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Resumen

Las moléculas de agua que forman parte del medio celular y tisular de las proteinas
juegan un papel muy importante en su funcionamiento, estabilidad y estructura. Las
simulaciones de dinamica molecular a diferencia de los métodos experimentales,
tienen la ventaja de proporcionar informacion directamente en la escala de tiempo de
las fluctuaciones de la esfera de solvatacion ademas de proveer detalles a nivel
atomico sobre el comportamiento del agua en torno a las proteinas. En nuestro caso
se utilizara esta metodologia para identificar las moléculas de agua que juegan un
papel importante en las proteinas FKBP12, tendamistat, barnasa, barstar y en el
complejo barnasa-barstar. Las simulaciones de dinamica molecular en el ensamble
isobarico-isotérmico produjeron trayectorias que se analizaron mediante la funcién de

supervivencia del disolvente en un sitio de hidratacion de una proteina y con la funcion
de distribucion radial de dos centros g(rl, rz). La primera funcion tiene como finalidad

medir la dindmica de intercambio de las moléculas de agua entre la esfera de
solvatacion de cada atomo de la proteina y el seno del disolvente, y la segunda
funcién se empled, para identificar las moléculas de agua que estan coordinadas
simultaneamente a dos atomos de una proteina mediante enlaces por puentes de
hidrogeno. El analisis mediante la funcion de supervivencia permitio diferenciar las
zonas de la superficie de la proteina de acuerdo al tiempo de residencia de las
moléculas de agua en torno a los atomos de la macromolécula. En este estudio el
mapeo de dicha propiedad en la superficie de estas proteinas nos permitié concluir
que la mayoria de las moléculas de agua se intercambian rapidamente con el seno de
la solucién y muy pocas moléculas permanecen en la esfera de solvatacion durante
tiempos mayores a algunas decenas de picosegundos. Al comparar nuestros
resultados con los de difraccion de rayos X y los de RMN de las proteinas FKBP12 y
tendamistat respectivamente, se encontr6 que la mayoria de los resultados

concuerdan con los de RMN pero solo algunos casos concuerdan con los sitios



identificados por difraccion de rayos X. Estos resultados nos permiten concluir que
aunque todas las moléculas de agua de intercambio lento son identificables por rayos
X, solo una pequena fraccién de los sitios de hidratacion identificados por rayos X es
de intercambio lento. De la interaccién entre el complejo barnasa-barstar se dedujo
que la proteina barstar se enlaza a barnasa gracias a la presencia de moléculas de
agua de alto tiempo de residencia localizadas en barnasa, ademas, se identificaron

moléculas de agua de alto tiempo de residencia que median dicha interaccion.
Finalmente, con la funcion de distribucion radial de dos centros g(rl,rz),

determinamos que algunas de las moléculas de agua de alto tiempo de residencia que
median la interaccidn barnasa-barstar, estan coordinadas simultaneamente a dos
atomos del complejo mediante enlaces puentes de hidrogeno. También con esta
funcién se determind, que hay moléculas de agua de alto tiempo de residencia en
barnasa libre que se conservan en el complejo y que incrementan notablemente la
complementariedad de las superficies de reconocimiento. Adicionalmente, hay otras
moléculas superficiales de disolvente que se reacomodan durante el acoplamiento

entre barnasa y barstar y otras que aparecen unicamente en el complejo.



1. Introduccién

1.1. Las interacciones agua-proteina: Su estudio e importancia

Gracias a su estructura en forma de “V” y a su capacidad de donar y aceptar enlaces
de hidrégeno, el agua no es simplemente un medio viscoso donde las proteinas
pueden permanecer en solucién y difundir, sino que mas aun, este vital liquido
representa un factor muy especifico que a nivel molecular determina la estructura, la

dinamica y el funcionamiento de las proteinas.

Por ejemplo, las moléculas de agua participan directamente en la definicién de
la estructura tridimensional proteinica al contribuir a que la energia libre de
plegamiento sea favorable mediante efectos hidrofébicos e hidrofilicos’.
Adicionalmente, existen moléculas de agua que se ubican dentro de las cavidades de
las proteinas (moléculas de agua internas) y a las cuales se les ha conferido la
propiedad de estabilizar las macromoléculas mediante redes de puentes de hidrégeno.
Por ejemplo, se ha encontrado que mutantes de la lisozima humana que presentan
moléculas de agua en las cavidades internas, son mas estables que las mutantes de la

lisozima humana con cavidades vacias?

También, se ha encontrado que las moléculas de agua de la superficie pueden
participar estructuralmente en las uniones proteina-proteina o proteina-ligando. En
este sentido, las moléculas de agua funcionan como puentes (de agua) al hacer un
enlace de hidrogeno con dos atomos simultaneamente, uno con cada molécula del
complejo. Tal es el caso del complejo entre la ciclofilina A y la ciclosporina A, donde se
ha encontrado, por medio de cristalografia de rayos X, que 36 moléculas de agua se
ubican en la interfase entre las dos moléculas y median la interaccién® Otro ejemplo al
respecto es la formaciéon del complejo entre la proteina SGPB (proteasa de tipo
quimotripsina) con la proteina OMTKY3 (proteina inhibidora de proteasa); en este
sistema, a través de estudios de rayos X, se ha observado que para la formacion del

complejo, es necesaria una importante redistribucion de las moléculas de agua de la



zona de reconocimiento para optimizar las interacciones por puentes de agua entre la
enzima y el inhibidor®. Un tercer ejemplo es el siguiente: En el complejo entre CDK2
(quinasa) y la isopenteniladenina se encontrd, a través de simulaciones de dinamica
molecular, que dos moléculas de agua contribuyen en la interaccion entre el inhibidor y
la enzima via enlaces de hidrégeno. Ademas, se observd que dos moléculas de agua
en la trayectoria libre CDK2 ocupan las mismas posiciones de los nitrdgenos N3 y N9
de la isopenteniladenina, concluyendo con esto que el tomar en consideracion
moléculas de agua fuertemente enlazadas a la proteina puede ayudar

substancialmente en el disefio de nuevos inhibidores®.

El agua también influye en la actividad catalitica de las enzimas. En este
sentido, se han hecho estudios con micelas en fase reversa en cuyas cavidades es
posible limitar la cantidad de agua disponible para solvatar una enzima®. Estas
investigaciones determinaron que la actividad enzimatica depende de manera directa
de la cantidad de agua disponible para interactuar con la proteina y que en ausencia

de una cantidad suficiente de ésta, la actividad catalitica practicamente desaparece’.

Asimismo, se ha contemplado la importancia de las moléculas de agua que se
ubican en sitios especificos de la superficie proteinica y que realizan funciones
altamente especializadas en los movimientos o fluctuaciones estructurales de las
proteinas, las cuales a su vez estan relacionadas con los mecanismos enzimaticos. Un
ejemplo de ello es el siguiente: El sitio activo de la triosa fosfato isomerasa (TIMs),
cuenta con una especie de cubierta (asa catalitica), la cual constantemente se esta
abriendo y cerrando para permitir la entrada y salida del sustrato. Cuando la TIM se
encuentra en su forma abierta, se ha encontrado que la posicion de la cubierta es
compensada por 3 moléculas de agua las cuales se deben intercambiar con el seno de
la solucion para permitir un mecanismo de bisagra. De hecho, se ha establecido que la
frecuencia de apertura-cierre queda al menos en parte determinada por la frecuencia

promedio con la que se desplazan las tres aguas mencionadas anteriormente®.



Diversos estudios experimentales recientes indican que las moléculas de agua
que se encuentran alrededor de una proteina no forman un cascaron semi-rigido
entorno a ella, ni mucho menos difunden al unisono con la proteina manteniéndose
unidas a ésta como se llegdé a pensar’; sino que por el contrario, estas moléculas
solvatan a la proteina con diferentes energias libres de unién en diferentes partes de la
macromolécula, y que muy probablemente se intercambian a muy diversas

velocidades con las moléculas del seno de la solucion™.

Entre las observaciones experimentales que indican esta alta heterogeneidad
en la dinamica de hidratacion en la superficie de una proteina, se encuentran la
resonancia magnética nuclear'’, la cristalografia de rayos X'?, y los estudios de

fluorescencia de triptéfano con resoluciéon temporal de femtosegundos™.

Las técnicas de RMN son capaces de identificar mediante el efecto nuclear de
Overhouser (NOE), a moléculas de agua (tanto internas como en cavidades
superficiales) que permanecen en contacto con la proteina durante un tiempo
suficiente como para que ocurra el fendmeno de transferencia de magnetizacion.
Modelos sencillos sobre la dinamica de dicha transferencia estiman que las técnicas
por NOE identifican aquellas moléculas de disolvente que se mantienen unidas a la
proteina por al menos unos 300 ps'™. El nimero de moléculas de agua que se
identifican mediante dichas técnicas corresponde a un nimero relativamente pequefio
en comparacion con el numero de aguas presentes en la primera esfera de

)iError! Marcador no

solvatacion. Por ejemplo, en un estudio de la proteina BPTI (inhibidor
definide. s |ocalizaron por RMN-NOE, a 4 moléculas de agua, mientras que el nimero
total de aguas a una distancia de menos de 4 A de la proteina en solucién se puede

estimar como de alrededor de 400.

Los estudios de difraccién de rayos X en proteinas detectan la presencia de un

gran numero de moléculas de disolvente en los cristales difractados. El nimero de



aguas localizadas por difracciéon depende del tamafo de la proteina, de las
condiciones de la medicion y de la resolucion del experimento, y pueden ir de varias
decenas a varios cientos de moléculas de agua. Por este método es posible localizar
aguas tanto internas como externas a la proteina y se considera que dichas posiciones
corresponden a sitios de una elevada densidad promedio del atomo de oxigeno del
agua en un cristal particular (sitio de hidratacion). Sin embargo, se ha observado que
para la mayoria de las aguas exteriores existe una enorme variabilidad en la posicién
de las mismas cuando se estudia la misma proteina en diferentes empaquetamientos
cristalinos™. Es decir, la ubicacién de estas moléculas de disolvente depende en gran
medida del tipo de arreglo tridimensional de la celda unitaria del cristal. Dentro del
grupo de moléculas de agua localizadas por difracciéon en una proteina es posible
distinguir una alta heterogeneidad en su grado de movilidad. Esto se manifiesta en que
estos atomos reportan factores de temperatura (B, factor de Debye-Weller) con una
variabilidad muy grande, pudiendo ir desde valores semejantes a los atomos de las

cadenas principales de la proteina, hasta valores significativamente mayores™®.

Por ultimo, mediciones muy recientes del corrimiento de Stokes dinamico de la
fluorescencia de triptéfano'’, han detectado que el grado de movilidad de las
moléculas de agua en sitios especificos de la superficie de una proteina puede ser
practicamente igual que la movilidad de una molécula de agua en el seno del
disolvente, mientras que en otros lugares, dicha movilidad puede ser diez o hasta cien
veces menor. Estos experimentos requieren que la proteina bajo estudio contenga un
solo residuo de ftriptéfano en la superficie de la macromolécula y de hecho los
resultados soélo son relevantes para las moléculas de agua muy cercanas al triptéfano.
Debido a esto, el método solo ha sido aplicado a unas cuantas proteinas y aun en
estos casos, no se obtiene informacién sobre la dindmica de hidratacion de la

superficie en su conjunto, sino de tan solo una muy pequefa regién de esta.



1.2. Objetivos generales y sistemas de estudio

Todos los ejemplos arriba mencionados resaltan la idea de que el agua en
algunos sitios de hidratacion particulares pueden realizar un papel altamente
especifico en algunas proteinas, ya sea que éstas tengan una importancia
estructural'®'®?° de interaccién con otras moléculas?', o en la dinamica de la proteina®.
Debido a esto, resulta crucial la identificacion y caracterizacion por diversas
metodologias de las moléculas de agua a las que se les pueda asignar dichas
propiedades. Es importante recalcar que todas las técnicas experimentales disponibles
a la fecha tienen limitaciones, en uno u otro sentido, que les imposibilita proveer
informacion detallada a nivel atdémico sobre la distribucion de las propiedades
dinamicas del agua en contacto directo con la proteina. Esta distribucion se refiere al
nuamero y a la localizacién de moléculas de agua de elevado tiempo de contacto con la
proteina y por otro lado, a la identificacién de zonas en la superficie donde el
intercambio es muy rapido. En esta tesis se realizé un estudio por simulaciones de la
dinamica molecular con el objeto de caracterizar las propiedades dinamicas de la
primera esfera de solvatacion de diversas proteinas. En particular, esta caracterizacion
indico la distribucion espacial de las moléculas de agua con diferentes tiempos de

interaccion con la proteina asi como su posible rol como “puentes de agua”.

Las simulaciones de la dinamica molecular proporcionan una descripcién a
nivel atdmico y en una escala de tiempo apropiada de los mecanismos de interaccion
agua-proteina y en particular para estudiar la velocidad de intercambio de moléculas
de disolvente entre la superficie proteinica y el seno del liquido. El andlisis de la
solvatacion de diversas proteinas se realizé mediante la evaluacion de una funcion de
correlacion temporal y una funcién de correlacion espacial del disolvente en la primera
esfera de solvatacion, donde dichas funciones fueron calculadas sobre trayectorias de
dinamica molecular de la proteina en equilibrio en su estado nativo, simuladas con

solvente explicito.



En primer lugar, la llamada “Funcién de Supervivencia del Solvente” P, (¢)”, es

una funcién de correlaciéon temporal que permite medir el nUmero de moléculas de

disolvente (agua) que permanecen en la esfera de solvatacion de un atomo del soluto

(05) durante al menos un tiempo f.

Esta funcion, que se presenta con mas detalle en la seccion de métodos,
permite caracterizar el tiempo de residencia promedio de las moléculas de agua que
solvatan cada atomo de la proteina, mediante el calculo de los tiempos caracteristicos
del decaimiento de la misma. La funcién se evalud para cada uno de los atomos de la
superficie de diversas proteinas y los tiempos caracteristicos resultantes fueron
utilizados para “mapear” (directamente en la superficie proteinica), el grado de
movilidad de la primera esfera de solvatacién. Dicho mapeo se realizd con la ayuda de
escalas de colores para obtener informacion grafica que facilite el analisis y la
ubicacién de zonas en la superficie macromolecular con caracteristicas peculiares

respecto a la movilidad del disolvente.

En segundo lugar, se evalué la funcion de distribucion radial de dos centros
g(rl,rz). Esta funcion permite identificar de manera sencilla las moléculas de agua

que durante la simulacion, realizan con alta frecuencia, enlaces de hidrégeno
simultaneos con dos atomos diferentes. Estos dos atomos pueden ser de la misma
proteina o bien de dos proteinas que forman un complejo. Como se mencioné en
parrafos anteriores, estas moléculas que forman los llamados “puentes de agua”
(transitorios o semi-permanentes), pueden ser importantes, entre otras cosas, en la

mediacion de interacciones en una interfase de reconocimiento.

Se estudiaron las siguientes cuatro proteinas: FKBP12 (isomerasa peptidil-
prolil), tendamistat (inhibidor de la « amilasa), barnasa (ribonucleasa), barstar
(inhibidor de la ribonucleasa) y el complejo barnasa-barstar. Las primeras dos

proteinas han sido el objeto de investigaciones experimentales detalladas respecto a



las interacciones agua-proteina y fueron estudiadas para contrastar los resultados de
la dindamica molecular con los resultados experimentales disponibles. La proteina
FKBP12'® fue el objeto de un minucioso estudio por parte de Faerman y Karplus
donde se compararon las moléculas de agua detectadas por difraccién de rayos X en
seis diferentes estructuras cristalograficas de la misma proteina. Al ubicar moléculas
de agua que aparecen haciendo contacto con la superficie de la FKBP12 en cada uno
de los diferentes empaquetamientos cristalinos, les fue posible a dichos autores
diferenciar a las moléculas de agua cuya presencia depende del empaquetamiento, de
aquellas que aparecen en las estructuras debido Unicamente a su interacciéon con la
proteina. Este ultimo grupo define el conjunto de “sitios de hidratacion intrinsecos de la
FKBP12”. En nuestro estudio se compararon los tiempos de residencia del solvente en
la esfera de solvatacién de cada atomo de la FKBP12 y fue posible concluir si existen
algunas tendencias particulares respecto a los sitios reportados como sitios

intrinsecos.

La proteina tendamistat fue objeto de estudio experimental por técnicas de
atenuacion especifica de sefiales de RMN por co-solutos paramagnéticos®. Dichos
estudios pretenden ubicar experimentalmente los sitios superficiales de elevada
interaccion agua-proteina gracias a la identificacién de residuos de la proteina, los
cuales a pesar de estar expuestos al solvente, no tienen contacto con el co-soluto
paramagnético; debido precisamente a que las moléculas de agua fuertemente unidas
a la superficie, bloquean el acercamiento del co-soluto. En este caso fue posible
comparar los sitios que la dinamica molecular predice como de alto tiempo de

residencia con los ubicados por las técnicas de atenuacion de RMN.

Por ultimo, las proteinas barnasa, barstar y su complejo 1:1 son un sistema
muy interesante ya que en el complejo la unidn proteina-proteina es mediada por
multiples puentes de agua. El objetivo de estudiar tanto al complejo como a las

proteinas individuales es el de observar si las aguas de puente se pueden ubicar como



sitios de hidratacién de alto tiempo de residencia, donde algunas moléculas de agua

se

mantienen asociadas a una u otra proteina desde antes de que se forme el

complejo o bien, si por otro lado, es imposible distinguir los sitios que eventualmente

formaran puentes de agua en las proteinas individuales.

1.3. Objetivos especificos

i)

ii)

Vi)

Elaborar un programa de la funcion de supervivencia con el lenguaje de
programacion C en la plataforma de Linux para analizar la distribucion de las
moléculas de agua en torno a la proteina.

Automatizar la ejecucion del programa de la funcién de supervivencia mediante
una serie de instrucciones escritas en lenguaje bash (scripts) en la plataforma de
Linux.

Delimitar las zonas de la superficie de las proteinas por medio de colores de
acuerdo al tiempo de residencia de las moléculas de agua en torno a los atomos
de la proteina (construccién de mapas de colores).

Demarcar las zonas de la superficie de la proteina a través de colores de acuerdo
al numero de moléculas de aguas coordinadas a cada atomo de la proteina.
Construir un programa con la funcion de distribucion radial de dos centros con el
lenguaje de programacién C, en la plataforma de Linux para identificar moléculas
de agua que forman enlaces puente de hidrégenos simultaneos, con atomos de la
proteina.

Confrontar los sitios de hidratacién de la proteina FKBP12 identificados mediante
analisis de la dinamica molecular, con los reportados por Faerman y Karplus en su

estudio de consensos de sitios de hidratacion por cristalografia de rayos X.

vii) Comparar la distribucién y localizacién de las moléculas de agua de alto tiempo de

residencia, obtenidas del andlisis de la simulacion de DM de la proteina

tendamistat, con los reportados por Scarselli y colaboradores en su estudio



experimental por técnicas de atenuacion especifica de sefiales de RMN por co-
solutos paramagnéticos.

viii) Identificar las moléculas de agua que median la interaccion del complejo barnasa-
barstar y compararlas con aquellas que aparecen en la zona de interaccion de las
mismas proteinas no acomplejadas, esto con la finalidad de examinar la
participacién de las moléculas de agua en el reconocimiento proteina-proteina.

ix) Compartir las herramientas disefiadas durante el desarrollo de este trabajo con
otros grupos de investigacion, a través de una pagina web, ya que la metodologia
es de aplicabilidad generalizada y los programas son suficientemente robustos

para ser difundidos en la comunidad cientifica.



2. Antecedentes

En este capitulo se revisan brevemente algunos temas relacionados con el proyecto,
incluyendo aspectos basicos y técnicos de las simulaciones de dinamica molecular?*2°.
También se presentan las funciones de correlacion espacial y temporal que se

emplearon para el analisis, y se realiza una breve presentacion de las proteinas de

estudio.

2.1. Simulaciones de dinamica molecular

En los ultimos afios el incremento significativo del poder computacional junto con la
disponibilidad de métodos tedricos incluidos en sofisticados programas de simulacion,
han permitido expandir la aplicabilidad de la aproximacion computacional a los
sistemas biolégicos. La expansion es de tal dimension que en el campo de la
bioquimica, las herramientas computacionales son utilizadas frecuentemente para
dilucidar la estructura secundaria de las proteinas, para hacer modelados de
macromoléculas, para estudiar el modo y la forma como se acoplan proteina-proteina
o proteina-ligando (docking) y para estudiar el comportamiento a nivel atémico de las
proteinas o biomoléculas. Actualmente las simulaciones de dinamica molecular (DM)
representan una herramienta valiosa para realizar estudios que van mas alla de la
accesibilidad experimental, pues los métodos practicos que hasta el momento se han
desarrollado para investigar las propiedades dinamicas de las proteinas, suelen
proporcionar informacién con pocos detalles sobre el nivel atdmico de las fluctuaciones
(en nuestro caso, de la esfera de solvatacién)zﬁ. Por lo tanto, las simulaciones de DM

representan una valiosa herramienta complementaria a las técnicas experimentales.

La dinamica molecular tiene sus bases en la segunda ley de Newton o en la

ecuacion del movimiento®"?8.



donde Fes la fuerza ejercida en la particula i, m,es la masa de la particula i y a, es

la aceleracién de la particula i. La fuerza también puede ser expresada en términos

del gradiente de la energia potencial:

21.1 Campos de fuerza

Para calcular la energia potencial del sistema es indispensable definir los campos de
fuerza que rigen el movimiento atdmico, los cuales estan determinados por las
contribuciones energéticas tanto de dtomos unidos covalentemente (estiramiento del
enlace, deformacion de angulos y deformacion fuera del plano) como de atomos no
unidos covalentemente (fuerzas de Van der Waals e interacciones electrostaticas); de
acuerdo a esto la variacion energética del sistema va a depender de las desviaciones
de estas contribuciones con respecto a sus valores de equilibrio. Considerando las
contribuciones de atomos enlazados y de atomos no enlazados, la energia potencial

se puede expresar como:
V(R) = Eenlace + Eno—en/ac'e (3)

E +F

enlace — * estiramiento deformacion + E torsion (4)

E =F +E

no—enlace van—der—Waals electrostatica (5)

Cada uno de los términos de la ecuacion (3) definen el campo de fuerza de la
dinamica molecular, existen varios campos de fuerza como son: AMBER, CHARMM,
GROMOS, OPLS/AMBER, entre otros. Estos tienen en comin cada uno de los
términos de la ecuacién 3; pero difieren en los términos que se le afadan o en las
constantes que se empleen (los parametros). Las dinamicas moleculares realizadas

para la elaboracion de esta tesis se efectuaron con el programa de NAMD, el cual



trabaja con los campos de fuerza y los parametros de CHARMM, del cual a

continuacion se hace una breve descripcion.
Alargamiento del enlace

El primer término de la ecuacion (4) considera el alargamiento del enlace el cual
implica atomos separados por un enlace covalente (relacién 1,2). Este esta

representado por la ecuacion del oscilador armaénico:

K
Eestiramiento = z Tb(b - bO )2 (6)

enlace

Esta ecuacién es una representacion de la energia potencial en funcion del

desplazamiento, donde K, es la constante que determina la fuerza del enlace, y b, es

la distancia entre dos nucleos atémicos en la configuracion de minima energia. Tanto

K, como b, son especificos para cada par de atomos enlazados.

