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Resum

El treball d’enginyeria amb biomolécules implica enfrontar-se a elements d’'una magnitud molt petita,
pero d’'una elevada complexitat. Per a poder observar el seu comportament d’alguna manera, és
habitual recérrer a les eines de calcul que les noves tecnologies posen a la disposicié de les persones

en 'actualitat.

La dinamica molecular permet establir estimacions del comportament de les molécules a partir d’'una

serie de parametres sobre les seves propietats i les del seu entorn.

En aquest projecte es recull I'is d’AMBER, un paquet de programari per a la dinamica molecular. El
cas d’estudi central és un péptid obtingut d’'una experimentacié empirica prévia enfocada a obtenir

un inhibidor del VIH, el virus de la immunodeficiencia humana.

La intencié d’aquest treball és determinar I'estructura secundaria que adoptara aquest peptid, és a

dir, la forma en la que es plegara, en el moment de trobar-se al medi on dura a terme la seva funcié.

Per a fer-ho, es realitzen diverses simulacions aplicant determinats canvis a les condicions per
intentar trobar la millor. A més, s’aprofiten els resultats extrets d’'una analisi d’RMN, ressonancia
magnetica nuclear, sobra la mostra experimental per a precisar els resultats i facilitar la interpretacio

dels mateixos.
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Resumen

El trabajo de ingenieria con biomoléculas implica enfrentarse a elementos de una magnitud muy
pequefia, pero de una complejidad elevada. Para poder de alguna manera observar su
comportamiento, es habitual recurrir a las herramientas de calculo que las nuevas tecnologias ponen

a la disposicién de las personas actualmente.

La dindmica molecular permite establecer estimaciones de comportamiento a partir de una serie de

parametros sobre las propiedades de las moléculas y su entorno.

En este proyecto se recoge el uso de AMBER, un paquete de software para la dindmica molecular. El
caso de estudio central es un péptido obtenido de una experimentacién empirica previa enfocada a

conseguir un inhibidor de VIH, el virus de la inmunodeficiencia humana.

La intencidn de este trabajo es determinar la estructura secundaria que adoptara este péptido, es

decir, la forma en la que se plegar3, al encontrarse en el medio donde debera desarrollar su funcidn.

Para ello, se llevan a cabo varias simulaciones con determinados cambios de condiciones para
intentar discernir la mejor. Ademas, se aprovechan los resultados arrojados por un andlisis de RMN,
resonancia magnética nuclear, sobre la muestra experimental para precisar los resultados y facilitar la

interpretacion de los mismos.
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Abstract

Working with biomolecules in engineering means having to face elements of a tiny scale, but of a
high complexity. To be able to observe their behaviour, it is not unusual to take advantage of the

tools that modern technologies put at the service of people.

Molecular dynamics allows us to stablish estimates of the patterns a certain molecule follows from

parameters of its properties and the properties of its environment.

This project involves the use of AMBER, a software package employed in molecular dynamics. The
central case-study is a peptide obtained in an empirical experimentation that aimed to find an HIV, or

human immunodeficiency virus, inhibitor.

The intention of this paper is to determine the secondary structure that this peptide will adopt, in

other words, the way it will fold when in its functional medium.

To this end, several simulations are carried out, introducing certain changes to the conditions to
discern the better one. Furthermore, the results of an NMR study, nuclear magnetic resonance, are

used to collect more precise results, as well as making it easier to interpret them.
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1. Prefacio

1.1. Motivacion

La elaboracién de este proyecto surge de mi propio interés en entrar, aunque sea de manera
superficial, en un mundo de investigacidn que pese a haber visto introducido durante mis afos de

estudiante, no he llegado a poder tocar de manera practica.

A raiz de ello, poder colaborar un minimo a la resolucion de un problema que un grupo de
investigacion lleva tiempo trabajando en resolver supone una gran ilusién y me permite tener un

contacto muy real con el trabajo de investigacidén que se lleva a cabo cada dia en el mundo.

