algunas partes de la simulacién. Estas conforma-
ciones CCA estan caracterizadas por el acercamiento de los dos dtomos que
forman un nuevo enlace, PA,; y el 02'C,7 hasta una distancia de 3.5 A y la
formacién de un dngulo entre los dtomos (O2' Cy7 — P Ay - 02 05 Ap,4)
mayor a 150° [6]. Durante la DM un magnesio en la posicion VI (Mgy;) se
movié inmediatamente a asociarse con el oxigeno pro - R del fosfato (A 1)
v el magnesio en la posicién I11 {Mg,,;,) permaneci¢ en la region donde se
supone que se efectta el rompimiento, Cy7 v Ay 1. Los resultados fueron la base
para un estudio posterior con Mecanica Cuantica Molecular para observar el

rompimiento.

Near Attack Conformation.

87
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El programa computacional utilizado fue CHARMMv24 [43]. Cada wua de
las dindmicas se realizé bajo condiciones ambientales diferences con el fin de
explorar la conformacién CCA.
Los estudios realizados comprenden el uso de alguna o de todas las sigutentes
herramientas:

1. Coordenadas Iniciales.

2. Construccion de los enlaces de hidrégenos.
3. Minimizacion de_energia.
4, Solvatacién de la molécula v construccién del criscal.

5. Dindmica Molecular.

Estos métodos fueron descritos en los capitulos anteriores y aqui se expondran
los resultados de las dindmicas efectuadas con el fin de estudiar la catalisis de
la ribozima “Hammerhead” en presencia de iones de magnesio.

La molécula de ARN cuenta con 1321 dtomos {contando los hidrégenos) y en
la estructura cristalografica se encuentran 5 dtomos de magnesio. Los dtomos
de magnesio tienen designados los mimeros I, [I, TII. IV y VI, segin Scott et
al {14} que se muestran en la figura 4.1.

Figura 4.1: Imagen de las posiciones de los cinco icnes de magnesio.




89

Dindmica sin dtomos de magnesio

4.1 Dindmica de la molécula "Hammerhead”
completa sin atomos de magnesio

Para entender los cambios conformacionales que presenta un sistema de muchos
cuerpos sujeto a muchas variables como presion, temperatura, pH, etc., en prin-
cipio partimos del sistema mads simple que podemos tener y conforme entende-
mos el problema le vamos adicionando un mavor nimero de variables. El sis-
tema que queremos estudiar es una molécula de aproximadamente 1321 dtomos
y el fenomeno que queremos observar son los cambios conformacionales de esta
molécula en presencia de iones de magnesio. Por lo que para poder discernir
st un cambio es debido 0 no a la presencia de un ion metalico, necesitamos
un punto de comparacién. Este punto de referencia serd una dindmica de la
molécula compleia del “Hammerhead” en ausencia de iones de magnesio pero
hajo las mismas condiciones a las que se someteran las otras dindmicas con
metales. Es decir, la misma temperatura, presién, nimero de moléculas de
agua v las otras variables de la misma dindmica.

No hay que olvidar que segun los datos experimentales, la catalisis de la ri-
bozima existe aiin sin la presencia de iones metdlicos divalentes, pero esta se
desarrolla en tiempos muy largos comparados con aquellos tiempos en pres-
encia de iones divalentes. Los resultados de esta dindmica se mencionan a

continuacion.

Datos de la dindmica

La estructura capturada por cristalografia de Rayos X no puede detectar los
hidrégenos, asi que el primer paso gue se da para modelar la molécula es
afiadir estos enlaces de hidrégeno faltantes. Esto se hace a partir del archivo
de topologia que tiene integrado CHARMM y que es capaz de reconocer
los 4tomos como nucledtidos ¥ con datos tedricos asignar la mejor posicién
para estos hidrogenos. A continuacién se le agregan las moléculas de agua
como se describié en el capitulo anterior bajo condiciones CPT? en donde
se tuvieron los valores de 1 atm y 300 K para la presién y la temperatura
respectivamente.?. La siguiente parte consite en formar un cristal para darle
libertad de movimiento y conservar el mimero de moléculas. En esta parte del
programa contamos con aproximadamente 9000 atomos.

?Presién y temperatura constantes.
3Es decir, a 27° Celsius, que es la aproximadamente la temperatura de un sistema

bioldgico.
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Antes de que la molécula entre en la dindmica esta debe encontrarse relajada,
para lo cual se realiza una minimizacién de energia de 30 pasos del método
ABNR' v a continnacion inicia propiamente la dindmica. Los datos de la
dindmica se pueden ver en el apéndice I ¥ la grifica de la energia se muestra
en la figura (A) del apéndice II.

Resultados
En primer lugar se analiza la zona catalitica para ver si existe alglin cambio en

- - la eonformacidn- que no-sea. una-reaccion que invelucrara iones.de magnesio.___
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Flgura 4.2: Dindmico sin metales: (A) distancia relativa entre £ ~02 Cyv, (B) dngulo de la conformacidn
CCA O5 A1 — PA ) — Q2Cyr.

Distancias y angulos

Las distancias mads importantes de la zona catalitica se presentan en la figura
4.2, estas son la distancia entre el fésforo de la citosina (P Cyr) y el oxigeno de
la ribosa de este mismo nucleétido {02 Cy7) ya que es el enlace que se forma
después de la catdlisis. La distancia promedio observada esta en el intervalo
de 3.8 — 4.4 A. Es decir los 4tomos se encuentran muy lejos todavia de tener
interacciones para formar un nuevo enlace. La otra grafica presenta el angulo
CCA formado por los dtomos 02'Cy7 — PAy 1 — O5'A 1. Lo que observamos
es que este dngulo estd muy lejos todavia de formar por lo menos 130°. En
promedio permanece en el intervalo 90—120°. Lo cual es un valor muy pequeno
para permitir un cambio conformacional que leve al fésforo cerca del nuevo

enlace.

"Base adaptada de Newton-Raphson, ver seccién 2.6.4.
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Los pasos que ejecuta la dindmica puede consultarse en el Apéndice I, ah{ estdn
los pardmetros y el algoritmo de integracidn que en este caso es el algoritmo
“Leap-Frog” descrito en el capitulo 2. El paso de integracion fue de 0.002 ns v
en total se realizaron 100,000 pasos, con lo que el tiempo total de la corrida fue
de 200 ps. Las velocidades iniciales se asignaron de forma aleatoria de acuerdo
a la temperatura. Cada 10 pasos escribe las coordenadas de la trayectoria.

Figura 4.4 zoua catalitica después de 200 ps con Mgy

Resultados

En la figura 4.4 se observa la imagen final de la posicion de los dtomos de la
regidn catalitica. Esta regién estd formada por el nucledtido citosina 17 (C)7)
v la adenina 1.1 {A;1). La imagen es representativa de la conformacién con-
sistente durante toda la dindmica. El magnesio se acerca al oxigeno O2PA |,
v se mantiene en esa posicion durante toda la dindmica. Los cambios en las
distancias y angulos de otros dtomos se enuncian en los siguientes parrafos.