Deformacion del angulo

El segundo término de la ecuacion (4) se refiere a la deformacién del angulo € con
respecto al valor ideal 8, (relacién 1,3), también esta representado por la ecuacion del

oscilador armoénico:

K
Edeﬁ)rmacia'n = z 7‘9 (9 - 90 )2 (7)

angulo
Los valores de K, y de 6 dependen del tipo de atomo involucrado.

Término de Urey-Bradley

Este término corresponde a la interaccion entre dos atomos separados por dos

enlaces (interaccion 1,3), éste es una variante del campo de fuerza de CHARMM con



respecto al campo de fuerza general de las simulaciones de dinamica molecular y se

representa con la ecuacion del oscilador arménico:

K 2
Ep :z 2UB(S_S0) (8)

UB

donde K, es la constante de Urey-Bradley y § es la distancia entre los atomos 1y 3

(distancia de Urey-Bradley).
Torsién

En el término de E de la ecuacion (4) se incluyen tanto el angulo diedro como el

torsion

angulo diedro impropio.

K, 1 2
mrwon = z )]+ z M(¢_¢O) (9)

diedro impropio 2

El primer término de la ecuacion (9), representa el cambio de la energia asociada a la
rotaciéon de los angulos diedro, los cuales se forman entre tres enlaces covalentes
(relaciones 1,4). Este potencial tiene un comportamiento periédico y se puede
representar mediante una serie de Fourier, donde V, determina el tamafo de la
barrera rotacional, » indica la periodicidad, w es el angulo diedroy » hace referencia
al angulo de torsion cuando se encuentra en su minima energia. El segundo término
de la ecuacion (9) corresponde al angulo diedro impropio, representado por la funcion

armonica, donde K, . es la constante de fuerza del angulo impropio y ¢ es el

impropio
angulo de torsién impropio. Este término gobierna la quiralidad y la planaridad de la

molécula®



Las interacciones de van der Waals

Las interacciones de van der Waals describen la repulsién o atraccion entre dos
atomos que no estan unidos covalentemente, con frecuencia estas fuerzas se modelan

utilizando el potencial de Lennard-Jones:

12 6

R. R,
Evan—der—Waalx = z glj — - 2 — (1 O)
Ty Ty

donde R, es la distancia de Lennard-Jones de minima energia, el parametro ¢, es el

valor minimo en la curva de interaccion y r; es la distancia entre los dos atomos (i)

Las fuerzas atractivas son de largo alcance (mucho menos que las fuerzas
electrostaticas) y se deben a las fuerzas de dispersion de London (dipolos
instantaneos) y las fuerzas repulsivas son de corto alcance y se deben a la repulsion

de las nubes electronicas.
Interaccion electrostatica

La interaccion electrostatica, interaccion de no enlace, es una consecuencia de la
distribucion interna de los electrones; donde los atomos de las moléculas tienden a
adquirir carga. La interaccién electrostatica entre un par de atomos es representada
por el potencial de Coulomb:

q9:4;

=— (1)

Eply

electrostatica

donde ¢, es la constante dieléctrica del medio y r; es la distancia entre dos atomos

de cargas ¢,y ¢q;.



Condiciones peridodicas de frontera

Las condiciones periddicas de frontera permiten que la simulacion de DM se ejecute
utilizando un numero relativamente pequefio de particulas y de tal forma que éstas
experimenten fuerzas como si estuvieran en el seno de la solucién. Un sistema con
condiciones periddicas es semejante a una caja central con algunos atomos, la cual es
rodeada por otras cajas semejantes a la central. Estas condiciones son importantes en
el momento en que una particula salga de la caja durante la simulacion, en cuyo caso
la particula es reemplazada por otra particula que debe entrar por el lado opuesto de
la caja. Adicionalmente, estos métodos permiten el calculo de interacciones (de no
enlace) con las multiples réplicas de las particulas de la caja principal. En un sistema
con condiciones periddicas es posible que las interacciones de largo alcance sean
tratadas mediante métodos basados en las sumas de Ewald*. El programa NAMD
utiliza el método de PME (particle-mesh Ewald) para agilizar el célculo de las sumas

de Ewald. Las sumas de Ewald involucran las siguientes expresiones:

EEwald Edlr + E e T Eéé[f +E surface (1 2)
erfc(ﬂ‘r — 7+, ) 4.4,
2 z z Z_7 47 B Z T (13)
2; =1 ‘ —r,tn, (i.j)eExcluded (1 —F; +v4./.‘

2

1 Z:exp( ﬂ-_,|m| /B )iﬁ:qiexp(zm-ntlxri (14)
m

rec
27V % i=1

N 5
= A > q; 15
self [ P q ( )

E = 16
su)jface 28 + I)V qu z ( )



donde £, sumas directas, considera un sistema periddico embebido en un material
con una constante dieléctrica infinita, £,,, sumas reciprocas, representa el potencial
electrostatico en un punto, debido a la distribucion de carga, £, es una constante de

correcciony E término de superficie, es normalmente ignorado al considerar las

surface ?

condiciones periodicas, debido en parte, a que la constante dieléctrica de el agua

(¢, ~80)es mucho mayor que uno. En las ecuaciones de (12-16) g, representa la

carga del atomo i, 7, es la posicién del atomo i, 7, es el vector relacionado con la

caja de simulacion, v, denota el vector para el par (i, /) que minimiza ‘Fi —F+v;

Y

es un pardametro que distribuye la carga computacional entre los términos de las

sumas directas y sumas reciprocas. ¢, es la constante dieléctrica de los alrededores,

V' es el volumen de la caja de simulacion y m es el vector reciproco. En el método de

PME (particle-mesh Ewald) f se elige, de tal forma que la mayor carga computacional

se realice sobre las sumas reciprocas E las cuales se resuelven mediante la

transformada de Fourier. EI método PME, distribuye la carga en una rejilla de puntos
de acuerdo a la distancia de estos puntos a la carga, empleando para ello funciones

de peso.

2.1.2 Integracion de las ecuaciones de movimiento

Como la energia potencial es una funcién de las posiciones atomicas de todos los
atomos del sistema, es imposible encontrar una solucién analitica para la ecuacién de
movimiento. La funcion de movimiento se puede resolver numéricamente por medio de
algoritmos de integracién; los cuales asumen que las posiciones, velocidades y
aceleraciones pueden ser aproximadas por una serie de expansién de Taylor. Hay
varios algoritmos para resolver dicha aproximacion, pero uno de los mas empleados

es el algoritmo de Verlet, el cual usa las posiciones y aceleraciones en el tiempo ¢ y

las posiciones para el tiempo ¢ — At para calcular las nuevas posiciones en el tiempo



t+At; en este algoritmo no estan explicitas las velocidades. El esquema de
integracién de Verlet se basa en una expansion de Taylor de tercer orden:

1t + At)=2r(6) -1 (t = Ar)+ A ﬂz(t) (17)

dt

La integracion de las ecuaciones de movimiento produce una trayectoria que describe
las posiciones, velocidades y aceleraciones de las particulas conforme ellas cambian
con el tiempo. Si estos datos se conocen para cada uno de los atomos en un
determinado instante, entonces el estado del sistema se puede predecir en algun
tiempo, futuro o pasado. Debido a que las simulaciones de este proyecto se realizaron
considerando la dinamica de Langevin en lugar de la Newtoniana, el método de
integracion no es el de Verlet simple, si no una sencilla extensién del mismo realizada
por Briigner Brooks y Karplus donde la formula recursiva de la posicién de los atomos
toma en cuenta los términos adicionales de la ecuacién de Langevin®' (ver a

continuacion).

2.1.3 Preparacion y corrida de las simulaciones de dinamica molecular
La mayoria de las simulaciones de dinamica molecular son ejecutadas en un
ensamble microcandnico, es decir bajo condiciones de numero de particulas (N),
volumen (V) y energia (E) constante. Sin embargo, es frecuente usar otros ensambles
tales como: el candénico (NVT) o el isotérmico-isobarico (NPT). En este trabajo se
realizaron las simulaciones de dindmica molecular manteniendo el numero de
moléculas, la presion y la temperatura constante, es decir un ensamble (NPT). El
programa NAMD para un ensamble NPT, considera la ecuacion de Langevin:
d’x, (1)

_ _, &)
m[T_E{xi(t)} Vi dt mi+Ri(t) (18)

En la ecuacion de Langevin, la fuerza sobre la particula se divide en tres términos: El

primer término Fl.{xl.(t)} representa la fuerza, debida a las interacciones entre los



atomos del sistema; este término es idéntico al de la dinamica molecular Newtoniana.

dx, (1)

El segundo término y, Tm es la fuerza de friccion, la cual se debe a la resistencia
t

de la particula por efecto del medio, en este término y,es el coeficiente de friccion. El

tercer término Rl.(t) corresponde a las colisiones al azar entre las moléculas del

solvente y el soluto (fuerza al azar o fuerza estocastica). Los dos ultimos términos son
propios de la dinamica molecular de Langevin, basicamente representan los efectos

del medio y se pueden emplear para mantener constante la temperatura del sistema.

Al integrar la ecuacién de Langevin por el método de Bringer-Brooks-Karplus

(BBK) se obtiene la siguiente expresion:

_ 20k T
r,1+l=r,1+—1 7At/2(rn—rn_1)+—l Ar M_IF(rn)+1/—7kB zZ | (19
1+ yAt/2 1+ yAt/2 AM

donde M es la masa, F es la fuerza, rla posicion, yes el coeficiente de friccion, &,
es la constante de Boltzman, T es la temperatura y Z es un juego de variables al

azar de una gaussiana de punto cero y una varianza de uno.

Después de establecer las condiciones en las cuales se ejecuta el sistema, de
definir la ecuacion de movimiento para la ejecucion de la dinamica molecular y de fijar
el método de integracion para resolver la ecuacion de movimiento, damos paso a una
breve descripcién de la ejecucién de la dinamica molecular, la cual comprende las
siguientes etapas: inicializacion, minimizacion, calentamiento, equilibrio y desarrollo de

la dinamica molecular, a continuacién se describen cada una de estas etapas.
Inicializacién

La ecuacion de movimiento de Langevin requiere los valores iniciales, tanto de las
coordenadas como de las velocidades para dar inicio a la integracién. Las

coordenadas iniciales son usualmente obtenidas de estructuras moleculares



determinadas principalmente por experimentos de rayos X o de RMN, y las
velocidades iniciales se asignan al azar de acuerdo a la distribucion de Maxwell-
Boltzman a una temperatura T; normalmente estas asignaciones se hacen a baja

temperatura para posteriormente incrementar la temperatura del sistema.

Minimizacién, calentamiento y equilibrio del sistema

La minimizacion se encarga de reducir la energia potencial de una conformacion,
mitigando sus tensiones locales. Durante la minimizacion las velocidades atomicas se
ajustan a cero y como consecuencia de esto los movimientos de todos los dtomos se
limitan, de esta forma se evitan los grandes desplazamientos de la estructura, con
respecto a sus coordenadas iniciales. Una vez se conocen las coordenadas y las
velocidades iniciales del sistema, empieza el calentamiento, para lo cual, primero se
asignan las velocidades a bajas temperaturas, posteriormente se hacen ligeros
incrementos de la temperatura y para cada una de ellas se van asignando las nuevas
velocidades, este proceso se repite hasta alcanzar la temperatura deseada. Después
del calentamiento continua la etapa del equilibrio, que es una simulacion de dinamica
molecular, cuyo objetivo es asegurar que el sistema se encuentre en equilibrio a la
temperatura y presién de trabajo, y libre de fluctuaciones erraticas. Durante el
equilibrio varias propiedades son monitoreadas; en particular la estructura, presion,

temperatura y energia del sistema.

Desarrollo de la simulacion de dinamica molecular

Durante esta etapa se ejecuta la simulacién del sistema en un periodo de tiempo dado,
en el transcurso de este tiempo se van registrando las diferentes configuraciones en
un numero significativo de pasos Af, es decir cada vez que transcurre una fraccién de
tiempo At, se integra la ecuacion de movimiento y los valores de las posiciones y de
las velocidades se van guardando. En esta fase ya no es necesario hacer el

escalonamiento de las velocidades, debido a que el método de integracion no las



requiere. La simulacion de dinamica molecular arroja informaciéon acerca de las
propiedades conformacionales de los sistemas y la manera como la estructura cambia

con el tiempo.

2.2 Analisis de la simulaciéon de dinamica molecular

2.2.1 Funcién de supervivencia del solvente en la esfera de solvatacién de un

atomo o de una proteina P, (t)

Para el analisis de la simulacion de DM se empled la funciéon de supervivencia definida
originalmente por Impey y colaboradores®, quienes inicialmente la emplearon para
describir la movilidad de la esfera de solvatacion de iones en solucion. Hay varias
investigaciones en las que se ha reportado el uso de esta funcion para el estudio de
los sistemas agua-soluto®***3°. En nuestro caso, la utilizamos para caracterizar la
movilidad local de la esfera de solvatacion de cada atomo « de una proteina, el rétulo
atomo «o se refiere al atomo que se desea estudiar y es independiente de la
nomenclatura que se emplea para nombrar a los atomos de la cadena lateral de un

aminodcido. Esta funcién se define con la siguiente ecuacion:

=NW

P (m)= jz

j=1

n=NC—-m

1

n=1

donde o es un atomo en particular de la proteina, NW es el niumero de aguas en la

caja de simulacion, m es un indice de configuracion tal que el tiempo al que esta
evaluada la funcion P, es t = mAt (donde At es el intervalo entre dos configuraciones
consecutivas); y donde NC es el total de configuraciones. La funcion P toma los
valores de 1 cuando la molécula de agua j (su atomo de oxigeno) reside en la esfera
del atomo « de manera continua en el intervalo de configuraciones n» a n+m y de
cero cuando esto no se obedece. P, es una funcion de correlacion de tiempo de

residencia que indica el promedio de moléculas de agua que permanecen en la esfera



de coordinacién por al menos un tiempo ¢. Cuando t=0 (m=0), P, representa el

numero promedio de moléculas de agua que residen en la esfera de solvatacion del

atomo, es decir, es un promedio del numero de aguas coordinadas al atomo « en

cualquier instante dado. Como cualquier funcion de correlaciéon temporal, P (t)

o
considera cada una de las configuraciones de la simulacién y evalua la probabilidad de
permanencia de las moléculas de agua en la esfera de solvatacion del atomo o a

partir de este momento.

La primera esfera de solvataciéon alrededor de un atomo de una proteina se
definid como una esfera de radio de 4 A, de acuerdo a los estudios realizados por Gu y
Schoenborn con la funcién de distribucion radial unidimensional en la proteina

mioglobina®®.

A modo de ejemplo, en la figura 2.1 se muestra el resultado del calculo de la

funcion P, (t) para el atomo de oxigeno del carbonilo del residuo 103 de la tirosina de

la proteina barnasa. Como se puede observar, el valor al tiempo cero de esta funcion
es de 1.6 (numero de coordinacién promedio de este atomo), y debido al intercambio
con las moléculas del seno de la solucidon, la funcion decae de forma
aproximadamente exponencial como funcién del tiempo. En este caso, la funcién vale
cero a partir de los 250 ps. Es decir, que en ninguin momento de la simulacion existio
alguna molécula de agua que permaneciera solvatando a este atomo por mas de 250
ps. También se puede apreciar que el tiempo de vida media de permanencia del grupo

de aguas de solvatacién es aproximadamente de tan solo unos 20 ps. Los tiempos

caracteristicos del decaimiento de la funcion Pa(t) se conocen como tiempos de

residencia de agua en la esfera de solvatacién del atomo « .



2.2.2 Funcion de distribucion radial de dos centros

Con el motivo de complementar la informacion proporcionada por la funcién de
supervivencia, se utilizdé la funcién de distribucién radial de dos centros, la cual
suministra informacion sobre moléculas de agua que forman enlaces de tipo puentes
de hidrégeno simultaneos a dos atomos de la proteina, con la particular ventaja de que
no considera ningun centro de referencia, ya que la proteina esta en continuo
movimiento, sino que identifica las moléculas de agua con respecto a dos atomos de la
proteina previamente seleccionados, lo cual permite la identificacién de los llamados
puentes de agua. Es importante notar que debido a las fluctuaciones de las
interacciones agua-proteina, la inspeccion visual directa de la trayectoria de la proteina
solvatada no hace posible la identificacion de los puentes de agua transitorios, si no
que se requiere un método que cuantifique estadisticamente la formacion de puentes
de hidrogeno simultaneos de una misma agua hacia dos atomos diferentes de una

proteina o de un complejo.

Para explicar la funcién de distribucion radial de dos centros, primero se debe
traer a colacién la funciéon de distribucion radial unidimensional definida por la

ecuacion:

gl.(r, dr)E Pirar) (21)

p gas ideal

donde g,(r,dr) es la funcién de distribucion radial de las moléculas de agua alrededor
de un atomo de la proteina en la configuracion i entre el radio ry r+dr; p.(r,dr) y

Pusiaear S€ definen en términos del atomo de oxigeno del agua por medio de

numero de oxigenos entrer y r +dr

p,(r.dr)= (22)

Volumen, ,,



numero de oxigenos totales

(23)

Poas ideal = ) -
SEN Volumen de simulacion total

La funcion de distribucion radial de dos centros considera el nimero de moléculas

de agua que existen simultaneamente entre el radio », y 7, +dr, del dtomo A y el

niumero de moléculas de agua entre el radio r, y r, +dr, del atomo B de la

configuracién i y se expresa por medio de la ecuacion:

numero de oxigenos de H,O entrer, y r, +dr, yentrer, yr, +dr,

r,dr,r,.,dr, )=
1 1>72 2 . .,
Volumen de interseccion de los elementos de volumen

(24)

donde p(zq,dlq,rz,drz) representa la densidad en el volumen de interseccion entre los

atomos A y B. El volumen de interseccion se refiere al volumen ocupado
simultaneamente por los segmentos de esfera alrededor de los dos atomos. En la

figura 2.2 se presenta un esquema de como los dos segmentos de esfera delimitan

este volumen de interseccion (nétese que dicho volumen depende tanto de 7, como

de r,y de la distancia entre los dos centros: R, dependiendo de estos valores, la

férmula para el célculo del volumen de interseccién cambia, existiendo 10 diferentes
casos para el calculo del volumen de interseccion considerados en el programa

respectivo).

A manera de introduccion, en las figuras 2.3 y 2.4 se muestran dos ejemplos
del resultado de la evaluacion de la funcion p(zq,diq,rz,drz), considerando el promedio
de todas las configuraciones de la simulacion. En la figura 2.3 se calcula la densidad
del agua como funcion de la posicion relativa (simultanea) de los dos oxigenos del
grupo carboxilico del acido glutamico (residuo 8) de la proteina barstar. Este residuo
se encuentra en la superficie de la proteina con la cadena lateral totalmente

proyectada hacia el seno del liquido. La funcion p(l”l,dl”l,l”z,dl”z) se muestra como una



grafica de curvas de nivel donde la densidad se grafica en una escala de tonos de gris
como funcién de la distancia al atomo 1 (Oxigeno OE1) y de la distancia al atomo 2
(Oxigeno OE2). Como se puede apreciar, en el caso de este grupo carboxilico existen
dos zonas con elevada densidad de agua (del atomo de oxigeno de la misma). Ambas
se ubican a aproximadamente 2.75 A de uno de los 4tomos y a aproximadamente 4.8
A del otro (nétese que fuera de estos dos puntos del diagrama, la densidad del agua
se aproxima a su valor promedio en el seno del liquido, esto es: 0.0338 Aguas/As)

para el modelo TIP3P a 1 atmy a 300 K).

En el segundo ejemplo (figura 2.4), se muestra el diagrama de ,o(iq,diq,rz,drz)

para dos atomos del complejo barnasa-barstar donde el atomo asociado al eje vertical
es el oxigeno carbonilico de la Val45 de barstar, y el eje horizontal se refiere al
nitrégeno de la cadena principal de la Ser38 de la barnasa. Estos dos atomos se
encuentran precisamente en la interfase del complejo y en la grafica se puede apreciar
claramente que ambos atomos coordinan simultaneamente a una misma molécula de
agua, ya que para ambos atomos, la distancia al maximo de densidad corresponde a
una distancia tipica de un puente de hidrégeno. En comparacion, para el caso anterior
del grupo carboxilico, es claro que los dos atomos de oxigeno no coordinan
simultaneamente a una misma molécula de agua sino que se crea una red local de

puentes de hidrégeno donde cada oxigeno se coordina con un agua diferente.



Yolumen de interseccion de
los elementos de volumen
gue estan ar, del atomo 1
yar, del atomo 2

Figura 2.2. Representacion de la interseccion de las esferas de solvatacion de dos atomos de una proteina o
de proteinas diferentes. La zona delimitada mediante lineas indica el volumen de interseccién. R es la
distancia entre los dos atomos, r1 y r; el radio de cada esfera y dr es la diferencia entre las dos esferas de un

mismo atomo.
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Figura 2.3. Evaluacion de la funcién radial de dos centros sobre los dos oxigenos del grupo carboxilico del acido
glutamico (residuo 8) de la proteina barstar, donde cada oxigeno presenta una zona de alta densidad de agua

(zona oscura), las cuales se ubican a 2.75 A de uno de los atomos y a aproximadamente 4.8 A del otro.
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Figura 2.4. Evaluacién de la funcion radial de dos centros para el nitrégeno de la serina 38 de la cadena
principal de la proteina barnasa y el oxigeno del grupo carbonilo de la valina 45 de la proteina barstar. La zona
de alta densidad (zona oscura) es un indicador de que ambos atomos coordinan simultdaneamente a una
misma molécula de agua, pues la distancia de la molécula de agua con respecto a cada uno de los atomos,
corresponde a una distancia tipica de un puente de hidrégeno.



