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Introduccion

La profilina humana tipo | es una de las cuatro profilinas humanas conocidas, que
actia como un regulador complejo del ensamble de los monémeros de actina (G-Actina)
en los filamentos (F-actina).! Las mdltiples propiedades que presenta esta profilina
juegan un rol fundamental en el ensamblaje de la F-actina; dentro de estas propiedades
destacan la capacidad catalizadora de la interconversion de energia de ATP a ADP
(conocido como desfosforilacion), incrementando la canti- dad de profilina | unida a G-
actina-ATP.*2 La profilina | se expresa en la mayor parte de tejidos del cuerpo.?
Estructuralmente la profilina I es una proteina de 139 aminoacidos, contando actualmente
con dos estructuras tridimensionales, una mediante RMN (PDB: 1PFL) y otra por medio
de Rayos X (PDB: 1FIK). En ambas estructuras se puede observar que la profilina | esta
compuesta de 7 ldminas beta antiparalelas unidas entre tres alfas hélices, dos en un lado
de la lamina y otra en el otro lado.* Diversos estudios han identificado el rol que juega la
profilina en la generacion de enfermedades como la esclerosis lateral amiotrofica, cancer,
glomerulonefritis proliferativa mesangial, enfermedad de Alzheimer, sindrome X frégil,
sindrome Miller-Dieker, sindrome Wiskott-Aldrich, beta talasemia, enfermedad de
Parkinson, entre otras. >

La actina es una proteina que juega un papel importante en la formacion estruc-
tural del citoesqueleto, dentro de la celula conforma fibras delgadas y flexibles, los
filamentos de actina — microfilamentos, estan organizados en estructuras de orden
superior formando haces y redes tridimensionales adquiriendo propiedades similares a la de
los geles semisolidos, estos filamentos de actina se encuentran debajo de la membrana
plasmatica formando una red que proporciona un soporte mecanico, determinando la
forma de la célula y permite el movimiento de la superficie celular permitiendo la
migracion de células.”® La forma en como las profilinas se ven invo- lucradas con la
polimerizacion de laactina, se debe a que se unen simultaneamente a los monémeros de la
formina y la actina; esta interaccion de multiples complejos profilina - actina cerca de la
creciente final de los filamentos, promueve la adicion
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de subunidades de actina.

La bioinformatica es un método que organiza los datos de una manera que per- mite
acceder a la informacion existente y enviar nuevas entradas a medida que se producen.
Nos proporciona herramientas para analizar los datos e interpretar los resultados de una
manera biolégicamente significativa, permitiéndonos estudiar, evaluar e interpretar
propiedades termodinamicas para procesos de interaccion entre moléculas, estos estudios
han conducido a la aplicacion de la simulacién molecular en donde los datos estructurales
se utilizan para calcular la energia necesaria para estabilizar las estructuras
macromoleculares, simular los movimientos dentro de las macromoléculas, y calcular las
energias involucradas en el acoplamiento molecular, para tal fin utilizaremos algunos de los
métodos como son; la Mecanica Molecular, la Dinamica Molecular, y Docking
Molecular.***

En el presente trabajo evaluaremos el proceso de interaccion de las profilinas humanas
junto a los filamentos de actina humana utilizando la técnica de acoplamiento molecular.
Esta técnica es importante ya que nos permite observar las interacciones entre dos sistemas
complejos de proteinas.
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Resumen

La Profilina es una proteina multifuncional y ubicua la cual tiene un peso de 12-17 kDa.
Su importancia se debe a que es vital para funciones como; la motilidad celular, la
divisién neuronal, la regulacién de la membrana citoplasmatica y dinamica del
citoesqueleto. La actina es importante debido a su papel en la contraccion mus- cular y
formacion de la estructura del citoesqueleto, dentro de la célula conforma fibras delgadas
y flexibles; los filamentos de actina, microfilamentos, se encuentran formando haces y redes
tridimensionales adquiriendo propiedades similares a la de los geles semisolidos,
determinando la forma de la célula y permite el movimiento de la superficie celular
permitiendo la migracion de células. Para el proyecto se realiz6 una busqueda en la base
de datos del NCBI (Centro Nacional para la Formacion Biotecnoldgica); obteniéndose los
dos tipos de las estructuras de las profilinas humanas y de los filamentos de actina humana.
Con las herramientas que nos proporciona la bioinformatica se determinaron las
propiedades termodinamicas de las proteinas en estudio. Dichas herramientas mejoraron la
prediccion de cada proteina mediante el modelado por homologia, teniendo en cuenta que
para la optimizacion de la geometria se hizo uso de laminimizacion de energias y dindmica
molecular con solvente implicito, finalmente se logré modelar cuatro filamentos de actina
los cuales fueron acoplados con las profilinas de tipo | y I1.

Asi mismo, se determind que la profilina de tipo I tiene una alta afinidad por los
mondmeros del filamento de actina, presentando mayor interaccion energética con la
molécula que se encuentra en forma de dimero; mientras que la profilina de tipo Il mostré
afinidad con dos mondmeros de filamentos de actina en todos los casos presentando asi
una mayor interaccion con el hexamero de actina.

Palabras claves: Acoplamiento molecular, energia de interaccion, profilina humana.
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Abstract

The Profilin is a multifunctional and ubiquitous protein which weighs 12-17 kDa. Its
importance is due to the fact that it is vital for functions such as cell motility, neuronal
division, cytoplasmic membrane regulation and cytoskeleton dynamics. Actin is
important because of its role in the muscular contraction and formation of the cytoskeleton
structure, within the cell it forms thin and flexible fibers; the actin filaments,
microfilaments, are found forming three-dimensional beams and networks acquiring
properties similar to those of semi-solid gels, determining the shape of the cell and
allowing the movement of the cell surface allowing the migration of cells. For the
project, a search of the NCBI (National Centre for Biotechnology information) database
was carried out; both types of human profilin and human actin filament structures were
obtained. With the tools provided by bioinformatics, the thermodynamic properties of the
proteins under study were determined. These tools improved the prediction of each protein
by means of homology modeling, taking into account that for the optimization of the
geometry, the use of energy minimization and molecular dynamics with implicit solvent
was used. Finally, four actin filaments were modeled and coupler with the type | and Il
profilins.

It was also determined that type | profilin has a high affinity for the actin filament
monomers, presenting a greater energy interaction with the molecule in the form of a dimer;
while type Il profilin showed an affinity with two actin filament monomers in all cases,
thus presenting a greater interaction with the actin hexamer.

Keywords: Molecular coupler, interaction energy, human profilin.
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Glosario

1. ¢, @, w = Funcion de Onda
2.ACI = Aneurismas de la arteria carotida interna.
3.ACTB = Actina beta del musculo cardiaco.
4.ACTC = Actina alfa del musculo cardiaco.
5.ACTG = Actina gama del musculo cardiaco
6.ACTA = Proteina que induce ensamblaje de actina.
7.ADP = Adenosin Di fosfato.
8.ADNc = ADN complementario.
9.AM1 = Modelo de Austin 1.
10.AMP = Adenosina Mono fosfato.
11.AMBER = Construccion de Modelos Asistidos con Refinamiento de Energia
12.ATP = Adenosin Tri fosfato.
13.Arp2/3 = Proteinas relacionadas con la actina.
14.CHARM = Quimica en la Mecanica Macromolecular de Harvard
15.Cys 374 = siglas en inglés del amino&cido cisteina.
16.CTE = elemento de transporte constitutivo.
17.DFT = Teoria de Funcionales de la Densidad.
18.ELF = Funcion de Localizacion Electronica.

19.EFF = Campo de fuerza emirico.
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20.GROMACS = GROningen MAchine para Simulaciones Quimicas.
21.GPU = Unidad de procesamiento grafico.

22.GNU = Sistema operativo de software libre.

23.Hsp70 = proteinas de shock térmico de 70 KDa.

24.Hsc-70 =tipo de proteina de choque térmico perteneciente a eucariotas.
25.LDA = Siglas en ingles de Aproximacion de Densidad Local.

26.LOMETS = Local Meta-Threading-Server. Es un servidor on line para la prediccion de
estructuras de proteina generando modelos 3D .

27.MDA-231 = células de cancer de mama.

28.Modulador alostérico=Unmoduladoralostérico esunasustanciaqueescapaz de
modificar laactividad de laenzima. Se unenal centro alosterico del enzima deforma
nocovalente,ycambian laestructurade laenzima, conelconsiguiente cambio en su
comportamiento. No todos los moduladores son activadores, puesto que también
los hay inhibidores.

29.MM = Modelado molecular.

30.MMFF = Campo de Fuerza Molecular de Merck

31.PI2P = Fosfoinositol bi fosfato.

32.Pi = Inositol pirofosfato

33.PLP = Poli-L-prolina.

34.PFN = Profilina

35.0PLS-AA=Potenciales Optimizados paraSimulaciones de Liquidos-Aminoacidos.

36.0PLS-AA/L = Potenciales Optimizados para Simulaciones de Liquidos-Aminoacidos para
lipidos.

37.ROCKII= Proteina quinasa asociada a Rho.

38.RRE = elemento de respuesta favorable rev. rev regula la expresion viral se une a
una region afin.
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39.RMSD = Distancia media cuadratica minima.

40.SMN = Supervivencia de Motoneuronas.

41.TZVP = Base tipo Pople con triple zeta en los electrones de valencia.
42.Ena/VASP = fosfoproteina estimulada por vasodilatador.

43.VCP = Proteina que contiene vasolina.
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Objetivos

Objetivos Generales

+ Evaluacion de la interaccion que gobierna el acoplamiento de profilinas de origen
humano con receptores de filamentos de actina humana, y su energética.

Objetivos Especificos

« Compilar la informacién de las profilinas de origen animal reportadas en la
literatura, generando una base de datos estructurales en formato pdb, asi como para los
filamentos de actina humana

« Generar modelos de filamentos de actina, en condicién de dimero, tetrdmero,
hexamero y octamero

« Minimizar las estructuras de las profilinas y filamentos de actina humana,
considerando el efecto solvente implicito.

* Realizar el acoplamiento, Docking, entre las profilinas seleccionadas con los
filamentos de actina humana.

+ Evaluar laenergética involucrada en el proceso de acoplamiento entre las pro- filinas
humanas seleccionadas y los filamentos de actina humana.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Capitulo 1

Marco Tedrico

1.1. Profilinas Humanas

1.1.1. Generalidades

La profilina fue identificada por primera vez hace mas de 30 afios como una proteina
de unidn a la actina en el timo de ternera. Es una proteina de bajo peso molecular, de
aproximadamente 15 kDa, pertenece a una familia de proteinas que se encuentran bien
desarrollada en los mamiferos y se expresa en forma ubicua, debido a su propiedad y
funcion determinada, la que es mantener a la actina estable.®

La profilina es una proteina multifuncional con muchas parejas de union la cual es vital
para diferentes funciones como:

+ La motilidad celular.

+ La citocinesis.

+ Ladiferenciacion neuronal.

+ La plasticidad sinaptica.

+ La regulacién de la membrana, el transporte y trafico nuclear.

También es considerada como un regulador de diversos procesos celulares tales como
la dinamica del citoesqueleto.!

La profilina forma complejos 1:1 con mondmeros de actina catalizando el in-
tercambio de nucledtidos ligados a actina, asi mismo inhibiendo la formacion de
filamentos de actina, pero estudios recientes indican que sucede todo lo contrario como
se observa en la Figural.1. 118
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Figura 1.1: Explicacion de la ruta de polimeracion y

despolimerizacion de la actina en presencia de ATP y ADP.

Fuente: Elena G. Yarmola, Michael R. Bubb. How depolymerization can

promote polymerization: the case of actin and profilin. 2009

En la Figural.lse observa que los filamentos de actina son representados por

filamentos promedios en el perfil nucleotidico, donde los ATP ligados a actina son de
color rojo, los ADP-Pi son de color azul, la ADP ligada a actina es de color verde y los
nucleotidos libres de actina no tienen color. “i” es la distancia del final del filamento en
numero de subunidades, el peso relativo refleja el porcentaje de la subunidad ante “i”. Las
subunidades monomeéricas son descritas por pentagonos y corresponden al color de la
ruta.!® Las flechas indican la asociacion y disociacion de las subunidades de actina. En el
proceso se observa el intercambio que existe entre los nucledtidos ligados por las
subunidades de G-Actina en la hidrolisis de ATP, o Pi ligado los cuales son lanzados por las
subunidades de F-Actina. Estos fendmenos se dan en la polimerizacion y
despolimerizacion de actina al momento de interactuar con la profilina.?°-2®
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1.1.2. Expresion de la profilina y familia de genes

Lasprofilinas fueronencontradas y descritas en lasuperficie expuestaensitiosde union a
actina incluyendo las proteinas relativas a la actina (ARPS), poli-L-prolina estiradasy a los
lipidos de fosfatidil inosiltol. Estos sitios de union estan bien carac- terizados, los motivos
de interaccion con los diferentes ligandos pueden identificarse con muchas profilinas
incluyendo proteinas de plantas.?* Esquema de los sitios de union a Actina (rojo), PLP
(azul) y la 4,5-PI2P (verde). En la superficie de una mo- lécula de profilina. Notese que
PIP2 se une al area formada a un parche extensivo que se superpone con las areas de
unién para Actinay PLP (Ver Figural.2).

Figura 1.2: Interaccion de la poli-L-prolina con actina.
Fuente: B.M. Jockusch, K. Murk. The profile of profilins. 2007
En los mamiferos se han encontrado hasta la fecha cuatro genes de profilina, en cambio
en humanos se encontraron secuencias de ADNc de profilina I'y profilina 11 especifica
del cerebro y recientemente descubierto en el testiculo a las profilina 11 y en el rifion a la
profilina 1V.%>2® En general, las secuencias de profilina de diferentes especies no estan
bien conservadas.?” Por ejemplo, los genes de profilinal y profilina Il en humanos son 65 %
idénticosenel nivel deaminodacidos, sinembargo, sélo el 35% son idénticos a profilinas de
eucariotas inferiores y aproximadamente 20 % idénticos a profilinas vegetales. A pesar de
las secuencias se produce unamejor conservacion de las profilinas.?®
Bioguimicamente, al unirse a un monémero de actina, la profilina aumenta la tasa de
intercambio de nucle6tidos en el mondmero de actina, recargando asi el monémero con ATP,y
posiblemente potenciando la dindmica de filamento de actina. In vivo se piensa que la
profilina es esencial para promover la polimerizacion de actina tras
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la estimulacion celular facilitando la adicion de mondmeros de actina al extremo de
crecimiento rapido de filamentos de actina como se observa en la Figural.3. La profilina
también puede desempefiar un papel importante en la traduccion de sefiales, debido a
que se une a PI2P con alta afinidad y es capaz de inhibir su escision por la fosfolipasa-
Cy bajo ciertas condiciones.?

