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1 

Introducción 
 

1.1 Cataratas 
 

De acuerdo con información de la OMS, la enfermedad de cataratas es una de las 

principales causas de discapacidad visual y ceguera que afecta a más de 94 

millones de personas en el mundo [1]. En muchas ocasiones, el deterioro visual en 

la enfermedad de catarata es predecible y tratable, sin embargo, el único tratamiento 

actual para el tratamiento de la enfermedad de cataratas es la cirugía, que es 

costosa e inaccesible para algunos sectores de la población de países en vías de 

desarrollo [2]. 

La enfermedad de cataratas ocurre cuando el cristalino del ojo, el cual es la 

estructura encargada de enfocar la luz en la retina, pierde su transparencia y 

empieza la opacificación (figura 1.1). El cristalino, para mantener su función, se 

encuentra desprovisto de organelos celulares y posee una alta concentración de 

proteínas con la capacidad de refractar la luz: las cristalinas. Estas proteínas son 

solubles y lo suficientemente estables como para durar toda una vida, ya que el 

cristalino carece de un sistema de síntesis o degradación proteica [3]. Sin embargo, 

factores como exposición prolongada a la radiación UVB, consumo de alcohol, 

nicotina y corticoesteroides, mutaciones congénitas, edad avanzada, diabetes, 

entre otros, afectan la integridad, estructura y solubilidad de dichas proteínas, 

generando agregados que vuelven opaco al cristalino [4]. 

  

 
Figura 1.1. Alteración de la vista ocasionada por cataratas. Modificada de [5]

Ojo saludable Ojo con cataratas 

Cristalino saludable 
Cristalino con 

cataratas 

La luz es enfocada, 
produciendo imágenes claras 

La luz es dispersada por un cristalino 
opaco produciendo imágenes borrosas 
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1.2 Estructura de las cristalinas 
 
Las proteínas cristalinas se dividen en dos grandes familias: 

1. α-cristalinas: Las cuales cumplen con una función de chaperonas, es decir, 

corrigen el desplegamiento de las proteínas del cristalino y previenen la 

formación de agregados insolubles. Además, sus regiones promotoras 

contienen elementos de respuesta al estrés [6].  

2. βγ-cristalinas: Su función es la de mantener el índice refractivo del cristalino 

[7]. Su plegamiento se compone de cuatro motivos de greca organizados en 

dos dominios. Las β-cristalinas típicamente forman especies diméricas o 

multiméricas, mientras que las γ-cristalinas sólo se encuentran como 

monómeros [7]. 

 

1.3 Cristalina γ-D 
 

La cristalina γ-D (CRYGD) es una de las γ-cristalinas más abundantes en el ojo 

humano. Sus dominios homólogos (N-terminal y C-terminal) forman una interfaz 

hidrofóbica en la región interdominio, que es de suma importancia para mantener la 

estructura proteica de esta familia de proteínas [8]. Además, se ha demostrado que 

un núcleo hidrofóbico, presente en cada uno de los dominios, es crucial para la 

estabilidad de la proteína. Esto puede observarse en la mutación puntual W42R de 

CRYGD, en la cual un aminoácido hidrofóbico perteneciente a esta región es 

mutado por un aminoácido con características polares, lo que favorece la entrada 

de agua al núcleo hidrofóbico que lleva al desplegamiento del dominio N-terminal 

de la proteína. De forma similar, la mutación del aminoácido análogo a W42 en el 

dominio C-terminal (W130) a arginina tiene como consecuencia el desplegamiento 

del dominio correspondiente [9]. 

 

 
Figura 1.2. Derecha: Estructura tridimensional de la proteína CRYGD (PDB ID: 1hk0), determinada 

a 1.25 Angstroms de resolución. En color morado se resalta el dominio N-terminal; en verde el 

dominio C-terminal; en dorado la cavidad hidrofóbica y en azul la región interdominio. 
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La mutación W42R causa cataratas congénitas en humanos [10] de forma similar, 

otros ejemplos de mutaciones puntuales que afectan la estructura o la solubilidad 

de CRYGD y, también, causan cataratas congénitas son P23T [11], E107A [12], 

R77S [13], W156X [14], R14C [15], R36C [16] y R58H [17]. 

 

Otros factores que pueden afectar la estabilidad de CRYGD son las modificaciones 

post-traduccionales como la desamidación de los residuos Q12, N49 y N160, 

oxidación de Y45 y W156 (este último es uno de los cuatro triptófanos que protegen 

a la proteína de daño por UV al absorber la radiación), metilación de C110 y la 

formación de puentes de disulfuro en C18-C32 y C108-C110 [4]. 

 

Se ha propuesto que el mecanismo de desplegamiento de la CRYGD involucra un 

intermediario con una conformación abierta, es decir, que ha perdido la interfaz 

hidrofóbica interdominio (figura 1.3), lo que posteriormente lleva al desplegamiento 

del dominio N-terminal y, posteriormente, al desplegamiento de la estructura 

completa. Tanto la proteína desplegada, como sus intermediarios, pueden estar 

involucrados en la formación de oligómeros y agregados proteicos en la enfermedad 

de cataratas. Fármacos, como la morina, que sean capaces de prevenir la apertura 

de los dominios (N y C-terminales) de CRYGD a través de la unión a la interfaz 

hidrofóbica podrían prevenir la formación de agregados y, por ende, prevenir las 

cataratas [18]. 

 

 
Figura 1.3. Representación esquemática del proceso de desplegamiento de CRYGD a través de 

intermediarios de conformación abierta. Modificada de [18]. 
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1.4 Efecto de los metales 
 

Se ha demostrado que la concentración de diversos iones metálicos en el cristalino 

y el humor acuoso se ve incrementada en pacientes con cataratas, por lo que se 

sugiere un vínculo entre los metales y el desarrollo de esta enfermedad. Entre estos 

iones metálicos se encuentra el zinc (Zn2+) [19–21], el cual interactúa con la proteína 

CRYGD, especialmente con residuos de histidinas y cisteínas, alterando su 

estructura e induciendo la agregación, favoreciendo la opacificación del cristalino 

[22]. 

 

En un medio acuoso, el zinc presenta una geometría de coordinación octaédrica, es 

decir, se une a seis ligandos (en este caso, moléculas de agua) para satisfacer su 

esfera de coordinación. Sin embargo, al interactuar con una proteína, el zinc suele 

unirse únicamente a cuatro ligandos, resultando en una geometría de coordinación 

tetraédrica (figura 1.4). A través de estudios computacionales se ha observado que, 

cuando el zinc interactúa con un aminoácido, la transferencia de carga hacia el 

ligando es mayor que cuando interacciona con una molécula de agua, resultando 

en una esfera de coordinación estable con un menor número de ligandos. Este 

efecto es observable cuando el metal se une a dos o más aminoácidos con carga 

neutra (como la histidina) o cuando se une a uno o más aminoácidos con carga 

negativa (como una cisteína desprotonada, ácido glutámico o ácido aspártico) [23]. 

 

 
Figura 1.4. Geometría de coordinación tetraédrica (izquierda) y octaédrica (derecha) para el zinc. 

Para mayor simplicidad, los ligandos se representan únicamente como moléculas de agua. Los 

ángulos ideales se marcan en rojo. 

 

Los resultados experimentales sugieren que, en el proceso de agregación por zinc 

de la CRYGD, no hay una pérdida de la estructura tridimensional de la proteína y el 

metal actúa como una especie de puente, conectando dos monómeros de CRYGD 

109.5° 
90° 
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y formando especies multiméricas. Esta hipótesis se fortalece a través del hecho de 

que la agregación es reversible en presencia de un quelante como EDTA. Además, 

se ha descubierto que el sitio conformado por los aminoácidos C18 y H22 es de alta 

importancia para la agregación de la CRYGD por zinc, ya que, las cristalinas 

CRYGC y CRYGS no son susceptibles a agregarse en presencia de este metal y 

análisis de alineamiento de secuencias han demostrado que carecen de la 

presencia de este sitio. La hipótesis actual del mecanismo de agregación es que el 

metal se une a los aminoácidos C18 y H22 en una coordinación similar a una 

proteína con un tipo dedo de zinc C2H2, sin embargo, en estas condiciones, el ion 

no es capaz de satisfacer su esfera de coordinación, por lo que interacciona con un 

segundo monómero de CRYGD (figura 1.5), formando un puente metálico [24]. 

 

 
 

 
Figura 1.5. Representación esquemática del inicio del proceso de agregación de CRYGD al 

interactuar con Zn(II). El metal se une al sitio de unión C18, H22 (marcado en amarillo) del 

monómero 1 (izquierda) e interacciona con un sitio de unión desconocido (marcado 

esquemáticamente en rojo) ubicado en el monómero 2 (derecha). La interacción resulta en la 

formación de un dímero unido por puente metálico. El sitio C18, H22 del monómero 2 se encuentra 

disponible para coordinarse con otro ion de Zn(II), permitiendo la unión de otro monómero y 

formando un agregado multimérico. 

 

 

1.5 Predicción de sitios de unión 
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Para poder analizar computacionalmente la interacción de CRYGD con el metal 

Zn(II), es conveniente utilizar herramientas de predicción para detectar los posibles 

aminoácidos implicados. 

 

El servidor MIB (Metal Ion Binding site prediction server) es una herramienta de 

predicción de sitios de unión a metales basada en la información estructural 

experimental de diversas metaloproteínas. Para ello, el programa construye 

plantillas a partir de estructuras registradas en PDB de proteínas unidas a metales 

y con un porcentaje de identidad menor al 30% entre ellas. Estas plantillas contienen 

todos los aminoácidos (mínimo 2) ubicados a menos de 3.5 Å del metal. La 

estructura blanco es comparada con estas plantillas y se realizan alineamientos 

locales de secuencia (utilizando BLOSUM62) y estructurales (utilizando RMSD de 

Cα) para detectar posibles sitios de unión [25]. 

 

BioMetAll es otra herramienta de predicción de sitios de unión y se basa en utilizar 

parámetros geométricos obtenidos directamente de la cadena principal de una 

proteína, logrando predecir sitios en los cuales las cadenas laterales de la estructura 

blanco no se encuentran completamente bien posicionadas. Para realizar la 

predicción, se genera una “red” de sondas metálicas y se analizan un conjunto de 

parámetros geométricos (figura 1.6) que se componen de las distancias y ángulos 

entre las sondas generadas y los aminoácidos que se encuentran cerca de las 

mismas. Este conjunto se compara con los parámetros de ángulos y distancias 

obtenidos de un análisis estadístico realizado a partir de las estructuras de 

metaloproteínas depositadas en la base de datos MetalPDB, para determinar la 

presencia de un sitio de unión a metales [26]. 

 

 
Figura 1.6. Parámetros geométricos analizados en BioMetAll. A. Parámetros analizados para el 

enlace entre el metal y la cadena lateral: Mα corresponde a la distancia entre la sonda metálica y Cα; 

Mβ corresponde a la distancia entre el metal y el Cβ; y Mαβ corresponde al ángulo formado entre la 

sonda metálica, Cα y Cβ. B. Parámetros analizados para el enlace entre metal y cadena principal a 

través de C-terminal: MO corresponde a la distancia entre el metal y el oxígeno del carbonilo de C-

terminal; y MOC corresponde al ángulo formado entre la sonda metálica, el oxígeno del carbonilo y 

el carbono de C-terminal. Imagen obtenida de [26]. 
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Aquellas sondas que se encuentran en el mismo ambiente de coordinación se 

“agrupan” dentro de un mismo sitio, por lo que BioMetAll reporta como resultado 

una región de la proteína en donde se unen un grupo de sondas y representa una 

zona en la que un metal tiene la posibilidad de unirse. Cabe destacar que, a 

diferencia de MIB, la predicción de BioMetAll no es metal-específica, es decir, que 

los sitios reportados no son únicamente de unión a Zn2+, sino de unión a cualquier 

metal [26]. 

  

Una vez identificados los posibles sitios de unión, se puede analizar la estabilidad 

del sitio con diferentes metodologías. El primer paso es realizar una simulación de 

dinámica molecular que permita relajar al ion metálico a partir de la posición de 

predicción inicial. Debido a que se busca modelar al metal con la mayor precisión 

posible, nuestra alternativa fue utilizar una metodología QM/MM. 

 

1.6 Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) 
 

El esquema QM/MM resulta de gran utilidad cuando los sistemas de estudio son 

demasiado grandes para ser descritos a través de un enfoque puramente cuántico 

y los campos de fuerza de mecánica molecular no pueden modelar la formación y 

el rompimiento de enlaces. Entonces, la metodología descrita como QM/MM 

consiste en utilizar mecánica cuántica en una región de interés (en este caso, 

conformada por el metal más los aminoácidos y/o moléculas de agua cercanas) 

mientras el resto del sistema se modela a través de mecánica molecular (figura 1.7) 

[27]. Este enfoque permite realizar la relajación del sitio de unión con mayor 

precisión, mientras se toma en cuenta el ambiente de la proteína que lo rodea. 

