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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se buscoé simular el proceso de
trimerizacion de las proteinas CusC pertenecientes a las bacterias Acidithiobacillus
ferrooxidans y Escherichia coli, para lo que se disefi®6 un programa que permite
construir las estructuras de ambos trimeros, nuestras simulaciones fueron realizadas
con la finalidad de obtener un mejor entendimiento de las propiedades

termodindmicas y electrostaticas.

Para lo cual, se realizaron simulaciones de dindmica molecular tanto para los
monoémeros como los trimeros de ambas bacterias. Una vez obtenidas las proteinas
estables, los cambios estructurales fueron evaluados mediante los diagramas de
Ramachandran. Luego se calcularon los valores de las energias totales promedio; a
partir de los cuales se obtuvo la energia interna (AU ), entropia (AS), entalpia (AH ) y
energia libre de Gibbs (AG) para los dos procesos de trimerizacion, comprobando la
espontaneidad de estos procesos, ademds los pardmetros termodinamicos antes
mencionados indican que las reacciones son exotérmicas y tienden al orden. Siendo el
trimero de Acidithiobacillus ferrooxidans el mas estable termodinamicamente y por

ende el mas factible en la formacion de los trimeros.
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Abstract

The present investigation sought to simulate the process of trimerization of CusC
proteins belonging to the bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans and Escherichia coli,
for which a program was designed to build the structures of both trimmers, these
simulations were in order to gain a better understanding of the thermodynamic and

electrostatic properties.

To do this, Molecular Dynamics simulations were performed for monomers as the
trimmers of the bacteria. Once obtained the stable proteins, the structural changes
were evaluated through the Ramachandran diagram. Then the average total energy
values were calculated; from whom were obtained the internal energy, entropy,
enthalpy, and free energy of Gibbs for the two processes of trimerization, proving the
spontaneity of these processes, the thermodynamic parameters mentioned above also
indicates that reactions were exothermic and tend to order. Being the trimmer of
Acidithiobacillus ferrooxidans the most stable thermodynamically and therefore more

feasible in the formation of trimmers.
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Capitulo 1

Introduccion

Después del oro y la plata, el cobre es el metal industrial més antiguo usado por el
hombre. A partir de la segunda mitad del siglo XIX, hasta hoy, el cobre de alta pureza
ha aumentado su demanda con el surgimiento de nuevas tecnologias que requieren de;
alta capacidad de transmision de ondas electromagnéticas como el teléfono, la radio,
los computadores y los dispositivos méviles, * también por sus propiedades de resis-

tencia a la corrosion y conductividad térmica,

es utilizado en las tuberias de agua, en
las casas y edificios, en motores eléctricos, cables de conduccion eléctrica, aparatos

electrodomésticos, incluso en el cuidado de la salud como bactericida.*

El 90 % de las reservas mundiales estan concentradas en cinco areas: la cuenca de
las Montanas Rocosas en Estados Unidos, la prolongacion de la cadena en Canada,
los Andes de Perti y Chile, Indonesia y Zambia en la cuenca centro/sur de Africa.’
Alrededor del 80 % mundial de cobre se encuentra como minerales sulfurados, que
frecuentemente son mezclas compuestas de sulfuros de cobre y hierro, combinados con
compuestos de otros elementos. Este mineral no se disuelve facilmente en soluciones

acuosas, por lo que su extraccion se da mediante la pirometaltrgia.

El otro 20 % se encuentra como minerales oxidados de cobre que se originan en
la descomposicion y oxidacion de los minerales sulfurados. Estos fueron los primeros

explotados, y en este caso la extraccion se da por hidrometaltrgia ' La produccion
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mundial de cobre asciende a 12 millones de toneladas al afio y las reservas explotables
son alrededor de 300 millones de toneladas, lo que se espera que duré solo otros 25

afios.®

Las tendencias en el consumo global de cobre refinado estan progresando en forma
alarmante. Anualmente entre los afios de 1980 y 2010 el consumo de cobre se incre-
ment6 en 10.1 %.° La produccion industrial no mantiene el ritmo de consumo de este
metal. Por lo que el mundo estd comenzando a sentir el impacto de los retos en el abas-
tecimiento, encontrandose la siguiente dificultad actualmente; los yacimientos de alta
ley son menos frecuentes, quedando reservas de mineral de baja ley. Este problema ha
llevado a la busqueda de una mejora continua y al surgimiento de nuevas tecnologias
de explotacion como la biolixiviacion; la cual permite tratar minerales oxidados, mix-
tos y sulfuros secundarios, de manera mas econémica y con menos efectos ambientales

nocivos.>

Por otro lado el cobre también es un elemento esencial requerido para la vida de
todos los organismos, por esta razon las células han desarrollado mecanismos para
controlar los niveles de cobre libre cuando la concentracion de este metal excede los
niveles aceptables, estos mecanismos ayudan a los microorganismos a sobrevivir en
ambientes adversos. Por ejemplo bacterias neutrofilas pueden crecer en un rango de
concentracion de cobre entre 1 y 8 mmol/l dependiendo de las especies. Mientras que,
acidéfilos como Acidithiobacillus ferrooxidans o Sulfolobus metallicus puede resistir

concentraciones de cobre hasta 800 mmol/l y 200 mmol/l, respectivamente.’

Por estas razones la lixiviacion bacteriana de minerales ha sido reconocida como
una contribucion para la extraccion de metales desde el descubrimiento de Acidithio-
bacillus ferrooxidans en 1947.% A pesar que la biolixiviacion se ha estudiado por mas
de 60 afios; todavia no se han reportado mejoramientos reales en la recuperacion del
cobre, el problema que persiste en este proceso es que todavia no se explota al madximo
la capacidad de las bacterias, y es que a pesar que los microorganismos lixiviantes se

desarrollan naturalmente en soluciones acidas con alto contenido de metales, todavia
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no se tiene claro los mecanismos moleculares por los cuales atacan y solubilizan los
minerales, sobretodo el rol de las proteinas encargadas de los mecanismos de resisten-

ciay transporte de cobre.

Dentro de los avances en la secuencia gendémica completa de la Acidithiobacillus
ferrooxidans, se ha informado de proteinas que son expresadas en su superficie cuando
se expone a altas concentraciones de cobre.’ Varias de estas proteinas periplasmicas se
desconoce su funcion y alrededor del 26.1 % son proteinas sin homologos en la base
de datos, muchas de las cuales pueden ser caracteristicas de este microorganismo. '’
Una de las que se ha identificado es la proteina CusC, que es un factor de membrana
externa, y aunque se han identificado mas proteinas de este tipo en diferentes bacterias

gram-negativas, como Escherichia coli, ninguna es usada en biomineria. '

Estos hallazgos no s6lo contribuyen a la comprension de la fisiologia de A. ferroo-
xidans, también seran importantes para la anotacién gendmica de las nuevas proteinas
peripldsmicas de este y otras bacterias extremofilas presentes en el ambiente biomine-
ro. Es asi que una de las vias descritas para resistencia al cobre que ha sido postulada
es que pueden bombear el metal a partir del citoplasma y el periplasma al espacio
extracelular por sistemas de proteinas transportadoras de resistencia-nodulacion-
division celular, como el sistema Cus de Escherichia coli que es codificado por el
operon cusCFBA. Por otro lado A. ferrooxidans contiene un operén formado por los
genes cusCBA '2 que dan lugar a las proteinas CusA, CusB y CusC. Estas 3 proteinas
formarian un complejo que bombea cobre fuera del periplasma manejado por un
gradiente de protones, siendo CusC la proteina anclada a la membrana externa
probablemente formando un canal que expulsa el cobre al exterior. Un gran avance

que se tiene sobre esta proteina en Escherichia coli es que forma un trimero.
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Objetivos

1.0.1. Objetivo General

Evaluar las propiedades termodinamicas de la proteina CusC de Acidithiobacillus

ferrooxidans y Escherichia Coli en su trimero estructural, relacionada con el transporte

de cobre.

1.0.2. Objetivos Especificos

1. Construir la proteina CusC de la Acidithiobacillus ferrooxidans y Escherichia
Coli.

2. Obtener la estabilidad energética y estructural de las estructuras proteicas CusC
mediante una simulacion de dindmica molecular, para lo cual se empleara el

software GROMACS y un ensamble canénico.
3. Modelar la trimerizacion de las proteinas CusC mediante parametros de simetria.

4. Analizar las propiedades estructurales involucradas en el Proceso de trimeriza-

cion.

5. Evaluar las propiedades termodindmicas de energia interna, entropia, entalpia y
energia libre de Gibbs de los trimeros a partir de los datos de energia total
obtenidos durante las simulaciones de dinamica molecular y su factibilidad en la

migracion de iones positivos.
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Hipotesis

Mediante el uso de técnicas bioinformaticas, es probable que podamos
evaluar las propiedades termodindmicas del proceso de trimerizacion de
la proteina CusC perteneciente a la Acidithiobacillus ferrooxidans
comparada con el trimero CusC de Escherichia Coli.
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Capitulo 2

Marco Teorico

Para poder entender adecuadamente el desarrollo de esta investigacion, es importan-
te hacer una descripcion de los métodos aplicados por la bioinformatica, para resolver
los diversos problemas a nivel molecular, asi como de la importancia de las moléculas
que son la materia de nuestra investigacion. Para ello, en el presente capitulo, dare-
mos una breve pero completa revision a los conceptos sobre las metaloproteinas CusC
de Acidithiobacillus ferrooxidans y de Escherichia coli, asi como a la homeostasis del
cobre. También daremos una introduccion a los diferentes conceptos tedricos a ser

utilizados para el desarrollo de calculos de mecéanica molecular y dindmica molecular.

2.1. Biomineria

La biomineria es la rama de la biotecnologia aplicada a la industria minero—metalur-
gica que busca la solucion de sus diferentes problemas '* desde los procesos que inter-
vienen en la explotacion de los minerales abarcando la concentracion de las especies de
interés (a través de la bioflotacion), la recuperacion de los elementos presentes en
ellas o facilitando su recuperacion (biolixiviacion y biooxidacion respectivamente)

hasta su accion en tareas de remediacion ambiental (biorremediacion). '

Estos procesos microbianos estdn ganando un creciente interés en los Gltimos afios.
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Figura 2.1: Interacciones mas comunes bacteria-metal.’

Las aplicaciones potenciales actuales incluyen la extraccion de oro, cobre y otros me-
tales pesados, desulfuracion de carbon y petroleo, recuperacion terciaria de petroleo y
biosorcion de iones metalicos. En la actualidad, la lixiviacion bacteriana de cobre y la
biooxidacion de oro son procesos establecidos a gran escala que se llevan a cabo en
pilas o tanques reactores. !> Principalmente nos enfocaremos en la recuperacion del

cobre, por ello a continuacion se hard una descripcion de la biolixiviacion.

2.1.1. Biolixiviacion

EL término biolixiviacion hace referencia a un proceso en el cual se emplean mi-
croorganismos para disolver los minerales, liberando el metal de valor presente. Esta
tecnologia es aplicada cuando los yacimientos tienen una concentracion menor a 0.5%
de cobre.'* Como es el caso de los minerales sulfurados, en los cuales se necesita

aumentar la cinética de su disolucion. Con esta tecnologia se han conseguido reali-
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zar explotaciones econdmicamente mds rentables, que por los métodos tradicionales
fisico—quimicos de extraccion supondrian pérdidas de gran cuantia. Actualmente la

biolixiviacién representa el 10 % de la produccion de cobre en todo el mundo. '®

Las bacterias que intervienen en los procesos de lixiviacion son conocidas como
quimiolitoautotrofas ya que usan los minerales como combustible. Su oxidacion
genera electrones para obtener ATP y el carbono es obtenido de la fijacion del CO,

del aire.”

También se les llama microorganismos sulfo y ferro-oxidantes, porque oxidan el
mineral para producir el 16n férrico y 4cido sulfurico, necesarios para las reacciones
de biolixiviacion. El i6n férrico, es un agente fuertemente oxidante, que permite
oxidar los minerales de sulfuro de cobre a sulfato de cobre que es soluble. Asi
realizan un trabajo 1til, liberando metales y calor, sin necesitar una aplicacion externa
de energia al proceso, en este tipo de procesos, no son necesarias altas energias de

activacion. !’

Por otro lado existen dos mecanismos dominantes, que se consideran estar involu-
crados en la biolixiviacion. Estos son los mecanismos directos e indirectos. En ¢l me-
canismo directo, la lixiviacion ocurre por el ataque enzimatico de las bacterias sobre
los componentes del mineral que son susceptibles de oxidar. Los electrones liberados
son transportados a través del sistema proteico de la membrana celular y de ahi a su
aceptor terminal. Este mecanismo supone la adhesion de los microorganismos en el
solido. El sulfuro de cobre, CuS, es uno de los minerales que pueden ser convertidos
en una forma soluble del metal, que en este caso es cobre. Mediante una reaccion de
oxidacion, las bacterias extraen los electrones y disuelven el sulfuro de cobre (CuS),
que es so6lido, obteniendo una solucion de sulfato de cobre (CuSQO,) a partir de la cual

se puede recuperar el cobre como metal.

También las mismas especies bacterianas pueden oxidar azufre elemental hasta aci-

do sulfurico, segun la reaccion siguiente:

2S° +30, +2H,0 —— 2H,S0,
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En el mecanismo indirecto, no ocurre un ataque frontal de la bacteria sobre la es-
tructura atomica del mineral, en su lugar los minerales son lixiviados solo por iones
férricos, y el rol de las bacterias es oxidar los iones ferrosos. De acuerdo a este meca-
nismo, el Fe(Il) que aparece en las soluciones debido a la disoluciéon de los sulfuros por
accion bacteriana directa, puede ser oxidado por las bacterias hierro-oxidantes, segiin

la siguiente reaccion: %1%

2Fe**+ 0,50, +2H" — 2Fe** + H,0

Finalmente, el Fe(Ill) producido puede actuar como fuerte oxidante de los sulfuros
segtin la siguiente reaccion donde se toma como ejemplo la calcopirita: 2°

Calcopirita:
CuF eS, +4Fe*"™ —— 5F " + Cu’"+ 28°

Ya que en estas reacciones se produce acido sulfurico, los microorganismos viven
en condiciones extremas, a pH acido (usualmente de 1-3) y altas concentraciones de
metales.?! Ellos poseen mecanismos de resistencia al metal o desintoxicacion.” Estas
bacterias se aislan, generalmente, de lugares donde ocurre la oxidacion natural de mi-
nerales, como minas, aguas de manantiales ricas en azufre y depésitos de carbon.?? En
la Tabla 2.1 se tienen un listado de los microorganismos que se han logrado aislar de

estos lugares y la concentracion de cobre que resisten.

Uno de sus principales exponentes es la bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans,
aislada por primera vez desde las aguas de una mina de carbon, cuyo descubrimiento
se dio a conocer en 1947. Asi fue como se encontro la primera bacteria identificada
capaz de lixiviar el cobre. La Acidithiobacillus ferrooxidans, ha sido la bacteria mas

estudiada para biolixiviacion y por consiguiente de la que existe mayor informacion.?!
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Tabla 2.1: Resistencia al cobre en microorganismos que viven en ambientes biomine-

ros.
23
Microorganismo Cobre MIC To éptima Capacidad Oxidativa® Referencia ©
(mM) oy Fe?* S0
Acidithiobacillus ferrooxidans®* 800 30-35 + e Harvey and Crundwell, 1996
Acidimicrobium ferrooxidans® aislado N39-30-03 =786 45-50 + + Watkin et al., 2008
Sulfobacillus thermosulfidooxidans aislado N19-45-01° 786 45-50 + + Watkin et al., 2008
Leptospirillum ferrooxidans” * 393 28-30 i - Hallmann et al., 1993
Ferroplasma acidarmanus®* * 312 42 i - Baker-Austin et al., 2005
Sulfobacillus thermosulfidooxidans DMS 9293"® 300 45-50 + ;- Watkin et al., 2008
Sulfolobus metallicus® 200 65 + + Remonsellez et al., 2006
Sulfobacillus montserratensis® 100 37 + + Shippers, 2007
Acidithiobacillus caldus DSM8584™ " * 24 45 - + Watkin et al., 2008
Thiobacillus prosperus® 16 33-37 + + Shippers, 2007
Metallosphaera sedula® 16 75 + + Huber et al., 1989
Acidimicrobium ferrooxidans DSM10331" 9,4 45-50 + + Watkin et al., 2008
Thiomonas cuprina® 7,9 30-36 - + Shippers, 2007
Acidithiobacillus ferriphilum®* * ND 28-30 - + Waksman and Joffe, 1992
Leptospirillum ferriphilum® * ND 30-37 + - Coram and Rawlings, 2002
Acidianus infernus® ND 90 & + Segerer at al., 1986

a Archaea, "Bacteria, en las columnas ¢ y d los datos fueron tomados a partir
Schippers A.2007, la columna °referencias donde fueron tomados los valores de MIC,
* secuencias y genomas disponibles y publicados,” * genomas para estos
microorganismos han sido secuenciados y los datos no han sido publicados, MIC:

minima concentracion inhibitoria, ND: no determinado.
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2.1.2. Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans es considerada la bacteria biominera modelo. Las
células de A. ferrooxidans tienen forma de cilindro, con diametros de 0,3 a 0,8 microme-
tros (micras) y una longitud de 0,9 a 2 micras. La movilidad de la célula se logra por

medio de un solo flagelo polar. ' Las caracteristicas de esta bacteria son:

= Es gram-negativa, quimiolitotrofa; obtiene su energia de la oxidacion de fierro

ferroso, azufre elemental, o componentes de azufre parcialmente oxidados. '

= Autétrofa porque usa el didxido de carbono como fuente de carbono, también
necesita nitrogeno y fésforo como nutrientes para el crecimiento y la sintesis

junto con minerales traza como, Mg, Na, Cay Co.
= Aerébica; el oxigeno es esencial como aceptor de electrones.

= Es mesofila, puede crecer a temperaturas entre 20°C y 40°C, prospera Optima-
mente a 30°C. También es acidofila creciendo en un rango de pH entre 1 a 4.0,

siendo el 6ptimo a pH 2.

Esta bacteria A. ferrooxidans es abundante en ambientes naturales asociados con
minerales como pirita, depésitos de carbon, y drenajes 4cidos. '° Las células de A. fe-
rrooxidans crecen en forma de una biopelicula, probablemente como una monocapa,
esto se ha observado en la superficie de minerales como pirita. Ademas se ha demos-
trado que poseen un sistema quimiosensorial que les permite tener la quimiotaxis, es
decir, la capacidad para detectar gradientes de sustratos oxidables siendo extraidos de

los minerales tales como iones Fe (II)/Fe (III), tiosulfato, y otros.’

A. ferrooxidans fue el primer microorganismo biominero cuyo genoma fue secuen-
ciado por TIGR (The Institute for Genomic Research). ! Esta informacién ha sido muy
util para hacer busquedas en todo el genoma de los genes candidatos de importantes
vias metabolicas y varias funciones fisiologicas importantes, ademas, las prediccio-

nes para las funciones de muchos genes se puede hacer.” Se han identificado en la A.
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ferrooxidans ATCC 23270, 138 vias con 658 enzimas catalizadoras, 752 reacciones
enzimaticas con 631 compuestos involucrados. Entre los cuales se consideran parte
de: ciclo de Calvin, la via de las pentosas fosfato, la glucolisis, ciclo de Krebs, la
sintesis de los precursores, la construccion de bloques y componentes celulares. Esto
se hizo con el PGDB BioCyc (version 11.5 desde agosto de 2007); PGDB se refiere

pathway/genome database y BioCys que también es una base de datos.?*

2.1.3. Escherichia coli

E. coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, y no
solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de
investigaciones metabélicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole. > Forma par-
te de la familia Enterobacteriaceae. Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia

distribucion en el suelo, el agua, vegetales y gran variedad de animales.