En estudios recientes se ha demostrado que la profilina del tipo I y 1l del cerebro de
raton interactdan con un gran namero de ligandos, incluyendo la dinamina I, si- napsina,
ROCKII, VCP y otros que implican en la funcion de profilina en el trafico de membranas
y transduccion de sefiales.>*? Curiosamente, los ligandos son espe- cificos para la
profilina I y Il de raton. En dicho estudio se inform6 que en ratones la diversidad de
isoformas de la profilina se extiende por empalme alternativo de la profilina Il que produce
dos isoformas de profilinas, el principal la profilina lla que se expresa en el cerebro y el
menos abundante, la isoforma profilina Ilb que difiere en el C-terminal de 32
aminoacidos.®

O actingc T Microfilamento i actina G
O 7 (actina F) XM O
mas menos @ O
0~0. . —» -~
polimerizacién-despolimerizacidn polimerizacién-despolimerizacidn

rapidas lentas

Figura 1.3: Polimerizacidon de la actina celular.

Fuente: https://sites.google.com/site/nuestraseucariotas/organulos-no-
membranosos/ citoesqueleto-celular?tmpl= %2Fsystem %2Fapp %2Ftemplates
%2Fprint %2F& showPrintDia- log=1

La profilina I es un miembro de la familia de las profilinas, el cual es un factor que
cataliza el intercambio de nucleotidos de difosfato de adenosina (ADP) a trifosfato de
adenosina (ATP) en actina globular (G). EI monémero de actina de ATP-actina no
polimerizada se une a la profilina | y es facilmente disponible para el montaje nuevo de
filamentos de actina. Por lo tanto la profilina | juega un papel esencial en la regulacion
de la sintesis de NOVO de la polimerizacion de actina, esto se debe a la estimulacion
celular de la actina para la formacién de monémeros de esta proteina (ver Figural.3).
También mejora la velocidad de polimerizacion de la actina mediante la entrega de ATP-
actina a los extremos crecientes de los filamentos.

La profilina I, una proteina de union a la actina de expresion ubicua la cual es
regulado en varios tipos de carcinomas (mama, pancreas, hepética y gastrica) y provoca
un efecto de tumores supresores sobre las lineas celulares de cancer de mama. Sin embargo se
encontr6 que la sobreexpresion de la profilina | puede inducir a las células MDA-231
(linea  celular del cancer de mama) para someterse a formacion
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morfoldgica en un fenotipo epiteloide, también la profilina 1 aumenta el nivel de
expresion de R-cadherina (un tipo de cadherina que se expresa de forma enddgena en la
linea celular parental) y restaura uniones de adherencia en células MDA-231 de forma R-
cadherina dependiente. La restauracion de uniones de adherencia que requieren la
interaccion entre la profilina | y la actina induce a las células MDA- 231 a sufrir una
transformacion morfoldgica en un fenotipo epiteloide.® Laprofilina | se expresa de forma
ubicua en todos los tipos celulares, excepto en el musculo esquelético.

La profilina 11 se expresa dos isoformas profilina Ila y profilina llb. La profilina lla es
una isoforma que se expresa predominante en células neuronales. Mientras que en la
isoforma profilina 1lb, el ARNm es detectable en nimero infinito de tejidos adultos,
principalmente en el rifion. profilina del tipo 111 y profilina del tipo IV se limitan a los
testiculos.!

En general profilina I y profilina Il son los mas comunes en mamiferos, presentan
propiedades de union de monémero de actina. La profilina acelera la extension de los
filamentos de actina en presencia de formina y luego despolimeriza los filamentos de actina
encapsulada, lo que conduce a cambios en el citoesqueleto. Ademas la inte- rrupciénde la
profilina por delecion del gen profilina | en ratones o por transferencia anti-profilina en
oocitos de bovinos resulta la muerte embrionaria temprana.®

1.1.3. Caracteristicas estructurales y moleculares

Se ha descrito que la profilina se encuentra presente en células animales, vegetales,
levaduras, protozoos e incluso en virus. Se menciona que es una proteina globular donde
su estructura y su composicion de aminoacidos se encuentra altamente con- servado. Por
ello es que esta involucrada en el equilibrio dindmico de ensamblaje del citoesqueleto de
actina. Estas proteinas son tan pequefias y miden entre 11 a 19 kDa. Estas proteinas
controlan espacialmente y temporalmente el crecimiento de microfilamentos, por eso estas
estructuras son las que intervienen en la determina- cion de la forma que tendra la célula,
en el proceso de organogénesis, movimiento celular y otros.

Posee también la capacidad de union a péptidos con repeticiones del aminoécido prolina;
asi como la interaccion con la actina; las profilinas pueden interaccionar con mas de 50
proteinas distintas. La estructura primaria de estas proteinas muestran muchas
modificaciones, en general su estructura terciaria esta altamente conservada, incluso entre
diferentes reinos. 3

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM er DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

1.1.4. Funciony Estructura

La funcién principal de la profilina es la de regular la dinamica de la actina en todos
los eucariontes. La profilina se une a la actina monomeérica en un complejo uno auno (1:1);
causando el equilibrio entre los filamentos de actina y sus subunidades.®* En células
animales este proceso estd bajo la regulacion de numerosas proteinas grandes y
multidominio de las familas Ena/VVASP (estimulan la elongacion de filamentos de actina)
y las forminas (grupo de proteinas de union que estan invo- lucradas en la induccion de la
polimerizacion de los filamentos de actina), las que pueden unirse tanto a laactinacomo a
la profilina. También forman parte de un complejo profilina-actina, el cual es miembro de
diversas vias de sefializacion.” Dicha funcion de las profilinas se da por la interaccion
que tiene con diferentes ligandos, con distinta funcion segun el ligando y la isoforma de
profilina que intervengan.38=°

Figura 1.4: Estructura terciaria de la profilina (Po7737.2).
Fuente: Fuente Propia

De estos sitios de interaccion que se han caracterizado, se sabe especificamente las formas
estructurales involucradas, los cuales destaca las secuencias de aminoacidos que constituyen
estas formas estructurales ya que serian conservadas en diferentes organismos, en la
Figural.4podemosverlarepresentacionde laestructuraterciaria de la profilina.

En el caso de ratones sucede algo muy particular, el ARNm que codifica para esta
proteina sufre una forma de splicing que dié como resultado una profilina que no puede
unirse a la G-actina.?® Otro caso reportado es la profilina del virus Vacci- nia la cual no se
unio a polimeros de poli-L-prolina (pLp).“° Por lo tanto se puede inferir que las profilinas
son importantes en diferentes procesos celulares y final-
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mente podemos explicar el porqué de una conservacion elevada de estas proteinas e
igualmente explicar la presencia de varias isoformas en diversas especies.

1.2. Actina

1.2.1. Descubrimiento

La actina fue descubierta en 1941 en extractos de musculos esqueléticos de conejo por
Bruno Straub, llona Banga, y Albert Azent-Gyorgyi. Se utiliz6 la microscopia
electronica para visualizar el masculo estriado, esto se di6 a partir de los afios 50 por
Hugh Huxley y Jean Hason, para ello se utilizd la microscopia de luz de interferencia
contemporanea por Andrew Huxley y Rolf Niedergerke, asi como la Gltima interpretacion
en términos energéticos de la contraccion del masculo.

La dindmica del filamento y la inclinacion transversal del puente deslizante y el
modelo de la contraccion muscular es sin duda una de las mejores ejemplificaciones de un
andlisis funcional basado en la estructura de toda la biologia y la biologia molecular. No fue
hasta 1970 que se descubrio que los niveles significativos de proteinas de actina y miosina
del musculo que estan presentes en células no musculares.*!

En los afios posteriores después de su descubrimiento, se observo que la actina y la
miosina no muscular son predominantemente citopldsmicas, pero pronto una serie de
estudios informd de la presencia de actina y miosina en los nucleos aislados. En 1977, se
descubrid que la actina se encuentra en un equilibrio dindmico entre el citoplasma y el
nucleo de los ovocitos de Xenopus, entonces este hallazgo hizo que se difunda
conceptualmente la actina en el ndcleo, en el sentido de que su masa y su tamafio y la
forma general estan por debajo del umbral de exclusion del poro nuclear. *?

En el primer estudio de una proteina nuclear de 34 kDa de Acanthamoeba, aislado como
un homodimero, se evidencio que se une a los filamentos de actina Invitro con un kd de
0,25 IM. La union fue independientemente de ATP y no dio lugar a la agrupacion,
cortando o limitando de los filamentos de actina.*?

1.2.2. Definicion

La actina es una proteina multifuncional que esta presente en todas las células
eucariotas, forma parte importante del citoesqueleto y estd implicada en la motilidad celular
y el mantenimiento de la forma de las células eucariotas.** Ademas participa
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en el transporte intracelular, la citosinesis y la transduccion de sefiales. Esta proteina es
también un componente constitutivo del nucleo, donde estad implicado en una serie de
procesos nucleares fundamentales.*?

También es el componente principal de los finos filamentos de las células musculares
y del sistema del citoesqueleto de las células no musculares, tomando parte en una
multitud de funciones bioldgicas la actina monomérica (G-actina) se en- sambla bajo
concentraciones salinas fisioldgicas para formar polimeros (F-actina) como se puede ver
en la Figural.3, una propiedad que ha impedido hasta ahora la cristalizacion del mondémero
no acomplejado. Las estructuras se determinaron para los complejos de actina con
desoxirribonucleasa | (ADNasa 1), gelsolina, profilina, y todas las proteinas que impidan
la polimerizacion. 4%

La actina y la mayoria de los miembros de su clase estructural en la que se incluye las
chaperonas moleculares como las Hsp70, la hexoquinasa, las quinasas de az(car, parecen
sufrir un cambio conformacional acoplado a la hidrdlisis de ATP; entonces en laactina este
cambio conformacional puede jugar un papel criticoen ladinamica de filamentos.

Los filamentos ADP-actina exhiben una mayor suscepetibilidad a las proteinas
despolimerizadas. La adicion de fosfato inorgénico (Pi) y andlogos ayuda a esta- bilizar
los filamentos de ADP-actina, se piensa que mediante la imitacion de un ADP+Pi. Las
diferentes propiedades de ADP+Pi y filamentos de ADP-actina se han correlacionado
con diferencias en sus estructuras terciarias. *?

Con los afios, la actina y miosina se han encontrado en conjuncion con varios
componentes del nucleo, pero se ha dado informes sobre la actina y miosina nuclear que
fueron vistos con gran escepticismo y esto, debido a niveles representativos de las proteinas
de actina y miosina, ya que se hallan presentes en células no musculares. Pese a la
existencia de la actina en el nicleo, como una caracteristica general de la vida eucariota,
ya no estaria en duda la evidencia de su participacion directa en la transcripcion.
Recientemente, se encontrd p—actina para ser un elemento de los complejos de
remodelacion de la cromatina de mamiferos, en levaduras, moscas y en el hombre. 4650

1.2.3. Estructura

La principal proteina del citoesqueleto de la mayoria de las células es la actina, que se
polimeriza para formar filamentos de actina, las cuales son fibras delgadas y flexibles de
aproximadamente 7nm de didmetro y hasta varios micrometros  de
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longitud. Los filamentos que se encuentran dentro de la célula también Ilamados
microfilamentos, estan organizados en estructuras de orden superior formando haces o redes
tridimensionales con las propiedades de los geles semisélidos. EI montaje y desmontaje de
filamentos de actina, su reticulacion en haces y redes, y su asocia- cion con otras
estructuras celulares como la membrana plasmatica, estan regulados por una variedad de
proteinas de unién a actina, que son componentes criticos del citoesqueleto de esta
proteina.>!>?2

Dichos filamentos de actina son abundantes debajo de la membrana plasmatica, donde
forman una red que proporciona soporte mecénico, determina la forma de la célula y
permite el movimiento de la superficie celular, permitiendo que las células migren,
ingieran particulas y se dividan.*

La actina estructuralmente se encuentra en dos isoformas principales: G-actina
(denominado asi para actinas globulares) que es de forma monomérica como se ve en la
Figural.3, mientras que F-actina (F para filamentos) es el polimero helicoidal (Figural.4).
Ladeterminacion de la primera estructura cristalina de G-actina fue un avance importante y
la determinacion simulatanea de una estructura cristalina del dominio ATPasa de la
proteina de choque térmico HSC-70 condujo a la deduccién de que ambas proteinas
compartenel mismo pliegue conlaenzima hexoquinasa.®>>*

De las estructuras cristalinas de actina que se publicaron s6lo una muestra una
apertura significativa de la hendidura de union de nucledtidos. Hubo cierta controversia
sobre si una abertura de la hendidura podria estar asociado con el cambio en el nucleotido
unido del ATP a ADP y si acaso hubiera otros cambios conformacionales dentro de la
subunidad asociada con el cambio en el nucleétido unido. Una de las razones por la que se
le da el interés respectivo es porque los filamentos de actina estan regulados por la
hidrolisis de ATP, observandose que dentro de la F-actina hay una abertura aparente en
la hendidura asociada con la hidrélisis de ATPy la liberacion de fosfato.*
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Figura 1.5: Formacion de los filamentos de actina.
Fuente: http://slideplayer.es/slide/1704285

Las interacciones de las proteinas de union a actina, tales como profilina y cofilina estan
reguladas por el nucleétido unido a la actina, y porque no se espera que estas proteinas
contacten directamente con el nucleodtido unido como se puede ver en la Figural.5,
solamente podemos observar la interaccion de la profilina con los mondémeros de actina.
Se observa de que el factor de actina despolimerizada ADF se une a la actina G o F que
contiene ATP unido a ADP y Pi, esto puede ser explicado por uncambio conformacional
dentro de actina entre estos dos estados de nucledtidos. En consecuencia con esta
expectativa, un estudio informé que el bucle de Dnasal esta unido en el subdominio 2 de
la actina, que es una beta diana en un cristal, desordenada en varios otros cristales, la
cual se convierte en una hélice cuando el ADP esta ligado a la actina en lugar de
ATP.56’57