Para analizar los resultados de la dindmica, lo primero que se debe observar es
la estabilidad del sistema, para lo cual se estudia la grafica de energia contra
tiempo, figura {B) del Apéndice I1. En esta grifica lo que podemos ver es que
la energia se conserva, no se han graficado los 10 ps del inicio, debido a que
en esta etapa el sistema se estd estabilizando y la energia oscila mucho. Los
resultados de la dindmica son tomados en cuenta solo donde la energia aparece

de manera constante.
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Figura 4.5 Dindraica con un metal, Mgy i distancias relativas

Distancias y dngulos

La distancia que nos interesa principalmernte es la del enlace que se debe formar
de acuerdo a los mecanismos de catdlisis v el desarrollo de una conformacion
previa a la catdlisis. La primera grifica que nbservamos, figura 4.5(A), muestra
que esta distancia se mantiene en promedio en 4 A de separacion. Es decir,
hay un acercamiento debido a la presencia del magnesio, (en la dinamica sin
Mg(VI) la distancia es de 4.2 A.) En la grifica 4.5(B) y 4.5(C) observamos las
distancias entre el magnesio y los oxigenos O1FP y O2PF del f4sforo de A, ;.
Aqui vemos que el magnesio se une al 02 y se mantiene a una distancia de
entre 1.8 y 2 A. Esta unién se conserva durante toda la dindmica, lo cual nes
permite decir a que parte del ARN se une el magnesio en esta posicidn, La
grifica 4.5{D) muestra la distancia entre el magnesio v oxigenoc perteneciente
al enlace que se quiere romper, la distancia oscila entre 3.8 — 4.4 A, por lo
que no se observa nn acercamiento notorio. La grifica 4.5(E) muestra qgue tan
separado se encuentra el magnesio del O2'C,¢ perteneciente zl nuevo enlace.
Fste oxigeno debe perder un hidrégeno antes de unirse al fésforo segin los
mecanismos de reaccién. La iltima grafica muestra el enlace que se debe
romper, en la cual no se abserva indicio que muestre la intencién de la catélisis.
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El dngulo de ia conformacién cercana a la linea de ataque (CCA) se muestra
en la figura 4.6(A), el cual estd formado por O2'Cy7 - P A, — 05 A, ,. En
la figura 4.6, se muestran los valores de algunos dngulos durante la dindmica.
Vemos que no existe cambio significativo en estos valores, a excepcién el
hidrégeno cuya posicién oscila debido a que es un elemento ligero atraido por

los Atomos cercanos.

Conclusiones

Los resultados de DM con un 4tomo de magnesio en la posicidn VI no presentan
un cambio significativo en la conformacién hacia una linea de ataque previa a
la catdlisis. Sin embargo, todavia no podemos descartar que sélo sea necesario
un dtomo de magnesio pues necesitamos es explorar otros sitios cercanos a
la regién de rompimiento en los cuales pueda tener un papel importante la
presencia del metal. Debido al gran costo computacional de las dindmicas
(cada una se tarda 2 semanas en el equipo de Supercémputo de DGSCA,
“berenice8”), se decidié simplificar el sistema y considerar sdlo los dtomos
de la region catalitica y comparar los resultados con una dindmica completa.
Estos resultados se explican en las dos siguientes secciones.
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4.2.2 Posicién VI, dindmica corta sin cristal

Esta dindmica se realizé con sélo 8 nucledtidos cercanos a la regidén catalitica
y fueron:

Cadena a: Gao Uy C3 Uy

Cadena b: U1 Ci7 A1 Crp

Figura 4.7: Imagen de las posiciones iniciales del modelo corto del “Hammerhead”.

La dindmica se realizé con el fin de conocer qué factores pueden marcar difer-
encia entre una dindmica con toda la molécula y una dindmica con sélo la
region de interés, por lo que esta dindmica se realizé con sélo 8 nucledtidos y
sin el cristal, lo que significa que no tuvo condiciones de presion constante.

La justificacidn de esta aproximacidn se basa en el hecho de que en la molécula
completa de ARN vemos que hay partes que tienen muy poca influencia en la
region catalitica. El dtomo de magnesio sélo puede interaccionar con algunos
dtomos que estdn a su alrededor. Este tipo de aproximacion también nos
permite realizar varias dindmicas en muy poco tiempo, lo cual nos facilitara
alterar a la molécula con el fin de obtener mas informacion acerca de su rigidez

v actividad.
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Datos de la dindmica

Los datos del programa de entrada se presentan en el Apéndice I. A diferencia
de las otras dindmicas. en este programa no se pide la formacién de un cristal
(es decir, se omite la instruccidn 50 del cédigo de entrada de CHARMM,

apéndice I), por lo que Ia molécula no esta reestringida a permanecer en un
cubo y por lo tanto no hay presién constante. Las moléculas de agua de los

alrededores se separan considerablemente de la molécula.

n # ) J i N
’{_,_‘_\ . ,"NC o
R

A 1l

(A) (B)

Figura 4.8: Iinagen de la zona catalftica en el modelo corte sin cristal: (A} después de una minimizacidn
de 30 pasos, (B) después de la dindmica de 200 ps.

Resultados

La figura 4.8 muestra la zona catalitica minimizada y al final de la dindmica.
Se apreciar un gran cambio en la configuracidén, vemos que las bases estan
rotadas respecto a su configuracién inicial, ademas de que los dtomos de los
extremos tendieron a rotar y separarse de la molécula. Las condiciones que
no restringen el volumen constante, afectan de manera considerable ia esta-
bilidad de la molécula y por lo tanto su actividad biolégica puede cambiar

notablemente.

En la figura (F) del Apéndice II tenemos la grifica de la energia durante la
dindmica. La energia no es la misma que en la dindmica completa. Ademads
se ve como la energia no permanece estable alrededor de un punto sino que
presenta bastantes fluctuaciones. Esta grafica nos permite concluir que este
sistema mucho mds pequefio y con menos constricciones es inestable.




98 Capitulo 4

Distancias y dangulos

En las graficas de las distancias, figura 4.9, vemos muy pocos cambios con
respecto a la dindamica con la molécula de completa. Lo que se observa si
seguimos la trayectoria de la dindmica es que las moléculas de agua tienden a
evaporarse, es decir, tienden a alejarse por fuerzas repulsivas y por la energia
cinética que tienen. A pesar de que las distancias de los dtomos internos son
muy parecidas, esto es solamente durante una parte de la dindmica, ya que si
lé diéramosThas tiempo, lasramas-tenderian-a-separarse. ——- - —
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Figura 4.9: Dingmica del modelo corto sin cristal, Mgy, distancias relativas.

Tgualmente, los dngulos presentados en la figura 4.10, tendieron a mantenerse
constantes con excepcién del dngulo formado por O3’ Ay 1 — P A1, - 02 Cyy
de la primera grdfica, en donde se ve que hacia el final de la dindmica el
angulo entre ellos tiende a ser mayor porque los dtomos se van separando,
esto es contrario a lo que se quiere, que es una unién entre estos dos dtomos.
Vemos que el comportamiento de los Hidrégenos sigue siendo casi igual, todos
oscilando por las interacciones con dtomos vecinos.
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Figura 4.10: Dinamica del modelo corto sin cristal, Mgy . dngulos relativos.

Conclusiones

Con esta dindmica podernos darnos cuenta de varios detalles que son mpor-
tantes cuando se modela un sistema bioldgico. El ambiente normal en el que se
encuentra la molécula que estamos estudiando es dentro de la célula, es decir.
se encuentra rodeada de agua y otros elementos, ademds de encontrarse a una,
cierta presion y temperatura. Este tipo de elementos deben ser tomados en
cuenta si se quiere simplificar el problema para cuantificar el grado en que nue-
stro modelo deja de ser adecuado. Por lo que este modelo podria considerarse
malo por no preservar estos lineamientos, sin embargo, existen varias justifi-
caciones para haberlo llevado a cabo. En primer lugar, nos da una idea de la
importancia de los nucledtidos que se encuentran alejados. A primera vista
se pensarfa que no influyen, sin embargo, vemos que esto no es obvio hasta
después de haber realizado los cdlculos. En segundo lugar, al sistema se le
brindé una mayor libertad, los 4&tomos tenian menos restricciones de espacio v
podian colocarse mas rapido en los sitios a los cuales eran mas afines. Ademds
el sitio entre nucleétidos que debia presentar la catdlisis tuvo una mayor aber-
tura, permitiendo que los dtomos que debian tener un arreglo conformacional
lo hicieran de forma mas rdpida al no encontrar obstdculos o repulsiones de
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otros ditomos. Poriltimo, el sistema es mucho mas pegiteno. lo gue permite
repetir las dindmicas cortas de forma ficil ¥ con la oportunidad de estudiar
nn mayor nimero de variables. Todo esto nos mostré que vaiia la pena hacer
nn segundo estudio con la molécula pequena, pero cambiando las condiciones
que 1o hacen ver irreal, es decir, la condicidn de presion constante. Con esto
se evitaria gue los nucledtidos finales tendieran a alejarse y que la molécula
perdiera su conformacién. Se realizo esta dindmica con presion constante y los
resultados-obtenidos se_presentan a continuactén, .~

4.2.3 Posicién VI, dindamica corta con cristal

Datos de la dinamica

Esta dindmica se realizé igualmente con los 8 nucledtidos de la figura 4.7,
gque incluven a los mas cercanos a la zona catalitica. La diferencia con la
dindmica anterior fé que se construvo un cristal para mantener las condiciones
periddicas, es decir, presion constante, El cristal fué mucho mds pequeno que
en la dindmica completa por lo que se tuvo un considerable ahorro de tiempo

computacional.

