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1
INTRODUCCIÓN

Conocer la estructura tridimensional de una proteı́na, puede servir para entender cómo

es que lleva a cabo su función. Las proteı́nas son moléculas en movimiento y su función

depende de vibraciones atómicas, interacciones que establece con otras moléculas y del

tipo de enlaces que forman según el ambiente en el que se encuentran.

Es difı́cil entender cómo se llevan a cabo una catálisis en una proteı́na dada la gran can-

tidad de átomos y posibles puntos de interacción que puede tener con otras moléculas. A

pesar de esto, en los últimos años se ha podido encontrar la probable función de diferen-

tes proteı́nas con ayuda de métodos experimentales como espectroscópicos. Por ejemplo,

creando mutaciones o deleciones en su estructura; sin embargo no se han terminado de

comprender cómo se mueven las proteı́nas. Se han desarrollado técnicas que permiten

determinar estructuras quı́micas de manera exacta, como es el caso de la difracción de

rayos X y RMN. Sin embargo se obtienen modelos estáticos, promedios espaciales y tem-

porales, que nos impiden conocer la dinámica o el movimiento con el que una proteı́na

lleva a cabo su función.

En este trabajo queremos encontrar fluctuaciones de la Glucosamina-6-fosfato desami-

nasa que podrı́an explicar la catálisis encontrada de la desaminasa para llevar a cabo la

desaminación reversible de D-glucosamina-6-fosfato a D-fructosa-6-fosfato y amonio. Es-

ta enzima se ha encontrado en muchos seres vivos y representa un sistema relativamente

4



1: INTRODUCCIÓN 5

sencillo de proteı́nas que se caracterizan por ser activadas alostéricamente.

La ciencia por excelencia para describir reacciones quı́micas y entornos electrónicos es

la quı́mica cuántica; sin embargo, de esta manera es imposible describir un sistema tan

grande como una proteı́na. En estas circunstancias es necesario recurrir a alguno de los

métodos alternativos que se han creado para estudiar moléculas grandes.

En estos métodos no se necesita usar quı́mica cuántica ya que no se trabaja con den-

sidad electrónica. Por ejemplo, en la dinámica molecular, las moléculas se consideran com-

puestas por átomos que se mantienen unidos por enlaces establecidos con diferentes po-

tenciales. Con este método se pueden diferenciar átomos y establecer diferentes interac-

ciones entre ellos, sin embargo no se pueden modelar procesos electrónicos ni reacciones

quı́micas, no hay manipulaciones matemáticas que describan la ruptura y formación de

enlaces. La ventaja de estos cálculos es que se pueden modelar moléculas muy grandes

como es el caso de las proteı́nas y otras moléculas y biomoléculas como ADN y ARN.

Además se pueden modelar del mismo modo los efectos del entorno en el que se encuen-

tran las moléculas, por ejemplo el efecto de la temperatura, presión, solventes y membra-

nas entre otros.



2

ANTECEDENTES SOBRE LA DESAMINASA

2.1. La Proteı́na: Glucosamina-6-fosfato-desaminasa

La glucosamina 6-fosfato desaminasa cataliza la isomerización y desaminación rever-

sible de D-glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) a D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y amonio. Esta

enzima se ha identificado en animales, hongos y bacterias [11]. La desaminasa es una

enzima alostérica activada por N-acetyl-D-glucosamina-6-fosfato (GlcNAc6P). En ciertas

bacterias, p.e. E. coli, cataliza un paso del catabolismo de aminoazúcares que permite a

la bacteria usar glucosamina (GlcN) o N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) como fuente de

energı́a. Los aminoazúcares son componentes de lipopolisacáridos y proteoglicano que

forman la pared celular de bacterias [11].

La GlcN6P desaminasa es una proteı́na homohexamérica1 compuesta por subunida-

des iguales de 266 residuos. Su secuencia fue establecida mediante la secuenciación de

los genes que la sintetizan. La desaminasa solo muestra parecidos a otras GlcN6P desami-

nasas homólogas. Despliega cooperatividad homotrópica con sus dos sustratos: GlcN6P

y Fru6P. El activador alostérico GlcNAc6P forma un enlace exclusivo que tiene el efecto

1Una proteı́na homohexamérica es aquella que tiene seis monómeros iguales. Un monómero es la unidad
básica que constituye al hexámero de la proteı́na. En la desaminasa cada monómero esta formado por 266
aminoácidos y estÃ¡n nombrados como A, B, C para un trÃ–mero y D, E, F para el trı́mero opuesto.
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2: ANTECEDENTES SOBRE LA DESAMINASA 7

de incrementar la aparente afinidad de la enzima por GlcN6P perdiendo cooperatividad

homotrópica [11] [16].

Las proteı́nas alostéricas controlan el flujo y o eficiencia de procesos quı́micos y fisico-

quı́micos esenciales para la función celular. La regulación de las propiedades de enlace de

una proteı́na alostérica se puede describir como un equilibrio de dos diferentes estados

conformacionales: el estado con baja afinidad por el sustrato, definido como el estado T y

el estado con alta afinidad por los sustratos, el estado R [12] [16].

La enzima funcional es hexamérica y su actividad es regulada como respuesta a su en-

lace con N-acetilglucosmina 6-fosfato (GlcNAc6P): el activador alostérico. En la GlcN6P

desaminasa, el activador alostérico se une exclusivamente al estado R (activo). Estas pro-

piedades son esenciales para la regulación coordinada de biosı́ntesis de aminoazúcares y

su utilización por parte de las bacterias [12] [16].

La transición de un confórmero a otro involucra cambios en la estructura cuaternaria

de la proteı́na. Estas modificaciones se deben a modificaciones locales en la estructura

terciaria en ciertas zonas de las unidades monoméricas, las cuales surgen como resultado

de los enlaces entre la proteı́na, su activador y su sustrato. Es por eso que la desaminasa

representa un buen modelo para estudiar regulación alostérica [4] [12].

Existen varias estructuras cristalográficas determinadas de la GlcN6P desaminasa sin

ligantes que corresponden al confórmero T (menos afı́n al sustrato). También se deter-

minó la estructura de la proteı́na en el estado R (más afı́n al sustrato) en tres diferentes

formas: con el sitio alostérico ocupado, el sitio activo ocupado y ambos ocupados [11]

[12].

En la siguiente figura (2.1) se muestran dos puntos de vista de un monómero de la
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desaminasa donde se puede ver la tapa del sitio activo. De frente se puede ver claramente

el cavidad donde entra el sustrato cuando la desaminasa se encuentra en su forma activa.

Figura 2.1: Dos puntos de vista de la tapa del sito activo de la glucosamina-6-fosfato desaminasa.

El activador alostérico se une entre los monómeros para activar a la proteı́na. El sitio

donde se pega el activador se puede ver en la figura 2.2.

Para representar el sitio activo y alostérico, en la figura 2.3 están mostradas, con flechas,

los sitios relevantes; del lado izquierdo, el sitio alostérico entre los monómeros y, del lado

derecho, el sitio activo.

2.1.1. ¿ Por qué la desaminasa?

Después de una pequeña descripción de la desaminasa y con algunos detalles que

se describirán posteriormente se resume la importancia del estudio de la desaminasa en
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Figura 2.2: Dos ángulos del sitio alostérico que se encuentra entre los monómeros de la desaminasa. En rojo
esta representado el activador y en rosa los residuos que forman el sitio alostérico

algunas lı́neas:

Es interesante que la desaminasa se active con N-acetil-D-glucosamina dado que

no es una molécula “energética”, con esto me refiero a que no transfiere ATP en

ningún momento. Entonces resulta la pregunta: ¿cómo es que se realiza la transi-

ción alostérica? o ¿qué fuente de energı́a es empleada para realizar la transición

alostérica?[16] [15].

Se ha observado cristalográficamente que en la forma inactiva las vibraciones en los

átomos de la proteı́na son más grandes que las vibraciones correspondientes para la

forma activa [12].

Se ha propuesto [13] [14] [15] que la desaminasa en una de sus formas T es poco afı́n
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Figura 2.3: Sitio activo y alostérico, figura tomada del artı́culo [11].

a sustrato, por ejemplo, en la forma T que fue capturada en cristalografı́a se impide

la unión del sustrato a la desaminasa. Se propone que una vez que el activador se

une, la desaminasa deja de vibrar y entonces se activa la proteı́na (ver más adelante).

También se ha propuesto que la proteı́na tiene un movimiento concertado, es decir

se mueven los seis monómeros al mismo tiempo [16] [15].

2.2. Resumen de antecedentes experimentales

Con base a trabajos experimentales de cristalografı́a de rayos X se ha comprobado que

podemos encontrar a la desaminasa en dos confórmeros, R y T —afı́n a sustrato y poco

afı́n a sustrato respectivamente— el estado activo o afı́n a sustrato se produce tras una

activación alostérica de la enzima por una molécula de N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato.

Se cuenta con estructuras cristalográficas de ambos confórmeros, de la enzima unida al

sustrato, de la enzima unida al activador y varias otras estructuras. En este momento cabe

señalar que el trabajo experimental que se muestra fue obtenido en el laboratorio del Dr

Eduardo Hojales en el Instituto de Biotecnologı́a y descrito en varios artı́culos [11]-[14] y
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en la tesis doctoral del Dr. Enrique Rudiño [16].