 
Figura 1.7. Esquema representativo del esquema QM/MM. En magenta se representan los átomos y 

moléculas que se encuentran en la región QM y serán descritos con mecánica cuántica y en azul se 

representan los átomos y moléculas que serán descritos con mecánica molecular. Imagen obtenida de 

[27]. 
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La energía potencial de un sistema QM/MM es descrita con tres términos: La 

interacción entre los átomos de la región QM (VQM); la interacción entre los átomos 

de la región de mecánica molecular (VMM); y la interacción entre ambas regiones 

(VQM-MM). Los primeros dos términos se describen con las técnicas correspondientes 

para cálculos QM y MM; sin embargo, el tercer término es más complicado de 

describir debido a la diferencia de teorías utilizadas en ambas regiones, por lo que 

se han desarrollado varios esquemas para describir esta interacción. El que 

utilizamos en el presente trabajo es el esquema aditivo. 

En el esquema aditivo, la región QM es “incorporada” al resto del sistema y, por lo 

tanto, la energía es igual a la suma de los tres términos de interacción: 

 

𝑉𝑄𝑀/𝑀𝑀 = 𝑉𝑄𝑀(𝑄𝑀) + 𝑉𝑀𝑀(𝑀𝑀) + 𝑉𝑄𝑀−𝑀𝑀(𝑄𝑀 +𝑀𝑀) 

 

El último término es descrito dependiendo el método de inmersión utilizado: 

mecánico, electrostático o de polarización [27]. Amber18, el software que utilizamos 

en el presente trabajo, utiliza el método de inmersión electrostático, en el cual las 

interacciones entre las cargas puntuales de los átomos en la región MM y los 

componentes atómicos de la región QM (núcleos y electrones) se toman en cuenta 

explícitamente y, por lo tanto, la densidad electrónica de la región QM es polarizada 

por las cargas puntuales de los átomos de la región MM [28]. 

 

El esquema QM/MM permite simular a la proteína CRYGD con el ion metálico 

permitiendo observar de manera detallada las interacciones con los diferentes 

aminoácidos. Sin embargo, QM/MM tiene un costo computacional alto, por lo que, 

para realizar simulaciones más largas y estudiar el comportamiento de CRYGD 

cuando se le une el metal, se deben utilizar distintas metodologías.  

 

1.7 Metal Center Parameter Builder (MCPB.py) 
 

MCPB.py es una herramienta, basada en Python, que permite generar nuevos 

parámetros para los aminoácidos que interactúan con un metal que son utilizables 

para una simulación de dinámica molecular con campos de fuerza. 

 

Esta metodología consiste en generar dos modelos (pequeño y grande) del sitio de 

unión. El primero consiste únicamente en las cadenas laterales y/o en los átomos 

de la cadena principal que estén interactuando con el metal. El segundo consiste en 

describir a los aminoácidos completos del sitio de unión con caps de grupos acetilo 

y N-metilo (para modelar la continuidad de la cadena principal); y si los aminoácidos 

que interactúan con el metal se encuentran a cinco o menos residuos de distancia, 

se agregan también dichos residuos, aunque simplificados a glicinas. Ambos 

modelos son sometidos a cálculos QM, para obtener los parámetros geométricos 

del sitio de unión (ángulos y distancias de enlace obtenidos del modelo pequeño) y 
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parametrizar las cargas parciales (a partir del modelo grande), que se utilizarán para 

generar los nuevos parámetros para el archivo de topología que será usado en la 

dinámica molecular. Los aminoácidos unidos al metal son renombrados para 

diferenciarse de aquellos que no están unidos al metal y que, por lo tanto, no 

utilizarán los nuevos parámetros generados [29]. 

 

MCPB.py puede combinarse con métodos de muestreo acelerado para simular de 

una manera más adecuada el ensamble estructural de una proteína cuando ésta 

interactúa con un metal. De esta forma se pueden estudiar diferentes respuestas 

como el desplegamiento o la formación de dímeros, como es el caso en la 

interacción de CRYGD con Zn(II).  

 

1.8 Dinámica Molecular Dirigida (SMD) 
 

En una simulación de tipo SMD se aplica una fuerza externa que actúa modificando 

una serie de coordenadas del sistema. De esta forma se pueden explorar nuevas 

conformaciones que tomaría mucho más tiempo muestrear [30]. Esto se logra 

aplicando una restricción a la región de interés, con forma de un potencial armónico, 

que va a modificar las coordenadas del punto de restricción en una dirección 

específica y de interés. Como consecuencia, el sitio es forzado a moverse fuera de 

su conformación de equilibrio en dirección a las nuevas coordenadas del punto de 

restricción. El potencial armónico aplicado se define a través de la siguiente fórmula: 

 

𝑈 =
𝐾(𝑥 − 𝑥0)

2

2
 

K es la rigidez de la constante y 𝑥0 es la posición inicial del punto de restricción, el 

cual se mueve a una velocidad constante v. La fuerza aplicada sobre el sitio de 

interés se define como [31]: 

 

𝐹 = 𝐾(𝑥0 + 𝑣𝑡 − 𝑥) 
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El presente trabajo se divide en tres secciones principales, cada una contiene su 
respectiva metodología, resultados y conclusiones. En la primera sección se 
presenta un análisis de los sitios de unión, utilizando servidores de predicción para 
detectar los aminoácidos que pueden interactuar con el zinc y proponer posibles 
sitios de unión a metal en CRYGD; y posteriormente utilizando cálculos QM/MM y 
de teoría DFT para analizar su estabilidad. En la segunda sección se presenta el 
análisis de la estabilidad de CRYGD en su forma monomérica al unirse el zinc a los 
sitios propuestos, empleando herramientas de dinámica molecular clásica y de 
reparametrización. Finalmente, en la tercera sección se presenta el análisis de 
formación de dímeros de CRYGD a través de puentes metálicos que involucran los 
sitos propuestos, utilizando simulaciones de dinámica molecular dirigida y clásica 
junto con QM/MM y herramientas de parametrización. Las técnicas utilizadas en 
cada sección se resumen en la tabla 1.1. 
 
Tabla 1.1. Resumen general de los métodos utilizados en cada sección del presente trabajo. 

Sección I Sección II Sección III 

Predicción de sitios de unión 

con el servidor MIB 

Reparametrización de cada 

sitio de unión utilizando 

MCPB.py 

Análisis de una simulación de 

grano grueso de dímeros de 

CRYGD 

Predicción de sitios de unión 

con BioMetAll 

Simulaciones de dinámica 

molecular clásica de 

monómeros de CRYGD 

utilizando el sitio 

reparametrizado 

Reparametrización de cada 

sitio de unión utilizando 

MCPB.py en los dímeros 

propuestos 

Simulaciones QM/MM de 

cada sitio propuesto 

Cálculo de estructura 

secundaria, superficie 

accesible al solvente y 

contactos nativos a partir de las 

simulaciones clásicas 

Simulaciones de dinámica 

molecular dirigida 

Cálculo de energías de unión 

utilizando DFT 

 Simulaciones QM/MM de los 

dímeros formados 

  Reparametrización de cada 

puente metálico utilizando 

MCPB.py 

  Simulaciones de dinámica 

molecular clásica de dímeros 

de CRYGD formados por 

puente metálico 

  Cálculo de estructura 

secundaria, superficie 

accesible al solvente y 

contactos nativos a partir de las 

simulaciones clásicas 

 
.
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Hipótesis 
 

 

 

 

La unión del ion metálico Zn2+ a la proteína humana cristalina gamma-D no induce 

desplegamiento ni pérdida de estructura secundaria y permite la formación de 

dímeros estables unidos a través de puente metálico, propiciando la agregación de 

CRYGD en el cristalino humano. 
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Objetivos 
 

 

 

3.1 General: 
Comprender el mecanismo de agregación de CRYGD inducido por la presencia de 

Zn2+ utilizando herramientas in silico. 

 

3.2 Específicos: 
• Identificar los aminoácidos implicados en la interacción con Zn2+ utilizando 

herramientas de predicción de unión a metales. 

• Analizar la estabilidad de la interacción de los sitios predichos utilizando 

simulaciones QM/MM y cálculos de energía de unión. 

• Analizar la estabilidad de la proteína a través de simulaciones de dinámica 

molecular utilizando herramientas de parametrización. 

• Analizar la formación de un dímero de CRYGD unido por un puente metálico 

utilizando SMD, QM/MM y herramientas de parametrización.
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Determinación de los sitios de unión de CRYGD con Zn(II)  
 

 

4.1 Metodología 
 

La estructura utilizada como base para el análisis computacional es la obtenida a 

través de cristalografía de rayos X para CRYGD y registrada en PDB con el ID: 

1HK0 [32]. Las simulaciones de producción de dinámica molecular se realizaron 

utilizando Amber18 [33] y a 300K de temperatura, utilizando una concentración de 

CaCl2 de 0.15 M y una réplica de duración de 500 ns con un paso de tiempo de 2 

fs. Utilizamos Ca para simular un ambiente de carga parecido al que produciría la 

presencia de Zn alrededor de la proteína y elegimos 0.15 M para mantener la misma 

concentración de iones de cloro que en un ambiente intracelular normal (NaCl 0.15 

M). Utilizamos el campo de fuerza ff14SB [34] para la proteína y TIP3P [35] para las 

moléculas de agua. Para el control de la temperatura se utilizó el termostato de 

Langevin; y para mantener la presión constantes a 1 atm se utilizó el baróstato de 

Berendsen, implementados en Amber18 [33]. Las interacciones electrostáticas y de 

Lennard-Jones se calcularon para un valor de corte de 8 Å utilizando el método PME 

(Particle Mesh Ewald). 

  

Para el análisis de los posibles sitios de unión, se tomaron 20 conformaciones a lo 

largo de la simulación de 500 ns y se mandaron al servidor MIB: Metal Ion-Binding 

Site Prediction and Docking Server [25]. Adicionalmente, se analizaron las mismas 

conformaciones con la herramienta BioMetAll [26]. Únicamente se tomaron como 

significativos aquellos sitios encontrados en cuatro o más de las 20 conformaciones 

analizadas. 

 

Aquellos sitios que, de acuerdo con lo registrado en la bibliografía, pudieran tener 

un impacto relevante en la estabilidad de CRYGD se analizaron con simulaciones 

cortas de equilibramiento QM/MM de 2 ns con un paso de tiempo de 1 fs; en la 

región cuántica se modelaron los aminoácidos que conforman el sitio propuesto, al 

ion metálico y al menos dos moléculas de agua (las más cercanas al sitio) utilizando 

el nivel de teoría PM6 [36]. El resto de la estructura se modeló con mecánica 

molecular (ff14SB y TIP3P [34, 35]). Estas simulaciones se realizaron con Amber18 

[33]. Para el control de la temperatura se utilizó el termostato de Langevin; y para el 

de la presión se utilizó el baróstato de Berendsen. Las interacciones electrostáticas 

y de Lennard-Jones se calcularon para un valor de corte de 8 Å utilizando el método 

PME (Particle Mesh Ewald). 

 

Para estimar la estabilidad del metal en cada uno de los sitios propuestos, se calculó 

la energía de unión en el vacío utilizando la siguiente fórmula [37]: 
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𝐸𝑢𝑛𝑖ó𝑛 = 𝐸𝑆𝑈−𝑍𝑛 − 𝐸𝑆𝑈 − 𝐸𝑍𝑛 

Eunión es la energía de unión en el vacío; ESU-Zn corresponde a la energía del sitio de 

unión con Zn unido; ESU corresponde a la energía del sitio de unión sin el metal y 

EZn es la energía del metal. El sitio de unión se construyó utilizando los aminoácidos 

unidos directamente al metal, añadiendo a su extremo N-terminal un grupo acetilo 

y a su extremo C-terminal un grupo N-metilo para simular el efecto de la unión de 

aminoácidos con el resto de la proteína; y una o dos moléculas de agua (las más 

cercanas al sitio) para completar la esfera de coordinación del metal. El nivel de 

teoría utilizado fue B3LYP/6-31+G(d, p) y se realizaron cálculos de optimización y 

de energía SP (Single Point Energy) utilizando Gaussian16 [38]. 

 

Con la finalidad de evitar que en la optimización de energía se realizaran 

movimientos de los aminoácidos que serían imposibles de observar en la proteína, 

se utilizaron restricciones en los átomos que componen la cadena principal (N de 

N-terminal, Cα y C de C-terminal). Las coordenadas iniciales para la construcción 

de cada sitio de unión se tomaron a partir del resultado de las simulaciones QM/MM 

previamente descritas. 