(A)

Figura 4.11: Imagen de 1a zona catalitica en el modelo corto con cristal: (A} después de una miti-
mizacidn de 30 pasos. {B} después de 1a dindmica de 200 ps.

Resultados

En la figura 4.11, se tienen las imdgenes de la dindmica, esta se considera
mucho mas estable que la anterior, aunque también se ve como los nucledtidos
de los extremos tienden a rotar separdndose de su configuracion como molécnla
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completa. Sin embargo, la zona catalitica presentd la misma conformacién por
lo que se consideraron como vélidos estos cilculos debido a la similitud de las
graficas que se presentan a continuacion.

En la figura (G) del Apéndice II, tenemos la gréfica de la energia contra tiempo.
St le quitamos el periodo inicial correspondiente a la estabilizacion del sistema,
vernos que esta permanece constante en la dindmica. Esta condicién es fun-
damental para la validez de los resultados. De nuevo se observa que el valor
promedio no corresponde ai valor de la dindmica del modelo con la molécula
completa debido a que se tiene un nimero mucho menor de dtomos.
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Figura 4.12: Dinamica de! madelo corto con cristal, Mg, ;: distancias relativas.

Distancias y dngulos

En la figura 4.12 se tienen las graficas de distancias, se tiene aproximadamente
el misino valor promedio que en las grdficas de la figura 4.5. Como se tiene un
numero menor de nucledtidos es de esperarse que la molécula sea mds flexible
va que hay menos interaccion o fuerzas que la mantengan rigida.

En la figura 4.13 se muestran los mismos dngulos que en las dos dinamicas
anteriores. Como se puede apreciar, no hay variacion en estos que nos indiquen
una transicién hacia una conformacién previa a la catalisis de la misma manera
como pasa en la dindmica completa con un metal en la misma posicidn,
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Figura 4.13: Dindmica del madelo corto con cristal, Mgy r: dngules relativos,

Conclusiones

Con base en los datos mostrados en esta dindmica, podemeos decir que la es-
tructura corta se aproxima a la dinamica de la molécula completa siempre ¥
cuando se respeten las condiciones de cristal, esto no perrmite que las moléculas
de agua o las de los nucledtidos tiendan a escaparse y de esa forma desnatu-
ralizar 1a molécula. Con base en éstas dos muestras se decidié continuar con
las dindmicas con sdlo 8 nucledtidos con condiciones de cristal. Sin embargo,
a pesar de que se realizé un nimero considerable de corridas con diferentes
variables, como posicién del magnesio y temperatura, no se obtuvo una con-
formacién cercana a la catalisis. Por lo que se decidid continuar con dinamicas
de la molécula del “Hammerhead” completa y explorar la zona catalitica con
otras posiciones del magnesio. Ahora lo que se intenta observar es la importan-
cia de que los otros nucledtidos estén presentes para que se realice la catdlisis.
Esto de acuerdo a lo explicado en el capitulo 1, sobre la necesidad de que
ciertos nucleétidos esten presentes para que se lleve a cabo el rompimiento. La
siguiente dindmica modela todo el ARN pero colocando al magnesio en una

posicion diferente.
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4.2.4 Posicion II1

Figura 4,14 {A) Imagen de la posicion inicial del Mgrsr, (B) acercamiento a la zona catatitica con
Mgrry-

Esta dinamica se realizo con toda la molécula de ARN *“Haminerhead” con un
dtomo de magnesio en la posicion II1, figura 4.14(A) y un acercamiento a esta
posicién se observa en la figura 4.14(B). Este dtomo no es el mas cercano al
sitio de rompimiento, sin embargo, su posicién es muy cercana a las bases de
los nucledtidos que presentan rompimiento. Con base en esto se supuso que en
esta posicién el dtomo de magnesio podria influir en el cambio conformactonal
para que se presente la catdlisis. Las distancias del Afg;;; a algunos dtomos

fueron:
02'Cyr 2.8 A
03'Cyr 4.7 A
05 Ay, 5.6 A

Datos de la dindmica

Aligual que en las otras corridas, a esta estructura se le aplica primero una min-
imizacion de energia consistente en 30 pasos del método ABNR. La molécula
se colocd también en un cubo de agua con condiciones de presién constante y
temperatura de 300 K.

Leos pasos que gjecuta el programa se pueden consultar en el Apéndice I, que

son similares a los ejecutados por la dinamica sin metales pero con un metal
en la posicidn VI (ver instruccién 26 en el Apéndice I). El nimero de pasos
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ejecutado por la dindmica fué mayor, hasta llegar a los 260 ps.
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Figura 4.15: Dingeuica con un metal, Mgrry: distancias relacivas

Distancias y angulos

La primera grafica que observamos en la figura 4.13 es la que carresponde a los
Atomos que se deben acercar para formar un nuevoe enlace: 02'Cqyy — P Ay ).
En esta grafica vemos que la fendencia inicial fué de mantener una distancia
promedio mayor a los 3.5 A aunque consistentemente en la dindmica muestra
nna distancia de 4 a 4.5 A. Esta distancia es muy grande para que los dos
dtomos interaccionen. En los oxigenos O1P y O2F del A, ,, existe carga
negativa que podria influir en el comportamiento del magnesio, sin embargo,
en las grdficas 4.153(B) y 4.15(C), vemos que la distancia es mayor a 6 A, lo
cual indica que la fuerza de atraccidn entre estos dtomos y el magnesio es muy
pequedia. aunque si se logra observar que el dtomo Q1P A, | presenta el mismo
tipe de variaciones que en la dindmica con el Mgy, figura 4.5.

También observamos que el magnesio se aleja del J3'A;;, indicando que el
metal es atraido por otros dtomos cercanos. Vemos que uno de estos aparece
en la grifica 4.15(E), donde se observa que el magnesio se enlaza al 02'Cyz7
manteniendo una distancia promedio de 2.2 A consistentemente durante toda
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Figura 4.18: Dindmica con un metal, Mgy;r: dngulos relatives

la dindmica. La formacidu de este enlace estd también caracterizado porque
el hidrdgeno unido a este oxigeno, el H2'C,q, presenta una menor atraccién
formando un puente de hidrdgeno con el 03'Cy5 donde se observa una distancia
promedio de 2.2 A durante toda la dindmica. Al inicio existe la formacion de un
enlace con el O3 A ;, sin embargo, el enlace se rompe casi inmediatamente.
Cabe senalar que este hidrégeno podria ser el que se une al QY A,y para
saturario cuando se da la catdlisis, aunque también podria realizarlo cnalguier
otro hidrégeno suelto va sea de la molécula de ARN o de una molécula de

agua.

El enlace que se quiere romper, permanece igual que en todas las dindmicas a
una distancia promedio de 1.6 A.

Con respecte a los dngulos, observamos en la figura 4.16 (A}, que debido al
alejamiento entre el fosforo 7 A ; y el oxigeno 02 Cy,, el dngulo de la linea
de ataque mostré una tendencia a disminuir; bajé de 120° a un promedio de
100°, esto es contrario a lo que se requicre para observar un rompimiento {por
lo menos con umbral de 150°). Los otros dngulas también indican que no hubo
ningin cambio conformacional hacia la estructura CCA.
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Conclusiones

Con base en lo anterior podemos concivir de forma general que el dtomo de
magnesio en la posicién 11 por si solo no lleva a la formacién de una estructura
CCA. De hecho se adhiere . los oxigenos 02'C,, y O2C,7. Este primer atomo
participa en la catdlisis y al estar unido a este magnesio pierde totalmente
su flexibilidad y no puede interaccionar con ningun otro dtomo. Por lo que
seguramente un dtomo de magnesio en esta posicidn no favorece la catélisis.

Las dindmicas anteriores exploran la zona catalifica con el dtomo de magnesio
s0lamente en la posicion VI, sin embargo, falta explorar otras posiciones cer-
canas a esta zona, por lo que se decidid realizar otra dindmica utilizando una
posicién distinta para el dtomo de magnesio [14]. Esta posicidn es la IIT en la

figura 4.1 y la dindmica que se presenta a continuacién.