2.3 Proteinas objeto del estudio

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon las proteinas barnasa, barstar, la
tendamistat y la FKBP12. El complejo barnasa-barstar es un buen sistema de estudio
debido a la influencia del agua en la interaccion proteina-proteina. De hecho aparece
en la literatura que el grado de complementariedad Sc*’ entre barnasa-barstar sin
agua es de 0.7 y con agua es de 0.82, mientras que en los casos mas comunes del Sc
sin agua aparecen en el rango de 0.70-0.76 para proteasa-inhibidor y de 0.64-0.68
para el antigeno-anticuerpo, lo que resalta el importante papel del agua en la
interaccion barnasa-barstar. También, se estudiaron las proteinas tendamistat y
FKBP12 con el objetivo de comparar los resultados, porque de la primera existe
evidencia experimental por RMN? y de la segunda existe evidencia experimental tanto

por difraccion de rayos X como por RMN'%,

231 FKBP12

La FKBP12 es una isomerasa peptidil-prolii de 107 residuos que se enlaza
fuertemente a los inmunosupresores FK506 y rapamicina, originandose la inhibicion de
la actividad rotamasa y por ende a un bloqueo en la activacién y proliferacion de las
células T. Esta enzima cataliza la isomerizacién cis—trans (rotamerizacion) de los
enlaces amido del peptidil-prolil®**°. La estructura secundaria de la FKBP12 esta
caracterizada por 5 hojas S antiparalelas y una hélice o' (ver figura 2.5). Esta
proteina es secretada por el ser humano y su sitio activo lo constituyen 13
aminoacidos*® (Tyr26, Phe36, Asp37, Arg42, Phe46, Phe48, Asn53, Glu54, lle56,

Trp59, Tyr82, His87, Phe99).

2.3.2 Tendamistat
La tendamistat es una proteina de 74 aminoacidos secretada por Streptomyces

tendae. Esta proteina puede inhibir a la « -amilasa de mamifero, lo cual ha sido de



gran interés en el tratamiento terapéutico de la diabetes millitus****. Los residuos 11-

73 de la tendamistat estan plegados en una estructura £ de seis hojas (ver figura

2.6). Su sitio activo lo conforman 15 aminoacidos distribuidos en 4 fragmentos en las
cadenas polipeptidicas (segmento 1: Tyr15, Trp18, Arg19, Tyr20; segmento 2: Leud4,
Tyrd6; segmento 3: GIn52, 11e53, Thr54 y segmento 4: Asp58, Gly59, Tyr60, lle61,

Gly62).

2.3.3 Complejo barnasa-barstar

Barnasa es una ribonucleasa extracelular conformada por 110 residuos y secretada
por el Bacillus amyloliquefaciens. El mismo organismo produce un polipéptido de 89
residuos, barstar, el cual se enlaza fuertemente a barnasa e inhibe su actividad
ribonucleasa en el interior de la célula®®. La estructura secundaria de barnasa esta

organizada en 3 hélices « y 5 hojas S antiparalelas y la de barstar en 4 hélices « y

3 hojas f paralelas, ver figura 2.7.

El sitio activo de la barnasa lo constituyen los residuos Glu73, His102, Arg87,
Lys27 y el asa entre los residuos 56-62, que es indispensable en el reconocimiento de
sustratos®®. Barstar se enlaza a barnasa a través del asa (Pro27-Glu32) y la hélice

a? 47,48.



Figura 2.5. Diagrama de la proteina FKBP12 plegada, constituida por 5 hojas ﬂ antiparelas y una hélice
a de color verde, utilizando el programa VMD. Las hojas /3 estan distribuidas asi: 1 de color azul, 2 de

color plateado, 33 de color rojo, 34 de color rosadoy 35 de color morado.



Figura 2.6. Diagrama de la proteina tendamistat plegada, formando una estructura [3 de 6 hojas, utilizando el
programa VMD. Las hojas /3 estan distribuidas asi: /1 de color azul, 52 de color rojo, 3 de color beigs, 4

de color rosado, 35 de color verde y /36 de color morado.



/

Figura 2.7. Diagrama del complejo barnasa-barstar plegado, utilizando el programa VMD. Barnasa esta
formada por 3 hélices @ (alde color verde, @2 de color plata y «3de color beigs) y 5 hojas ﬁ
antiparalelas ( 1 de color amarillo, 32 de color naranja, /33 de color gris, 34 de color rojo y /35 de color
azul) y barstar la integran 4 hélices @ (a1 de color blanco, &2 de color rosado, a3 de color morado y &4 de

color verde claro) y 3 hojas [3 paralelas ( 1 de color azul claro, /32 de color café y 33 de color morado
claro).



3. Metodologia

En este capitulo se hace una descripcion detallada de la preparacién de los diferentes
sistemas de estudio, de las condiciones en las que se llevé a cabo la minimizacion,

equilibrio y la simulacién de dinamica molecular®® %%,

También se muestran e
interpretan algunas graficas del monitoreo que se realizaron durante la minimizacion,
equilibrio y la simulacion de dinamica molecular. Finalmente se mencionan las

ventajas de las herramientas disefiadas en el desarrollo de esta tesis, para el analisis

de la simulacién de dinamica molecular.

3.1. Preparacion de los sistemas

Las coordenadas iniciales de la proteina tendamistat se obtuvieron de la estructura
cristalografica de rayos X, a una resolucion de 0.93 A con cédigo de acceso al PDB
(protein data-bank) 10K0*. A partir de estas coordenadas y eliminando las aguas
cristalograficas (la estructura no contiene aguas internas, solo superficiales o
cavidades de facil acceso para el agua), se realiz6 la protonacion de la proteina con el
paquete psfgen de VMD en las posiciones estandares a pH= 7; las histidinas se
protonaron en el nitrégeno ¢ . La proteina posteriormente fue incluida en una caja de
agua del modelo TIP3P, previamente equilibrada a 300 Ky 1 atm, y las moléculas de
agua a menos de 2.4 A de distancia de cualquier atomo de la proteina fueron
removidas. La proteina se solvatd de tal forma que existieran al menos 10 A de agua
en cada direccién en una caja rectangular, cuyas dimensiones resultantes fueron 42 x
49 x 51 A. De esta forma se obtuvo un sistema con la proteina y 3436 moléculas de

agua.

Las coordenadas iniciales de la FKBP12 se obtuvieron de una estructura
dilucidada por RMN con cédigo de acceso al PDB 1FKS®2. Como estas coordenadas

incluyen a los protones pero no incluyen a las moléculas de agua, entonces la proteina



se solvaté (10 A de agua en cada direccion) directamente, formando una caja con

dimensiones 71 x 51 x 55 A, un sistema con 5429 moléculas de agua.

Del complejo barnasa-barstar se empled el archivo PDB con cédigo de acceso
1BRS® resuelto por cristalografia de rayos X a una resolucién de 2.0 A. En esta
estructura, la proteina barstar presenta la caracteristica de ser una doble mutante
Cys—Ala(40,82). La estructura de este PDB incluye a tres complejos barnasa-barstar;
referidos como los complejos A-D, el B-E y el C-F que presentan las siguientes
variantes: Las cadenas A y C de barnasa carecen de los aminoacidos 1y 2, desde el
N terminal. Este desorden del N terminal, es una caracteristica relativamente
frecuente, sin embargo, estos residuos si estan presentes en la cadena B de barnasa
del complejo barnasa-barstar. Las cadenas D y E de barstar carecen de los residuos
64 y 65, debido también al gran desorden de la regidén. Para preparar los sistemas se
empled la cadena C de barnasa, que carece de los aminoacidos Alal y GIn2, y la
cadena F de barstar del PDB 1BRS. Las cadenas C-F se eligieron primero porque la
cadena F no carece de ningun residuo y segundo porque la insercion de dos
aminoacidos N terminales en la cadena C no implican un rompimiento a la cadena
principal como hubiera sido el caso donde se elijan las cadenas D o E de barstar, lo
que originaria un mayor desajuste de los angulos de torsion. También se incluyeron
las moléculas de agua cristalograficas que aparecen a 5 A de distancia de cada una
de las proteinas y a 5 A de distancia de la interfase barnasa-barstar, para un total de
97 moléculas de agua, de las cuales 23 corresponden a la regién cercana a la
interfase. Posteriormente, a la cadena C se le adicionaron los dos aminoacidos
faltantes con el programa Swiss PDB viewer, conservando los angulos de torsién
permitidos segun el diagrama de Ramachandran®. Como se realizaron simulaciones
tanto del complejo como de las proteinas en forma independiente, se obtuvieron las
coordenadas para el complejo, para la barnasa (cadena C) y para la barstar (cadena

F). A continuacion, estas estructuras se protonaron con el programa CNSsolve



(programa de cristalografia de rayos X y RMN), en esta ocasion, este programa se
utilizé, porque el paquete psfgen de VMD protonaba las moléculas de agua
orientandolas todas en el mismo sentido, mientras CNSolve (generate) las protono
considerando los atomos que estaban alrededor, y de esta forma estas moléculas
alcanzaron orientaciones energéticamente favorables. Con el anterior procedimiento
se obtuvieron los sistemas del complejo, de barnasa y de barstar con los protones, que
posteriormente se solvataron, como en los casos anteriores con el paquete solvate de
VMD, formando cajas de agua con dimensiones de 57.8 x 52 x 76 A para el complejo,
de 55.7 x 51.8 x 51.8 A para barnasa y de 46.5 x 52.8 x 49.4 A para barstar; en cada
caso se obtuvieron los archivos con 3159 moléculas de agua para el complejo, 1727
para barnasa y 1432, para barstar. A raiz de que el complejo tiene una carga de -4,
barnasa una carga de +2 y barstar una carga de -6, se neutraliz6 cada sistema,
adicionando iones CI o Na* segun el caso, a una distancia de 5 A de Ia proteina. Para

ello se utilizé el paquete ionize del programa VMD.

3.2. Minimizacion y equilibrio de los sistemas

Se aplico un algoritmo de minimizacion de energia a todas las proteinas,
posteriormente los sistemas se equilibraron empleando el paquete de NAMD con el
campo de fuerza de CHARMM vy considerando el modelo TIP3P del agua. Las
minimizaciones de los diferentes sistemas se realizaron en 3000 pasos empleando el

algoritmo estandar del programa NAMD para minimizaciones.

Una vez que se alcanzoé la configuraciéon donde se han eliminado los contactos de
muy alta energia, se comenzaron las simulaciones realizando un calentamiento
gradual de cada sistema durante la primera etapa de la DM. Se inici6 el calentamiento
asignando una temperatura de 100 K mediante la primera asignaciéon de las
velocidades (obedeciendo la distribucion Maxwell-Boltzman correspondiente),
posteriormente se fueron reasignando las velocidades con incrementos de 25 K cada

1000 pasos de dinamica molecular hasta completar 20000 pasos. Los incrementos se



continuaron hasta alcanzar una temperatura de 300 K. Durante esta etapa, para tratar
las interacciones electrostaticas y de van der Waals se consideré una distancia de
corte de 12 A, usando una funcién de ajuste a cero a partir de los 10 A, de tal forma
que sus valores se aproximen a cero en la distancia de corte. Para agilizar el
tratamiento de las interacciones de no enlace se construyeron listas de pares de
atomos que estan a 13.5 A y solo sobre estos atomos, se evalué la distancia
interatdbmica; estas listas se renovaron cada 10 fs. Los calculos de las interacciones de
van der Waals se efectuaron cada 1 fs, mientras las interacciones electrostaticas se
calcularon cada 2 fs. El algoritmo de integracion se calculd para tiempos de 1 fs puesto
que todos los enlaces se consideraron como no vibrantes mediante el algoritmo
RATTLE®. Las condiciones periédicas se tuvieron en cuenta, al igual que el traslado
de las coordenadas de las moléculas, en el caso de que éstas salieran de la caja. El
archivo de salida de configuraciones (archivo de coordenadas) se grabd cada 0.5 ps,
el archivo correspondiente a las energias se grabé cada 0.1 ps y el archivo del registro
de las temperaturas se graboé cada 0.1 ps. En la figura 3.1 se muestra a manera de
ejemplo, una grafica de energia total contra pasos de la simulacién (los primeros 3000
son de minimizacion y los siguientes 20000 son de calentamiento) para la proteina
barnasa (mondmero). En la figura 3.2 se muestra una grafica de la temperatura del
sistema contra los pasos de la simulacion. Como se puede apreciar, cuando se
realizan incrementos (reasignaciones) de velocidades, existen incrementos (picos) de
temperatura los cuales se relajan parcialmente. Estos picos tienen una menor amplitud
en las ultimas etapas del calentamiento, cuando las reasignaciones corresponden a la

misma temperatura (300 K).

Las diferentes minimizaciones y equilibrios de la energia se ejecutaron en un
computador con 2 procesadores Xeon de 2.4 GHz en un tiempo de aproximadamente
10 horas para la tendamistat, 11 horas para la FKBP12, 24 horas para el complejo y

12 horas para cada una de las proteinas barnasa y barstar.
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Figura 3.1. Comportamiento de la energia total en la minimizacién y equilibrio de la proteina barnasa. Los

primeros 3000 pasos corresponden a la minimizacién y los restante 20000 pasos, corresponden al equilibrio.
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3.3. Simulacién de dinamica molecular

Después de que cada sistema llegé al equilibrio de temperatura y densidad, se
corrieron 3 ns de DM para la tendamistat, 3 ns para la FKBP12, 7 ns para el complejo,
6 ns para barnasa y 15 ns para barstar, bajo las siguientes condiciones: En el célculo
de las interacciones electrostaticas y de van der Waals se estimd una distancia de
corte de 13 A, empleando una funcidon de ajuste a cero a partir de los 10 A, de tal
forma que los valores de esta funcién tiendan a cero en la proximidad de la distancia
de corte. La distancia interatdmica correspondiente a las interacciones de no enlace se
evalud sobre una lista de pares de atomos, que se encuentran a menos 15 A de
distancia entre si. Estas listas se renovaron cada 20 fs. La integracién de las
ecuaciones de movimiento se efectu6é cada 2 fs, pero haciendo la consideraciéon de
que los enlaces son rigidos (no vibrantes), mediante el algoritmo de RATTLE. Las
fuerzas de van der Waals y las fuerzas electrostaticas de corto alcance se calcularon
cada 2 fs, y las fuerzas electrostaticas de largo alcance se determinaron cada 4 fs. Se
tuvieron en cuenta las condiciones periddicas de frontera, al igual que el traslado de
las coordenadas de las moléculas, en el caso de que éstas salieran de la caja. Las
fuerzas electrostaticas se calcularon mediante sumas de Ewald por el método PME,
empleando una rejilla de dimensiones 32 x 32 x 32 A para distribuir la carga. En todas
las simulaciones se utilizé la dinamica de Langevin, pues éstas se efectuaron a
presion constante de 1 atm y a temperatura constante de 300 K (ensamble isobarico-
isotérmico), empleando el barostato y el termostato de Langevin. La fuerza de friccion
de Langevin (resistencia de la particula por efecto del solvente) se cuantificé con un
coeficiente de friccion de 5 ps™. La dinamica de Langevin no se realizé sobre los
atomos de hidrégeno. El periodo de oscilacién del piston de Langevin fue de 100 fs y
el tiempo de friccion del pistéon fue de 50 fs. Los archivos de salida como son: el de

configuraciones, el de energia y el de presion, se grabaron cada 0.2 ps.



Las simulaciones se ejecutaron en paralelo utilizando la supercomputadora de
la UNAM, BAKLIZ, en la plataforma de LINUX, en un tiempo de aproximadamente 24
horas para el complejo y 12 horas para las otras macromoléculas, por cada ns, de

cada proteina.

Las diferentes simulaciones efectuadas durante el desarrollo de este trabajo, se
monitorearon a través del RMSD (Desviacion de la raiz cuadratica media de las
posiciones atomicas) y del radio de giro, para verificar la estabilidad de las
macromoléculas. El RMSD es una medida numérica de la diferencia entre dos

estructuras. Esta es definida como:

5 5 (n)-(2)] o

N

o

RMSD =

)

donde N, y N, es el numero de atomos y el nimero de etapas sobre las cuales las

posiciones atdomicas estan siendo comparadas, respectivamente,ra(;f) es la posicion

-

del atomo « en el tiempo 7, y <ra> es el valor de la posicion del atomo « sobre el

cual la posicion ”aG;) esta siendo comparada.

El radio de giro (Rg) es una medida de las dimensiones de la proteina, definido

como:




donde m, es la masa de cada particula 7, y r. son las posiciones de los atomos i y

del centro de masa c, respectivamente.

En la figura 3.3 se observan las graficas de RMSD vs tiempo para cada uno de
los sistemas de estudio. La primera grafica de barstar (barstar A) es una
representacion de los ultimos 9000 ps de su trayectoria de 15000 ps. En esta grafica
se observa que durante este tiempo las diferentes configuraciones de la simulacion
fluctian alrededor de los 1.2 A sin superar este valor (la estructura base es la del
tiempo cero de la simulaciéon después del calentamiento inicial). Sin embargo, es
bastante notorio que las configuraciones de los primeros 4000 ps oscilan mucho mas
con respecto a la primera configuracion, que las configuraciones de periodo de 4000-
9000 ps, tornandose mas estable este tramo; esta es la razén por la cual, para la
proteina barstar se tomaron de los ultimos 3000 ps de la grafica, los primeros 800 ps
para el analisis de la dindmica molecular, como se puede ver en la segunda grafica de
barstar (barstar B). EI mismo argumento se empled para definir los 800 ps para el
analisis de la dinamica molecular de las restantes proteinas, de tal forma que para
barnasa se tomaron los primeros 800 ps de los ultimos 3 ns de una trayectoria de 6 ns,
para el complejo los primeros 800 ps de los ultimos 3 ns de una trayectoria de 7 ns y
para la FKBP12 y la tendamistat los ultimos 800 ps de sus trayectorias de 3 ns. Estos
fragmentos de 800 ps para las proteinas barnasa, el complejo, la FKBP12 y la
tendamistat se observan en la figura 3.3. Es importante mencionar que se observd
mediante diversos ensayos, que las funciones de correlacion que se calcularan
quedaran bien definidas empleando unicamente este numero de configuraciones (lo

cual depende de la frecuencia natural de intercambio de las moléculas de agua).

El comportamiento del radio de giro vs tiempo, de cada una de las proteinas se
observa en la figura 3.4. En estas graficas se muestra que el radio de giro, de los 800
ps definidos anteriormente para cada una las proteinas, oscila en un intervalo de 0.5 A

en sus respectivas escalas, lo que nos permite asegurar que las diferentes proteinas



no dieron indicio de un proceso de desnaturalizacion durante este tiempo, sino que por

el contrario conservaron su estructura tridimensional.
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Figura 3.3. Graficas de RMSD vs tiempo. La primera grafica de barstar (barstar A) es una representacion de los
ultimos 9000 ps de su trayectoria de 15000 ps. La segunda grafica de barstar (barstar B) corresponde a la eleccion
de los 800 ps mas estables, considerando la grafica de los 9000 ps (barstar A). En las restantes graficas se
representan los 800 ps mas estables de cada una de las proteinas, los cuales se eligieron para el posterior analisis.
Para construir cada una de estas graficas, se considerd la primera configuracion después del equilibrio de la

dindmica molecular, como la de referencia.
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3.4. Ventajas de los programas empleados para el analisis de la simulacién de
dinamica molecular
Las trayectorias arrojadas por las simulaciones de dinamica molecular, se analizaron
con el programa de la funcién de supervivencia (programa denominado TRAPro)
escrito en C* bajo la plataforma de Linux, y su ejecucién se automatizé mediante una
serie de instrucciones escritas en lenguaje bash®"*® (script TRAPro) en la plataforma
de Linux. Para el analisis de las configuraciones de la simulacion de DM también se
elaboro el programa de la funciéon radial de dos centros escrito igualmente en C. Las

funciones tanto de los programas como del script, se especifican en el apéndice A.

Como se menciond en la seccion anterior, el analisis de la dindmica molecular
sobre las trayectorias de las proteinas, se efectud solo sobre los 800 ps definidos para
cada una de las macromoléculas en la seccion pasada. Estos archivos con un
At =0.2ps y un total de 4000 configuraciones; fueron modificados con el programa
CATDcd, de tal forma que el Ar entre configuracién y configuracién aumentd a 1.0 ps,
completando un total de 800 configuraciones. Estas modificaciones se realizaron con
la finalidad de acelerar el calculo computacional de la funcién de supervivencia. La
figura 3.5 muestra un ejemplo del calculo de la funcién de supervivencia del atomo de
nitrogeno de la cadena principal de la Gly1 de la FKBP12 a diferentes At
(At=0.2ps, At=04ps y Ar=1.0ps), en esta figura se observa que el
comportamiento de la funcion para los tres At presentan la misma tendencia, lo que
nos permite considerar cualquiera de las tres situaciones para cuantificar los tiempos
de decaimiento de la funcién. La razén de las ligeras diferencias de las graficas de la
figura 3.5, es debido a la exclusién de algunas configuraciones, es decir que si el
programa de la funcion de supervivencia se evalia sobre las 4000 configuraciones
iniciales (At =0.2 ps), se hace un registro completo de la salida y entrada de las

moléculas de agua, pero si se consideran solo 2000 configuraciones (At = 0.4 ps),



entonces se van omitir las entradas y salidas de las moléculas de agua
correspondientes a las configuraciones eliminadas, lo mismo sucede si tenemos en
cuenta las 800 configuraciones (Af =1.0 ps). Desde luego se van obviar muchos mas
registros de entradas y salidas de las moléculas de agua, pero como se indico
anteriormente, a pesar de estas omisiones, se observa claramente que el
comportamiento de las gréaficas se conserva y por lo tanto cualquiera de ellas es
representativa de la dinamica de la esfera de solvatacion de un atomo « de la

proteina.

Funciéon de Supervivencia del Agua

100

Tiempo (ps)

Figura 3.5. Funcion de supervivencia vs tiempo de residencia del agua en la esfera de solvataciéon del
atomo de N de la cadena principal del aminoacido Gly1 de la FKBP12, a diferentes Af . Linea continta

At = 0.2 ps, linea punteada At = 0.4 ps y linea discontinta At =1.0 ps.



La principal ventaja de la forma como nosotros hemos estudiado las velocidades
de intercambio de las moléculas de agua de la primera esfera de solvatacion con las
del seno de la solucion, radica en el programa que se construyé con la funciéon de
supervivencia, al ser este un programa independiente, posibilita su optimizacién, de tal

forma que se encuentren las mejores condiciones para su ejecucion.