La importancia de la actina fue debido a su papel central que tiene en la contraccion
muscular, en su motilidad celular, asi como en la dindmica del citoesqueleto y otras
funciones celulares. Muchas de las propiedades de la actina, tales como la union de
numerosas proteinas a su segmento terminal amino, la inhibicion de su polimerizacion de
DNasa I, modificaciones quimicas, el intercambio de nucleétidos unidos y la sensibilidad
de las sondas de Cys 374 se debe a su polimerizacion, se explica légicamente
considerando la estructura atdmica de esta proteina.**

La combinacién de la estructura y de la difraccién de fibra de patrones atdmicos G-
actina obtenido a partir de filamentos de actina el que permitié para construir un modelo
de la estructura de F-actina aproximadamente una resolucion de 10 A. En conjunto, los
modelos F-actina proporcionaron un marco y un conjunto de restricciones para el mapeo
de los sitios de union para las proteinas de union a la actina.®

Si bien en algunos otros estudios, se estaba trabajando sobre posibles roles funcionales
de actina nuclear. En estos estudios la presencia de actina nuclear se toma
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esencialmente por sentado y es el resultado de los ensayos funcionales de los procesos
nucleares conocidos que dan la debida importancia. Por ejemplo, la actina nuclear ha sido
implicada en la remodelacién de la acromatina y la activacion de genes a través de una
familia de proteinas nucleares denominadas BAF, que se pueden aislar a partir de ncleos en
asociacion con una subunidad de actina. Ademas la actina nuclear ha sido implicado en la
exportacion nuclear de ARN gendmico no empalmado, asi como del elemento de respuesta
favorable rev (RRE) y el elemento de transporte constitutivo (CTE), que contiene ARNm
del VIH. Estos documentos contituyen avances importantes y sirven para avanzar
rapidamente el campo de actina nuclear de forma significativa y que arrojan nueva luz
sobre la base potencial del trafico nucleocitoplasmatico observado de la actina.*

Un estudio reciente argumentd que no hay grandes cambios conformacionales en los
cambios de dominio cuando el ATP y ADP estan ligados a las G-actina en base a
comparaciones de las estructuras cristalinas de estos dos estados. Dado que los datos de la
misma investigacion muestran una gran diferencia en las comparaciones de las tasas de la
digestion con la subtilisina entre ADP G-actina y ATP G-actina, por lo que es posible
las interacciones de cristales de embalaje, favoreciendo un estado cerrado de G-actina a
pesar de que en la solucion del estado de la hendidura puede ser desplazado por un
nucledtido unido. Este tipo de conclusiones se mostrd en otros estudios en donde se mostro
en la escision del bucle de DNAsal unido, no presenta ningin cambio significativo en la
estructura de G-actina, mientras que los estudios de soluciones complementarias sugirieron
que la escision se asocia con una abertura de la hendidura de unién de nucle6tidos.®%*

La ausencia de grandes cambios conformacionales entre el monémero de G-actina y el
protomero F-actina ha sido confirmada por una serie de 3 estudios realizados con la ayuda
de un microscopio de baja resolucion de electrones. La evidencia experimental para el
movimiento del bucle en la posicion de estacionamiento por disulfuro de reticulacion parael
cuerpo del mondémero de actina en un mutante de levadura, la actina impide la formacion
de filamentos. Por lo que la dinamica de bucles son escenciales para la formacion de
filamentos, esto se puede llevar a cabo después de la polimerizacion en F-actina, pero se
provocaria lainterrupcion del filamento.56-62-64

1.2.4. Dinamica de Acoplamiento

Los filamentos de actina se ensamblan en dos tipos generales de estructuras, Ilamadas
haces y redes de actina, que desempefian diferentes funciones en la célula.%®
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Estos filamentos de actina se reticulan en matrices paralelas estrechamente empa- quetadas
y estan ligeramente reticulados en conjuntos ortogonales que forman redes tridimensionales
con las propiedades de los geles semisélidos; dicha formacion se en- cuentra gobernada por
una variedad de proteinas unidas a la actina que reticulan los filamentos de actina en
patrones distintos como se observa en la Figural.6. Estas proteinas son llamadas también
proteinas de actinacién y contienen al menos dos dominios que se unen a la actina
permitiendoles unirse y reticular dos filamentos diferentes de actina. ®® Las proteinas que
reticulan los filamentos de actina en haces suelen ser pequefias y rigidas que obligan a los
filamentosaalinearse estrechamente entre si; por el contrario, las proteinas que organizan los
filamentos de actina en redes tienden a ser grandes, flexibles y pueden reticular filamentos
perpendiculares.*

Actina G

7nm 25nm

A Microfilamentos B Filamentos intermedios C Microtubulos

Figura 1.6: Ensamble de los filamentos de actina para su transformacion a
microtubulos.
Fuente: Teresa I. van der Goes: Histologia y Biologia Celular, 3ra Ed.

En la figural.6, se observa tres filamentos que conforman el citoesqueleto, constituidos
por el diametro y las subunidades que lo conforman. (A) Se observan mi- crofilamentos
conformados por subunidades de actina G, quienes se polimerizan generando dos cadenas
que se asocian helicoidalmente para conformar un filamento, dicha forma de la actina se
denomina F. (B) Los filamentos intermedios se conforman cuando un monémero (1) se
asocia con otro para generar un dimero (2) dos dimeros se asocian para generar un
tetramero donde los extremos carboxilo y amino se encuentran en sentido contrario.
Entonces el tetrdmero es la subunidad bésica de los filamentos. Varios tetrdmeros se
agrupan generando un protofilamento, donde ocho de ellos generaran un filamento (C).
Los microtubtlos conformados por heterodimeros de a y f tubulinas que generan
protofilamentos, 13 de ellos constituyen un microtubulo.
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1.2.5. Funciony localizacién

Las diversas funciones celulares de actina, ya sea como un componente del cito-
esqueleto o un factor importante en los procesos de la contraccion muscular y la
motilidad, implican las interacciones de actina con una multitud de proteinas de union a
actina. Un claro ejemplo de la motilidad de la actina basada en células no musculares es
el movimiento de la bacteria Listeria monocytogenes a través del citoplasma de la célula
huésped. Un estudio reciente demuestra que la velocidad de movimiento de bacterias es
igual a latasa de crecimiento de cola de cometaen su ex- tremo proximal, lo que sugiere que
la polimerizacion de actina impulsa la propulsion bacteriana.®”68

Estas funciones derivan de las habilidades de estos filamentos para formar poli- meros
lineales. Estas estructuras proporcionan fuerza, arquitectura y la ubicacion de los
componentes de andamio dentro de las células, que participan en dar forma y
compartimientos a organulos, asi como moléculas de localizacion a sus apropiadas
ubicaciones fisicas.®

Una segunda caracteristica de algunos polimeros de actina es que la polimerizacién
dirigida y la despolimerizacidn, en algunos casos pueden proporcionarse empujando y
tirando fuerzas que se puede integrar en procesos bioldgicos en movimiento. Si los
filamentos estan dispuestos con sus extremos en crecimiento dirigidos al objeto, se
movera a condicion de la cola del filamento y el sistema sera relativamente inmovil en
relacion con el objeto, por lo cual el sistema de traccion de filamentos necesitaré de la
integracion de las fuerzas creadas a partir de la polimerizacion en sistemas bioldgicos
que incluyen:

Filamentos de polimerizacion de actina en el borde de ataque de una célula eucariota
en movimiento, conduciendo delante de la membrana.*"

La actina juega un papel importante en la motilidad celular a través de un proceso
dindmico de transicion impulsado por la polimerizacion y despolimerizacion, de la actina
globular G y F. En los filamentos de actina durante el proceso de intercambio de los
nucleotidos que se encuentran ligados por subunidades de G-Actina y la hidrolisis de
ATP o el Pi ligados son lanzados por subunidades de F-Actina.’

La polimerizacion de actina en presencia de ATP es un proceso complejo que
involucra a muchas reacciones quimicas, por lo cual la actina monomérica puede unirse a
otros ATP o ADP, el ADP monomérico ligado y la actina polimérica pueden unirse al Pi.”
Las subunidades de ATP ligados a filamentos de actina hidrolizan los enlaces de ATPy
las  convierten  primeramente a  subunidades a de  ADP-Pi  (Ver
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Figural.l), que subsecuentemente realizan la conversion de Pi a la forma de ADP ligada
a actina. Después de cuatro formas de nucleétidos diferentes de actina son
polimerizados en presencia de ATP, estos son:

* Los nucledtidos libres. (A)
* Los ATP ligados. (T)

+ Los ADP ligados. (D)

« Los ADP + Pi ligados. (i)

En presencia de ADP y en ausencia de ATP + Pi se puede presentar en dos formas,
una en forma de nucledtidos libres y la otra en formas de ADP ligados. Ellas se
copolimerizan aunque no se conviertan entre si en filamentos de actina. Debido a la gran
afinidad del ADP a su forma nucleotidica libre de G-Actina, la forma ADP ligado es
predominante en condiciones de exceso de ADP y la cantidad de la forma de nucleétidos
libres es minima (Ver Figural.l).

1.2.6. Interaccion con las Profilinas

Las profilinas, son pequefias células eucariotas abundantes en el citoplasma que se unen
a los monémeros de actina, polifosfoinositidos y polimeros de poli-L-prolina. Esta
multiplicidad de interacciones llevo a la especulacion de que las profilinas po- drian
vincular la regulacién del citoesqueleto de actina, las vias y tal vez otros sistemas no
identificados. La profilina se une a pequefios grupos de fosfolipidos de membrana
fosfatidilinositol 4.5 bifosfato (PIPX) y es esencial para la reconstruccion bioquimica de
factor de crecimiento epidérmico dicha produccion es regulada del segundo mensajero
inositol trifosfato (IP3) de PIP2.7%

La interaccién entre la profilina con la regulacion de la actina no esta claro a niveles
bioquimicos o celulares. Las preparaciones originales de profilina estan estre- chamente
ligados a la actina por lo que se acepta que la profilina es un monémero de la proteina
actina en los extractos celulares.’®"8
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Figura 1.7: Polimerizacion de la actina.
Fuente: Elena G. Yarmola, Michael R. Bubb. How depolymerization
can promote polymerization: the case of actin and profilin. 2009.

Se han mostrado en estudios que la profilina de plaquetas humanas se une a
mondmeros de actina con afinidad micromolar, se mostraron que la concentracion de la
actina es superior a la profilina de 5 a 10 veces en plaquetas. La profilina puede actuar
cataliticamente en lugar de estequiométricamente en la actina y sugerir maneras en que
podria promover la profilina en lugar de inhibir la polimerizacion de actina.”®8!

La polimerizacién de actina se puede dar por dos caminos en presencia de actina (Ver
Figural.7), el primer camino es por elongacion de filamentos de actina donde “g” (color
gris), esta elongacion es directa mediante la union de subunidades de G-Actina al
extremo de puas con la tasa KG* para obtener una subunidad larga del filamento.! El
segundo camino es el “pg” (color morado), se da mediante la unidn de la profilina a la
G-Actina formando un complejo profilina-Actina (KdG), la unién del complejo
profilina-Actina con la tasa KP G* del extremo final con puas con la subsecuente
disociacion de la profilina con la (Kdb). El proceso inverso para el camino “pg” involucra
la asociacién de la profilina con el extremo final de puas, también se puede dar una
disociacion del complejo profilina-Actina con la tasa KP G~y también la disociacion de
la profilina con los mondémeros de actina. El proceso inverso para el proceso de “g” es
simplemente una disociacién de las subunidades del filamento final de actina con la
tasa KG~. Losratios r*y r~ son factores de aceleracidn relativaa laasociacion de las tasas
ydisociacion del complejo profilina-Actina y actina pura.l8

1.3. Bioinformatica

La bioinformética es una ciencia que emplea como herramienta computacional que
permite analizar, eliminar, almacenar, gestionar, interpretar, integrar y acelerar
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el ingente del volumen de informacién al que la biologia molecular, la gendmica (rama
de la biologia que estudia el genoma humano) o la proteémica (centrada en el estudio y
prediccion del plegamiento o estructura tridimensional de las proteinas) producen. Para tal
fin desarrolla aplicaciones informaticas y métodos de andlisis estadistico.® Entre los
métodos que utilizaremos describiremos algunos como son la mecénica molecular, la
dinamica molecular y el docking molecular.

La bioinformatica también nos permite seguir la evolucion de los organismos de una
especie a través de la evolucion de su ADN, asi como también predecir la secuencia de
aminoacidos en una proteina (su estructura primaria) a partir de la secuencia de un gen
codificado, etc.3

1.3.1. Mecanica Molecular

La mecéanica molecular es una de las técnicas con la que actualmente se viene
trabajando en sistemas quimicos; como cualquier técnica la mécanica molecular tiene
ventajas y desventajas. Esta nos permite el modelado de macromoléculas como proteinas
y segmentos de ADN. Uno de los defectos de éste método es que existen propiedades
quimicas que no estan descritas, asi como estados excitados electrénicos. Este método es
eficaz para trabajar con moléculas de gran tamafio (macromoléculas), consiste en la
expresion de ecuaciones clasicas simples, como la ecuacién oscilador arménico con el
objetivo de describir la energia que va relacionado con el enlace de estiramiento, flexion,
rotacion, y las fuerzas intermoleculares, asi como interacciones de Vander Waals y enlaces
de hidrogeno. Con eéste método se puede parametrizar para una clase especifica de
moléculas asi como proteinas, moléculas organicas, érgano-metalicos, etc. para asi tener
algunatrascendencia frente aladescripcionde otras proteinas.®

CA (N+6)
&
o9 N
OO S
4\ S
CA(2) CA(4) “>~._ CA(6)

V(local)
CA (1) CA(3) CA(5)

Figura 1.8: llustracion de los términos fundamentales de la energia del
campo de fuerza.
Fuente: Propio
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El principio de la mecéanica molecular es expresar la energia en funcion a la
resistencia de estiramiento, flexion de enlaces (ver figural.8) y el hacinamiento del
atomo y usar ésta energia para encontrar las longitudes de enlace, angulos y diedros
correspondiente a la energia minima de su geometria. La forma de expresion matematica de
la energia y los pardmetros constituyen un campo de fuerza por lo que a los métodos de
mécanica molecular se les denomina métodos de campo de fuerza.®®

Campo de Fuerza

En mecanica molecular, considera a la molécula como un grupo de particulas (atomos)
unidos por fuerzas armonicas o elasticas; cuyas fuerzas pueden ser detalladas como
funciones de energia potencial de la mecénica clésica, que se basa fundamentalmente en la
consideracién del oscilador armoénico o anarmonico para describir el enlace molecular
empleandolo a distancias de enlaces, al angulo de enlace e inclusive a los angulos diedros. A
este grupo de funciones de energia potencial se le conoce como “campo de fuerza”.%

Los campos de fuerza intentan predecir de forma precisa las estructuras moleculares y
sus propiedades y también va encaminada a la modelizacién de grandes moléculas como
las proteinas o polimeros, entre ellas tenemos a la familia MM que consta de sus versiones
(MM2, MM3 y MM4), éstas son utilizados por la bioinformatica para el calculo de
moléculas pequefias. La MM2 es trabajada en términos cubicos, la que puede ser la causa
de que la funcidn cubica pase a través de un valor maximo que esta lejos a un valor de
referencia, esto a llevado a un desastre en la expansién de enlaces en algunos
experimentos. Este defecto a sido superado en el MM3. En el caso de MM4 éste
mejora a la MM2 y MM3.