4.3 Dinamicas de la molécula completa con
dos atomos de magnesio

En la figura 1.17 sc mostraron las dos posibles mitas para el mecanismo de
reaccidn de la ribozima “Hammerhead”. En ella tenemos ia ruta con un ion
metalico v con dos iones metdlicos. En esta seccidn se estudiarad si en el cambio
conformacional del “Hammerhead” en direccidn a un rompimiento se requieren
dos iones metdlicos. Como se ver en la figura, un ion metalico se adhiere al
oxigeno O2P A1, y el otro al oxdgeno Q2'Cy7. Asi que los iones que debemos
escoger para la simulacion deberan ser los mas cercanos al sitio de rompimiento
v a estos dtomos. Viendo la figura 4.1 de este capitulo donde se presentan todos
los atomos de magnesio que nos proporciona el andlisis experimental, tenemos
que los posibles lones a elegir se encuentran en las posiciones VI y I, los
resultados los se presentan a continmacidn.

Hay que mencionar que al colocar dos iones metalicos Mg?* aumentara la
complejidad del sistema, debido a que el magnesio es un dtomo grande y con
afinidad a formar complejos tetraédricos. Es decir, los lugares en donde el
magnesio se colocarfa en una posicion estable son aguellos en los pueda aso-
ciarse con 6 dtomos de oxigeno. Estos dtomos de oxigeno pueden provenir
tanto de la cadena de ARN como de moléculas de agua. Al colocarse en esta
conformacién creard cambios en la distribucién de los Atomos de dos maneras:
nna es adhiriéndose el dtomo de oxigeno o adhiriéndose a dos 0 mas atomos de
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oxigeno compartiendo el enlace entre estos. El primer cambio serd fijo, pero
la segunda forma le propiciard una mayor flexibilidad a la molécula que le
permitird tener otro tipo de interacciones. Al colocar dos dtomos de magnesio
también se provocara mavor repulsion entre ellos v también entre los dtomos
con los que forme enlaces. Todo esto nos ileva a estudiar con mas detalle el
papel de dos dtomos de magnesio en el rompimiento. Es posible que para
alcanzar cambios conformacionales mas relevantes influyan directamente dos
atomos de magnesio, sin embargo, estos no pueden encontrarse tan cerca uno
de otro, por lo que tal vez en la catdlisis sdlo intervenga un dtomo de forma
realmente directa. Esto lo veremos en las simulaciones con Mecdnica Cudntica
en las cuales si se puede observar rompimiento de enlaces v asi determinar si
la posicion del magnesic influye ¢ no en el rompimiento. Estas dindmicas se
explican al final de] capitulo.

4.3.1 Posicién III y VI

En esta dindmica intervienen dos atomos de magnesio los cuales se encuentran
en la posicidn V1, que es el dtomo cercano al fosfore, en la posicion £17, que es
el Atomo cercano a las bases. En la figura 4.17(A), se observa la posicién inicial
de estos 4tomos ¥ un acercamiento a la zona se muestra en la figura 4.17(B).
Aqui vemos también las distancias inciales del magnesio a los oxigenos mas
cercanos con los que podria interaccionar.
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F‘igura 4.17: (A) Imagen de las posiciones iniciales con dos magnesios, Mgy ¥y Mgrsr, (B) Acercamicnto
a la zona catalitica con Mgyr ¥ Myrir-
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Las distancias entre los dtomos de oxigeno mis cercanos a los magnesios v los
magnesios en la estructura cristalografica son:

Mg(i1l) - O3¥C; 463 A
Mg(FID =01 4, 243 A
Mg(ITI) = O2P Ay 483 A
(VI) = O3C; 4.74 A
(VI) - 02Cy; 2.82 A
(

My
My

T MgV =054, 5.66 A— e _ -

»

Datos de la dindamica

En el Apéndice I, tenemos los datos de la dinamica con dos metales. Es
totalmente semejante a las anteriores salvo el numero de atomos en el cual el
archive “metals.pdlb” fue modificado para incluir dos iones de magnesio. La
temperatura fue de 300 K y la molécula estuvo sumergida en un cubo de agua
a presion constante. En este caso se decidid darle un nimero de pasos mayor
a la dinamica, el cual fue de 300 ps para explorar la posiblidad de que los
cambios conformacionales que se investigan requieran de un tiempo mayor.
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Fignra 4.18: Dinsmica con dos metales, Mgy, y Mgy distancias retativas.
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Resultados

A diferencia de las dindimicas anteriores, esia dindmica comprendid hasta
300 ps en lugar de 200 ps. Realizando una rdpida observacién en las graficas
de las distancias, se logra observar como a tiempos mayores a los 200 ps, la
estructura todavia presenta cambios significativos en su conformacion que de
haber ntilizado un tiempo menor no se observarian. En este caso se opt6 por
un tiempo mayor debido a que el sistema presenta mais variables por lo que
seria mds dificil que alcanzara un equilibrio estable, ya que el sistema tiene
un comportamiento mds desordenado. La grédfica de la energia se presenta en
Ja figura (D) del Apéndice IT. Veamos los resuitados obtenidos con estas dos

pesiciones,
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Figura 4.19: Dindmica con dos metales, Mgy, ¥ Mg; ¢ distancias relativas.

Distancias y angulos

En la figura 4.18 y 4.19 se encuentran las griaficas de distancias. Tenemos
primero, la distancia entre el O2'C,7 y el PA; 1, aqui observanos, a diferencia
de las dindmicas anteriores, una tendencia a que esta distancia alcance los
3.5 A en el periodo de tiempo comprendido entre 160 y 210 ps. Esto es un
cambio notorio con respecto a la dinidmica con un metal, debido a que se
observa mayor movimiento de estos dtomos lo que en algin momento podria
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determinar un acercamiento entre ellos, adecuado para la [ormacion de un
nuevo enlace. Vemos que el Mgy, sigue unido al O2P A, consistentemente
en roda la dindmica, aunque también observames que un pequeno intervalo de
tiempo. este se acerca al O3’ A | hasta encontrarse a 3.5 A Bnlamisma figura.
4.18(E}, observamos que es'e misino magnesio, Mgy, se mantiene alejado del
02'C17. La razon de este alejamiento tal vez sea gue este oxigeno se une al
magnesio Mgy, figura 4.18(C), ¥ debido a la repulsién entre magnesios, el
oxigeno se mantiene alejado del Mgy ;. El Mgy tambien permanece unido al
- 02C;7, queé és un oxigeno de la citosina. Mientras que sn interaccidénconotros-
oxigenos es casi nula como el Q2P A, o el O Ay, que estdn coordinados al
otro magnesio. No se observa cambio en el enlace a romnper, el PA -0 Ay .

De acuerdo con la descripcion de distancias, vemos que cuando hay un mayor
acercamiento entre el OYCi7 v el PA,,, figura 4.18(A), es cuando mayor
aparece el dngulo CCA enire el 02C7 — P Ay — O5A,,, figura 4.19(A)}.
Los otros dngulos que podrian indicar un cambio conformacional permanecen
constantes.
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Figura 4.20: Dinamica con dag metales, Mgy y Mgy dngulos relativos.
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Conclusiones

Con base en la discusidn anterior, podemos concluir que esta dindmica arroja
mas resultados positivos a favor del mecanisme propuesto para la catalisis con
dos metales. El problema es saber si en esta misina dindmica se podria observar
una mejor conformacion para la catailisis si esta se realiza en un periodo tem-
poral més largo. Cabe mencicnar que esta dindmica se realizé durante 300 ps,
es decir 30000 pasos de integracién mds que las dindmicas anteriores. Esto se
hizo con el fin de observar durante més tiempo el comportamiento del sistema
pero no se ciienta en c¢stos momentos con la posibilidad de realizar dindmicas
por periodos mas largos, debido principalmente a que ocupan grandes canti-
dades de tiempo computacional v espacio en disco. Ademds de que un sistema
con este numero de variables tiende a presentar un comportamiento que 1o
converge, es decir, tiende a seguir cambiando de acuerdo a como se aumente
el tiempo sin apreciarse una conformacién fija, debide a que el sistema real
deberia romperse y no oscilar entre diferentes posiciones.