E. coli es un bacilo corto Gram—negativo, catalasa positivo, oxidasa—negativo y an-
aerobio facultativo. La mayoria de las cepas fermentan la lactosa, aunque algunas son
fermentadoras lentas de este azicar y algunas son anaerogénicas. Las cepas de E. coli
se pueden diferenciar serol@icamente en relacion a los antigenos somaticos, flagela-
res y capsulares. Produce reaccion positiva de rojo de metilo, y negativa de Vogues-
Proskauer. Es inhibida por KCN e incapaces de crecer en medio con citrato como tnica
fuente de carbono y energia, pero si en caldo acetato. Son H,S, ureasa y fenilalanina

negativos, pero en general son indol positivos y decarboxilan la lisina.?®

La coleccion de referencia de E. coli (ECOR por sus siglas en ingles) de 72 ce-
pas de diversos origenes naturales se cree que representa la diversidad genética de las
especies. Esto ha hecho posible la generacion de grandes cantidades de datos compara-
tivos de muchas cepas de las especies. Se utilizd inicialmente electroforesis de

enzimas multilocus (MLEE) para producir una topologia de las cepas ECOR.%

Como sabemos E. coli es uno de los microorganismos los cuales son habitantes nor-

males en el colon de mamiferos de sangre caliente, pero la cepa de E. coli K-12 es una
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cepa debilitada que no suele colonizar el intestino humano. También se ha demostrado
que sobreviven muy poco tiempo en el medio ambiente, tiene un historial de uso co-
mercial seguro, y se sabe que no tiene efectos adversos sobre los microorganismos o
plantas. A esto se debe su amplio uso como un organismo modelo en la investigacion
en la genética y la fisiologia microbiana, y su uso en aplicaciones industriales, siendo

la cepa de E. coli K-12 uno de los microorganismos mas estudiados.?’

Entre las ventajas que presenta esta cepa son: representa el mejor organismo genéti-
camente comprendido, es facilmente modificable por muchos métodos genéticos, y
esta clasificada como vehiculo bioldgicamente seguros para la propagacion de la clo-
nacion de genes y vectores de expresion en todas las grandes guias nacionales e in-
ternacionales sobre la seguridad biologica para el trabajo con la tecnologia del ADN

recombinante. 28

2.2. Homeostasis del cobre

Los microorganismos para llevar a cabo sus funciones metabdicas requieren de
la presencia de ciertos iones inorganicos esenciales, muchos de ellos pertenecen al
grupo de los alcalinos y alcalinoterreos como; calcio, magnesio, sodio, potasio, etc.,
asi como algunos metales de transicion como: manganeso, zinc, cobre, etc.. Por otro
lado, existen otros elementos que son intrinsecamente toxicos y carecen de actividad
bioldgica como; plomo, mercurio, cadmio. > Desde el punto de vista fisiologico, estos

metales se dividen en tres grupos:

= Grupo I, el cual incluye metales esenciales caracterizados por su baja toxicidad,

como el Fe, Mo.

= Grupo II, el cual incluye metales con moderada importancia como elementos
traza pero que podrian ser potencialmente toéxicos al aumentar su concentracion

como; Zn, Ni, Cu, V, Co, Wy Cr.
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= Grupo III, el cual incluye metales con ningun rol y que son téxicos como; Hg,

Cd, Sby Pb.3

Asimismo, los iones metalicos se encuentran de manera natural en la biosfera nor-
malmente en niveles de concentracion bajos, de tal manera que no representan un
factor de toxicidad para los organismos vivos, mas bien actian como constituyentes
de las proteinas cumpliendo una variedad de tareas, como; componentes estructurales
de las biomoléculas, moléculas de senalizacion, y cofactores cataliticos en reacciones
reversibles de oxidacion-reduccion y la hidrélisis, y en reajustes estructurales de las
moléculas organicas.>! Sin embargo, en ciertas 4reas, como algunos yacimientos mi-
nerales o en zonas con una elevada actividad industrial, los niveles de dichos iones
metalicos pueden llegar a ser elevados. Pudiendo desencadenar en los microorganis-
mos mecanismos de toxicidad como; interferencia con el transporte y la funcion de
los iones fisiolégicos esenciales.?’ En esta situacion los mecanismos de homeostasis

deben asegurarse que la adquisicion de iones metalicos sea suficiente y no excesiva.*’

A continuacion definiremos a la homeostasis como; el mantenimiento de una con-
centracion biodisponible 6ptima, mediada por el equilibrio de la captacion de metal y
el trafico intracelular con los procesos de flujo de salida/ almacenamiento de modo
que las necesidades de la célula con el ion metalico se cumplan, es decir, el metal
correcto se inserta en la macromolécula correcta en el momento oportuno. Asi como
una escasez de un ion metalico particular induce una respuesta de estrés que puede
conducir a la reprogramacion del metabolismo celular para minimizar las
consecuencias del agotamiento de un ion metalico en particular. La homeostasis del
metal es gobernada por la formacién de complejos especificos de coordinacion
proteina—metal, que son usados para efectuar el consumo, expulsion, trafico

intracelular dentro de compartimientos y almacenamiento.>!

Por la naturaleza minera de nuestro pais, y la gran cantidad de minas de cobre,
nos enfocaremos en ¢l. Este es un micronutriente esencial para los organismos, ya que

es requerido por proteinas involucradas en una variedad de procesos bioldgicos como
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el transporte de electrones y transformaciones redox; su deficiencia puede causar la
alteracion de sus actividades **. El cobre es esencial pero también puede ser t&ico
incluso a bajas concentraciones. Debido a esta naturaleza dual, los mecanismos para
la homeostasis del cobre se pueden encontrar en todos los reinos. Tanto en procariotas

como eucariotes, en esté tltimo desde las levaduras hasta los humanos. 3

La homeostasis del cobre es un requisito para la evolucioén del metabolismo aerdbi-
co, porque éste es un metal de transicion redox—activo. El cobre parece ser el responsa-
ble de la generacion intracelular de superdxido y otras especies reactivas del oxigeno.
Ademas, en condiciones anaerdbicas el cobre parece desplazarse desde el Cu™ a Cu™!
y se convierte en mucho mas téxico, posiblemente debido a Cu™! puede difundir a
través de la membrana citoplasmatica. Por lo tanto, las concentraciones intracelulares
de cobre deben ser regulados dentro de limites muy estrechos,** ya que cuando la con-
centracion de esté excede los niveles aceptables puede danar las membranas celulares,
también la estructura de acidos nucleicos asi como alterar la especificidad de enzimas y
otras funciones celulares en general. Debido a esto, los mecanismos de resistencia son
activados para prevenir su acumulacion. > Sin embargo todos estos mecanismos in-
volucrados en el transporte y homeostasis de cobre en bacterias solo son parcialmente

comprendidos.

Los sistemas de absorcion de cobre deben ser especificos, a fin de asegurar un su-
ministro adecuado de este en presencia de niveles variables de cationes relacionados,
tales como el niquel o zinc. Una vez dentro de las células, se necesitan proteinas adicio-
nales para el secuestro y el trafico de cobre. El Cu*? no unido intracelularmente puede
resultar dafiino. Sin embargo, se ha demostrado que los sistemas celulares de flujo de

salida remueven los niveles excesivos de cationes y protegen el medio intracelular.>*

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

2.3. Mecanismos de Resistencia /Tolerancia a metales

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los
efectos nocivos de los metales toxicos. Entre ellos se encuentran principalmente los

que involucran:

a Componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su toxicidad.

b Enzimas que modifican el estado redox de los metales o metaloides, convir-

tiéndolos en formas menos toxicas.

¢ Transportadores de la membrana que expulsan las especies nocivas del citoplas-
ma celular.®> Hay tres principales mecanismos de expulsion que han sido des-
critos: bomba de flujo de salida CBA, familia de facilitadores de difusion de
cationes (CDF), y ATPasas tipo P. Estos sistemas pueden o no estar vinculada al

ATP, y son muy especificos para el catién o anion transportados. >

Una alternativa importante a la contribuciéon de la resistencia a metales en
acidofilos, que son los microorganismos de interés industrial y en los que est4 enfocada
esta tesis, parece ser el potencial de membrana interior positivo (el cual es opuesto al
interior negativo de neutréfilos). Esto parece una adaptacion esencial para generar y
mantener un gradiente amplio de pH (A pH), el cual puede alcanzar hasta 4 unidades
de pH entre el exterior y su citoplasma. El ApH genera la fuerza motriz de
protones la cual es una caracteristica energética esencial para la supervivencia de
acidofilos. El gran ApH podria también mejorar la resistencia a la acumulacion de
cationes y también se cree que podria disminuir el requerimiento de energia para
mantener el gradiente, dado que los cationes serian sacados en contra de su gradiente

de concentracion, pero a lo largo de su gradiente electrogénico.

Muy pocos estudios relacionados a los mecanismos de resistencia al cobre en mi-
croorganismos biomineros se han llevado a cabo. En lo que respecta a la principal

bacteria biominera A. ferrooxidans, se ha informado de proteinas que se expresan en
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su superficie cuando se expone al cobre. Ademas, cuando se expone a este metal, A.
ferrooxidans pierde estructuras extracromosémicas, lo que sugiere que si las bacterias
poseen los genes que codifican para proteinas implicadas en la resistencia al cobre,

estas estarian presentes en su genoma. 22336

A continuacién se hard una breve descripcion de los mecanismos de transporte,

tocando con mas detalle la bomba de flujo de salida CBA que es la que nos interesa.

2.3.1. Facilitadores de difusion de cationes (CDF)

Son proteinas que se encuentran distribuidas en los tres dominios de la vida (Bac-
teria, Archaea y Eucariota). Generalmente transportan zinc pero también pueden ex-
pulsar otros cationes como Cadmio, Cobalto, Niquel e incluso Fierro. Las proteinas
CDF son polipéptidos de tamafio mediano (menos de 400 residuos) que poseen seis
segmentos transmembranales (STM), funcionan como homodimeros en la membrana
interna, y expulsan los sustratos al espacio peripldsmico. El transporte de los iones se
asocia con un proceso quimiosmotico que involucra el intercambio con protones en el

cual participan residuos de histidina, aspartato y glutamato.

2.3.2. ATPasas tipo P

Estas proteinas constituyen una superfamilia de transportadores de metales que son
energizadas por la hidrolisis del ATP. Como las proteinas CDF, las ATPasas tipo P
(llamadas asi porque el y-fosfato liberado en la hidrolisis del ATP se une en forma
covalente a la enzima) estan ampliamente distribuidas en los tres dominios de la vida y
sus sustratos son iones como H™, Na*, K*, Mg?", Ca?*, Cu*, Ag", Zn*" y Cd*>*. Este
tipo de ATPasas se localizan en la membrana interna y pueden transportar iones hacia
el interior celular, cominmente iones fisioldgicos como Mg?*, o bien funcionar como
sistemas de expulsion, removiendo metales toxicos al espacio peripldsmico. Al igual

que los transportadores CDF, estas ATPasas deben asociar su funcioén con proteinas de
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la membrana externa (por ejemplo, las porinas) para lograr expulsar el sustrato toxico
hasta el exterior celular.®> En bacterias gram-negativas como Enterococcus hirae la
ATPasa tipo P conformada por las proteinas CopA y CopB encargadas de la expulsion
de cobre es la mas estudiada, este sistema recientemente ha sido caracterizado en A.

ferrooxidans.?

2.3.3. Bomba de flujo de salida CBA

La bomba de flujo de salida denominada también sistema CBA es exclusivo de bac-
terias gram-negativas**. Este enorme complejo proteico funciona como una eficiente
bomba de expulsion que transporta los iones toxicos como iones metalicos, xenobioti-
cos o drogas desde el citoplasma hasta el exterior de la célula bacteriana (a diferencia
de los otros sistemas de expulsion que so6lo translocan su sustrato al espacio periplasmi-
co). Como ocurre con las proteinas CDF, los transportadores CBA funcionan como

antiports quimiosmoticos de cationes y protones. 3%

Estos sistemas quimiosmoticos que intercambian ion/protén estan compuestos por

3 polipéptidos:

= Una proteina de membrana interna (subunidad A) de mas de 1000 residuos de

aminoacidos.
= Una proteina de membrana externa (subunidad C).

= Una proteina de union (subunidad B) conectando las 2 subunidades en el espacio

periplasmico, también llamada proteina de fusion de membrana (MFP)

La subunidad A pertenece a la superfamilia RND, un grupo de proteinas que trans-
portan metales pesados, solutos y factores de nodulacion en bacterias y arqueas, asi co-
mo esteroles en Eucariotas.® Las proteinas RND son proteinas integrales de membra-
nas y el componente central de este tipo de sistemas, actuando como transportado-

res secundarios, utilizando la energia del gradiente de concentracion de la membrana
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citoplasmadtica, a través del antiport de protones (a la vez que sale el sustrato entra
un protén). Estas proteinas confieren especificidad al substrato.”® Por ejemplo los
miembros de la familia de transportadores RND relacionados con el flujo de salida
de metales pesados son muy especificos para sus sustratos y poseen la habilidad de

diferenciar entre iones monovalentes y divalentes.

La subunidad B corresponde al grupo de las proteinas MFP que se agrupan en la fa-
milia de proteinas de flujo de salida periplasmico o proteinas adaptadoras periplasmi-
cas. Mientras que la subunidad C son proteinas factor de membrana externo (OMF)
que abarcan el espacio peripldsmico. Las proteinas OMF a menudo son intercambia-
bles ya que los miembros de la familia OMF podrian funcionalmente sustituir uno por
el otro.** Por el contrario, generalmente los genes que codifican para los componentes
RND y MFP estan transcripcionalmente acoplados, y ocasionalmente asociado con un

gen que codifica para la OMF. %’

Environment

T onee- Vi
LS 1

LI —
ELIT

RND/ABC/MFS/other

Cytoplasm

drugs/other substrates

Figura 2.2: Estructura propuesta del complejo de proteico que incluye: (1) un transpor-
tador de membrana citoplasmatica del tipo RND (blanco), (2) una proteina de fusion

de membrana (MFP; negro) y (3) un factor de membrana externo (OMF, sombreado).'!

Durante el transporte, el substrato inicialmente unido a la proteina RND se transfiere

directamente al componente OMF para exportarlo al exterior. La proteina MFP sirve
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como un enlazador para unir la proteina RND a la proteina OMF, que esta anclada
en la membrana externa y se proyecta a través del periplasma, formando un “tubo

molecular”.

Las bacterias gram-negaticas tipicamente codifican més de un sistema de este ti-
po para substratos especificos, los cuales son requeridos para sobrevivir en sus nichos
ecolgicos.®” Los miembros mejor estudiados de este tipo de transporte han sido los
implicados en resistencia a multiples farmacos (por ejemplo, AcrAB-TolC de E. coli).
Otros microorganismos donde se han encontrado este tipo de sistema son en Pseudo-
monas, Ralstonia, Synechococcus y Salmonella.** En cuanto a los sistemas de resis-
tencia a metales se cree que tienen muchas similitudes en la estructura y la funcion de
estos sistemas.>® Por ejemplo en la actualidad, el sistema Czc de Ralstonia metallidu-
rans es el transportador de metales mejor caracterizado de este tipo, este microorganis-
mo muestra resistencia al Zinc, Cadmio, y Cobalto.** También se tiene al sistema Cus
de E. coli relacionado con la resistencia del cobre, y recientemente se han encontra-
do tres genes relacionados con este sistema en A. ferrooxidans, los cuales son: cusAaf,

cusBaf, and cusCaf. '>?* A continuacion sera descrito el sistema Cus.

Sistema Cus

Se denomina Cus por Cu-sensing o en espafol deteccion de cobre. Este complejo de
transporte, bombea el Cu desde el citoplasma a traves de la envoltura celular al espacio
extracelular usando un gradiente de protones que cruzan la membrana interna, como

fuente de energia. 33383

Este sistema esta compuesto por las proteinas: CusA que pertenece a las proteinas
RND-(Resistencia, Nodulacion, Division celular) antiport de H'/Cu(mecanismo de
acoplamiento de transporte de dos compuestos a través de una membrana en direc-
ciones opuestas), CusB que pertenece a la familia de proteinas de fusion de membrana
(MFP), miembros de la familia de proteinas de fusion de membrana normalmente estan

anclados en la membrana interna con un largo dominio de extension y CusC que es una
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Figura 2.3: Modelo funcional del sistema Cus. Las tres partes de este complejo consis-
ten en la bomba de la membrana interna CusA, la proteina periplasmica CusB y la pro-
teina de membrana externa CusC las cuales forman un canal al espacio periplasmico.
La entrada del cobre puede ocurrir a partir del periplasma (A), a partir del citoplasma

(B) o por la via de la chaperona CusF (C).>*

El sistema Cus, para el caso de E. coli, esta compuesto por dos operones, cusRS
y cusCFBA.#' Las proteinas codificas CusR y CusS activan la expresion del operén
cusCFBA en respuesta a concentraciones elevadas de cobre. El sistema cusCFBA tam-
bién puede ser activado por Plata, aunque en concentraciones mas altas que la obser-
vada para el cobre.®® En este sistema aparte de las proteinas CusC, CusB y CusA se
codifica también la proteina CusF, la cual es una proteina periplasmica de union al
cobre. Se cree que CusF cumple la funcién de chaperona transportando el cobre al

complejo cusCBA vy asi facilita la desintoxicacion de cobre del periplasma.3++?

En lo que respecta a A. ferrooxidans una busqueda bioinformatica en su genoma
mostrd la presencia de al menos 10 genes que estan posiblemente relacionados con la
homeostasis de Cu. De los cuales tres estan relacionados con el sistema de la familia
RND involucrada en la expulsion del Cu fuera de la célula (cusAaf, cusBaf, y cusCaf),

estos tres genes estan contenidos en un operon.'>?*. A, ferrooxidans también posee un
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ORF que codifica para una proteina con 25 % de identidad a la CusF de E. coli pero
con diferente organizacion genomica ya que se encuentra distancialmente localizada

de afcusCBA. %

= Proteina CusC

Hasta la fecha, todas las proteinas, factor membrana externa (OMF) que se han
caracterizado estructuralmente porque son B-barriles de 8 a 22 hebras, que se
insertan en la membrana y ademas son B-cadenas.**** Formando un trimero a
través del cual los solutos se bombean fuera del citoplasma o membrana cito-
plasmatica. La membrana externa de B-barril se ensambla a partir de los tres
monomeros con cada uno aportando cuatro cadenas-f. Los miembros de la fa-
milia OMF se encuentran en la mayoria de las clases de proteobacterias, en las
cianobacterias, espiroquetas, y en las especies de Deinococcus. Estas proteinas

tienen entre 347 a 541 aminoacidos de longitud.

A pesar de la simplicidad estructural de estas proteinas, que realizan una plétora
de funciones biologicas en la membrana externa: OMFs se han identificado como
adhesinas, proteinas arquitect@icas, poros pasivos de difusion, receptores de
sider6foros, canales de flujo de salida, poros de translocacion de proteinas y

enzimas, por ejemplo lipasas, proteasas y palmitoil transferasas. **

CusC es una proteina factor de membrana externo (OMF) que puede asociarse
con una porina en la membrana externa o puede funcionar como un canal a través
de esta membrana, como ha sido postulado para otros miembros de la familia

OMF.*
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Tabla 2.2: Proteinas de la familia de factor de membrana externa (OMF).

Proteina OMF Funcion Fuente HAA
TolC (Eco) Exportacion de drogas Escherichia coli 495
AprF(Pae) Exportacion de proteasa alcalina Pseudomona aeruginosa 481
PrtF(Ech) Exportacion de proteasas Erwinia chrysanthemi 462
CnrC(Aeu) Exportacion de Cobalto/Niquel Alcaligenes eutrophus 481

NceC(Axy)  Exportacion de Cobalto/Niquel/ Cadmio  Alcaligenes xylosoxidans 438

CyaE(Bpe) Exportacion de ciclolisina Bordetella pertussis 474
Czc(Aeu) Exportacion de cobalto/Cadmio/Zinc Alcaligenes eutrophus 345
MtrE(Ngo) Exportacion de multidrogas Neisseria gonorrhoeae 467
OprM(Pac) Exportacion de multidrogas Pseudomona aeruginosa 477
YjcP(Eco) Resistencia al dcido fusdrico Burkholderia cepacia 433
FusA(Bce) Exportacion de multidrogas Burkholderia cepacia 512

#AA®, niimero de aminoacidos en la proteina OMF.