+ AMBER (aplicable a moléculas bioldgicas), es usado para analizar proteinas y
acidos nucléicos, también para polimeros; generalmente dan resultados para modelos
geométricos de fase de gases, energias libres de solvatacion, frecuencias vibracionales
y energias conformacionales.®

« CHARMM es usado extensamente para simulaciones en el rango de moléculas
pequefias a solventes complejos de macromoléculas bioldgicas largas, incluyen- do el
calculo de las interacciones y de energias comformacionales, geometrias de la
molécula, valor minimo, dinamica de tiempo de dependencia, barreras de rotacion,
frecuencias vibracionales y energias libres.®
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* MMFF es similar al MM3 pero difiere en la aplicacion en el proceso de la fase de
condensacién en la dinamica molecular. Es adecuado para calcular en el estado
gaseoso y condensacion.®

En la mecanica molecular clasica es importante el uso de la alta calidad del campo de
fuerza, es por ello que es preciso en la obtencién de predicciones moleculares, el uso de
campos de fuerza como el OPLS-AA para proteinas y el modificado OPLS- AA/L para
lipidos, el cual es extensamente empleado en la simulasion de sistemas biol6gicos.”8

En el campo de fuerza OPLS-AA®°! los parametros no enlazados son optimiza-
dos para reproducir experimentalmente propiedades en fase liquida y los pardmetros
torsionales son ajustados a un experimento o a datos de la Quimica Cuantica, lo cual
permite elevar el nivel de investigacion y la posible mejora en el futuro.®:%

E = Eenlazante + Enoenlanzante (1-1)
Eenlazante = Z Estr + zEbend + ZEtors (1-2)
Enoenlanzante = Z Evdw + ZEeI + zEcross (1-3)

Donde Esr es la funcion de energia para estirar un enlace entre dos 4&tomos, Epend
representa la energia requerida para doblar un angulo, Eors) €s la energia de torsion para la
rotacion alrededor de un enlace, Ewaw) Y Eel) describen las interacciones atomo-atomo no
enlazado, y finalmente E cross)describe acoplamiento entre los tres primeros términos.

Debido a esta funcion de energia de las coordenadas nucleares, las geometrias y las
energias relativas pueden ser calculadas por optimizacién. Las moléculas estables
corresponden a minimos sobre la superficie energética potencial, y pueden localizarse
minimizando las fuerzas entre los atomos, que se hallan asociados al campo de fuerza en
funcion de las coordenadas nucleares. Las transiciones conformacionales se pueden describir
localizando la estructura de transicién sobre la superficie de energia potencial o también
conocido como hipersuperficie de potencial.

« Energia de Estiramiento E(str) es la funcion de energia para estirar un enlace
entre dos tipos de &tomos A y B. Para describir la tensién de enla- ce o energia de
estiramiento es necesario utilizar la ecuacion de Morse (ver ecuaciénl.4).

E,(x) = =D + D(1 — ek¥)2 (1.4)
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Figura 1.9: Definicidn de Potencial de enlace.
Fuente: Propio

Donde a pequefias deformaciones del enlace respecto de su valor natural se puede
considerar valida la aproximacion armonica que corresponde a la “Ley de Hook”
(ecuacionl.5). ® Quien nos habla de dos esferas unidas a través de un resorte, y es
sencillo calcular la constante asociado al resorte en funcion de la variacion de la
longitud que los separa, ver figural.o.

V= 3k(r —1y)° (L5)

En la Figural.10, se muestra la comparacién esquematica de diferentes potenciales
con la funcién armoénica (zona punteada). Las pequefias desviaciones de la longitud
representadas por la zona sombreada. La funcion armonica de- muestra el
cumplimiento de la ecuacion de Hook la que no indica que “La elongacion del

enlace se duplica al duplicar la fuerza sobre éste”.%

. funcién arménica

kylr — 7o)’

s S T———funcién cuarta

Sl = r0) + RS — ) + kA — )

<_

funcién de Morse

" energla de enlace ——

' +——— funcién cibica
R 2 3 43
A ) L R ro)

rp distancia de enlace ——

Figura 1.10: Diferentes Potenciales definidos para el enlace en los campos de fuerza.
Fuente: F. Jensen, Introduction to computational chemistry, 1999

+ La energia de flexion. Es) la energia necesaria para doblar un angulo formado
por tres &tomos A-B-C, donde hay un enlace entre Ay B, y entre B y C. Al igual
que Estr, la curva E generalmente se expande como una serie de Taylor Alrededor
de un angulo de enlace natural y terminado. En el segundo orden, dando la
aproximacion armonica.

Figura 1.11: Definicion del Potencial de enlace.

Fuente: Propio

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE 2ty  UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

En este caso es frecuente usar un potencial armonico asi como se describe en
laecuacion.1.6. y
V, = Eko(ﬁ -0)? (1.6)

Donde la Vp es la energia de flexion, ko es la constante de fuerza de flexion del
enlace, A es el angulo de enlaces y 6o es el angulo de enlace de referencia. Si bien la
expansion armoénica simple es adecuada para la mayoria de las aplicaciones, puede
haber casos en los que se requiere una mayor precision. La siguiente mejora es
incluir un término de tercer orden, andlogo a Esw. Esto puede dar una descripcion
muy buenaen unamplio rango de &ngulos, comoseilustraen la Figural.12.

10
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Figura 1.12: Gréfica de la energia de flexion.
Fuente: F. Jensen, Introduction to computational chemistry, 1999

Para el desvio de su equilibrio de un determinado angulo de enlace la energia
necesaria debe ser mucho menor que la energia necesaria para distorcionar
longitudinalmente dicho enlace y seguidamente, la ko s proporcionalmente mas
pequefia que la de tension de enlace.*®

+ Laenergia de torsion.

La energia de torsion describe parte del cambio de energia asociado con la
rotacion alrededor de un enlace en las moléculas B-C en una secuencia de cuatro
adtomos A-B-C-D, donde A-B, B-C y C-D estan unidos (ver figural.13). Las
rotaciones intramoleculares (a partir de la rotacion y los angulos dihedros) requieren
de energia, por ejemplo la conversion de una conformacion de silla o en bote es
endotérmica.®
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Figura 1.13: Definicion del Potencial de Torsion.
Fuente: Propio

Mirando hacia abajo del enlace B-C, el angulo de torsion se define como el angulo
formado por los enlaces A-B y C-D como se muestra en la Figural.14. El angulo w
se puede tomar para estar en el intervalo [0°, 360°] o [-180°, 180°]. La energia de torsion
es diferente de la Energia de estiramiento y la Energia de flexion; las cuales se
doblan en tres aspectos: Una barrera rotacional que tiene contribuciones tanto de
los términos no enlazados (van der Waals como electrostaticos), como de la energia
de torsion y de los parametros de torsion, estan por lo tanto intimamente unidos a
los pardmetros no enlazados. La funcion de energia de torsion debe ser periddica
en el angulo w: si el enlace es girado 360° la energia debe volver al mismo valor. El
coste en energia para distorsionar una molécula por rotacion alrededor de un enlace
es a menudo bajo.®

Para abarcar la periodicidad, Energia de torsion se escribe como una serie de Fourier
que explica todas las relaciones 1-4 a través de enlaces

Viw) = 3 3V,cos(m) 17)

Donde w es el angulo de torsion, V es la constante de fuerzas torsionales y n es la
variable.

El término n = 1 describe una rotacion que es periddica por 360°, el términon = 2
es periédico por 180°, el término n = 3 es periddico por 120°, y asi
sucesivamente. Las constantes Vn determinan el tamafio de la barrera para la
rotacion alrededor del enlace B —C. Dependiendo de la situacidon, algunas de estas
constantes V, pueden ser cero. En etano, por ejemplo, la conforma- ci6én mas
estable es aquella en la que los hidrdgenos estan escalonados entre si, mientras que
la conformacion eclipsada representa un maximo de energia. Como los tres
hidrégenos en cada extremo son idénticos, esta claro que hay tres conformaciones
energéticamente equivalentes escalonadas y tres equiva- lentes eclipsadas. Por lo
tanto, el perfil de energia de rotacion debe tener tres minimos y tres
maximos. En la serie de Fourier solo los términos que tienen
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n =3, 6, 9, etc., pueden tener V, constantes diferentes de cero. Para la rota- cion
alrededor de enlaces simples en sistemas sustituidos, pueden ser necesarios otros
términos. En la molécula de butano, por ejemplo, todavia hay tres mi- nimos, pero
las dos conformaciones gauche (angulo de torsion +60°) y anti (&ngulo de torsion
180°) ahora tienen diferentes energias. ®’

La energia interna del ligando es la sumatoria de los términos torsional y choque.
Este Gltimo es calculado andlogamente a la energia de choque proteina- ligando, pero
sdlo paralosatomosde ligando que estén separados por al menos cuatro enlaces.®®

(a) 1.00 g e e e ey

0.50 |- 4

0.5(1+cos(w))

1
0 60 120 180 240 300 360
o (°)

Figura 1.14: Funcidn de la energia torsional.
Fuente: F. Jensen, Introduction to computational chemistry, 1999

+ Interacciones no enlazantes: La
energia de van der Waals

La Evaw €s la energia de van der Waals que describe la repulsion o atraccion entre
los 4&tomos que no estan directamente unidos junto con el término electrostético,
puede interpretarse como la parte no polar de la interaccion que no esta
relacionada con la energia electrostatica debido a cargas (atdmicas). Evaw tiende a
ser negativo a grandes distancias interatomicas y se vuelve muy positivo para

distancias cortas.%®

A distancias intermedias, sin embargo, existe una ligera atraccion entre dos nubes
de Momento dipolar permanente, el movimiento de los electrones creard una
distribucion ligeramente irregular en un momento dado. Este momento dipolar
inducira una polarizacién de carga en la molécula vecina (u otra parte de la misma
molécula), creando una atraccion, 'y puede derivarse  tedricamente
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que esta atraccion varia como la sexta potencia inversa de la distanciaentre los dos
fragmentos.*®

Las intereacciones electrostaticas son producidas por la diferente distribucion de
cargas en la molécula y pueden modelarse teniendo en cuenta las cargas puntuales
atbmicas por un potencial de Coulomb. Como se ve en la ecua-
cion.1.8. %

1
Velec = ZﬂgoquJ/rij (1.8)

donde gi gj son cargas atomicas, rij son las distancias entre i y j , 4 ncq €s la
permitividad del vacio.

Figura 1.15: Interacciones débiles tipo Lennard—Jones.
Fuente: Propio

Por otra parte las interacciones de Van der Waals son todas las interacciones entre
atomos o moléculas que no estan cubiertas por las interacciones electros- taticas como
dispersion, repulsion e induccion. Una forma para modelar dichas interacciones es
mediante el resultado que nos da el potencial de Lennard Jones como se ve en la
ecuacionl1.9. %

Lj _ Ay G
VVW = 7'17 N E (1.9)

donde A y C son constantes, r es la distancia, y el superindice 6 considera la
interaccion dipolo-dipolo y el superindice 12 es una exponencial arbitraria, basadaen la
experienciacomputacional que garantiza un buen comportamiento de la ecuacion.
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Figura 1.16: Imagen de las energias de Van der Waals.
Fuente: F. Jensen, Introduction to computational chemistry, 1999

No es posible derivar teéricamente la forma funcional de la interaccion repulsiva, sélo
se requiere que vaya hacia cero cuando r va al infinito, y debe acercarse a cero mas
rapido que el término r~®, yaque laenergia debe ir hacia cero desde abajo.*®

La energia electrostatica:

La otra parte de la interaccidn no enlazada se debe a la redistribucion interna de los
electrones, creando partes positivas y negativas de la molécula. En la
aproximacion mas baja, esto puede ser modelado asignando cargas (parciales) a cada
atomo. Alternativamente, se puede asignar al enlace un momento de dipolo de
enlace (ver figural.17).

Figura 1.17: Interaccién Electrostatica.
Fuente: Propio

Estas dos descripciones dan resultados similares (pero no idénticos). Solo en el
limite de larga distancia de interaccion entre dichas moléculas las dos descripciones
dan resultados idénticos. La interaccion entre las cargas puntuales
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Podemos darnos cuenta rapidamente que, solo depende de las cargas atomicas y
de la distancia de separacion entre los centros atdmicos, todos estos elementos son
faciles de recolectar para definirlos dentro de un campo de fuerza, por lo general
son tomados desde calculos tedricos, en el caso de las cargas, las cargas de Mulliken
son las que se hallan en campos de fuerzas anteriores a 2010, mientras que los
mejorados tienen o contienen cargas derivadas del andlisis poblacional de
Hirshfeld.