Poder compartir despacho con comparieros y profesionales con mas experiencia que yo en el campo
me permite poder aprender muchas cosas sobre la forma de llevar a cabo las labores que mi

formacion me permite desempefiar.

1.2. Requisitos previos

Este proyecto en particular, supone una continuacién a una parte empirica que se presentarda mas
adelante. A partir de los resultados obtenidos experimentalmente en un laboratorio, se utilizan bases
tedricas para estimar y proponer el comportamiento que una molécula tendra en un sistema

determinado.

Por lo tanto es preciso contar con las experimentaciones realizadas en fases previas a este proyecto,

y cuyos resultados no son sino la base de la que parten los caminos seguidos en este proyecto.
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2. Introduccion

2.1. Objetivos del proyecto

El objetivo de este proyecto es obtener una estructura vélida para una molécula con la que se ha
trabajado experimentalmente para inhibir el VIH, o virus de la inmunodeficiencia humana, utilizando
herramientas de simulacion de dindmica molecular. Para llegar a este objetivo global, se debera

pasar por objetivos mas definidos y que se presentan a continuacion:

e Entender los conceptos basicos de la dindmica molecular y su uso en la evaluacion
tedrica del comportamiento de moléculas.

® Valorar los resultados previos de un articulo cientifico sobre la experimentacion en
ingenieria molecular.

e Aprender a utilizar una herramienta con muchos recursos en la ingenieria molecular,
en este caso, AMBER.

® Razonar los resultados obtenidos a partir de estos ensayos.

® Introducir los resultados experimentales en los parametros de trabajo para facilitar
el trabajo tedrico.

®  Proponer las condiciones mas adecuadas para llevar a cabo la simulacion.

e Determinar la validez de los resultados finales obtenidos.
2.2. Alcance del proyecto

Este proyecto abarcara el proceso de simulacién de la dindamica molecular de un péptido a partir de

un estado inicial sin definir.

Para ayudar al establecimiento de los procedimientos a seguir, se incluye la presentacion del trabajo
realizado previamente de forma experimental, pero no se entrard en detalle, ya que se trata de una

experimentacion a cargo de otro equipo de trabajo.

Esos resultados si que seran utilizados para acotar el proceso de simulacidn y el objetivo final al que
se quiere llegar es obtener una estructura que cumpla con los requisitos que se plantean en los
resultados experimentales preliminares. Por lo tanto, no se tratarda mas alla de la definicion de la

estructura.
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Si que se cubrird el analisis de la disposicién del péptido obtenido y la discusién de la propia

estructura y su viabilidad.

Los resultados obtenidos podran ser utilizados posteriormente para pasar a simulaciones o
experimentaciones mas centradas en el comportamiento real del péptido al llevar a cabo la funcién

que se espera lleve a cabo.

En un apartado posterior se trataran posibles caminos de mejora en lo que a la simulacién en si se
refiere, y que podrian mejorar los resultados y las conclusiones, pero que no se consideraran a lo

largo de este trabajo.
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3. Base tedrica

Dado que este proyecto se basa en la aplicacién de la dindmica molecular para estimar la estructura

conformacional que adoptara un péptido, lo primero es repasar las bases de esta linea de estudio.

3.1. Introduccion a la dinamica molecular

La dindmica molecular es un campo de estudio que valora los movimientos fisicos que padecen
atomos, y por extensién moléculas. Se basa en la interaccion que estos grupos padecen a lo largo de

ciertos periodos de tiempo, dando una idea de la evolucidn que un sistema padece.

La evolucion de esta dinamica se observa al solucionar las trayectorias de cada fragmento del

sistema, estableciendo las fuerzas involucradas a partir de los campos de fuerzas.

Los inicios de esta linea de investigacion se sitlan en los afos 50, y sigue siendo hoy una gran fuente

de informacion para los campos de la ingenieria molecular o la fisicoquimica [1].

En este caso particular, es de interés el uso que se le puede dar a la dindamica molecular en el proceso
de simulacién y modelado de biomoléculas. El uso de los métodos numéricos facilita el proceso de
andlisis de sistemas que incluyen un nimero destacablemente alto de elementos. Analizar tantas

particulas supondria una tarea imposible de no contar con la ayuda de sistemas computacionales.