Para que este programa funcione se requiere de un archivo de salida por cada
atomo de la proteina, asimismo después de su evaluacién el programa arroja para

cada atomo de la macromolécula dos archivos. El primero de estos archivos contiene

los valores de la funcion de supervivencia P, (t) vs el tiempo de residencia que da

origen a las graficas de decaimiento, ver figura 2.1. El segundo archivo tiene nueve
valores, correspondientes a los porcentajes de decaimiento desde el 90% hasta el
10%. Para ilustrar la forma como el programa de la funcién de supervivencia determina
estos valores recurrimos a la figura 3.6, esta grafica es una representacion del
decaimiento de la funcion de supervivencia, donde el nimero de moléculas de agua a
t =0 corresponde a 3, es decir el 100% de las moléculas de agua presentes en la
esfera de solvatacion del atomo de oxigeno del grupo carbonilo del acido aspartico N°
79 de la proteina FKBP12 en el momento inicial. De acuerdo con esto, al calcular el
50% de decaimiento encontramos que hay 1.5 moléculas de agua en la esfera de
solvatacion, si interpolamos este valor en la grafica determinamos el tiempo en el cual
esta cantidad de moléculas de agua esta presente en la esfera, en este caso de 3.27
ps. Si hacemos lo mismos con el 20% de decaimiento, encontramos que hay 0.6
moléculas de agua en un tiempo de 9.58 ps. De esta forma se calcularon los
porcentajes de decaimiento desde el 90% hasta el 10%, es decir se obtuvo la version

resumida de los valores de decaimiento.
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Figura 3.6. Datos de la funcién de supervivencia vs tiempo de residencia de la esfera de solvatacion del atomo de
oxigeno del grupo carbonilo del acido aspartico N° 79 de la proteina FKBP12, calculados con el programa de la
funcién de supervivencia (TRAPro). El 50% y el 20% son un par de ejemplos indicados en la gréfica y los cuales
corresponden a la cantidad de moléculas de agua presentes en la esfera de solvatacion cuando la funcion de
supervivencia ha alcanzado un tiempo de 3.27 ps y de 9.58 ps respectivamente.



El script disefiado para el desarrollo esta tesis es una herramienta muy valiosa,
debido a que contribuye a la automatizacion de la ejecucion del programa de la funcion
de supervivencia. Hay varias razones por las cuales se hace esta aseveracién, primero
el script se encarga de crear un archivo de salida que se utiliza en la ejecucion del
programa, este archivo se requiere para cada atomo de la proteina, como ya se habia
indicado. Segundo crea una carpeta para cada atomo de la proteina donde ubica el
archivo de salida y los dos archivos que el programa proporciona después de su
ejecucion, los cuales se explicaron anteriormente. Tercero genera 9 archivos de
coordenadas PDB de la proteina utilizando los porcentajes de decaimiento desde el
90% hasta el 10%, uno por cada porcentaje de decaimiento y con cuyos archivos es
posible construir los mapas de colores (ver mas adelante). Un archivo PDB consta de
11 columnas, las cuales tienen informacion sobre los atomos, sus coordenadas, la
ocupancia y el factor B de temperatura. A el factor B le corresponde la ultima columna
(indica el nivel de movilidad de los atomos en la estructura cristalina) la cual se puede
sustituir. En nuestro caso el script lo que hace es reemplazar esta columna con los
porcentajes de decaimiento, por ejemplo coloca los porcentajes de decaimiento al 90%
de cada atomo de la proteina en la columna del factor B de temperatura y de esta
forma construye el archivo PDB con los porcentajes de decaimiento al 90% y asi
sucesivamente hace lo mismo con los demas porcentajes de decaimiento, de tal forma

que se completen 9 archivos PDB para cada proteina.

También el hecho de usar el programa NAMD tiene sus beneficios, debido a
que este es un codigo disefiado para la ejecucion de las simulaciones de dinamica
molecular en paralelo, igualmente trabajar en el ambiente Linux tiene grandes
ventajas. En conjunto, el programa de la funciéon de supervivencia, el script, el

programa NAMD vy la plataforma de Linux facilitan la manera de representar el tiempo



de residencia de las moléculas de agua por medio de un codigo de colores asignado a

cada atomo de la proteina.

El programa de la funcion de distribucion radial de dos centros g(rl, ”z)

también es un programa independiente que permite su optimizacién, de tal forma que
se encuentren las mejores condiciones para su ejecucion. Otra virtud de este
programa radica en la posibilidad que se tiene de escoger los 2 atomos, de los cuales
se sospecha pueden coordinarse simultaneamente a una molécula de agua, mediante
enlaces puente de hidrégeno, gracias a la informacién que nos proporciona el

programa de la funciéon de supervivencia. Vale la pena sefialar que el programa de
distribucion radial de dos centros g(rl, ”z) es una herramienta complementaria a la

informacion proporcionada por el programa de la funcién de supervivencia, porque de
no tener la informacion que nos proporciona este ultimo, entonces estariamos a la
deriva en cuanto a la busqueda de moléculas de agua coordinadas simultaneamente a
dos atomos de la proteina y desde luego la identificacién de estos casos demandaria

mucho tiempo, pues se pueden hacer muchas combinaciones de pares de atomos.

En vista de las ventajas que representan las herramientas aqui disefiadas como
son el programa de la funcion de supervivencia (TRAPro), el programa de la funciéon
de distribucion radial de dos centros y el script, y las limitaciones que se tienen a
actualmente para estudiar la distribucion de las moléculas de agua, nosotros
pretendemos difundir a la comunidad cientifica, nuestras herramientas, a través de una
pagina web, de tal forma que aquellos investigadores que se dedican a estudiar la
forma y manera como las proteinas se asocian entre si (docking) o al disefio de
farmacos puedan en muy poco tiempo obtener informacion sobre la distribucion de las

moléculas de agua e identificar las que son de su interés.



4. Resultados y discusién

En este capitulo se interpretan los resultados obtenidos del analisis de la simulacién
de dinamica molecular a través de la funcion de supervivencia y la funcion de
distribucién radial de dos centros. Los resultados de la FKBP12 y de la tendamistat,
aqui obtenidos, se compararon con la evidencia experimental existente, mientras que
los resultados del complejo y las proteinas libres barnasa, barstar se confrontaron

entre si.

4.1. Resultados de la funcion de supervivencia

4.1.1.Forma general del decaimiento de la funcién P, (t)

Con la finalidad de tener un punto de referencia con el cual comparar los graficos de
decaimiento de los diferentes atomos de las proteinas, elegimos una molécula de agua
del seno de la solucion y estudiamos su esfera de solvatacién. La grafica de la figura
4.1 corresponde al atomo de oxigeno de la molécula de agua N° 229, ubicada en el
seno de la solucion del sistema del complejo durante toda la simulacion, aqui se puede
apreciar que las 8.5 moléculas de agua que forman parte de la esfera de solvatacion
de este atomo, salen rapidamente de la esfera la cual se consideré como de 4.0 A, de
tal forma que antes de que se completen los 150 ps, no hay presencia de ninguna
molécula de agua; es decir las moléculas de agua del seno de la solucién se

intercambian rapidamente entre ellas.
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Figura 4.1. Tiempo de decaimiento de la funcién Pa (t)de un atomo de oxigeno, correspondiente a una

molécula de agua del seno de la solucién del complejo barnasa-barstar.



Las moléculas de agua de las diversas esferas de solvatacién de los atomos de
las proteinas se intercambian a diferentes velocidades con el seno de la solucién, es
decir que hay moléculas de agua que permanecen largo tiempo en la primera capa de
solvatacion, hay otras que permanecen un tiempo promedio y otras que se
intercambian rapidamente con el seno de la solucion, practicamente como si se tratase
de moléculas de agua localizadas en el bulto (con decaimientos semejantes a los de la

figura 4.1).

Las graficas de decaimiento pueden comportarse en forma exponencial o en
forma biexponencial, estas diferencias en las graficas nos permite clasificar las
moléculas de agua como de intercambio rapido o de alto tiempo de permanencia,
respectivamente. Esta variedad de comportamientos de las moléculas de agua se
pueden observar en las graficas de la figura 4.2 y figura 4.3. En la figura 4.2, se
observa a modo de ejemplo, un grupo de atomos donde la funcién decae de forma
aproximadamente exponencial, lo que es un referente de que la mayoria de las
moléculas de agua de las esferas de solvatacion del oxigeno del grupo carbonilo del
Asp79, del nitrégeno E2 de la GIn70, del nitrégeno de la cadena principal del Glu31 y

del oxigeno del grupo carbonilo de la Gly1 de la proteina FKBP12, se intercambian

rapidamente con el seno de la solucion. De hecho se observa que la funcion P, (t) que

tarda mas tiempo en decaer no sobre pasa los 40 ps (Asp79:0) y la mas rapida no
supera los 10 ps (Gly1:0). Sin embargo, de todas las esferas de solvatacién de los
atomos anteriormente citados, solo la esfera de solvatacién de la Gly1:0 se comporta
como si se tratase de las moléculas de agua del seno de la solucién. Estas diferencias
de la dinamica de solvatacion de los diferentes atomos de la proteina, posiblemente se
deban a qué tan expuestos estén y si éstos estdn o no cerca de atomos
electronegativos que contribuyan en la formacion de los enlaces puentes de

hidrégeno.



En la figura 4.3 se muestra que algunas moléculas de agua de las esferas de

solvatacion del oxigeno del grupo carbonilo de la Val55, del oxigeno y de la Ser67,

del oxigeno del grupo carbonilo de la Thr96 y del nitrégeno de la cadena principal de la
Gly10 de la proteina FKBP12, tardan un tiempo superior al promedio en

intercambiarse con el seno de la solucion, pues el tiempo de decaimiento de la funcion

P, (t) de este grupo de atomos va desde 30 ps a tiempos superiores a los 100 ps.

Ademas, las graficas de estos atomos presentan un comportamiento biexponencial, lo
que indica que en la esfera de solvatacion hay moléculas de agua de alto tiempo de
residencia y tardan un mayor tiempo en intercambiarse con el seno de la solucion. El
comportamiento bimodal de las graficas se debe a que inicialmente las moléculas de
agua salen de la esfera de solvatacién rapidamente, pero en ella permanecen
moléculas de agua que pueden estar ubicadas en cavidades de la proteina, estar
rodeadas de atomos electronegativos que contribuyan en la formacién de enlaces
puentes de hidrégeno o estar coordinadas simultdneamente por enlaces puentes de
hidrégeno a dos atomos de la proteina y por lo tanto tienen tiempos de intercambio

mucho mayores.
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Figura 4.2. Tiempo de decaimiento de la funcién Pa (t)para diferentes atomos de la proteina FKBP12 (Gly1:0 del

grupo carbonilo, Glu31:N de la cadena principal, GIn70:NE1 y Asp79:0 del grupo carbonilo). Esta grafica es una
representacion de las moléculas de agua que se intercambian rapidamente con el seno de la solucién.
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Figura 4.3. Tiempo de decaimiento de la funcion Pa (t)para diferentes atomos de la proteina FKBP12 (Val55:0 del

grupo carbonilo, Ser67:0G, Thr96:0 del grupo carbonilo y Gly10:N de la cadena principal). Esta grafica es una
representacién de las moléculas de agua que presentan altos tiempos de residencia en la esfera de solvatacion.



4.1.2.Ventajas de los archivos PDB

Al analizar la trayectoria de la simulacion de dinamica molecular con la funcién de
supervivencia obtenemos por cada atomo de la proteina un grafico de la funcion P, (t)
vs tiempo (ver figura 2.1). Si deseamos analizar esta informacion entonces tendriamos
que revisar por cada atomo de la proteina un grafico de esta indole, proceso que
demandaria mucho tiempo. Esta es la ventaja de los 9 archivos PDB que se
construyeron, éstos contienen informacion resumida del decaimiento de la funcion.

El tiempo x caracteristico de decaimiento lo podemos definir asi:

7, =tiempo tal que P, (r,) = % (P,(0)) (27)

donde 7 corresponde al tiempo de decaimiento de la funcién, y P, (¢ =0) el nimero
de moléculas de agua que estan inicialmente presentes en la primera capa de
solvatacion.

Con los archivos PDB a diferentes 7 se construyen los mapas de colores que
proporcionan informacién inmediata del comportamiento de las moléculas de agua en

la esfera de solvatacion (ver mas adelante). Considerando los archivos PDB a

diferentes tiempos de decaimiento, podemos estudiar el comportamiento de la esfera

de solvatacion de manera grafica teniendo en cuenta el rango de 7, a 7, 0

simplemente se puede elegir un z_en particular para observar el comportamiento de la
esfera de solvatacion con base en un solo dato.
Los analisis que posteriormente presentamos, se hicieron sobre los archivos

PDB que tienen tiempos de decaimiento al 20%, es decir 7,. Los archivos PDB con

valor de 7, se eligieron puesto que ellos contienen informacion acumulada que abarca

desde el tiempo de decaimiento del 90% al 20%, ademas de que nos permiten hacer
una mejor discriminacién de las moléculas de agua de alto tiempo de residencia entre

Si.



Vale la pena aclarar que las graficas de decaimiento son muy utiles sobre todo
al evaluar la esfera de solvatacion de algun atomo en particular, es decir con los
mapas de colores podemos, a simple vista, identificar los atomos de la proteina de

nuestro interés y posteriormente, para mas detalles podemos revisar unicamente las

graficas de decaimiento de Pa(t) de estos atomos que nos pueden proporcionar

informacidn relevante.

4.1.3. Graficas de distribucion de los tiempos de residencia
Si las moléculas de agua no forman un cascarén en torno a la proteina y tampoco
actuan al unisono con ella, entonces jcomo se distribuyen las moléculas de agua en
torno a la proteina? ¢ Qué fraccion de ellas se intercambia rapidamente y que fraccion
permanece unida a la proteina durante tiempos mayores? Para responder a estas
preguntas debemos fijarnos en los tiempos de residencia de las moléculas de agua.

La distribucién de los tiempos de residencia de las moléculas de agua dentro
de la primera esfera de solvatacién de cada una de las proteinas se muestra en las
figuras 4.4 y 4.5. La distribucion de la figura 4.4 se construyd sin considerar los

hidrogenos de la proteina y la distribucion de la figura 4.5 se elaboré Unicamente

considerando los atomos con valores de P, (t)>0.15 a t=0 (numero de coordinacion

promedio), esto con la finalidad de que los atomos que se tengan en cuenta, por los
menos presenten algun contacto con las moléculas de agua del medio durante la
simulacion (el valor de 0.15 es arbitrario). Independientemente de las discriminaciones
que se hicieron en la elaboracion de las graficas de cada una de las macromoléculas
de estudio; se observa que la mayoria de las moléculas de agua estan caracterizadas
por tener tiempos de residencia mucho menores a 40 ps, lo que indica que estas
moléculas de agua se intercambian rapidamente con el seno de la solucién. Las
moléculas de agua de rapido intercambio en la esfera de solvatacion, son de vital

importancia para el funcionamiento de las proteinas. Por ejemplo, en el momento de la



formacion del complejo entre la FKBP12 y el ligando ascomicina, es necesario que las
moléculas de agua ubicadas en la zona de interaccién, se desplacen, de tal forma que
las macromoléculas puedan interactuar entre si. Esto es posible gracias a las
moléculas de agua que se intercambian en el seno de la solucién en el rango de 10-40
ps, debido a que la entropia de estas moléculas aumenta en el proceso de
desolvatacion. Estas moléculas de rapido intercambio también pueden contribuir a que
las enzimas adquieran varias conformaciones, lo que favorece su actividad bioldgica,
igualmente pueden ayudar en la apertura y cierre de canales de proteinas de

membrana.

Hay muy pocas moléculas de agua que presentan un tiempo de residencia
mayor a los 40 ps, de hecho, se puede apreciar que hay atomos para los cuales la
funcién de supervivencia no ha decaido a los 100 ps, indicando que durante este
periodo, por lo menos una molécula de agua de la esfera de solvatacion del atomo no
se ha intercambiado con el seno del solvente. Muchas de estas moléculas de
disolvente estan atrapadas dentro de huecos o cavidades de la superficie de la
proteina, lo cual disminuye la capacidad de intercambio de las moléculas de agua con
el seno del solvente. Como se vera mas tarde, la posibilidad de que una molécula de
agua forme puentes de hidrégeno simultdneos a dos atomos de la proteina, también
es un factor determinante en los altos tiempos de residencia que pueden presentar las

moléculas de agua.
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4.1.4.Comentarios generales de la distribucion de los tiempos de residencia en
la superficie

Una forma practica y sencilla de observar el comportamiento de las moléculas de agua

en la primera esfera de solvatacion de una proteina, es a través de los mapas de

colores, los cuales se pueden visualizar con el programa VMD gracias a los archivos

PDB que se formaron durante la ejecucion del programa de la funcion de

supervivencia (programa TRAPro). El visualizador VMD nos permite explorar tanto la

superficie como la parte interna de la proteina.

En la figuras 4.6-4.8 se observan los mapas de colores de las proteinas
FKBP12, tendamistat y el complejo, en ellos se aprecian una serie de tonalidades de
colores que van desde el rojo, el cual es un indicador de que en esta zonas de la

proteina se ubican moléculas de agua que se intercambian rapidamente con el seno
de la solucion (tiempos de residencia 7, menores a 10 ps), hasta el azul el cual es un
referente de que en estas zonas se localizan moléculas de agua que presentan altos
tiempos de residencia (tiempos 7, mayores a los 30 ps). En estas figuras también se

puede observar que son muy pocas las zonas donde se ubican moléculas de agua de
alto tiempo de residencia, posiblemente este comportamiento se deba a que son muy
escasas las partes de la proteina que tienen las condiciones propicias para que las
moléculas de agua residan por largo tiempo, como son por ejemplo, la conjuncion de
varios atomos cargados positiva 0 negativamente a distancias particularmente
adecuadas entre ellos para la formacién de enlaces tipo puente de hidrégeno con una
misma molécula de disolvente. Es importante destacar que la mera existencia de una
cavidad superficial en la proteina no implica que en esta existan moléculas de agua de

intercambio lento.



Es bastante notorio que en los mapas de colores, las moléculas de agua de
alto tiempo de residencia se ubican sobre todo en grietas donde hay varias cadenas
laterales cercanas con capacidad de formar puentes de hidréogeno. Tanto en la
proteina FKBP12 como en la tendamistat se observa que las zonas de alto tiempo de
residencia de las moléculas de agua estan muy dispersas, mientras que en la zona de
interaccion del complejo, se aprecia que los sitios de alto tiempo de residencia estan
mas aglomerados, esto se debe a que la zona de interaccion del complejo es

principalmente de naturaleza altamente polar®®.
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Figura 4.6. Distribucion de las moléculas de agua en la proteina FKBP12, de acuerdo al tiempo de residencia de
éstas en la proteina, mediante la evaluacion de la funcion de supervivencia, teniendo en cuenta 7, de decaimiento.

La escala de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera esfera de
solvatacion. Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian
rapidamente con el seno de la solucion, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de agua.
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Figura 4.7. Distribucién de las moléculas de agua en la proteina tendamistat, de acuerdo al tiempo de residencia
de éstas en la proteina, mediante la evaluacion de la funcion de supervivencia, teniendo en cuenta 7, de

decaimiento. La escala de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera
esfera de solvatacion. Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian
rapidamente con el seno de la solucion, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de agua.
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Figura 4.8. Distribucion de las moléculas de agua en el complejo, de acuerdo al tiempo de residencia de éstas
en la proteina, mediante la evaluacion de la funcion de supervivencia, teniendo en cuenta 7, de decaimiento.

La escala de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera esfera de
solvatacion. Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian
rapidamente con el seno de la solucién, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de
agua. En A se observa el complejo, en B se muestra el lado de la proteina barnasa que interactia con la
proteina barstar, en C se muestra el lado de la proteina barstar que interactia con barnasa.



4.1.5. Distribucion espacial del nimero de moléculas de aguas coordinadas

Con el PDB del P, (t:O), arrojado en la ejecucién del programa de la funcién de

supervivencia, y el visualizador de VMD, se construyeron los mapas de colores que
indican el numero promedio de aguas coordinadas a cada atomo de la proteina, ver
figura 4.9. La coloracién azul, en este caso, advierte que el atomo esta rodeado de 6-7
moléculas de agua y la coloracién roja que el &omo no se coordina con ninguna
molécula de agua. La informacion que proporcionan estos mapas de colores es
homodloga al area de accesibilidad del solvente, que se encarga de describir el area
sobre la cual la proteina puede entrar en contacto con el solvente. Sin embargo, en
este caso se observa el numero de moléculas de agua que pueden estar coordinadas
a un atomo como una cantidad promedio a lo largo de una simulacién de dinamica
molecular. Es importante mencionar que el calculo del numero de coordinacion
promedio es mucho menos costoso que el calculo del area expuesta, ya que
unicamente requiere del conocimiento de la distancia de las moléculas de agua a cada
atomo de la proteina. En estas figuras se aprecia que la mayoria de los atomos
expuestos de las proteinas estan coordinados por lo menos a 3 6 4 moléculas de

agua.

Los histogramas de los valores de P, (t :0) correspondientes a las figuras
410 y 4.11, en el primer caso se construyeron sin hidrogenos y en el segundo
considerando los valores de P, (t=0) > 0.15. Estos histogramas sugieren que la
mayoria de los atomos de cada una de las proteinas, en promedio, por lo menos se
coordinan con media molécula de agua y muy pocos atomos se encuentran

coordinados con 6 6 7 moléculas de agua, a pesar de las discriminaciones que se

hicieron.



Al confrontar los mapas de colores del nimero de aguas coordinadas, con los
mapas de colores de los tiempos de residencia, se observa que la mayoria de las
moléculas de agua de alto tiempo de residencia no se ubican en las zonas con el
mayor numero de aguas coordinadas, es decir en las zonas mas expuestas, sino que
por el contrario tienden a alojarse en cavidades o grietas, como es el caso de los
atomos que presentan los tiempos de residencia mas altos para el complejo, la
FKBP12 y la tendamistat ver tabla 1, donde se aprecia claramente que ninguno de
estos atomos supera el valor de 2.5 moléculas de aguas coordinadas a su esfera de

solvatacionen r=0.

Al revisar los valores de P, (t = 0) mayores a 4 en las diferentes proteinas, se

observa que para la tendamistat, la FKBP12, barnasa libre y barstar libre, los tiempos
de residencia no superan los 100 ps, para ninguno de los casos, pero en el caso del
complejo hay varios dtomos con numero de coordinacion superior a las 4 moléculas de

aguas coordinadas, que tienen tiempos de residencia en el intervalo de 100-500 ps.