Las cargas atdbmicas pueden ser asignadas por reglas empiricas, pero se asignan
méas comunmente ajustandose al potencial electrostatico calculado por métodos de
estructuraelectrdnica, tal como se discute en la siguiente seccion. Dado que el enlace
de hidrogeno es en gran medida debido a la atraccién entre el hidrgeno deficiente
en electrones y un atomo electronegativo tal como oxigeno o nitrégeno, una
adecuada eleccién de cargas parciales puede modelar adecuadamente esta
interaccion. &

“ @ @

Figura 1.18: Imagen de las energias electrostaticas.
Fuente: F. Jensen, Introduction to computational chemistry, 1999

1.3.2. Dinamica molecular

La dindmica molecular es el método de eleccion cuando se quiere estudiar las
propiedades dindmicas de un sistema en detalle atdmico, siempre que las propiedades sean
observables dentro de la escala de tiempo accesible a las simulaciones. %
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Otro concepto que explica la Dinamica molecular es que este es una simulacion del
comportamiento de un sistema molecular dependiente del tiempo, tal como el
movimiento vibratorio o el movimiento Browniano. Esta expresion de energia se usa para
calcular las fuerzas sobre los 4&tomos para cualquier conformacion dada.'%*

Su fundamento radica en las leyes de la mecanica clasica mediante la cual las
ecuaciones del movimiento son integradas con la finalidad de generar sucesivas con-
figuraciones.'%? El resultado es la trayectoria especifica como la posicion y velocidad de
las particulas en el sistema con tiempos variables. Las leyes de newton con res- pecto al
movimiento pueden ser:

1. Uncuerpo continuo de movimiento en linea recta a velocidad constante.

2. Su fuerza es igual a la velocidad de cambio de momento.

3. A cada accién hay una reaccion y a cada reaccion una accion.

Las interacciones determinan las fuerzas que acttan sobre los atomos y dado que las
masas de los atomos son conocidas, sus aceleraciones pueden ser calculadas. Posiciones,
velocidades y aceleraciones son suficientes para determinar la evolucion temporal del
sistema. Una vez que se conoce el estado del sistema (determinado por una lista de
posiciones y velocidades, denominada configuracion) en un momento determinado, se
puede calcular toda otra informacion sobre el sistema en ese momento. Por ejemplo, la
temperatura puede calcularse simplemente determinando la energia cinética promedio de
las velocidades.'®

La trayectoria es obtenida resolviendo la ecuacion diferencial de la segunda ley de

Newton:
F, = m;aq; (1.11)
= mi% (1.12)
Fi=m; % (1.13)

Esta ecuacion describe el movimiento de las particulas de masa (m;) a lo largo de la
coordenada (ri) con la F; siendo la fuerza sobre la particula en esa direccion. En el caso
mas simple ninguna fuerza actla sobre cada particula entre colisiones. Lo que ocurre es
que de una colisién a otra la posicién de la particula que cambia la velocidad inicial por
la derivada del tiempo, donde la aceleracion inicial es constante y la derivada del tiempo
(dt) es el tiempo entre colisiones. En la segunda situacion la particula experimenta una

fuerza constante entre colisiones.%
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Assu vez, lafuerza sobre cada &tomo puede también ser expresada como el negativo de
la derivada de la energia potencial con respecto a la posicion del atomo:

- _

Fo=%_
t dt;

—vV (1.14)

Si la energia potencial del sistema es conocida entonces, dadas las coordenadas de una
estructura inicial y un conjunto de velocidades, la fuerza que actla sobre cada atomo
puede ser calculado y un nuevo conjunto de coordenadas generadas, a partir de las cuales se
pueden calcular nuevas fuerzas. La repeticion del procedimiento generara una trayectoria
correspondiente a la evolucion del sistema en el tiempo. La precision de las simulaciones
esta directamente relacionada con la energia potencial, funcion utilizada para describir las
interacciones entre particulas. En la dinamica molecular, se utiliza una funcion de energia
potencial clasica que se define como una funcion de las coordenadas de cada uno de los
atomos. La funcion de energia potencial estda separada en términos que presentan
interacciones covalentes e interacciones no covalentes,**®

Funcion de Potencial

Las funciones potenciales basadas en el modelo fisico (como CHARMM, AMBER,
OPLSAA) requieren representaciones de todo el &tomo de estructuras de proteinas para
modelar las fuerzas fisicas detalladas y por lo tanto, son inadecuados para simplificar las
representaciones de proteinas.

La forma de una funcion potencial en este estudio es una combinacion lineal de los
descriptores:

Hc=w=xc (1.15)

Es decir el producto interno del vector descriptor C y el vector de peso w. El paisaje
energético de una funcion potencial empirica definida para el modelo de proteina
simplificado es inevitablemente diferente del paisaje de verdadera energia de una proteina
real. Para tareas tales como la prediccion de la estructura de la proteina, el requisito
minimo es que las estructuras conformacionales en el modelo de proteinas simplificado
que estén més cerca de la estructura nativa, tengan los valores de energia globalmente

minimos.1%*
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El algoritmo de Verlet y sus variantes

El algoritmo de Verlet es preciso hasta dt es reversible en el tiempo y tiene excelentes
propiedades de conservacion de energia. Las posiciones se avanzan en un paso en lugar de
dos. Uno de los problemas es que un término de valor pequefio (Odt,) se agrega a la
diferencia de dos términos relativamente grandes (Odt), esto puede causar impresion
numérica.

Dicho algoritmo ayudd a obtener resultados tedricos interesantes en el crecimien- to de
peliculas delgadas, fatiga de materiales, prediccion de estructuras estables en moléculas,
cristales liquidos y en un sin fin de aplicaciones a sistemas microscopi- cos. Se plante6 un
sistema de ecuaciones para solucionar el problema de ecuaciones diferenciales de segundo
orden, lo cual aumenta el nimero de operaciones a realizar en su implementacion en un
programa de computo, de tal modo que el algoritmo de Verlet, al trabajar directamente
sobre la segunda derivada, brinda ventajas en la mayoria de las aplicaciones donde
interviene la mecanica clasica, pero, tiene limitaciones importantes en cuanto a la
dependencia de la fuerza con la primera derivada, lo que reduce de manera importante su
aplicacion en simulacion de movimiento en medios resistivos.'%

Se propusieron una variedad de algoritmos alternativos e implementados a lo largo de
los afios; estos incluyen el bien conocido integrador velocidad-Verlet (VV). Este segundo
integrador de pedidos estaempleado en la gran mayoria de dindmicas moleculares gracias a
susimplicidad y su estabilidad excepcional. Por otra parte, el algoritmo V'V es simpléctico,
tiempo reversible y capaz de alcanzar un alto nivel de precision con nimero minimo de
evaluaciones de fuerza por paso de tiempo.1%

Otravariante del algoritmo de Verletes el algoritmo de salto-rana o “leap frogs” el cual es
equivalente al algoritmo de Verlet, sinembargo no implicatomar la diferencia entre grandes
nimeros para estimar una pequefia cantidad.%”

1.3.3. Acoplamiento molecular

Docking molecular es un procedimiento de la quimica in silico que se utiliza
para explorar e intentar predecir posibles modos de formacion de complejos como
ligando-receptor, normalmente el receptor es una proteina o también un oligomero y
el ligando una molécula de pequefio tamafio u otras proteinas. EI conocimiento de la
orientacion preferida, a su vez se puede usar para predecir la resistencia de asociacion
o afinidad de unién entre dos moléculas utilizando, por ejemplo, anotaciones de las

funciones.10®
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Figura 1.19: Un tipico flujo de trabajo de acoplamiento.
Fuente: K. I. Ramachandran, Computational chemistry and molecular modeling:
principles and applications, 2008

El objetivo del acoplamiento molecular (ver figural.19) es generar un conjunto de
conformaciones del complejo yasi poder clasificarlas de acuerdo a su estabilidad

Las asociaciones entre moléculas biologicamente relevantes, tales como proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos, y lipidos desempefian un papel central en la transduccion de
sefiales. Ademas, la orientacion relativa de los dos socios que interactian puede afectar al
tipo de sefial producida. Por lo tanto, el acoplamiento sera eficiente ante la fuerza y la clase
de sefial producida.

El diagrama de flujo muestra los pasos de acoplamiento. Las estructuras 3D para la
macromolécula y la molécula pequefia deben ser elegidos, y a continuacion, cada
estructura debe prepararse de acuerdo con los requisitos del método de acoplamiento que
se utiliza. Después del acoplamiento, los resultados deben analizarse, seleccionando los
modos de encuadernacion con mejores puntuaciones.'®

Para evaluar varios métodos de acoplamiento, es importante considerar como la
proteina y el ligando estan representados. Hay tres representaciones bésicas del receptor:
atémica, superficie y rejilla.

Entre estos, la representacion atémica generalmente so6lo se utiliza en conjuncién con
una funcién de energia potencial y, a menudo, solamente durante los procedimientos
finales RANKING (debido a la complejidad computacional de evaluar las interacciones
atdbmicas en pares). Los programas de acoplamiento basados en superficie son
exclusivamente, del acoplamiento proteina-proteina.

Estos métodos intentan alinear puntos en superficies minimizando el angulo entre
las superficies de moléculas opuestas. Por lo tanto, una aproximacion de cuerpo rigi-
do sigue siendo el estandar para muchas técnicas de acoplamiento proteina-proteina.
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Figura 1.20: Representaciones de la cuadricula.
Fuente: Douglas B. Kitchen, J. Bajorath. Docking and scoring in virtual screening for
drug discovery: methods and applications. 2004

La idea es almacenar informacion sobre las contribuciones energéticas del recep-
tor en los puntos de la rejilla de modo que sélo necesita ser leido durante el marcado
del ligando. En la forma mas basica, los puntos de rejilla almacenan dos tipos de
potenciales: electrostatico y van der Waals (CAJA 2). En la Figura 1.20, se muestra
una rejilla representativa para capturar potenciales electrostaticos, en (A) Se mues-
tra un diagrama de superficie de una reticula que captura el potencial electrostatico
alrededor de su sitio activo. Rojo y azul indican areas de potencial electrostatico
negativo y positivo, respectivamente. (B) Muestra una rejilla de potencial electros-
tatico recortada” de la enzima alrededor del inhibidor unido. En la Figura 1.21, se
ilustra el potencial electrostatico de un inhibidor unido en el sitio del receptor, adi-
cionalmente se ha mapeado su superficie electrostatica molecular.'%
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Figura 1.21: Potencial electrostatico de un inhibidor unido.
Fuente: Douglas B. Kitchen, J. Bajorath. Docking and scoring in virtual screening for
drug discovery: methods and applications. 2004

Funcion estandar de energia potencial

La energia potencial electrostatica es representada como una suma de pares de las

interacciones coulombicas, descritas en la ecuacion siguiente.
Efom().= XNai1 XNb; = 1 —2 (1.16)
coul ~ i=1 . amegryj K

Donde N es el nimero de aomos, en las moléculas A y B respectivamente, y q
es la carga en cada atomo. La energia potencial de van der Waals empleada para
las interacciones no enlazadas suele ser modeladas por la funcion de Lennard-Jones
como se muestra en la ecuacion:

rij

Fpaw = Zy=1zlivzl4g [(:_:)12 \ (ﬂ)el (1)

Donde s es la profundidad del pozo y o es el diametro de colisién de los respectivos
atomos iy j. La figura muestra una representacion de la funcion de Lennard-Jones. El
término de potencia a la 12 de la ecuacion es responsable de la repulsién a pequefa
distancia, mientras que la potencia a la 6 proporciona un término atractivo que se
aproxima a cero a medida que aumenta la distancia entre los dos atomos.
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1.3.4. Mecanica Estadistica

Un concepto de mecanica estadistica es la conexién entre propiedades macroscépicas
que trata la termodindmica con las propiedades moleculares y atébmicas de la materia
cuyos principios fundamentales fueron introducidos por James Clerk y Boltzmann.®

La mecénica estadistica sirve para extrapolar propiedades termodindmicas de
materiales a partir de la informacion molecular de dicho material. En el caso de
propiedades en fase condensada que serian realizados por dindmica molecular los
calculos seran necesarios con el fin de realizar un experimento computacional.

El objetivo de la Mecénica Estadistica es relacionar las propiedades y los procesos
macroscopicos, tales como las ecuaciones mecéanicas y térmicas del estado, a las
trayectorias subyacentes y mecanismos hamiltonianos.'

Las computadoras de hoy en dia no s6lo son mas exactas, sino también diez drdenes
de magnitud méas rapidas que los humanos. Con estas maquinas podemos seguir
trayectorias acopladas no linealmente para millones, o incluso miles de millones de
pasos de tiempo. Ya no es dificil calcular el tiempo. Los promedios de tiempo
mecanicos de equilibrio y de no equilibrio ahora pueden calcularse con la misma

facilidad que los promedios estadisticos alternativos de Maxwell, Boltzmann y Gibbs.'°

Estados de la Mecanica Estadistica.

Desde el punto de vista conceptual, los sistemas de equilibrio mas simples son
"sistemas aislados”, sistemas de energia constante con composicion fija y limites
definidos. El aislamiento perfecto se puede idealizar mejor en teoria 0 computacion
eliminando completamente las interacciones de limites con las paredes fisicas del
contenedor considerando los limites periodicos. En tal sistema periddico, el momento
lineal, asi como la masa y la energia, se conserva. EI momento angular no lo es. Dadas
las condiciones de contorno y la energia, las dos primeras tareas de la mecéanica
estadistica de equilibrio son:

+ ldentificar los microestados disponibles

+ especificar las probabilidades de estado que proporcionan promedios de espacio
de fase correspondientes a los promedios de tiempo. Comenzamos suponiendo
que el sistema de interés es descrito por un Hamiltonianos H(g, p).*°

Esta es la Unica manera de abordar la mecéanica estadistica dada la limitacion de
tiempo de este formato de curso, pero el enfoque tiene tres graves inconvenientes: En

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(el :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

primer lugar, se aplica s6lo a los gases de particulas que no interactian. Segundo,
pretende que los Unicos estados cuanticos son estados energéticos propios. En tercer
lugar, sugiere que un estado cuantico para, digamos, dos bosones idénticos toma la
forma CA(x1)CB(x2) “nimero de particulas 1 en el nivel A, nimero de particulas
2 en el nivel B”, mientras que de hecho el sistema consistente en dos particulas esta
en el estado. !

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Capitulo 2

Metodologia

2.1. Detalles Computacionales

2.1.1. Hardware

Se hizo uso de una estacion de trabajo (WorkStation), con un procesador E7 de
3.1 GH, con una memoria RAM de 64Gb, 03 discos duros de 01, 04 y 06TB, dos
tarjetas aceleradoras de video, una GTX 980 con memoria dedicada de 4Gb y una Tesla
K80 con memoria dedicada de 24 Gb.