Sin embargo, hay que considerar que al trabajar con las estimaciones tedricas de un programa
mediante algoritmos y pardmetros, es practicamente imposible sucumbir a los errores propios de
estos sistemas, debido a la dificultad que tiene el acercarse realmente al comportamiento real de las
moléculas. Este problema se magnifica al considerar que las simulaciones pueden implicar un largo

numero de etapas, y los errores que puedan aparecer no hacen mas que acumularse.

Esta consideracién hay que tenerla en mente, ya que como siempre, al confiar en un proceso
automatizado hay que ser consciente de los riesgos de juicio que pueden introducirse en el calculo.
Por mucho que se perfile el caso a introducir, el programa debe seguir una serie de reglas
preestablecidas, y ha de ser el usuario el que sea capaz de detectar si estas reglas llevan a un

resultado erréneo y cdmo hacer para solucionarlo.

La dinamica molecular en si partia del éxito que suponian las simulaciones de Monte Carlo, estos
procesos utilizaban la aleatoriedad para solucionar problemas deterministas en principio. Estos

calculos se pueden utilizar para solucionar cualquier problema con una interpretacién probabilistica.
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Los problemas surgidos de este tipo de consideraciones vienen del problema que supone la

necesidad de utilizar un tan alto nimero de valores aleatorios.

A partir de esas primeras estimaciones aplicadas a problemas en dmbitos tan variados como la fisica
o la bioquimica, se pulieron los procesos que llevan a los métodos empleados actualmente, pero que

no dejan de lado la rai que tenian en esos primeros pasos de la rama.

Debido a ese peso que conllevan las simulaciones y su exigencia computacional, el punto quizd mas
importante es hacer un correcto disefio de un experimento antes de llevar a cabo un trabajo que
pueda quedarse corto, o al revés, gastar un nivel de recursos demasiado elevado sin conseguir un

resultado realmente mejor.
A continuacion se vera un poco como estas consideraciones se han de hacer.
3.1.1. Esquema de la dinamica molecular

Como se ha dicho, entonces, la dindamica molecular es un proceso iterativo, en el que a partir de unas
condiciones iniciales se aplican unas valoraciones, unos parametros y unos procesos de calculo para
llegar a un resultado. Cada paso de la simulacidon genera un estado y el proceso puede seguir
indefinidamente, de manera que es el usuario el que debe determinar cual es el punto de partida 'y

cual el final.

En la figura 3.1 se puede observar un esquema que resume los pasos que sigue un algoritmo definido

para resolver un problema de dinamica molecular.

Como se puede ver, a partir de un estado inicial, el programa ha de estimar una evolucidn, y
analizando la situacion que genera la propuesta, establecer correcciones en las estimaciones

posteriores.
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Simplified schematic of the molecular dynamics algorithm

Give atoms initial =% and v(=? , set @ = 0.0, t = 0.0, i = 0, choose short At
|

Predictor stage: predict next atom positions:
— Move atoms: r* = ri) + Vil At +1/,a A t? + more accurate terms
Update velocities: v’ = v/ + @ At + more accurate terms
'
Get forces F=-V V(r*) or F=F(Y(r*) )and a = F/m
'

Corrector stage: adjust atom positions based on new a:
Move atoms: ri*1) = r* + some function of (a, At)
Update velocities: v(*?) = v* + some function of (a, At)

'
Apply boundary conditions, temperature and pressure control as needed
'
Calculate and output physical quantities of interest
'
Move time and iteration step forward: t=t+ At, i=i+ 1
'
— Repeat as long as you need

Figura 3-1 Esquema simplificado del algoritmo para dindmica molecular (Fuente: Kai Nordlun)

Como ya se ha visto, se reitera la idea de que es el usuario el que define el alcance del proceso de
simulacion.