La siguiente dindmica explora otras posibles conformaciones del “Hammer-
head” con los mismas posiciones de los magnesios pero con mayor energia.
Para esto se le colocd a una temperatura de 600 K. Los resultados de esta
dindmica se presentan a continuacion.

4.4 Dinamica de la molécula completa con cinco
atomos de magnesio

4.4.1 Posicién I, I, III, IV y VI

En esta dindmica se introdujeron Jos 5 dtomos de magnesio que aparecen en es-
tructura cristalografica [14]. La dindmica se realizé con el propdsito de acelerar
el proceso de catdlisis. Se sabe de los experimentos que a mayor concentracion,
mas rdapido ocurre el rompimiento. Los resultados obtenidos nos servirdn para
observar qué tanto es capaz la Dinamica Molecular Clasica de simular este
proceso bioldgico. Debido a que el nimero de iones metalicos es mayor que
antes, existen mas posibilidades de cambios conformacionaies, lo cual podria
darnos una orientacion de cémo se estd [levando a cabo este proceso y cudles
podrian ser las siguientes variables a anadir.

El esquema de los iones metdlicos esta dado por la figura 4.1, en la cual apare-
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cen las posiciones de los cinco atomos de magnesio, estos correspounden a los
nimeros I, 11, 111, IV, V1. Como observamos de las dindamicas anteriores,
el Mg corresponde al idn que se une al O2P A1 y permancee firme cn esta
posicién durante toda la dindmica. Sin embargo, el otro itomo de magnesio,
el Mg;;r que se habia observado unido al O2'Cy7 va no se encnentra tan afin
a esta posicién, la distancia de maximo acercamiento es de 5 A. El Mg es
el magnesio mds cercano al oxigeno O2'Cyr. Asimismo, la formacién de un
nuevo enlace o la de una conformacidon CCA, se encuentra mucho mas distante
bajo estas condiciones que-en aquellas-donde habia uno o-dos atonos mag-
nesio, contrario a la evidencia experimental, donde este proceso deberia estar
acelerado por la mayor concentracion de iones divalentes.

Datos de la Dinamica

Los datos de esta dindmica aparecen en el Apéndice [. Se mantienen las mismas
condiciones que en las dindmicas anteriores, presidn y temperatura constante,
la presién fué de 1 atm v la temperatura de 600K, Antes de iniciar la dinamica
se realizé una minimizacion de energia, como la estructitra presenta un nimero
mayvor de variables que podrian desetabilizarla, el nimero de pasos fue de
200 con el método ABNR descrito en el capitulo 2. El mimero de pasos de
integracidn de la dindmica fue de 250000 que corresponde a 500 ps.

Resultados

En la figura (E) del Apéndice I, tenemos la grafica de la energia, en ella
podemos observar que esta se mattiene constante después de un perioclo de
cquilibracién de aproximadamente 10 ps. No se observa ningun salto, por lo
que no hubo ningun cambio conformacional importante.

Distancias y dngulos

La primera grifica que estudiaremos serd la de la distancia entre los dtomos
que formarian el nuevo enlace: PAy; —02'Cy, figura 4.21(A). En esta grafica
observamos quc la distancia promedio se encuentra entre 4.2—-4.6 A y presenta
un ligero brinco a los 360 ps. Este brinco tiende a acercar a los dos dtomnos a
una distancia de 3.25 A. Sin embargo, el acercamiento na es algo consistente,
sino que se da durante un corto periodo de tiempo.

Las siguientes graficas, muestran qué atomos de magnesio se acercaron al
oxigeno O2'Cy7. Vemos que el Mgy es el que logra acercarse mds a este
oxigeno. pero no forma un enlace consistentec como fue el caso de dos iones
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Figura 4.21: Dindmica con cinco magnesios: distancias relativas,
o En

metéilicos donde observabamos como este magnesio permanecia firme en esta
posicion, ligura 4.19(C) y que ningiin otro magnesio se logra acercar a esta
zona. Observamos en la siguiente gréfica, figura 4.21(C). que el Mgy, se
mauntiene unido al O1PA,; durante toda la dindmica, en la misma forma
consistente que en las otras dindmicas.

Al mismo tiempo que el M gy; se acerca al Q2'C) vernos que se acerca también
a los oxigenos O3'A,; y O2PA,,, figura 4.21(D) y (E). El enlace que se
debe romper: PA,; y O3A,,, figura 4.21(F), no muestra ningiin cambio
importante que indique una repulsién o catalisis.

Respecto a los dngulos, figura 4.22, vemos que el dngulo de formacién previa
a la catalisis es menor a los 90° durante toda la dindmica, lo cual nuevamente
no indica ningun cambio conformacioual hacia una catjlisis.

Conclusiones

A partir de los resultados anteriores vemos que en el estudio de la conformacidn
previa a la catdlisis de la ribozima “Hammerhead” no es necesario incluir
varios iones de magnesio. En un principio se crefa que era necesario un cambio
conformacional en todo el “Hammerhead y este cambio implicaria un cambio
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en la zona catalitica pero los datos mmuestran que esto no ¢s asi.  Aunque
el papel de los lones de magnesio debe ser importante para la catdlisis, es
probable que su papel tenga que ver con una estabilidad estructural mds que
con su participacion explicita para la catdlisis. En esta dindmica se i un
tiempo mucho mayor que en las dindmicas anteriores con el {in de fener un
intervale mayor para dar lugar a cambios importantes. Vemos que no ocurre
asi, es probable que se requiera de un tiempo computacional ain mayor,

Antes de presentar los resultados obtenidos con los cdiculos ab initio realizare-
mos un estudio sobre los cambios conformacionales presentados en la estructura
a fin de que podamos confirmar algun ofro dato experimental. Este estudio
se basa en el andlisis de los puentes de hidrdgeno supuestos por los autores de
la estructura cristalogrdfica [14] obtenida por rayos X, ademds se estudia si el
rompimiento de alguno de estos enlaces explica los cambios conformactonales
presentados en las diferentes dindmicas y también se esclarecerd si el cambio
en la zona catalitica esta relacionado con cambios generales en la estructura
el “Hammerhead".



Andlists de puenies de hidrogeno en las dindmicas 115

4.5 Analisis de puentes de hidrégeno en las
dinamicas

Se realizd un estudio sobre los cambios en la estructura debido a los puentes de
Hidrégeno.  De acuerdo a lo mencionado en ¢l capitulo 1, tenemos
bdsicamente 15 enlaces de este tipo para la estructura propuesta por Scott

et al [14].

La tabla 4.1 muestra la distancia promedio de los puentes de hidrégeno. También
se presenta la desviacidn estdndar que indica el margen de desviacién de la dis-

tancia promedio relativa. Se presentan 1inicamente las dindmicas

realizadas con la molécula “Hammerhead” completa.

| Tabla 4.1 Puentes de hidrdgeno T
Puentes de hidrdgeno Sin Mg Un Mg Un Mg | Dos My Cinco Mg

(VI) (rny | (FIILvn | (Tedos)