2.1.2. Softwares
Gromacs 5.1.3

El programa GROMACS? (Groningen maquina para simulaciones quimicas) es un
paquete de dinamica molecular disefiado principalmente para las simulaciones de
proteinas, lipidos y &cidos nucleicos. Fue desarrollado originalmente en el departa-
mento de Biofisica y Quimica de la Universidad de Groningen, y ahora es mantenido
por los contribuyentes de las universidades y centros de investigacion en todo el mun-
do. GROMACS es uno de los paquetes mas rapido y popular de software disponibles, y
puede ejecutarse en los CPU asi como las GPU incrementando su capacidad de
paralelizacion masiva que le da la potencialidad de resolver sistemas cada vez mas
grandes, de codigo abierto liberado bajo la licencia Publica general de GNU, a partir de
la version 4.6, GROMACS es liberado bajo la GNU Lesser general de Licencia

publica.'?

aDisponible en: http://gromacs.org
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UCFS Chimera 1.6

El programa UCSF Chimera® (o simplemente Quimera) es un programa extensible
para la visualizacion interactiva y andlisis de estructuras moleculares y los datos
relacionados, incluyendo mapas de densidad, ensamblajes supramoleculares,
alineamiento de secuencias, resultados de acoplamiento, trayectorias, y conjuntos de
conformacién. Se pueden crear imagenes y peliculas de alta calidad. Quimera incluye
documentacion completa y se puede descargar de forma gratuita para uso académico.
La robustes del programa ayuda en el analisis de los archivos de la simulacién de
dinamica molecular realizadas en programas como GROMAC’s

2.1.3. Servidores
Bases de datos NCBI

El sitio NCBI® (Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica) ha creado bases
de datos publicas. La NCBI realiza investigaciones sobre problemas biomédicos
fundamentales a nivel molecular usando métodos matematicos y computacionales.
Mantiene colaboraciones con varios institutos de NIH, academias, industrias y otras
agencias gubernamentales. Asi mismo fomenta la comunicacion cientifica patrocinando
reuniones talleres y conferencias. Apoya la formacion en investigacion basica y aplicada
en ingenieria computacional. También involucra a miembros de la comunidad cientifica
internacional en investigacion y capacitacion en informatica a través del programa de
visitantes cientificos, desarrolla, distribuye, apoya y coordina el acceso a una variedad
de base de datos y software para comunidades cientificas, médicas y finalmente
desarrolla y promueve normas para base de datos de posicién e intercambio de datos y
nomenclatura bioldgica.

Base de datos PDB

El sitio PDBY (Protein Data Bank), es el banco de datos de proteinas (PDB),
es una base de datos que contiene estructuras experimentalmente determinadas,
muchas de estas estructuras tridimensionales de proteinas, acidos nucleicos y otras
macromoleculas bioldgicas, todas estas estructuras son en base a experimentos de
rayos X y de resonancia magnética nuclear.!'* Los archivos contienen coordenadas

Disponible en https://www.cgl.ucsf.edu

“Disponible en http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
9Disponible en: http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do
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atémicas citas de estructuras primarias, secundarias, datos expermientales de es- tructuras
cristalograficas asi como hipervinculos a muchas otras bases de datos. El interés comun
compartido por esta comunidad es una necesidad de acceder infro- macién que pueda
relacionar las funciones bioldgicas de las macromoleculas con sus estructuras
tridimensionales.1t>116

Robetta

El sitio Robetta®, es un servidor de Internet que proporciona herramientas de pre-
diccion y analisis de la estructura automatizados que pueden utilizarse para inferir
informacion estructural de proteinas a partir de datos genémicos. El servidor utiliza el
primer procedimiento de prediccion de estructura completamente automatizado que
produce un modelo de secuencia de la proteina completa en la presencia o au- sencia de
homologia de secuencia con la proteina de estructura conocida. Robetta analiza las
secuencias de entrada en dominios y construye modelos para dominios con homologia de
secuencia con proteinas de estructura conocida utilizando el mo- delado comparativo, y
los modelos para los dominios que carecen de dicha homologia usando la estructura de
novo método de prediccion de Rosetta. predicciones de do- minio y las coordenadas
moleculares de modelos que abarcan la consulta de larga duracion se dan como
resultados.'’

PATCHDOCK

El servidor PATCHDOCK es un algoritmo de docking basado en principios de
complementaridad. Esta dirigido a encontrar las transformaciones de acoplamiento
molecular; cuando se dan dichas transformaciones se inducen areas de interfaz an- chas
como pequefias cantidades de choques estéricos. La razén principal de la alta eficiencia
de PATCHDOCK se debe a que es rapida en cuanto a la busqueda de las
transformaciones que es impulsada por la combinacion de caracteres locales en lugar de la
fuerza bruta en el espacio de transformacion de seis dimensiones el cual acelera ain mas
el tiempo computacional mediante la utilizacion de estructuras de datos avanzados y
técnicas de  deteccibn de  patrones espaciales como el hash  geo-
métrico. ldeal para cualquier tipo de de moléculas como proteinas, ADN, péptidos
y farmacos.®

€Disponible en http://robetta.bakerlab.org/
Disponible en https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
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FIREDOCK

El método FireDock para el refinamiento flexible y la puntuacion de las soluciones
de acoplamiento de proteinas fue desarrollado por Andrusier et. al. El servidor web
FireDock es el primer servidor web que aborda el problema de la flexibilidad de las
proteinas en el acoplamiento y permite un refinamiento de alto rendimiento de los
candidatos al acoplamiento. Debido a la alta eficiencia del algoritmo, permite el
refinamiento online de un gran numero de candidatos en tiempos de ejecucion
razonables, ayudandonos a predecir la estructura de complejos proteina-proteina.®

2.2, Metodologia

2.2.1. Andlisis de la estructura primaria de las proteinas

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron las bases de datos confiables
NCBI (National Center of Biotechnology Information) y PDB (Protein Data Bank). En
el primero se realizé una busqueda de informacion de las proteinas de estudio, las cuales
fueron las profilinas humanas y actina Humana.

En el servidor de NCBI, encontramos la secuencia aminoacidica en formato fasta
para la Profilina I, como podemos observar en la figura2.1, el cual se recolecto bajo el
codigo P07737.2

& NCBI  Resources @ How To @

Protein Protein v |

Advanced

FASTA ~ Send to: ~

RecName: Full=Profilin-1; AltName: Full=Epididymis tissue protein Li 184a;
AltName: Full=Profilin |

UniProtKB/Swiss-Prot: P07737.2
GenPept Identical Proteins ~ Graphics

>P@7737.2 RecName: Full=Profilin-1; AltName: Full=Epididymis tissue protein Li 184a;
AltName: Full=Profilin I
MAGWNAYIDNLMADGTCQDAAIVGYKDSPSVWAAVPGKTFVNITPAEVGVLVGKDRSSFYVNGLTLGGQK
CSVIRDSLLQDGEFSMDLRTKSTGGAPTFNVTVTKTDKTLVLLMGKEGVHGGLINKKCYEMASHLRRSQY

Figura 2.1: Obtencién de secuencias de aminoacidos de la Profilina | a partir de la base de
datos del NCBI

Del mismo modo, encontramos la secuencia aminoacidica en formato fasta para la
Profilina Il, como podemos observar en la figura2.2, el cual se recolect6 bajo el codigo
P35080.3
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& NCBI  Resources & How To &

Protein Protein v |

Advanced

FASTA ~ Send to: ~

RecName: Full=Profilin-2; AltName: Full=Profilin Il

UniProtKB/Swiss-Prot: P35080.3
GenPept Identical Proteins  Graphics

>P35080.3 RecName: Full=Profilin-2; AltName: Full=Profilin II
MAGWQSYVDNLMCDGCCQEAAIVGYCDAKYVWAATAGGVFQSITPIEIDMIVGKDREGFFTNGLTLGAKK
CSVIRDSLYVDGDCTMDIRTKSQGGEPTYNVAVGRAGRVLVFVMGKEGVHGGGLNKKAYSMAKYLRDSGF

Figura 2.2: Obtencion de secuencias de aminoacidos de la Profilina II a partir de la
base de datos del NCBI

Por ltimo, encontramos la secuencia aminoacidica en formato fasta para la actina

Humana, como podemos observaren la figura2.3, el cual se recolect6 bajo el codigo

P60709.1
& NCBI  Resources @ How To &
Protein Protein v |
Advanced
FASTA ~ Send to: =

RecName: Full=Actin, cytoplasmic 1; AltName: Full=Beta-actin; Contains:
RecName: Full=Actin, cytoplasmic 1, N-terminally processed

UniProtKB/Swiss-Prot: P60709.1
GenPept Identical Proteins  Graphics

>P60709.1 RecName: Full=Actin, cytoplasmic 1; AltName: Full=Beta-actin; Contains: RecName:
Full=Actin, cytoplasmic 1, N-terminally processed
MDDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYP
IEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVL
SLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVR
DIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFN
SIMKCDVDIRKDLYANTVLSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLS
TFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF

Figura 2.3: Obtencion de secuencias de aminoacidos de la Actina Humana a partir de la
base de datos del NCBI

La informacion que nos proveen los archivo de extension fasta nos indica que en la
primera linea se ubica el cddigo de acceso, posteriormente se encuentra el conjunto de
letras designadasaidentificar los diferentesaminoacidos que correspondenalas estructuras
de estudio.

2.2.2. Obtencion de las estructuras terciarias

Para la obtencion de las estructuras terciarias, se tomé en cuenta la técnica del
modelado por homologia, para ello se utilizaron las secuencias de proteinas, las cuales
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fueron ingresadas bajo la extension «.fasta al servidor Robetta el cual funciona en lineay
nos proporciona las herramientas de prediccion y analisis de las estructuras que pueden
utilizarse para inferir informacion estructural de proteinas a partir de datos gendémicos, en
el cual se obtuvieron las primeras predicciones de estructuras terciarias (3D), este sistema
nos arrojé unos archivos de extension *.pdb, este proceso nos ayudo a disminuir el tiempo de
calculo de simulacion de dindmica molecular. Finalmente con un visualizador gréfico se
pudo verificar la estructura tridimensional y los componentes que la conforman; laminas
beta, alfas hélices y colas.

2.2.3. Minimizacion y optimizacion geométrica de estructuras

p roteicas.

Para la minimizacion se cont6 con las moléculas previamente analizados bajo la técnica
del modelado por homologia, siendo la profilina I, profilina Il y actina huma- na, se
procedio a dar inicio a la minimizacion considerando condiciones periodicas de contorno,
para ello se usé el programa computacional Gromacs, con la finalidad de minimizar las
fuerzas entre atomos de las estructuras y de este modo reducir las energias al minimo
para asi aligerar las tensiones y colisiones sin que se afecten significativamente las
estructuras. Esta optimizacion ayudoé a la movilizacién de los atomos de un minimo local
sin que sea necesario buscar todas las posibles combi- naciones. En el momento de dar
inicio al proceso de minimizacion se utilizo como entrada el archivo de extension *.pdb
que obtuvimos del servidor Robetta; con la ayuda del comando pdb2gmx el cual viene
integrado en el paquete de softwar de GROMACS, con la ayuda de éste comando se tomo
el archivo *.pdb y se generé dos ficheros, un *.gro que nos indico los 4tomos y
coordenadas de la estructura x-y-z, asi mismo obtuvimos un *.top en donde nos describié
las cargas, sus masas atémicas y enlaces de dichas moléculas en estudio. Después de
haberse creado los archivos de topologia se procedid a preparar el archivo *.mdp el cual
contiene parametros necesarios para la optimizacion geométrica de nuestra estructura en
estudio. En es- te fichero se incluye el algoritmo de integracion steepest — descent, y un
emtol de valor 10 con el campo de fuerza OP LS — AA.2%°! (Ver anexo 1). Con la ayuda
del comando grompp que toma los ficheros *.gro, *.top y *.mdp, se genero un fichero
*.tpr el cual es la entrada del comando mdrun; una vez obtenido dicho comando (quien
es responsable de los desplazamientos de los atomos) se gener6 un fichero final =.gro
que contine el estado final de la solucion.
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2.2.4. Dinamica Molecular de estructuras terciarias mediante
ensamble candénico, NVT

Luego de minimizar las fuerzas y haber llegado a la conformacion estructural con la
minima energia, se procedio a realizar la dindmica molecular, método que es bastante
similar al de la optimizacion de la geometria que indicamos anteriormente. El cual nos di6
informacion del proceso de la simulacidn de dinamica molecular considerando la posicion
y velocidad de las particulas de cada sistema en una trayectoria en nanosegundos. Para esta
etapa con la ayuda del comando ediconf se gener6 una caja cubica lo suficientemente
grande como para contener a la molécula sin tener mayor dificultad y pueda moverse sin
restricciones durante la simulacion molecular. Luego se eligié el campo de fuerza OP LS —
AA mediante el comando pdb2gmx, y seguidamente se obtuvieron los archivos de
topologia que son: x.top, *.gro e «.itp; los cuales nos indicaran los desplazamientos y las
coordenadas asi como las cargas, masa atomica y lo enlaces de nuestras diferentes
estructuras. Después se gener6 el archivo *.mdp el cual contine en ensamble canénico
NVT (numero de moles, voli- men y temperatura constante) se consideré dicho ensamble
candnico porque tiene la finalidad de estabilizar las moléculas dentro de la caja cubica
sin verse altera- do el volumen, ademas se uso el algoritmo de Verlet el cual ayuda a la
conservacion de la energia total del sistema, un integrador de algoritmos de tipo salto-
rana (leap — frog) que sirve para integrar las ecuaciones de movimiento de Newton,
finalmente se consider6 un tiempo de calculo de 100ns. Luego con el uso del comando
grompp que utiliza los archivos *.gro, *.top y *.mdp se gener0 el archivo necesario para la
dinamica molecular el cual es el =.tpr. Final- mente con la ayuda del comando mdrun se
da inicio a la simulacion de la dindmica molecular de la estructura. Una vez concluida
dicha simulacion molecular se obtuvo los siguientes ficheros *.xtc, *.edr, *.gro y =.trr;
los cuales nos sirvieron para la determinacion de las caracteristicas moleculares de cada
estructura.

2.2.5. Optimizacion molecular de cuatro modelos de filamento de

actina
Se generaron cuatro modelos de complejos de actina, donde: ElI primer modelo
corresponde a un dimero, el segundo a un tetramero, el tercero a un hexamero y un cuarto

modelo correspondiente a un octamero. Todos los modelos fueron disefiados en base a un
modelo obtenido por cristalografia de rayos X (P60709.1). Finalmente
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cada modelo fue optimizado mediante simulacion de dinamica molecular en el pro- grama
Gromacs con el campo de fuerza OP LS—AA8%°! en ensamble candnico NVT (nimero de
moles, volumen y temperatura constante), hasta llegar al equilibrio.

2.2.6. Acoplamiento molecular (filamento de actina — profilina 1 y I1)

Con los modelos ya optimizados se hizo una prediccion de los lugares mas favorables
de interaccion de los diferentes modelos de filamentos de actina frente a los dos tipos de
profilinas humanas mediante el servidor PATCHDOCK, el cual realiza la interaccion de
estructura de complejos proteina-proteina mediante tres pasos; en primer lugar realiza un
computo de la superficie molecular de la estructura dada; seguidamente detecta los
“parches” geométricos utilizando algoritmos; y por Ultimo actda filtrando cada parche
geométricamente dandole una puntuacion con la cual se obtuvo la mejor interaccion entre
proteina-proteina o proteina-molécula. Por lo que dicho servidor se tomo en consideracion
debido a su alta eficiencia en la busqueda de las transformaciones. Finalmente para nuestro
trabajo se tomo en conciderancion los modelos de menor energia de interaccion.