 

4.2 Resultados y discusión 
 

4.2.1 Predicción de sitios de unión 
 
En la tabla 4.1, se muestran los resultados de la predicción de los sitios de unión a 

metal en la proteína CRYGD utilizando la herramienta BioMetAll. 

 

Tabla 4.1. Resultados de BioMetAll para los posibles sitios de unión a metales a CRYGD. El número 

de repeticiones indica el número de conformaciones (máx. 20) en los que la herramienta detectó el 

sitio mencionado. La tercera columna indica el número de sondas que BioMetAll logró colocar en 

dicho sitio y que presentan interacciones con los aminoácidos que lo componen.   

SITIO DE UNIÓN NÚMERO DE REPETICIONES PROMEDIO DE SONDAS 

E95, H121, 20 103.75 

E119, H121 20 94.85 

H15, E17 20 92.4 

H87, E127 20 78.8 

H83, D171 20 73.85 

E93, H121 20 73 

H87, E106 20 61.4 

E93, E119 20 55.45 

E7, H15 20 49.85 

E95, D96 20 46.6 

C18, H22 20 44.15 

E7, D8 20 38.7 
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E106, D107 20 37.65 

H83, H87 5 37.2 

C41, H83 19 34.78 

E17, D38 17 33.59 

H22, C78 20 33 

H65, D73 7 32.57 

D64, H65 20 32.5 

E119, E134 10 29 

E17, H22 5 27 

E46, D73 9 26.89 

E46, H65 8 26.5 

E93, E95 13 25.15 

 

El resultado se comparó con los sitios de unión detectados con la herramienta MIB 

(tabla 4.2). Es interesante observar que ambas herramientas detectaron el sitio C18, 

H22, el cual está reportado en la bibliografía como un sitio de alta importancia para 

la agregación de CRYGD [24]. 

 

Tabla 4.2. Resultados de MIB para los posibles sitios de unión a Zn(II) de HγD. La tercera columna 

indica el promedio de los scores de cada sitio para cada una de las repeticiones en las que se presentó. 

SITIO DE UNIÓN A ZN(II) NÚMERO DE REPETICIONES SCORE 

C110, S136 12 1.174 

C18, C78 7 1.132 

C110, D113 19 1.127 

E7, H15 4 1.104 

E93, H121 4 1.000 

C18, H22, C78 14 0.992 

H65, D73 12 0.992 

H22, C78 7 0.965 

C108, C110 8 0.921 

D64, H65 5 0.902 

H83, D171 4 0.901 

E95, H121 4 0.879 

E7, Q26 4 0.871 

D38, D61 4 0.868 

C108, C110, R114 7 0.860 

H15, E17 6 0.848 

S34, D64, H65 4 0.848 

E7, Q12, H15 4 0.846 

C18, H22 5 0.843 

 

Los sitios conformados por los aminoácidos E93, H121; E7, H15; H83, D171; H15, 

E17; y H65, D73 también fueron detectados por ambas herramientas. En general, 
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la herramienta BioMetAll detectó una mayor cantidad de sitios, con una alta cantidad 

de sitios conteniendo histidina, especialmente la histidina H121. En cambio, MIB 

detectó menos sitios, H121 es menos prominente y un aminoácido bastante notable 

es la cisteína C110, el cual no fue detectado por BioMetAll. 

 

C110 es un aminoácido que puede ser importante para el proceso de agregación 

inducido por Zn(II), ya que, en un trabajo experimental, se detectó un cambio en los 

valores de CSP (Chemical Shift Perturbation) alrededor de los aminoácidos H22, 

D38, D61, H83, H87, C110 y D113, lo que indica que hay una alta probabilidad de 

que el metal se una a ellos. Adicionalmente, en la sección computacional del mismo 

trabajo, se destaca que otros aminoácidos que forman posibles sitios de unión son: 

S20, D21, H22, G40, C41, I81, H83, D113 y D171 [39]. Utilizando BioMetAll, MIB, o 

ambas herramientas, fue posible detectar la mayoría de los posibles candidatos de 

sitios de unión indicados en la bibliografía. 

 

4.2.2 Simulaciones QM/MM 
 
Comparando lo obtenido con ambas herramientas (haciendo énfasis en MIB debido 

a que el score ayuda a indicar la significancia del sitio) y la bibliografía, se 

seleccionaron seis posibles sitios de unión, para los cuales se realizó una primera 

simulación con la metodología QM/MM para analizar su viabilidad y las 

interacciones entre el metal y los aminoácidos presentes. Es necesario mencionar 

que la posición inicial del metal fue modificada manualmente en algunos sitios para 

favorecer la coordinación en el sitio predicho por MIB. 

 

Se seleccionaron seis sitios de unión (figura 4.1): 

• Sitio 1: C18, H22 

• Sitio 2: C110, D113 

• Sitio 3: C110, S136 

• Sitio 4: H65, D73 

• Sitio 5: H83, D171 

• Sitio 6: C18, C78 
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Figura 4.1. Distribución y vista general de los seis sitios seleccionados de unión a zinc en una 

representación tridimensional de la proteína cristalina gamma-D. 

 

C18, H22 fue seleccionado como el sitio 1 debido a que su rol en la agregación de 

CRYGD por Zn(II) ha sido demostrada experimentalmente [24]. 

 

Como puede observarse en la figura 4.2, el metal se coordina con las cadenas 

laterales de la cisteína y la histidina de manera similar a un dedo de Zn(II) y completa 

su esfera de coordinación con dos moléculas de agua. La geometría resultante del 

sitio es similar a la tetraédrica. 

 

El sitio coordinando el Zn(II) se mantiene estable a lo largo de la simulación 

realizada, lo cual concuerda con lo reportado por Domínguez-Calva et. al. [24] 

donde C18 y H22 funcionan como punto de anclaje para el metal y completa su 

esfera de coordinación con dos aminoácidos provenientes de otro monómero de 

CRYGD, formando oligómeros unidos por el zinc. 

 

C18, H22 

C18, C78 

H65, D73

 
 C18, H22 C110, S136 

C110, D113 

H83, D171 
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Figura 4.2. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión C18, H22. Puede observarse el mantenimiento del sitio de unión con 

una geometría similar a la tetraédrica a lo largo de la simulación. Se observa que la cadena lateral de 

la histidina se expone ligeramente más al solvente, sin embargo, no se observan cambios 

conformacionales importantes. 

 

El sitio C110, D113 fue analizado debido a que resalta entre los sitios más 

observados en MIB con mayor score, además, se reporta como un posible sitio de 

interacción con el metal en el trabajo de Fernández-Silva et. al. [39]. En su posición 

inicial, el metal interactúa con la región C-terminal de C110 y la cadena lateral de 

C110 y D113 (figura 4.3). Sin embargo, conforme avanzó la simulación, se observó 

un ligero cambio de posición del Zn(II) ya que interactúa con la cadena lateral de 

ambos aminoácidos y las dos moléculas de agua más cercanas, resultando en una 

geometría similar a la tetraédrica, en la cual el metal se mantiene estable. 

 

Debido a la geometría observada y la posición de los aminoácidos en la proteína, el 

sitio C110, D113 se convierte en un candidato interesante de segundo sitio de 

anclaje, completando la esfera de coordinación del zinc cuando se encuentra unido 

a C18, H22, iniciando la oligomerización de CRYGD. 

 

La unión al metal generó un ligero cambio conformacional alrededor del D113, ya 

que promueve una conformación de hélice sobre la conformación de asa. Para 

determinar si este cambio genera modificaciones mayores en el resto de la 

estructura proteica, se realizó una simulación más larga, de 500 ns utilizando 

MCPB.py, cuyos resultados se expondrán más adelante. 
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Figura 4.3. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión C110, D113. Se puede observar la transición a un sitio con 

coordinación tetraédrica que se mantiene estable a lo largo de la simulación. También, se observan 

ligeros cambios conformacionales en el asa donde se encuentra D113, dándole características más 

similares a las de una hélice. 

 

En el sitio C110, S136 se observa la desprotonación de la S136 (figura 4.4) para 

favorecer la coordinación con el metal. El N-terminal de S136 es el aceptor del 

protón; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que el aceptor sea una 

molécula de agua, lo cual no fue posible visualizar en la simulación realizada debido 

a que las únicas moléculas de agua en la región QM se encontraban coordinando 

al metal. 

 

La geometría del sitio es similar a la tetraédrica y el sitio se encuentra expuesto al 

solvente, por lo que es también candidato interesante para el segundo sitio de 

anclaje. 

 

 
Figura 4.4. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión C110, S136. Se puede observar la desprotonación de la cadena lateral 

de S136 y la protonación de su N-terminal. La geometría similar a la tetraédrica se mantiene estable 

a lo largo de la simulación. 

 

Para el sitio H65, D73 fue necesario realizar una simulación corta con mecánica 

molecular (duración de 1 ns) con el campo de fuerza ff14SB, con la finalidad de 
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minimizar la energía del sistema antes de realizar la simulación QM/MM debido a 

que la posición inicial del Zn(II) (tanto la sugerida por MIB como la alterada 

manualmente) no fue adecuada. De tal forma, la simulación QM/MM fue extendida 

a un total de 4 ns. Adicionalmente, para favorecer la interacción de H65 con el metal, 

se cambió el estado de protonación a la posición delta de la histidina. 

 

Como resultado, se obtuvo un sitio con geometría similar a la tetraédrica. 

Interesantemente, el sitio inicial considera la unión a D73 a través de su C-terminal 

y, conforme progresa la simulación, su cadena lateral interactúa con el metal y 

termina desplazando al C-terminal (figura 4.5). Se pueden observar ligeros cambios 

conformacionales en el asa en donde se encuentran ambos aminoácidos, 

especialmente alrededor de la H65 en la cual se observa la formación de una 

estructura tipo hélice (similar a lo ocurrido en el sitio C110, D113). 

 

 
Figura 4.5. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión H65, D73. Se observan ligeros cambios conformacionales 

especialmente en el asa donde se encuentra H65, dándole características más similares a las de una 

hélice. 

 

En el sitio de unión H83, D171 se observan ligeros cambios conformacionales en el 

dominio N-terminal, donde regiones sin estructurar que unen elementos de hebra-

β, adquieren una conformación de hebra alargando su tamaño (figura 4.6). Con los 

datos de la simulación QM/MM, se desconoce si dichos cambios pueden afectar la 

estabilidad del dominio N-terminal, por lo que será necesario hacer una simulación 

más extendida. 

 

La geometría del sitio de unión es similar a la tetraédrica y se mantiene a lo largo 

de la simulación. H83, D171, aunque es un sitio interesante debido a que se 

encuentra unido a un residuo ubicado en una región muy cercana al extremo C-

terminal y a un residuo que se encuentra en el asa que une a los dos dominios de 

la proteína, es poco probable que actúe como sitio de anclaje debido a la flexibilidad 

de las regiones en las cuales se encuentran los aminoácidos implicados. Sin 
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embargo, no se descarta que la unión en dicho sitio provoque cambios importantes 

en la estructura secundaria de CRYGD. 

 

 
Figura 4.6. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión H83, D171. Se observan ligeros cambios conformacionales en las asas 

que unen elementos de hebra-β en el dominio N-terminal. 

 

El sitio C18, C78 es un caso inusual, ya que no se genera un sitio de coordinación 

tetraédrico. C78 se encuentra cerca del núcleo hidrofóbico, por lo tanto, no hay 

moléculas de agua cercanas al metal para completar la esfera de coordinación, y 

los aminoácidos más cercanos que pudieran coordinarse son H22 (a través de su 

N-terminal) y W42. Sin embargo, ninguno de ellos interacciona con el metal a lo 

largo de la simulación. El número de coordinación del Zn(II) en este sitio es 3, que 

corresponde a las cadenas laterales de C18, C78 y al C-terminal de S20 (figura 4.7). 

Interesantemente, el metal se mantuvo estable en el sitio. 

 

Debido a que el metal no se encuentra en una región expuesta, es muy poco 

probable que el sitio C18, C78 sea un sitio de anclaje que permita la oligomerización 

de CRYGD por puente metálico. 

 

 
Figura 4.7. Conformación inicial (izquierda) y Conformación final (derecha) de la simulación 

QM/MM para el sitio de unión C18, C78. Se puede observar el mantenimiento de un sitio de unión 

donde el número de coordinación es 3 y los ángulos entre los átomos coordinantes son más similares 

a un sitio con geometría octaédrica. 
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4.2.3 Análisis de las energías de unión 
 

Para analizar la estabilidad de cada uno de los sitios propuestos, se realizaron 

cálculos de energía de unión en el vacío utilizando teoría DFT en el software 

Gaussian16. Se calcularon dos energías: una con la estructura optimizada con el 

nivel de teoría B3LYP/6-31+G(d, p) y otra energía de unión sin modificar la 

estructura obtenida por QM/MM utilizando energías de tipo Single Point (SP). 