Estos calculos trabajan para obtener una situacion favorable de acuerdo a las condiciones que se
proponen, que para el caso de interés, se trata de la minimizacion de la energia que tiene un sistema.
Sin embargo, no son unos procesos que lleven a una solucidn particular, simplemente tratan de

acercarse a un caso que respete los criterios que se establezcan en su preparacion.

Lo que lleva a definir esta valoracion es el hecho de que la simulacidn podria hacerse de manera
indefinida, y el proceso seguiria aportando cambios para intentar mejorar su resultado. Es por eso
que hay que ser consciente del lugar al que se quiere llegar con esta experimentacion, ya que es el
estudio de los resultados y la capacidad de definir si se ha solucionado la problematica lo que permite

establecer un estado como solucion valida del caso.
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3.1.2. Restricciones de diseno

El establecimiento correcto de los conceptos introducidos en el apartado previo es importante por

varias razones, pero hay que destacar el uso correcto de los recursos.

Al establecer una experimentacidon hay que respetar unas restricciones, que no soélo afectan a la
persona que procede a realizarla, sino también al equipo involucrado. El tamafio de la simulacidn, el
salto temporal que representa cada paso, asi como el tiempo total de simulacién deben establecerse

para no implicar un tiempo excesivamente largo de simulacion.
Este tiempo de trabajo queda sujeto a las capacidades del equipo computacional.

La conclusidon a extraer de este concepto restrictivo es la necesidad de llegar a un compromiso, se
debe trabajar con casos que el equipo disponible sea capaz de desarrollar en un tiempo razonable,
pero se ha de llegar a simulaciones con el volumen suficiente como para extraer resultados

aceptables y relevantes.

Las simulaciones que involucran proteinas y ADN, por ejemplo, usan simulaciones que pueden ir

desde los nanosegundos a los microsegundos [2], [3].

La carga mas pesada en una simulacion cldsica es el estudio de la energia potencial extraida como
funcién de las coordenadas de las particulas. Y a falta de ese célculo, el aporte energético de enlaces

no covalentes.

La solucién a estos costes de recursos se halla en el uso de protocolos que facilitan la valoracién de
estos parametros, como son por ejemplo el uso de métodos correctos de cutoff, es decir, de

establecimiento de limites a la hora de analizar interacciones entre particulas del sistema.

En cuanto al salto temporal entre pasos de interaccidn, es importante definirlo de manera que no
suponga una fuente de errores debido a la discretizacién del sistema. El tiempo que se establezca en
este valor indicara el tiempo que habra pasado entre dos momentos en los que el calculo evaluara el

potencial del sistema.

El concepto a considerar para que esto no ocurra y la simulacién se consideré valida, es decir,
continua, es la minima velocidad de vibraciéon del sistema. En este caso, el elemento que aporta este
limitador es el hidrégeno. La vibracién de los atomos de hidrégeno restringe el calculo a saltos de un

femtosegundo.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d’Enginyeria de Barcelona Est



DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE UN PEPTIDO INHIBIDOR DEL VIH MEDIANTE ESTUDIOS DE NMR Y
DINAMICA MOLECULAR

Para subsanar un poco este problema, es habitual usar algoritmos restrictivos. El algoritmo SHAKE
restringe la vibracion de los atomos de hidrégeno, esto permite por lo tanto aumentar el tiempo

entre simulaciones.

Por otro lado, en lo que afecta a la simulacidon de biomoléculas, la simulacién del solvente también es
una fuente de carga computacional importante. La determinacion de la caja en la que se trabajara
implicara el uso de un nimero muy variable de particulas. El solvente introduce una cantidad de
moléculas muy alta al sistema, lo que lleva a que se requieran un nimero igualmente escalado de

calculos y valoraciones en cada etapa y cada una aporta un coste de simulacion.

Por eso, es importante la consideracion del uso de solventes implicitos. Este paso utiliza una media

para el sistema de manera que se reduce el coste de simular cada particula en el medio.