2.2.7. Validacién de Estructuras

Para la validacidn de las estructuras proteicas se usé el ploteo de Ramachandran con la
finalidad de verificar si los modelos moleculares existen en la naturaleza, este método se
basa en el uso de modelos bioinformaticos de proteinas los cuales varian sistematicamente
los &ngulos ¢ y w con el objetivo de encontrar conformaciones estables. Para cada
conformacién, se examind la estructura de las interacciones proteicas para establecer
contactos estrechos entre los atomos.

Con las topologias finales de la simulacion de la dinamica molecular se estudiaron los
ploteos de energia total de las estructuras. Para ello se usaron algunos descriptores moleculares
como son: RMSD, el cual compara dos estructuras mediante el calculo de la raiz cuadrada
media de la desviacion y los RMSF que calculan la raiz cuadrada de fluctuacion, es
decir, la desviacion estandar de las posiciones atomicas en la trayectoria, estos
descriptores vienen incluidos en el paquete de Gromacs. Ambos archivos fueron
revisados con el visualizador Xmgrace.

Finalmente se tomd en cuenta los datos proporcionados por el servidor PATCH- DOCK
para el analisis de la prediccion méas favorable entre los diferentes modelos
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de filamentos de actina y las profilinas humanas.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1. Obtencion de las secuencias

Las secuencias de aminoacidos de las profilinas humanas I y 11 se muestranen la
Tabla3.1en el cual se presentan los cadigos de acceso, el numero de aminoéacidos y su
correspondiente secuencia de aminoacidos. Los niveles de profilina I y 1l tienen efectos
draméaticamente diferentes en la organizacion de la actina en el citoesqueleto, lo cual afecta

la migracion celular. *2°

Tabla 3.1: Secuencia de Aminoacidos de la Profilina Humana I y |1

Codigo  Nom. Cientifico AA  Secuencia deaminoacidos

P07737.2 PROF1L HUMAN 140 MAGWNAYIDNLMADGTCQDAAIVGYKD
SPSVWAAVPGKTEVNITPAEVGVLVGKD
RSSFYVNGLTLGGQKCSVIRDSLLQDGEF
SMDLRTKSTGGAPTENVTVTKTDKTLVL
LMGKEGVHGGLINKKCYEMASHLRRSQY

P35080.3 PROF2_ HUMAN 140 MAGWQSYVDNLMCDGCCQEAAIVGYCD
AKYVWAATAGGVFQSITPIEIDMIVGKDR
EGFFTNGLTLGAKKCSVIRDSLYVDGDCT
MDIRTKSQGGEPTYNVAVGRAGRVLVFV
MGKEGVHGGGLNKKAYSMAKYLRDSGF

La profilina 11, se une a la actina y afecta la estructura del citoesqueleto, las altas
concentraciones de profilina Il previene la polimerizacion de la actina, asi mismo al
unirse a PIP2, inhibe la formacion de IP3 y DG. Por otro lado en procesos
experimentales se ha encontrado que tiene una afinidad cinco veces menor para la actina
en comparacion con la profilina 1.1%

De forma similar, las secuencias de aminoacidos de la actina humana se muestran en la
Tabla 3.2 en el cual se presentan los cddigos de acceso, el numero de aminoacidos
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y su correspondiente secuencia de aminoacidos.

Tabla 3.2: Secuencia de Aminoacidos de la Actina

Codigo Nom. Cientifico AA  Secuencia de aminoacidos

P60709.1 ACTB_HUMAN 375 MDDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDA
PRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDS
YVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVTN
WDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLL
TEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAM
YVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGV
THTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLT
DYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIK
EKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSYE
LPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGM
ESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANT
VLSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTM
KIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQ
QMWISKQEYDESGPSIVHRKCF

Finalmente la actina, en vertebrados se ha identificado 3 grupos principales de
isoformas de actina, alfa, beta y gamma. Las actinas alfa se encuentran en los tejidos
musculares y son un componente importante del aparato contractil. Las actinas beta y
gamma coexisten en la mayoria de los tipos celulares como componentes del citoesqueleto
y como mediadores de la motilidad celular interna.

3.2. Obtencion de estructuras terciarias

Cuando se indago en los distintos servidores como el Protein Data Bank, se pudo
encontrar las estructuras para la profilina | y Il, asi como para la actina humana.
En el caso de la profilina I, se observa en los reportes que algunos aminoacidos no
se hallan presentes en la estructura de la proteina. Sin embargo, para la profilina Il,
aunque la estructura se halla completa, se han utilizado agentes cristalizantes. Por
tanto, su naturaleza en ambos casos, no corresponde a la estructura en fase liquida.
Ambas estructuras se muestran en la Figura3.1, para el caso de la profilina I, se la
encontrd con el codigo 4X1L, fuente del organismo: Homo sapiens, el método por el
cual se extrajo fue por difraccion por rayos X obteniéndose una resolucién de 2,16
A’, realizado en el afio 2015 en el mes de junio. En el caso de la profilina Il con el
cbédigo 1D1J, de la misma forma fue obtenida del homo sapiens, utilizando el método
experimental mediante el cual se realizé fue la difraccion por rayos X; obteniéndose
una resolucién de 2,2 A’, realizado en el afio 2000 en el mes de diciembre. Y bajo
el cddigo 6ANU para la actina humana, la fuente del organismo para esta proteina
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también fue el Homo sapiens, y el método experimental que se utilizo en este caso fue el
de Microscopia Electronica, obteniéndose unaresolucionde 7 A°, realizado en el afio 2017
en el mes de agosto.

(a) Profilina 1 (b) Profilina 2

(c) Actina

Figura 3.1: Estructuras Secundarias de la Profilina I, Profilina Il y Actina a
partir de experimentos de Rayos-X
Para acortar los tiempos de célculo se hizo en un inicio la busqueda de una
estructura tridimensional parecida a las reportadas experimentalmente, para ello
se hizo uso de la metodologia de la prediccién por homologia mediante el servidor
Robetta, asi mismo es importante saber que aparte de este servidor existen otros que
nos podrian ayudar a la prediccion de las estructuras tridimensionales, tal es el caso
del servidor Hhpred, que puede detectar con mayor velocidad proteinas homologas
remotas y por ende su prediccién, otro es el caso de Swiss-Model que se usa con
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el mismo fin, enfocdndose en una secuencia de aminoacidos que es sometido a la
construccion de su modelo 3D en una plantilla objetivo disefiada por el usuario y otro
servidor de prediccion que es el LOMETS, que es un subprocesador local para
predicciones rapidas y automatizadas de estructuras terciarias de proteinas. Sin embargo,
para los estudios en mencion se uso el servidor Robetta debido a su gran utilidad y
practicidad, haciendo el célculo a partir de dominios iniciales de proteinas, prediciendo
asi estructuras tridimensionales como podemos observar en la Figura3.2.

(c) Actina
Figura 3.2: Estructuras Secundarias de la Profilina I, Profilina Il y Actina, a
partir del servidor Robetta.

Con ello es que pudimos obtener 5 modelos de prediccion para las tres proteinas de
estudio (Profilinal, Profilina Il y Actina), de cada estructura sometida al sistema, setomden
consideraciéon para los célculos al primer modelo, podemos observar que
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en las imégenes Figura3.2(a), Figura3.2(b)y Figura3.2(c)se puede apreciar la
presentacion de bastones y cintas, donde: las alfas hélices estan representadas por los
bastones de color rojo y las laminas beta de color azul. Aqui podemos ver que la
conformacidn estructural se da por la presencia de siete laminas beta, las cuales son las que
les da mayor estabilidad a estas estructuras y soportar condiciones de pH y temperaturas
altas, teniendo en cuenta que al existir muchas laminas beta esta relacionado
directamente con la formacion de puentes de hidrdgeno. Parael caso de la actina se observa
que presentan mas colas, también denominados sitios alostéricos los cuales juega un papel
crucial en muchos procesos biologicos fundamentales, entre los que se incluyen la
sefializacion celular y la regulacion del metabolismo.

(c) Actina

Figura 3.3: Estructuras Secundarias de la Profilina I, Profilina 11 y Actina,
que usamos para nuestro presente estudio.

Es claro que, las estructuras predichas por los servidores o diversos programas, no son
las estructuras reales, debido a que estas se logran mediante métodos es-
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tocésticos para predecir la estructura secundaria, y normalmente estan asociadas a datos
experimentales extraidos en fase de cristal, por lo que para lograr la estructura terciaria (fase
activa) de la proteina, deberemos realizar un proceso de minimizacioén de las fuerzas, sequido
de un proceso de simulacion de dindmica molecular (método deterministico). En cualquier
caso, es realmente necesario visualizar adecuadamente la proteina de inicio, y esto lo
observamos en la Figura3.3Los procesos de simulacion de dinamica molecular se
realizaron considerando solvente implicito, asi mismo estos calculos fueron realizados a
temperatura fisioldgica (36.5°C).
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Figura 3.4: Estructura Final, Raiz de la Desviacion Media Cuadratica (RMSD) y la
Raiz de la Fluctuacion Media Cuadréatica por residuos (RMSF) para la Profilina I.

Enla Figura3.4(a), podemos observar la estructura final de la Profilina I, después de una
simulacién de dinamica molecular de 100ns. Asi mismo, en la Figura3.4(b) se presenta la
raiz cuadrada de la desviacion media estandar, la cual nos indica que se ha
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Ilegado al equilibrio rapidamente, aproximadamente después de los 5ns posteriores al
inicio de la simulacion molecular. El rango recomendado en la literatura para indicar
que nos hallamos en el equilibrio es de 0.2nm, como variacion, en nuestro caso de la
profilina I, podemos ver que se halla entre 0.32nm — 0.39nm; lo cual nos da una
variacion de 0.07nm, completamente dentro del rango recomendado para sistemas
bioldgicos. Adicionalmente, se presenta la raiz cuadrada de la fluctuacion media
estandar (ver Figura3.4(c)), de la cual se desprende que, los residuos aunque se mueven
durante la simulacion de dindmica molecular, ellos se encuentran dentro del rango
adecuado de 0.2nm, pero los centros o residuos que mas contribuyen al
movimiento son los que se hallan entre 30 — 45 aminoacidos y del 60 — 70 amino&cidos.

Secondary structure

| l. I r - : ™
L ...Lul l'I__II1'll11'I'I'l1 rI-
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Time (ns)
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Figura 3.5: Evolucion de la estructura secundaria durante el tiempo de
simulacion de dinamica molecular para la Profilina I.

Mediante el programa DSSP (Databases of Secondary Structure Program) inte- grado
en Gromac’s, podemos analizar el comportamiento de la estructura secundaria de la proteina
0 resto protéico de interés, por tanto en la Figura 3.5 presentamos la evolucion de la
estructura  secundaria, durante el proceso de simulacion de dina-
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mica molecular, de la cual se desprende claramente que en la zona de los primeros
amino&cidos se logra predecir la formacion de o-hélice, las regiones de los 62 a 65
aminoacidos se pierde una hoja-B, pero el resto de sistemas se conservan. La
conservacion de la estructura secundaria, no conduce a pensar que hemos realmente
llegado al equilibrio, y que estamos frente a la proteina en su estructura terciaria.

General Favoured General Alowed
Glycine Favoured Giycine Allowed
Pre-Pro Favoured Pre-Pro Alowed

= A GeneralPre-Pro/Proline Favoured ~ ® &  General/Pre-Pro/Proline Allowed
Proline Favoured Proline Allowed

Glycine Favoured Glycine Allowed

(a) Ramachandran General (b) Ramachandran Desglosado

Figura 3.6: Diagrama de Ramachandran, para la Profilina I, tanto general como
desglosado.

Para comprobar si estamos con una proteina en su fase de estructura terciaria, es
necesario corroborarlo mediante los diagramas de Ramachandran, los cuales en el caso de
la Profilina | se presentan en la Figura3.6, En el diagrama general (ver Figura3.6(a)), de
Ramachandran, podemos observar que el 97.1 % de los residuos que equivale a 133 se
hallan en regiones favorecidas, y un 2.2 % de residuos que son un total de 3 residuos se
hallan en la region permitida, lo que hace un total de % equivalente a 136 residuos,
solamente 1 residuo se halla fuera de las zonas indicadas lo cual equivale a un 0.7 %, esto
nos garantiza que nos hallamos frente a una estructura en su fase de estructura terciaria.
En la Figura3.6(b), observamos el desglosado del diagrama de Ramachandran, y vemos
claramente que es la glicina la que se encuentra fuera de la region favorecida o permitida.
Para las pre-prolinas y prolinas todos se hallan en las regiones correspondientes.

Para el caso de la Profilina Il, al igual que en el caso anterior se realiz6 una
simulacion de dinamica molecular de 100ns, la estructura final la podemos observar
en laFigura3.7(a).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE iy  UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

05— -

I | I
o 50 100
Time (ns)

(a) Estructura Final (b) RMSD

RMS fluctuation

025~ —

0,15

(nm)

0,1

0,05

1 | Il
0 50 100
Residue

(c) RMSF

Figura 3.7: Estructura Final, Raiz de la Desviacion Media Cuadratica
(RMSD) y la Raiz de la Fluctuacién Media Cuadratica por residuos (RMSF)
para la Profilina Il.

En términos generales ha mantenido su estructura secundaria, se ha llegado rapidamente
al equilibrio, esto se deriva desde el grafico del RSMD (ver Figura3.7(b)), que
aproximadamente a los 2ns, se estabiliza la proteina, poseyendo una variacién no mayor a
0.1nm en casi toda la trayectoria de la simulacién molecular, asi mismo podemos apreciar
en el RMSF donde la variacion no es mayor de 0.15nm y es el gru- po de aminoacidos
iniciales los que contribuyen a la fluctuacion fundamentalmente (ver Figura3.7(c)).

Respecto a la evolucion de la estructura secundaria durante la simulacion de
dinamica molecular, como se aprecia en la Figura3.8, al inicio de la estructura se pierde
una seccion de a-hélice pero vuelve a resolverse al final de la simulacion, pero lo
realmente interesante es la aparicion de puentes-B, en general las hojas-f se
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conservan completamente durante la trayectoria.