 

Como puede observarse en la figura 4.8, la energía de unión calculada con SP es 

mayor que la energía calculada después de una optimización. Interesantemente, la 

mayor diferencia de energía se observa para el sitio C110, S136, el cual es uno de 

los sitios a los que se agregaron restricciones adicionales a las moléculas de agua 

para que no se movieran durante la optimización; mientras que uno de los sitios con 

menor diferencia de energía es C18, C78, el cual no contiene moléculas de agua. 

Esto se debe ya que, al realizarse la optimización de energía en el vacío, las 

moléculas de agua tienden a interactuar entre sí mismas y no con el ion metálico, lo 

que conlleva agregar restricciones de posición adicionales para el mantenimiento 

del sitio de unión y afecta el valor de la energía calculada. 

 

 
Figura 4.8. Gráfica de la energía de unión en el vacío para los sitios elegidos calculada a través de 

una optimización de estructura (azul) y con energía SP (verde). Se observa que para todos los sitios 

la energía de unión calculada con SP es mayor. 
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Aquellos sitios de unión que contienen dos aminoácidos cargados negativamente 

(C110, D113; C110, S136; C18, C78) son mucho más estables que aquellos que 

contiene a un aminoácido neutro y sólo uno cargado negativamente (C18, H22; H65, 

D73; H83, D171). Esta tendencia era de esperarse para aquellos sitios en los que 

se interactúa con C110, sin embargo, no concuerda para C18, C78 debido a que en 

dicho sitio el metal no completa su esfera de coordinación. Además, la diferencia de 

energía observada es mayor a 100 kcal/mol, por lo que puede sugerirse que el 

cálculo de energía en el vacío sobreestima la interacción del ion metálico con los 

sitios que contienen dos aminoácidos cargados negativamente. 

 

Con la finalidad de comprobar si hay una sobreestimación de energía, realizamos 

el cálculo de la energía SP para los sitios de unión C18, H22; H65, D73; H83, D171, 

pero con la histidina desprotonada, y se protonó a D113 en el sitio de unión C110, 

D113 y a S136 en el sitio C110, S136.  

 

Como puede observarse en la figura 4.9, para los sitios en los que se realizó la 

desprotonación de la histidina, la energía aumentó en una proporción similar a la 

disminución en la energía de unión para el sitio donde se protonó el aspartato y 

donde se protonó la serina, permitiendo realizar una mejor comparación de la 

estabilidad de cada sitio propuesto. 

 

 
Figura 4.9. Gráfica de las energías SP de unión para los sitios con dos aminoácidos cargados 

negativamente (amarillo) y los sitios con un aminoácido cargado negativamente (morado). Se observa 

que, al realizar dicha modificación, las diferencias de energía entre cada sitio se reducen 

drásticamente. 
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El sitio de unión C110, S136 es el sitio con mayor energía de unión, seguido de los 

sitios C18, H22; C110, D113; y H65, D73, los cuales tienen energías de unión muy 

similares. Con el cambio realizado en los estados de protonación se realzó la 

importancia de C18, H22, el cual se conoce por información experimental que es 

crucial para el proceso de agregación mediado por Zn(II) [24]. También, se realzó 

la importancia de la desprotonación de la serina para C110, S136, el cual pasó de 

tener la energía de unión más alta a la energía más baja. Los sitios con menor valor 

de energía de unión son C18, C78 y H83, D171, en los cuales, para el primero se 

observa que el metal no completa su esfera de coordinación y el segundo se 

encuentra en una región muy flexible, lo cual podría afectar su capacidad para 

coordinar al metal. 

 

Debido a que el sitio C18, C78 no se encuentra lo suficientemente expuesto al 

solvente y su energía de unión es menor que las de los sitios 1-4, decidimos 

descartarlo para los análisis subsecuentes. Por lo tanto, en los capítulos siguientes 

sólo realizamos simulaciones con los sitios de unión 1-5. 

 

4.3 Conclusiones 
 

Utilizando herramientas y servidores de predicción, junto con información 
experimental reportada en la literatura [39], detectamos seis posibles sitios de unión 
a Zn(II): C18, H22; C18, C78; C110, D113; C110, S136; H65, D73 y H83, D171; de 
los cuales analizamos su estabilidad a través de simulaciones QM/MM. Observamos 
que la mayoría de los sitios mantienen una geometría de coordinación tetraédrica 
(la más favorecida en un entorno proteico [23]) coordinando con los dos 
aminoácidos del sitio y dos moléculas de agua. El único sitio de unión que carece 
de una coordinación tetraédrica es C18, C78. 
 
Para estimar la energía de unión de cada sitio, utilizamos Gaussian16. Al realizar 
los cálculos de energía en el vacío a través de una optimización, en algunos casos 
las moléculas de agua preferían interactuar entre ellas en lugar de con el metal, 
forzando la introducción de restricciones adicionales para favorecer la coordinación 
con zinc, por lo que optamos por utilizar cálculos de energía SP. 
 
Adicionalmente, observamos una sobreestimación de la energía de unión para los 
sitios con mayor carga negativa, por lo que modificamos la carga de los sitios 
propuestos a través de la adición o remoción de un protón. Con ello, los sitios con 
mayor energía de unión son los sitios C110, S136; C18, H22; y C110, D113, de los 
cuales destacan C18, H22 debido a que su importancia en la agregación de CRYGD 
inducida por Zn ha sido demostrada experimentalmente [24], y C110, S136 ya que 
en la simulación QM/MM correspondiente se observó la desprotonación de la serina 
para favorecer la interacción con el metal. Con los datos observados, concluimos 
que, debido a su ubicación y la inusual geometría de coordinación, el sitio C18, C78 
no será considerado para los siguientes análisis.   
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Estudio de la estabilidad de monómeros de CRYGD al 

unirse a zinc 
 

5.1 Metodología 
 
Para estudiar cambios en la estabilidad de la CRYGD al unirse al metal Zn(II), se 

realizó una simulación de 500 ns a una temperatura de 300 K con AMBER18 [33], 

utilizando una concentración de CaCl2 de 0.15 M y con un paso de tiempo de 2 fs 

utilizando el campo de fuerza ff14SB [34] para la proteína y TIP3P [35] para las 

moléculas de agua. La parametrización de los iones metálicos de Zn(II) se realizó 

con la herramienta MCPB.py [29] dentro de la suite de Amber. 

 

Para todas las simulaciones realizadas se utilizó el termostato de Langevin para el 

control de temperatura; el baróstato de Berendsen para el control de la presión; y 

las interacciones de no-enlace se calcularon considerando un valor de corte de 8 Å 

utilizando el método PME (Particle Mesh Ewald). 

 

Para analizar los resultados obtenidos, se realizaron cálculos de RMSD, se midieron 

los ángulos de coordinación para las simulaciones QM/MM, del área de la superficie 

accesible al solvente (SASA) y de contactos nativos de cada uno de los dominios 

de la proteína para las simulaciones de 500 ns. Para el cálculo de contactos nativos, 

se realizó un análisis de clústering de la simulación sin metal utilizando un algoritmo 

jerárquico, y la estructura más representativa del clúster más poblado fue utilizada 

como referencia para todas las simulaciones. Estos análisis se realizaron con 

cpptraj [40]. 

 

Adicionalmente, se utilizó el comando gmx sasa dentro de la suite de GROMACS 

(versión 2020.1) [41] para el análisis de SASA por residuo de las simulaciones de 

500 ns de la presente sección. 

 

5.2 Resultados y discusión 
 

Para caracterizar el efecto de la unión del ión Zn(II) en el resto de la estructura de 

la CRYGD, para cada uno de los sitios de unión (figura 5.1), se realizaron 

simulaciones de 500 ns en las que la parametrización de los aminoácidos unidos al 

metal se realizó con la herramienta MCPB.py, la cual utilizó como estructura inicial 

la conformación final de la simulación QM/MM correspondiente para cada sitio.
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Figura 5.1. Representación esquemática de los sistemas monoméricos a estudiar en la presente 

sección. Cada sistema se representa de un color diferente para una mayor claridad, con la posición 

aproximada del metal denotada con un círculo amarillo. De izquierda a derecha: CRYGD nativa (sin 

unión a metal); CRYGD con el metal unido al sitio 1 (C18, H22); CRYGD con el metal unido al sitio 

2 (C110, D113); CRYGD con el metal unido al sitio 3 (C110, S136); CRYGD con el metal unido al 

sitio 4 (H65, D73); CRYGD con el metal unido al sitio 5 (H83, D171). 

 

Con la finalidad de determinar si hubo cambios conformacionales que afectaran la 

estabilidad proteica debido a la interacción con el Zn(II) en cada uno de los sitios se 

realizó un análisis de cálculo de estructura secundaria. Además, se realizó un 

cálculo del área de la superficie accesible al solvente (SASA) para determinar si la 

unión del metal genera un cambio conformacional que permita la entrada de 

solvente a regiones previamente inaccesibles, como los núcleos hidrofóbicos, y un 

análisis de contactos nativos para determinar si durante la simulación los contactos 

iniciales se conservan. Estos análisis fueron realizados en cpptraj de la suite de 

Amber, excepto el análisis de SASA por residuo, el cual fue realizado en 

GROMACS. 

 

Para el análisis de estructura secundaria, se utilizó un script de Python que grafica 

la fracción de tiempo, a lo largo de una simulación, que un aminoácido forma parte 

de un elemento de estructura secundaria. Cada gráfica de estructura se presenta 

junto con el gráfico correspondiente para la simulación sin zinc. 

 

Las simulaciones de 500 ns serán nombradas de acuerdo con los aminoácidos que 

conforman el sitio donde se une el zinc. Es decir, si el metal se encuentra unido al 

sitio C18, H22, la simulación de 500 ns correspondiente será denominada la 

simulación C18, H22 y así para los demás sitios de unión. 

 

La estructura secundaria se mantiene en todas las simulaciones. 

 

De acuerdo con el gráfico de estructura secundaria para la simulación C18, H22 

(figura 5.2), no se encontraron cambios significativos en el dominio N-terminal (ni en 

el dominio C-terminal) que sugieran una pérdida de estructura. La proteína parece 

mantenerse estable al interactuar con el ion metálico, lo que concuerda con la 

evidencia experimental, en la que se observa que utilizar un agente quelante revierte 

el proceso de agregación [24], además, de que la unión de Zn no afecta 

significativamente el perfil de dicroísmo circular de CRYGD [22] ni el perfil de 

fluorescencia de los triptófanos [39], sugiriendo que no hay desplegamiento de la 
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proteína. El cambio de estructura más notable observado es la formación de una 

pequeña hebra-β alrededor del residuo 22 (figura 5.2) la cual puede observarse 

interactuando con otra hebra cercana. La nueva hebra-β no parece tener un efecto 

negativo en la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2. Izquierda: Gráfica de estructura secundaria de la proteína CRYGD lo largo de la 

simulación de 500 ns del sitio C18, H22. Derecha: Hebra-β compuesta por los residuos S20, D21 y 

H22 formada durante la simulación de 500 ns del sitio C18, H22 y sus interacciones con los 

aminoácidos C78 y L80 pertenecientes a una hebra-β cercana. 

 

De acuerdo con el gráfico de estructura secundaria para la simulación C110, D113 

(figura 5.3), no se encontraron cambios significativos que sugieran la pérdida de 

estructura en ninguno de los dos dominios, por lo cual el sitio es un candidato 

interesante para la formación del puente metálico entre monómeros. Sin embargo, 

sí es interesante destacar que la unión del metal provocó cambios interesantes, 

como la formación de la hebra-β compuesta por S20, D21 y H22 observada en la 

simulación de 500 ns del sitio C18, H22 a pesar de que el sitio de unión se 

encontraba en el dominio opuesto. También, es posible observar un ligero 

incremento en la estructura de tipo helicoidal para la región alrededor del sitio de 

unión, lo cual concuerda con los resultados observados para QM/MM. 

Adicionalmente, hay un decremento en la estructura helicoidal para las regiones 

alrededor del residuo 10 y del residuo 95. 
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Figura 5.3. Gráfica de estructura secundaria de la proteína CRYGD lo largo de la simulación de 500 

ns del sitio C110, D113. 

 

Para la simulación C110, S136 se observa, en el gráfico de estructura secundaria 

(figura 5.4), que no hay cambios que sugieran el desplegamiento de la proteína, 

aunque sí se observan algunos cambios conformacionales interesantes respecto a 

la proteína nativa. Al igual que para la simulación del sitio C110, D113, se observa 

la formación de la hebra-β en S20, D21 y H22; sin embargo, la estructura no se 

mantiene estable a lo largo de toda la simulación. Además, se observa una 

reducción en la estructura de hebra cerca de Y150 y un incremento en la estructura 

tipo helicoidal alrededor de los aminoácidos que coordinan al metal y alrededor de 

D155. 