Tres estudios en particular llevan a las conclusiones más importantes sobre la identifi-

cación de los dos confórmeros: Vibraciones atómicas, Caracterı́sticas de forma y movimiento de

la tapa y afinamiento posterior de la forma T.

2.2.1. Vibraciones Atómicas

La figura 2.4 se tomó de la tesis doctoral del Dr. Enrique Rudiño; ésta muestra una

gráfica con los factores de temperatura2 a lo largo de la secuencia de la desaminasa. En la

gráfica se encuentran los valores de los factores de temperatura obtenidos de las estruc-

turas cristalográficas de la forma R con los dos sitios ocupados (lı́nea gruesa), la forma

R con el sitio alostérico ocupado (lı́nea punto lı́nea) y la forma T (lı́nea punteada respec-

tivamente). En esta misma gráfica tenemos un código de colores: amarillo para la zona

externa, turquesa para la zona interna, morado para la tapa del sitio activo y naranja para

las asas vecinas [15].

En la gráfica se puede ver cómo en ausencia de ligantes —lı́neas punteadas— las vi-

braciones de la proteı́na son considerablemente más grandes. Con detalle podemos ver

que para la proteı́na poco afı́n a sustrato —lı́nea continua— desaparece el pico formado

en los residuos 140 y 150 y decrece en general la meseta de la zona 115 a 130. En la zona

de la tapa del sitio activo (morado) el pico grande de la forma T es mucho menor para

la segunda forma R (sin unión al sustrato) y lo vemos muchas unidades menor compara-

do con el confórmero activo —lı́nea gruesa—. En general vemos un descenso de toda la

2Los Factores de Temperatura, Factores-B o el factor de Debye-Waller Es un factor que puede ser aplicado a rayos
X para cada átomo o conjunto de átomos que describe dónde se encuentra la densidad electrónica para
dichos átomos. Este factor indica la movilidad de un átomo o errores en el modelo que se construye a partir
de la densidad electrónica.
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Figura 2.4: Factores de temperatura de cada monómero de la unidad asimetrica de la desaminasa.

vibración de la proteı́na [16] [15].

Esta evidencia le permitió a los autores del trabajo citado afirmar que sin unión a los

ligantes la proteı́na se encuentra vibrando de cierto modo, mientras que cuando se en-

cuentra presente el activador alostérico desciende la vibración. Y finalmente para el mo-

mento en el que el sustrato ocupa el sitio activo la vibración general de la proteı́na ha

disminuido de forma significativa.

Al graficar los factores de temperatura de los dos monómeros de una unidad asimétri-

ca se obtuvo la gráfica de la figura (2.5). En la gráfica de la figura se puede ver la diferencia

en los valores de los factores de temperatura debidos a que uno de los monómeros pre-

senta contactos cristalográficos que limitan el movimiento de la tapa, pero aumentan los

movimientos en otras regiones (lı́nea punteada). En el monómero que no presenta contac-
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tos cristalográficos (lı́nea gruesa) la gráfica muestra mayor vibración en la tapa, es decir,

un artefacto cristalográfico evidencı́a que si una región vibra otra deja de vibrar y vice-

versa. Y más importante, si una región se estabiliza la vibración se transfiere a otra zona de

la proteı́na [15].

En esta gráfica se muestra cómo al reducir la vibración de la tapa del sitio activo dada

la presencia del sustrato, aumenta la vibración en otras partes de la proteı́na.

Figura 2.5: Factores B de la desaminasa

Con base en estas gráficas el grupo del Dr. Horjales [15] propone que la desaminasa,

en el confórmero inactivo, se encuentra vibrando de tal forma que el sustrato no se puede

unir al sitio activo impidiendo ası́ la activación de la desaminasa. O, en el texto del Dr.

Enrique Rudiño: Esto nos hace pensar que la unión del sustrato reduce la vibración de la tapa,

por lo que la vibración atómica parece tener un papel central en la función biológica de la enzima
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impidiendo ası́ la activación de la desaminasa.

2.2.2. Caracterı́stica de forma y Movimiento de la tapa

Horjales et al. [15] encontraron que en la forma R, y el sitio activo libre, se pueden encon-

trar diferentes conformaciones de la tapa del sitio activo, como se muestra en la figura

2.7.

Figura 2.6: Residuo Glu 148 en su forma T (amarillo) y R (naranja).

En la figura 2.6 estan representadas las dos formas de la desaminasa con el fin de ob-

servar detalladamente el residuo Glu 148 (amarillo en la forma T y naranja para la forma

R) ya que es un elemento estructural y esencial en la estabilización de la tapa del sitio

activo. Este residuo apunta al sitio activo en la forma R, formando puentes de hidrógeno

entre los residuos 166 y 163 y el residuo 143. Este puente de hidrógeno estabiliza la forma

de la tapa fijando su movimiento.

En la forma T el residuo 148 apunta hacia el sitio alostérico equilibrando las cargas e

impidiendo la formación del puente de hidrógeno descrito para la forma R. Ası́ contri-

buye a la flexibilidad que se observa en la tapa en la forma T. El puente de hidrógeno

observado en la forma R sólo se ve en una de las diferentes formas que puede tomar la
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tapa en el confórmero T.

Esto significa que en ausencia del sustrato en el sitio activo la tapa no se encuentra

completamente fija. En la transición entre la forma T y R, la tapa del sitio activo se trans-

forma de un estado altamente móvil (forma T), a un estado menos móvil (forma R con

ligante alostérico) que finalmente queda totalmente estabilizado con ambos ligantes uni-

dos a la proteı́na (forma R).

En la figura 2.7 se pueden ver las tapas alternas del sitio activo encontradas en la es-

tructura cristalográfica de la forma R con sólo el sitio alostérico ocupado mostrando cómo

describen un movimiento de cerrado y apertura de la tapa del sitio activo. Los colores re-

presentan amarillo para la zona externa, azul para la zona interna y magenta para la tapa

del sitio activo [15].

Figura 2.7: Diferentes conformaciones de la tapa del sitio activo para la forma R de la desaminasa

2.2.3. Afinamiento posterior de la forma T

Gracias a un afinamiento anisotrópico de los factores de temperatura sobre los datos

cristalinos de la forma T, los autores de los trabajos citados [15] mostraron que existe

un movimiento colectivo de rotación que incluye a la tapa del sitio activo, toda la zona

externa y el carboxilo terminal de la enzima. Este movimiento coincide en dirección con
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el que presenta la molécula durante la transición alostérica.

También demostraron que la alta movilidad de la tapa del sitio activo en la forma T es

parte de un movimiento colectivo que incluye a la zona externa, tal como sucede durante

la transición alostérica. Estos dos últimos enunciados, sugieren un movimiento vibratorio

entre los dos confórmeros (T y R) que determina el estado T.

En la figura 3.1 podemos ver el movimiento de la tapa de la desaminasa y el eje de

rotación de un monómero de la proteı́na para llegar del estado T al R, esta estructura fue

determinada mediante el afinamiento posterior de la forma T de la desaminasa [15].

Figura 2.8: Estructura basada en el afinamiento anisotrópico de los factores de temperatura de la desami-
nasa, en la cual se muestra la vibración de los átomos para llegar del confórmero T al R.
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2.3. Conclusiones acerca del Movimiento de la Desaminasa

Con los experimentos que se describen en la sección anterior y algunos otros descritos

en la tesis del Dr Rudiño se puede llegar a las siguientes conclusiones:

El confórmero R cristalográfico (sin ligante en el sitio activo) presenta una tapa con

tres confórmeros preferenciales, los cuales abren y cierran el sitio activo. Una vez que

alguna molécula de ligante se une al sitio activo, la tapa se estabiliza en una de las

tres conformaciones generando una reducción general de la vibración atómica en

toda la proteı́na. Entonces, la flexibilidad de la tapa del sitio activo no solo tiene un

papel central durante la transición alostérica, sino también en el proceso de unión

del sustrato.

Puede ser que la enzima sin ligantes en solución esté formada por alguna cantidad

de la proteı́na en conformación T en equilibrio con otra cantidad en estado R. En ba-

se a esto, la transición alostérica homotrópica se propone con la siguiente secuencia:

forma T libre de ligantes, forma R libre de ligantes y forma R ocupada.

La forma tensa o T de la enzima es más bien un estado oscilante, las moléculas que

alcanzan la forma relajada o R (sin ligantes) forman enlaces en cualquiera de los dos

sitios (activo o alostérico).



3

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipótesis

Si efectivamente —como fue descrito en los antecedentes experimentales basados en

cristalografı́a— la desaminasa en su forma inactiva (T) se encuentra vibrando entre el

confórmero tenso (T) —menos afı́n al sustrato— y el relajado (R) —mś afı́n a sustrato— al

realizar una dinámica molecular partiendo del confórmero tenso (T) veremos una transi-

ción de la proteı́na entre el estado T y el R durante la dinámica molecular.

3.2. Objetivos

Hacer la dinámica molecular de la desaminasa partiendo de la forma T con el fin de

observar la transición entre el confórmero T y R de la desaminasa. En la figura 3.1 estan

resumidos detalles experimentales que queremos comprobar con el trabajo de investiga-

ción realizado.