2.4. Bioinformatica

La bioinformatica es la aplicacion a problemas biolégicos moleculares de la mode-
lizacion y simulacion de sistemas dependientes del tiempo y la posicion; corresponde
como tal a una disciplina cientifica que utiliza tecnologia de la informacion para orga-
nizar, analizar y distribuir informacion de Biomoléculas con la finalidad de responder
preguntas complejas. Las herramientas bioinformaticas han nacido de la necesidad de
trabajar especificamente con una gran cantidad de secuencias de DNA y Proteinas que
se encuentran almacenadas en bases de datos; esta informacion se puede utilizar pa-
ra buscar las propiedades de una secuencia, comparandola con secuencias semejantes
con propiedades conocidas o a través de reglas para predecir propiedades de secuencias
nuevas. Y luego de la comparacion, la bioinformatica, a pasado a utilizar los modelos

fisicos y matematicos para describir fendmenos biologicos de indole molecular.

La bioinformatica abarca el uso de técnicas y herramientas utilizadas en tres disci-
plinas separadas; la Biologia Molecular (donde se originan los datos a analizar; genéti-

ca, protedmica, ciencias biomédicas), la Computacion (que proporciona el hardware,
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las vias de comunicacion de los resultados entre investigadores) y el analisis de datos
mediante algoritmos (que entrega los programas y resultados a analizar; para lo que se

necesita de matematica, fisica y estadistica). *¢4’

Ciencias de /\ Bioinformatica
la computacién

Matematicas
y Estadisitica

Ciencias
Biomeédicas

Ciencias
fisicas

Biologia
Molecular

y Genética /

Figura 2.4: La Bioinformatica como convergencia multidisciplinar.

47

Existen varias razones por lo que es adecuada la utilizacion de software libre en
la bioinformatica, entre las que tenemos es que los sistemas operativos libres y sus
programas asociados son en general mas estables y potentes. En misiones de alta exi-
gencia de computo esta diferencia se hace crucial (muchos proyectos que requieren
procesamiento en paralelo se llevan a cabo con software libre), aplicaciones que no
requieren muchos recursos también aumenta el rendimiento considerablemente. Otra
gran caracteristica de los sistemas libres es su flexibilidad. En ellos se puede ajus-
tar absolutamente todo el sistema en funcion de los conocimientos y necesidades del

usuario.

Afortunadamente, en bioinformatica se han desarrollado formatos de archivo mani-
pulables en cualquier sistema operativo, esto debido a que la gran mayoria del software

utilizado en el area se encuentra disponible tanto para plataformas libres como propie-
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tarias.

Los dos métodos de simulaciéon computacional més usados actualmente son el de
la dindmica molecular, que es de cardcter determinista, y el de Montecarlo, que es
de caracter probabilistico. Ambos pueden considerarse como métodos para generar
diferentes configuraciones de un sistema de particulas. Los sistemas estudiados van
desde cientos a miles y ultimamente incluso a decenas de millones de atomos. Los
aspectos estudiados incluyen propiedades estructurales, termodindmicas, mecéanicas y
cinéticas. Los ensambles que se usan en la simulacion son; microcanonico (NVE),

canodnico (NVT), isobarico-isotérmico (NPT) y gran canénico (N, u,E). 48

2.5. Modelado Molecular

En principio, modelado molecular fue el nombre dado a la aplicacion de la mecéanica
molecular para la determinacion estructural; hoy en dia se incluye en los métodos de
la quimica cuantica, y se caracteriza por el uso de técnica graficas para representar la

estructura y comportamiento de las moléculas.

Los desafios que se plantean dedicados al modelado molecular consisten en caracte-
rizar y predecir la estructura y estabilidad del sistema, estimar las diferencias energéticas
entre distintos estados, y explicar, mecanismos y procesos a nivel atdbmico y molecular. El
proposito ultimo (en cuanto a la aplicacion practica) es tratar de eliminar costosos

experimentos en términos econémicos y de tiempo.

Para calcular las propiedades de un sistema molecular se requiere de una estructura
bien definida. Los célculos de propiedades requieren a menudo que las estructuras
utilizadas tengan la energia mas baja posible, aunque a menudo nos interesa estudiar la
manera en que una de dichas conformaciones se transforma en otra. Esto es importante

porque nos permite entender el porqué de determinadas propiedades macroscépicas.

La mayoria de estudios de modelado molecular implica la eleccion del modelo para

describir las interacciones intra e intermoleculares en el sistema. Los dos mas comunes
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son las mecéanica molecular y la mecanica cuantica. Estos modelos permiten calcular la
energia de cualquier arreglo de atomos y moléculas en el sistema, asi como determinar
como esta energia varia al cambiar la posicion de las particulas. Otra etapa es el calculo
de la minimizacion de la energia o una busqueda conformacional. Finalmente el
calculo debe ser analizado no so6lo para calcular propiedades, sino para verificar que

se ha realizado apropiadamente.*’

2.5.1. Mecanica Molecular

La mecénica molecular (MM) es uno de los grandes métodos de calculo disponibles
en la actualidad usados para calcular geometrias moleculares y energias. E1 método
fue desarrollado por Westheimer, Hendrickson, Wilberg, Allinger, Warshel y otros, y
es aplicable a estados electronicos fundamentales. En MM, se ignora el movimiento
electrénico y se calcula la energia de un sistema solo como una funcién de la posicion

3031 considerandose a la molécula como una coleccién de particulas (normal-

nuclear,
mente atomos) unidas por fuerzas armonicas o elasticas (un ejemplo grafico es con-
siderar un modelo de esferas unidas por resortes). Estas fuerzas se pueden describir
como funciones de energia potencial, de modo que a cada aspecto estructural (estira-
miento del enlace (tension), angulos de enlace, diedros, interacciones no enlazantes,
flexion fuera del plano, rotacion interna (torsion), etc), se le puede asignar un tipo de
funcién.>? La suma de estas contribuciones da la energia potencial de la mecanica mo-

lecular (Ilamada también energia estérica). Ademas al conjunto de estas funciones de

energia potencial se le denomina "Campo de Fuerza™.

Una forma funcional para un campo de fuerza que se puede utilizar para modelar

moléculas individuales o conjuntos de atomos y/o moléculas es:
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2.1)

V (rN) denota la energia potencial, la cual es una funcion de las posiciones (r) de
las N particulas (usualmente 4&tomos). Las varias contribuciones son esquematicamente
representadas en la figura de abajo. El primer término de la ecuacion (2.1) es la inter-
accion entre pares de atomos enlazados, modelados aqui por el potencial harménico
que da el incremento en energia como la longitud del enlace 1; que se desvia del va-
lor de referencia l;y. El segundo término es la suma de todos los 4ngulos de valencia
en la molécula, de nuevo modelado usando un potencial harmoénico (un angulo de va-
lencia es el angulo formado entre tres atomos A-B-C en el cual A y C son ambos
unidos a B). El tercer término en la ecuacion (2.1) es el potencial de torsién que mode-
la como la energia cambia cuando el enlace rota. La cuarta contribucion es el término
no-enlazante. Esto es calculado entre todos los pares de 4&tomos (iy j) que estan en di-
ferentes moléculas o que estan en la misma molécula pero separados por al menos tres
enlaces. En un simple campo de fuerza el término no-enlazante es usualmente mode-
lado usando el potencial de Coulomb para interacciones electrostaticas y el potencial

de Lennard-Jones para las interacciones de van der Walls.

interacciones
_ no enlazantes

Figura 2.5: Interacciones méds importantes que se consideran en mecénica molecular.>?
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El método MM a veces se denomina método del campo de fuerza. Los campos
de fuerza se usan no so6lo para célculos de mecénica molecular de moléculas simples
de diferencias de energia, geometrias y frecuencias vibracionales, sino también para
simulaciones de dinamica molecular de liquidos y disoluciones, donde se integra la
segunda ley de Newton para seguir los movimientos de los atomos con el tiempo, en

sistemas que contienen cientos de moléculas.®!

Un atributo clave de un campo de fuerza es la transferibilidad, esto permite a
un conjunto de parametros desarrollarse y probarse en un numero relativamente pe-
quefio de casos para ser aplicado en un amplio rango de problemas. Por otra parte, los
parametros desarrollados a partir de datos en moléculas pequefias pueden ser usados
para estudiar moléculas més grandes como polimeros. >’ Debido a que los célculos de
mecanica molecular son mucho mas rapidos que los célculos mecano- cuanticos, se
pueden tratar sistemas de hasta 10 000 atomos, siendo la mayoria de las aplicacio-
nes en compuestos organicos, pero estan creciendo a compuestos organometalicos y

compuestos de coordinacién de metales de transicion. !

El punto mas delicado en un campo de fuerza es la parametrizacion. La parametriza-
cion consiste en tomar un conjunto de moléculas (de geometria y energia conocidas ex-
perimentalmente) e ir modificando las constantes arbitrarias (parametros) que aparecen
en los diferentes potenciales hasta reproducir lo mejor posible la geometria, energia y
otros valores de ese conjunto de moléculas tomadas como modelo. Posteriormente, una
vez parametrizado el método, se podran predecir propiedades de otras moléculas. En
la parametrizacion es muy importante la eleccion adecuada del conjunto de
moléculas. Si el conjunto es relativamente pequefio, un valor experimental erréneo
puede producir serias distorsiones en los resultados. Esto se puede evitar si se emplean
conjuntos muy grandes con lo cual los errores se promedian y disminuye su

importancia.

Otra caracteristica importante de los campos de fuerza es que cada uno asigna un
numero (codigo) a cada atomo en la molécula segin el tipo al que pertenece y en

funcioén de su nlimero atémico, carga y ambiente molecular. Cada tipo corresponde
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a diferentes caracteristicas y comportamientos. Por ejemplo, algunos de los tipos de
atomos comunmente usados en un campo de fuerzas en compuestos organicos son

carbono sp® (saturado), carbono sp? (doble enlace), carbono sp (triple enlace).

En un calculo de MM se deben especificar no sélo las coordenadas atémicas inicia-
les, sino también la conectividad, es decir, determinar a qué atomo o atomos estd
unido cada atomo de la molécula, de tal manera que se pueda clasificar correctamente
por su tipo, con la finalidad de asignarle los parametros adecuados y con ellos
construir en forma apropiada la expresion matematica por resolver. Esto resulta cada

vez mas sencillo cuando se usa una interfaz grafica para construir la molécula.>?

2.5.2. Campos de Fuerza para Modelamiento Molecular

Actualmente los campos de fuerza pueden ser clasificados en funcion de diferentes
criterios. Atendiendo al origen de los datos utilizados en el proceso de parametrizacion,

se pueden distinguir fundamentalmente dos tipos de campos de fuerza.

1. Campos de Fuerza Experimental: intenta predecir de forma precisa las estruc-
turas moleculares y sus propiedades. Un buen ejemplo son los trabajos de Allin-
ger y colaboradores, que han desarrollado los campos de fuerza; MM1, MM2
(para compuestos orgédnicos de tamano pequefio y medio), MM3 (compuestos
organicos pequefios, polipéptidos y proteinas) y MM4 (version mejorada para
hidrocarburos),>!** los cuales se han parametrizado a partir de datos experimen-
tales de calores de formacion y frecuencias vibracionales. MMX es otro campo
de fuerza de este tipo, mezcla de MM2 y MMP1, anadiendo, este tltimo, térmi-
nos para el calculo de hidrocarburos aromaticos e introduciendo el concepto de
parametros genéricos, para aquellos casos en los que no se tengan datos para

algunos tipos de atomos.

2. Campos de Fuerza Mecanocuanticos: Las constantes de fuerza son obtenidas

mediante calculos ab initio. Un ejemplo es el campo CFF93 (Consistent Force
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Field 93).

También podemos clasificar los campos de fuerza segun para lo que estan disefiados.

1. Generales o Universales: Son campos de fuerza de caracter general. Tal son los
casos de los campos de fuerza UFF (Universal Force Field) y DREIDING, o
bien de GAFF, son validos tanto para el estudio de compuestos organicos como
de compuestos inorgéanicos y estructuras formadas con complejos de metales de
transicion. > Debido a la simplicidad de este tipo de campos de fuerza, no consti-

tuyen un método valido para la determinacion de las frecuencias vibracionales. >

2. Especificos: AMBER, CHARMM y OPLS son los mas representativos de esta
categoria. La forma funcional de estos campos de fuerza es la mas usada para si-
mulacién de proteinas debido a que su relacion eficiencia-exactitud es suficiente-
mente buena para llevar a cabo simulaciones de sistemas con muchas particulas.
Al hacer detallado el modelo, es posible reproducir mayor numero de propieda-
des de las moléculas. También se suelen utilizar en simulaciones de dinamica

molecular.

= AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement): es el mas
popular de los campos de fuerza disefiado para proteinas y acidos nucleicos.
Los parametros de este campo fueron ajustados tanto con datos experimen-
tal obtenidos a partir de microondas, difraccion de neutron y estudios pre-
cisos mecano cuanticos. Estimaciones preliminares de longitud de enlaces
y angulos fueron adoptadas a partir de estudios de difraccion de neutrones
y microondas, y las cargas atomicas fueron obtenidas por ajuste de calculos
mecano cudnticos ab initio. El potencial fue incluido para la descripcion de
puentes de Hidrogeno. El campo de fuerza considera efectos del solvente
implicito usando distancias dependientes de la constante dieléctrica. > Hay
un numero de versiones diferentes de Amber algunas de estas son: Amber

2, Amber 3, Amber para sacaridos, Amber 94 y Amber 96.°”
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= OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations): Es un campo de
fuerza desarrollado a principios de 1980, al igual que el AMBER, el campo
de fuerza OPLS se disend para el estudio de proteinas y acidos nucleicos.
La diferencia fundamental con ¢l radica en la inclusion de parametros para
las interacciones no enlazantes que fueron cuidadosamente desarrollados a
partir de simulaciones Monte Carlo en estado liquido de pequefias molécu-
las. De esta forma, este campo de fuerza es capaz de describir mas adecua-
damente las simulaciones donde se incluye explicitamente al disolvente y
donde las interacciones no enlazantes son particularmente importantes.
Con este proceso de desarrollo, es 16gico que la expresion de la energia
OPLS sea la misma que la utilizada en el método AMBER con la diferencia
de que el término de interaccion por puente de hidr@geno ha sido eliminado.
Los parametros y funciones para los términos de tension, flexion y torsion

son los mismos que los desarrollados en el campo de fuerza AMBER.

2.5.3. Optimizacion geométrica

Cuando empezamos un estudio de modelamiento molecular lo primero que hace-
mos es generar un modelo de la molécula en la computadora para definir la posicion
relativa de los atomos en el espacio por un conjunto de coordenadas cartesianas. Una
geometria razonable y fiable inicial, determinara la calidad de las siguientes investi-
gaciones. Esta puede ser obtenida a partir de varias fuentes. Los tres métodos basicos

para la generacion de estructuras moleculares 3D son:

1. Uso de base de datos de cristalografia de rayos-X.
2. Compilacion a partir de libreria de fragmentos con geometrias estandar.

3. Dibujo simple de 2D de estructuras.

Estos modelos generados en 3D de una molécula no tienen una geometria ideal; por

lo tanto, la optimizacién de la geometria debe ser desarrollada subsecuentemente. >
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La optimizacion geométrica por métodos de mecanica molecular tiene como objetivo
encontrar un minimo local de la energia V. Debido a que V posee una expresion analiti-
ca, la primera y segunda derivadas de V pueden ser evaluadas analiticamente, lo cual
facilita la minimizacién de la energia. Este proceso predice la geometria de equilibrio

del conformero en estudio.

Se debe hacer énfasis en que el valor numérico de la energia de equilibrio del
conférmero no tiene un significado fisico por si mismo. El nivel cero de V corres-
ponde a la molécula ficticia, en la cual todas las longitudes de enlace y los angulos
tienen su valor de referencia y donde las interacciones torsionales, de Van der Waals y
electrostaticas estan ausentes. Se han construido muchos programas de mecamica mo-

lecular con métodos de busqueda que localizan muchos conformeros de baja energia.

51

Minimizacion de la Energia

En modelamiento molecular se busca los puntos minimos en la superficie de
energia. Los arreglos de menor energia de los a&tomos corresponden a estados estables
del sistema, algun movimiento lejos del minimo da una configuracion con una alta
energia. Puede haber un gran numero de minimos en la superficie de energias. El

minimo mas bajo serd conocido como un minimo de energia global.

La minimizacion de un modelo es hecho en dos pasos. Primero, la expresion de la
energia (una ecuacion describiendo la energia del sistema como una funcién de sus
coordenadas) debe ser definida y evaluada para una conformaciéon dada. Luego, la
conformacion es ajustada para bajar el valor de la expresion de la energia. Un minimo
puede ser encontrado después de un ajuste o puede requerir muchas miles de iteracio-
nes, dependiendo de la naturaleza del algoritmo, la forma de la expresion de la energia,
y el tamafio del modelo. Esto quiere decir que la computadora hace pequefios cambios
en la posicion de todos los atomos y calcula la energia después de cada movimiento.

El movimiento es mantenido si la energia es baja, de lo contrario el &tomo es
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retornado a su posicion original. Este proceso es repetido muchas veces hasta que un
minimo de energia se alcanza. Un ciclo completo, donde cada atomo se mueve una
vez, es llama- do un paso de minimizacion. Miles de pasos pueden ser necesarios para

encontrar una estructura razonable para una molécula. %>’

El punto alto en el camino entre dos minimos es de especial interés y es conoci-
do como un punto de silla (saddle point. Ambos puntos minimos y puntos de silla son
puntos estacionarios en la superficie de energia, donde la primera derivada de la

funcidn energia es cero con respecto a todas las coordenadas.

El problema de minimizacion puede ser formulado de la siguiente manera: Dada una
funcién f que dependa de una o dos variables independientes X, X, . . . X;, encontrar
los valores de las variables para que f tenga un valor minimo. En un punto minimo
la primera derivada de la funcion con respecto a cada una de las variables es cero y la

segunda derivada son todos los valores positivos.

of o*f
— A > 0 2.2
OX; R 0%X; (2.2)

La funcién de mayor interés para nosotros es la de energia con respecto a mecanica
molecular con las variables x; de las coordenadas cartesianas o internas de atomos. Las
minimizaciones de mecanica molecular son casi siempre desarrolladas con coordena-
das cartesianas en donde la energia esta en funcion de variables 3N. Para funciones
analiticas, el minimo de una funcion puede ser encontrada usando métodos de calculos
estandar. Sin embargo, esto no es posible para sistemas moleculares debido al comple-

jidad en la que la energia varia con las coordenadas.

La energia potencial minima se localiza usando métodos numéricos, que gradual-
mente cambian de coordenadas para producir configuraciones con energia cada vez

mas baja, hasta que se alcanza la energia minima.