 

 
Figura 5.4. Gráfica de estructura secundaria de la proteína CRYGD a lo largo de la simulación de 

500 ns del sitio C110, S136. 
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Al contrario de las simulaciones anteriores, en la simulación H65, D73 no presenta 

la hebra-β conformada por los residuos 20-22 (figura 5.5). De acuerdo con el gráfico 

de estructura secundaria, no se observan cambios importantes en la proteína, ni se 

observa un cambio que pueda sugerir su desplegamiento. 

 

 

 
Figura 5.5. Gráfica de estructura secundaria de la proteína CRYGD a lo largo de la simulación de 

500 ns del sitio H65, D73. 

 

Interesantemente, en la gráfica de estructura secundaria para la simulación H83, 

D171 (figura 5.6), se observa un ligero incremento en la formación de la hebra-β de 

S20, D21 y H22, sin embargo, no se mantiene estable y no es una conformación 

predominante. El cambio más notable es el aumento de la estructura de tipo hélice 

en la región alrededor del residuo D113. Al contrario de lo esperado, no se observan 

cambios alrededor de las hebras-β del dominio C-terminal que se encuentran 

presentes en la simulación QM/MM, lo que sugiere que éstos son únicamente 

transitorios y no son predominantes en una simulación de mayor longitud. 

 

En la gráfica, no se observan cambios que sugieran el desplegamiento o la pérdida 

de estructura de alguno de los dominios de CRYGD. 
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Figura 5.6. Gráfica de estructura secundaria de la proteína CRYGD a lo largo de la simulación de 

500 ns del sitio H83, D171. 

 

En la figura 5.7 pueden observarse una comparación de la diferencia de estructura 

secundaria de todas las simulaciones realizadas de monómeros de CRYGD. Las 

diferencias más notables corresponden a la formación de la hebra alrededor del 

residuo 22 y las pérdidas de estructuras helicoidales alrededor de los residuos 113 

y 155. Las regiones de la gráfica en las que se observan valores de estructura 

helicoidal tanto positivos como negativos corresponden a un cambio en el tipo de 

hélice observada en dicha región. 
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Figura 5.7. Gráfica de diferencia de estructura secundaria de la proteína CRYGD a lo largo de las 

simulaciones de 500 ns. A la derecha, se representan de manera esquemática los sistemas analizados 

y la posición del metal en el sitio de unión correspondiente. 

    
 

La unión del metal no incrementa la accesibilidad al solvente.  

 

Adicionalmente, se realizó un análisis del área de la superficie accesible al solvente 

(SASA) en las simulaciones de 500 ns. Con este análisis se puede observar que en 

todas las simulaciones mostradas, el residuo W42, el más relevante del núcleo 

hidrofóbico y que determina la estructura del dominio N-terminal [9], se mantiene sin 

cambios (figura 5.8). 
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Figura 5.8. Gráfico de SASA por residuo del dominio N-terminal con un acercamiento a la región 

de interés (Donde se encuentra W42, resaltada con un rectángulo gris claro). 

 

En la figura 5.9 se observa que el residuo W130, análogo de W42 para el dominio 

C-terminal [9], se mantiene sin incremento en el SASA. Estos resultados indican 

que no hay entrada de solvente en el núcleo hidrofóbico de ninguno de los dos 

dominios de CRYGD, por lo que se sugiere que la proteína se mantiene estable y 

sin desplegarse. 
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Figura 5.9. Gráfico de SASA por residuo del dominio C-terminal con un acercamiento a la región de 

interés (Donde se encuentra W130, resaltada con un rectángulo gris claro). 

 

Los contactos nativos se mantienen para todas las simulaciones. 

 

Para complementar los resultados anteriores, se realizó un análisis de contactos 

nativos, el cual permite cuantificar el cambio en la interacción de los aminoácidos a 

lo largo de una simulación usando de referencia los contactos observados en la 

estructura más representativa de la simulación de la proteína nativa (obtenida a 

través de un análisis jerárquico de clustering). Si hay una disminución drástica, se 

puede inferir que la proteína se está desplegando y está perdiendo su estructura 

nativa. 
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Figura 5.10. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio N-terminal a lo 

largo de todas las simulaciones de 500 ns. Abajo, se representan de manera esquemática los sistemas 

analizados y la posición del metal en el sitio de unión correspondiente. 

 

Para el dominio N-terminal, el promedio de la fracción de contactos nativos para la 

simulación sin zinc es de 0.87 (figura 5.10); y para las simulaciones con zinc, la 

fracción es menor; sin embargo, los valores son muy similares, oscilan entre ≈ 0.835 

y 0.85. En las simulaciones C110, D113; C110, S136 y H83, D171 (en los cuales el 

ion metálico se une en el dominio C-terminal) la fracción de contactos nativos es 

ligeramente mayor que en las simulaciones C18, H22 y H65, D73 (en los cuales el 

ion se une en el dominio N-terminal), siendo la simulación C18, H22 en la que se 

observa la mayor pérdida de contactos nativos (aunque la diferencia respecto a H65, 

D73 es mínima). 
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Figura 5.11. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio C-terminal a lo 

largo de todas las simulaciones de 500 ns. Abajo, se representan de manera esquemática los sistemas 

analizados y la posición del metal en el sitio de unión correspondiente. 

 

Interesantemente, para el dominio C-terminal, la fracción de contactos nativos para 

todas las simulaciones es menor, aún para la simulación sin zinc, con un promedio 

ligeramente menor de 0.84 (figura 5.11). El cambio más notorio es el observado en 

la simulación C110, S136 en la que hay una disminución importante en la fracción 

de contactos nativos, con un valor promedio ligeramente mayor a 0.76, contrastando 

con la simulación sin zinc, en la cual se mantiene en un promedio cercano a 0.84. 

Es posible que dicho cambio en los contactos nativos se encuentre relacionado con 

el cambio de estructura secundaria alrededor del residuo 153 (observado en la 

figura 5.4). Sin embargo, cabe destacar que la fracción de contactos nativos sigue 

siendo alta para C110, S136, además, de que el análisis de SASA del núcleo 

hidrofóbico del dominio C-terminal (figura 5.9) muestra que no hay un incremento 

en la accesibilidad al solvente en W130, por lo que se concluye que la proteína se 

mantiene estable. 

 

Para las simulaciones C110, D113 y H83, D171, también se observa una reducción 

de los contactos nativos con respecto a las simulaciones en las cuales el metal se 

une en el dominio N-terminal (C18, H22 y H65, D73); sin embargo, ambas se 
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mantienen alrededor de un valor promedio de 0.82, el cual es bastante cercano a la 

simulación sin zinc. 

 

Para la simulación C18, H22 se observa una mayor distribución de los datos, en 

algunas regiones incluso alcanzando el valor de fracción de 0.77; sin embargo, el 

promedio de los datos se ubica alrededor de 0.83, ligeramente mayor que para H65, 

D73 y ligeramente menor que para la simulación de la proteína nativa. 

 

Con ello, se puede observar una tendencia general: La unión del metal disminuye 

el número de contactos nativos en la proteína humana CRYGD y su efecto es mayor 

para el dominio en donde se encuentran ubicados los aminoácidos del sitio de unión. 

Es decir, si el sitio de unión se encuentra en el dominio N-terminal (como en el caso 

de la simulación C18, H22), el número de contactos nativos para el dominio N-

terminal disminuye en mayor cantidad que en el dominio C-terminal y viceversa. 

 

Los resultados de SASA y contactos nativos indican que la estructura de proteína 

se mantiene durante el tiempo de simulación, lo cual concuerda con lo observado 

experimentalmente sobre la agregación de CRYGD inducida por Zn [24]. 

 

5.3 Conclusiones 
 
A partir de simulaciones de 500 ns con el metal unido a la proteína, se realizaron 

análisis de estructura secundaria, área de la superficie accesible al solvente (SASA) 

y contactos nativos, con los cuales demostramos que la unión de Zn(II) no induce el 

desplegamiento de CRYGD en ninguno de los sitios propuestos. Estos resultados 

concuerdan con el mecanismo de agregación propuesto en la literatura. [24] 

 

Los sitios analizados, al mantener la estabilidad de la proteína, son candidatos 

favorables para el análisis de la formación de dímeros a través de puentes 

metálicos.
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Análisis de formación de dímeros de CRYGD unidos por 

puente metálico 
 

6.1 Metodología 
 
Para estudiar la formación del dímero de CRYGD, se siguió la metodología 

representada en el Esquema 6.1: 

 

 
 

1. Se analizaron las distancias entre el aminoácido C18 (que forma parte del 

sitio de unión más importante [24]) y los aminoácidos que forman parte de 

los diferentes sitios de unión al Zn(II) durante una simulación de grano grueso 

de dos monómeros de CRYGD sin metal de 5000 ns de longitud. Dicha 

simulación fue realizada por el Dr. José Luis Velasco Bolom, integrante del 

laboratorio de la Dra. Laura Domínguez Dueñas utilizando GROMACS. A 

partir de dicha simulación, se tomó la estructura en la cual la distancia entre 

sitios de unión de Zn(II) fuera menor y la orientación de los sitios fuera la 

óptima. Las estructuras seleccionadas se emplearon como estructuras 

iniciales para las simulaciones SMD, agregando el metal a partir de los 

resultados de las simulaciones de las simulaciones QM/MM y utilizando 

MCPB.py.

1. 

2. 

3. 

4. 
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2. Las simulaciones SMD se utilizaron para permitir el acercamiento del 

segundo sitio de unión al metal (éste ya unido a C18 y H22 a través de 

MCPB.py) utilizando una distancia óptima de interacción menor a 2.8 Å. Para 

ello, se tomó la distancia entre el Zn(II) y el centro de masa de los átomos 

que realizan la interacción con el metal (S para cisteína, N para histidina y O 

para serina y aspartato) y una constante k de 50 kcal/mol. La duración de las 

simulaciones de SMD fue de 10 ns con un paso de tiempo de 2 fs y se utilizó 

el campo de fuerza ff14SB para modelar a la proteína. 

 

3. Posteriormente, se realizaron simulaciones QM/MM utilizando como 

estructura inicial la conformación final de las simulaciones SMD, para permitir 

la relajación y un modelamiento más correcto del comportamiento del dímero 

unido por puente metálico. En la región QM se modelaron los 4 aminoácidos 

que actúan como ligando y el Zn(II) utilizando el nivel de teoría PM6 [36] y el 

resto del sistema se modeló con los campos de fuerza ff14SB para la proteína 

y TIP3P para las moléculas de agua. La duración de las simulaciones es de 

2 ns con un paso de tiempo de 1 fs. Se utilizó Amber18 para las simulaciones 

SMD y QM/MM. 

 

4. Para estudiar el comportamiento del dímero formado, se realizó una 

simulación a una temperatura de 300 K, utilizando una concentración de 

CaCl2 de 0.15 M y una duración de 500 ns con un paso de tiempo de 2 fs; 

utilizando los campos de fuerza ff14SB para la proteína y TIP3P para las 

moléculas de agua; y para el modelado de iones se utilizó la herramienta 

MCPB.py. 

 
Para analizar los resultados obtenidos, se realizaron cálculos de RMSD, se midieron 

los ángulos de coordinación para las simulaciones QM/MM, del área de la superficie 

accesible al solvente (SASA) y de contactos nativos de cada uno de los dominios 

de la proteína para las simulaciones de 500 ns. Para el cálculo de contactos nativos, 

se realizó un análisis de clústering de la simulación sin metal utilizando un algoritmo 

jerárquico y la estructura más representativa del clúster más poblado fue utilizada 

como referencia para todas las simulaciones. Estos análisis se realizaron con 

cpptraj [40]. 

 

Adicionalmente, se utilizó el comando gmx sasa dentro de la suite de GROMACS 

(versión 2020.1) [41] para el análisis de SASA por residuo de todas las simulaciones 

de 500 ns. 
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6.2 Resultados y discusión 
 
Para analizar la formación y estabilidad del dímero de CRYGD unido mediante un 

puente metálico, utilizamos simulaciones SMD para acercar los aminoácidos de los 

sitios de unión lo suficiente como para que interactúen con el zinc; QM/MM, para 

relajar el nuevo sitio de unión formado por aminoácidos de ambos monómeros; y 

MCPB.py para introducir el metal reparametrizado en las simulaciones SMD y 

realizar simulaciones de 500 ns del dímero recién formado. 