18
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Figura 3.1: Representación del movimiento de la glucosamina-6-fosfato-desaminasa propuesta por Horjales
[12]. La desaminasa en el confórmero R se encuentra unida al activador alostérico (rojo). El sitio alostérico
se encuentra entre los monómeros y la tapa del sitio activo se encuentra en el centro del cı́rculo de la
desaminasa. En los artı́culos [12] [14] [15] se proponen 2 ejes de rotacion, representados en puntos verdes,
alrededor de los cuales rotarán cada uno de lo monómeros para llevar de un confórmero al otro (T a R). En
el estado T no hay unión de activador ni sustrato, el sitio alostérico no está fijo.
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ANTECEDENTES TEÓRICOS

4.1. Introducción a la Dinámica Molecular

Las simulaciones de dinámica molecular son cálculos teóricos que se utilizan para estimar

equilibrios y propiedades dinámicas de sistemas complejos que no se pueden calcular

analı́ticamente. Representan un enlace entre las matemáticas, la biologı́a, la quı́mica, la

fı́sica y las ciencias computacionales.

La vista estática de una proteı́na obtenida por cristalografı́a de rayos X es insuficien-

te para entender la actividad biológica. Haciendo una dinámica molecular en espacio

y tiempo, podemos obtener no solo información estructural sino también propiedades

dinámicas de una molécula. En cristalografı́a se pueden determinar vibraciones y mo-

vimientos de cadenas laterales, pero no con mucha exactitud. Las bases de la dinámica

molecular son la mecánica clásica y la mecánica estadı́stica debido a la facilidad que tie-

nen de predecir estados de equilibrio y movimiento.

En la fı́sica clásica se establece que para describir la dinámica de cualquier sistema

necesitamos conocer su estado, es decir, la posición y la velocidad de cada partı́cula junto

con la descripción de las fuerzas que actúan sobre cada una de aquellas. Esto se resume en

la segunda ley de Newton: dado el estado de un sistema en cualquier instante, los estados

20
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y movimientos futuros quedan completamente determinados.

Un problema con la mecánica clásica es que no se puede usar —debido al principio

de incertidumbre de Heisenberg— para describir entornos electrónicos, de modo que no

podemos predecir el movimiento de los electrones. Sin embargo, los efectos cuánticos son

mı́nimos cuando se describe el movimiento de los núcleos y por tanto pueden ser despre-

ciados. La mecánica clásica es una aproximación excelente para describir el movimiento

de los núcleos de una molécula invariante, pero no es aplicable en la descripción de reac-

ciones, donde se involucran rearreglos de electrones en la formación y ruptura de enlaces

quı́micos.

La dinámica molecular tiene principios simples, utiliza fuerzas fı́sicas para describir

geometrı́as y energı́as moleculares; la conformación espacial se obtiene mediante minimi-

zaciones de energı́a. Una molécula es considerada como un conjunto de masas centrada

en los núcleos atómicos conectados por resortes —enlaces—, y como respuesta a fuerzas

inter e intramoleculares la molécula se mueve y rota dados los enlaces establecidos. Se

simula el movimiento del sistema dada la influencia especı́fica de campos de fuerza entre

átomos y de acuerdo con las leyes de Newton las ecuaciones son integradas numérica-

mente para generar una secuencia de posiciones y velocidades en diferentes pasos de

tiempo.

4.2. Quı́mica cuántica

Si lo que queremos es ver formación de enlaces quı́micos, polarización de moléculas y

enlaces hay que describir el sistema en términos de la mecánica cuántica donde, a través

de la solución de la ecuación de Schrödinger, obtenemos una descripción matemática en
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principio exacta del ambiente de los electrones. La solución describe el movimiento de

electrones y núcleos en un sistema molecular. El problema de la mecánica cuántica es que

la complejidad de sus ecuaciones implica una restricción práctica en el tamaño de los sis-

temas que se pueden estudiar actualmente, y ciertamente las proteı́nas que nos interesan

son demasiado grandes. La ecuación de Schrödinger es una ecuación de eigenvalores [1],

Ĥψn = Enψn (4.1)

El operador Hamiltoniano (Ĥ) es la suma de la energı́a cinética y potencial del sistema. La

ecuación de Schrödinger describe la probabilidad espacial de densidad electrónica según

los estados de energı́a en un sistema estacionario. Se ha comprobado que no es posible

resolver esta ecuación, de manera analı́tica exacta, para sistemas grandes. Entonces lo

primero que se hacen son aproximaciones que, junto con diferentes métodos computacio-

nales, nos han podido acercar a la solución exacta [1].

4.3. Principios y Fundamentos de una Dinámica Molecular

En dinámica molecular se obtienen configuraciones de un sistema integrando las ecuacio-

nes de Newton de movimiento. Lo que se obtiene son trayectorias que especifican posi-

ciones y velocidades de las partı́culas de un sistema con respecto al tiempo. La trayectoria

se obtiene de la segunda ley de Newton de donde obtenemos la siguiente ecuación dife-

rencial

∂2xi

∂dt2
=
Fxi

mi

(4.2)
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Esta ecuación describe la aceleración de una partı́cula (x) y por tanto su futuro movi-

miento con una masa (m) según la fuerza que se le aplique (F) [3].

Lo que nosotros tenemos para hacer una Dinámica Molecular son átomos de una pro-

teı́na, estos átomos se tratarán como partı́culas clásicas que siguen las leyes de Newton

y por tanto podremos encontrar, dada la fuerza que actúa sobre los átomos, hacia dónde

se van a mover, es decir vamos a obtener una trayectoria de su movimiento utilizando

mecánica clásica (Leyes de Newton).

4.3.1. El Potencial del Sistema

Un principio básico de la Dinámica Molecular es la suposición de que la energı́a de

una molécula se puede expresar como la suma de sus potenciales derivados de fuerzas

fı́sicas que conocemos: Van der Waals, electrostática, resortes simulando enlaces ideales o

desviaciones en ángulos de enlace o torsiones [10].

La energı́a potencial, representada mediante un campo de fuerzas, es la parte crucial

de la simulación ya que debe representar la interacción entre átomos en ecuaciones ma-

temáticas que puedan ser calculadas rápidamente durante una simulación.

El potencial: Para calcular la Fuerza en la ecuación de Newton, hay que hacer un mo-

delo de un campo de fuerzas que represente las interacciones reales de un átomo con

los átomos que lo rodean dentro de una proteı́na y el solvente en el que se encuentra, es

decir con todo el sistema. Al crear el campo de fuerzas hay que tomar en cuenta dos as-

pectos fundamentales: la exactitud del sistema y la eficiencia computacional del cálculo.

NAMD [30], el programa que se empleó en el desarrollo de este trabajo, usa el potencial

de CHARMM que está formado por las siguientes contribuciones:
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Vtot = Venl + Vang + Vdihe + Vimpr + VvdW + VCoul (4.3)

Estas contribuciones a la energı́a las podemos separar en dos: las contribuciones de

enlace y de no enlace [17].

En la figura 4.1 se muestra la contribución del potencial debida a enlaces e interacciones

quı́micas.

Figura 4.1: Representación de las diferentes interacciónes que forman parte del potencial.

Los primeros tres términos describen la parte de enlace atómico junto con su vibración

y torsión.

Venl =
∑
enli

Kenl
i (ri − r0i)

2; (4.4)

Vang =
∑
angi

Kang
i (θi − θ0i)

2; (4.5)



4: ANTECEDENTES TEÓRICOS 25

Vdih =
∑
dihi

Kdih
i [1 + cos(niφi − γi)] (4.6)

Vimpr =
1

2
kξ(ξijkl − ξ0) (4.7)

Donde V es el potencial (enlace, angulos y dihedros), K es la constante de resorte de

la ley de Hooke para cada V , r las posiciones , φ y γ los ángulos correspondientes.

Los enlaces representan todas las interacciones covalentes en el sistema, los ángulos son

los ángulos formados entre cada par de enlaces covalentes y los dihedros describen pares

de átomos separados por tres enlaces covalentes con el enlace central como el ángulo de

torsión φ. Los ángulos dihedros impropios describen interacciones entre grupos de cuatro

átomos (ijkl) y se definen como los ángulos que se forman entre dos planos, cada uno de

llos generado por un grupo de tres átomos 4.1 [17].

Los últimos dos términos de la ecuación del potencial V describen las interacciones

de no enlace entre pares de átomos que corresponden a las interacciones de van der

Waals (aproximadas por el potencial de Lennard-Jones) y por último las interacciones

electrostáticas son definidas con ecuaciones coulómbicas.

VvdW =
∑

i

∑
j>i

4εij

[(σij

rij

)12

−
(σij

rij

)6
]

(4.8)

VCoul =
∑

i

∑
j>i

qiqj
4πε0rij

(4.9)

Para cada átomo o partı́cula los diferentes parámetros que se encuentran en las ecua-
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ciones anteriores (k, r0, etcétera), se establecen en los archivos de topologı́a y de campos

de fuerza. La determinación de estos parámetros es resultado de cálculos cuánticos y de-

terminaciones empı́ricas. Los parámetros que se van a utilizar para la simulación de la

desaminasa son los creados por Alexander D. MacKerell et al. [27].

4.4. Diagrama de una Dinámica Molecular

La fuerza que actúa sobre cada partı́cula se obtiene a partir del potencial de acuerdo con:

F = −∂V
∂x

(4.10)

Donde V es el potencial.