Sin embargo, como ya se ha dicho anteriormente, todos estos métodos de simplificacion de calculo
suponen un empeoramiento, mas o menos importante, de la calidad de la simulacién. De manera
gue hay que ser consciente de la necesidad que existe en la afinacion de los resultados frente a la

disponibilidad de recursos.

3.2. Campos de fuerza

Ya se ha presentado la importancia de los campos de fuerzas en las simulaciones de dindmica

molecular.

Un campo de fuerza son un conjunto de funciones y pardmetros que permiten calcular esa energia

potencial que contiene el sistema.

La figura 3.2 muestra un esquema de las diferentes consideraciones a tener para la energia que
tienen los atomos de un sistema. Todos estos conceptos se deben introducen en las valoraciones del

campo de fuerza para determinar la energia global [4].
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Molecular models/force fields

Typical energy function P
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— A s

' h
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Usually fixed charges

Figura 3-2 Modelos moleculares (Fuente: Jiahao Chen)

De esta manera, se analizan los conceptos tanto relacionados con la energia de los enlaces entre

particulas como aquellos que no involucran enlaces.

Ademas de las funciones de calculo de potencial, como se ha visto, también se incluyen parametros

especificos para diferentes tipos de dtomos, enlaces, etcétera.

Estos parametros se suelen establecer de manera empirica y permiten diferenciar distintos atomos

en funcidn por ejemplo del grupo funcional que ocupen.

De nuevo, hay que tener en cuenta la limitacidon que supone trabajar con un conjunto de condiciones
gue se obtienen de manera empirica, y que se aceptan para después hacer estimaciones y calculos

en casos particulares, cosa que no necesariamente es perfectamente vélida.

El estudio de los campos de fuerza ha dado lugar a una gran cantidad de variadas alternativas, que
pueden ofrecer los resultados adecuados dependiendo del caso a estudiar. Este es uno de los
grandes puntos de evolucion y estudio al tratar con la dinamica molecular. Es por eso que buscar un
campo de fuerzas que se adecue a la simulacidon que se quiere desarrollar no es una tarea facil, no
sélo surgen opciones nuevas para escoger, sino que las existentes se refinan poco a poco aportando

mejoras y cubriendo las deficiencias que pudieran tener.
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3.3. AMBER

Para llevar a cabo estas simulaciones se ha de recurrir a un programa de apoyo que realice los
calculos. En el caso de este proyecto se recurre a AMBER, Assisted Model Building with Energy

Refinement [5].

En el fondo, se trata de un paquete informatico que simula una familia de campos de fuerzas
asociados a AMBER. Es un paquete desarrollado por el equipo de Peter Kollman en la Universidad de
California, en San Francisco. Es un paquete enfocado al trabajo con biomoléculas, y es uno de los
recomendados a la hora de hacer simulaciones con péptidos, utilizando los parametros identificados

con el nombre de ff99, haciendo referencia al tipo de informacién contenida y el afio de su definicidn.

El contenido del paquete incluye una serie de programas que permiten desarrollar la simulacién, y

también incluye recursos para estudiarla y valorar los resultados [6].

3.3.1. LEaP

Este programa se encarga de preparar la entrada a la simulacidn. Permite definir los parametros que
se usaran en el caso de estudio, asi como la estructura de la molécula de interés, y la situacion del

medio, permitiendo establecer por ejemplo el solvente que considerara.

Este paso también da mds libertad en otros aspectos de la simulacién, permitiendo introducir
cambios en una estructura ya generada o introducir cargas libres con el objetivo de neutralizar la

muestra antes de pasar a la simulacion

3.3.2. SANDER

SANDER es el programa basico de simulacidén, Simulated Annealing with NMR-Derived Energy
Restrints. Permite llevar a cabo la minimizacién energética de la dindmica y ofrece una gran cantidad

de opciones.

Este es el paso que permite determinar las condiciones de la simulacion. Aqui por ejemplo se
definiran los tiempos de simulacién y los saltos temporales, asi como la temperatura o las

condiciones de presidn o temperatura a la que se sometera la muestra.