(N3~ H3)U; - - O6Gy 3404054 | 3.21£0.65 1 4.44+£1.26 | 3.01£0.29 | 3.16£0.44
(N2 - H21)Gg-- - O2PA, 5 347+0.53 | 2.92:0.56 | 2.98£0.50 | 3.17£0.73 | 3.05£0.67
(N2 - H22)Gg - NTA13 2.01x0.14 | 203£0.17 | 2.03+£0.15 | 1.99£0.14 | 2.0210.16
(N6 - H61)A: 3+ - N3Gj 2.1940.21 | 2.27+0.26 | 2.30£0.24 | 2.26£0.20 | 2.27+£0.25
(N6 = H62)A13 - - O4'Gy 256033 | 2.92+£0.43 | 2.89+£0.40 | 2.84+0.39 | 2.71£0.36
(N1-H1)G2- - 02'Gg 400048 | 3.03£0.56 | 2.80£0.52 | 3.67+£0.79 | 3.76£0.53
{(N2—- H21)G12+ - 02'Gg 3.03+0.55 | 2.15+£0.33 | 209+£0.26 | 2.76x0.60 | 2.61+0.49
(H2 - H22)G12-- - NTA,g 2.08+0.18 ) 2.09+0.19 | 2.05+0.26 | 2.06+0.17 | 2.06+0.16
(VN6 — HBD)Ag - -- N3Gy 3 2194018 | 2.23+0.23 | 2.25+£0.22 | 2.24+0.26 | 2.22+0.20
(N6 — H62)Ag - -- O2Gy 2 2.10+0.26 | 2.21x0.31 | 2.16+0.24 | 2.24%£0.34 ) 2.1520.26
(N6 — H62)Ag - - - O4Uqg, 237044 ) 4.96£0.92 | 6.77+1.11 | §.72x0.75 | 4.9540.57
(N4 — H42)Cy7 - - - N3ICy 3.07£0.30 | 3.13+%0.26 | 3.29£0.30 | 2.56+0.48 | 4.89+2.28
(N3-H3)U,---01PUy 2.73+0.16 | 2.76+0.13 | 2.75+0.19 | 2.79£0.13 | 273+£0.12
(02 - HO2YU, ---NTAg 289+0.13 | 2.86+£0.11 | 2.86x0.12 | 2.8540.13 | 2.88+0.13
(02 — HO?}Gy5 ---02'Cig2 | 3.34+£0.56 | 3.2T720.39 | 3.87+0.538 | 2.86+0.17 | 3.89+0.57

Tenemos en primer lugar los puentes de hidrdgeno en los que consistentemente
permanecid el enlace durante todas las dindmicas, estos fueron:
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i) N6A;s H6lA,3 - N3Gy
i) N2Gp2 H22Giz2-- NTAg

i) N6 Ay HElAg - N3Gy,
iv) N6Ag HE2Agq- 002Gy,
\') _M.S U4 H3U com Olp U7

\1) C)?‘r U,; HO: U4 Lo ."\‘r7 A(j

- La_mayoria de_estos nucledtidos _se encuentran en la “vuelta en U7,

Ny, Uy, N2 Gg, 19, por lo que se puede decir que estas bases son

necesarias para la preservacién de la forma del “Hamimerhead”. El enlace
que definitivamente nunca se did en todas las  dindmicas

realizadas es:

i) Ngdis, — H624, - 040,

De los otros enlaces que permanecen mas flexibles en las dinamicas con pocos
metales, notamos que en la dindmica con cinco metales son mucho mas fuertes,
siendo las distancias promedio v la desviaciones estandar mas pequeiias, lo que
va de acuerdo con la teoria de que los iones divalentes estabilizan la estructura
del ARN, con excepcion de un enlace, el N3C30 — H42C,7, que notoriamente
aparece a distancias cereanas a los 3 A en las dinamicas con baja densidad de
iones mctdlicos, mientras que con cinco iones metalicos casi llega a los 5 A.
Tal vez el rompimiento de este enlace se encuentre relacionado con lu aumento
de la tasa de catalisis de la ribozima al aumentar la concentracion de iones

divalentes.

En vista de que ni con mayor temperatura ni con mayor concentracion de
magnesio se observa un cambio conformacional importante, es probable que
este cambio no pueda ser observado utilizando dindmica molecular a partir
de Campos de Fuerza. Para poder comprobar si efectivamente se puede pre-
sentar un rompimiento en el “Hammerhead” se recurrié a dinamicas ab in:-
tio. No se presentard la base tedrica de estas dindmicas, solo se presentaran
los resultados obtenidos v en el siguiente capitulo se compararan los resulta-
dos obtenidos clisicamente con los resultados obtenidos utilizando dinamica

molecular cuantica.
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4.6 Dindamicas ab initio de la zona catalitica

4.6.1 Dinamica con un ién de magnesio

La primera dindmica realizada involucra solo un dtomo de magnesio. Debido
a que los cédlculos ab initio son muy costesos computacionalmente, solamente
se tomaron en cuenta los atomos cercanos a la catalisis de los nucleétidos Cy»
y Air

Datos de la Dinamica

Los atomos que intervinieron en estos cdlculos consistieron en las dos ribosas de
los nucleétidos Cy7 v Aq.;. Los enlaces correspondientes a sus respectivas bases
fueron saturados con hidrégenos. Ademas se incluvo el dtomo de magnesio en
la posicidn VI, que es la posicion mas consistente en las dinamicas desarrolladas
con un metal, dos metales y 5 metales. También se incluveron las moléculas
de agua mas cercanas a la regién catalitica.

La dindmica se realizé con un total de 78 dtomos entre los cuales teniamos
hidrégeno, oxigeno, carbono, fésforo y magnesio. Los 4tomaos correspondientes
al nucledtido tuvieron bases 6 — 31G* y los dtomos que forman las moléculas
de agua tuvieron bases minimas. El programa utilizado fue NWChem®. La
dindmica se desarrollé durante 160G fs.
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Figura 4.23: Gréficas de distancias interatémicas en la dindmica ab initio con un dtomo de magnesio

Resultados
En la figura 4.23 tenemos las graficas de distancias, en la figura 4.24 se mues-

tran los cuadros de algunos eventos importantes.

*High-performance Computational Chemistry group of the Environmental Molecuiar Sci-
ences Laboratory (EMSL} at the Pacific Northwest National Laboratory {PNNL). (Point of

Contact: Rubén Santamaria}
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(€) (D)

Figu ta 4.24: Dindmica cudntica con un ion de magnesio

La primera figura 4.23{A) muestra la conformacidn al inicio de la dindmica,
la distancia entre el el dtomo de magnesio v el O2PA,; es de 2.56 A. Lo
primero que observamos en la figura 4.23{B), después de 20 fs de dindmica es
el rompimiento del enlace PA,  — O Ay 1, este rompimiento ocitrre cuando el
dngulo CCA tiene un valor de¢  89° A continuacién, en la
figura 4.24(C), el O1PA; se une a un dtomo de hidrégeno a una molécula de
agua que se encontraba cn su vecindad. El enlace es inestable al inicio, pero de-
spués permanecce durante toda la dindmica. Por otro lado, vemos que el dtomo
de magnesio en esta posicién tiende a alejarse de la regidn catalitica al mismo
tiempo que los oxigenos del fosfato como se ve en la grifica de distancias,
figura 4.23. En la misma figura 4.24(C) se rompe el enlace O3¥A;; — PAy ;.
Otros enlaces, que se suponen mas fuertes, son inestables, como por ejemplo
los enlaces que se rompen v vuelven a formar, el C3'Cyp — O3'Cy7 vy del azticar
C4'Cy7 — O4'Cy7 en la figura 4.24(D). Esta ltima figura también muestra el
final de la dindmica. Se decidié terminarla aqui debido a que tanto el atomo
de magnesio como el {6sforo se alejan sin formar nuevos enlaces con los atomos

de las pentosas.
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4.6.2 Dinamica con dos iones de magnesio

La segunda dindmica realizada involucra dos dtomos de magnesio v consiste
igualmente en las dos ribosas de los mucledtidos Ay, vy Cir, ademds de las
moléculas de agua que se encuentran nunidas tanto a los magnesios como las
posibles moléculas de agua que podrian ser donadores de hidrégenocs. Las

distancias iniciales fueron:

i) PA,;-05A,; 13534
i) 02Cy;—PAy; 3194
i) Mgr, —02Cy; 218 4
iv) Mg -O2PA,; 256 4

Resuitados
La figura 4.25 muestra la distancia relativa de los dtomos participantes.
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Figura 4.25: Grdficas de las distancias interatémicas en la Dindmica ab initio con dos metales

En la primera figura, fig 4.26(A), tenemos la molécula en el estado inicial de la
dindmica cuantica. Aqui se observan los dos magnesios correspondientes a las
posiciones III y VI y los dos anillos de la pentosa del A;; y Cy7. Los enlaces
correspondientes a las bases de cada pentosa se saturaron con hidrégenos, estos
hidrégenos son inestables y rapidamente entran en resonancia separdndose de
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Figura 4.26: Dindmica cudntica con dos iones de magnesio

la molécula principal.