1. Métodos de Minimizacidon Derivativa

Las derivadas mejoran la informacion que puede ser muy util en minimizacion
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de energia, ademas las derivadas son usadas por los métodos mas populares de
minimizacion. La direccion de la primera derivada de la energia (el gradiente)
indica donde el minimo se encuentra, y la magnitud del gradiente indica la in-
clinacion de la pendiente local. La segunda derivada indica la curvatura de la
funcion, informacion que puede ser usada para predecir donde la funciéon cam-

biara de direccion.

a) Métodos de la primera derivada

= Steepest Descent: La energia es calculada para la geometria inicial
y denuevo cuando uno de los atomos ha sido movido en un pequeiio
incremento en una de las direcciones del sistema de coordenadas.
Este proceso puede ser repetido para todos los atomos, los cuales son
finalmente movidos a la nueva posicion cuesta abajo de la superficie de
energia. El procedimiento se detendra si la condicion de minimo pre-
determinada es cumplida. El proceso de optimizacion es lento cerca
del minimo, por eso el método del steepest descent es frecuentemente
usado para estructuras lejanas del minimo. Este es el método mas pro-
bable para generar estructuras de baja energia de datos critalograficos
refinados pobremente. En muchos casos, estd minimizacion es usada
como una primera aproximacion y una corrida introductoria seguida
por una subsecuente minimizacion usando un algoritmo mas avanzado
como gradiente conjugado.
Este método se mueve en una direccion paralela a la malla de fuerza,
que en una analogia geografica, seria como caminar directamente coli-
na abajo. Al moverse en la direccion contraria del gradiente, la energia
disminuye rapidamente, por ello este algoritmo es eficiente para opti-
mizar configuraciones de alta energia. Teniendo definida la direccion
por la cual moverse, es necesario decidir cuan lejos se puede mover a
lo largo de la gradiente. La ventaja es que algoritmo es muy simple, y

solamente requiere el almacenamiento del vector gradiente.
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Figura 2.6: Busqueda lineal es usada para localizar el minimo en la funcién en la

direccion del gradiente

= Gradiente Conjugado: El método del gradiente conjugado acumula
la informacidon acerca de la funcion de una iteracion a la siguiente. Con
este procedimiento, el reverso del progreso hecho en una iteracion tem-
prana puede ser evitado. Para cada paso de minimizacion, el gradiente
es calculado y usado como informacién adicional para computar el
nuevo vector direccion del procedimiento de minimizacioén. Asi cada
paso sucesivo continuamente refina la direccion hacia el minimo.
En el gradiente conjugado, los gradientes de cada punto son ortogo-
nales pero las direcciones son conjugadas, a diferencia del steepest
descent que ambos; el gradiente y la direccion de pasos sucesivos son
ortogonales. El método del gradiente conjugado, esencialmente, com-
bina la informacion obtenida del vector gradiente con la informacion
acerca del vector gradiente de iteraciones previas. Lo que hace el méto-
do es calcular la nueva direccién de busqueda utilizando una combi-
nacion lineal del gradiente en la etapa considerada y el de la etapa
anterior.
El esfuerzo computacional y los requerimientos de almacenaje del
método del gradiente conjugado son mayores que en el steepest des-

cent pero el gradiente conjugado es el método de eleccion para siste-
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mas grandes. El mayor gasto computacional total para la mayor efi-
ciencia y el largo tiempo por iteracion son mas que compensados por

la mayor eficiencia.
b) Método de la segunda derivada

= Newton-Raphson: el método de la segunda derivada mejora la in-
formacion de la curvatura de la funcion para identificar la direccion de
busqueda, lo que permite predecir donde la funcion pasa a través de un
minimo. La eficiencia del método de Newton-Raphson se incrementa a
medida que la convergencia se aproxima. El esfuerzo computacional y
los requerimientos de almacenaje para calculo de sistemas grandes son
desventajas de este método. Para estructuras con alta tension, el pro-
ceso de minimizacioén puede llegar a ser inestable, asi la aplicacion de
este algoritmo es limitada por problemas donde la rapida convergencia
de una geometria preoptimizada en un minimo extremadamente preci-
so se requiere. El método Newton-Raphson es el mas adecuado para
moléculas pequeiias (usualmente menos de 100 atomos o menos). Ya
que este metodo calcula la matriz Hesiana esto puede ser computacio-
nalmente demandante para sistemas con muchos atomos y también
puede requerir una cantidad significante de almacenaje. %% Este
calculo puede ser potencialmente una operacion que consume tiem-
po representando esto una desventaja significante para los métodos
derivativos de la segunda derivada como Newton-Raphson. Ante esto

surge el método Quasi-Newton el cual sera explicado a continuacion.

2. Quasi-Newton: Este método también conocido como método de la métrica va-
riable, gradualmente construye el inverso de la matriz hesiana en iteraciones su-
cesivas. En cada iteracion k, las nuevas posiciones Xy, son obtenidas a partir de

las posiciones actuales x;, el gradiente g, y la aproximacién actual de la matriz
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Hesiana inversa H; :

Xk+1~— Xk — Hk £k (23)

Esta linea de busqueda es desarrollada a lo largo del vector x,+; — x;. Habien-
do movido a la nueva posicion x,;, H es actualizado a partir de su valor en
el paso previo de acuerdo a la formula dependiente del método especifico que
se utiliza. Los métodos de Davidon-Fletcher-Powel (DFP), Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) y Murtaugh-Sargent (MS) son los mas comunes de

este tipo.

Método Quasi-Newtoniano I-bfgs:  Este método quasi-Newton constituye un
procedimiento mas sofisticado para la minimizacion sin restriccion con memoria
limitada. ®® El término memoria limitada procede del hecho de que se almacena
una aproximacion de rango bajo de la inversa de la matriz hessiana, en lugar de
la matriz completa. Cada iteracion del algoritmo es una busqueda a lo largo de
una recta, cuya direccion se calcula a partir de la matriz inversa aproximada del
hessiano. La funcion objetivo decrece siempre tras cada busqueda exitosa a lo

largo de la recta. !

En este método realmente no se calcula el hessiano ni su inversa, sino que se va
construyendo una aproximacion a ¢l teniendo en cuenta los pasos anteriores de

la minimizacion. %

2.5.4. Dinamica Molecular

La dindmica molecular (DM) es un campo multidisciplinario®. Sus leyes y teorias
provienen de las matematicas, fisica y quimica. Emplea algoritmos de las ciencias de
la computacion y teoria de la informacion. Permite entender a los materiales y las

moléculas no como entidades rigidas, sino como numéricas.

Es una técnica que permite simular el movimiento de un sistema de particulas y

puede aplicarse por igual a sistemas de distintos tamafios. Lo esencial para la simula-
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ciéon en DM es conocer los potencial de interaccion de las fuerzas entre moléculas o

particulas y las ecuaciones de movimiento que rigen su dindmica.

Las simulaciones en dindmica molecular se inician con el conocimiento de la
energia del sistema como una funcién de las coordenadas atdmicas. La superficie de
energia potencial determina la estabilidad relativa de las diferentes estructuras

posibles, estables o metaestables.

Las simulaciones de DM calculan el movimiento de moléculas individuales de soli-
dos, liquidos y gases. La idea clave aqui es el movimiento, el cual describe como las
posiciones, velocidades, y orientacion cambian con el tiempo. En efecto, la DM cons-

tituye una pelicula que sigue a las moléculas. %

Una simulacion en dindmica molecular requiere:

1. Estructura inicial: La estructura a utilizar podra determinarse a partir de los datos
experimentales o con la definicion de una estructura de minima energia mediante

un analisis de busqueda conformacional.

2. Temperatura/energia: La energia de la estructura depende de la temperatura del

sistema, y se divide entre energia potencial y cinética.

3. Tamafio del paso: La trayectoria de las particulas es discreta en el tiempo. Nor-
malmente se elige un paso de tiempo suficientemente pequefio (p.ej. 1 femtose-

gundo) para evitar errores numericos.

4. Duracion de la simulacion: depende de la informacion requerida.

5. Otro parametro que podria considerarse es la presion. **-°

La DM se basa en la segunda ley del movimiento de Newton, F=ma, donde F es
la fuerza ejercida sobre una particula, m es su masa y a su aceleracion. Conociendo la
fuerza ejercida sobre cada 4tomo es posible determinar su aceleracion en el sistema.

La integracion de las ecuaciones del movimiento, producira entonces una trayectoria
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que describe las posiciones, velocidades y aceleracion de las particulas en funcion del
tiempo. A partir de esta trayectoria, se pueden determinar los valores promedio de
las propiedades del sistema. El método es deterministico: una vez que se conocen las
posiciones y velocidades de cada atomo, se puede predecir el estado del sistema para

cualquier valor del tiempo.

El método consiste en la resolucion del sistema de ecuaciones diferenciales dada

por la segunda ley de Newton:

= ;. para 1=1,...N (2.4)

donde m; y & son la masa y posicion (coordenadas) de la particula i, y la fuerza

viene expresada en funcion del gradiente de la energia potencial V (v, &, ..., Iy ):

—

Ji=—=V.,V (2.5)

El resultado de la integracion nos dard informacion sobre como varian las posicio-
nes y velocidades de las particulas del sistema en funcion del tiempo, a lo cual se le

denomina trayectoria. >

2.5.5. Meétodos de calculo con disolvente

De manera general, existen dos modelos teéricos para tener en cuenta el efecto del
disolvente. Uno, trata el disolvente de forma explicita; y el segundo modelo, que lo que

hace es considerado de forma implicita.

1. Disolvente explicito: En la simulacion, sus moléculas se sitian alrededor del

soluto.

2. Disolvente implicito: Los modelos con solvente implicito proponen una mane-
ra eficiencia de representar los efectos electrostaticos de las moléculas solventes,

mientras ahorran una gran parte de los calculos involucrados. Este modelo ofrece
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varias ventajas en comparacion con la solvatacion explicita, incluyendo la elimi-
nacion de la necesidad del equilibrio del agua alrededor del soluto, y la ausencia
de la viscosidad, lo cual permite a la proteina explorar mas rapido el espacio

conformacional.

En general, un tratamiento implicito de solvatacion considera la influencia
media del solvente a través de la estimacion directa de la energia libre de
solvatacion, definida como el trabajo reversible necesario para transferir el
soluto en una configuracion del vacio para la solucion. Este modelo también es
conocido como “modelo continuo”, un modelo continuo es aquel en el que el
numero de grados de libertad de las particulas se describen de forma continua,

normalmente por una funcioén de distribucion.

En el modelo continuo un concepto basico es la cavidad que consiste en colocar
una molécula de soluto (o unas pocas) en una cavidad hueca, inmersa en un
medio dieléctrico continuo que imita el disolvente. La fisica de la interaccion
electrostatica soluto-disolvente es simple. La distribucién de carga del soluto
dentro de la cavidad polariza el medio continuo dieléctrico, el cual a su vez
polariza la distribucioén de carga del soluto. Este es un proceso autoconsistente

que ha de resolverse numéricamente mediante un proceso iterativo.

Son varios los métodos que existen, sin embargo una revision exhaustiva de los
mismos queda fuera del alcance de este tesis por lo que nos limitaremos al mo-

delo generalizado de Born que es el que aplica el programa usado para la DM. 32

= Modelo de Born Generalizado (BG): este modelo es un aproximado de
las interacciones ion-disolvente, considerando al disolvente como un con-
tinuo de alta constante dieléctrica y provisto de cavidades de constante

dieléctrica menor, donde los atomos del soluto estan dispuestos.

Para obtener el potencial electrostatico ¢ del modelo de dos dieléctricos,
con una carga posicionada en el interior de la cavidad de la constante

dieléctrica menor, se debe resolver la ecuacion de Poisson:
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Ve (NVe(r)] = — 4mp(r) (2.6)

donde p es la distribucion de carga. La constante dieléctrica vale €;, en el
interior de la cavidad donde se encuentran las moléculas del soluto y €., en
el exterior de la cavidad. Para el soluto en el gas se tiene €., = 1, en cuanto
que para la solucién acuosa €., = €, la constante dieléctrica del agua.
Para el caso de un tnico ion de radio a y carga g, los potenciales pueden
ser calculados analiticamente y un componente electrostatico de la energia

libre de solvatacion es dado por la conocida formula de Born:

AGBOTTL - —(1 - —) (27)

El modelo BG es capaz de reproducir relativamente bien la estructura y
la energia de solvatacion de diversas clases de moléculas. Esos parametros
son desarrollados comparando la estructura del soluto observada utilizando
modelos de solvatacion explicita, y su energia libre de solvatacion

obtenida a través de las soluciones numéricas de la ecuacion de Poisson.

52,66

2.5.6. Mecanica Estadistica

La mecénica estadistica es una disciplina cientifica que pretende predecir las pro-
piedades macroscopicas (entropia, capacidad calorifica, tension superficial, viscosidad
... ) de un sistema a partir de las propiedades moleculares (geometria molecular,
inter- acciones intermoleculares, masas moleculares . . . ), en otras palabras nos
proporciona el nexo de union entre la descripcion mecanica (cudntica o clasica) y

termodinamica de un sistema macroscopico.

El objetivo de la mecanica estadistica es derivar todas las propiedades de equilibrio
de un sistema molecular macroscopico a partir de las leyes de dindmica molecular; no

solo las leyes generales de la termodinamica sino también las funciones termodinami-
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cas especificas de un sistema dado. Sin embargo, la mecanica estadistica, no describe
como el sistema se aproxima al equilibrio. Se limita a indicar que la situacion de equi-

librio es para un sistema dado.®’

El estado termodindmico de un sistema se define normalmente por un pequefio con-
junto de parametros, como por ejemplo la temperatura T, la presion P y el numero de
particulas N, pudiéndose derivar, de éstos, el resto de propiedades termodinamicas. Por
otra parte, el estado microscopico de un sistema se define por las posiciones atdmicas
~r y sus momentos p~, las cuales se consideran coordenadas en un espacio

multidimensional denominado espacio de fase.

El desarrollo de la mecanica estadistica depende del calculo de la probabilidad de
una distribucion particular de puntos en el espacio y el calculo del promedio de pro-
piedades a partir del conocimiento de muchas distribuciones probables. Estos célculos

son basados en dos axiomas de mecanica estadistica.

= Axioma I: El estado de equilibrio es el estado més probable. El estado mas pro-

bable es el cual da el maximo niimero de estados en una distribucion particular.

= Axioma II: Las propiedades de equilibrio son las propiedades promedio del
sistema asumidas en un tiempo infinito. La termodindmica estadistica esta basa-
da en el principio que las propiedades termodindmicas son el promedio de las
propiedades moleculares, y ella establece un régimen para el calculo de estos

promedios. 8

Habitualmente la mecanica estadistica se divide en dos partes:

= [a mecdanica estadistica de no equilibrio dedicada al estudio de los fendémenos

de transporte (de calor, materia ... ) y de las reacciones quimicas.

= [amecdanica estadistica de equilibrio (o termodinamica estadistica) que se

ocupa de sistemas en equilibrio termodinamico.
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Nos enfocaremos en la termodinamica estadistica ya que los sistemas en equilibrio
son los que nos interesan para esta tesis. Siendo su postulado fundamental que todos
los microestados posibles de un conjunto aislado son igualmente probables. El nimero
de microestados igualmente probables que corresponde a un determinado macroestado
k se denomina probabilidad termodinamica W, del macroestado. El niumero total de
posibles microestados €2 de un conjunto o probabilidad termodindmica del conjunto es

igual a la suma de todas las probabilidad termodindmicas de cada macroestado:

0=3"w 28)
ke

1. Funcion de particion: La funcidon de particion o suma sobre estados es una
formula matematica que expresa una suma de factores de probabilidad de los
diferentes microestados. Los términos de esta suma regulan el modo como se
distribuyen las particulas del colectivo en los diferentes microestados. La fun-
cion de particion es la herramienta matematica principal de la termodinamica
estadistica. A partir de ella se obtiene toda la informacion termodinamica sobre
el sistema.® La funcion de particion se obtiene a partir de la distribucién de la

estadistica de Maxwell-Boltzman.

La funcion de particion se representa por Z,

E .
7= Z g; exp kB"”T (2.9)
7

La funcidn de particion depende so6lo de la temperatura T y de los parametros

que determinan los niveles de energia.

2. Ensambles estadisticos: Se denomina ensamble al conjunto de todos los po-
sibles sistemas que tienen diferentes microestados, pero que tienen un mismo
estado termodinamico macroscopico. Cada ensamble esta asociado con una fun-

ciéon matematica que puede ser usada para extraer valores de las propiedades
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termodinamicas del sistema.”® De acuerdo con la relacion del sistema con el

universo, uno de los tres tipos generales de ensambles deberian ser usados.

= Ensamble microcanonico: considera que cada sistema aislado, el cual tiene

como requisito de que todos los sistemas tienen que tener la misma energia.

= Ensamble candnico: describe un sistema en equilibrio termodindmico con
su entorno. Se deberia tener como Unico intercambio de energia, el calor

intercambiado con el exterior.

= Ensamble grancanonico: usado para sistemas abiertos donde el volumen
y la temperatura son los mismos, lo que quiere decir que la materia es
capaz de intercambiarse entre los sistemas; la composicion de cada sistema
individual fluctuara, pero ahora el potencial quimico serd el mismo para

todos los sistemas.

Ensamble candnico: Considera que todos los sistemas cerrados idénticos pue-
den estar en contacto térmico con cualquier otro, de forma que pueden intercambiar
energia. La energia total de todos los sistemas es E y puesto que estan en equilibrio
térmico, tienen la misma temperatura T. Algunas configuraciones seran mucho mas
probables que otras. La cantidad Q, que sera funcion de la temperatura, se llama fun-

cién de particion. canénica.’!

Q=3 exp ™, f=1r (2.10)
J
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Equipos y Software

Dentro de los requerimientos para poder realizar la parte computacional, necesita-

remos los siguientes equipos:

3.1.1. Hardware

Computador Lenovo IdeaPad Z570. INTEL 17-2670M 2.2GHz(3.1GHz ¢/TB)/4GB-
DDR3/HD750GB

3.1.2. Bases de Datos

1. NCBI (National Center for Biotechnology Center): Es una base de datos almace-
na y actualiza constantemente la informacion referente a secuencias gendémicas,
articulos cientificos referentes a biomedicina, biotecnologia, bioquimica,
genética y gendmica, una recopilacion de enfermedades genéticas humanas,
ademas de otros datos biotecnologicos de relevancia en diversas bases de datos.
Todas sus bases de datos estan disponibles en linea de manera gratuita, y son

accesibles usando el buscador Entrez (www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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2. PDB (Protein Data Bank): Es una base de datos de la estructura tridimensional
de las proteinas y 4acidos nucleicos. Estos datos, generalmente son obtenidos
mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear. Estan bajo
el dominio publico y pueden ser usados libremente; (www.pdb.org/pdb/home-

/home.do).

3.1.3. Software

El Sistema Operativo utilizado en esta investigacion es Linux, distribucion Ubuntu

11.04.

1. Gromacs 4.5.5.: es un paquete de dindmica molecular disenado para la simula-
cion de moléculas bioquimicas tales como las proteinas, los lipidos y los acidos

nucleicos. Es un software libre. Disponible en www.gromacs.org.

2. Molden 5.0.: es un programa usado como interfaz grafica, que permite el pro-
cesamiento de las estructuras moleculares y electronicas, se puede visualizar los
resultados de densidades electronicas y orbitales moleculares.

Disponible en www.cmbi.ru.nl/molden

3. Chimera 1.6.: es un programa altamente extensible para la visualizacion inter-
activa y el analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, incluyendo
mapas de densidad, secuencia de alineaciones, resultados de acoplamiento, tra-
yectorias, y conjuntos de conformacion. Ademas se pueden generar imagenes de

alta calidad y animaciones. Dispobible en www.cgl.ucsf.edu/chimera

4. APBS 1.3.: es un paquete de software para el modelado biomolecular de solva-
tacion a través de la solucion de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PBE), uno
de los modelos continuos mas populares para describir las interacciones elec-
trostaticas entre solutos moleculares en medios salinos y acuosa.

Disponible en www.poissonboltzmann.org/apbs
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5. Grace 5.1.22.: es una herramienta para hacer ploteos de dos dimensiones de
datos numéricos. Este programa es un software libre

Disponible en http: //plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/

6. Programa para armar el trimero. Desarrollo propio, en el programa se trabajo con

los siguientes conceptos:

= Rotacion de coordenadas: El vector r es un objeto geométrico independien-
te del sistema de coordenadas. Dejamos a r en dos sistemas diferentes, uno
rota en relacion al otro. Considerando el caso de dos dimensiones, si las
coordenadas X,Y son rotadas en sentido contrario a través del angulo ¢,
manteniendo r fijo, conseguimos la siguientes relaciones entre los com-

ponentes resueltos en el sistema original y esto resuelve el nuevo sistema

rotado’%:
x’ =xCosdp +ySendp y = —xSenp + yCosd 3.1
¥
v
RN v

A

A" |

v ebd’bﬂ? Q%’\ifﬂi

) Ny

Figura 3.1: Rotacion de coordenadas.