Una vez que se calcula la fuerza F se pueden resolver las ecuaciones de movimiento

para cada átomo de la proteı́na y de esta forma obtener para cada paso de tiempo posi-

ciones y velocidades del sistema.
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Boltzmann // ri(to), vi(to)

��

Fi = −∇iVi(xn)

��

oo

∂2xi

∂dt2
=

Fxi

mi

��

rj(tn)→ rj(tn+1)
vj(tn)→ vj(tn+1)
tn+1 = tn + ∆t

��

Se guardan las nuevas
condiciones como iniciales

// Si tn+1 > tmax

Fin de la simulación

El diagrama anterior muestra los pasos principales de una dinámica molecular: Es ne-

cesario establecer las posiciones y velocidades iniciales con la distribución de Boltzmann,

una vez que tenemos las condiciones iniciales podemos calcular el potencial de nuestro

sistema completo. Con el potencial podemos calcular la fuerza que actúa sobre nuestro

sistema y con esta fuerza resolver las ecuaciones de movimiento que van a determinar las

nuevas posiciones y velocidades correspondientes al transcurso de un intervalo de tiem-

po. Estas nuevas posiciones y velocidades serán tomadas como iniciales para regresar a

calcular el potencial. Esta secuencia de pasos hay que seguirla el tiempo que se quiera

hacer la dinámica [20].
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4.5. Condiciones Periódicas de Frontera

Con el fin de eliminar efectos de superficie y de dimensión del sistema se establecen con-

diciones periódicas de frontera; las partı́culas se introducen en una celda que es replicada

al infinito por traslaciones periódicas. Una partı́cula que se sale de la celda de un lado

es reemplazada por una copia que entra a la celda en el lado opuesto, cada partı́cula es

sujeta al potencial formado por las partı́culas que se encuentran cercanas a ésta [18].

Las interacciones de Van der Waals se truncan a una distancia especı́fica. En el caso

de las interacciones de largo alcance, las interacciones electrostáticas, se usa el método

“Particle-mesh Ewald” (PME) [17].

4.6. Técnicas de Integración Numérica:

NAMD usa el algoritmo de Verlet para ensambles NVE (número de moles, volumen y

energı́a constantes). El algoritmo de velocidades de Verlet obtiene la posición y la veloci-

dad para el siguiente paso de tiempo (rn+1, vn+1) a partir de las posiciones y velocidades

actuales. La deducción del algoritmo de Verlet parte de un desarrollo en series de Taylor

de r(t),

r(t+ ∆t) = r(t) + v(t)∆t+
a(t)

2
(∆t)2 + ...

Del mismo modo se puede desarrollar

r(t = ∆t) = r(t)− v(t)∆t+
a(t)

2
(∆t)2 − ...
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Sumando ambos desarrollos, se obtiene:

r(t+ ∆t) + r(t = ∆t) = 2r(t) + a(t)(∆t)2 +O((∆t)4)

y por tanto la nueva posición r en el tiempo t+ ∆t, tomando únicamente hasta el término

cuadrático, estará dada por:

r(t+ ∆t) = 2r(t)− r(t−∆t)a(t)(∆t)2

El error generado es debido a truncar este desarrollo, y es de orden ∆t4. En resumen,

para encontrar la nueva posición r(t + ∆t) se necesita conocer la posición anterior y la

aceleración en el tiempo considerado, que se obtiene del potencial. Nótese que en esta

evaluación no se necesita la velocidad; sin embargo, ésta se puede calcular en cualquier

momento, dado que

r(t+ ∆t)− r(t−∆t) = 2v(t)∆t+O((∆t)3).

El algoritmo de Verlet es reversible en el tiempo, conserva el momento y requiere solo

una evaluación del potencial en cada paso de tiempo. Existen otros algoritmos de inte-

gración, en general más precisos que, sin embargo, no se usan extensivamente debido a

que consumen mucho tiempo de cómputo [20].

Lo que se espera de un integrador es que genere una distribución de configuraciones

correcta, es decir, que la temperatura, presión, volumen, etcétera se mantengan de manera

correcta. Para controlar estos diferentes parámetros en una simulación se puede modificar
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la ecuación de Newton a modo que se pueda generar el ensamble que se quiera simular

[20].

4.7. Modos Normales de Vibración

El análisis de modos normales de vibración es una técnica que se usa para estudiar el

movimiento vibracional de las proteı́nas sin tener que hacer una dinámica molecular; es

decir, se estudian los modos de vibración de una molécula [17].

Los modos normales describen los movimientos vibratorios de una proteı́na. Para cal-

cularlos hay que suponer que los enlaces quı́micos se pueden describir como resortes.

Ésto para responder la pregunta de qué le pasa a la energı́a cinética cuando el resorte

oscila a una frecuencia w. La descripción de un resorte clásico está definido como:

F = −k(x− x0). (4.11)

De la segunda ley de Newton se puede describir la fuerza F .

F =
m∂2x(t)

∂t2
. (4.12)

qi son las coordenadas del sistema con la masa atómica correspondiente para simplifi-

car posteriormente las ecuaciones

qi = m
1/2
i xi. (4.13)

Combinando las ecuaciones anteriores tenemos
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−k(x− x0) =
mi∂

2x(t)

∂t2
=
∂2qi(t)

∂t2
(4.14)

La ecuación 4.14 es una ecuación diferencial que tiene como soluciones ecuaciones

armónicas:

qi(t) = Aicos(wt+ δ) (4.15)

Donde w = (k/mi)
1/2 y δ es la fase de la oscilación. La combinación de los vectores

Ai, amplitudes y los eigenvalores wi es lo que se conoce como los modos normales de

vibración. wi es la frecuencia de vibración, Ai es un vector de amplitudes que especifica

qué tan lejos y en qué direcciones se mueve cada átomo. Como vimos, un análisis de

modos normales clasifica cualquier tipo de movimiento en una serie de frecuencias y

movimientos bien definidos.

La aproximación armónica que se utiliza para calcular los modos normales supone

que la energı́a potencial se puede expresar como una suma de términos cuadráticos en

el desplazamiento; los coeficientes de estos términos cuadráticos forman una matriz de

fuerzas que junto con las masas atómicas se pueden usar para formar una ecuación de

matrices para los modos normales de una molécula y simplificar las soluciones [10].

El punto de partida para un análisis de modos normales es una conformación estable

de una proteı́na, es decir, una proteı́na minimizada con suficiente precisión para que pue-

da representar un mı́nimo en la superficie de energı́a potencial de la molécula. A partir

de este mı́nimo se construye la aproximación armónica del pozo de potencial.

Los movimientos en las direcciones de los modos normales son independientes, es de-
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cir, cualquier movimiento de la proteı́na se puede escribir como combinación lineal de

movimientos sobre los modos normales. Esta independencia simplifica el análisis de mo-

vimiento total de la proteı́na. También cada modo normal tiene una frecuencia definida

y relacionada con la curvatura del potencial. En una proteı́na con N átomos, tenemos 3N

coordenadas cartesianas y 3N modos normales

El problema más importante es resolver los eigenvalores que dan información de las

frecuencias fundamentales, sus vectores asociados —los modos normales de vibración—,

las direcciones y amplitudes relativas de los desplazamientos atómicos de la molécula. La

parte de CHARMM con los comandos de vibran resuelve estas ecuaciones y regresa una

lista de frecuencias y vectores de posición.

Los modos normales que nos interesan son aquellos que tienen bajas frecuencias ya

que son los que están más relacionados con el movimiento interno y cambios conforma-

cionales de la proteı́na.

4.8. Cuasi-Armónicos

Aunque las leyes de movimiento de Newton son simples y fáciles de resolver, las tra-

yectorias que resultan son muy complicadas de analizar dados los complejos movimien-

tos que se presentan. En particular es difı́cil de encontrar movimientos correlacionados

de grandes amplitudes a partir de pequeños movimientos. Un método para identificar

movimientos colectivos en proteı́nas a partir de una Dinámica Molecular es el análisis

de Cuasi-armónicos. Entonces el análisis Cuasi-armónico es un método para obtener mo-

dos de vibración de fluctuaciones calculadas por Dinámica molecular. El principio es el

mismo que el de Modos Normales de vibración: se trata de encontrar las posiciones pro-
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medio que dan lugar a la misma matriz de fluctuaciones que se obtiene de un modo

normal. Como la matriz de fluctuaciones es inversamente proporcional a la matriz de

fuerza, la constante efectiva tiene eigenvectores comunes que corresponden a los modos

cuasi-armónicos de vibración. Los modos cuasi-armónicos pueden ser analizados de la

misma forma que los modos normales [22].
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MÉTODOS

Se trabajó con los distintos programas que se usan para hacer dinámicas moleculares:

NAMD, CHARMM y GROMACS [30][29]. NAMD es un programa sencillo de usar; sin

embargo, los algoritmos de cálculo son limitados, no tiene muchos métodos numéricos,

no se pueden variar algunos parámetros y la utilerı́a de análisis es deficiente. NAMD se

enfoca a simulaciones de sistemas muy grandes como es el nuestro, su version para correr

en paralelo es muy eficiente (para el cálculo de la desaminasa en 20 procesadores, el tiem-

po de cómputo sigue disminuyendo con respecto al número de procesadores usados).