Secondary structure
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Figura 3.8: Evolucion de la estructura secundaria durante el tiempo de
simulacion de dindmica molecular para la Profilina 1.

En la region final, podemos observar una perdida de a-hélice aparente, pero al final
encontramos dos secciones de ellas entrecortadas con una cuerda, lo que nos puede
sugerir que, con un mayor tiempo de evolucién, esta region pueda ser recupe- rada
completamente. Las hojas-£, se conservan durante el proceso de la simulacion de dinamica
molecular, aunque en general las curvaturas o doblamientos en la pro- teina se incrementen
respecto a la estructura inicial, otro elemento curioso es el ver que entre los 30 a 70ns, la
estructura experimenta un incremento de a-hélices, en la region terminal, cosa que luego
se pierde pero dejando regionesdefinidas.

Del analisis de Ramachandran para la Profilina Il, considerando la estructura final
promedio, en la Figura3.9(a), se muestra el analisis general, donde podemos

apreciar que solamente un aminoacido se halla fuera de las regiones favorecidas o
permitidas, lo que corresponde unicamente al 0.7 % de un total de 137 aminoacidos
0 residuos.
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Figura 3.9: Diagrama de Ramachandran, para la Profilina Il, tanto general
como desglosado

En la Figura3.9(b), mostramos el desglosado respecto a las glicinas, prolinas y pre-
prolinas, encontrando que el Unico aminoacido fuera de las regiones permitidas o
favorecidas corresponde a una glicina.

Por ultimo, se procedio a obtener la estructura de equilibrio para la actina huma-
na, la cual, al igual que los casos anteriores fue sometida a una evolucion temporal o
deterministica mediante una simulacion de dinamica molecular de 100ns, cuyos re-
sultados se presentan en la Figura3.10. De la estructura final (ver Figura3.10(a)),
se aprecia rapidamente a simple vista, que las hojas-f# se han conservado durante
la simulacién de dindmica molecular, y un aparente proceso de compresion estruc-
tural. En la Figura3.10(b), observamos que al igual que en los casos anteriores, la
actina humana, logra alcanzar el equilibrio tempranamente, esto aproximadamente
a los 10ns, y desde este punto hasta el final de la simulacién de dindmica molecu-
lar, tenemos una variacion no mayor a 0.05nm, como se aprecia en la grafica. Para
poder poseer informacion de los residuos que mas movilidad presentaron durante la
simulacion de dindmica molecular, realizamos la grafica del RMSF para la actina
humana (ver Figura3.10(c)), presentando dos regiones de amplia movilidad, como
es de los 220 a 250 aminoé&cidos, y la de 350 a 400 amino&cidos.
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Figura 3.10: Estructura Final, Raiz de la Desviacion Media Cuadratica
(RMSD) vy la Raiz de la Fluctuacion Media Cuadratica por residuos
(RMSF) para la Actina Humana.

En la Figura3.11, presentamos los RMDS y RMSF de las estructuras de los
tetrameros, hexameros y octdmeros de la actina humana. Podemos observar que,
en los tres casos, el RMSD se halla dentro de los valores tolerables para procesos
bioldgicos, pero en el caso del RMSF, para el tetramero observamos una amplia
fluctuacion entre los residuos 300 al 400, como del 1100 al 1300, para el hexamero
observamos multiples fluctuaciones, pero por nada que altere la estructura general,
en el caso del octdmero, se presentd fluctuaciones mayores entre los residuos 2600 al
2750.
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Figura 3.11: Raiz de la Desviacion Media Cuadratica (RMSD) y la Raiz de
la Fluctuacion Media Cuadréatica por residuos (RMSF) para el Tetramero,
hexamero y octamero de la Actina Humana.

Para poder apoyar nuestras observaciones, procedimos a graficar la evolucion de la
estructura secundaria durante la trayectoria de la simulacion de dindmica molecular, la
cual se presenta en la Figura3.12, de la cual podemos ver que las hojas- S, se ha
conservado e incluso incrementado desde las predicciones de los servidores en linea y
de los programas que realizan dichas predicciones, en sus diversos algoritmos.
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Figura 3.12: Evolucion de la estructura secundaria durante el tiempo de
simulacion de dindmica molecular para la Actina Humana.
Incluso vemos que puede predecir la aparicion de puentes entre las hojas-3, lo que
conduce a estructuras mas estables, o que podemos también observar es que perdemos
tres regiones que se predecian como a-hélice, pero que después de llegar
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al equilibrio y nanosegundos adicionales estos se pierden, en la region terminal de la
actina humana.

General Favoured General Allowed
¢ Glycine Favoured Glycine Allowed
Pre-Pro Favoured Pre-Pro Allowed

A -Pro/Proli " a -Prof
General/Pre-Pro/Proline Favoured General/Pre-Pro/Proline Allowed ol Fidourea Proline Allowed

x Glycine Favoured Glycine Allowed

(a) Ramachandran General (b) Ramachandran Desglosado

Figura 3.13: Diagrama de Ramachandran, para la Actina Humana, tanto
general como desglosado.

En laFigura3.13 se presentan el analisis general y desglosado de Ramachandran para la
actina humana, es asi que tenemos que aproximadamente el 97 % de los residuos se
hallan en las zonas favorecidas lo cual equivale a un total de 361 aminoé&cidos, y
aproximadamente el 3 % de los residuos se hallan en las zonas permitidas, lo cual es
equivalente a un total de 11 aminoéacidos, y no tenemos ningun residuo fuerade las zonas
permitidas o favorecidas. Esto corrobora por qué se ha llegado tan rapidamente a la region
de equilibrio durante la simulacion de dindmica molecular a la cual fue sometida la
estructura.

Para el caso tanto de Profilina I, Profilina Il y la Actina Humana, se ha podido
determinar una estructura terciaria, 0 activa, la cual debe ser analizada desde la
superficie hidrofébica y de la superficie de potencial electrostatico.

Cuando se realiza la grafica de la superficie hidrofobica sobre las estructuras en la fase
de equilibrio, tal como se presenta en la Figura3.14, podemos observar que en el caso de
las dos profilinas, estas se hallan con una amplia region hidrofébica sobre las caras
laterales mientras que en la zona o regidn inferior presenta una aparente region
hidrofilica, mientras que para el caso de la actina, ella presenta una amplia regién
hidrofilica y pocas regiones hidrofébicas, lo que nos conduce a la probabilidad Coulémbica
de una aglomeracion u polimerizacion de esta proteina.
De esta forma, si es que se lograra estabilizar los agregados de actina, las profilinas tanto
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I como I, potencialmente podrian ser acopladas a las zonas terminales, debido a la
acumulacion de zonas o regiones hidrofilicas dentro del complejo. Ahora bien, aunque las
superficies hidrofdbicas son ampliamente usadas, debido a una aproximacién empirica
de los residuos que presenta expuesta la estructura en su potencial fase o estructura
terciaria o activa, es importante corroborar esto mediante el calculo de la superficie del

potencial electrostatico.

(c) Actina

Figura 3.14: Superficie Hidrofébica de la Profilina I, Profilina 1l y Actina.

En la Figura3.15, se presentan las superficies de potencial electrostatico para
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las tres estructuras en estudio, para el caso de la Profilina | (ver Figura3.15(a)), podemos
apreciar que regiones altamente positivas se acumulan en las caras la- terales de la
Profilina 1, haciéndola potencialmente interactuante por esta zona o region molecular

siempre y cuando estas interacciones estén gobernadas por fuerzas Coulombicas.

(c) Actina
Figura 3.15: Superficie del Potencial Electrostatico de la Profilina I, Profilina I
y Actina.

Para el caso de la Profilina Il (ver Figura3.15(b)), aunque podemos apreciar una
acumulacion de regiones positivas sobre la superficie lateral, estas son mucho menores
que para el caso de la Profilina IlI, lo que en términos competitivos respecto
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a una interaccion Coulombica con la Profilina I, esta tendria un mejor efecto o la
energia de interaccion seria menor. Para el caso de la actina (ver Figura3.15(c)),
presenta una elevada concentracion de superficie cargada negativamente, con ligeras
zonas intermedias positivas o neutras, esta forma de distribucion son generalmente
conducentes a aglomeracion, todo esto se halla en concordancia con las observaciones
empiricas en la literatura.

X-ray
s NMR

X-ray
s NMR

Z-score
Z-score

200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Number of residues Number of residues

(a) Profilina 1 (b) Profilina 2

X-ray
= NMR

Z-score

200 400 600 800 1000
Number of residues

(c) Actina

Figura 3.16: Diagramas del Z-score para las profilinas | y 1l y Actina.

Con el fin de verificar si la metodologia propuesta es la adecuada para determinar la
veracidad de la forma estructural més proxima a la realidad, se evalu6 mediante un
servidor ampliamente citado, en el cual se determind el Z-score de validacion
estructural, donde para cada modelo el primero tiene un Z-score de -7.06, para el
segundo -6.48 y para el tercero -8.99, con estos datos se ubican dentro de la region
permitida indicando que estos modelos estructurales se encuentran cercanos a la
naturaleza (ver Figura3.16(a), Figura3.16(b)y Figura3.16(c)). Estos andlisis nos
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permitieron determinar que se logrd encontrar luego de una prediccién por homologia
y el afinamiento mediante los célculos de dindmica molecular una estructura que
existe en la naturaleza.

El acoplamiento molecular que se predijo, se obtuvieron un conjunto de modelos
por cada sistema de estudio, cada sistema se eligio en base a la energia de interaccion
maés favorable para las profilinas I y II.

(a) Dimero

(c) Hexamero (d) Octamero

Figura 3.17: Actina y sus polimeros interactuando con la Profilina .

En la Figura 3.17 se presentan a las imagenes tomadas de los modelos més Opti-
mos, asi mismo podemos observar que la profilina (modelo de superficie transparen-
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te) interactta con un solo mondmero de actina (f-actina, siendo la més frecuente en la
mayoria de células animales) en los diferentes sistemas, esta afinidad de la profilina I es
debido a que ésta se encuentra involucradaen la polimerizacién de los filamentos, lo cual lo
hace al interactuar con un solo monomero, teniendo en cuenta que Sse une en
estequiometria 1:1 a los monomeros de actina G-ATP, facilitando el intercambio de
nucle6tidos ATP por ADP.

(a) Dimero

(c) Hexamero (d) Octamero

Figura 3.18: Actina y sus polimeros interactuando con la Profilina 11
En cuanto a la profilina Il, a diferencia de la profilina I (Figura3.18), se une a dos
mondmeros lo cual es sefial que cumple una funcion distinta a la del ensamblaje de
monomeros de actina. Debido a la afinidad que posee, no logra ayudar a la formacion del
filamento, debido a su ubicacion, blogueando el sitio activo y generando
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la desestabilizacion estructural de las células, lo cual podemos ver que en varios
reportes se ve un incremento de la profilina tipo 1l en cancer.

Para poder extraer la energia de interaccion, se procedié a una simulacion de
dindmica molecular en un ensamble isobarico-isotérmico, por un tiempo de 1ns, con
el Unico propdsito de calcular la energia libre de interaccion. Estos resultados son
presentados en la Tabla3.3que para el caso de los sistemas unidos a la profilina
I, la mayor energia de interaccion se da cuando la actina se encuentra en forma de
dimero, para el caso de la profilina 1l la mejor energia de interaccion se da cuando
la actina se encuentra en forma de hexamero. Asi mismo vemos que en esta tabla
la puntuacion y ranking de la fase final en Firedock se clasifica identificando las
soluciones refinadas casi nativas, esta clasificacion se realiza de acuerdo con una
funcion de energia de enlace que incluye una variedad de términos energéticos como:
energia de solvatacion (energia de contacto atémica, ACE), interacciones de van
der Waals, electrostatica parcial, enlaces de hidrdgeno y disulfuro, apilamiento = e
interacciones alifaticas, rotameros, probabilidades y mas.

Tabla 3.3: Energias Libre de Gibbs para la interaccion de sistemas interactuantes
en Kcal/mol.

AG de Prof-1 AG de Prot-Il

Dimero -62.81 -38.64
Tetramero -42.5 -37.67
Hexamero -40.5 -45.57
Octamero -43.14 -41.84

Ahora podemos entender mejor que, para el caso de la Profilina I, tanto para
el caso de dimero, tetrdmero y octamero se ven favorecidos ampliamente y solo
en el caso del hexamero, la Profilina Il se ve favorecida, por aproximadamente 5
Kcal/mol. Es notorio que, en el caso del dimero, la Profilina I, es casi el doble de
estable energéticamente que la Profilina 1l, pero también es claro que la diferencia
entre la Profilina | y Il interactuando con el octdmero es sélo 2.7 Kcal/mol mas
estable.
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Conclusiones

1. Se logro identificar y bajo las estructuras de las profilinas 1 y 11 en la base de datos
NCBI (National Center of Biotechnology Information), bajo la secuencia de
aminodcidos en forma lineal (extension *.fasta), asi mismo se verificé que ambas
estructuras presentan una alta homologia.

2. Mediante disefio molecular, logramos acoplar dimeros, tetrdmeros, hexameros y
octameros de la actina humana.

3. Los procesos de afinamiento mediante técnicas de quimica computacional, mejoraron
la prediccion de cada proteina mediante el modelado por homologia, teniendo en
cuenta que para la optimizacion de la geometria se hizo uso de la minimizacion de
energias y dinamica molecular con solvente implicito (método para representar el
disolvente como un medio continuo en lugar de moléculas presentes explicitas), con
ello pudimos determinar el promedio estructural que se podria encontrar en la
naturaleza, para ello se cuenta con diagramas de validacién como el RMSD.

4. Se logr6 generar cuatro modelos de filamento de actina (dimero, tetrdmero,
hexamero y octamero) y cada sistema fue acoplado con las profilinas | y Il, cada
acoplamiento fue afinado con FIREDOCK el cual hizo un barrido de mas de mil
modelos y determind el de la mejor energia de acoplamiento. Con ello
comprobamos la alta afinidad por un mondémero de actina por parte de la profilina
tipo I, mientras la profilina tipo Il mostr6 afinidad por dos monémeros en todos los
casos, con lo cual suponemos que la presencia de profilina Il podria bloquear la
polimerizacion de la actina.

5. Los valores energéticos nos indicaron que para cada sistema los procesos son
favorables (energias de union negativas).
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Recomendaciones

Es necesario realizar un analisis QM/MM de los lugares de interaccion, para verificar la
naturaleza de los aminoécidos que se encuentran presentes en las profilinas 1 y 1.
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