= Simetria molecular: es la simetria de la estructura formada por los dife-
rentes nucleos de la molécula en su posicion de equilibrio. Otro concepto
importante en este punto es operacion de simetria, que es aquella transfor-
macién de un cuerpo de tal manera que la posicion final es indiscernible

con respecto a la inicial, las operaciones de simetria tipicas son las
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rotaciones e inversiones. Existe un elemento de simetria correspondiente a
cada operacion de simetria, que es el punto, la linea o el plano respecto al

que se aplica la operacion de simetria. !

3.1.4. Servidores online

1. Aplicaciéon online ROBETTA Server: Este servicio es ofrecido por el laborato-
rio Baker y se encuentra disponible en http : //robetta.bakerlab.org/, propor-
ciona herramientas para la prediccion de estructura de proteinas, realizando un
analisis de las cadenas de proteinas en los dominios putativos haciendo uso de

los siguientes métodos: >

= Protocolo Ginzu: intenta determinar las regiones de una cadena de pro-
teina que se plegara en unidades globulares, llamados ”dominios”. Se ana-
liza la secuencia de la cadena de proteina con métodos sucesivos de detec-
cion para determinar algunos homdogos con estructuras determinadas ex-
perimentalmente, como el PDB-BLAST. Después que los homoélogos son
identificados, la busqueda de las demas regiones se hace con HMMER con-
tra el Pfam; una base de datos de la familia de proteinas. Por ultimo, la
alineacion de secuencias multiples PSI-BLAST se utiliza para asignar las
regiones de mayor probabilidad de poseer un dominio contiguo basado en
secuencia de las agrupaciones. El ultimo paso consiste en seleccionar los
puntos de corte entre los dominios (y, posiblemente, la definicion de nuevos
dominios basados en los fuertes puntos de corte para los tramos restantes
de la secuencia que no lo ha combinado con un homologo de una estructura

o Pfam) utilizando el PSI-BLAST MSA.7

= Calculos de Ab initio: Constan de tres etapas: aproximacion a la estructura
molecular, optimizacioén para encontrar la geometria de energia minima y

céalculo frecuencias. 7>
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= Modelado por homologia: Generalmente, el proceso de obtencion de un
modelo proteico virtual a trave’s de la ejecucion de la estrategia de mode-
lado por homologia involucra cuatro etapas principales: busqueda de pro-
teinas homologas, alineamiento de las secuencias, construccion y optimi-

zacion de los modelos, y validacion de los mismos. 7

2. Aplicacién online MolProbity: es un servicio que ofrece la validacion de la ca-
lidad para las estructuras tridimensionales (3D) de proteinas, acidos nucleicos y
complejos, (disponible en molprobity.biochem.duke.edu/), este servidor onli-

ne realiza un diagrama de Ramachandran, el cual sera explicado a continuacion:

Este diagrama es una herramienta util en el analisis estructural cuantitativo de
las conformaciones de proteinas que representa los valores permitidos de los
angulos de rotacion ¢ y v, estos valores corresponden a los dos angulos dihedros

definidos entre enlaces peptidicos colindantes.”’

Ramachandran, un cientifico hindu, uso modelos de pequefnios polipéptidos para
variar sistematicamente estos angulos con el objeto de encontrar conformaciones
estables. Para cada una de las conformaciones, la estructura fue examinada para
detectar los contactos cercanos entre los atomos. Los atomos fueron considera-
dos como esferas rigidas con dimensiones correspondientes a su radio de van der
Waals, por lo tanto, los dngulos que causaban una colision de las esferas corres-
pondian a angulos prohibidos y correspondian a conformaciones no permitidas

de la cadena polipeptidica.

En este diagrama vemos que el eje horizontal son los valores de phi (¢), mientras
que el eje vertical muestra los valores de psi (y). Las zonas blancas correspon-
den a regiones que son no permitidas para todos los aminodacidos, excepto para
Glicina, el cual es el unico aminoacido que no presenta cadena lateral. Las regio-
nes rojas corresponden a conformaciones donde no hay impedimentos, es decir
estas son zonas favorecidas llamadas conformaciones a-hélices y hojas-f3. Las

zonas amarillas muestran las regiones permitidas. También tenemos una region
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Figura 3.2: Diagrama de Ramachandran caso general.

que corresponde a una hélice con giro hacia la izquierda, los L-aminoacidos no
pueden formar una hélice con giro a la izquierda pero ocasionalmente residuos
individuales pueden adoptar esta conformacion, estos residuos generalmente son
glicina pero también pueden ser asparragina y acido aspartico en los que la ca-
dena lateral forma un puente hidrogeno con la cadena principal y asi estabiliza

esta conformacion desfavorable.’®

3. Servidor PDB2PQR: es un servicio que permite obtener a partir del archivo .pdb,
los archivos necesarios para el calculo del potencial electrostatico, disponible en

http : //nbcr—222.ucsd.edu/pdb2pqr;,8/.

3.2. Busqueda de las secuencias usadas para las

simulaciones

Para la siguiente investigacion se usd la base de datos del NCBI, por ser la base
de datos mas completa en la actualidad, referente a secuencias de nucledtidos y pro-
teinas. De estos sitios se obtuvo la secuencia de la proteina CusC de Escherichia
coli y Acidithiobacillus ferrooxidans. Ambas secuencias se obtuvieron en formato

FASTA.
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3.3. Obtencidén de las estructuras secundarias

Se busco en la base de datos PDB, por ser la principal base de datos de estructu-
ras tridimensionales de proteinas, en estd base encontramos la estructura secundaria
de la proteina CusC de Escherichia coli la cual fue obtenida experimentalmente por

critalografia de rayos X. El formato de este archivo es .pdb.

En el caso de la proteina CusC de Acidithiobacillus ferrooxidans se trabajo con el
servidor online Robetta, se coloca en este servidor la secuencia de la proteina CusC
de Acidithiobacillus ferrooxidans en formato FASTA. Las estructuras luego de que el
servidor realiza el andlisis, se encuentran en formato .pdb. Este formato es un estandar

para archivos que contienen coordenadas atémicas.

§“9?FTT" s

ucture Prediction Server

tructure Prediction Fragment Librarie Alani anni DNA Interf 1
[ Qunua 1 [ Suhmﬂ 1 [Queue ][ Suhmll] [Queua ][ Submit ] [ Qusue ] [ Suhm.ll ]
[ Register / Update ][ Docs /FAQs ][ Logout ] hadar

Submit a job to the Server
Required

Prediction Type: @ Ginzu : Domain Prediction
3-D Model : Full Prediction (available after Ginzu completes)

Registered Username: Reqistered Email Address:

|hadar o |
Targel Name:

|Cust

Paste Fasta TRANSLATE DNA TO AA

MYTTIRGCLTPPAWGGICE _ﬂﬁyultsmeS[WﬂIﬂLﬁKﬂﬂﬁLﬁﬂlﬂw
\EW&‘MN@HW LOAANLPLNSF SMNOOOMSMLAVGLSOTEPSFOKLOLKGOO

ADAAADTLAGOSAELN] LLMQLYAWQE.\TLWEQL SVOAALALYR:
WWKWMQIMEMD&MWUNWWQ
LVOAEARLSGOPLLRAADAQTRAADVGVEYAKRGYWPENTVSYDYGODEYPGSPHLSAG] |
(¥DLELETEPCHRIDOOVAMAARAL RAQYRYDOOHL AMTOOVRANE ARYVALKTELERTD! ~|

or Upload Fasta: Examinar...

Figura 3.3: Imagen del servidor Robetta donde se copia la secuencia FASTA.

3.4. Minimizacién de las estructuras

Para estos pasos se usa el software GROMACS 4.5, el cual se puede descargar
de la pagina http: //www.gromacs.org, donde también se encuentra su modo de

instalacion, este programa se trabaja en la terminal.
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1. Una vez que tenemos los archivos con las estructuras secundarias de las proteinas
en formato .pdb, se procede a limitar el sistema, para esto usamos el comando
editconf , este nos permite colocar la proteina en una caja y darle un tamafio
adecuado (unidades en nm), lo suficientemente amplia para que la proteina pueda

moverse.
= editconf-box 20 20 20 -c -f molecula.pdb -o molecula-caja.pdb

Luego de poner las proteinas dentro de sus cajas, el siguiente paso es prepararlas

para la minimizacion de energia.

2. Se usa el comando pdb gmx, el cual nos permite escoger el campo de fuer-
za, crear los archivo con la topologia de la proteina (.top y .itp) y convierte el
formato .pdb a formato (.gro) que contiene las coordenadas por atomos de las

proteinas, el cual es compatible con el software GROMACS.

= pdb2gmx -ignh -f molecula-caja.pdb -p molecula.top -0 molecula.gro -i

molecula.itp

3. El siguiente comando es grompp, aca necesitamos el archivo .mdp, el cual con-

tienen los parametros que se necesitan para la minimizacion.
= grompp -f minimia.mdp -¢ molecula.gro -p molecula.top -o molecula.tpr

4. Para que el programa empiece el célculo se utiliza el comando mdrun, median-
te el cual se puede obtener los archivos necesarios para monitorear el calculo

usando un visualizador como Chimera.

= mdrun -nice 0 -v -s molecula.tpr -o molecula.trr -c molecula-minima.gro

Las pautas para la construccion del archivo .mdp se encuentran en el manual del
GROMACS, " y una muestra de como es este archivo se encuentra en la pagina web del
GROMACS, http : //manual.gromacs.org, seguidamente describiremos los parame-

tros que se consideran en estos archivos.
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= Preprocesamiento: se definen los directorios que usara el software.

= Control del célculo: especificamos el tipo de calculo, en este caso minimizacion

tipo 1-bfgs.
= Energia de minimizacion: nimero de pasos, tamafo de los pasos.
= Control de salida: los archivos que se obtendran al finalizar el célculo.

= Busqueda de vecinos: se refieren a las parametros de los limites de la caja de la

molécula.

3.5. Dinamica molecular de las estructuras

Continuando con el uso del software GROMACS 4.5, se busco la estabilidad de las
estructuras de las proteinas realizando una simulacion de dindmica molecular, utilizan-

do el ensamble candnico.

El procedimiento para la simulacion de dinamica molecular, es muy parecido al de

minimizacion.

1. Se procede a limitar el sistema mediante el comando editconf para generar una
caja. Para la dindmica molecular, se puede utilizar una caja de gran tamafo de
estd manera la proteina podrd acomodarse y moverse sin rozar con los limites

de la caja.

= editconf -box 20 20 20 -c -f molecula-minima.gro -o molecula-minima-

caja.gro

2. Usamos el comando pdb gmx, luego, el comando grompp, aqui se us6 también
un archivo .mdp el cual es diferente al usado en la minimizacién, en este ar-
chivo estaran los parametros para trabajar con un ensamble candnico y solvente
implicito, ademds de la temperatura y el tiempo. Para empezar el calculo de la

simulacién de dinamica molecular, se utiliza el comando mdrun.
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= pdb2gmx -ignh -f molecula-minima-caja.pdb -p molecula.top -o molecu-

la.gro -1 molecula.itp
= grompp -f dinamica.mdp -c molecula.gro -p molecula.top -o molecula.tpr

= mdrun -nice 0 -v -s molecula.tpr -o molecula.trr -x molecula.xtc -c molecula-

final.gro -e molecula.edr

Para la construccion del archivo .mdp se tomaron en cuenta los siguientes parame-

tros

= Preprocesamiento: se definen los directorios que usara el software.

= Control del calculo: el célculo es dindmica molecular.

= Dindmica molecular: nimero de pasos, tamafio de los pasos.

= Control de salida: los archivos que se obtendran al finalizar el calculo.

= Busqueda de vecinos: se refieren a las parametros de los limites de la caja de la

molécula.

= Solvente implicito: se define los parametros para trabajar con solvente implicito.

3.6. Analisis de la estabilidad

Al final de la simulacion de dindmica molecular, se obtuvo los archivos que permi-

ten la evaluacion de la estabilidad estructural de las moléculas. (.edr, .xtc, .trr, .top)

1. Obtenemos los datos de energia potencial, cinética y total utilizando el comando
g_energy, el cual utiliza el archivo con extension .edr obtenido al final de la

simulacion de dindmica molecular.

= g energy -f molecula.edr -o energy.xvg
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2. Grafico RMSD (Root Mean Square Deviation): este grafico realiza compara-
ciones entre las estructuras que se van formando durante la trayectoria de la

dinamica molecular.

= g rms -f molecula.tpr -s molecula.xtc -o rmsd.xvg

3. Grafico RMSF (Root Mean Square Fluctuation): RMSF es una medida de flexi-
bilidad local de una estructura. A partir de una simulacion de dindmica
molecular, el RMSF del atomo i1 da cuenta del grado de fluctuacion de las

coordenadas de dicho 4tomo respecto a su promedio temporal.

= g rmsf -f molecula.tpr -s molecula.xtc -o rmsd.xvg

4. Numero de Enlaces de Hidrogeno: este grafico analiza todos los puentes de
hidrogeno existentes entre dos grupos de atomos posibles donadores D y acep-

tores A, de la siguiente manera:

= Distancia Donador-Aceptor (1 ) distribucion de todos los puentes de hidro-

geno.

= Angulo Hidrégeno-Donador-Aceptor (a) distribucion de todos los puentes

de hidrogeno.

= El ntimero total de puentes de hidrégeno en cada periodo de tiempo.

Para determinar, si existe un puente de hidrégeno, un criterio geométrico es

usado:’®

T =< 145 =035nm o < oy =30 (3.2)

= g hbond -f molecula.xtc -s molecula.tpr -o hbond.xvg

Para visualizar todos estos graficos mencionados usamos xmgrace, colocando el

siguiente comando:
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Figura 3.4: Criterio geométrico de los enlaces de hidr@eno.
= xmgrace hbond.xvg

5. Obtener la estructura promedio de las proteinas, para esto se uso con el siguiente

comando:

= g covar -f molecula.xtc -s molecula.tpr -av average.pdb -o eigenval.xvg -c

eigenvec.trr -1 covar.log

6. Diagrama de Ramachandran: luego que obtenemos el archivo de la estructura
promedio en formato .pdb procedemos a ingresarlo en el servidos MolProbity y

como resultado nos da un archivo en .pdf.
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ensemble or one still undergoing refinement. Davis et al. (2007) MolProbity: all-atom contacts and structure validation for

jproteins and nucleic acids. Nuclheic Acids Research 35:W375-W383.

Fix up structure: Rebuild the model to remove outliers as part of

the refinement cycle. Cite KiNG: Chen et al. 2009) KiNG (Kinemagr, Next Generationk: A versatile
interactive molecular and scientific visualization program. Protein Science
Work with kinemages: Create and view interactive 3-D graphics 18:2403-2409,

from vour web browser.

Figura 3.5: Imagen del servidor MolProbity donde se sube la estructura promedio para

el diagrama de Ramachandran.
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3.7. Construccion de los trimeros

Para esto se disefio un programa en lenguaje de programacion fortran, el cual es un
lenguaje de alto nivel, orientado a facilitar las cosas al usuario, y que permite escribir
el programa de manera casi idéntica a como se escriben las formulas en un papel. En

la figura 3.6 se muestra un diagrama del programa.

Inicio del programa
(BEGIN)

| Definicion de parametros l_{l_"

L Caracteres
| Definicion de las variables l Enteros

Reales

Breve descripcion del programa e
indicaciones (WRITE)

Entrada de datos (READ): lectura del archivo
en formato gro

L

salida /Condiciones(DO): vaior inicial, loop
valor final, tamario del paso.

Instrucciones

Célculo para la rotacion de coordenadas

!

/ Imprime los resultados, creando un nuevo/

archivo

Fin del programa
(END)

Figura 3.6: Diagrama de flujo del programa que se us6 para construir el trimero.

Los archivos de los trimeros se obtienen en formato .gro y luego con el comando
editconf los transformamos a formato .pdb, estos archivos tenemos que prepararlos

para la minizacion y para la dindmica molecular, para esto nombramos cada una de las
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cadenas del trimero, de este modo el programa GROMACS reconocera al trimero como
tres moléculas unidas y no como una sola, en consecuencia nos generara tres archivos

tp para cada trimero, este formato de archivo es usado para definir componentes
individuales de una topologia como un archivo separado, este archivo contienen solo la
informacion para una molécula particular, en nuestro caso tenemos 3 de estos archivos
por cada trimero. Estos archivos .itp, estan incluidos dentro del archivo .top, en el cual

esta definida la topologia del sistema completo

Luego se realizan los mismos pasos expuestos anteriormente para la minimizacion,

dindmica y el andlisis de la estabilidad.

3.8. Potencial Electrostatico

Antes de realizar el célculo del campo de potencial electrostatico sobre la superficie
de las proteinas, fue necesario obtener los archivos .pqr y .in, para ello se utiliz6 el
servidor en linea PDB2PQR, donde se sube el archivo de la estructura promedio en

formato .pdb.

PDB2PQR Server
Cumently using PDB2POR Version 1.8
Retum to the PDBIPOR homepage

This server enables a user o convert PDE files into POR files. POR files are PDE files where the occupancy and B-factor columns have been replaced by per-atom charge and
radius.

pKa calculations are performed by PROPEA

For mere information on PDEZPOR pleese see the:

i you use the PDB2ZPGR service in a publication, please cite

£, MCCAMmmon |, Bakel NA. PLEZPOS
s Research 33 WEGS

Note: This server uses automatic refre: !'“"v to Up{,ﬂ'e the status of your PDB2POA submission
Please enter either:

O a poB 10:

® ypload a PO file Examinar,

Pick a forcefield to use:

@ AMBER

O cHarMM
O panse

O pecers
Crswanson
Orvoe

Figura 3.7: Imagen del servidor PDB2PQR donde se sube la estructura promedio.

Luego en el archivo .in corregimos la temperatura, para el célculo del potencial

electrostatico, previamente se instald el programa APBS, el cual se descargd de la
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pagina www.poissonboltzmann.org/apbs, haciendo uso del siguiente comando se

puede dar inicio al calculo:
= apbs molecula.in

Al finalizar el calculo obtenemos un archivo pot.dx el cual contiene los datos de la

hipersuperficie generada que puede ser visualizada con el programa Chimera.