Con el programa NAMD también es posible realizar dinámicas dirigidas y aplicar fuerzas

inductorias para mover una proteı́na hacia distintos lados. La paralelización en NAMD

es muy buena y con ayuda de un cluster se pueden hacer los cálculos considerablemente

rápido [30] de modo que una simulación tan grande como la de la desaminasa se puede

llevar a cabo. CHARMM es un programa muy completo para hacer dinámicas molecula-

res, su utilerı́a y elementos para realizar análisis es muy extenso, sin embargo su manejo

es complicado. Se pueden hacer simulaciones variando cualquier tipo de parámetros, los

algoritmos que se pueden escoger para hacer un mismo cálculo son variados [29]. Al con-

trario de NAMD, la dinámica del hexámero completo de la desaminasa en CHARMM

resulta extremadamente lenta. El sistema de la desaminasa a velocidad de CHARMM

34



5: MÉTODOS 35

en ocho nodos (maxima paralelización) resulta de un nanosegundo por dos meses —en

tiempo real— por tanto no fue posible seguir la dinámica con CHARMM. GROMACS[24]

es un programa muy flexible y tiene mucha utilerı́a de análisis; no es tan rápido como

NAMD ni tan lento como CHARMM; sin embargo, al momento de iniciar este estudio

de maestrı́a no tenı́amos conocimiento de ello. En base a este análisis y contando con las

herramientas que se tenı́an hasta el momento se decidó realizar toda la simulación en

NAMD

5.1. Construcción del sistema

En este trabajo se calculó el hexámero completo de la desaminasa (25,038 átomos).

Se construyó el hexámero de la proteı́na (estructura 1fsf.pdb) y se solvató en una caja

de agua. La caja de agua debe ser lo suficientemente grande como para que la proteı́na

esté rodeada, cuando menos, por 7.5 Å de agua. Estas condiciones aplicadas a la desami-

nasa produjeron una caja de 110 X 110 X 114 Å y 110,000 moléculas de agua.

La caja de agua debe ser suficientemente grande para que no salga la proteı́na. Estas

condiciones son importantes ya que si la caja es muy chica la proteı́na interactuarı́a con-

sigo misma —alterando la dinámica— ya que el sistema tiene condiciones periódicas de

frontera.

5.2. PDB, PSF y archivos de topologı́a

Para hacer una simulación lo primero que se necesita es tener las coordenadas de todo

el sistema (PDB). Las coordenadas de la desaminasa se obtienen del Protein Data Bank
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(1FSF) [19]. Esta estructura cristalográfica tiene un solo monómero (contenido de la uni-

dad asimétrica del cristal) y el resto de la estructura para construir el hexámero completo

de la desaminasa se obtiene haciendo operaciones de simetrı́a en las coordenadas crista-

lográficas de la celda unitaria. La estructura reportada carece de algunos átomos, particu-

larmente le faltan los hidrógenos, por ejemplo. Las coordenadas faltantes en la proteı́na

se construyen con VMD y su utilerı́a guesscoord[28].

Una vez que se tienen las coordenadas del sistema se crea un PSF Protein Structure File.

Este archivo contiene toda la información estructural de la proteı́nas: las cargas de los

átomos, pesos atómicos, constantes de enlaces de cada átomo con diferentes vecinos, sus

respectivos ángulos de enlace, etcétera.

Para crear el PSF y para toda la simulación se necesita un archivo de topologı́a. Este

archivo contiene el campo de fuerza, es decir toda la información necesaria para convertir

un lista de átomos en su respectivo archivo PSF.

El archivo de topologı́a define tipo de átomos, cargas, masa, construcción y coordenadas

de residuos, enlaces y ángulos para cualquier proteı́na. Las caracterı́sticas de cada átomo

están definidas según su entorno quı́mico. En este archivo deben estar definidos todos los

átomos y residuos que se vayan a ocupar durante la simulación [29].

Finalmente el archivo de parámetros contiene todas las constantes numéricas necesarias

para evaluar fuerzas y energı́as dada una estructura —en PDB y PSF—. En este archivo

de parámetros es donde se establecen las constantes de los enlaces, los ángulos dihedros

e impropios, los radios de van der Waals y la profundidad del pozo.
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5.3. Minimización

Con las coordenadas iniciales y la estructura (PDB y PSF) se puede empezar la dinámi-

ca molecular. Sin embargo las coordenadas que se establecen con Guesscoord son aleato-

rias y muy probablemente no se encuentren en lugares adecuados. Como el inicio de la

evolución de la dinámica depende de la configuración inicial es necesario garantizar que

ésta sea realista. Por tanto antes de empezar a correr la dinámica se debe hacer una mini-

mización de energı́a que relaje la estructura inicial y nos permita obtener una estructura

compatible con el potencial que se emplea [10].

La minimización inicial se llevó a cabo en dos pasos: primero se establece la caja de

agua, se fija la proteı́na y se minimiza únicamente el agua con la proteı́na fija, después de

2,000 pasos se minimiza el sistema completo. NAMD únicamente minimiza con el método

de gradiente conjugado1. Una vez minimizada la proteı́na es cuando se empieza a llevar a

cabo la simulación de la Dinámica Molecular.

Dos estructuras pueden orientarse en el espacio de modo que se pueda superponer la

mayor cantidad de átomos entre ellas. Este tipo de orientacion es muy útil en dinámica

molecular. Esta medida de orientación o traslape requiere una medida numérica de la

diferencia entre dos estructuras cuando son superpuestas en el espacio. El método más

común para medir esta orientación o traslape es calculando la raiz cuadrada de la suma

de los cuadrados de las distancias entre pares de átomos, cantidad a la que se denomina

RMSD [17] (por sus siglas en inglés Root Mean Square Deviation):

1El método de gradiente conjugado es un método iterativo que a partir de una condicion inicial va calculan-
do sucesivos iterantes que se irán acercando a la solución exacta de un sistema lineal.
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RMSD =

√∑Natomos

i=1 d2
i

Natomos

(5.1)

Natomos es el número de átomos a los que se les va a medir el RMSD y di es la distancia

entre las coordenadas del átomo i en las dos estructuras cuando son alineadas.

5.3.1. Parámetros de simulación

Los parámetros más importantes de la simulación son los parametros necesarios para

poder reproducir los cálculos realizados. Al establecer los mismos parámetros en cual-

quier programa de dinámica molecular se espera tener los mismos resultados. En azul se

muestran los parámetros más importantes que se utilizaron en este estudio de la desami-

nasa, con una previa descripción de su correspondiente función:

El archivo de topologı́a utilizado es el par-all27-prot-na.prm (Versión 27 para pro-

teı́nas y ácidos nucléicos). Este archivo de topologı́a fue creado por Alexander D.

MacKerell en Julio de 1997 y es la versión 27 de estos parámetros.

paraTypeCharmm ON

parameters par-all27-prot-na.prm

El paso de tiempo es de 2 fs.

Se toman como interacciones de enlace aquellas entre enlace, ángulos y dihedros —1,

2 y 3 átomos—.

El centro de la proteı́na se va a dejar fijo —commotion no—.
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Los enlaces son rı́gidos para toda la proteı́na, usando el algoritmo settle.

Estos parámetros se resumen en el archivo de entrada para NAMD de la siguiente

forma:

timestep 2fs

exclude 1-3

commotion on

switching on

switchdist 10

cutoff 12

rigidBonds all

usesettle on

El tamaño inicial de la caja de agua y el centro del sistema es necesario establecerlo

para poder definir las condiciones periódicas de frontera del sistema —WrapAll–.

cellbasisvector1 109 0 0

cellbasisvector2 0 109 0

cellbasisvector3 0 0 109

cellorigin -0.46 0.28 0.075

wrapall on

Para mantener la temperatura constante se utilizó el algoritmo de Langevin. La tem-

peratura del sistema se estableció en 300K.

Se utilizó una celda flexible para el control de la presión en el sistema utilizando el

algoritmo Berendsen a una presión de referencia de 1.01 bar.
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langevin on

langevintemp 300

useflexiblecell yes

berendsenpressure on

berendsenpressuretarget 1 atm

Los parámetros anteriores son los necesarios para reproducir la simulación que se llevó a

cabo. De esta simulación obtenemos unos archivos de salida que van a ser escritos a un

archivo llamado out. La energı́a del sistema se va a escribir cada 200 pasos y la trayectoria

de toda la simulación o archivo DCD —el archivo más importante— se escribe cada 200

pasos. Es necesario también escribir un archivo de seguridad, restart, cada 50000 pasos,

para que, en caso de que el proceso se detenga, se pueda reiniciar el sistema sin perder

considerable tiempo de cómputo.

outputname out

restartname out

festartFreq 50000

binaryRestart no

outputEnergies 200

binaryOutput no

dcdfile out.dcd

dcdunitCell yes

dcdfreq 200
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RESULTADOS

Después de 10 meses de cómputo se obtuvieron 20 ns de una simulación del hexámero

de la desaminasa a presión y temperatura constante (NPT).

Figura 6.1: Representación del sistema de la glucosamina-6-fosfato-desaminasa sin aguas y con aguas. Cada
monómero está representado en diferentes colores.