 

Debido a que el sitio C18, H22 es el sitio más importante para la agregación de la 

CRYGD dependiente de zinc [24], en todos los dímeros formados el puente metálico 

se compone por dicho sitio en el monómero 1 (M1) más uno de los sitios analizados 

en el presente trabajo (C110, D113; C110, S136 ó H65, D73) en el monómero 2 

(M2). En total, se formaron tres dímeros diferentes (figura 6.1). 

 

   
Figura 6.1. Esquema representativo de los dímeros formados y la posición aproximada del metal en 

cada uno de los sistemas. De izquierda a derecha: Dímero CHCD (C18, H22 + C110, D113); Dímero 

CHHD (C18, H22 + H65, D73); Dímero CHCS (C18, H22 + C110, S136). 

 

Para cada simulación SMD, modelamos al metal unido a C18, H22 en M1 (a través 

de MCPB.py) y realizamos el acercamiento del sitio contenido en M2. 

 

6.2.1 Dímero CHCD (C18, H22 + C110, D113) 
 
El primer dímero formado tiene su sitio de unión conformado por los aminoácidos 

C18 y H22 de M1; y C110 y D113 de M2. Este dímero será denominado como 

dímero CHCD. 
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Figura 6.2. Derecha: Representación del dímero CHCD, donde M1 se representa en color azul y M2 

se representa en color rojo. Izquierda: Representación de los aminoácidos que coordinan al metal en 

el dímero CHCD (C18 y H22 en M1; y C110 y D113 en M2). Se muestran las distancias de 

coordinación obtenidas en la conformación final de la simulación SMD. 

 

Como puede observarse en la figura 6.2, a través de la simulación SMD se logró el 

acercamiento del sitio C110, D113 y se obtuvieron distancias de coordinación de 

2.47 y 2.09 Å, las cuales son menores a la distancia máxima de interacción con 

metales considerada por MCPB.py [29]. De tal forma se logró que los aminoácidos 

del sitio C110, D113 se encontraran a una distancia óptima para que su interacción 

con el metal sea considerada en una simulación QM/MM. 

 

A través de la simulación QM/MM, se permitió la relajación de las distancias y 

ángulos de coordinación del nuevo sitio de unión formado por los 4 aminoácidos, 

así como la relajación del sistema completo. La interacción con el metal se mantuvo 

estable durante toda la simulación y la geometría de coordinación obtenida se 

asemeja a la tetraédrica. Con ello, logramos obtener una estructura óptima para la 

reparametrización del sitio completo con MCPB.py y simular por 500 ns. 

 

Para analizar la estabilidad de cada uno de los monómeros que conforman el 

dímero, realizamos los análisis de estructura secundaria, SASA, SASA por residuo 

y de contactos nativos, de la misma manera que fueron realizados para las 

simulaciones de las proteínas sin dimerizar con zinc. 

 

C110 

D113 

C18 

H22 

2.47 

2.09 
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Figura 6.3. Gráfica de diferencia de estructura secundaria del monómero 1 (en medio) y del 

monómero 2 (abajo) a lo largo de la simulación de 500 ns del dímero CHCD. 

 

Para M1, en el dominio N-terminal (que es donde se une el metal que forma el 

puente con M2) se observa la desestabilización de la hebra-β cercana a H22, cuya 

estructura se encontró altamente predominante en la simulación del monómero 

unido a Zn(II) en el sitio C18, H22 (figuras 5.1 y 6.3). Es probable que el cambio 

observado se deba a un reposicionamiento de H22 y los aminoácidos a su alrededor 

para permitir una mayor interacción con los aminoácidos del sitio de M2 y así 

obtener una geometría de coordinación óptima y una unión más estable. También, 

se observa una pérdida de estructura de hebra para el residuo 1 y alrededor del 

residuo 40. 

 

En el dominio C-terminal de M1, aunque no hay unión de metal, se observa una 

pérdida de estructura secundaria (hélice) alrededor de D113. Sin embargo, el resto 

de la estructura secundaria parece mantenerse estable, por lo que no se considera 

que sea un cambio que afecte la integridad de M1. 

 

Al contrario de lo observado para M1, en M2 la hebra-β alrededor de H22 sí se 

encuentra presente durante la mayor parte de la simulación (figura 6.3), lo que 
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refuerza la teoría de que el cambio observado permite una mayor interacción para 

mantener al dímero estable. 

 

Interesantemente para M2, aún con la unión del metal y la formación del dímero, la 

región alrededor del D113 se mantuvo más estable respecto a la proteína nativa 

que M1. En general, el dominio C-terminal se mantiene bastante estable, siendo los 

únicos cambios notables la ligera pérdida de estructura tipo hélice alrededor del 

residuo 95 y alrededor del residuo 135. 

 

 
Figura 6.4. Gráfico de SASA por residuo de los dominios N- y C-terminal (izquierda y derecha, 

respectivamente) con un acercamiento a las regiones de interés (en las cuales se encuentran W42 y 

W130, resaltadas con un rectángulo gris claro) de la simulación del dímero CHCD. 

 

De acuerdo con el análisis de SASA por residuo (figura 6.4), se observa que no hay 

un incremento en la accesibilidad al solvente en los residuos W42 y W130 de M1 y 

M2, con lo que se puede afirmar que los núcleos hidrofóbicos de ambos monómeros 

se mantienen íntegros durante la simulación de los dímeros CHCD y que la 

formación del dímero no afecta la accesibilidad al solvente. 

 

Finalmente, realizamos el análisis de contactos nativos para confirmar que la 

estructura de M1 y M2 se conserva durante la formación del dímero. 
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Figura 6.5. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio N-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHCD (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHCD, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

En la fracción de contactos nativos en el dominio N-terminal se puede observar un 

“alargamiento” del promedio observado en el gráfico de violín, tanto para M1 como 

para M2 (siendo más notable para el primero) con un mayor número de valores en 

la parte inferior del gráfico (figura 6.5). Esto indica que hay una mayor pérdida de 

contactos nativos para las estructuras que conforman el dímero que para aquellas 

que se encuentran en forma monomérica. Sin embargo, para M1, el promedio tiene 

un valor de fracción mayor a 0.82, y para M2, el perfil es bastante similar al 

observado para su homólogo sin dimerizar. 
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Figura 6.6. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio C-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHCD (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHCD, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

Sin embargo, para el dominio C-terminal (figura 6.6) se observa un efecto bastante 

interesante. Para el caso de M1, se encuentra presente la esperada reducción de 

contactos nativos con respecto a su homólogo sin dimerizar (el promedio general 

se reduce de ≈0.83 a ≈0.815). No obstante, los datos se encuentran menos 

dispersos (reflejado en la altura del violín). Es posible que esto se deba a que la 

dimerización reduce la libertad de movimiento para M1 y no pueda adoptar el mismo 

número de conformaciones, ni mantenerlas por un tiempo prolongado; sin embargo, 

se requeriría de un análisis más detallado para confirmar o descartar dicha 

posibilidad. 

 

Para el caso de M2, la fracción de contactos tiene un ligero incremento con respecto 

a la proteína en forma monomérica (la región promedio alcanza un máximo de 

≈0.83, comparado con ≈0.815 de la proteína sin dimerizar). Este efecto es sobre 

todo notable ya que el promedio de contactos nativos es incluso mayor que para 
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M1, donde no está unido el zinc en el dominio C-terminal. Sin embargo, esto 

concuerda con los resultados de estructura secundaria (figuras 6.3) en el cual M2 

se mantiene más estable respecto a la proteína nativa que M1 en el dominio C-

terminal. 

 

Se desconoce si este efecto de pérdida de estructura helicoidal alrededor de D113 

tenga algún efecto en la formación de un multímero que considere únicamente los 

sitios de unión C18, H22 y C110, D113 para el puente metálico, ya que podría 

afectar la unión del metal a los residuos C110 y D113 y la estabilidad de la 

interacción. Sin embargo, cabe recordar que M2 es bastante estable en el dímero 

CHCD, por lo que esta estabilización adicional podría compensar la pérdida de 

estructura en M1 durante la formación del multímero. Se necesitaría realizar 

simulaciones adicionales para confirmar o descartar alguna de estas posibilidades. 

 

Además, existe una alta probabilidad de que C110, D113 no sea el único sitio de 

unión involucrado en la agregación de zinc, es posible que en un mismo multímero 

haya puentes metálicos conformados por C18, H22 y varios de los sitios de unión 

propuestos en el presente trabajo. Esto, aunado al hecho de que durante la 

formación del dímero CHCD, los monómeros no tienen una pérdida significativa de 

estructura (concordando con lo observado experimentalmente en la agregación de 

CRYGD inducida por Zn [24]) nos permite proponer que el sitio de unión C110, D113 

está involucrado en el proceso de agregación de CRYGD inducido por Zn. 

 

6.2.2 Dímero CHHD (C18, H22 + H65, D73) 
 
El segundo dímero formado tiene su sitio de unión conformado por los aminoácidos 

C18 y H22 de M1; y H65 y D73 de M2. Este dímero será denominado como dímero 

CHHD. 

 
 

Figura 6.7. Derecha: Representación del dímero CHHD, donde M1 se representa en color azul y M2 

se representa en color naranja. Izquierda: Representación de los aminoácidos que coordinan al metal 

en el dímero CHHD (C18 y H22 en M1; y H65 y D73 en M2). Se muestran las distancias de 

coordinación obtenidas en la conformación final de la simulación SMD. 

C18 

H65 

D73 
H22 

2.39 

2.29 
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Como puede observarse en la figura 6.7, a través de la simulación SMD se logró el 

acercamiento del sitio H65, D73 y se obtuvieron distancias de coordinación de 2.39 

y 2.29 Å. A través de la simulación QM/MM, se permitió la relajación de las 

distancias y ángulos de coordinación del nuevo sitio de unión formado. El sitio de 

unión se mantuvo estable y se procedió a la reparametrización con MCPB.py y a 

simular por 500 ns. 

 

 
Figura 6.8. Gráfica de diferencia de estructura secundaria del monómero 1 (en medio) y del 

monómero 2 (abajo) a lo largo de la simulación de 500 ns del dímero CHHD. 

 

En la gráfica de estructura secundaria para CHHD (figura 6.8), para M1 se puede 

observar la desaparición de la hebra-β alrededor del residuo 22. Este efecto es más 

notable que en el dímero CHCD (figura 6.3). Otros cambios que vale la pena 

destacar son la ligera pérdida de estructura helicoidal alrededor del residuo 95 y las 

ligeras pérdidas de estructura de hebra alrededor del residuo 40 y del residuo 121, 

además del aumento de estructura helicoidal alrededor del residuo 113. 

 

Este último cambio podría tener consecuencias interesantes, ya que para CHCD se 

observa el efecto contrario, que en M1 hay una pérdida de estructura helicoidal en 

dicha región (figura 6.3), lo que podría afectar la formación del agregado si 
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únicamente se considera a los sitios de unión C18, H22 y C110, D113. Al 

estabilizarse la región alrededor de D113 en CHHD, se abre la posibilidad de que la 

unión de un hipotético tercer monómero de CRYGD se realice en el sitio C110, D113 

de M1, obteniéndose interacciones de tipo CHCD (C18, H22 + C110, D113). Esto 

quiere decir que el agregado inducido por zinc estaría conformado por interacciones 

de tipo puente metálico entre C18, H22 y más de un posible segundo sitio de unión, 

lo cual concuerda con los resultados reportados en la bibliografía sobre que no se 

observa preferencia sobre un solo sitio de unión y que hay una alta probabilidad de 

que el zinc pueda interactuar en diferentes sitios [39]. 

 

Para M2 se observa la formación de la hebra-β alrededor del residuo 22, a pesar de 

que en la simulación de H65, D73 sin dimerizar esta estructura se encontraba 

ausente (figura 5.5). Estos datos refuerzan la hipótesis de que la estructura 

secundaria se pierde en M1 para favorecer la interacción con el dímero observado. 

La hebra-β en M2 podría favorecer la unión de un nuevo ion de Zn(II) en su sitio 

C18, H22 y, como consecuencia, la formación de un nuevo puente metálico con otro 

monómero de CRYGD, resultando eventualmente en un multímero de cristalina. 

 

En este sistema, también, se observa una ligera pérdida de estructura helicoidal 

alrededor de la H65, lo cual podría aumentar la flexibilidad de la región y favorecer 

la interacción con el metal. 

 

 
Figura 6.9. Gráfico de SASA por residuo de los dominios N- y C-terminal (izquierda y derecha, 

respectivamente) con un acercamiento a las regiones de interés (en las cuales se encuentran W42 y 

W130, resaltadas con un rectángulo gris claro) de la simulación del dímero CHHD. 
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En el análisis de SASA por residuo (figura 6.9) se observa que no hay un incremento 

en la accesibilidad al solvente en los residuos W42 y W130 de ambos monómeros. 