Numero de aguas coordinadas al atomo a de
una proteina

Figura 4.9. Mapa de colores del nimero de aguas coordinadas de la proteina FKBP12, considerando el archivo
Pa (t =0) (nimero de aguas coordinadas a un atomo). La escala de colores va desde el rojo que

corresponde a atomos que no estan rodeados por moléculas de agua, al azul que indica atomos rodeados por
6 6 7 moléculas de agua.
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Figura 4.10. Distribucién del nimero de moléculas de agua en la primera esfera de solvatacién de los
atomos de la proteina FKBP12, sin considerar los atomos de hidrégeno; los datos se obtuvieron del valor

de Pa (t = O) (promedio del numero de aguas coordinadas a un atomo).
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Tabla 1: Algunos atomos del complejo, de la tendamistat y de la FKBP12 que presentan
tiempos de residencia altos.

Indice atomo aminoacido N° del Tiempo
aminoacido P (1 =0) de
residencia
(ps)
Complejo
Barnasa 414 N LYS 27 1.82 730.73
Complejo
Barnasa 535 NE1 TRP 35 1.29 773.02
Complejo
Barnasa 775 0 Gly 52 1.255 >800
Complejo
Barstar 2361 0oD2 ASP 39 1.98 728.92
Complejo
Barstar 2638 N PHE 56 2.42 763.21
Tendamistat 839 0] GLY 59 1.25 746.68

FKBP12 1415 0] PRO 92 1.14 474.00




4.1.6.Comparacion de los resultados de las simulaciones de dinamica molecular
con los de rayos Xy de RMN de la FKBP12

Como se menciond anteriormente, la proteina FKBP12 se eligié para el desarrollo de

esta tesis con la finalidad de comparar nuestros resultados teéricos obtenidos de la

DM, con los resultados experimentales tanto de rayos X como de RMN. A continuacion

se describen los experimentos, y se comparan estos resultados con los tedricos.

A través de una serie de estudios'® de difraccién de rayos X se identificaron los
sitios de hidratacion de 6 complejos de la FKBP12 con diferentes ligandos (FK506,
rapamicina, Sb8, Sb13, Sb9, cpFK506h). Este estudio consistié6 en superponer 8
estructuras, las cuales se obtuvieron de complementar las 6 estructuras iniciales con
moléculas de agua relacionadas simétricamente y con los atomos polares de la
proteina que se ubican dentro de una capa de 4 A. A partir de la superposicion, se
identificaron 251 sitios de hidratacion, los cuales se agruparon en clases (2/8,
3/8,....,8/8) que reflejan el namero de estructuras en las cuales cada sitio de
hidratacion se observd, es decir: 11 sitios de hidratacion son comunes a las 8
estructuras (clase 8/8), 10 a 7 estructuras (clase 7/8), 11 a 6 estructuras (clase 6/8), 5
a 12 estructuras (clase 5/8), 16 a 4 estructuras, (clase 4/8) 55 a 3 estructuras (clase

3/8) y 136 a 2 estructuras (clase 2/8).

Los sitios de hidratacion de las clases 8/8 a la 4/8 los seleccionamos para
confrontar nuestros resultados porque éstos son independientes de la cristalizacion.
Es importante tener en cuenta que durante la cristalizacion existe la posibilidad de que
atomos polares de la proteina se ubiquen en las zonas de hidratacién de las
macromoléculas en solucion. Los investigadores en este estudio minimizarén ésta
posibilidad y ésta es la razén por la cual las clases 8/8 a la 4/8 son una buena
representacion de las moléculas de agua estructurales, las cuales los autores han

denominado como “sitios de hidratacion de consenso”. La figura 4.12 muestra los



atomos de las clases 8/8 a 4/8 con respecto a los tiempos de residencia de la primera
capa de solvatacion de cada uno de estos atomos y se encontré que no todas las
moléculas de agua identificadas en rayos X corresponden a aguas de intercambio
lento. De los 84 atomos correspondientes a los sitios de hidratacion identificados en
rayos X (atomos de la proteina formando puentes de hidrégeno con alguna de las
aguas cristalograficas de consenso, es decir, de las clases 8/8 a 4/8), unicamente 23
corresponden a coloraciones azules en los mapas de colores (tiempos de residencia

mayores a 30 ps) y 31 atomos a coloraciones verdes (14 ps-30 ps).
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Figura 4.12. Grafica del tiempo de residencia del agua. Comparacién de los sitios de hidratacion de la simulacion
de DM de la FKBP12, considerando 7, de decaimiento vs los atomos correspondientes a las clases de los sitios
de hidratacion reportados por Karplus16. La linea punteada representa el tiempo promedio de permanencia de las

moléculas de agua en la esfera de solvatacion, cuando P, (¢ = 0)> 0.15.



En un estudio del comportamiento de las moléculas de agua de la FKBP
enlazada al inmunosupresor FK506 y a la ascomicina a través de RMN-NOE 3D, se
encontré que hay 3 moléculas de agua (moléculas de agua N° 1, 2 y 4) fuertemente
enlazadas en el interior del complejo que forman parte de su estructura, a través de
enlaces puentes de hidrogeno®. Estas moléculas de agua se encuentran distribuidas
asi: La molécula de agua 1 se ubica entre las amidas de la Gly86, His94, Arg95 y los

protones « de la Pro93,y £ de la Tyr82. La molécula de agua 2 entre las amidas de
la Tyr82, Gly83 y los protones [ de la Tyr82, o de la Pro93 y y de la lle91 y la

molécula de agua 4 (de la numeracion original del articulo) entre las amidas Met49,

Lys52, Glu54, Val55 y los protones ¢ de la Phe48 y y de la Val55. Las anteriores

moléculas de agua se han identificado en la estructura de rayos X FKBP/ascomicina.
Los sitios de cada una de las moléculas de agua anteriormente localizados, se
analizaron teniendo en cuenta el mapa de colores de la FKBP12 (ver figura 4.7) asi:
Para este analisis se tuvieron en cuenta los atomos de N del grupo amido de cada uno
de los aminoacidos anteriormente mencionados y a partir del &tomo de N previamente
seleccionado, se identificaron los atomos que estan a menos de 5 A de distancia. Se
considerd esta distancia para el analisis, puesto que los experimentos NOESY o
ROESY implican acoplamientos espaciales en este rango. El analisis considerando los

mapas de colores, arrojo los siguientes resultados:

En la figura 4.13 se observa que los atomos que conforman el sitio de
ubicacién de la molécula de agua N°1, se caracteriza por tener altos tiempos de
residencia. De los N de la cadena principal de los aminoacidos Gly86, His94 y Arg95
tan sélo el primero presenta un tiempo de residencia superior a los 30 ps, que se ve
favorecido por 3 atomos muy cercanos que presentan tiempos de residencia

superiores al promedio de los atomos (tiempos de residencia mayores a los 14 ps).



Los N de los residuos His94 y Arg95 no tienen tiempos de residencia relevantes, pero
en su entorno hay atomos con altos tiempos de residencia, de hecho comparten dos
atomos; uno con un tiempo de residencia mayor a los 30 ps (Pro92: C) y el otro con un

tiempo de residencia de aproximadamente de 18 ps (Pro93:0).

Tiempo ps
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Figura 4.13. Identificacion de los atomos donde se ubica la molécula de agua N°1 en el mapa de colores de la
proteina FKBP12, considerando 7, de decaimiento. En amarillo se encuentran encerrados los atomos que

estan a menos de 5 A de los N de la cadena principal de Gly86, His94 y Ala95. La escala de colores es un
indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera esfera de solvatacion. Esta escala
va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian rapidamente con el seno de la
solucion, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de agua.



Ninguno de los nitrégenos de la cadena principal de los aminoacidos Tyr82 y
Gly83 relacionados con la molécula de agua N°2, presentan tiempos de residencia
superiores al tiempo promedio (tiempos de residencia de 14 ps); sin embargo, los

atomos de su entorno tienen tiempos de residencia muy significativos ver figura 4.14.

De los 4 N de la cadena principal de los aminoacidos Lys52, Met49, Glu54 y
Val55 reportados por RMN (molécula de agua N°4) los 3 ultimos presentan tiempos de
residencia mayores a los 30 ps, mientras que el N de Lys52 no tiene un tiempo de
residencia importante, pero a 2.4 A de distancia su CB tiene un tiempo de residencia
dentro del promedio (14 ps) al igual que el oxigeno de la Gly51 y el nitrdgeno de la

GIn53 que se encuentran a menos de 5 A de distancia ver figura 4.15.

En el espectro de RMN de las cadenas laterales, aparece que el CD de la
Phe48 participa en la ubicacion del agua N°4, en nuestro caso se aprecia el CA, que
esta a 2.43 A del N de la Met49. EI N de Met49 también esta muy cerca de su oxigeno
que presenta coloracion azul, y a su vez éste esta proximo al CB de la Lys52 con un
tiempo de residencia superior al promedio de las moléculas de agua. Los nitrégenos
del Glu54 y de la Val55 relacionados con la molécula de agua N°4, estan muy cerca
uno del otro, de hecho hay varios atomos en su entorno de coloracion relevante que

comparten ver figura 4.15.

Es evidente que los sitios en los que se ubican las 3 moléculas de agua
reportadas por RMN-NOE 3D coinciden con las zonas de la proteina que presentan
tiempos de residencia altos. Hay algunos casos donde se aprecia que los atomos
reportados por RMN no coinciden con los observados en los mapas de colores, pero
sus atomos mas cercanos si lo hacen. Esta consideracion es valida ya que los
experimentos NOESY y ROESY implican acoplamientos espaciales o bipolares en un

rango de 5 A.
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Figura 4.14. Identificacion de los atomos donde se ubica la molécula de agua N°2 en el mapa de colores de la
proteina FKBP12, considerando 7, de decaimiento. En amarillo se encuentran encerrados los atomos que estan

a menos de 5 A del N de la cadena principal de la Tyr82. Los atomos de color verde sin encerrar estan proximos
al N de la cadena principal de la Gly83, al igual que el Ca de la Ala81 y el C del grupo carbonilo de la Tyr80. La
escala de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera esfera de
solvatacion. Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian
rapidamente con el seno de la solucion, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de agua.
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Figura 4.15. Identificacion de los atomos donde se ubica la molécula de agua N°4 en el mapa de colores de la
proteina FKBP12, considerando 7, de decaimiento. En fucsia aparecen los N de la cadena principal de los residuos

Met49, Lys52, Glu54 y Val55. La escala de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de
agua en la primera esfera de solvatacién. Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua
que se intercambian rapidamente con el seno de la solucién, al azul que indica altos tiempos de residencia de las
moléculas de agua.



Aqui vale la pena aclarar que no se sabe si exactamente estos sitios
corresponden a una o mas moléculas de agua, solo se puede afirmar que son zonas

de alto tiempo de residencia de las moléculas de agua.

En los estudios que se hicieron de la FKBP con RMN 3D, también se
identificaron las moléculas de agua 11 y 13, que no aparecen en la estructura de rayos
X FKBP/ascomicina. La molécula de agua 11 esta asociada al grupo amido Lys47 y la
molécula 13 al grupo amido Glu31. Al analizar estas moléculas de agua en los mapas
de colores encontramos que los atomos tanto de la Lys47 como de la Glu31 y sus
alrededores, (menor a 5 A) en su mayoria presentan tiempos de residencia de 14 ps,
sélo hay un atomo de tiempo de residencia superior a los 30 ps la Met49:N cercano a
la Lys47:N. De acuerdo a esto se puede decir que en esta zona se ubican moléculas
de agua de la superficie, las cuales se intercambian en un tiempo promedio con el
seno de la solucién, pero que se lograron identificar en RMN debido a la proximidad de

los protones de las amidas con las moléculas de agua.

Las diferentes zonas de coloracién azul en los mapas de colores de la FKBP12
abarca un total de 41 atomos que presentan un tiempo de residencia mayor a los 30
ps ver figura 4.7. De este grupo solo GIn53 y GIn54 corresponden al sitio activo de la

proteina.

4.1.7.Comparacién de los resultados de la simulacién de la dindmica molecular

con los de RMN de la proteina tendamistat

La idea de esta seccion es confrontar los resultados de la simulacion de dinamica
molecular con los resultados experimentales de la proteina tendamistat. Para ello
primero hacemos una descripciéon del experimento, luego cada uno de los casos
reportados experimentalmente y que son de nuestro interés, los analizamos de
acuerdo a los resultados de la simulacién de dinamica molecular y posteriormente

comparamos los resultados experimentales con los obtenidos tedricamente.



Scarselli y colaboradores analizaron la accesibilidad de los atomos
superficiales de la proteina tendamistat con el co-soluto paramagnético TEMPOL, con
la finalidad de ubicar experimentalmente los sitios superficiales de elevada interaccion
agua-proteina. La idea de estos experimentos es que los residuos que estan
expuestos al solvente, pero que no tienen contacto con el co-soluto paramagnético,
corresponden a casos donde las moléculas de agua sirven de “escudo”, pues éstas, al
estar fuertemente unidas a la superficie, impiden la transferencia de magnetizacion por
parte del co-soluto paramagnético a los atomos de la proteina. En este estudio se
reportaron 4 casos en los cuales se observan residuos altamente expuestos que no
interactuan con el co-soluto paramagnético estos son: Pro50 (conectividades de los
hidrégenos y-6), Thr46 (conectividades de los hidrégenos 6-¢), Arg49 (conectividades
de los hidrégenos o-p), Thr3 (conectividades de los hidrégenos a-y) y Thr54
(conectividades de los hidrégenos a-y). Como estos casos corresponden a los sitios
superficiales de elevada interaccion agua-proteina, la idea aqui es analizar estos
casos para la simulaciéon de dinamica molecular y posteriormente confrontarlos para
distinguir si en efecto la simulacion de DM predice la existencia de moléculas de agua
fuertemente adheridas a la proteina en dichas zonas y a las que se les pueda atribuir
el efecto de “escudo”. Para comparar los sitios de los resultados de Scacelli y cols. con
los resultados de la funcion de supervivencia, se tuvieron en cuenta solo los atomos
que se encuentran a menos de 5 A de distancia de los hidrogenos correspondientes a
las conectividades anteriormente mencionadas. Esta distancia se consideré porque los
experimentos de transferencia de magnetizacion implican acoplamientos espaciales,

los cuales se dan a menos de 5 A de distancia.

En la figura 4.16 se muestran los posibles puentes de hidrégeno que pueden
formar los HE1 y los HD1 de la Tyr46. En los dos casos la formacion de los puentes de
hidrogeno se da entre atomos que presentan altos tiempos de residencia. Este

comportamiento también se representd en una grafica de barras, figura 4.17, en la cual



se muestran los diferentes atomos que pueden formar los puentes de hidrégeno con
los HE1 y los HD1 de la Tyr46; la linea punteada indica el tiempo promedio <t,> de
permanencia de las moléculas de agua dentro de la esfera de solvatacién de esta

proteina, considerando P, (t = 0)> 0.15.

Al hacer el mismo analisis para Pro50, Thr3 y Thr54 se encontré que los
diferentes protones de estos aminoacidos tienden a enlazarse con atomos que
superan el tiempo de residencia promedio de las moléculas de agua, ver figuras 4.18-
4.20. En el caso de la Arg49, no se encontraron atomos cercanos que presenten altos
tiempo de residencia y con los cuales pueda formar puentes de hidrégeno; pero
contrario a todas las demas situaciones, la Arg49 tiene un atomo de alto tiempo de
residencia. El analisis de la funcién de supervivencia para los residuos Thr46, Pro50,
Thr3, Thr54 y Arg49 nos permite concluir que los aminoacidos Thr46, Thr3 y Arg49
corresponden a zonas donde las moléculas de agua tienden a permanecer largo
tiempo, mientras que en los aminoacidos Thr54 y Pro50 se ubican moléculas de agua
que se intercambian rapidamente con el seno de la soluciéon, pero mucho menos

rapido que una molécula de agua del bulto.

Al comparar los resultados experimentales de RMN de la proteina tendamistat
con los obtenidos tedricamente, se aprecia una buena concordancia, pues es evidente
qgue la mayoria de los residuos anteriormente citados corresponden a zonas donde las

moléculas de agua no se intercambian rapidamente con el seno de la solucién.
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Tiempo ps

Figura 4.16. Comparacioén de la conectividad O0—¢& dela Tyrd6 reportada por scarselli con los resultados de la

funcion de supervivencia, considerando 7, de decaimiento. En A se identifica la Tyr46 dentro de la proteina

tendamistat. En B se muestran los posibles puentes de hidrégenos que puede formar el HE1 (protén blanco) de la
Tyrd6 y en C los posibles puentes de hidrégeno que puede formar el HD1 (protdn blanco) de la Tyr46. La escala
de colores es un indicador del tiempo de residencia de las moléculas de agua en la primera esfera de solvatacion.
Esta escala va desde el rojo que corresponde a las moléculas de agua que se intercambian rapidamente con el
seno de la solucidn, al azul que indica altos tiempos de residencia de las moléculas de agua.
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Figura 4.17. Diagrama de barras en el que se muestran los atomos que pueden formar puentes de
hidrégeno con los HD1 y HE1 de la Tyr46 de la proteina tendamistat a una distancia inferior a los 5 A,

considerando 7, de decaimiento. La linea punteada indica el tiempo promedio de permanencia de las

moléculas de agua dentro de la primera esfera de solvatacion, considerando Pa (t = 0)> 0.15.
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Figura 4.18. Diagrama de barras en el que se muestran los atomos que pueden formar puentes de hidrégeno
con los HG1 y HD1 de la Pro50 de la proteina tendamistat a una distancia inferior a los 5 A, considerando 7,
de decaimiento. La linea punteada indica el tiempo promedio de permanencia de las moléculas de agua dentro

de la primera esfera de solvatacion, considerando Pa (t = 0)> 0.15.
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Figura 4.19. Diagrama de barras en el que se muestran los atomos que pueden formar puentes de hidrégeno con
los HA y HG de la Thr3 de la proteina tendamistat a una distancia inferior a los 5 A, considerando 7, de
decaimiento. La linea punteada indica el tiempo promedio de permanencia de las moléculas de agua dentro de la
primera esfera de solvatacién, considerando Pa (t = 0)> 0.15.
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Figura 4.20. Diagrama de barras en el que se muestran los atomos que pueden formar puentes de hidrégeno

con los HA, HG1 y HG22 de la Thr54 de la proteina tendamistat a una distancia inferior a los 5 A, considerando

7, de decaimiento. La linea punteada indica el tiempo promedio de permanencia de las moléculas de agua

0)>0.15.

dentro de la primera esfera de solvatacion, considerando Pa (t



Existe un total de 31 atomos de la proteina tendamistat, en su mayoria Ny O

con funciones P,(t) de decaimiento lento 7, > 30 ps. El sitio de enlace de la

tendamistat esta mediado por cuatro segmentos los cuales involucran un total de 15
aminoacidos. El primer segmento lo integran Trp18, Arg19, Tyr20 y Tyr15. De estos
cuatro aminoacidos solo los tres ultimos presentan un atomo, en este caso el oxigeno
del grupo carbonilo, con alto tiempo residencia, cercanos a los 40 ps (coloracion azul)
y el aminoacido restante Trp18 tiene un atomo de nitrogeno (de la cadena principal)
cuyo tiempo de residencia es de 19 ps (coloracion verde). Como se puede notar estos
4 aminoacidos representan un sitio de alto tiempo de residencia para las moléculas de
agua y ademas se sabe de ellos, que juegan un papel importante en las interacciones

fuertes entre la tendamistat y la amilasa de mamifero®.

4.1.8.Comparacioén de los resultados de la simulacion de la dinamica molecular
del complejo barnasa-barstar con los resultados de la simulacién de la
dinamica molecular de las proteinas libres
El complejo barnasa-barstar es un sistema de particular interés debido a que la
interaccion entre las dos proteinas estd mediada por moléculas de agua, de hecho
aparece en la literatura que el grado de complementariedad entre las dos proteinas
aumenta por la presencia de las moléculas de agua®. Es de nuestro interés identificar
las moléculas de agua que participan en el acoplamiento de las dos macromoléculas,
al igual que identificar aquellas moléculas de agua que se mantienen asociadas a una
u otra proteina desde antes de que se forme el complejo. Esta es la razén por la cual a
continuacion se comparan los resultados del analisis de las trayectorias del complejo y
de las proteinas libres entre si, e igualmente se confrontan con los resultados

cristalograficos existentes.

Para el andlisis de la interfase entre barnasa-barstar; se tomaron de los mapas
de colores (ver figura 4.8) los atomos que presentan coloracién azul (t; > 30 ps) y que

se encuentran entre las dos proteinas (el borde de cada una), obteniéndose de esta



forma un total de 42 atomos para barnasa y 25 atomos para barstar, ver tablas 2 y 3.
El mismo procedimiento se hizo con las proteinas libres de barnasa, barstar y se
obtuvieron 22 sitios de hidratacién para barnasa y un sitio de hidratacion (Glu46:0)
para barstar. Al confrontar los atomos de la interfase que presentan altos tiempos de
residencia, obtenidos de la simulacion de DM del complejo, de la simulacion de DM de
barnasa libre y de la simulaciéon de DM de barstar libre; se encontré que 13 atomos
son comunes para barnasa mientras que para barstar no hay ningun atomo que

coincida.

Posteriormente estos datos se compararon con las moléculas de agua
cristalograficas reportadas por Buckle y colaboradores, ver tabla 4. La comparacion
entre las moléculas de agua reportadas por Buckle con las obtenidas de la trayectoria
de simulacion de DM del complejo indicé que hay 10 atomos en comun en los que se
ubican moléculas de agua de alto tiempo de residencia en barnasa y 5 atomos en
barstar. Al hacer lo mismo con las trayectorias de las proteinas libres, se hallaron 3
sitios de hidratacion para barnasa, correspondientes a los atomos Arg83:N, Lys62:N y
Asn58:0D1 y ninguno para barstar. Los atomos Arg83:N, Lys62:N y GIn58:0D1 de
barnasa se identificaron tanto en la simulacion de DM del complejo, como en la
simulacion de DM de la proteina libre y en los sitios cristalograficos reportados por

Buckle.

La literatura® reporta que hay tres residuos de barnasa que se conservan en
toda la familia de ribonucleasas, éstos son: Arg87, Glu73 y His102 y se caracterizan
por formar parte del sitio catalitico de la proteina. Estos aminoacidos en el mapa de
colores del complejo tienen atomos cuyos tiempos de residencia son superiores a los
30 ps, pero en el mapa de colores de la proteina libre, solo presentan esta
particularidad los dos ultimos. La Lys27 es un aminoacido que forma parte del sitio
activo de la proteina y se caracteriza por estabilizar al grupo fosfato en el acoplamiento

proteina-sustrato. Este residuo en el mapa de colores tiene dos atomos de color azul,



la Lys27:N con un tiempo de residencia de 730 ps y Lys27:NZ con un tiempo de
residencia de 54 ps, de acuerdo a lo anterior, podemos inferir de estos 4 residuos que

su actividad catalitica se ve favorecida por la presencia de moléculas de agua.