Para hacer un análisis adecuado de los resultados obtenidos en la simulación como

primera instancia se debe revisar la estabilidad del sistema. La proteı́na debe mantener

su estructura secundaria, hay que verificar que proteı́na no se esté deformando y que los

parámetros establecidos como condiciones iniciales se respeten. Con este fin se presentan

diferentes gráficas. Por ejemplo, la energı́a debe llegar a un valor constante en la simu-

41
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lación. La temperatura y presión deben fluctuar alrededor de valores que se establecen

como condiciones iniciales en un inicio de la simulación de modo que en promedio se

tenga un valor constante.

En la gráfica de la figura 6.2 está representada la Energı́a en Kcal/mol que se obtuvo

durante el tiempo de la simulación en nanosegundos.

Figura 6.2: Gráfica de energı́a contra tiempo para la simulación del sistema de la glucosamina-6-fosfato-
desaminasa. Arriba la gráfica de energı́a durante toda la simulación partiendo del sistema minimizado.
Abajo misma gráfica de energı́a únicamente representando el tiempo de simulación que se utilizó para el
análisis general de resultados.

En la figura 6.2 se puede notar que el sistema no es completamente estable al inicio

de la simulación (primeros 2 ns). Esto se debe a las condiciones iniciales. Como ya se

explicó durante la descripción de metodologı́a lo que se hace antes de empezar una simu-

lación es minimizar el sistema. De las coordenadas cristalográficas podemos encontrar

enlaces mal formados por datos imprecisos de la propia cristalografı́a o bien debido a la
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ausencia de átomos —al asignar coordenadas de un cristal puede haber zonas no muy

claras en los mapas de entorno electronico—; entonces hay que reconstruir el sistema

y minimizarlo para poder empezar con la simulación. Una vez minimizado el sistema se

establece la temperatura y todos los parámetros con los que se desea llevar a cabo la simu-

lación para empezar a correr los primeros pasos de dinámica molecular. Con esta primera

dinámica lo que se pretende es que el sistema se equilibre a dicha temperatura, presión

y condiciones de solvatación. Una vez que se tiene el sistema equilibrado, se reinicia la

dinámica guardando las condiciones anteriores con el fin de ajustar los últimos paráme-

tros con los que se va a simular todo el sistema. En la gráfica de la figura 6.2 —junto con

los valores de RMSD 6.4— se puede decir que durante los primeros 2 ns de la simula-

ción de la desaminasa que se llevó a cabo el sistema todavı́a no estaba completamente

equilibrado, por tanto se va a llevar a cabo el análisis a partir del segundo nanosegundo.

En la figura 6.3 se muestra la gráfica de temperatura y presión del sistema completo

durante la simulación. Lo que se puede observar en las gráficas es cómo estos parámetros

son constantes (con fluctuaciones tı́picas) durante toda la simulación, como fue estableci-

do en las condiciones iniciales.

Para controlar la estabilidad de la proteı́na, y verificar que la estructura secundaria no

se vaya deshaciendo durante la simulación lo que podemos hacer es calcular el RMSD.

Con este cálculo se puede analizar qué tanto se desvı́a la estructura durante la simulación

de las coordenadas cristalogáficas originales de la desaminasa.

En la gráfica de la figura 6.4 se representan los valores de RMSD de los carbonos alfa

de la proteı́na durante toda la simulación comparada con la estructura cristalográfica que

se utilizó al inicio de la simulación, la forma T de la desaminasa.
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Figura 6.3: Temperatura y presión durante la simulación, ensamble NPT

En los valores de RMSD se puede identificar un primer cambio brusco. Este cambio

se debe al movimiento que sufre la proteı́na por pasar de condiciones cristalográficas a

condiciones de solvatación. El primer pico grande en el que decrece el RMSD (aproxima-

damente al medio nanosegundo) se identifica con una segunda equilibrada del sistema,

donde se reestablecen los valores de velocidades iniciales. Lo más importante es ver que

la proteı́na —una vez equilibrada— no presente cambios muy grandes y en general se

encuentre estable.

6.1. En búsqueda del movimiento entre los dos confórmeros

El análisis más importante y en el que nos vamos a enfocar con más cuidado es en

encontrar si efectivamente la proteı́na está moviéndose entre los dos confórmeros —R

y T— como se describe en los antecedentes experimentales. Hay que encontrar alguna

forma de verificar si en algún momento la desaminasa se acerca al confórmero R. Con este
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Figura 6.4: RMSD durante la simulación

fin se realizaron diferentes estudios como: RMSD entre los dos confórmeros, un análisis de

proyección (ver más adelante) y RMSF (Root mean square fluctuation). El RMSF se realizó en

diferentes periodos de la simulación. Con este análisis de RMSF se pueden comparar las

fluctuaciones durante la simulación con los factores de temperatura que se obtuvieron

experimentalmente [11] [12], es decir, analizar las vibraciones de los carbonos alfa durante

la simulación.

Figura 6.5: En negro los valores de RMSD tomando como referencia la estructura de la desaminasa en su
confórmero T. En rojo valores de RMSD tomando como referencia la estructura de la desaminasa en su
confórmero R.
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En la figura 6.5 se muestra el RMSD —únicamente de la parte de la dinámica estable, la

que vamos a tomar como el total de la simulación— donde se puede identificar un patrón

interesante: cuando el sistema se acerca al confórmero T (en negro), el sistema se aleja

del confórmero R (en rojo) esto se observa claramente en diferentes zonas, sin embargo

en general se puede encontrar una ligera pendiente de ambos valores de RMSD, parece

que la proteı́na en general se esta alejando de ambos confórmeros. Esta descripción se

estudiará con cuidado más adelante, se adelanta que tiene que ver con el hecho de que no

todos los monómeros se estan moviendo exactamente de la misma forma. Sin embargo

esto no se puede ver con una gráfica tan general de RMSD.

6.2. Proyección

Hasta ahora con los resultados descritos no se ha podido cuantificar qué tanto la pro-

teı́na se encuentra en el estado R o T. Con el RMSD únicamente se pueden identificar

cambios generales en la estructura. Estos cambios generales no necesariamente involu-

cran el movimiento entre los dos confórmeros, se necesita encontrar un análisis más de-

tallado. Para corregir la incertidumbre de un simple cálculo de RMSD, Jonathan Valen-

cia —estudiante del Dr. Horjales— desarrolló un algoritmo con el cual se establece un

parámetro de orden que podrá cuantificar qué tanto de la proteı́na se encuentra en el

confórmero R o T. El principio del cálculo es sencillo y su descripción viene a continua-

ción: Se superponen ambas estructuras (la activa y la inactiva) y se determina el tamaño

y dirección de los vectores necesarios para hacer la transformación del confórmero T al R.

Durante la dinámica, para cada paso de simulación se vuelven a calcular estos vectores y
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Figura 6.6: Análisis de proyección del monómero A durante la simulación. Los valores del parámetro de la
proyección corresponden a uno para el confórmero R y cero para el confórmero T —lado izquierdo—. En el
lado derecho de la figura se representa la proyección de dos monómeros juntos: A (en negro) y E (en rojo).

se comparan con los valores originales que se obtuvieron como parámetros en las estruc-

turas cristalográficas, ası́ vamos a poder comparar y cuantificar —durante cada paso de

la simulación— qué tanto de la proteı́na se encuentra en la forma inactiva o activa.

Los valores que se obtienen como resultado del análisis de proyección en la simulación

del hexámero de la desaminasa varı́an entre cero y uno. Cero corresponde al confórmero T

y uno al confórmero R. Como se puede identificar en la gráfica de la figura 6.6, durante la

simulación de la proteı́na (escala de tiempo) los valores del análisis de proyección varı́an

entre cero y uno. Esto confirma que durante la simulación que inicia en el confórmero T,

la proteı́na se mueve hacia el confórmero R fluctuando en medio de los dos confórmeros.

Es necesario hacer este análisis de proyección para cada uno de los monómeros por

separado, además un análisis general para el sistema del hexámero completo. Empe-

zaré describiendo con detalle la gráfica para uno de los monómeros dado que resul-

tará más sencillo su análisis.

En la figura 6.6 se muestra graficada la proyección del monómero A. Se puede notar
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cómo el monómero fluctua en general en medio de los dos confórmeros tendiendo mayo-

ritariamente a la zona del confórmero R. La gráfica no comienza en cero dado que sólo se

está analizando la parte estable de la simulación y durante la parte de la dinámica para

equilibrar el sistema es donde se lleva a cabo ese inicio de transición. El sistema tiende

al confórmero R —con valor de uno en la proyección—. Se puede ver en la gráfica que

el valor de la proyección alcanza un valor de 0.83 para después regresar a valores de 0.3

—bastante cerca del confórmero T— sin embargo esta fluctuación va disminuyendo y en

la parte final de la simulación ya no vemos fluctuaciones tan grandes.

Resulta interesante analizar si cada uno de los monómeros se va moviendo con el mis-

mo patrón, esto habları́a de un movimiento concertado entre los monómeros de la de-

saminasa. En la gráfica de la figura 6.6 encontramos el análisis de proyección del monóme-

ro A y el monómero E. Los monómeros de la desaminasa están nombrados como A, B,

C para un trı́mero y D, E, F para el trı́mero opuesto. Al graficar la proyección en los

monómeros A y E se está analizando un monómero superior en la configuración del

hexámero y un monómero inferior.