Por tanto, tampoco hay una modificación en la accesibilidad al solvente al formarse 

el dímero CHHD. Esto concuerda con el análisis de estructura secundaria (figura 

6.8) en el que se observa que ambos monómeros son bastante estables y 

conservan la gran mayoría de la estructura con respecto a la simulación de la 

proteína nativa. 

 

 

       
Figura 6.10. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio N-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHHD (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHHD, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

Al contrario de lo observado para CHCD, no se observa un “alargamiento” de los 

violines en los gráficos de contactos nativos, y M1 presenta un promedio de 

contactos mayor que el de M2, e incluso ligeramente mayor que el de su homólogo 

sin dimerizar (figura 6.10). A pesar de que el promedio de contactos observado para 
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M2 es el menor de las simulaciones graficadas en la figura 6.10, su valor es 

ligeramente mayor a 0.82, por lo que se considera que la estructura es estable. Este 

perfil observado para M2 podría relacionarse a las ligeras pérdidas de estructuras 

helicoidales observadas en el análisis de estructura secundaria (figura 6.8). 

 

 

       
Figura 6.11. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio C-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHHD (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHHD, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

Interesantemente, en el dominio C-terminal, las fracciones de contactos nativos para 

M1 y M2 se mantienen en un valor promedio bastante similar (e incluso ligeramente 

mayor) que las de sus homólogos sin dimerizar, alrededor de 0.83 (figura 6.11). 

Estos datos concuerdan con el mantenimiento de la estructura secundaria respecto 

a la simulación de la proteína nativa en el dominio C-terminal (figura 6.8) y confirman 

que los monómeros se mantienen estables durante la formación del dímero CHHD. 

 



 

 

49 

Con estos resultados, concluimos que hay una alta probabilidad de que el sitio de 

unión H65, D73 también se encuentre involucrado en el proceso de agregación de 

CRYGD inducido por Zn y que se encuentre presente la formación de una estructura 

similar al dímero CHHD.  

 

6.2.3 Dímero CHCS (C18, H22 + C110, S136) 
 
El tercer dímero formado tiene su sitio de unión conformado por los aminoácidos 

C18 y H22 de M1; y C110 y S136 de M2. Este dímero será denominado como 

dímero CHCS. 

 

 
Figura 6.12. Derecha: Representación del dímero CHCS, donde M1 se representa en color plata y 

M2 se representa en color dorado. Izquierda: Representación de los aminoácidos que coordinan al 

metal en el dímero CHCS (C18 y H22 en M1; y C110 y S136 en M2). Se muestran las distancias de 

coordinación obtenidas en la conformación final de la simulación SMD. 

 

Como puede observarse en la figura 6.12, a través de la simulación SMD se logró 

acercar el sitio C110, S136 para formar el dímero y se obtuvieron distancias de 

coordinación de 2.79 Å para ambos aminoácidos. A través de la simulación QM/MM, 

se permitió la relajación de las distancias y ángulos de coordinación del nuevo sitio 

de unión formado. El sitio de unión se mantuvo estable, sin embargo, no se observó 

la desprotonación de la S136, por lo que el hidrógeno fue removido manualmente y 

el sistema fue sometido a 2 ns adicionales de simulación QM/MM. Posteriormente, 

realizmos la reparametrización con MCPB.py y se realizó dinámica molecular del 

sistema 500 ns. 
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Figura 6.13. Gráfica de diferencia de estructura secundaria del monómero 1 (en medio) y del 

monómero 2 (abajo) a lo largo de la simulación de 500 ns del dímero CHCS. 

 

En el gráfico de estructura secundaria para CHCS (figura 6.13), se puede observar 

que en M1, el único cambio notable es la desaparición de la hebra-β alrededor de 

H22; y para M2, los únicos cambios notables son la disminución de estructura 

helicoidal alrededor del residuo 113 y el aumento del mismo tipo de estructura 

alrededor del residuo 136. Ambos cambios ocurrieron en las regiones alrededor de 

los aminoácidos que forman parte del puente metálico. También, puede observarse 

un aumento de la estructura de hebra-β alrededor de H22, sin embargo, es menos 

predominante que para CHCD (figura 6.3) y CHHD (figura 6.8).  

 

En general, la estructura secundaria de ambos monómeros de CHCS es muy 

estable respecto a la estructura de la proteína nativa, incluyendo las regiones 

alrededor de los aminoácidos que conforman los puentes metálicos de CHCD y 

CHHD. 
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Figura 6.14. Gráfico de SASA por residuo de los dominios N- y C-terminal (izquierda y derecha, 

respectivamente) con un acercamiento a las regiones de interés (en las cuales se encuentran W42 y 

W130, resaltadas con un rectángulo gris claro) de la simulación del dímero CHCS. 

 

Con el análisis de SASA por residuo para CHCS (figura 6.14) concluimos que no 

hay una afectación grave en cuanto a accesibilidad al solvente al formarse el dímero 

CHCS al no observarse un aumento en SASA en los residuos más importantes de 

los núcleos hidrofóbicos de los dominios N- y C-terminal de ambos monómeros. 
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Figura 6.15. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio N-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHCS (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHCS, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

El perfil obtenido en las gráficas de contactos nativos para el dominio N-terminal se 

asemeja más al observado en CHHD (figura 6.10) que al observado en CHCD (6.5) 

con una menor dispersión de los valores, la cual, también, se observa al comparar 

los valores del M1 y M2 con sus respectivos homólogos sin dimerizar, posiblemente 

derivado de una reducción en la libertad de movimiento. El valor promedio de la 

fracción de contactos para ambos monómeros es de 0.85 y es mayor que para las 

simulaciones C18, H22 y C110, S136. 
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Figura 6.16. Gráfico de violín de la fracción de contactos nativos para el dominio C-terminal de cada 

uno de los monómeros del dímero CHCS (denotados con M1 y M2 más el sitio de unión 

correspondiente entre paréntesis) a lo largo de la simulación de 500 ns. A manera de comparación, se 

graficaron la simulación sin metal (extrema izquierda) y las simulaciones con el metal unido a los 

sitios de unión que conforman CHCS, pero sin dimerizar (extrema derecha). Abajo, se representan 

de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de unión 

correspondiente. 

 

El aumento en el valor promedio de la fracción de contactos nativos en el dímero 

con respecto a las simulaciones con zinc sin dimerizar, también se observa para el 

dominio C-terminal y es incluso más notable para el caso de M2, en el cual el 

promedio para la simulación C110, S136 es de 0.77 y para M2 es ligeramente menor 

a 0.82 (figura 6.16). Para M1, la diferencia es menor, pero el valor promedio es muy 

similar al de la simulación de la proteína nativa. 

 

Con los datos obtenidos de estructura secundaria, SASA y contactos nativos, se 

puede concluir que el dímero CHCS es una estructura muy estable, e incluso, los 

resultados sugieren que es ligeramente más estable que las simulaciones de los 

sitios sin dimerizar. Concluimos que hay una alta probabilidad de que el sitio de 

unión C110, S136 esté involucrado en el proceso de agregación de CRYGD 

inducido por Zn y que se encuentre presente la formación de una estructura similar 

al dímero CHCS. Sin embargo, cabe destacar que la estabilidad de dicho sitio de 
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unión depende de la desprotonación de la serina (figura 2.8) para permitir su unión 

al metal, lo cual no fue observado durante los primeros 2 ns de la simulación QM/MM 

del dímero. Es posible que este efecto se deba a que, como el metal se encontraba 

unido a cuatro aminoácidos, la distribución de la carga del Zn(II) era mayor que 

cuando únicamente se encontraba unido a C110, S136 disminuyendo la 

probabilidad de que la serina se desprotone. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, no se descarta la posibilidad de que exista 

más de una estructura tipo puente metálico involucrada en el proceso de agregación 

de CRYGD inducida por zinc, observándose en un mismo agregado estructuras tipo 

CHCD, CHHD y CHCS. Mostrado por los resultados del presente trabajo, los 

dímeros de CRYGD unidos por puente metálico son altamente estables y no hay 

desplegamiento de ninguno de los monómeros involucrados concordando con los 

resultados experimentales [24]. A su vez, la descripción de más de un dímero 

distinto que sea estable concuerda con resultados experimentales, en los cuales se 

propone que el Zn(II) no tiene un sitio de unión preferente en CRYGD, siendo el 

agregado el producto de la interacción con aminoácidos de distintos sitios [39]. 

 

6.3 Conclusiones 
 

A partir de simulaciones de 500 ns con el metal unido a la proteína, se realizaron 

análisis de estructura secundaria, área de la superficie accesible al solvente (SASA) 

y contactos nativos, con los cuales mostramos que la unión de Zn(II) no induce el 

desplegamiento de CRYGD en ninguno de los sitios propuestos. Estos resultados 

concuerdan con el mecanismo de agregación propuesto en la literatura [24]. 

 

Adicionalmente, realizamos simulaciones de dímeros de CRYGD unidos por puente 

metálico (denominadas CHCD, CHHD y CHCS de acuerdo con los aminoácidos que 

conforman el sitio de unión), simulando el mecanismo propuesto en la literatura, y 

con datos de estructura secundaria, SASA y contactos nativos, mostramos que se 

conserva la estructura secundaria y no se observó riesgo de desplegamiento en 

ninguno de los dímeros formados. Las estructuras formadas parecen ser altamente 

estables, especialmente para los dímeros CHHD y CHCS, por lo cual, los sitios de 

unión C110, D113; H65, D73 y C110, S136 junto con C18, H22 son candidatos 

favorables para la interacción con el zinc y la formación de agregados. La detección 

de más de un sitio de unión favorable concuerda con lo descrito en la literatura sobre 

que el Zn(II) no tiene preferencia sobre un único sitio [39]. 

 

Los datos obtenidos favorecen la propuesta de que la agregación de la CRYGD 

dependiente de Zn(II) se realiza a través de la formación de puentes metálicos y 

que ninguno de los monómeros involucrados pierde su estructura tridimensional ni 

sufre eventos de desplegamiento. 
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Conclusiones generales 
 

A través de herramientas de predicción, identificamos posibles sitios de unión a 

Zn(II) en la proteína cristalina gamma-D humana y, utilizando diversas herramientas 

in silico; entre ellas cálculos de energía a nivel DFT, simulaciones QM/MM, de 

dinámica molecular clásica, dinámica molecular dirigida, reparametrización; 

proponemos que la unión del metal a los sitios identificados no afecta la estructura 

de CRYGD y los dímeros formados a través de puente métalico son estables.  

 

Por lo tanto, concluimos que hay una alta probabilidad de que la proteína inicie un 

proceso de agregación en presencia de zinc, a través de la unión del metal a los 

residuos C18 y H22. Al asociarse a un segundo monómero de CRYGD, el metal 

completa su esfera de coordinación con residuos de ese otro monómero. De 

acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, los sitios posibles, 

aunque no limitados a, son: C110, D113; H65, D73; C110, S136. Con ello, se forma 

un dímero que se mantiene unido gracias a la interacción con el zinc. Este nuevo 

dímero, a su vez, puede seguir uniendo iones de Zn(II) formando trímeros, 

tetrámeros y multímeros de CRYGD, generando agregados incapaces de realizar 

su función, resultando en cataratas. Este mecanismo propuesto de agregación 

concuerda con los resultados experimentales [24, 39].
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Perspectivas 

 
 
En este trabajo se encontró que la unión del ion metálico Zn2+ a la proteína humana 

CRYGD no induce una respuesta de desplegamiento ni de pérdida de estructura y 

que los dímeros formados a través de una interacción tipo puente metálico son 

altamente estables. 

 

La continua unión de monómeros de CRYGD a través de puente metálico, 

eventualmente formaría agregados incapaces de realizar las funciones naturales de 

la proteína, resultando, en el caso más grave, en cataratas. Si bien los dímeros 

formados en el presente trabajo no son lo suficientemente grandes para dichas 

consecuencias, son un buen modelo inicial para entender el proceso de agregación 

inducido por zinc y los sitios propuestos podrían tener un papel fundamental. 

 

Para continuar estudiando el mecanismo propuesto y la validez del modelo 

presentado, sería necesario realizar el estudio de un modelo extendido, formando 

trímeros de CRYGD (o incluso multímeros más grandes), a partir de los dímeros 

formados, y analizar la estabilidad de cada uno de los monómeros involucrados. Sin 

embargo, a mayor número de átomos, mayor será el costo computacional necesario 

para estudiar los sistemas extendidos. Una solución alternativa sería el uso de 

simulaciones de grano grueso en lugar de simulaciones atomísticas para estudiar 

sistemas de cada vez mayor tamaño. 