3.9. Obtencién y Estudio de Parametros Termodinami-

COS

= Para los calculos usamos los datos de energia total por tratarse de un ensamble
canonico. Si tomamos en cuenta que la funcién de particion describe las pro-
piedades de un sistema termodindmicamente en equilibrio’!, el promedio de las
Energias Totales de los microestados para cada sistema, se puede considerar co-
mo la Energia Total del Sistema. Luego de la simulacion de dindmica molecular

se obtiene, datos referentes a la energia del sistema. Calculamos:

= La entropia (S):

Ny
T
= La entalpia (H):
H=U+PV

= La capacidad calorifica (Cy ), a volumen constante se define como,

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 4

Resultados y Discusion

4.1.Proteinas CusC de Escherichia coli y Acidithioba-

cillus ferrooxidans

4.1.1. Busqueda de las secuencias usadas para las simulaciones

Para iniciar nuestra investigacion se procedio a la busqueda en las bases de datos
de las secuencias tanto para la proteina CusC de la Escherichia coli y de la Acidithio-
bacillus ferrooxidans, esta busqueda la hicimos en la base de datos NCBI donde se
encontr6 la secuencia de las proteinas CusC de E. coli con el codigo 3PIK A, esta
proteina tiene 446 aminoacidos. En cuanto a la secuencia de la proteina de A.
ferrooxidans se encontré en el NCBI con el codigo Lferr 1619 en la A. ferrooxidans
ATCC 53993, estd secuencia cuenta con 427 aminoacidos. Cabe destacar que
anteriormente esta secuencia fue proporcionada por el Dr. Carlos Jerez de la
Universidad de Chile, la secuencia que ¢l mando tiene el codigo AFE 1143 en la A
ferrooxidans ATCC 23270, siendo reportada en la base de datos TIGR. > Ambas
secuencias se obtuvieron en for- mato fasta, se utiliza este formato por su simplicidad
lo que hace facil el manipular y analizar las secuencias usando herramientas de

procesado de textos. Las secuencias se pueden observar en la figura4.1.
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Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993
>gi| 198248248 |gb | ACH83841.1| outer membrane efflux protein

MYTTIRGCLTPPAWGGICFLAGVLLLLSTTHASAAPLSLODAEAIALGKNPGLGAIKQKVVELRHQAVAV
AQLPDPHLDLGAANLPLNSFSMNQQQMSMLSVGLSQTFPSFGKLGLKGQQAGVEAQAAADTLRGQS
AELVLLLRRAWLOALYAEDAEATIRHQEQLOAESVOAALALYRSAQGSQADVLRAQLARDSLANDISKL
QAERASDLAQIAQILNLPKPPSIEHQWPNLSPPITLVQAEARLSGQPLLRAAQAQTRAAQVGVKVAKRG
YWPEVTVSVDYGQDFYPGSPNWLSAGVDLSLPIFPGNRQDQDVAAARARALRAQYRYDDQHLAMIQ,
QVRANFARYVALKTELERTDQRLLPTARNAFSATLAAYAVGRAELSAVLRTQKEVLDYALSRLQYRRDLA
LSAAELDFLT TEGGARP

(@)

Escherichia coli
>gi|321159981|pdb |3PIK|A Chain A, Outer Membrane Protein Cusc

CSLAPDYQRPAMPVPQQFSLSONGLVNAADNYQNAGWRTFFVDNQVKTLISEALVNNRDLRMATLKV
QEARAQYRLTDADRYPQLNGEGSGSWSGNLKGNTATTREFSTGLNASFDLDFFGRLKNMSEAERQNYL
ATEEAQRAVHILLVSNVAQSYFNQQLAYAQLQIAEETLRNYQQSYAFVEKQLLTGSSNVLALEQARGVIES
TRSDIAKRQGELAQANNALQLLLGSYGKLPQAQTVNSDSLQSVKLPAGLSSQILLQRPDIMEAEHALMAA
NANIGAARAAFFPSISLTSGISTASSDLSSLFNASSGMWNFIPKIEIPIFNAGRNQANLDIAEIRQQQSVVNY
EQKIQNAFKEVADALALRQSLNDQISAQQRYLASLQITLORARALYQHGAVSYLEVLDAERSLFATRQTLL
DLNYARQVNEISLYTALGGGHHHHHH

(b)
Figura 4.1: Secuencias de las proteinas CusC de A. ferrooxidans y E. coli en formato

FASTA

4.1.2. Obtencion de las estructuras secundarias

Una vez que se obtuvo las secuencias, se procedi6 a generar un modelo de las pro-
teinas, en el caso de la proteina CusC de E. coli se encontr6 su estructura en la base de
datos PDB, dicha estructura fue obtenida por cristalografia de rayos-X; su codigo es
el mismo que encontramos en el NCBI, segtin codigo 3PIK_ A. El archivo que descar-
gamos se encuentra en el formato .pdb en el cual estan definidas las posiciones de los
atomos en el espacio por un conjunto de coordenadas cartesianas e identificadas con

nombres en base a campos de fuerza.

Por otro lado la estructura secundaria de la proteina CusC de A. ferroxidans se pre-
dijo subiendo la secuencia fasta al servidor Robetta, este programa fue desarrollado

por el laboratorio Baker de la Universidad de Washington, el fundamento de este pro-
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grama fue descrito en la seccion de metodologia. Luego de finalizada la prediccion, el
programa nos dio 5 estructuras similares, para elegir la que usaremos en los calculos
posteriores se verifico las que tuvieran la secuencia completa, después se realizé una
primera minimizacion de todas las estructuras restantes y elegimos la de menor energia.

En la figura 4.2 se puede ver ambas estructuras seleccionadas.

(a) Escherichia coli (b)  Acidithiobacillus

ferrooxidans

Figura 4.2: Estructuras secundarias de las proteinas CusC. Foto obtenida con Chimera

1.6.1

Como se puede observar ambas estructuras secundarias son muy similares, entre
sus caracteristicas tenemos que ambas poseen 4 laminas 3 antiparalelas estas confor-
maciones se hallan unidas transversalmente por enlaces de hidrégeno intercatenarios,
estas cadenas para A. ferrooxidans se forman en las siguientes posiciones: HIS 77-
ASN 88, GLN 94-THR 107, GLU 278-ASP 288 y ASN 295-SER 304; para E. coli las
laminas B se encuentran en las siguientes posiciones: GLN 84-SER 94, THR 104-ASP
116, SER 290-SER 301 y GLY 313-GLU 322. También se pueden observar cadenas
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largas a hélice. Este tipo de proteinas pertenecientes a la familia OMF se sabe por
bibliografia que forman un B barril cuando se forma un tr'imero, esto sera visto mas

adelante.

4.1.3. Minimizacion de las estructuras

Una vez obtenidas las estructura de nuestras dos proteinas CusC, se procedid a
la minimizacidon de sus energias, este paso se realiza para lograr una optimizacion
geométrica; esta etapa del proceso es importante porque la estructura de la proteina
de E. coli proveniente de datos de cristalografia, no tiene una geometria asociada a
un sistema en solucion, ya que las fuerzas internas son influenciadas por pequeias
desviaciones de las longitudes “ideales” de los enlaces. Ademas la minimizacion se
realiza para que las estructuras se relajen y evitar la distorsion de los sistemas, de lo
contrario las fuerzas asociadas a los atomos seran demasiado grandes y los algoritmos

de integracion podrian fallar.

Para la minimizacion se utilizoé primero el método steep descent y luego el método
quasi-newton I-bfgs, siendo el nimero de pasos para ambos métodos de 100000. Es-
ta Gltima minimizacion se realiz6 unas 5 veces para asegurarnos que la molécula se

ubique en un minimo local.

4.1.4. Dinamica Molecular de estructuras

Posteriormente se realizo la dindmica molecular, en esta etapa se procedié prime-
ro a una simulacion de 50000ps (50ns) para lograr una relajacion de la estructura, en
una primera instancia se trabajo con el campo de fuerza OPLS-AA/L en un ensamble
candnico (N V T ), manteniendo una temperatura de 303.15 K. Una vez culminada la
relajacion de la molécula, se procedid con una segunda dindmica molecular durante
70000ps (70ns) con los mismos parametros anteriores pero esta vez con el campo de

fuerza AMBER99SB-ILDN. Se cambi6 de campo de fuerza ya que AMBER genera
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una mejor repuesta cuando se trabaja con solvente implicito ademas hace una sobrees-
timacion de los puentes de hidrogeno con el solvente, de forma que para estructuras

en las cuales los puentes de hidrégeno son importante, es muy ttil.

La dindmica molecular se desarrolla con el propdsito de que las proteinas lleguen a
la fase de equilibrio, es decir permitir al sistema evolucionar desde su configuracion
inicial hasta la busqueda del equilibrio, la cual se halla relacionado al minimo global

0 estructura estacionaria.

4.1.5. Analisis de la estabilidad

El equilibrio de una proteina se consigue cuando los valores del conjunto de pro-
piedades monitoreadas llegan a ser estable. Las propiedades que monitoreamos de las
moléculas resultantes seran descritas a continuacion, en primer lugar se realizd la
grafica de los datos de energia que incluyen: energia potencial, energia cinética y la

energia total.

Desde el punto de vista termodindmico, la energia total es mandatoria, esto im-
plica que es el parametro a observar cuando deseamos conformaciones estructurales
estables, es asi que sistemas conformacionales con la mayor energia negativa, estaran

asociadas a sistemas mas estables.

Para el caso de E. coli, como se muestra en la figura 4.3, la energia total (ver figu-
ra 4.3-a) continu6 bajando hasta los 14000ps (14ns) y de ahi en adelante permanece
constante, por estd razon todos los graficos posteriores relacionados a la proteina
CusC de E. coli (monémero) se tomaran desde los 14000ps (14ns). En la figura 4.3-b,
donde se presenta la energia cinética (linea roja), potencial (linea negra) y total (linea
verde), también podemos apreciar que la relajacion se logra a los 14000ps (14ns) para

los dos componentes de la energia total.

Los resultados de la dindmica molecular para la A. ferrooxidans, como se muestra en

la figura 4.4-a, la energia total continu6 descendiendo hasta los 20000ps (20ns), luego
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Figura 4.3: Graficos de energia pertenecientes a la proteina CusC de Escherichia Coli.

Grafico obtenido con xmgrace

T T 3000 T 1 I B
-4400
—  Potential
— Kinetic
Total
4600 el Rl
0 =
£ _as00 E
> 3
2 k]
Bl Bl
5 E
5000 o
smmw
-5200 | |
5400 L | L | 1 1 L 1 I _m“q‘ 1 | L | L | L I 1 | I
0 10000 20000 30000 40000 50000 -(J)U[)U 25000 30000 35000 40000 45000 S0000
Tiempo (ps) Tiempo (ps)
(a) Energia Total (b) Energias: Potencial, Cinética y Total

Figura 4.4: Graficos de energia pertenecientes a la proteina CusC de Acidithiobacillus

ferrooxidans. Grafico obtenido con xmgrace

de lo cual la energia total se vuelve constante, los datos a partir de los 20000ps (20ns)
son los que se tendra en cuenta para los posteriores graficos de la A. ferrooxidans, los
componentes de la energia total (linea verde) como son: la energia cinética (linea roja)
y la energia potencial (linea negra) se pueden apreciar en la figura 4.4-b, en cuyo caso

también a partir de los 20000ps (20ns) se puede observar que la estructura logra el
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equilibrio.

El grafico RMSD (root-mean-square deviation) de las posiciones atdmicas en una
estructura proteica predicha a partir de sus coordenadas nativas es cominmente repor-
tado para indicar el éxito de la simulacion de plegamiento. Ademas sirve para juzgar
la calidad de una estructura proteca, siendo este grafico el mas usado como medida de
similaridad geométrica. Para tener una referencia de los valores que son aceptables pa-
ra el RMSD tenemos que; para proteinas cortas (aprox. 150 aa) la dispersion de RMSD
menor que 3A (0,3nm) son consideradas muy buenas predicciones, valores hasta de
4,5A (0,45nm) son consideradas aceptables y utiles y predicciones con desviaciones

por encima de 5A (0,5nm) son consideradas solo como informativas. %

El grafico de RMSF (root-mean-square fluctuation) por residuos, nos sirve para
indicar las zonas dentro de la estructura donde se presenta mayor movimiento de los

aminoacidos durante el tiempo de la dinamica molecular.
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Py S B [ PR IR B "
[\] S 104 1500 200 250 300 A5 Ay 450
Residue

(a) RMSD (b) RMSF
Figura 4.5: Graficos pertenecientes a la proteina CusC de Escherichia coli. Graficos

obtenidos con xmgrace

En el grafico de RMSD de E. coli ilustrado en la figura 4.5-a se puede ver una
amplia dispersion hasta los primeros 14000ps (14ns), esto significa que la proteina
esta en un proceso de plegamiento donde hay bastante movimiento de sus atomos y
enlaces después de este tiempo se tiene una desviacion de 0,2nm (2A), lo que indica

que se tiene una estructura estable.
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En el grafico RMSF por residuos de E. coli que se muestra en la figura 4.5-b pode-
mos ver que la region entre los 75 a 100 aa es la que presenta un mayor movimiento
ya que en el grafico observamos un gran pico de que alcanza el valor de 0,6nm, esta
region en la estructura corresponde a una zona que comprende parte de una cadena o
hélice (ARG-75 a ARG-81) y la primera hoja B de la estructura (GLN-84 a SER-94)
los residuos entre estas estructuras forman cuerdas, también observamos otro pico de
0,5nm que abarca la region de los 275 hasta los 325 aa esto comprende una pequena
porcion de una cadena a hélice (ALA-275 a PHE-287) y una zona conformada por
dos hojas B (SER-290 a SER-301 y GLY-313 a GLU-322), los residuos entre estas

estructuras secundarias forman cuerdas y zonas de giros.

Para el grafico de RMSD de A. ferrooxidans ilustrado en la figura 4.6-a se puede ver
que la proteina logra estabilizarse a partir de los 20000ps (20ns) teniendo valores de
desviacion de 0,15nm (1,5A), esto corrobora los resultados de energia donde a partir

de los 20000ps (20ns) la proteina ya se encuentra estable.

Por otro lado en el grafico RMSF por residuos de A. ferrooxidans ubicado en la
figura 4.5-b podemos observar que hay dos grandes picos, el primero es de 0,46nm
abarcando una region entre los 150 a 200 aa que corresponde a una zona de torsion
que forma dos cadenas o hélices, la primera va desde ALA-150 a SER-180 luego
viene un bucle y la segunda cadena o hélice de GLN-185 a ASN-200. El otro pico que
es el mas alto, alcanza los 0,6nm este comprende entre los 250 a 300 aa y la zonas que
corresponde en la estructura son las siguientes; una cadena a hélice (GLY-250 a VAL-
270), a una hoja B (GLU-278 a ASP-288) y parte de la hoja B siguiente (ASN-295 a
GLY-300).

Los puentes de hidrogeno desempefian un papel vital en la estabilizacion de las
estructuras tridimensionales de las moléculas ya que la conformacién mas estable es
la que permite la formacién del maximo niumero de puentes de hidrégeno dentro de la
proteina, por eso que monitorear el niimero de estos enlaces durante la dinamica

molecular es importante con este grafico podemos saber el nimero de puentes de
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Figura 4.6: Graficos pertenecientes a la proteina CusC de Acidithiobacillus ferrooxi-

dans. Graficos obtenidos con xmgrace.

hidrogeno que se formaron en cada proteina y observar si estos permanecen constantes,

disminuyen o aumentan durante la dindmica.
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Figura 4.7: Graficos de los puentes de hidr@eno en ambas proteinas CusC. Graficos

obtenidos con xmgrace.

En ambas graficas de la figura 4.7 se observa los puentes de hidrogeno transitorios
(linea roja) y los puentes de hidrogeno permanentes (linea negra), en el caso de los
puentes de hidrégeno transitorios este enlace se establece cuando la separacion donor-
aceptor es menor que la distancia limite 0,35nm (3,5A). Podemos ver en la figura
4.7, que tanto en E. coli como A. ferrooxidans los puentes de hidrogeno permanentes

como transitorios se encuentran en una fluctuacion constante indicando la estabilidad
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de las estructuras terciarias. Para E. coli que es la figura4.7-a, en el célculo de puentes
de hidrogeno se encontré 695 donores y 2616 aceptores, teniendo un promedio de
573.726 puentes de hidrégeno permanentes. En el calculo de puentes de hidrogeno de
A. ferrooxidans, mostrado en la figura 4.7-b tenemos como resultado 630 donores y

2412 aceptores, con un promedio de 489.028 puentes de hidrégeno permanentes.

Luego de hacer todos los anélisis que nos sirven para evaluar la estabilidad de nues-
tras proteinas (monomeros), hemos procedido a obtener las estructuras promedio de

las proteinas CusC de E. coli y A. ferrooxidans las cuales se muestran en la Figura 4.8.

(a) Escherichia coli (b) Acidithiobacillus ferroo-

xidans

Figura 4.8: Estructuras promedio de las proteinas CusC. Foto obtenida con Chimera

1.6.1

Estas estructuras promedio corresponden a las estructuras terciarias, las cuales des-
criben el plegamiento de la cadena polipeptidica para ensamblar los diferentes elemen-

tos de la estructura secundaria en un ordenamiento particular.

Podemos apreciar en la figura 4.8 las proteinas CusC de E. coli y A. ferrooxidans
plegadas, estas proteinas plegadas provienen de un estado de energia alta y finalmente
llegan a un estado de energia baja. La estabilidad de nuestras estructuras proteicas se
debe generalmente a fuerzas no covalentes como los puentes de hidrégeno, ademas
intervienen fuerzas covalentes como enlaces bisulfuro, enlaces por fuerza de van der

Waals; sin embargo las fuerzas no covalentes son mas fuertes al ser mas numerosas.
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Estas fuerzas que actlian para estabilizar las proteinas, puede dejar la falsa impresion
de que las proteinas tienen estructuras fijas y rigidas, al contrario las proteinas son
moléculas flexibles y fluctuantes, cuyas movilidades estructurales son funcionalmente

significativas.

Para corroborar los datos de estabilidad de las estructuras promedio de las proteinas,
generamos los Diagramas de Ramachandran, el cual nos brindard informacion de las
regiones permitidas y favorecidas de la estructura, las cuales se hallan relacionadas con

la estabilidad estructural y por tanto con la existencia misma de la estructura estudiada.

General case Glycing

Psi

'1m'.:::||m\||||||||||""""'

Pre-proline Proline

g 80— ﬁ\ltttt S I I I I I
- i

Figura 4.9: Ploteo de Ramachandran de la proteina CusC de Escherichia coli. Grafico

obtenido con Molprobity
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Para el Diagrama de Ramachandran de Escherichia coli ilustrado en la figura 4.9,
observamos que esta dividido en cuatro cuadrantes, comenzaremos por explicar el pri-
mero. Este cuadrante representa el caso general de los aminoacidos indicandonos que
de los 446 aa, el 92,8 % de todos los residuos se encuentran en regiones favorecidas,
este valor corresponderia a 414 aa y 99,3 % de todos los residuos se encuentran en
regiones permitidas, esto seria 442 aa; podemos ver que los Unicos residuos que no
se encuentran en estas zonas son ALA-333 y HIS-397. En el segundo cuadrante po-
demos observar que corresponde al analisis de las glicinas, en este cuadro podemos
ver que una glicina no se encuentra en la zona favorecidas ni en la zona permitida,
es la GLY-110, este analisis de las glicinas se hace porque este aminoacido presenta
zonas de posible conformacion con una simetria central, mucho mas amplias que las
de los demas aminodacidos, debido a que tiene solo Hidrogeno como la cadena lateral.
La glicina es el tnico residuo sin un atomo de Cg, por lo que estd mucho menos impe-
dido desde el punto de vista estérico que los otros residuos aminoacidicos. La glicina
con frecuencia ocupa posiciones en las que un esqueleto polipeptidico hace un giro
pronunciado, que con cualquier otro residuo estaria sujeto a interferencia estérica’s.
Adicionalmente, podemos asociar las glicinas como puntos susceptibles de ataques
nucleofilicos, lo cual estaria asociado con reacciones de Sustitucion Nucleofilica tanto

de primer y segundo orden.

En el tercer cuadro, el analisis de las pre—prolinas nos indica que no tenemos ningu-
na ellas fuera de las zonas permitidas o favorecidas, cuando se realiza este analisis, te-
nemos que tener presente que los aminodcidos considerados en este caso, son aquellos
de cadena lateral larga que pudieran sufrir procesos de ciclacion, generando prolinas
sustituidas. Por ultimo, el analisis de las prolinas, donde podemos apreciar que nin-
guna prolina se halla fuera de las zonas permitidas o favorecidas, este ultimo anélisis
es porque debido a su cadena lateral ciclica de la prolina, es el residuo con mayores

restricciones de conformacion.

A continuacion, describiremos las posiciones de los aminoacidos que resultaron

fuera de las zonas permitidas y favorecidas en el diagrama de Ramachandran. En la
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estructura secundaria, la GLY-110 se ubica en una hoja 8, la ALA-333 se ubica en
una o hélice y la HIS-397 se ubica en una zona de giro entre dos a hélices, luego de
la dinamica esta estructura se pliega y la estructura anterior cambia por lo que ahora,
la GLY-110 se ubica en una zona de curvatura, mientras que ALA-333 y HIS-397 se

encuentran cercanas a curvaturas.