Como se puede ver en la gráfica de la figura 6.6 el movimiento entre los dos monóme-

ros se encontró perfectamente concertado. Este resultado es imporante pues se está ha-

blando de un monómero superior y un monómero inferior en el hexámero, con esto se

puede decir que las vibraciones de cada monómero de la proteı́na estan conectados de

cierto modo entre los dos trı́meros aunque no se observa una interacción clara entre ellos.

Estos resultados son de gran importancia, resultarı́a fácil de analizar el hexámero com-

pleto si todos los monómeros se movieran del mismo modo. Sin embargo, al realizar el

análisis de proyección en todos los monómeros el movimiento no se encuentra perfecta-
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Figura 6.7: Análisis de proyección de varios monómeros: A en negro, K en rojo, E en azul y F en verde. En
la gráfica del lado derecho se agregan en amarillo el monómero B y en gris el D.

mente concertado, como se puede ver en la figura 6.7. En la gráfica del lado izquierdo de la

figura 6.7, se muestran los monómeros que siguen el mismo patrón de movimiento según

el análisis de proyección A, K, E y F (por razones de cómputo se tuvo que renombrar el

monómero C como K). En la gráfica de lado derecho 6.7 está representada la proyección

de todos los monómeros. Con detalle se puede observar que los dos monómeros restantes

—B y D— no se mueven junto con todos, son los valores en gris y en amarillo, pero a su

vez estos dos monómeros tienden a seguir el mismo patrón aunque no perfectamente.

6.3. Vibración por átomo

Para analizar con detalle el movimiento de la proteı́na lo que comúnmente se hace es

cuantificar vibraciones atómicas por átomo de carbonos alfas durante la simulación. Lo

que se obtiene como resultado de este análisis es un tipo de espectro en el que se puede

cuantificar la vibración de los átomos durante el periodo de tiempo que se desee, con
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estos datos se obtiene una gráfica de número de átomo contra unidad de movimiento.

Comúmente a estos valores de vibración se les denomina RMSF. Estas gráficas se pueden

comparar con las gráficas de factores de temperatura que se realizaron en el laboratorio

del Dr Horjales [11] que se describen con detalle en los antecedentes experimentales de

esta tesis. Se puede comparar el espectro de vibración atómica (RMSF) al inicio de la si-

mulación con el respectivo espectro que obtiene al final de la simulación o en el momento

que se desee. Con esto se podrá ver cómo cambian las vibraciones de los carbonos alfa de

la proteı́na durante la simulación. Los resultados están dados en (nm) y son comparables

y proporcionales a los factores de temperatura que se obtienen de cristalografı́a.

Se comparó un espectro de RMSF de los primeros pasos de la simulación donde se

inicia con una estructura de la desaminasa inactiva (T) con la parte final de la simulación

(o donde en el análisis de proyección se encuentran valores cercanos al estado R). A su

vez se podrá comparar estas vibraciones atómicas de la proteı́na (RMSF) con los factores

de temperatura cristalográficos.

En la figura 6.8 se presenta la gráfica de RMSF durante el primer nanosegundo de si-

mulación, partiendo de la forma inactiva. En este espectro se calculan sólo los carbonos

alfa que son los átomos que de cierto modo representan la conformación general de la

proteı́na. Al comparar las gráficas obtenidas de las vibraciones atómicas con la de facto-

res de temperatura de cristalografı́a observamos que la mayorı́a de los picos coinciden

con los datos que se obtienen de cristalografı́a, lo cual consideramos un resultado muy

satisfactorio.

Durante el primer nanosegundo de simulación la vibración general de la proteı́na re-

sulta considerablemente mayor comparada con la vibración al final de la simulación. En
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Figura 6.8: RMSF durante el primer nanosegundo de la simulación —lado izquierdo—, RMSF durante los
últimos nanosegundos de la simulación —lado derecho—. Abajo las dos gráficas comparadas: en negro
el primer nanosegundo de la simulación y en rojo los últimos nanosegundos de la simulación. Abajo a la
derecha —de nuevo— los factores de temperatura obtenidos de datos cristalográficos.
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la parte superior de la figura 6.8 se presentan dichos cálculos de RMSF. La primera gráfica

(arriba izquierda) presenta el RMSD durante el primer nanosegundo, donde la vibración

de la proteı́na resulta mucho mayor comparada con la vibración en otras zonas de la si-

mulación (arriba a la derecha). En la parte inferior de la figura 6.8 se comparan las mismas

gráficas de RMSF escaladas para comparar directamente con los factores de temperatura

que se obtuvieron de datos cristalográficos. Con esto se encontró que las vibraciones en

la estructura en un inicio de la simulación coinciden con las vibraciones de los factores de

temperatura para la proteı́na en su forma inactiva o activa respectivamente.

Comparación entre los factores de temperatura y el RMSF obtenido de simulación:

Gráfica izquierda inferior en la figura 6.8: el pico de la tapa del sitio activo (160-180)

se encuentra considerablemente más alto que el resto de las vibraciones en la proteı́na. El

patrón general de los picos se respeta considerablemente entre los valores cristalográficos

de factores de temperatura (en negro) comparado con los valores de RMSF (rojo). Ahora,

si nos fijamos en la gráfica inferior derecha 6.8, la vibración es mucho menor. En general,

en esta zona de la simulación que corresponde a la zona que encontramos más parecida

a la forma activa (R). Una meseta entre los residuos 115 y 120 desciende igual en ambos

espectros (RMSF y cristalográfico) de la forma activa. El patrón general de las vibraciones

es parecido y la disminución de la vibración de la tapa del sitio activo es considerable. En

general se puede afirmar que se parecen significativamente. Es decir que en zonas de la

simulación si alcanzamos a tener una conformación más parecida al estado R que al T. Al

continuar la dinámica lo que podemos sospechar es que la desaminasa intentará regresar

al estado T.
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Figura 6.9: Izquierda gráfica de factores de temperatura, rojo estructura inactiva y negro activa. Derecha:
gráfica de valores de RMSF, rojo estructura inactiva y negro activa.

En la figura 6.3 se presentan los factores de temperatura (del lado izquierdo) en rojo el

confórmero R y en negro el T. Del lado derecho se presentan los valores de RMSF, rojo el

que corresponderı́a a T y negro el R.

6.4. Conformación

6.4.1. Tapa del sitio activo

Una medida importante es ver si la tapa del sitio activo de la desaminasa está vibrando

y cómo está vibrando durante la simulación. Se escogieron ciertos residuos clave en la

estructura de la desaminasa los cuales se van a describir con base a las gráficas de la

figura 6.11.

Gly 43 - Asn 179: Entre estos residuos se encuentra una fluctuación. Es clara la dife-

rencia a los 10 ns comparada con los 5 ns anteriores. La diferencia en promedio se

encuentra entre 15 y 24 Å. Después de un tiempo —12 ns— esta diferencia dismi-



6: RESULTADOS 54

Figura 6.10: Residuos Asn 170 y Lys 208.

nuye a 21 Å.

Asn 170 y Lys 208: Entre estos residuos no se observa una fluctuación clara, más

bien estos residuos se acercaron aproximadamente 10 Å a lo largo de la simulación

6.10.

Arg 172 y Lys 208: Se puede observar que la tapa del sitio activo se ha cerrado, estos

dos residuos se acercaron también 10 Å.

Gly 43 y Arg 172: Entre estos dos residuos más bien la distancia es constante y no se

observa un cambio importante.
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Figura 6.11: En la gráfica A, de arriba hacia abajo, distancias entre diferentes residuos de la tapa del sitio
activo: del residuo Gly 43 a Asn 179, Asn 170 a Lys 208, Arg 172 a Lys 208, Gly 43 a Arg 172. Durante la parte
estable de la simulación. En la gráfica B están de arriba hacia a abajo, distancias entre diferentes residuos
de el sitio alostérico: Glu 257 a His 164, Glu 148 a Met 1, Glu 148 a Tyr 254.
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6.4.2. Sitio alostérico

El sitio alostérico —entre monómeros— también se puede medir con distancias entre

diferentes residuos:

Glu 257 y His 164: La distancia entre estos dos residuos es constante, la fluctuación

no es muy grande.

Glu 148 y Met 1: Una variación de 4 Å no es muy grande tampoco, sin embargo se

puede identificar una diferencia en el décimo nanosegundo que podrı́a estar relacio-

nada con la fluctuación de la tapa del sitio activo que se identificó en la subsección

anterior.

Glu 148 y Tyr 254: La diferencia es grande de 10 Å a 19 Å, exactamente a los 10 ns se

vuelve a encontrar un cambio grande en la distancia entre estos dos residuos.

6.4.3. Ángulo

Con el fin de abarcar un movimiento en el monómero completo, se calculó el ángulo

entre los residuos Asn 179, Lys 219 y Glu 261. Con este cálculo lo que se trata de encontrar

es la diferencia —durante la simulación— en la estructura general del monómero. Es una

sorpresa ver que a los 10 - 11 ns, hay una fluctuación clara en la estructura de la proteı́na

(figura 6.12). Los residuos que se escogieron forman parte de la zona alostérica de la

desaminasa dado que el sitio alostérico se encuentra en el hueco que se forma entre los

monómeros.