 

Otro ion metálico que tiene una alta importancia en la agregación de CRYGD y en 

la formación de cataratas es el Cu2+. De acuerdo con evidencia experimental, la 

unión de Cobre induce el desplegamiento de la proteína y consecuentemente, a su 

agregación. Al igual que en el caso del Zn(II), se desconocen con certeza los 

aminoácidos involucrados. El uso de la metodología descrita en el presente trabajo 

(búsqueda en servidores de predicción, QM/MM, análisis de energía de unión, 

simulaciones MD con reparametrización utilizando MCPB.py) podría extenderse al 

análisis de Cu(II) para entender de mejor manera el proceso de agregación inducido 

por este metal, con la diferencia de utilizar una metodología distinta a QM/MM 

debido a que Cu2+ tiene un electrón desapareado, el cual no es un parámetro 

permitido en los métodos utilizados en este trabajo. 

 

Extender la presente metodología a Cu(II) permitiría aumentar el entendimiento de 

las interacciones de las proteínas cristalinas con metales y cómo se ve afectada su 

función.
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Anexos 
 
 

8.1 Gráficas complementarias a los resultados del capítulo 4 
 

 
Figura 8.1. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C18 a H22 de la simulación 

QM/MM del sitio de unión C18, H22 (los primeros 250 ps fueron omitidos debido a que el sistema 

aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de CRYGD con los 

aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.2. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C110 a D113 de la simulación 

QM/MM del sitio de unión C110, D113 (los primeros 250 ps fueron omitidos debido a que el sistema 

aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de CRYGD con los 

aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo.
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Figura 8.3. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C18 a H22 y V75 a L80 de la 

simulación QM/MM del sitio de unión C18, C78 (los primeros 250 ps fueron omitidos debido a que 

el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de CRYGD 

con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.4. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos S109 a Q112 y S136 a R139 de la 

simulación QM/MM del sitio de unión C110, S136 (los primeros 250 ps fueron omitidos debido a 

que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de 

CRYGD con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.5. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos H65 a W68 y G70 a V75 de la 

simulación QM/MM del sitio de unión H65, D73 (los primeros 500 ps fueron omitidos debido a que 

el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de CRYGD 

con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 
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Figura 8.6. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos I81 a G85 y V169 a D171 de la 

simulación QM/MM del sitio de unión H83, D171 (los primeros 250 ps fueron omitidos debido a que 

el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura tridimensional de CRYGD 

con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.7. Gráfico de caja de la variación en los ángulos de coordinación entre los aminoácidos del 

sitio de unión y el ion metálico durante las simulaciones QM/MM. Derecha: Simulación del sitio 

C18, H22. Centro: Simulación C18, C78. Izquierda: Simulación C110, D113. 
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Figura 8.8. Gráfico de caja de la variación en los ángulos de coordinación entre los aminoácidos del 

sitio de unión y el ion metálico durante las simulaciones QM/MM. Derecha: Simulación del sitio 

C110, S136. Centro: Simulación H65, D73. Izquierda: Simulación H83, D171. 

 

8.2 Figuras complementarias a los resultados del capítulo 5 
 

 

      
Figura 8.9. Gráfico de violín de la superficie accesible al solvente para el dominio N-terminal 

(izquierda) y C-terminal (derecha) a largo de las simulaciones de 500 ns. CH corresponde a la 

simulación C18, H22; CD a C110, D113; CS a C110, S136; HD1 a H65, D73; y H83, D171. Abajo, 

se representan de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de 

unión correspondiente. 
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Figura 8.10. Estructura tridimensional de la proteína CRYGD y los cambios en los contactos nativos 

por residuo para las simulaciones de la proteína nativa (Superior izquierda) y los monómeros unidos 

a Zn: C18, H22 (Superior derecha); C110, D113 (Intermedia izquierda); C110, S136 (Intermedia 

derecha); H65, D73 (Inferior izquierda) y H83, D171 (Inferior derecha). La escala de colores se ubica 

a la derecha de las estructuras. 
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Tabla 8.1. Radios atómicos y cargas parciales obtenidos con MCPB.py para el ion zinc y los átomos 

que se le unen para las simulaciones de monómeros de CRYGD. 

Átomo Carga parcial Radio LJ Radio GB 

Simulación C18, H22    

Zn 0.8644 1.3950 1.5000 

SG (C18) -0.4853 2.0000 1.8000 

ND1 (H22) -0.2674 1.8240 1.5500 

Simulación C110, D113    

Zn 0.9652 1.3950 1.5000 

SG (C110) -0.6288 2.0000 1.8000 

OD2 (D113) -0.6789 1.6612 1.5000 

Simulación C110, S136    

Zn 1.0042 1.3950 1.5000 

SG (C110) -0.5417 2.0000 1.8000 

OG (S136) -0.6359 1.7210 1.5000 

Simulación H65, D73    

Zn 1.1249 1.3950 1.5000 

NE2 (H65) -0.4398 1.8240 1.5500 

OD1 (D73) -0.6924 1.6612 1.5000 

Simulación H83, D171    

Zn 1.1261 1.3950 1.5000 

NE2 (H83) -0.4614 1.8240 1.5500 

OD1 (D171) -0.6363 1.6612 1.5000 

 

8.3 Figuras complementarias a los resultados del capítulo 6 
 

 
Figura 8.11. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C18 a H22 del monómero 1 (con 

el Zn unido a C18, H22) de la simulación QM/MM del dímero CHCD (los primeros 250 ps fueron 

omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura 

tridimensional del monómero 1 del dímero CHCD (el monómero 2 se encuentra transparentado para 

mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 
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Figura 8.12. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C110 a D113 del monómero 2 (con 

el Zn unido a C110, D113) de la simulación QM/MM del dímero CHCD (los primeros 250 ps fueron 

omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura 

tridimensional del monómero 2 del dímero CHCD (el monómero 1 se encuentra transparentado para 

mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.13. Gráfico de caja de la variación en los ángulos de coordinación entre los aminoácidos 

del sitio de unión y el ion metálico durante la simulación QM/MM del dímero CHCD. 
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Figura 8.14. Gráfico de violín de la superficie accesible al solvente para el dominio N-terminal 

(izquierda) y C-terminal (derecha) de cada uno de los monómeros del dímero CHCD. M1(CH) 

corresponde al monómero 1 de CHCD con el metal unido a C18 y H22; M2(CD) al monómero 2 con 

el metal unido a C110 y D113; CH corresponde a la simulación C18, H22; y CD a C110, D113. 

Abajo, se representan de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el 

sitio de unión correspondiente. 
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Figura 8.15. Estructura tridimensional de la proteína CRYGD y los cambios en los contactos nativos 

por residuo para las simulaciones de la proteína nativa (Superior), los monómeros que conforman a 

CHCD: M1 con el metal unido en C18, H22 (Intermedia izquierda); M2 con el metal unido a C110, 

D113 (Intermedia derecha) y sus correspondientes homólogos sin dimerizar unidos a Zn: C18, H22 

(Inferior izquierda); C110, D113 (Inferior derecha). La escala de colores se ubica a la derecha de las 

estructuras. 

 

Tabla 8.2. Radios atómicos y cargas parciales obtenidos con MCPB.py para el ion zinc y los átomos 

que se le unen para la simulación del dímero CHCD. 

Átomo Carga parcial Radio LJ Radio GB 

Zn 0.6402 1.3950 1.5000 

Monómero 1    

SG (C18) -0.6252 2.0000 1.8000 

ND1 (H22) -0.0190 1.8240 1.5500 

Monómero 2    

SG (C110) -0.6630 2.0000 1.8000 

OD2 (D113) -0.4183 1.6612 1.5000 
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Figura 8.16. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C18 a H22 del monómero 1 (con 

el Zn unido a C18, H22) de la simulación QM/MM del dímero CHHD (los primeros 250 ps fueron 

omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura 

tridimensional del monómero 1 del dímero CHHD (el monómero 2 se encuentra transparentado para 

mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.17. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos H65 a W68 y G70 a V75 del 

monómero 2 (con el Zn unido a H65, D73) de la simulación QM/MM del dímero CHHD (los 

primeros 250 ps fueron omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). 

Izquierda: Estructura tridimensional del monómero 2 del dímero CHHD (el monómero 1 se encuentra 

transparentado para mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD 

marcados en rojo. 
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Figura 8.18. Gráfico de caja de la variación en los ángulos de coordinación entre los aminoácidos 

del sitio de unión y el ion metálico durante la simulación QM/MM del dímero CHHD. 

 

 

       
Figura 8.19. Gráfico de violín de la superficie accesible al solvente para el dominio N-terminal 

(izquierda) y C-terminal (derecha) de cada uno de los monómeros del dímero CHHD. M1(CH) 

corresponde al monómero 1 de CHHD con el metal unido a C18 y H22; M2(HD) al monómero 2 con 

el metal unido a H65 y D73; CH corresponde a la simulación C18, H22; y HD a H65, D73. Abajo, 

se representan de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de 

unión correspondiente. 
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Figura 8.20. Estructura tridimensional de la proteína CRYGD y los cambios en los contactos nativos 

por residuo para las simulaciones de la proteína nativa (Superior), los monómeros que conforman a 

CHHD: M1 con el metal unido en C18, H22 (Intermedia izquierda); M2 con el metal unido a H65, 

D73 (Intermedia derecha) y sus correspondientes homólogos sin dimerizar unidos a Zn: C18, H22 

(Inferior izquierda); H65, D73 (Inferior derecha). La escala de colores se ubica a la derecha de las 

estructuras. 

 

Tabla 8.3. Radios atómicos y cargas parciales obtenidos con MCPB.py para el ion zinc y los átomos 

que se le unen para la simulación del dímero CHHD. 

Átomo Carga parcial Radio LJ Radio GB 

Zn 0.5333 1.3950 1.5000 

Monómero 1    

SG (C18) -0.6792 2.0000 1.8000 

ND1 (H22) -0.1233 1.8240 1.5500 

Monómero 2    

NE2 (H65) -0.0514 1.8240 1.5500 

OD2 (D73) -0.2949 1.6612 1.5000 
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Figura 8.21. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos C18 a H22 del monómero 1 (con 

el Zn unido a C18, H22) de la simulación QM/MM del dímero CHCS (los primeros 250 ps fueron 

omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). Izquierda: Estructura 

tridimensional del monómero 1 del dímero CHCS (el monómero 2 se encuentra transparentado para 

mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD marcados en rojo. 

 

 
Figura 8.22. Derecha: RMSD de todos los átomos de los residuos S109 a Q112 y S136 a R139 del 

monómero 2 (con el Zn unido a C110, S136) de la simulación QM/MM del dímero CHCS (los 

primeros 250 ps fueron omitidos debido a que el sistema aún se encontraba en fase de equilibrio). 

Izquierda: Estructura tridimensional del monómero 2 del dímero CHCS (el monómero 1 se encuentra 

transparentado para mayor claridad) con los aminoácidos para los cuales se calculó su RMSD 

marcados en rojo. 

 

) 
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Figura 8.23. Gráfico de caja de la variación en los ángulos de coordinación entre los aminoácidos 

del sitio de unión y el ion metálico durante la simulación QM/MM del dímero CHCS. 

 

 

    
Figura 8.24. Gráfico de violín de la superficie accesible al solvente para el dominio N-terminal 

(izquierda) y C-terminal (derecha) de cada uno de los monómeros del dímero CHCS. M1(CH) 

corresponde al monómero 1 de CHCS con el metal unido a C18 y H22; M2(CS) al monómero 2 con 

el metal unido a C110 y S136; CH corresponde a la simulación C18, H22; y CS a C110, S136. Abajo, 

se representan de manera esquemática los sistemas analizados y la posición del metal en el sitio de 

unión correspondiente. 
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Figura 8.25. Estructura tridimensional de la proteína CRYGD y los cambios en los contactos nativos 

por residuo para las simulaciones de la proteína nativa (Superior), los monómeros que conforman a 

CHCS: M1 con el metal unido en C18, H22 (Intermedia izquierda); M2 con el metal unido a C110, 

S136 (Intermedia derecha) y sus correspondientes homólogos sin dimerizar unidos a Zn: C18, H22 

(Inferior izquierda); C110, S136 (Inferior derecha). La escala de colores se ubica a la derecha de las 

estructuras. 

 

Tabla 8.4. Radios atómicos y cargas parciales obtenidos con MCPB.py para el ion zinc y los átomos 

que se le unen para la simulación del dímero CHCS. 

Átomo Carga parcial Radio LJ Radio GB 

Zn 0.1941 1.3950 1.5000 

Monómero 1    

SG (C18) 0.1234 2.0000 1.8000 

ND1 (H22) 0.0332 1.8240 1.5500 

Monómero 2    

SG (C110) -0.6888 2.0000 1.8000 

OG (S136) -0.5458 1.7210 1.5000 
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