En el Diagrama de Ramachandran de A. ferrooxidans que se muestra en la figu-
ra 4.10, en el caso general tenemos los siguientes resultados: de los 427 aa el 90,6 %
de todos los residuos se encuentran en regiones favorecidas, este valor corresponde a
un total de 387 aa, mientras que 419 aa del total que representa el 98,3 % de todos los
residuos se encuentran en regiones permitidas. En este cuadrante los aminoacidos que
no encuentran en las zonas favorecidas ni permitidas son; GLN-185, ALA-186, ASN-
221, ARG-330 y ILE-339. Estos resultados nos indican que nuestras estructuras son
estables y que existen en la naturaleza. En los andlisis de Glicinas y Prolinas, observa-
mos que no hay residuos fuera de las zonas favorecidas ni permitidas. Y en el analisis
de las pre—prolinas son tres los aminoacidos que se ubican en zonas no favorecidas ni
permitidas, estos son los siguientes; THR-10, ALA-35, PHE-108. Estos aminoacidos

pueden sufrir procesos de ciclacion, generando prolinas sustituidas.

Describiremos las posiciones de los aminoacidos que se encuentran fuera de las
zonas favorecidas y permitidas. En la estructura secundaria, THR-10 se encuentra en
al inicio de la proteina (cola), ALA-35 se encuentra en un giro entre dos a hélices,
PHE-108 est4 ubicada en un giro entre un o hélice y una hoja , GLN-185, ALA-186,
ARG-330 y ILE-339 estan conformando o hélices y ASN-221 al principio de una o
hélice pero sin formar parte de esta estructura. Luego que se desarrollo la dinamica
molecular y la proteina se pleg6 la ubicacion de los aminoécidos es la siguiente: THR-
10, ALA-35 PHE-108 GLN-185, ALA-186, ASN-221 y ILE-339 se encuentran en

zonas de giro o torsion y ARG-330 se encuentra en una zona cercana a una o hélice.
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Figura 4.10: Ploteo de Ramachandran de la proteina CusC de Acidithiobacillus ferroo-

xidans. Grafico obtenido con Molprobity
4.2. Trimeros de las proteinas CusC de E. coliy A. fe-

rrooxidans

4.2.1. Construccion de los trimeros

Para la formacion de los trimeros de las proteinas CusC tanto de E. coli y A. fe-
rrooxidans se desarroll6 un programa usando el lenguaje de programacion Fortran;
para aplicar este programa partimos de las estructuras secundarias minimizadas y en
formato .gro las cuales ubicamos en una caja ajustada al tamafio de cada proteina.
Luego de aplicar el programa se obtienen las estructuras mostradas en las figuras 4.11

y 4.12; estos archivos posteriormente fueron preparados para la minizacion y para la
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dinamica molecular.

En las figuras 4.11 y 4.12 podemos apreciar las estructuras de partida para la mini-
mizacion y dindmica molecular de cada trimero, en ambas imagenes se muestra tanto
una vista frontal como superior de los trimeros, cada mondémero esta representado por
un color diferente: cadena—A azul, cadena-B verde y cadena—C roja. A continuacion,
describiremos las caracteristicas de estos trimeros, empezaremos diciendo que tienen
una simetria C3y , con un eje principal del tipo 3V, este nos indica que en giros de
120> se reproduce la estructura, es decir que sus subunidades se relacionan en un
solo eje de rotacion. Podemos apreciar que tienen forma un tinel esto se debe a las
estructuras secundarias o helicoidales-barril, ademas en la parte superior podemos
apreciar un barril 3, en el cual cada monomero aporta 4 hojas f3, teniendo un total de
12, es por esta estructura que la proteina esta anclada a la membrana externa. A la
fecha, todas las proteinas factor de membrana externo (OMF) que han sido
caracterizadas estructuralmente son [ barriles de 8 a 22 hojas B las cuales esta

insertadas en la membrana®.

El trimero de Escherichia Coli esta formado por 1338 aa, tiene un diametro entre
33,82A a 37,75A y un largo de 134A, por cristalografia se sabe que experimental-
mente esta proteina tiene un didmetro de aproximadamente 30A*°. Por otro lado, el
trimero de Acidithiobacillus ferrooxidans consta de 1281 aa, posee un diametro entre

36A a 44A y tiene un largo de 154, 02A(las medidas se hicieron usando molden 5.0).
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(a) Vista Frontal (b) Vista Superior

Figura 4.11: Trimero de la proteina CusC de Escherichia Coli. Grafico obtenido con

Chimera 1.6.0

(a) Vista Frontal (b) Vista Superior

Figura 4.12: Trimero de la proteina CusC de Acidithiobacillus ferrooxidans. Grafico

obtenido con Chimera 1.6.0
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4.2.2. Minimizacion de las estructuras

La minimizacion se realizd con los mismos parametros anteriores; primero con el
método steep descent y luego con el método quasi-newton I-bfgs y el nimero de pasos
fue de 100000 para ambos casos. Se realizaron varias minimizaciones para asegurarnos

que las moléculas estén en un minimo local.

4.2.3. Dinamica Molecular de estructuras

Para la dinamica molecular se trabajo con el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN,
en un ensamble canonico (N V T ), manteniendo una temperatura de 303.15 'K. La
dindmica molecular dur6 30000ps (30ns) para ambas moléculas. Se escoge el campo
de fuerza AMBER ya que como se indic6é anteriormente este campo sobreestima los
puentes de hidrogeno, lo cual nos interesa porque precisamente son las fuerzas no

covalentes, las fuerzas estabilizadoras de nuestros trimeros.

4.2.4. Analisis de la estabilidad

Al igual que en las anteriores dindmicas para evaluar la estabilidad de los trimeros
necesitamos de los siguientes graficos: energia total, grafico de los componentes de la
energia, RMSD, RMSF y puentes de hidrogeno. A continuaciéon comenzaremos por el

grafico de energia.

En el grafico de energia perteneciente a E. coli que se muestra en la figura 4.13,
la energia total (ver figura 4.13-a) presenta un descenso de energia hasta los 15000ps
(15ns) después de este tiempo observamos que la energia se vuelve constante. En
la figura 4.13-b, estan las graficas de la energia cinética (linea roja), potencial (linea
negra) y total (linea verde), en estd grafica se confirma que la relajacion se logra a
partir de los 15000ps (15ns), por esta razén en los posteriores graficos solo se

mostraran los datos a partir de este tiempo.
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Figura 4.13: Graficos de energia pertenecientes al trimero de la proteina CusC de Es-

cherichia Coli. Gréfico obtenido con xmgrace.
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Figura 4.14: Graficos de energia pertenecientes al trimero de la proteina CusC de Aci-

dithiobacillus ferrooxidans. Grafico obtenido con xmgrace.

En los resultados de energia para A. ferrooxidans, que se observan en la figura 4.14-
a, la energia total presenta una disminucién hasta los 16000ps (16ns), siendo continua
en el tiempo restante de la dinamica molecular, en la figura 4.14-b podemos ver la
energia cinética (linea roja), la energia potencial (linea negra) y total (linea verde) don-
de también podemos apreciar que a partir de los 16000ps (16ns) se logra el equilibrio,
por lo tanto los siguiente graficos para estd estructura mostraran los datos a partir de

este tiempo.
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Figura 4.15: Graficos pertenecientes al trimero de la proteina CusC de Escherichia

Coli. Graficos obtenidos con xmgrace.

En el grafico de RMSD de E. coli, que se muestra en la figura 4.15-a se puede ver

que desde los 15000ps (15ns) se tiene una desviacién constante, la cual tiene un valor

de 0,125nm (1,5A), esto nos indica que nuestra estructura se encuentra estable.

En el grafico RMSF por residuos de E. coli que se muestra en la figura 4.15-b,
podemos ver en una primera zona que corresponde a la cadena A de 0 a 446 aa, un
pico de 0,7nm que es el mas elevado y abarca desde los 225 hasta los 262 aa, est4 zona
corresponde a una cuerda que consiste de giros y a hélices formadas en los siguientes
aminodcidos: LEU-225 a LEU-229, SER-243 a SER-245 y SER-256 a GLN-262. En
la segunda zona que es la cadena B de 447 a 892 aa tenemos dos picos, uno de 0,66nm
que incluye desde los 600 a 675 aa, esto corresponde a dos cadenas a hélices, una
desde GLN-600 a GLY-630 y consta de 8 giros, luego viene un bucle y seguida la otra
cadena de a hélice, de VAL-634 a GLY-670 (forma 10 giros); el segundo pico en esta
cadena tiene un valor de 0,62nm que va desde los 820 a 858 aa, corresponde también
a cadenas de a hélices, de TYR-820 a GLN-836 (5 giros) y TYR-842 a THR-858 (5
giros), en el medio de estas dos cadenas encontramos un bucle. Por tltimo tenemos a
la cadena C, que va desde los 893 hasta los 1338 aa presenta un pico de 0,6nm que
abarca desde los 1163 a 1217 aa, corresponde a dos hojas [ antiparalelas, formadas
entre los siguientes aminoacidos: SER-1170 a SER-1181 y GLY-1193 a GLU-1202;

los aminoacidos no mencionados forman cuerdas.
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Figura 4.16: Graficos pertenecientes a la proteina CusC de Acidithiobacillus ferrooxi-

dans. Graficos obtenidos con xmgrace.

En el grafico de RMSD de A. ferrooxidans, ilustrado en la figura 4.16-a se puede
ver los datos de RMSD desde los 16000ps (16ns) en este periodo de tiempo vemos
que la desviacion es constante, la cual tiene un valor de 0,075nm (0,75A), estos da-
tos confirman los resultados de energia que este tiempo la estructura ya se encuentra

estable.

En el grafico RMSF por residuos de A. ferrooxidans que se muestra en la figura 4.16-
b, nos muestra las zonas en la estructura con mayor fluctuacion. Las tres zonas que
conforman el trimero estan distribuidas de la siguiente manera: zona A que va desde
1 a 427 aa, la zona B de 428 a 854 aa y por ultimo la zona C de los 854 a 1281 aa.
En la zona A observamos un primer pico de 0,62nm que abarca de 1 a 26 aa, es el
comienzo de la proteina que tiene como estructura una cadena o hélice de ALA-13 a
LEU-26 (4 giros) y el resto es una cuerda, y el segundo pico de 0,62nm que va desde
135 a 214 aa, aca encontramos 2 cadenas o hélices en la parte inferior de la estructura,
una desde GLN-135a TYR-178 (12 giros) y la otra de GLN-185 a ALA-214 (9 giros),
ambas cadenas unidas por un bucle; por ultimo tenemos un pico de 0,56nm que va
desde los 331 a los 427 aa, que corresponde a otras dos cadenas a hélices, que van de
TYR-331 a VAL-380 (13 giros) y LEU-385 a PHE-418 (9 giros) unidas también por
un bucle, la ultima parte corresponde a una cuerda. En la zona B tenemos un pico de

0,58nm esta region abarca desde los 749 a los 854 aa, ac4 encontramos dos cadenas o
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hélices ubicadas en la parte inferior ubicadas entre los siguientes aminoacidos: ALA-

742 a TYR-805 (15 giros) y LEU-812 a PHE-845 (9 giros) y todo esto unido por un
bucle; luego de estas estructuras viene una cuerda desde LEU-846 a PRO-854. Por
ultimo en la zona C tenemos un pico de 0,68nm, que va desde los 1017 a los 1070
aa, estd region estd constituida por dos cadenas a hélices, formadas en las siguientes
posiciones: GLN-1017 a TYR-1032 (5 giros) y GLN-1038 a ILE-1070 (9 giros), estas

dos cadenas estan unidas por un bucle.

En las gréficas de la figura 4.17 se tiene los puentes de hidrogeno transitorios (linea
roja) y los puentes de hidrogeno permanentes (linea negra). En esta grafica tanto en E.
coli como A. ferrooxidans los puentes de hidrégeno permanentes como transitorios se
encuentran en una fluctuacidon constante indicando la estabilidad de los trimeros. Para
E. coli que es la figura 4.7-a, en el célculo de puentes de hidrogeno se encontré 2058
donores y 7848 aceptores, teniendo un promedio de 1687.987 puentes de hidrogeno
permanentes. En el calculo de puentes de hidrogeno de A. ferrooxidans, mostrado en la
figura 4.7-b tenemos como resultado 1890 donores y 7236 aceptores, con un promedio

de 1524.357 puentes de hidrégeno permanentes.
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Figura 4.17: Graficos de los puentes de hidrégeno. Graficos obtenidos con xmgrace.

Luego del andlisis de los graficos anteriores que nos permiten determinar la esta-
bilidad de las proteinas, hemos procedido a obtener las estructuras promedio de am-

bos trimeros. Estas estructuras promedios corresponden a las estructuras cuaternarias,
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también las podemos denominar estructuras nativas, ya que estas son las estructuras
funcionalmente activas, ademas son las conformaciones mas estable termodinamica-

mente.

La formacion de las estructuras cuaternarias se da porque las superficie de las pro-
teinas son irregulares, esto es lo que permite las uniones y asociaciones especificas
con otras proteinas, nuestra estructura cuaternaria es el resultado de la unién de tres
monomeros iguales de la proteina CusC, también puede ser llamado homotrimero. Si
comparamos la estructura de partida del trimero con las estructuras obtenidas (figu-
ra4.18, 4.19), claramente vemos que el didmetro del trimero disminuy¢ notablemente.
Siendo los valores para el trimero de Escherichia coli de 6,84A y para el trimero de

Acidithiobacillus ferrooxidans de 2, 23A.

(a) Vista Frontal (b) Vista superior

Figura 4.18: Estructura promedio del trimero de la proteina CusC de Escherichia coli.

Graficos obtenidos con Chimera 1.6.1.

En el Diagrama de Ramachandran de E. coli que se muestra en la figura 4.20, en
el caso general tenemos los siguientes resultados: de los 1338 aa el 90,5 % de todos

los residuos se encuentran en regiones favorecidas, este valor corresponde a un total
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(a) Vista Frontal (b) Vista Superior

Figura 4.19: Estructura promedio del trimero de la proteina CusC de Acidithiobacillus

ferrooxidans. Graficos obtenidos con Chimera 1.6.1.

de 1206 aa, mientras que 1327 aa del total que representa el 99,6 % de todos los resi-
duos se encuentran en regiones permitidas, los residuos que no se encuentran en estas
regiones son: THR-109, SER-302, SER-312, ASP-1010. En los analisis de Glicinas
tenemos a la GLY-775 fuera de las zonas permitidas y favorecidas. Para las prolinas y
pre—prolinas observamos que no hay residuos fuera de las zonas favorecidas ni permi-

tidas.

Describiremos que estructuras conforman los aminoécidos que se encuentran fuera
de las zonas permitidas y favorecidas. En la cadena A tenemos: THR-109, el cual forma
parte de un hoja B, SER-302 y SER-312, se encuentran en zonas de giro cercanas a
hojas B. En la cadena B tenemos a la GLY-775 que se encuentra en una zona de giro
que conforma una cuerda. Por ultimo en la cadena C tenemos a ASP-1010 ubicado en

una zona de giro entre una o hélice y una hoja f3.

En el Diagrama de Ramachandran de A. ferrooxidans que se muestra en la figu-
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Figura 4.20: Ploteo de Ramachandran de la proteina CusC de Escherichia coli. Grafico

obtenido con Molprobity

ra 4.21, en el caso general tenemos los siguientes resultados: de los 1281 aa el 93,3 %
de todos los residuos se encuentran en regiones favorecidas, este valor corresponde a
un total de 1190 aa, mientras que 1260 aa del total que representa el 98,8 % de todos
los residuos se encuentran en regiones permitidas, los residuos que no se encuentran
en estas regiones son: LYS-49, LEU-116, GLN-185, ALA-263, ILE-307. En los anali-
sis de Glicinas tenemos tres fuera de las zonas permitidas y favorecidas, estas son:
GLY-442, GLY-479, GLY-1128, estas glicinas estan predispuestas a sufrir un ataque
nucleofilico. Para las prolinas observamos que no hay residuos fuera de las zonas fa-
vorecidas ni permitidas. Por tltimo en las pre—prolinas tenemos seis aminoacidos fuera

de las zonas permitidas y favorecidas, que corresponden a: TYR-290, SER-293, LEU-
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364, THR-437, LEU-500, TYR-1144, LEU-1218, estos ltimos residuos son los que

pueden sufrir ciclacion y formar prolinas sustitutorias.

A continuacién, describiremos en detalle en que estructuras se localizan los resi-
duos que se encuentran fuera de las zonas permitidas y favorecidas, empezaremos por
los que se encuentran en la cadena A; tenemos LYS-49, LEU-116, GLN-185, ALA-
263, LEU-364, se encuentran formando o hélices, TYR-290, SER-293, ILE-307, se

encuentran en zonas de giro.

B AT GLY
S IR GLY

Figura 4.21: Ploteo de Ramachandran de la proteina CusC de Acidithiobacillus ferroo-

xidans. Grafico obtenido con Molprobity
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4.2.5. Potencial electrostatico

Después de los ploteos de Ramachandran, necesitamos evaluar el potencial elec-
trostatico de las proteinas tanto de los mondmeros como los trimeros. Est¢  se cal-
culd usando la aproximacion de Poisson Boltzmann implementada en el programa
APBS. Partimos de los archivos de las estructura promedios en formato .pdb. Ca-
da uno de estos archivos se transfiri6 al servidor del programa PDB2PQR (http
//pdb2pqr.sourceforge.net/); el cual transforma los archivos .pdb de las proteinas a
formato .pqr, que contiene informacion adicional sobre las cargas y los radios de cada
uno de los 4tomos presentes en la molécula proteica y también adiciona hidr@enos a
la estructura molecular optimizandolos. Ademas de este archivo nos proporciona otro
archivo mas, con extension .in que contiene las dimensiones de la malla que ajus-
ta a la superficie molecular de la proteina, este archivo considera una temperatura de
298.15K, la cual tenemos que cambiar por la temperatura a la que estamos trabajando
que es 303.15K.

El potencial electrostatico se ha convertido en los ltimos tiempos en una herra-
mienta formidable para el estudio de la reactividad y las interacciones entre moléculas.
Esté se genera en el espacio entorno a una molécula por causa de sus nucleos y sus
electrones. Es importante saber el potencial ya que nos ayuda a identificar las zonas

donde puede ocurrir reacciones electrofilicas y nucleofilicas.

Comenzaremos describiendo las figuras 4.22, 4.23 donde observamos las superfi-
cies del potencial para los mondémeros. Convencionalmente las zonas de color rojo
son los potenciales mas negativos y las regiones de color azul son las zonas mas
positivas, en este sentido los lugares neutros o hidrofébicos se hallaran con
potenciales en torno a cero, y estaran visualizadas en color blanco. De acuerdo a esto
podemos decir, que para la proteina CusC de Escherichia coli que se observa en la
figura 4.22, apreciamos que la mayoria de la superficie tiene zonas negativas, ** por el
contrario, la mayor parte de la superficie de la proteina CusC de Acidithiobacillus

ferrooxidans es positiva (ver figura 4.23).
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(a) (b)
Figura 4.22: Representacion de la superficie del potencial electrostatico de la proteina
CusC perteneciente a Escherichia coli en donde los colores representan diferentes pro-

piedades de hidrofobicidad. Foto obtenida con Chimera 1.6.1

(a) (b
Figura 4.23: Representacion de la superficie del potencial electrotatico de la proteina
CusC perteneciente a Acidithiobacillus ferrooxidans en donde los colores representan

diferentes propiedades de hidrofobicidad. Foto obtenida con Chimera 1.6.1
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La distribucion de los residuos polares y no polares, pone en claro una faceta clave
de la arquitectura proteica, en un entorno acuoso, el plegamiento proteico esta” diri-
gido por la fuerte tendencia de los residuos hidrofobicos a ser excluidos del agua.
Un sistema es mas estable termodindmicamente cuando los grupos hidrofébicos estan
agrupados en vez de expuestos al entorno acuoso. Nuestro trimero es una proteina
transmembrana y esta clase de proteinas posee una orientacion especifica en la bicapa
lipidica, ambos trimeros (ver figuras 4.24, 4.25) estan anclados a esta capa por el barril
B, por lo tanto, las cadenas laterales de los aminodcidos expuestos a la parte interna
del barril, que ademas tapizan el canal acuoso, son esencialmente hidrofilicas, mien-
tras que las cadenas expuestas al exterior del barril entran en contacto con el nucleo
hidrofobo de la bicapa lipidica y por tanto como observamos en ambos trimeros (ver
figuras 4.24, 4.25) esta parte esta cargada ligeramente negativa y ademds posee zonas

hidrofobas o apolares.