Con estas gráficas se puede afirmar que hay un cambio de conformación considerable

en el décimo nanosegundo de la simulación de la desaminasa partiendo del confórmero
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Figura 6.12: Ángulo que forman los residuos Asn 179, Cys 219 y Glu 261 durante la simulación. Empezando
con un ángulo de 90 grádos pasa a 80 grados y empieza a regresar.

T. Al comparar este cambio estructural encontrado con el que se obtiene con el análisis

de proyección que se decribió anteriormente en la figura 6.6, para el mismo tiempo de

simulación (10 ns), se encontró que el monómero empieza a regresar al confórmero T.

6.5. Cuasi-armónicos

Un análisis de Modos Normales —como ya se explicó— es un modo directo de ana-

lizar movimientos vibracionales de un sistema. La aproximación armónica que se utili-

za asume que la energı́a potencial puede ser aproximada como una suma de términos

cuadráticos en el desplazamiento. Los coeficientes de estos términos forman una matriz

de fuerzas que junto con las masas atómicas se utilizan para obtener una matriz de los

modos normales de vibración de un sistema.
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Un análisis cuasi-armónico es un método para obtener modos de vibración en base

a fluctuaciones calculadas en una simulación de dinámica molecular. El principio fun-

damental consta en que un campo de fuerza puede ser calculado por un promedio en

la estructura dinámica y como resultado se obtiene la misma matriz de fuerzas que se

obtiene en un cálculo de modos normales. La matriz de fluctuaciones es inversamente

proporcional a la fuerza efectiva.

El cálculo de cuasi-armónicos que se obtuvo se realizó usando un programa llamado

Metaphore.

Los resultados que se obtienen resultan un tanto confusos por la cantidad de átomos

en el sistema. El análisis se hizo para el hexámero completo.

Lo que se puede ver del modo normal más bajo, es que efectivamente cada monómero

se mueve hacia el confórmero activo, no con orden ni claridad como lo que se obtiene de

los modos normales de vibración. El movimiento es más desordenado. Para analizar el

movimiento, se requiere la visualización de la proyección de los modos normales en un

visualizador de trayectorias. Con una figura no se puede representar claramente el movi-

miento.

Si se puede ver que la tapa del sitio activo se abre durante la simulación y los monóme-

ros llevan a cabo un movimiento tipo torsión, se observa que los tres monómeros superio-

res se mueven hacia un lado y los inferiores hacia el otro, sin embargo no con la misma
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amplitud en cada uno de ellos.

6.6. Modos Normales de Vibración

Se realizó un cálculo de Modos Normales de Vibración utilizando recursos de cómpu-

to externos ( ElNémo: a normal mode web server for protein movement analysis and

the generation of templates for molecular replacement: Karsten Suhre and Yves-Henri

Sanejouand) que permiten realizar éste tipo de cálculos. Con la memoria que tiene una

computadora de escritorio —como en la que se trabaja en el laboratorio— no es posible

hacer un cálculo de modos normales debido a la cantidad de átomos del sistema que es-

tamos estudiando. En realidad este cálculo de modos normales no lleva mucho tiempo

de cómputo pero sı́ exige gran capacidad de memoria.

Se preparó la estructura de datos cristalográficos, misma que se utilizó para iniciar la

simulación para mandarla a “elNémo” una interface web —The Elastic Network model—

que calcula las frecuencias más bajas de los modos normales de vibración para proteı́nas.

De este cálculo de modos normales —como se mencionó en la metodologı́a— los

módos más bajos de vibración de la desaminasa son separados por sus diferentes fre-

cuencias.

Entre los resultados más importantes que se obtienen de los modos normales está la

proyección del movimiento de cada modo normal. Es decir, la obtención de una trayec-

toria —en formato PDB— de las vibraciones más bajas de la proteı́na. Esta trayectoria se

estudió también con un análisis de proyección como el realizado a la simulación de la de-

saminasa. Además de la proyección se puede hacer un cálculo de RMSF de las vibraciones
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Figura 6.13: Imagen de la trayectoria del modo de vibración más bajo de la proteı́na completa. El origen
esta representado en rojo. Este color rojo va a variar a naranja, amarillo, verde, azul y finalmente morado
como va avanzando el tiempo en la representación de la vibración. Últimos pasos color morado.

calculadas y compararlas con las gráficas de RMSF que se obtuvieron de la simulación y

de factores de temperatura cristalográficos. Con esto podemos identificar diferentes picos

de nuestra gráfica con diferentes frecuencias de vibración.

6.6.1. Imagen de la trayectoria con frecuencia más baja

De los modos normales de vibración se puede realizar una proyección de las amplitu-

des y direcciones para cada uno de los átomos para obtener diferentes trayectorias com-

parables a la trayectoria de nuestra dinámica.

Con la trayectoria del modo normal de vibración más bajo se llevó a cabo un análisis

de proyección como el que se realizó para la dinámica molecular y ası́ determinar si la

proteı́na se encuentra en el confórmero R o T. Esto se hizo para el modo normal con
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frecuencia más baja pues el que influye más significativamente en el movimiento general

de la desaminasa.

Los resultados del análisis de proyección que se realizaron a la trayectoria de los mo-

dos normales se encuentran en la figura 6.14. Efectivamente, vemos un movimiento pe-

riódico entre los dos confórmeros (T y R).

A diferencia de la proyección de la dinámica molecular, en los modos normales no sólo

la proteı́na se mueve al confórmero R —cerca de uno— también regresa al confórmero

T —valor de cero en la proyección— hasta pasar de cero y llegar a un valor de −0,43.

Efectivamente la proteı́na se mueve como dos cı́rculos unidos en el centro.

El programa que calcula los modos normales de vibración, calcula también el pro-

medio de vibración por átomo (en nanómetros) para cada modo normal — parecidos al

cálculo de RMSF que se llevó a cabo para la dinámica— . En la gráfica 6.15 se muestra

el RMSF para todos los carbonos alfa de la proteı́na del modo normal de frecuencia más

baja. En la misma figura del lado derecho se encuentra el RMSF de los primeros cuatro

modos normales. Con esto podemos identificar qué parte de la proteı́na vibra con distinta

frecuencia. Estos modos tienen las siguientes frecuencias (en unidades de cm−1): 1.68 2.16

2.22 y 3.67, respectivamente.

Se puede hacer una suma de los valores promedio de vibración de los primeros 100

modos normales. Estos valores promedio de vibración se pueden escalar para obtener

factores de temperatura como los que se obtienen de cristalografı́a.

Estos valores están graficados en la figura 6.14. Donde se puede observar que efecti-

vamente en los modos normales de vibración la parte de la proteı́na que más se mueve

es la parte de la tapa del sitio R, del residuo 160 a 180. La parte del carboxilo terminal es
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Figura 6.14: Proyección de la trayectoria del modo de vibración más bajo de la proteı́na y abajo factores de
temperatura obtenidos de los modos normales de vibración



6: RESULTADOS 63

Figura 6.15: De lado izquierdo gráfica de RMSF del modo normal de vibración más bajo usando todos los
carbonos alfa de la proteı́na. A la derecha, los cuatro modos con frecuencia de vibración más baja de arriba
hacia abajo para el primer monómero

una parte que también tiene mucho movimiento ası́ como pequeñas zonas que definen la

parte externa de la proteı́na que se pueden ver como los tres picos de los residuos 30, 80

y varios picos de los residuos 110 a 130.

Al comparar con los factores de temperatura obtenidos de cristalografı́a, de nuevo

los resultados nos sorprenden, ya que los picos se encuentran en las mismas regiones,

los resultados teóricos concuerdan con los datos experimentales. En la figura 6.16 están

graficados en negro los factores de temperatura obtenidos de los modos normales y en

rojo los obtenidos de cristalografı́a.

La gráfica 6.14 se puede comparar directamente con los valores de factores de tempe-

ratura obtenidos en cristalografı́a para obtener la gráfica de la figura ??. Con esta gráfica

se comprueba que la estructura cristalina de la forma poco afı́n a sustrato (T) de la de-

saminasa se encuentran vibrando como se muestra en el análisis de proyección, es decir,

esta forma poco afı́n a sustrato vibra para terminar cerca de la estructura R o afı́n a sus-
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Figura 6.16: Promedio de vibración atómica de los primeros cien modos con frecuencia más baja.

trato de la desaminasa, dado que se encuentran valores de factores de temperatura casi

idénticos entre los obtenidos con datos experimentales de cristalografı́a y los encontrados

por modos normales de vibración.
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CONCLUSIONES

Se puede afirmar que en los 20 nanosegundos de simulación pudimos obtener el esta-

do más afı́n a sustrato (R) de la glucosamina-6-fosfato-desaminasa. Efectivamente, partiendo

del confórmero poco afı́n a sustrato o T, la desaminasa va a tener un movimiento hacia el

confórmero afı́n a sustrato. Lo que no se puede observar perfectamente con esta simula-

ción es una frecuencia de vibración clara entre los dos confórmeros.

Con el análisis de modos normales del hexámero de la desaminasa podemos afirmar

que se obtienen los dos confórmeros —R y T— y se comprueba la existencia de vibra-

ciónes en el hexámero de la desaminasa debidos a la geometrı́a e interacciones internas

del sistema.

Dada la magnitud del sistema la simulación de dinámica molecular como la que se rea-

lizó, puede tener inconsistencias debido al cálculo truncado de interacciones electrostáti-

cas con el que se desarollaron las simulaciones.

65
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