Tabla 2: Atomos de la interfase de la proteina barnasa que presentan altos tiempos de
residencia, obtenidos de la simulacion de DM del complejo, considerando 7,.de decaimiento.

En gris aparecen los atomos de alto tiempo de residencia que coinciden con los resultados de
la simulacion de DM de barnasa libre.

indice del Tipo de &tomo  Residuo N° de residuo Tiempo (ps)
atomo

869 CD ARG 59 36.05
872 NE ARG 59 114.82
875 NH1 ARG 59 148.54
1571 NE2 HSD 102 368.17
1572 CD2 HSD 102 33.68
1575 0] HSD 102 42.59
436 N SER 28 76.08
1240 CB ARG 83 78.69
1243 CG ARG 83 36.04
1255 NH2 ARG 83 100.94
575 N SER 38 230.76
565 N ALA 37 123.99
574 0 ALA 37 91.96
1589 OH TYR 103 104.81
1596 0 TYR 103 80.63
844 o] SER 57 503.92
1103 CD GLU 73 577.89
1104 OE1 GLU 73 350.66
1105 OE2 GLU 73 544.05
430 NZ LYS 27 53.66
790 CG ASP 54 77.21

792 OD2 ASP 54 134.40
1100 CG GLU 73 51.08
1236 N ARG 83 72.06
1238 CA ARG 83 53.41

535 NE1 TRP 35 773.02
845 N ASN 58 47.84
414 N LYS 27 730.73
402 CA THR 26 425.04
404 CB THR 26 36.89
412 C THR 26 47.40
813 o] ILE 55 40.74
905 N LYS 62 73.86
853 OD1 ASN 58 239.53
883 N GLU 60 86.77
894 OE1 GLU 60 36.19

895 OE2 GLU 60 32.10

834 N SER 57 48.09

1274 N SER 85 47.18

1281 oG SER 85 31.43

1259 o] ARG 83 37.11

1260 N ASN 84 635.58
1297 N ARG 87 306.89
1320 O ARG 87 54.84

816 CA PHE 56 98.73

833 0] PHE 52 = 800
921 Nz LYS 62 = 800

1268 OD1 ASN 84 46.02




Tabla 3: Atomos de la interfase de la proteina barstar que presentan altos tiempos de
residencia, obtenidos de la simulacion de DM del complejo, considerando r,.de

decaimiento.
indice del Tipo de atomo Residuo N° de residuo  Tiempo (ps)
atomo

2335 CG TRP 38 52.34
2272 CB LEU 34 101.54
2270 CA LEU 34 117.94
2287 N ASP 35 98.56
2289 CA ASP 35 68.19
2294 CG ASP 35 186.37
2298 (0] ASP 35 673.36
2297 C ASP 35 30.30
2291 CB ASP 35 86.80
2356 CB ASP 39 89.28
2359 CG ASP 39 300.63
2361 OD2 ASP 39 728.92
2414 N TRP 44 333.40
2436 C TRP 44 39.83
2438 N VAL 45 326.27
2407 N GLY 43 32.77
2409 CA GLY 43 41.10
2969 OE2 GLU 76 37.47
2308 (0] ALA 36 95.97
2336 CD1 TRP 38 41.09
2453 (0] VAL 45 227.17
2469 N TYR 47 33.85
2482 OH TYR 47 39.73
2465 OE1 GLU 46 32.02
2467 C GLU 46 42.18
2308 o] ALA 36 95.97
2336 CD1 TRP 38 41.09
2268 N LEU 34 = 800
2295 OD1 ASP 35 > 800
2296 0oD2 ASP 35 =800

2468 O GLU 46 =800




Tabla 4: Moléculas de agua que median el acoplamiento entre barnasa y barstar,
reportadas por Buckle®®. En negrilla aparecen los atomos de barstar y en claro los
atomos de barnasa. En color gris se resaltan los atomos que coinciden con los
resultados de la simulacion de DM del complejo.

Solvente residuos D...A (A) solvente ASA(A?)

agua 14 O Asp35 2.9 0.0
OE2 Glu 73 3.2

agua 22 OD2 Asp35 2.8 0.0
N Lys62 3.2
OD1 Asn58 2.8

agua 29 OD1 Asp35 2.8 0.0
NE Arg59 2.9

agua 33 OD1 Asp39 2.6 0.0
NZ Lys27 2.5
OE2 Glu 73 3.0

agua 36 O Val 45 2.6 0.0
OG Ser38 2.9
N Ser38 2.8

agua 48 NE1 Trp38 3.2 3.0
O lle55 2.7
OE2 Glu 73 2.7

agua 93 N Tyr 47 3.0 17.0
OG Ser38 2.8

agua 28 OD2 Asp35 2.7 0.0
NZ Lys62 3.1
O Tyr103 2.7

agua 155 O Gly43 3.0 1.0

N Arg83 3.2




Los sitios de hidratacion de la interfase del complejo también se compararon
con la interfase de las proteinas libres de los PDB con cédigo de acceso 1A2P% para
barnasa y 2HXX®' para barstar. Ambas proteinas se resolvieron por cristalografia de
rayos X, la primera con una resolucién de 1.5 A y la segunda con una resolucién de

2.0A.

Del PDB 1A2P correspondiente a la proteina barnasa se identificaron los
atomos de su interfase que estan a menos de 3.5 A de distancia con respecto a las
moléculas de agua cristalograficas y se obtuvieron 43 sitios de hidratacién, de los
cuales 6 (Glu73:0E2, Lys27:NZ, 11e55:0, Asn58:0D1 Lys62:N y Lys62:NZ) coinciden
con los reportados por Buckle y colaboradores. De estos 6 sitios de hidratacion
cristalograficos de la interfase de barnasa, todos concuerdan con los sitios de de
hidratacion identificados a través de las simulaciones de DM del complejo. El mismo
procedimiento se hizo con la proteina barstar de cdédigo de acceso 2HXX y se
encontraron 3 sitios de hidratacion (Asp39:0D1, Trp38:NE1 vy Val45:0)
cristalograficos, de los cuales el Ultimo concuerda con los reportados por las

simulaciones de DM del complejo.

Al comparar los sitios de hidratacion de la interfase del complejo con los de las
proteinas libres se observa que hay mayor cantidad de estos sitios en el complejo que
en las macromoléculas libres, 1o que indica que en la interaccién barnasa-barstar
participan muchas moléculas de agua. Esta proliferacion de moléculas de agua en la
interfase del complejo se ve favorecida porque la interfase proteina-proteina es
principalmente de naturaleza electrostatica®®, donde el sitio activo de barnasa presenta
un potencial electrostatico positivo y el de barstar un potencial negativo. La region con
mayor carga negativa de la macromolécula barstar®® esta constituida por los residuos
Asp35, Asp39, Glu76 y GIu80, de éstos los 3 primeros tienen atomos con tiempos de

residencia superiores a los 30 ps.



De los resultados de la simulacion de DM del complejo se observa que barnasa
conserva varios sitios de hidratacion con respecto a la proteina libre, mientras que
barstar sélo conserva uno, con esto se puede inferir que barstar tiende a enlazarse al
sitio activo de barnasa®. La interaccion de un inhibidor al sitio activo de una enzima se
ha visto en muchos inhibidores de proteasas, asi como para el inhibidor de la

ribonucleasa placenta®.

En la interfase entre barnasa-barstar se identifican dos zonas en las cuales
participa la hélice a2 de barstar®. Una de estas zonas comprende el residuo Asp39
de barstar, el cual interactua con los residuos Arg83, Arg87 e His102 del sitio activo de
barnasa. La interaccién entre estos aminoacidos es de tal magnitud, que las dos
superficies, por este lado, presentan buena complementariedad; con muy pocos
espacios en la interfase. La otra zona implica el lado de la hélice a2 de barstar que
colinda con el asa de barnasa, el cual participa en el reconocimiento de la guanina. La
complementariedad en esta zona es bastante pobre, de hecho los espacios existentes
entre las dos superficies estdn completamente llenos de agua (ver figura 4.21). De
acuerdo con nuestros resultados de la funcién de supervivencia, encontramos que los
tres residuos de barnasa de la zona de alta complementariedad, presentan atomos

con tiempos de residencia superiores a los 40 ps, ademas de que éstos estan poco

expuestos, pues sus valores de Pa(t) a t=0 no superan a 3 moléculas de agua

coordinando a un atomo. Esto es una prueba de que en la zona de alta
complementariedad hay moléculas de agua de alto tiempo de residencia y
probablemente se encuentren enterradas en alguna cavidad. En cuanto a la zona de
poca complementariedad, encontramos que los seis aminoacidos correspondientes al
asa que interactia con la guanina, presentan por lo menos un atomo o mas atomos
con alto tiempo de residencia, e igual que en la zona de poca complementariedad, la
mayoria de ellos estan poco expuestos, lo que también nos conduce a inferir que en

esta zona hay moléculas de agua de alto tiempo de residencia.



His102

Figura 4.21. Interfase entre las proteinas barnasa-barstar, mediada por la hélice &2 (color rosado) de barstar. Esta
hélice divide a la interfase en dos zonas: una de alta complementaridad y otra de poca complementariedad. La primera
la comprenden el Asp39 de barstar (color blanco) y los aminoacidos Arg83, Arg87 e His107 (color azul) de barnasa. La

segunda zona corresponde al lado de la hélice @2 que colinda con el asa (color azul claro) de barnasa que interactiia
con la guanina.



4.2. Resultados de la funciéon de distribucién radial de dos centros

Hasta el momento, con la funcion de supervivencia hemos logrado identificar las
moléculas de agua que permanecen unidas a la proteina durante largos tiempos. Una
forma de complementar esta informacion es a través de la funcion de distribucion
radial de dos centros, la cual como se indico en la seccién de antecedentes, permite
identificar moléculas de agua enlazadas por puentes de hidrégeno simultaneamente a
dos atomos de una misma o de diferentes proteinas. En nuestro caso esta funcién
puede ser una guia para identificar las moléculas de agua que median la interaccion
proteina-proteina incluso cuando la estructura en la zona de reconocimiento sufre de

muchas fluctuaciones estructurales.

Buckle y colaboradores han reportado 14 casos en los que las moléculas de
agua median la interaccion entre barnasa-barstar ver tabla 4. Inicialmente para
analizar la interfase del complejo, nosotros estudiamos los casos reportados por
Buckle, con la funcion de distribucion radial de dos centros y encontramos que 8 casos
coinciden con los reportados por Buckle y colaboradores (ver figuras 2.4, 4.22, 4.23,
4.24 y 4.25). En la figura 2.4, en la figura 4.22 (grafica A), en la figura 4.23 (graficas E,
G, H), y en la figura 4.24 (graficas J, K y L) se observa que los &atomos
correspondientes a estas graficas, se coordinan simultdneamente a una misma
molécula de agua, pues la mayor densidad del agua, se ubica en estos casos, con
respecto a cada uno de los atomos, a una distancia caracteristica de enlace puente de
hidrégeno (2.8-3.0 A). En las otras figuras es evidente que las moléculas de agua,
precisamente, no estan coordinando por puentes de hidrégeno a los 2 &tomos de cada
grafica (B, C, D, F, | y 4.25), pero si se puede apreciar que en la mayoria de ellas hay
una alta densidad de agua que se inclina por un atomo en particular de la pareja
correspondiente de cada grafica, esto es una muestra de que en la zona de la

interfase barnasa-barstar hay un alto porcentaje de aguas estructurales.



En la gréfica A se observa que el atomo OD2 del residuo Asp35 de barstar y el
atomo N de la Lys62 de barnasa coordinan simultaneamente a una molécula de agua,
al analizar el atomo N de barnasa libre, también observamos que este atomo coordina
simultdneamente a una molécula de agua con el atomo OD1 de Asn58 de barnasa
libre, lo que nos permite suponer que esta molécula de agua contribuye en el
reconocimiento de barnasa por barstar, puesto que se conserva en barnasa del
complejo, otros ejemplos similares al anterior se advierten en las representaciones G y
K, donde el oxigeno de la lle55 y el oxigeno de la Tyr103 respectivamente, también
coordinan simultdneamente por puente de hidrégeno a una molécula de agua tanto en

barnasa del complejo como en barnasa libre.

En el esquema D no se aprecia una molécula de agua coordinada por dos
atomos, pero si se ve una alta densidad de agua cerca al atomo NE de la Arg59 de bar
nasa. Al evaluar este mismo atomo en barnasa libre, no se contempla una alta
densidad de agua proxima a éste, lo que sugiere el ingreso de agua en la interfase del
complejo para contribuir en la interaccion barnasa-barstar. EI mismo comportamiento
se observa en el nitrégeno de la Ser38 de la grafica 2.4, ya que en barnasa libre no se
percibe una alta densidad de agua cerca de este atomo, pero en el complejo es
evidente una molécula de agua coordinada al atomo de nitrégeno de la Ser38 de
barnasa con el oxigeno de la Val45 de barstar. En la gréfica F la alta densidad de agua
para los dos atomos, se localiza mas alla de la distancia de un enlace puente de
hidrégeno, mientras que en barnasa libre se percibe una alta densidad de agua en el
atomo oxigeno gama de la Ser38 con otro atomo, lo que sugiere un desplazamiento de

la molécula de agua en el momento de la formacién del complejo.



Distanci del Atomo D35:0D2 de la proteina Barstar (Angstrom)
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Figura 4.22. Evaluacién de la funcion radial de dos centros para atomos de la interfase entre barnasa y barstar,

con la finalidad de identificar moléculas de agua que medien dichas interacciones.
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Distancia del Atomo D39:0D1 de Barstar (Angstrom)
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Figura 4.23. Evaluacién de la funcion radial de dos centros para 4tomos de la interfase entre barnasa y barstar,
con la finalidad de identificar moléculas de agua que medien dichas interacciones.
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Figura 4.24. Evaluacién de la funcién radial de dos centros para atomos de la interfase entre barnasa y barstar,
con la finalidad de identificar moléculas de agua que medien dichas interacciones.
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Figura 4.25. Evaluacion de la funcién radial de dos centros para atomos de la interfase entre barnasa y
barstar, con la finalidad de identificar moléculas de agua que medien dichas interacciones.



5. Conclusiones

Las simulaciones de dinamica molecular representan una buena alternativa para
estudiar la esfera de solvatacion de un atomo « de la proteina, debido a que esta
herramienta computacional proporciona informacién a nivel atémico de la interaccion
agua-proteina. Ademas ésta brinda la posibilidad de relacionar las diferentes
configuraciones de los sistemas de estudio con el tiempo, de tal forma que para el
analisis de los resultados de la dinamica molecular se puedan emplear funciones de
correlacion espacial y temporal, como fue el caso de la funcidén de supervivencia, con
la cual hicimos un estudio detallado de la distribucién de las velocidades con que las
moléculas de agua de la primera esfera de solvatacién de un atomo « de la proteina,

se intercambian con las del seno de la solucion.

Las diferentes simulaciones de dinamica molecular realizadas en esta tesis se
efectuaron con el paquete NAMD, lo cual resulté ventajoso, porque el calculo de 1 ns
para proteinas pequefias se efectio aproximadamente en 12 horas y el de proteinas
grandes en 24 horas, gracias a que éste es un programa optimizado para su ejecucion
en paralelo. El analisis de las simulaciones de DM se realiz6 también en poco tiempo,
pues las proteinas pequefias se analizaron en 12 horas y las grandes en 24 horas,
esto gracias a la optimizacion del programa TRAPro y a su automatizacion mediante el
script. En conjunto, el paquete NAMD, el programa de la funcion de supervivencia
(TRAPro) y el script, permiten hacer un mapeo de las aguas superficiales de una

proteina en poco tiempo.

El estudio de las propiedades dinamicas del agua en torno a las proteinas, con
el programa de la funcién de supervivencia, nos permitié concluir que en una esfera de
solvatacion de un atomo « de una proteina, las diferentes moléculas de agua se
intercambian a diferentes tiempos con las moléculas de agua del seno de la solucion;

de hecho hay moléculas de agua de estas esferas que se comportan como si se



tratase de moléculas de agua del bulto (tiempo menores a 10 ps), y las otras, que
precisamente no se comportan como moléculas de agua del seno de las solucion,
presentan tiempos de intercambio en el rango de 15 ps hasta 800 ps (ver figuras 4.2 y
4.3). Con esta informacién se puede confirmar que las moléculas de agua que se
encuentran alrededor de una proteina, efectivamente no forman un cascarén semi-

rigido entorno a ella.

La mayoria de las moléculas de agua de una esfera de solvatacion (98%),
salen de ésta en un tiempo inferior a los 10 ps, otras (pocas) antes de los 30 ps y muy
pocas permanecen en la esfera de solvatacion unidas por enlaces puentes de

hidrogeno, mas de 40 ps (ver figuras 4.4 y 4.5).

Una ventaja del uso del script en la ejecucion del programa de la funcién de
supervivencia, es la formacién de los archivos PDB con los tiempos de decamiento de
la funcién de supervivencia, pues estos archivos al ser observados con el visualizador
VMD, dan informacién inmediata del comportamiento de las moléculas de agua
entorno a los atomos de la proteina, mediante una escala de colores (ver figuras 4.6,
4.7 y 4.8), lo que facilita la localizaciéon de las moléculas de agua de acuerdo a su
tiempo de residencia en los atomos de una proteina; esto hace que la metodologia
aqui implementada para el estudio del comportamiento de una esfera de solvatacion
de un atomo alfa de una proteina, sea una técnica, sencilla, rapida, practica y facil de

manipular.

La funcion de supervivencia también arroja informaciéon sobre el niumero de
aguas coordinadas a un atomo « de la proteina (ver figura 4.9). En la mayoria de los
casos se puede observar que en el instante =0 muchos de los atomos de las
proteinas estan coordinados a una molécula de agua solo la mitad del tiempo y muy
pocos atomos a 6 6 7 moléculas de agua (ver figuras 4.10 y 4.11). Esta cantidad de

aguas coordinadas a los atomos de las proteinas es un referente de que algunas



partes de ésta son de alta exposicion al solvente y otras partes de la macromolécula
presentan un menor grado de exposicion. Al confrontar la informacion del numero de
moléculas de agua coordinadas a un atomo de la proteina, con el tiempo de residencia
de las moléculas de agua, se puede concluir que la mayoria de los atomos que
presentan altos tiempos de residencia, corresponden a zonas de la proteina de poca
exposicion, posiblemente debido a que estas moléculas de agua se encuentran

atrapadas en grietas o cavidades profundas de las proteinas.

De los 84 sitios de hidratacion Identificados en el consenso de sitios de
hidratacion, de la superposicion de 8 estructuras cristalograficas de la proteina
FKBP12, se encontré que 61 sitios concuerdan con los reportados mediante analisis
de las simulaciones de dinamica molecular con la funcién de supervivencia. De estos
sitios cristalograficos, los que presentan una mayor concordancia con nuestros
estudios tedricos, son los correspondientes a las clases 8/8 y 7/8 (ver figura 4.12).
Dentro de la clase 8/8 hay tres sitios hidratacion que coinciden con los reportados por
RMN, de éstos, todos coinciden con nuestros resultados tedricos. Con esto podemos
concluir que las moléculas de agua identificadas por rayos X no siempre corresponden

a moléculas de aguas estructurales.

Al evaluar los sitios de hidratacion de la proteina tendamistat, con la funcién de
supervivencia, correspondiente a las zonas de alta area de superficie expuesta y poca
atenuacion, identificados por RMN, mediante estudio con la sonda TEMPOL, se
encontr6 que de los seis casos analizados (Tyr46, Pro50, Thr3, Thr54 y Arg49)
ninguno esta relacionado con moléculas de agua que se intercambian muy rapido con
el seno de la soluciéon, como si se tratase moléculas de agua del bulto. Los casos
correspondientes a la Tyrd6, Thr3 y Arg49, se caracterizaron por estar cerca de
atomos que tienen tiempos de residencia mayores al promedio, mientras la Pro50 y la

Thr54 estan cerca a atomos con tiempos de residencia dentro del promedio.



Al confrontar los resultados de las simulaciones de dinamica molecular del
complejo con los de las proteinas libres de barnasa y barstar, se encontré que 13 sitios
de hidratacién son comunes entre barnasa del complejo y barnasa libre, mientras que
ninguno entre barstar del complejo y barstar libre, lo que sugiere que barstar se enlaza
a barnasa y que las moléculas de agua de barnasa participan en este reconocimiento.
De los 19 atomos del complejo reportados por Buckle, los cuales forman puentes de
hidrégenos con moléculas de agua, 15 presentan altos tiempo de residencia
superiores a los 30 ps. Estos 19 atomos de la tabla numero 4, estan organizados en
14 parejas de atomos de barnasa-barstar mediadas por moléculas de agua. De estas
14 parejas solo 8 coinciden con el analisis que se efectué con la funciéon de
distribucién radial de dos centros. De las moléculas de agua que median dichas
interacciones, hay algunas que aparecen por primera vez en el complejo, otras que
estan en barnasa libre y se conservan en el complejo y otras que se reacomodan

durante la formacién del complejo.

Al considerar los mapas de colores del complejo barnasa-barstar se encontré
que de los 23 aminoacidos de la interfase barnasa, solo 4 (GIn31, Val36, Phe38,
Phe82) no forman parte de la zona de coloracion azul, los demas tienen al menos un
atomo cuyo tiempo de residencia es superior a los 30 ps. Mientras que de los 18
residuos de la interfase barstar soélo 6 residuos (Tyr29, Gly43, Glu32, Asn33, Thr42,
Val73 y Glu80) tienen tiempos de residencia inferiores a los 30 ps y los demas hacen

parte de la zona de coloracion azul.

La metodologia propuesta en esta tesis puede ser una herramienta
complementaria a la determinacion de la estructura cristalina de las proteinas, debido
a que el conocimiento de las posiciones de las moléculas de agua estructurales,
permite realizar refinamientos de la estructura cristalina de las proteinas. Como la
RMN se encarga de identificar las diferentes posiciones de los atomos de la

macromolécula y no da un informe global acerca de la estructura, sino que se vale de



simulaciones de DM para conseguir esta ultima, entonces saber la posicién de estas
moléculas en una posterior simulacion de DM, puede contribuir, igual que en

cristalografia de rayos X, a un refinamiento de la estructura de las proteinas.