Siguiendo con el andlisis de las superficies de potencial electrostatico de ambos
trimeros, s¢ observa en la figura 4.24, la superficie del potencial electrostatico del
trimero de E coli, en la region externa tanto como interna de la proteina se puede
apreciar que, tiene extensas zonas electronegativas, esto ha generado interesantes pre-
guntas de como los cationes de cobre son transportados sin quedar atrapados dentro
del barril. Una posible respuesta que se tiene es debido al diametro que es demasiado
amplio, tanto el valor que se tiene experimentalmente como el calculado después de
la dindmica molecular (37, 75A* y 6,84A respectivamente), ya que el diametro de un

cation de Cu™? es tan solo de 0,07 lnm.

A diferencia del trimero de E coli, el trimero de A ferrooxidans que se observa en la
figura 4.25 posee tanto en la region exterior como interior extensas zonas electroposi-

tivas, que nos habla de la aceleracion del cation por efecto del entorno.
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(c) Mondémero vista externa (d) Monémero vista inter-

na

Figura 4.24: Representacion de la superficie del potencial electrostatico del trimero
perteneciente a Escherichia coli en donde los colores representan diferentes propieda-

des de hidrofobicidad. Foto obtenida con Chimera 1.6.1
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(c) Mondmero-vista interna (d) Monoémero vista externa

Figura 4.25: Representacion de la superficie del potencial electrostatico del trimero
perteneciente a Acidithiobacillus ferrooxidans en donde los colores representan dife-

rentes propiedades de hidrofobicidad. Foto obtenida con Chimera 1.6.1
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4.2.6. Parametros termodinamicos

La conformacién nativa de una proteina es la de mas baja energia total. El proceso
de plegamiento, como cualquier otro proceso biologico, se encuentra bajo control ter-
modindmico o cinético, y es un proceso que estd claramente favorecido en
condiciones fisioldgicas. En otras palabras, el proceso de plegamiento hasta alcanzar
la estructura nativa debiera presentar un AG negativo, pero en nuestro caso ya que
estamos evaluando en el punto de equilibrio bajo el ensamble candnico, el AG es igual

a cero, este parametro mas adelante sera comprobado.

Tabla 4.1: Resultados de las Energias

Proteinas Energia Total (KJ) Energia Cinética (KJ) Energia Potencial (KJ)
Monomero, -29246.8 24806 -54052.8
Monomero,,. -35433.2 26110.3 -61543.5
Trimero, -89760.2 74425.4 -164186
Trimero. -108236.6 78236.4 -186473

En la tabla 4.1, se muestran la energia total, cinética y potencial de las estructuras
estudiadas, estos resultados lo calculamos mediante el programa Gromacs. El valor de
energia total nos sirve para calcular los demas parametros termodinamicos, tenemos
que tener en cuenta que trabajamos con un ensamble canénico (NVT), lo primero es
saber y tener presente que cuando realizamos una dindmica molecular en este tipo de
ensamble (NVT), quiere decir que el estado macroscopico queda fijado al conocer el
nimero de particulas, volumen y temperatura, por lo tanto, podemos decir que la
energia total es aproximadamente igual a la energia interna del sistemas como se

muestra en la ecuacion 4.1.

La energia total es el resultado de la suma de la energia cinética y potencial, esta ulti-
ma es negativa y mucho mayor que la cinética, esto se debe a que la energia potencial
es igual al trabajo que se debe hacer frente a esa fuerza (campo de fuerza) para mover
la proteina de un punto de referencia, a otra posicion (plegamiento). La fuerza que se
debe ejercer para este proceso deberd ser igual pero de sentido opuesto, y ello es el

origen del signo negativo, ademas el signo nos indica que la proteina se encuentra en
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un pozo de energia, esto es como consecuencia que la fuerza ejercida por el campo
de fuerza siempre tiende hacia una energia mas baja y actuara para reducir la energia
potencial, por esta razoén nuestra energia total también es negativa. En la tabla 4.1 po-
demos observar que para las proteina CusC de E. coli tanto el mondmero como
trimero se alcanzd energias mucho menores que para A. ferrooxidans, esto puede
deberse a la diferencia de tamafios de ambas proteinas ya que al tener mas
aminoacidos la proteina CusC de E. coli se aplica una mayor fuerza para reducir la

energia potencial.

AE ~ AU 4.1)

A partir de esta aproximacion y recordando la relacion entre entropia y energia
interna que nos proporciona la termodinamica tenemos la ecuacion 4.2, de donde po-

demos hallar la variacion en la entropia (AS) del sistema, la temperatura de referencia

fue 303.15 K.
AS 1
— =— (4.2)
21O, )
Para hallar la entalpia del nuestros sistemas usamos la ecuacion 4.3
AH = AU + PV 4.3)

determinamos que para un sistema en ensamble canénico, AH = AU, esto se debe a

que la presion es despreciable al ser demasiado pequena.

Adicionalmente, se obtuvo los valores de la capacidad calorifica a volumen cons-

tante (C, ) usando la siguiente ecuacion 4.4

AU AU
RN @5

En la tabla 4.2 se muestran los resultados de los calculos de los parametros termo-

dindmicos que consideramos importantes en nuestros sistemas.

Desde el punto de vista entropico, el proceso de plegamiento supone una disminu-
cion neta de entropia hasta alcanzar la tnica estructura nativa y como podemos ver en

la tabla 4.2 la variacion de la entropia en el proceso de trimerizacion, es negativa lo
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Tabla 4.2: Resultados Parametros Termodinamicos

Proteinas EnergiaInterna  Entalpia ~ Entropia Cv Energia de Gibbs

AUKI AHKI]  ASVK Kl/molK AGKJ

Monomero, ¢ -20246.8 -16.0794

-2019.600  -6662.048 0.0000
Trimero, -89760.2 -49.3485
Monomero,,. -35433.2 -19.4805

-1937.000 -6389.576 0.0000
Trimero,, -108236.6 -59.5068

que nos indica que estas tienden al orden, siendo para la A. ferrooxidans mucho menor

por lo que este proceso tiende mas al orden en A. ferrooxidans que en E. coli.

Si bien un cambio de entropia negativo, es termodindmicamente poco favorable,
para que la estructura cuaternaria corresponda a un estado termodindmicamente mas
favorable es necesario que este efecto entropico sea compensado por una contribucion
negativa en el cambio de la energia interna del sistema (ver tabla 4.2) de forma que el
cambio de la energia libre del sistema sea negativo, esta contribucion energética debe
provenir del modo de reaccion de los atomos dentro de la macromolécula y consecuen-
temente, de la redistribucion de las interacciones presentes. Para nuestro caso AG es
cero que corresponde a un estado de equilibrio y como se puede ver en la tabla 4.2 este

valor esta comprobado para los dos procesos.

Para poder tener un descenso global en el proceso es necesario que el incremen-
to de entalpia sea negativo, los resultados de la variacion de la entalpia en el proceso
de trimetrizacion, son negativos (ver tabla 4.2), siendo para A. ferrooxidans mucho
menor, este es otro indicador que esta proteina es mas estable que la de E. coli; la
principal contribucion entélpica al proceso de plegamiento la constituyen la formacion
de interacciones no covalentes, que estabilizan la estructura nativa y las interacciones
hidrofobicas entre las cadenas laterales apolares, estas entalpias negativas también in-
dican que el proceso es exotérmico, es decir que la energia liberada se convierte en

calor (energia del movimiento molecular).

En resumen podemos decir que ambos procesos de trimerizacion estan favorecidos

entalpicamente, y entre los dos trimeros el que se encuentra mas estable es el trimero
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de Acidithiobacillus ferrooxidans, ya que sus valores son mucho mas negativos que

para Escherichia coli tanto entropia como entalpia.

La capacidad calorifica es importante porque nos habla de un estado de la materia, es
decir que debiera haber un Cv constante para cada estado de las proteinas (estructuras

terciarias y cuaternarias).
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Conclusiones

1. El disefio de la proteina CusC de Escherichia coli se obtuvo a partir de la es-
tructura cristalizada, que se encuentra en la pagina del Protein Data Bank con el
codigo 3PIK. El disefio de la proteina CusC de Acidithiobacillus ferrooxidans se

obtuvo usando el servidor Robetta que nos dio su estructura secundaria.

2. Las estructuras terciarias de las proteinas CusC de Escherichia coli y Acidithio-
bacillus ferrooxidans, se obtuvieron luego de la simulacion de dinamica mole-
cular en un ensamble canoénico y haciendo uso del software GROMACS donde

la estabilidad energética y estructural fue a los 14 ns y 20 ns respectivamente.

3. El modelamiento de los trimeros de ambas proteinas, se realizd aplicando el

programa desarrollado en fortran.

4. El estado de relajacion energética de las estructuras cuaternarias de los trimeros
de Escherichia coli y Acidithiobacillus ferrooxidans fue a partir de los 15nsy 16
ns respectivamente luego de la simulacién de dindmica molecular en un ensam-
ble canonico y haciendo uso del software GROMACS, logrando las estructuras

en equilibrio en el minimo estructural.

5. Se obtuvieron los datos de energia de trimerizacion; a partir de los cuales se obtu-
vo la energia interna (AU ), entropia (AS), entalpia (AH). Posteriormente, para
los dos procesos de trimerizacién se obtuvo una AG igual a 0, los parametros
termodindmicos antes mencionados indican que los procesos tienden al orden;
siendo el trimero de Acidithiobacillus ferrooxidans el que presenta una mayor

estabilidad termodindmica y estructural.
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Sugerencias

De lo estudiado en la presente tesis, surgen algunas sugerencias para posteriores

estudios.

= Es de suma importancia en estudios bioinformaticas, trabajar con estructuras

optimizadas. Esto evita que se extienda el tiempo de calculo y memoria de disco.

= Es importante elegir las secuencias y estructuras de las proteinas de una base de
datos confiable. De la misma manera se debe tener en cuenta las referencias

bibliograficas de las secuencias y estructuras.

= Seria bueno hacer un estudio del proceso de trimerizacion a diferentes tempera-
turas, de esta manera lograr ubicar la temperatura que sea 6ptima para las pro-

teinas y también determinar hasta qué punto la proteina es termoresistente.

= Hacer una dindmica molecular para observar mejor el comportamiento del cobre.
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Anexo A

Archivos utilizados
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title = Minimizacion
cpp = /1lib/cpp
include = -1../top
integrator = steep
nsteps = 20000
nstcomm =1

emtol = 41,8
emstep = 0.01
nstcgsteep = 1000
nstxout = 10
nstvout = 10
nstfout =0

nstlog = 100
nstenergy =1
nstxtcout =1

xtc precision = 1000

xtc grps = Protein
energygrps = Protein
nstlist =5

ns type = grid

pbc = XyzZ
rlist = 1.31
coulombtype = PME-Switch
rcoulomb switch = 0.1
rcoulomb =0.9
epsilon r = 78.0
epsilon rf =1
vdwtype = Shift
rvdw switch = 0.1
rvdw =1.0
DispCorr = Ener
constraints = none
optimize fft = yes
fourierspacing = 0.12

Figura A.1: Archivo minima.mpd con integrador steepest descent
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title = Minimizacion
pp = lib/cpp
mnclude = .L/top
define =
integrator = |-bfgs
nsteps = 100000
nstcomm = |
emtol = (.1
emstep =001
nstcgsteep = 1000
nstxout = 10
nstvout = 10
nstfout =0
nstlog = 100
nstenergy = |
nstxtcout = |

xic precison = 1000
xtc_grps -

energy grps =

nstlist 5
ns_type = gnd
pbc = XyZ
optumize M = yes
founerspacing 0.3
DispCorr Ener
constrants = NONC
implicit_solvent =GB SA
coulombtype * Cut-off
rhist 1.0
rcoulomb = 1.0
nebradu 1.0
vdwtype Cut-off
rvdw 1.0

gb algonthm HCT
nstgbradu = |

gb _epsilon_solvent 78

gb diclectnc_offset 0.09
sa_surface tension =2.05016

Figura A.2: Archivo minima.mpd con integrador I-bfgs
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Tabla que presenta las Relaciones Termodindmicas de Maxwell. ®!

Tabla A.1: Relaciones Termodindmicas

U AE=TAS—PAV | £ =T
%S:_P

H=F+ PV | AH =TAS + VAP ‘;I;P:T
%S:V

A=U-TS | AA=AA-TAS |44 =-S5
spr =V
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tutle = Dinamica Molecular NVT
cpp = Mib/cpp
include = .L.top
integrator = md

dt = 0.001
nsteps = 20000000
nstxout = 400
nstvout =400
nstlog = 400
nstenergy =40
nstxtcout = 400
xtc_grps =
energygrps -

nstlist = |0
ns_type = gnd
fourierspacing =030
pme_onder =4
ewald rtol = le-5
pbe = XyZ
tcoupl = nose-hoover
te-grps = protein
tau_t =05

ref t = 303.15
gen_vel = yes
gen_temp =303.15
gen seed =173
constraints = none
implicit_solvent =GB SA
coulombtype = Cut-off
rlist = 1.0
rcoulomb = 1.0
rgbradin = 1.0
vdwtype = Cut-off
rvdw = 1.0
gb_algorithm = HCT
nstgbradii =]

gb epsilon_solvent =78
gb_dielectnc_offset = 0.09
sa_surface tension =2.05016

Figura A.3: Archivo nvt.mpd con integrador MD
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Anexo B

Ecuaciones utilizadas

1. RMSD (Root Mean Square Deviation): El valor de RMSD corresponde a la dis-
tancia euclidiana entre dos vectores, normalizada por el numero de
dimensiones de estos. Una estructura de proteina puede considerarse un vector
de 3N dimen- siones donde N corresponde al nimero de atomos de la

estructura, de este modo, para dos conformaciones a y b de una proteina, su

RMSD esta dado por:
1 n
RMSD(a,b) = | 503 (bir = a10)? + (bay = a3)? + (bic — :c)?

i=1 (B.1)

=4/ ;M.D(a., b)

2. RMSF (Root Mean Square Fluctuation): RMSF es una medida de flexibilidad

local de una estructura. A partir de una simulacion de dindmica molecular, el
RMSF del atomo i da cuenta del grado de fluctuacion de las coordenadas de

dicho atomo respecto a su promedio temporal:

RMSF(i) = %Z(Ii )+ (= )+ (= 22 (B2

i=1

Donde los términos entre corchetes corresponden a los promedios temporales.
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Anexo C

Datos de la Simulacion

Proteina Temperature Err.Est. RMSD Tot-Drift

Mondémero(AF) 303.151 0.00058 3.60403 ©0.00193334 (K)
Monémero(EC) 303.15 0.00069 -nan 0.00114795 (K)
Trimero(AF) 303.15 0.00049 2.09803 0.000206776 (K)
Trimero(EC) 303.15 0.00036 2.17611 0.00172398 (K)

Figura C.1: Resultados de la temperatura promedio a las que se trabajo las cuatro

proteinas.
Proteina Pressure Err.Est. RMSD Tot-Drift
Mondémero(AF) 0.00320114 0.0021 6.66389 -0.000330311 (bar)
Monomero(EC) -0.000728929 0.0018 -nan -0.000963274 (bar)
Trimero(AF) 0.00804209 0.002 9.25135 -0.00387893 (bar)
Trimero(EC) -0.0141788 0.005 11.9883 0.0284106 (bar)

Figura C.2: Resultados de la presion promedio a las que se trabajo las cuatro proteinas.
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Anexo D

Programa para construir el trimero
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parameter (maxv=50000)
parameter (pi=3.141 59265358979323846)

charat cr nombre* 80, linca® 80, respucsta® |
charadter ressmaxv)* 8, tp{maxv)*7

real cox(maxv), coy fmaxv),coz(maxv), lax. lay, laz
real clx{maxv),clyfmaxv),clzmaxv),c2x{maxv).c2y(maxv).c2z2{maxv)

write(*,* YEste programa fomara una estructura y producina su'
write(*, * inmero tomando como referencia coordenadas xyZ
write(*. * FLa extension que tiene tu archivo debe ser gro”

write(*. * Y Los datos sc encucniran en: *

read(*,*) nombre

opa {60.F ILE-nombre, IOSTAT=1crmor, STATUS-"OLD", ACTION="READ")
if (ierrorne.0) then

wnte(*.* YEmor en ¢l proceso de loctura del archivd

stop

end if

read(60.FMT="(A]) linca

read(60. 100) num

do r~1,num
atof1)= 0
gp(i) =0
end do

do r-1.num
cox{1)= 0.0
coy(i)= 0.0
coz1) = 0.0
clx(i)=0.0
cly(i)=0.0
clzi) = 0.0
2x(1)= 0.0
2y(1)= 0.0
221) = 0.0
end do

do r=1.num
read(60, 101 )zmp(1 ). res(i Ltip{i Latofi Leox(i).coy (i )h.coz(1)

Figura D.1: Primera parte del programa
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end do
read(60, 102)lax lay, laz
close{60)

amn = grp{num)
aml =2%amn
nul =2*num

do r-1,num

clx(i)= cox(i)*cos{2*pi/3) + coy(1)*an(2*p/3)
cly(i)= <cox(1)*sin2 *pi1/3) + coyfi)*cos(2*py'3)
clz(1) = coz(i)

e2x(1) = cox(i)*cos(4*pi/3) = coy(i)*sn(4*pi/3)
c2y(1) = cox(1)*sini*p1/3) + coyi)*cos(4*py'3)
«22(1) = coz(1)

end do

wrte(*,* YDonde quicres que guarde tus resultados”

read(*, * Jnombre

opa 61 FILE=nombre, IOSTAT=1crmor STATUS=-"REPLACE" ACTION-"WRITE")
write{6 1, *yProdudendo un tnmero con nucstro programa’

write61, 100)3* num

do r~1,num

writo{61, 101 )zmp i), res{i), ip(i hatod ).oox(i ).coy(iLcoz(i)

end do

do r-1.num

write{61, 101 )gp i y+ammn res(i ) tip{i Latodi Fnumcl x(iLel y(i el (i)
end do

do r~1,num

writo(61, 101 )gm @i y-am |, res(1 ).tip{i Latofi Foul c2x(1),c2y(1),c22(1)
end do

write61, 102)3*lax 3*lay laz

closcfol)

100 forma(il0)
101  forma(i5.a3.a7.15.M8.3.R 3./ 3)
12 forma(f10.5.f10.5.10.5)

R o N S T SO
write(*,*J Desea continuar (s / n)!
read(*.*) respuesta
if{respucsta .oq 's’) goto 999

" DO e e il S s R S

Figura D.2: Segunda parte del programa
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Anexo E

Conceptos adicionales

= Formato FASTA: es una formato para representar las secuencias de nucledtidos
o péptidos, en el cual los pares de base o aminoacidos son representados usan-
do coédigos de una sola letra. La secuencia en formato FASTA comienza con
una linea de descripcion, seguida por las lineas de las secuencias de datos. La
linea de descripcion se distingue de la secuencia por el siguiente simbolo: <<, al
inicio. Es recomendable que las lineas del texto tengan una longitud menor a 80

caracteres.
= BLAST: es un programa de bisqueda proteina—proteina.

= PDB-BLAST: es una interfaz que solo permite busqueda de proteinas. (http :

//www.ncbi.nlm.nih.gov).

= HMMER: es un programa usado para la bisqueda de secuencias en bases de
datos para homologos de secuencias de proteinas, y también permite realizar
alineamientos de proteinas. HMMER es mas preciso que BLAST y mas capaz

de detectar homologos remotos.(http://hmmer.janelia.org/).

= PSI-BLAST: es una herramienta usada para buscar posibles homologos en orga-
nismos muy lejanos entre ellos, filogenéticamente hablando. (http: //www.nc-

bi.nlm.nih.gov).
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= PSI-BLAST-MSA: es un método de eleccion para detectar regiones conservadas
en el ADN y proteinas, usualmente asociadas con; estructura como plegamiento

y regiones de interaccion, reactividad quimica como sitios cataliticos.
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