En la figura 4.26{B) vemos el primer rompimiento importante de la molécula
que corresponde al enlace PA, 1 — 0% A4, de acuerdo a los mecanismos de
reaccion que involucran a dos metales, figura 4.26(A). Sin embargo, siguiendo
la evolucidn de la dindmica vemos en la figura 4.26(C) que a continuacién se
rompe el enlace entre ¢l PA;; — O3 Cyy, figura 4.26((B), dejando libre al
atomo de fésforo con sus dos dtomos de oxigeno O1PA,, y O2PA,,. En la
figura 4.26(C) vemos que existe un rompimiento momentdneo de la molécula
de azitcar de la Cy4, después de unos pasos la molécula recupera su estructura
estable. El dtomo de fosforo se encuentra libre de la molécula de azicar y se¢
aleja del atomo con el cual deberfa formar un nuevo enlace el 0O2'C, 4, grifica
4.25(D). Se supone que el 02'Cy7 se desprende de su hidrégeno para reaccionar
con el fésforo, pero esto no ocurre y el oxigeno no se encuentra en libertad de
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Interaccionar con otros 4Lomos.

El dtomo de fésforo suelto, empleza a reaccionar con los Atomos de alrededor
v el oxigeno O2PA, ;| se satura con una molécula de hidrégeno formando un
grupo hidroxilo, figura 4.26{C). Este ditomo al igual que el Mgy continda
alejdndose, como se ve en la figura 4.25(D) v en la grafica 4.25(C). En este
momento se decide terminar la dindmica.

A lo largo del capitulo se han presentado los resultados obtenidos hasta ahora.
En cada dindmica hemos presentado las conclusiones particulares. Sin em-
bargo, el conjunto completo de dindmicas clasicas y cuanticas nos lleva a con-
clusiones generales que se presentan en el siguiente capitulo, as{ como cuales
serian los pasos siguientes para continuar con el estudio de la catdlisis del
“Hamimerhead".
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Conclusiones

En este capitulo se exponen las conclusiones generales del estudio realizado
sobre el mecanismo de reaccidon de la ribozima “Hammerhead” y el papel de
los iones metalicos divalentes en la catalisis. Los estudios comprenden simu-
laciones tanto de Dindmica Molecular clasica de la molécula completa como

caleulos ab initio del sitio de rompimiento.

Los cambios conformacionales de la ribozima “Hammerhead” se efectuaron
con base en la estructura resuelta por W. Scott [14]. Aunque la estructura
es la que mejor describe a la ribozima “Hammerhead”, presenta las limitantes
inherentes a cualquier macromolécula resuelta por cristalografia de ravos X.
Entre cstas tenemos que la estructura presentada no se obtuvo en un ambiente
biolégico, ademas de las técnicas utilizadas con ¢l fin de obtener una estruc-
tura cristalina. Finalmente, el archivo PDB utilizado contiene posiciones de
5 atomos de magnesio que fueron determinadas por métodos indirectos.

Al investigar la catalisis del “Hammerhead” nos hemos basado en las dos
hipdtesis que existen hasta el momento sobre ¢l mecanismo de rompimiento de
la molécula [17]. Mientras un mecanismo se inclina hacia la intervencién de
un sélo metal divalente {6], el segundo mecanismo favorece la participacion de
dos iones metdlicos divalentes. Sin embargo, ambos mecanismos presuponen
que antes de la catdlisis el “Hammerhead” debié haber pasado por un cam-
bio conformacional que colocara a los atomos invelucrados en el rompimiento
en una posicion de Linea de Ataque. Al respecto también se han formulado
varias teorias sobre la direccidn en la cual se debe realizar el cambio. Una de
estas establece que el nucledtido C170 debe girar sobre la cadena de fosforos
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hacia fuera exponiendo al O2'C170 a ser atacado por un Afg*? v perder su
hidrégeno v asi ser atacado por el PA11 para formar un enlace fosfodiester.
La otra teoria propone que es el féstoro A1l con sus dos oxigenos pro — R
v pro — S el que debe girar hacia el interior de la cadena. favoreciendo el
rompimiento del enlace PA11 — 03 All y acercandose para atacar al oxigeno
02'C170. Cualquiera de estos dos mecanismos supone un cambio de energia

nuy grande,

Los caleulos realizados con DM cldsica pretendian observar un cambio
conformacional del “Hammerhead” que dejara a 165 dtomos que intervieden
en la catilisis en posiciones previas a la formacion y rompimiento de en-
laces en los atomos respectivos. Para tal efecto adoptamos el criterio estable-
cido por Torres ef al [6] para el desarrollo de una conformacion de Linea de
Ataque previa a la catdlisis {CCA). Este criterio establece que la distancia
promedio entre el P A1l y el 0?C170 debe ser menor a 3.5 A v el dngulo
entre O2’C170 - PA11 - 05 A11 debe ser mayor a 150°. Conociendo las lim-
itaciones de utilizar un método que otorga flexibilidad al sistema de atomos
pero que no deja que éstos presenten rompimientos, creemos que el conjunto de
simulaciones brindan al sistema las variables suficientes para observar cualquier
cambio conformacional. Sin embargo, como se ha expuesto en ¢l capitulo an-
terior no fue posible observar un cambio que favoreciera a alguna de las ten-
dencias expuestas con anterioridad.

Con el fin de observar cualquier cambio conformacional en la ribozima
“Hammerhead”, las dindmicas fueron realizadas bajo diferentes condiciones.
Las variables consideradas fucron ¢l niimero y las posiciones de los atomos de
magnesio, formacion del cristal, temperatura, energia, flexibilidad y niimero de
nucledtidos. No se observo este cambio en las posiciones de los dtomos, y esto
puede tener diversas causas, entre las cuales se pueden sugerir las siguientes:

i} El programa computacional de DM fue CHARMM, pero el conjunto
de pardametros para el Campo de Fuerza no es totalmente adccuado.
Sabemos que existen nuevas versiones de este programa y tal vez en un fu-
turo sea posible realizar nuevas simulaciones con pardmetros

diferentes.

ii) Es probable que el cambio conformacional no pueda modelarse
utilizando potenciales semiempiricos., Los mecanismos propuestos
establecen un cambio conformacional previo a la catélisis. En las dindmicas
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ab initio observamos rompimiento en la ribozima, lo cual podria sugerir
que el mecanismo sea diferente; primero se efectia el rompimiento y a
continuacién se da el cambio conformacional.

iii) Por otra parte, es también posible que no se le hayan dado los periodos
de relajacidn v equilibracion adecuados, pero existen varias limitantes en
el tiempo y espacio que ro nos permitieron realizar las simulaciones por
largos periodos de tiempo. Esto, sin embargo, nos llevd a buscar alterna-
tivas que nos permitieran acelerar el proceso de cambio conformacional,
tales como el incremento de la temperatura o el numero de magnesios.
Sin embargo, no se observaron cambios evidentes,

Entre los resultados obtenidos v que nos permiten creer que las simulaciones
arrojarian informacién correcta es la concordancia entre los resultados teéricos
v algunos resultados experimentales. Uno de esos es el hecho de que el mag-
nesio en la posicién VI, se coordina de forma directa y consistente en todas
las dindmicas al oxigeno pro — R del fosfato A11. La evidencia experimental
indica que la catdlisis no es posible si este oxigeno es sustituido por algin otro
elemento, lo cual reafirma su participacién. En referencia al magnesio en la
posicion III v su adherencia al oxigeno O2'C170, esta no fue tan marcada
como el caso anterior. Mientras este proceso se observé fuertemente cuando se
modeld un sdlo metal, este efecto desaparecié cuando se incluveron mas iones
metalicos. Si consideramos que el sistema con un nimerc mayor de magnesios
favorece la catdlisis, esto podria indicar que para observar el rompimiento del
oxigeno 02'C170, este debe encontrarse en libertad de movimiento. Otra con-
cordancia entre los calculos computacionales y tedricos se refiere a los puentes
de hidrégeno, los cuales se observaron en mayvor ¢ menor medida dependiendo
de las condiciones, indicando que la conformacién del “Hammerhead” con la
cual estabamos trabajando manifestaba una estructura estable que mantuvo
su forma y tamano de forma consistente en todas las dinamicas. Uin caso en
el cual se podria seguir trabajando seria el Unico puente de hidrégeno cercano
a la region catalitica, el N3C3 — H42C170. En la hipdtesis sobre la direccién
del cambio conformacional se indica que la citosina C170 debe girar. Sin
embargo, este puente de hidrégeno permanecio inalterado en las dinamicas
con pocos iones metalicos. Aunque en algunos casocs este se rompid, no esta
directamente relacionado con el acercamiento entre los atomos ligantes PA11

y 02'C170.
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Los resultados ab tnitic mostraron que efectivamente se da la catilisis
entre los nucledtidos A11 y C170 en los dtomos PA1l — O03'Al11 y sug-
iere que sdlo es necesaria la intervenciéon de un ion metdlico, lo que conduce
a pensar que el rompimiento surge de forma natural. Sin embargo, como los
atomos no estaban colocados en una conformacién adecuada, entonces no se
formaron los enlaces correspondientes a un 5 — fosfodiester. Es posible que
considerando un numero mayor de dtomos de agua v de las bases nucleicas, se
obtengan mejores resultados, no obstante, estos cdlculos requeriran un mayor

___ numero_de recursos y por el momento no podrian efectuarse. (Que sdlo sea
necesario un ion metalico puede ser debido a la gran repulsion electrostatica
que se presenta entre los dos iones A7g*?. Esta repulsidn afecta a la molécula
¥ provoca separacién entre los dtomos a los cuales se encuentra adherida, por
lo que su presencia no deja claro un incremento en la tasa de reaccion.