Apéndice A

En este apéndice se indican las funciones de los programas, de la funcion de

supervivencia y la funcién radial de dos centros, que se utilizaron en el analisis de la

dinamica molecular, al igual que el escript que se empled para ejecutar el programa de

la funcion de supervivencia. También se muestran los programas de cada una de las

funciones y el script.

A.1 Funciones del programa de la funcién de supervivencia

Con la funcién de supervivencia se elaboré el programa TRAPro, el cual se:

VI

Usa para cualquier proteina, con la condicion de que el numero de
atomos de agua, sea mayor que el numero de atomos de la proteina;
esta condicion es modificable.

Utiliza para leer las coordenadas de cada uno de los atomos que se
encuentran en los archivos de configuraciones, tanto del agua como de
las proteinas con todas sus variantes, arrojados por las simulaciones de
DM.

Emplea para hacer un arreglo tridimensional de las coordenadas del
agua y de sus configuraciones (formacién del vector agua).apartando
memoria en la computadora (alocacion dinamica).

Usa para levantar las coordenadas de toda la proteina en todas sus
configuraciones en el vector agua, con la finalidad de minimizar el uso de
memoria.

Encarga de usar las condiciones periddicas para calcular la distancia
entre las moléculas de agua y el a&tomo « de la proteina

Emplea para organizar la matriz bidimensional que da informacién sobre
la presencia o no de las moléculas de agua en la esfera de solvatacion,
este registro el programa lo hace asi: en la matriz coloca valores de uno
si la molécula de agua esta presente en la esfera, o de cero si no esta

presente. En el programa esta matriz esta denotada como la matriz “A”



VII.

VIII.

Xl

Utiliza para calcular los tiempos de residencia de las moléculas de agua
con t=mxdt, donde m es el indice de la configuracion y dt es el
tiempo entre configuracion y configuracion.

Usa para calcular los valores de P,, numero de aguas coordinadas al

atomo « de la proteina, a partir de la matriz “A”.
Emplea para construir un archivo para cada atomo de la proteina con los

tiempos de residencia y los valores de P,

Utiliza para determinar los tiempos de decaimiento del 90% al 10% de la
funcion de correlacion temporal.
Ejecuta sobre atomos que se encuentran coordinados por lo menos a

una o mas moléculas de agua.

A.2 Funciones del programa de la funcién radial de dos centros

Los items de | a V del programa de la funciéon de supervivencia también se cumplen

para la funcién radial de dos centros. A continuacién se explican otras funciones de

este programa. El programa de la funcién radial de dos centros se encarga de:

Delimitar 65 esferas en torno a cada uno de los dos atomos de una
misma proteina o de diferentes proteinas, previamente seleccionados.
Contar el numero de moléculas de agua que estan presentes en la
interseccién de las esferas de solvatacion de los atomos A y B de las
proteinas en todas las configuraciones.

Calcular los volumenes de la interseccién entre la esfera de solvatacion
del atomo A y del atomo B en todas sus configuraciones.

Determinar las densidades de la zona de interseccion de los atomos Ay
B, empleando los datos calculados en los incisos Il y Ill, en todas sus

configuraciones.



V.

Definir la densidad promedio de cada una de las intersecciones de las
esferas de los atomos A y B, considerando el numero total de

configuraciones.

A.3 Funciones del script (TRAPro)

El programa de la funcion de supervivencia (TRAPro) se puede ejecutar sin emplear

un script, claro esta que sin éste, la ejecucion del programa sobre cada uno de los

atomos de la proteina puede demandar mucho tiempo, de ahi la necesidad de elaborar

el script TRApro. El script TRApro se encarga de:

XIl.

X1

XIV.

XV.

XVI.

XVII.

Formar un archivo inicial (input) para cada atomo de la proteina.
Evaluar el programa TRAPro para cada atomo de la proteina en forma
continua.

Asignar valores P, =0 y t =0 alos hidrégenos.

Organizar los 4 archivos generados por el programa TRApro, para cada
atomo de la proteina, en una carpeta

Construir 9 archivos PDB, sustituyendo los valores de la columna del
factor de temperatura por los tiempos caracteristicos de decaimiento
desde el 90% al 10%.

Construir un archivo PDB, sustituyendo los valores de la columna del

factor de temperatura por los valores de P, a t =0

A.4 Programa de la funcién de supervivencia

A continuacién se muestra el programa de la funcién de supervivencia, elaborado en

lenguaje C para la plataforma de Linux, con el cual es posible estudiar las velocidades

con que moléculas de agua de la primera esfera de solvatacién de un atomo o se

intercambian con el seno de la solucion.

// Programas de calculo de las funciones de correlacion



para

Por:Eddy Francis Plaza Medina y el
Instituto de Quimica UNAM

Mayo,
CALCULO DE FUNCION DE SUPERVIVENCIA
Algunos parametros de la medicion se indican con defines:

el analisis de la esfera de solvatacion de las proteinas
Dr. Jorge Peon Peralta

20007
(TTEMPOS DE RESIDENCIA)

#include <stdio.h> //libreria estandar

#include <stdlib.h> //libreria para alocacion dinamica
#include <math.h> //libreria de funciones seno y coseno
int main (void)

{

//Declaracion de variables

FILE *ofp,

float

//float

float

*off, *outf, *Pesout;
*wc;
wc[nfr] [3] [nwats];

*atm;

//float atm[nfr] [3];

short
short

*A;
P

//short A[nfr] [nwats]={0};

float
float
float
float
float

int nats,

Palfa[4000]={0};

tiempo[4000]={0};

distx, disty, distz, psum, dist,distpre;
WCX,WCY,WCZ, atmx, atmy, atmz;
boxsizeX, boxsizeY, boxsizeZ;

nwats, nfr;

float mindist, dt;
int i, 3j,m,n, k,nmem, ppp,wcsize,index,atmsize, indice;

char dummy[100],

poft[100];

waterfile[100], protfile[100], nameout[100],

char Pesname[100];//Para el nombre del archivo que contiene pes y

tes

float bb, mm;

float Pes[11l],

Tes[11]1={0.0};

int checador([11]={0};

scanf ("%

scanf ("%s
scanf ("%s
scanf ("%s
scanf ("%s
scanf ("%s
scanf ("%d
scanf ("%s
scanf ("%d
proteinas

scanf ("%s
scanf ("%d
(oxigenos)
scanf ("%s
scanf ("%

\n", &indice);//lectura del indice de la proteina

\n", dummy) ;

\n",waterfile);//lectura del dcd del agua

\n", dummy) ;

\n",protfile);//lectura del dcd de la proteina

\n", dummy) ;

\n", &nfr);//lectura del numero de configuraciones en dcds
\n", dummy) ;

\n", &nats);//lectura del numero de atomos en dcd de

\n", dummy) ;
\n", &nwats) ;//lectura del numero de atomos en dcd de agua

\n", dummy) ;
\n", &mindist);//lectura de la distancia que define el

radio de solvatacion del sitio

scanf ("%s
scanf

no

"%
scanf ("%$s
scanf ("$f
scanf ("%s
scanf ("%
scanf ("%s

scanf ("$f

\n", dummy) ;

\n", &boxsizeX);//lectura de las dimensiones de la caja
\n", dummy) ;

\n", &boxsizeY) ;

\n", dummy) ;

\n", &boxsize?Z) ;

\n", dummy) ;

\n", &dt); //Lectura del delta del tiempo entre

configuraciones en picosegundos



sprintf (nameout, "OUTPUT_ %d", indice) ;

salida
sprintf (poft,

sprintf (Pesname, "Pes y tes%d.tes",
outf=fopen (nameout, "wb") ;

escritura
printf ("
--\n");

//creacion de los archivos de
"surv_%d.sur", indice);

indice);
//Despliegue del archivo OUTPUT para

printf ("PROGRAMA DE CALCULO DE LA FUNCION DE RESIDENCIA DE \n");
printf ("MOLECULAS DE AGUA EN LOS SITIOS DE HIDRATACION DE UNA

PROTEINA \n");

fprintf (outf,
\n") ;
fprintf (outf,
PROTEINA \n");
fprintf (outf,
fprintf (outf,
\n",indice) ;
fprintf (outf,
\n",waterfile);
fprintf (outf,
\n",protfile);
fprintf (outf,
%s \n",poft);
fprintf (outf,
fprintf (outf,
fprintf (outf,
\n",mindist) ;
fprintf (outf,
fprintf (outf,
fprintf (outf,
fprintf (outf,
fprintf (outf,
fprintf (outf,

//Primero leer las coordenadas
//se ocupa transitoriamente la
wcsize=nfr*3*nwats;

computador

wc=calloc (wcsize,sizeof (float));

agua)
readdcd

"PROGRAMA DE CALCULO DE LA FUNCION DE RESIDENCIA DE

"MOLECULAS DE AGUA EN LOS SITIOS DE HIDRATACION DE UNA

"Indice (base 1) del sitio de hidratacion %d

"Nombre del dcd de las coordenadas del solvente= $s
"Nombre del dcd de las coordenadas de la proteina= %s
"Nombre del archivo de salida con P(t) para este sitio=

"Este archivo de salida %s \n",nameout);
"Delta tiempo entre configuraciones %f \n", dt);
"Radio de la esfera de solvatacion considerada S%f

"Lado de X de la caja %f \n",boxsizeX);
"Lado de Y de la caja %f \n",boxsizeY);
"Lado de Z de la caja %f \n",boxsizeZ);

"Numero de atomos en dcd de la proteina %d \n",nats);
"Numero de atomos en dcd del agua %d \n",nwats);
"Numero de frames en dcd %d \n",nfr);

del sitio de la proteina,
matriz tridim de las aguas.
//alocacion dinamica (se aparta memoria en el

//para la matriz tridimensional del

(wc,protfile,nats,outf,nfr,nats);//Funcion auxiliar para la

lectura del dcd de la proteina

atmsize=nfr*3;
atm=calloc (atmsize,sizeof (float));
//Copiar las coords del sitio a su respectivo array

fprintf (outf,

"Concluida la lectura de coords del sitio de

hidratacion \n");

for

{

(1=0;i<nfr;i++)

//Seleccion del atomo de la proteina

//imax=nfr
//wc[1i][0] [indice-1]

Jjmax=3 kmax=nwats
//Guia para la lectura de la matriz

tridimensional de la proteina

//atm[i] [0]

proteina

//Guia para formar la matriz bidimensional de la



index=(3*nats*i+nats*0+ (indice-1));//ubicacion en el vector de
la proteina

(atm[3*1i+0])=* (¢wc[index]);//valor identificado en el vector de
la proteina

//wc[i][1] [indice-1]

//atm[i] [1]

index=(3*nats*i+nats*1+ (indice-1));
(atm[3*1i+1])=* (&wc [index]) ;
//wc[i][2] [indice-1]

//atm[i] [2]

index=(3*nats*i+nats*2+ (indice-1));
(atm[3*1i+2])=* (&wc [index]) ;

}
//A continuacion, leer las coordenadas de las aguas
readdcd (wc,waterfile,nwats,outf,nfr,nats); //funcion auxiliar para
la lectura del dcd del agua
printf ( "Concluida la lectura de coords de las aguas \n");
printf ( "Calculando la matriz A \n");
//Calculo de la matriz A:
//Identificacion de las aguas entorno al atomo de la proteina
A=calloc (nwats*nfr,sizeof (short)); //alocacion dinamica para la
matriz A
for (3=0;j<nwats;j++)
{
for (i=0;i<nfr;i++)
{
index=(3*nwats*i+nwats*0+j);//wc[i]1[0][J] //ubicacion en el
vector del agua
wex=* (&wc[0]+index); //valor identificado en el vector del
agua
index=(3*nwats*i+nwats*1+7);//wc[i][1][]]
wcy=* (&wc[0] +index) ;
index= (3*nwats*i+nwats*2+7j);//wcl[il [2][j]
wcz=* (&wc[0]+index) ;
atmx=(atm[3*1+0]); //coordenadas del atomo de la proteina
atmy=(atm[3*1+1]);
atmz=(atm[3*1+2]);
distx=(wcx—atmx) ;
distx=distx-boxsizeX*rintf (distx/boxsizeX) ;
disty=(wcy-atmy) ;
disty=disty;-boxsizeY*rintf (disty/boxsizeY) ;
distz=(wcz—-atmz) ;
distz=distz;-boxsizeZ*rintf (distz/boxsizeZ) ;
distpre=distx*distx+disty*disty+tdistz*distz;
dist=sqrtf (distpre); //distancia del agua al atomo de la
proteina
if (dist<mindist)
{
Alnwats*i+jl=
// else A[i][
}

1;
31=0; //Implicito

}
}

free (wc);

free(atm) ;

//Calculo de la funcion de supervivencia:

fprintf (outf,"Terminado el calculo de la matriz A \n");

fprintf (outf,"Realizandose el calculo de la P(t) \n");

for (j=0;j<nwats;j++)//Loop sobre las aguas...total de nwats
terminos

{



if ((fmod(j,100)==0) | | j==(nwats-1))
printf ("Calculando el agua # %d \n",3J);
for (m=0;m<nfr;m++)//Loop sobre tiempos de resid t=m*dt ...c
total de nfr casos
{
psum=0.0;
for (n=1;n<=(nfr-m);n++)//Loop sobre posibles tiempos zero

{

k=n; k<= (n+m) ; k++) //Loop sobre el indice de tiempos
(n a ntm)

p=p * A[(k-1)*nwats+j]; //Nota que el array es zero based
if (p==0.0)
break;
}//fin del loop k=n...
//hasta aqui, p=1 si agua @ sitio desde conf n hasta n+m
y cero si se salio
psum=psum+p;
}//fin del loop n=1...
psum=psum/ (nfr-m) ;
Palfa[m]=Palfa[m]+psum;
tiempo [m]=m*dt;
}//fin del loop m=0...
}//fin del loop j=0...
//Calculos terminados, A salvar el asunto..
ofp=fopen (poft,"wb"); //despliegue del archivo surv para escritura
for (m=0;m<=nfr-1;m++)
{
fprintf (ofp,"%f %f \n", tiempo[m], Palfa[m]);
}
fclose (ofp);
Pesout=fopen (Pesname, "wb"); //despliegue del archivo Pes y Tes para
escritura
for (i=1;i<=10;1i++)
{
Pes[i]=Palfa[0]* (float)i/ (float)10;
}
fprintf (Pesout,"%d Tini 0 %f \n",indice, Palfa[0]);
for (m=1;m<=nfr-1;m++)
{
for (i=9;i>=1;1i--)
{
if (Palfa[m]<Pes[i] && checador[i]==0)
{
checador[i]=1;
// indicemayor= m ;
//indicemenor= m-1;
//Seccion de interpolacion
mm= (Palfa[m]-Palfa[m-1])/ (tiempo[m]-tiempo[m-1]); //calculo de
la pendiente
bb=Palfa[m]-mm*tiempo[m]; //calculo del punto de corte
Tes[i]=(Pes[i]-bb)/mm; //calculo del tiempo
}
}
}
for (1i=9;i>=1;1i--)
{
fprintf (Pesout,"%d T%d %f &%f \n",indice, i, Tes[i],
Pes[i]);

}



fclose (Pesout) ;
fprintf (outf, "Programa de analisis de dinamica del solvente
terminado OK /n");
return 0;
}
//Funcion auxiliar
//int readdcd (float cw[nfr] [3] [nwats],char *filein, int numa)
int readdcd(float *cw,char *filein, int numa, FILE *outf, int nfr, int
nats)
{
char sl, s2, s3, s4;
int i,3j, nset, istart, nsavc, namnf;
int natoms, newsize, numlines;
int a, k, lastbyte, numind=2, blocksize, index;
double delta;
FILE *ifp;
if (numa==nats)
fprintf (outf, "Lectura de coordenadas de sitio en la proteina \n");
else
fprintf (outf, "Lectura de coordenadas de oxigenos del agua \n");
// Bbrir archivo y leer varias partes del encabezado
ifp=fopen(filein, "rb");
a=fscanf (ifp, "%$4c" , &i);
fseek (ifp,0,2);
lastbyte=ftell (ifp);
fseek (ifp,4,0);
fscanf (ifp, "%c", &sl);
fscanf (ifp, "%c", &s2);
fscanf (ifp, "%c", &s3)
fscanf (ifp, "%c", &s4) ;
fscanf (ifp, "%4c", &nset) ;
fprintf (outf, "Numero de configuraciones indicadas= %d \n",nfr);

’

fprintf (outf, "Numero de configuraciones por leerse (nset) $d
\n",nset) ;
if (nfr != nset)
{
fprintf (outf, "™t rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr it o \n"y ;

fprintf (outf, "Numero de configuraciones por leerse del dcd no
coincide \n");

fprintf (outf,"con el indicado en el programa....REVISAR \n");
fprintf (outf, ™! ftirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtr o \n"y ;
exit (1),

}

fscanf (ifp, "%4c", &istart);

a=fscanf (ifp, "%4c", &nsavc) ;

fseek (ifp,40,0);

a=fscanf (ifp, "%4c", &namnf) ;

//La proxima lectura de i indica si este, esta en formato charmm

fseek (ifp,84,0);

a=fscanf (ifp, "%4c", &i);

fprintf (outf, "Indicador de Charmm (0-> NO) = %d \n",1i);

//siguiente, lectura del delta stuff

fseek (ifp,44,0);

a=fscanf (ifp, "%8c", &delta);

//Nota, este es el delta leido del DCD, no necesariamente coincidira
con

//E1l que se indica al programa a sabiendas de que es correcto

fseek (ifp,92,0);

a=fscanf (ifp, "%4c", &newsize) ;

a=fscanf (ifp, "%4c", &numlines) ;

fseek (ifp,numlines*80,1);



a=fscanf (ifp, "%$4c", &newsize);

//Leer un cuatro, luego el numero de atomos , luego otro cuatro
a=fscanf (ifp, "%4c", &i);

a=fscanf (ifp, "%4c", &natoms) ;

fprintf (outf, "Numero de atomos en dcd= %d \n",natoms) ;

fprintf (outf, "Numero de atomos indicados al programa= %d \n",numa) ;
if (natoms != numa)

{

fprintf (outf, "ttt rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrril o \n") ;

fprintf (outf, "Numero de atomos por leerse del dcd no coincide
\n");

fprintf (outf,"con el indicado en el programa....REVISAR \n");

fprintf (outf, ™! ftirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtr o \n") ;

exit (1) ;

}
a=fscanf (ifp, "%4c", &1i);
//A Continuacion se leeran las coordenadas de los atomos
for (k=0;k<=nfr-1;k++)
{
a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);
if ((blocksize/4) !=numa)
{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

for (3j=0; j<=natoms-1;j++)

{
index=(3*natoms*k+natoms*0+7j) ;
a=fscanf (ifp, "%$4c", &cw[index]) ;

}

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

}

//Leyendo coordenadas y

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

for (j=0; j<=natoms-1;j++)

{
index=(3*natoms*k+natoms*1+7j) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &cwlindex]) ;

}

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

}

//Leyendo coordenadas z

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;



for (j=0; j<=natoms-1;j++)
{
index=(3*natoms*k+natoms*2+7j) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &cw[index]) ;
}
a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);
if ((blocksize/4) !=numa)
{
printf ("Problema con blocksize");
exit (1) ;
}
}
fprintf (outf,"Saliendo del loop K sobre frames \n");
fclose (ifp);
fprintf (outf, "Archivo de lectura cerrado ok \n");
return 0;

A.5 Programa de la funcién de distribucion radial de dos centros
A continuaciéon se muestra el programa de la funcién radial de dos centros, el cual
permite identificar aguas coordinadas simultaneamente a dos atomos de una misma o

de diferentes proteinas, elaborado en lenguaje C para la plataforma de Linux.

// Programas de calculo de las funciones de correlacion

// Aqui: Funcion de distribucion radial de DOS CENTROS

// para el analisis de la esfera de solvatacion de proteinas
// Por: Eddy Francis Plaza Medina y el Dr. Jorge Peon Peralta
// Instituto de Quimica UNAM

// Mayo, 2007

// CALCULO DE FUNCION DE DISTRIBUCION RADIAL DE DOS CENTROS

// Algunos parametros de la medicion se indican con defines:

#include <stdio.h> //Libreria estandar
#include <stdlib.h> //Libreria para alocacion dinamica
#include <math.h> //Libreria de las funciones seno y coseno
#define nats 3159 //Numero de atomos en dcd de proteina
#define nwats 6788 //Numero de atomos en dcd de agua (oxigenos)
#define nfr 800 //Numero de configuraciones en dcds
#define numbins 65 //Numero de bins para el calculo de g(rl,r2)
#define boxsizeX 57.8086 //Dimensiones de la caja
#define boxsizeY 52.0277
#define boxsizeZ 76.1145
#define radmax 20.0 //Maximo radio de calculo para g(rl,r2) en
angstroms
#define pi 3.1415926535897932384626433832795
//Densidad del agua en el seno de la solucion 0.0338
int main (void)
{

//Declaracion de variables

FILE *ofp, *off, *outf, *ofr;

float *wc;

//float wc[nfr][3][nwats];

float *atma;

//float atmA[nfr][3];



float *atmB;

//float atmB[nfr][3];

short p;

int count[numbins] [numbins] [nfr]={0};// contador del numero de ceros
en cada bin

float dr;

float distAx, distAy, distAz, distBx, distBy, distBz, psum,
distA,distpreA, distB,distpreB;

float wcx,wcy,wcz, atmAx, atmAy, atmAz, atmBx, atmBy, atmBz;

float distABx, distABy, distABz, distpreAB, R, rA, RA, rB, RB, V1,
V2, V3, V4;

float dvolpre,dvol=0.0;

float xii, xio, xo0i, x00;

int i, j,m,n, k,nmem, ppp,wcsize, index, indexA, indexB;

int atmAsize,atmBsize,indiceA,indiceB,1,binA,binB;

int rodol,rodolpre;

float helpA,helpl,gr[numbins] [numbins]={0};//Matriz bidimensional de
contadores

char dummy[100], waterfile[100], protfile[100], nameout[100],
poft[100], pofr[100];

float vl (float, float, float, float):;

int acumula=0;

scanf ("$s \n",dummy) ;

scanf ("%$d \n", &indiced);//Lectura del indice del atomo A de la
proteina

scanf ("$s \n",dummy) ;

scanf ("$d \n", &indiceB);//Lectura del indice del atomo B de la
proteina

scanf ("$s \n",dummy) ;

scanf ("$s \n",waterfile); //Lectura del dcd de aguas

scanf ("$s \n",dummy) ;

scanf ("$s \n",protfile);

printf ("%d \n", indiced);

printf ("%d \n", indiceB)

sprintf (nameout, "OUTPUT %d %d",indiceA, indiceB); //Creacion de los
archivos de salida

sprintf (poft, "gder %d %d.gr",indiceA, indiceB);

sprintf (pofr, "radior %d %d.gr",indiceA,indiceB);

outf=fopen (nameout, "wb"); //Despliegue del archivo OUTPUT para
escritura

eprintf ("------------ - - - - - - - - - - """\ -\ """ """\ "\ "\ """\ (¥ ———
-=\n");

printf ("PROGRAMA DE CALCULO DE LA FUNCION DE DISTRIBUCION RADIAL
BIDIMENSIONAL DE \n");

printf ("MOLECULAS DE AGUA EN LOS SITIOS DE HIDRATACION DE UN SOLUTO
\n") ;

//Lectura del dcd de la proteina

’

printf("-------""—-—-——
--\n");

fprintf (outt,"---------- - ------- - - - - - - - - - - - - -\ """\ """\ """\ —(\—~\—~\—"—"(—"(—(—(—~(—~\—~\—(——
________ \n") 4

fprintf (outf, "PROGRAMA DE CALCULO DE LA FUNCION DE DISTRIBUCION
RADIAL BIDIMENSIONAL DE \n");

fprintf (outf, "MOLECULAS DE AGUA EN LOS SITIOS DE HIDRATACION DE UN
SOLUTO \n");

fprintf (outf,"Indice (base 1) del sitio de hidratacion de A %d
\n", indiced) ;

fprintf (outf,"Indice (base 1) del sitio de hidratacion de B %d
\n", indiceB) ;



fprintf (outf, "Nombre del dcd de las coordenadas del solvente= %s
\n",waterfile);

fprintf (outf, "Nombre del dcd de las coordenadas de la proteina= $s
\n",protfile);

fprintf (outf, "Nombre del archivo de salida con g(r) para este sitio=
%s \n",poft);

fprintf (outf, "Este archivo de salida %s \n",nameout);

//Primero leer las coordenadas del sitio de la proteina,
//se ocupa transitoriamente la matriz tridimensional de las aguas.
wcsize=nfr*3*nwats*3 ; // Depende de la simulacion definido en el
define
wc=calloc (wcsize,sizeof (float)); //Alocacion dinamica (se aparta
memoria en el computador)
readdcd (wc,protfile,nats,outf); //Funcion auxiliar para la lectura
del dcd de la proteina
atmAsize=nfr*3;
atmA=calloc (atmAsize,sizeof (float));
atmBsize=nfr*3;
atmB=calloc (atmBsize, sizeof (float));
//Copiar las coordenadas del sitio a su respectivo array
fprintf (outf, "Concluida la lectura de coordenadas del sitio de
hidratacion \n");
printf ("Concluida la lectura de coordenadas del sitio de hidratacion
\n") ;
for (i=0;i<nfr;i++)
{
//Seleccion del atomo de la proteina
//imax=nfr Jmax=3 kmax=nwats
//wc[i][0] [indice-1] //Guia para la lectura de la matriz
tridimensional de la proteina
//atmA[i] [0] //Guia para formar la matriz bidimensional del
atomo de la proteina
indexA=(3*nats*i+nats*0+ (indiceA-1)); //Ubicacion en el vector
de la proteina
(atmA[3*1+0])=* (&wc[indexA]);//Valor identificado en el vector
de la proteina
//wc[1i][0] [indice-1]
//atmB[1] [0]
indexB=(3*nats*i+nats*0+ (indiceB-1)) ;
(atmB [3*1+0])=* (&wc[indexB]) ;
//wc[i][1] [indice-1]
//atmA[i][1]
indexA=(3*nats*i+nats*1+ (indiceA-1));
(atmA[3*i+1])=* (&wc[indexA]) ;
//wc[i][1] [indice-1]
//atmB[1i][1]
indexB=(3*nats*i+nats*1+ (indiceB-1));
(atmB[3*i+1])=* (&wc[indexB]) ;
//wc[i][2] [indice-1]
//atmA[i] [2]
indexA=(3*nats*i+nats*2+ (indiceA-1));
(atmA[3*i+2])=* (&wc[indexA]) ;
//wc[i][2] [indice-1]
//atmB[1i] [2]
indexB=(3*nats*i+nats*2+ (indiceB-1));
(atmB[3*14+2])=* (&wc[indexB]) ;
}

//A continuacion, leer las coordenadas de las aguas



readdcd (wc,waterfile,nwats,outf); //Funcion auxiliar para la
lectura del dcd del agua

fprintf (outf, "Concluida la lectura de coordenadas de las aguas \n");

fprintf (outf, "Calculando la funcion de distribucion radial
bidimensional \n");
//Calculos preparatorios para la g(rl,r2)
dr=radmax/ (float)numbins;
//A continuacion se realizara el conteo de aguas
for (i=0;i<nfr;i++)
{
for (3=0;]j<nwats;j++)
{

index=(3*nwats*i+nwats*0+j);//wc[i]1[0][Jj] //Ubicacion en el

vector del agua

wex=* (&wc[0]+index) ; //Valor identificado en el vector

del agua
index=(3*nwats*i+nwats*1+7);//wc[i][1][]]
wcy=* (&wc[0]+index) ;
index= (3*nwats*i+nwats*2+7j);//wcl[i] [2][j]
wcz=* (&wc[0]+index) ;

atmAx=(atmA[3*i+0]); //coordenadas de los atomos A y B de la

proteina
atmAy=(atmA[3*1i+1]);
atmAz=(atmA[3*i+2]);
atmBx=(atmB[3*1i+0]) ;
atmBy=(atmB[3*1i+1]) ;
( ]

atmBz=(atmB[3*i+2]) ;
distAx=(wcx-atmAx); //wc[i][0][]]
distAx=distAx-boxsizeX*rintf (distAx/boxsizeX) ;
distAy=(wcy-atmAy); //wcl[i]l[1]I[7]
distAy=distAy-boxsizeY*rintf (distAy/boxsizeY);
distAz=(wcz-atmAz); //wcl[i][2][7]
distAz=distAz-boxsizeZ*rintf (distAz/boxsize?Z);
distpreA=distAx*distAx+distAy*distAy+distAz*distAz;
distA=sqrtf (distpred); //distancia del agua al atomo A
distBx= (wcx-atmBx); //wc[i][0][]]
distBx=distBx-boxsizeX*rintf (distBx/boxsizeX) ;
distBy=(wcy-atmBy); //wcl[i][1][7]
distBy=distBy-boxsizeY*rintf (distBy/boxsizeY);
distBz=(wcz-atmBz); //wcl[i]l[2][7]
distBz=distBz-boxsizeZ*rintf (distBz/boxsize?Z);
distpreB=distBx*distBx+distBy*distBy+distBz*distBz;
distB=sqrtf (distpreB); //distancia del agua al atomo B

//se calcula el bin al que corresponde esta mol de agua

//en esta configuracion, y se acumula para el resp histograma

if (distA<radmax && distB<radmax)
{
binA=floor (distA/dr) ;
binB=floor (distB/dr) ;

count [binA] [binB] [i]=count [binA] [binB] [1]+1;//Contador de

las agua en binA y binB
}
}
}

fprintf (outf,"Terminados los calculos sobre configuraciones \n");

fprintf (outf,"Realizandose el calculo de la normalizacion de
g(rl,r2) \n");

ofp=fopen (poft,"wb"); //se despliega el archivo gder para escritura

ofr=fopen (pofr,"wb"); //se despliega el archivo radior para
escritura



//Calculos de la funcion de distribucion radial de dos centros
//En esta parte se realiza la normalizacion de los datos.
// Notese que para calcularlo, se necesita el valor de R
// Distancia entre los dos centros para poder hacer la
normalizacion
// Esto se debe a que el elemento de volumen (que depende de R)
// Depende de la configuracion del sistema
for (binA=0;binA<numbins;binA++)
{
for (binB=0;binB<numbins;binB++)
{
//Se resetea el acumulador que cuenta
//en cuantas configuraciones resultose en un dvol posit.
acumula=0;
for (i=0;i<nfr;i++)
{
atmAx=(atmA[3*i+0]); //coordenadas de los atomos A y B de
atmAy=(atmA[3*i+1]); //de la proteina
atmAz=(atmA[3*1i+2]) ;
atmBx= (atmB[3*14+0])
atmBy=(atmB[3*i+1])
atmBz=(atmB[3*i+2]) ;
distABx= (atmBx—-atmAx) ;
distABx=distABx-boxsizeX*rintf (distABx/boxsizeX) ;
distABy= (atmBy-atmAy) ;
distABy=distABy-boxsizeY*rintf (distABy/boxsizeY) ;
distABz=(atmBz—-atmAz) ;
distABz=distABz-boxsizeZ*rintf (distABz/boxsizeZ) ;
distpreAB=distABx*distABx+distABy*distABy+distABz*distABz;
R=sqgrtf (distpreAB); //distancia entre los dos Sitios

’

’

dvol=0.0;

rodol=0;

rodolpre=0;

rA=binAx*dr; //radio interno de A
RA=rA+dr; //radio externo de A
rB=binB*dr; //radio interno de B
RB=rB+dr; //radio externo de B
xii=((rA*rA)+ (R*R) - (rB*rB))/ (2.0*R);
xio=((rA*rA)+ (R*R) - (RB*RB))/ (2.0*R) ;
xoi=( (RA*RA)+ (R*R) - (rB*rB))/ (2.0*R) ;
xo00=( (RA*RA) + (R*R) - (RB*RB) )/ (2.0*R) ;

//V(x1,x2,r,R)
//Calculo de los diferentes volumenes de interseccion
if (-RA<(R-rB) && (R-rB)<-rA) //caso II
{
V1l=vl (-RA,x01,RA,0.0);
v2=vl (R-rB, x0i, rB,R);
dvol=V1-V2;
rodol=2;
rodolpre=2;
}
if (-RA<=(R-RB) && (R-RB)<=-rA) //caso III
{
V1l=vl (R-RB, x00,RB,R) ;
V2=vl (x00,x0i,RA,0.0);
V3=vl (-rA,xii,rA,0.0)
Vi4=vl (xii, xo0i, rB,R);
dvol=V1+V2-V3-V4;
rodol=3;
// rodolpre=3;

’



if (-rA<(R-RB) && (R-rB)<rA) //caso IV
{
V1l=vl (xio, x00,RB,R) ;
V2=vl (x00,x01,RA,0.0);
V3=vl (xio,xii,rA,0.0);
V4=vl (xii,xo0i,rB,R);
dvol=V1+V2-V3-V4;
dvolpre=dvol;
rodol=4;
// rodolpre=4;
}

if (rA<=(R-rB) && (R-rB)<=RA) //caso V
{
V1l=vl (xio, x00,RB,R);
V2=vl (x00,x0i,RA,0.0);
V3=vl (xio,rA,rA,0.0);
V4=vl (R-rB,x0i, rB,R);
dvol=V1+V2-V3-V4;
rodol=5;
// rodolpre=5;
}
if (RA<=(R-rB) && (R-RB)<=RA) //caso VI
{
V1l=vl (R-RB, x00,RB,R) ;
V2=vl (x00,RA,RA,0.0);
dvol=V1+V2;

rodol=6;
// rodolpre=6;
}
if ((RA >= R+RB) && ( rA<=R+RB ) ) //caso VII

{
V1l=vl (xio,R+RB,RB,R) ;
V2=vl (xio, rA,rA,Q);

dvol=V1-V2;
rodol=333;
// rodolpre=333;
}
if (((R+rB) < RA) && ( (R+RB)>RA ) ) //caso VIII
//0jo, este caso entra inicialmente en el caso IV
//pero aqui se re calcula correctamente el volumen
{
V1=vl (x00,RA,RA,0.0);
v2=vl (xio,x00,RB,R);
V3=vl (xio,xii, rA,0.0);
V4=vl (xii, rB+R, rB,R);
dvol=V1+V2-V3-V4;
rodol=1000;
//rodolpre=1000;
}

// fprintf (ofp, "%f ",dvol); //para ver en el archivo gder
si los volumenes son (+)

if (dvol<0.0)
{
printf ("ABUSADO, SALIO UN VOL NEGATIVO %d\n",rodol);
printf ("Caso %d\n", rodol) ;
printf ("Caso pre-entro %d\n",rodolpre);



printf ("Valor de R %f\n",R);
printf ("Valor de RA %f\n",RA);
printf ("Valor de rA %f\n",rA);
printf ("Valor de RB %f\n",RB);
printf ("Valor de rB $%f\n",rB);
printf ("Valor de xoo %f\n", xo00);
printf ("Valor de xio %$f\n",xio);
printf ("Valor de xii %$f\n",xii);
printf ("Valor de xoi %$f\n",xo0i);
printf ("Valor de V1 %f\n",V1);
printf ("Valor de V2 %f\n",V2);
printf ("Valor de V3 %f\n",V3);
printf ("Valor de V4 %f\n",V4);
0

return
}
//Corresponde al caso en que
//los segmentos de esfera no se
//traslapan (su intersec es cero)

if (dvol==0.0)
gr [binA] [binB]l=gr[binA] [binB]+0.0;
else

//0jo, solo cuando el dvol para una configuracion sale
posit,
//se actualiza un acumulador, para asi solo dividir por
los
//casos en los que en efecto se pudo calcular un volumen
{
acumula=acumula+l;
//calculo de la densidad

gr[binA] [binB]=gr[binA] [binB]+ (( (float)count [binA] [binB] [i]))/dvol;
}
if (i==(nfr-1))
{
if (acumula==0)
helpl=0;
else
//calculo de la densidad promedio
helpl=gr[binA] [binB]/ (float)nfr; //no esta dividido por la
densidad
}
}  //Se cierra el for de nframes
fprintf (ofp,"%f ",helpl);
} //Se cierra el for de binB
fprintf (ofp,"\n");
//Se da un retorno del renglon pa comenzar otro
// Notese que la columna determina el binB (for interno)
// vy el renglon el binA (for externo)
helpA=((float)binA) *dr+ (dr*0.5);
fprintf (ofr,"%f \n",helpd);
} //Se cierra el for de binA
free (wc);
free(atmAh) ;
free (atmB) ;
//Calculos terminados, A salvar el asunto..
fclose (ofp);
fclose(ofr);
fprintf (outf, "Programa de analisis de la funcion de distribucion del
solvente terminado OK /n"); return 0;



}
float vl(float 1liml, float 1lim2, float radio, float orig)

{
float vol, vo2, vo3,volu;
//V(liml,1lim2, radio, oriqg)

vol=(((liml*1liml*1liml)-(1lim2*1im2*1im2))*pi/3.0);
vo2=((pi*orig) * ((lim2*1im2)-(liml*1iml)));
vo3=(pi* (lim2-1iml) * ( (radio*radio) - (orig*oriqg)));

volu=vol+vo2+vo3;
return volu;
}
//Funcion de lectura de los dcds
int readdcd(float *cw,char *filein, int numa, FILE *outf)
{
char sl1, s2, s3, s4;
int i,3j, nset, istart, nsavc, namnf;
int natoms, newsize, numlines;
int a, k, lastbyte, numind=2, blocksize, index;
double delta;
FILE *ifp;
if (numa==nats)
fprintf (outf, "Lectura de coordenadas de sitio en la proteina \n");
else
fprintf (outf, "Lectura de coordenadas de oxigenos del agua \n");
// Abrir archivo y leer varias partes del encabezado
ifp=fopen(filein,"rb");
a=fscanf (ifp, "%4c" , &i);
fseek (ifp,0,2);
lastbyte=ftell (ifp);
fseek (ifp,4,0);
fscanf (ifp, "%c", &sl);
fscanf (ifp, "%c", &s2);
fscanf (ifp, "%c", &s3)
fscanf (ifp, "%c", &s4) ;
fscanf (ifp, "%4c", &nset) ;
fprintf (outf, "Numero de configuraciones indicadas= %d \n",nfr);

’

fprintf (outf, "Numero de configuraciones por leerse (nset)= %d
\n",nset) ;
if (nfr != nset)
{
fprintf (outf, ™! ftirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtr o \n"y ;

fprintf (outf, "Numero de configuraciones por leerse del dcd no
coincide \n");

fprintf (outf,"con el indicado en el programa....REVISAR \n");
fprintf (outf, ™! ftirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtr o \n") ;
exit (1),

}

fscanf (ifp, "%4c", &istart) ;

a=fscanf (ifp, "%4c", &nsavc) ;

fseek (ifp,40,0);

a=fscanf (ifp, "%4c", &namnf) ;

// namnf es el numero de atomos libres

// La siguiente lectura de i indica si este esta en formato Charmm

fseek (ifp,84,0);

a=fscanf (ifp, "%4c", &i);

fprintf (outf, "Indicador de Charmm (0-> NO) = %d \n",1i);

//Siguiente, lectura del delta stuff

fseek (ifp,44,0);

a=fscanf (ifp, "%8c", &delta) ;

//Nota, este es el delta leido del DCD, no necesariamente coincidira
con



//El que se indica al programa a sabiendas de que es correcto
fseek (ifp,92,0);
a=fscanf (ifp, "%4c", &newsize) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &numlines) ;
fseek (ifp,numlines*80,1);
a=fscanf (ifp, "%4c", &newsize);
//Leer un cuatro, luego el numero de atomos , luego otro cuatro
a=fscanf (ifp, "%4c", &i);
a=fscanf (ifp, "%$4c", &natoms) ;
fprintf (outf, "Numero de atomos en dcd= %d \n",natoms) ;
fprintf (outf, "Numero de atomos indicados al programa= %d \n",numa) ;
if (natoms != numa)
{ fprintf (outf, "ttt rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrril \n") ;
fprintf (outf, "Numero de atomos por leerse del dcd no coincide
\n");

fprintf (outf,"con el indicado en el programa....REVISAR \n");
fprintf (outf, ™! ftirrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtr \n") ;
exit (1) ;

}
a=fscanf (ifp, "%4c", &1i);
//A Continuacion se leeran las coordenadas de los atomos
for (k=0;k<=nfr-1;k++)
{
//Leyendo coordenadas x
a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);
if ((blocksize/4) !=numa)
{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;
}
for (3j=0; j<=natoms-1;j++)

index=(3*natoms*k+natoms*0+7) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &cwlindex]) ;

}

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

}

//Leyendo coordenadas y

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;

for (3j=0; j<=natoms-1;j++)

{
index=(3*natoms*k+natoms*1+7) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &cwlindex]) ;

}

a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);

if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;



//Leyendo coordenadas z
a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);
if ((blocksize/4) !=numa)

{
fprintf (outf, "Problema con blocksize");
exit (1) ;
for (3j=0; j<=natoms-1;j++)
{
index=(3*natoms*k+natoms*2+7) ;
a=fscanf (ifp, "%4c", &cw[index]) ;
}
a=fscanf (ifp, "%4c", &blocksize);
if ((blocksize/4) !=numa)
{
printf ("Problema con blocksize");
exit (1) ;
}

}
fprintf (outf,"Saliendo del loop K sobre frames \n");
fclose(ifp);
fprintf (outf, "Archivo de lectura cerrado ok \n");
return O;

A.6 Script que se emplea para la ejecucion del programa de la funcion de
supervivencia

Este script se elabor6 con la finalidad de agilizar el calculo de la funcién de

supervivencia, éste se elabor6 en lenguaje bash, para la plataforma de Linux.

#script para la ejecucién del programa TRAPro#

#! /bin/bash

#introduce el nombre del archivo#

read Y

echo "nombre de archivo de salida"

#crea una carpeta con el nombre del archivo de salida#
mkdir /home/eddy/EjercEddyTend/$Y

A=home

B=eddy

C=EjercEddyTend

#construyendo el archivo input y ejecutando el programa TRAPro para
cada uno de los &tomos de la proteina#

a=1

b=1076



W:_

m=0.0

grep ATOM /S$SA/jpeon/Tendamistat/runl/dcds/tend mdl wb runlC.pdb >
/SA/$B/SC/SY/AL

cut -b 7-20 /$A/S$B/SC/$Y/A1l  >> /SA/SB/$C/SY/A2
file=/$A/$SB/SC/$Y/A2
{
while [ Sa -le $b ]
do
read a p z
echo $a, Sp, Sz
mkdir /$SA/$SB/$C/$Y/SaSpsSwsz
echo $Sa > /S$A/S$B/SC/8Y/Saspswsz/Sp
cat /SA/$B/$C/input_1.0ps >> /SA/S$B/S$C/S$Y/SaspsSwsSz/Sp
if [ /SA/SB/SC/$Y/SaSpswsz/Sp = /SA/$SB/SC/$Y/Saspswsz/H* ]
then
cat /$A/$B/S$C/Pes y tes.tes >> /S$A/S$B/SC/Pes y tesSa.tes
else
./a.out < /SA/SB/SC/$Y/$aspswsz/S$p
fi

#Trasladando los archivos del programa TRAPro, a las carpetas de cada
atomo#

mv /$A/$B/SC/surv_Sa.sur /SA/SB/SC/SY/SaSpsSwsz
mv /$A/$B/S$C/OUTPUT Sa /$A/S$B/$C/$Y/Saspswsz
mv /$A/$B/S$C/Pes_y tesSa.tes /SA/SB/SC/S$Y/$asSpSwsz
y=1
t=9
#Formando los archivos PDB#

grep Tini /S$A/$B/SC/$Y/SaSpswsz/Pes y tesSa.tes
>>/$RA/$B/$C/$Y/Tini

while [ Sy -le $t ]
do

grep TSy /$A/S$B/SC/S$Y/SaSpSwSz/Pes y tesSa.tes
>>/SA/$B/SC/$Y/TSy

y=$((Sy+1))



done

a=$((sa+l))
done
}</SA/$B/SC/S$Y/A2
mkdir /$A/$B/$C/$Y/resulpdbs
x=1
w=10
while [ $x -le Sw ]
do

cut -b 1-60 <
/$A/jpeon/Tendamistat/runl/dcds/tend mdl wb runlC.pdb >
/$A/$B/$C/$Y/sinfactemsx

grep ATOM /$A/$B/$C/$Y/sinfactem$x > /$A/S$B/$SC/$Y/sinfa$x

cut -d ' ' -f5,6 /SA/$B/SC/SY/TS$x | paste /S$A/S$B/SC/S$Y/sinfa$x ->
/SA/S$B/SC/$Y/TS$x.pdb

mv /$A/$B/$C/$Y/TSx.pdb /SA/$SB/$C/$Y/resulpdbs
rm /$A/$B/SC/$Y/sinfactem$x

rm /$A/$B/S$C/$Y/sinfas$x

x=$ (($x+1))

if [ $x = Sw ]

then

break

done
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