Finalmente, aunque los resultados obtenidos son parciales, es posible
decir que los métodos utilizados permitiran efectuar en un futuro un estu-
dio mas consistente sobre como es en realidad el mecanismo de rompimiento
del “Hammerhead” y cuantificar el papel de los iones metalicos divalentes.



Apéndice I. Archivo del
programa de entrada de
CHARMM

Los siguientes parrafos muestran el archivo de entrada para realizar una sim-
ulacion de un sistema bioldgico utilizando CHARMM.

La primera parte del programa consiste en leer los pardmetros adecuados al
tipo de molécula que se quiere simular, en este caso un dcido nucleico (10).
A continuacion viene la lectura de los archivos (PDB) que contienen las
posiciones de los atomos dados por la cristalografia (20) y la adicidn de los
hidrégenos faltantes (25).

Después se sumerge la molécula en un cubo de agua previamente fabricado.
Las dimensiones del cubo son el tamafio original de la molécula mas 7 A de
cada lado (30). Las moléculas de agua que se superponen con los dtomos de
la molécula son quitadas (35).

La molécula entra entonces en un periodo de relajacién indicado por una min-
imizacion (40) de 30 pasos vy se escriben las nuevas coordenadas atémicas
(45). '

Las condiciones CPT (presion y ternperatura constantes) requieren la for-
macion de un cristal con cargas irnigenes que permita conservar el mismo
nimero de particulas en la misma unidad de volumen. El tamano del cristal
se indica en (55) y se pide de nuevo que escriba las coordenadas atdmicas
(58).

La dltima parte comprende la didmica {60) y los datos de esta como el tipo de
algoritmo de integracién, temperatura, presién, tamafo del paso, etc. {(63).

La dindmica termina después de 250000 pasos de integracién (70).
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10

bomb -3

20

25

26

*#23330235555333>> HAMMERHEAD <<<<<<<<<<CK
open unit 10 read format name ../top_all?Q_prot_na.rso
read rtf card unit 10

close unit 10

open unit 11 read format name ../par_all22_prot_na.rso
read param card unit 11

close unit 11

wrnlev 5

P oODO353330553005 > molecules XKLL
'READ BRANCH A OF HAMMERHEAD

open unit 12 name branch_a.pdb read formatted
read sequ coord resi pdb unit 12

generate mola first Ster last 3term warn setup
revind unit 12

read coor resi pdb unit 12

close unit 12

'READ BRANCH B OF HAMMERREAD

open unit 12 name branch_b.pdb read formatted
read sequ coord resi pdb unit 12

generate molb first Ster last 3term warn setup
rewind unit 12

read coor resi pdb unit 12

c¢lese unit 12

hbuild

'READ THE METALS AND THEIR WATERS

open unit 12 name metals.pdb read formatted
read sequ coord resi pdb unit 12

generate molc first none last none warn setup
revind unit 12

read coor reai pdb unit 12

close unit 12

coord orient selec all end
coord stat

Apéndice !
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30 ! 333333333555 >>>> solvent <<<<CCLLLLLLLLLKL
! READ THE WATER BULK
open unit 15 read format name bulk2.pdb
read sequ coord resi pdb uwnit 15
generate BULK first none last none noangle nodihedral warn setup
rewind unit 15
read coor pdb unit 15
close unit 15

35 ! Delete water molecules on top of other atoms

set corte = 2.8
dele atom sele .byres. (segid BULK .and. type OH2 .and. -

((.not. segid BULK .and. .not. (hydrogen .or. lone)) -
.around. Q@corte))} end
coord stat

40 ! >13133332303555> minimize <<<<<<{LLLLLLC<CC
mini abnr anstep 30 nprint 10
open unit 14 write format name mini.pdb
write coor pdb unit 14
* after minimization of rna
close unit 14

45 open unit 15 write format name protein.psf
write psf card unit 15
* after minimization of rna

clgse unit 15
coord orient selec all end

coord stat

S0 1 333D33333533330)> £rystal <<
! produce image atoms to build the crystal
! Set parameters

set imgcut 14.0
set nbcut 14.¢
set nbon 10.0
set nboff 11.0
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! for memecry managment (see file nbonds.dec)
! allocate 60% more memory than CHARMM would usually guess

update nbscal 1.6

! the following a,b,c parameters are the |Xmas - Xmenos|,
! |¥mas - Ymenos|, etc of the solvated protein

— 85 crystal define-orth 70.37-56.32 38.12 90.0 90-0-90.0 -—

! inbfrq= frequency to update the non-bond terms (van der

! Waals and electrostatic terms)

! ihbfrq= frequency to update the H-bond list

! shift = determines the long-range truncation option

! in the electrostatics (see file nbonds.doc), shifted
! potential acting to CTOFNB and zero beyond

! atom = electrostatics computed on an atom—atom pair basis,

! also related with the shift option (shifted potential
! acting to CTOFNB and zero beyond)

! vswitch=similar to the shift option

I vatom = Van Der Waal atom, related with the vswitch optiocn

! cutnb = cuteff distance in the electrostatics

! ctonnb= initial value for switching function

! ctofnb= final value for switching function

! wmin = warning cutoff for minimum atom-atom distance

! pairs are checked for close contact

update inbfrqg 25 ihbfrq O shift atom vswitch vatom -
cutnb @nbcut ctonnb @nbon c¢tofnb ¢nboff wmin 1.5

! the cutoff distance "@imgcut" determines images to be
! included in the transformation list
crystal build cuteff Qimgcut

I imgfrq= frequency to update the image list
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58

60

65

68

70

update inbfrq 25 imgfrq 25 ihbfrq O shift atom vswitch vatom -
cutnb @bcut ctonnb €nbon ctofnb @nboff cutim @imgcur wmin 1.5 imall

image byres xcenr 0.0 ycen 0.0 zcen 0.0 sele resn tip3 end

! CONSTRAIN THE PROTEIN TO BE FIXED
! cons fix sele .byres. .not. resn tip3 end

open unit 22 write format name images.pdb
write coor imag pdb unit 22

close unit 22

coord stat

P >>3353300555550) dynamics <<
open unit 21 write format name dynal.restart
open unit 22 write unformatt name trajectoryl.dcd
open unit 23 write format name energyl.dat

! open unit 24 read format name dynal.restart

set temp 300.0

dyna cpt leap start time 0.002 nstep 250000 iseed 314159 -~
firstt Q@temp finalt @temp tstruc Qtemp echeck 10000 -
inbfrq 25 ihtfrq 25 ihbfrq 25 imgfrq 25 iprfrq 25 nprint 25 -
iasors 1 iasvel 1 ieqfrq 25 :1lbfrq 25 isvfrq 100 nsave 10 -
pconstant pmass 500.0 preference 1.0 pgamma 20.0 -
thath @temp hoover reftemp @temp tmass 1000.0 -
iunwri 21 iuncrd 22 kunit 23 iunrea -1 ntrfrq 25

open unit 30 write format name dynal.pdb
write coor pdb uwnit 30

¢lose unit 30

stop
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