También es el paso, como se puede extraer de su nombre, en el que se aplicaran restricciones a la

simulacion, particularmente las extraidas de resultados de NMR.
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3.3.3. Cpptraj

Por otro lado la funcionalidad cpptraj permite analizar numéricamente los resultados de la
simulacion. Con esta funcidn se puede extraer las distancias entre &tomos o extraer fotografias de

momentos de la simulacion.
3.3.4. Otras funcionalidades

El paquete AMBER contiene mas funciones que permiten trabajar en casos con necesidades
especificas, como la posibilidad de realizar rapidas simulaciones en solvente implicito a partir de un

punto en particular de otra simulacién utilizando MM-PBSA.

Ademas incluye funcionalidades internas, por ejemplo NAB, que facilita la manipulacion de proteinas

y acidos nucleicos alli donde una descripcidn a nivel atdmica pueda facilitar el proceso.

En resumen, las herramientas computacionales aportan elementos muy potentes para llevar a cabo

el estudio de las moléculas de interés.

La eleccion de AMBER por su disponibilidad no la convierte en la Unica ruta a seguir, y diferentes
necesidades en el ambito de la dindmica molecular implicara la necesidad de utilizar otros paquetes

mas acordes a cada una.

No sélo eso, hay que considerar que el propio paquete AMBER se encuentra en continuo estudio y
mejora, aunque la informacién referenciada en este trabajo sea de AMBER12, las continuas
revisiones y refinamientos permiten una constante mejora de lo que puede ofrecer en el mundo de

las simulaciones de dindmica molecular.

3.4. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear, NMR, es un fenédmeno fisico, y que surge de la absorcién y

reemision de radiacion electromagnética por parte de los nucleos atémicos.

Es una técnica destacada en la determinacién de la estructura de compuestos organicos. Requiere

mas cantidad de muestra que otros métodos, pero es un método no destructivo.

El nucleo de los isétopos de muchos elementos tienen un spin caracteristico, los mas interesantes

son el hidrégeno 1, el carbono 13 y el fésforo 31 [7].

El espectro de NMR se obtiene sometiendo a la muestra a un barrido de intensidad de campo

magnético, este aporta un estado de energia al &tomo, que interactta con las cargas en su rotacion.
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A pesar de tratarse del mismo elemento, no todos los hidrégenos resuenan de la misma manera, esto
se debe a que los enlaces en los que se encuentran involucrados hacen variar ligeramente su

comportamiento.

- [Nncreasing Magnetic Field at Fixed FreqUENCY g
g [NCreasing Frequency at Fixed Magnetic Field

— [creased Shielding by Extranuclear electrons e
Hz
AL
C|3C\ Cl\ Cl H3C HZ(% (I:HZ CI:H3
— / \ :
c=0 — =0 H2C. __CHz HzC-SI-CH
ol L HaC-NO2 5=0 H2CwCHz HaC-SI"CHs,
- = H3C Hs CH3
Cl H /O\ "3C\ CHa
N H H 1
ho 2 f =0 [HsC-C~CHs
cl ”2C\O/C"2 HaC CHs

1H NMR Resonance Signals for some Different Compounds

Figura 3-3 Sefiales de RMN de diferentes grupos (Fuente William Reusch)

En la figura 3.3 se ven ejemplos de sefiales de RMN. A diferencia de otros métodos analiticos, las
sefiales no se encuentran en puntos especificos del espectro, es decir, para poder interpretarlas
correctamente, hay que recurrir al uso de una referencia. Para ello se requiere un compuesto facil de
eliminar, con una sefial Unica y clara y que no intervenga con los compuestos de estudio. Es habitual

por ello usar tetrametilsilano o TMS.

A partir de esta referencia, y conociendo las posiciones relativas de los grupos funcionales, se puede
intuir la estructura de un compuesto organico a partir de las sefiales que otorgan sus atomos de

hidrégeno.

La fuerza de las sefiales, ademas, permite determinar la cantidad proporcional de un cierto tipo de
hidrégeno, es decir, si en una molécula se encuentran el doble de hidrégenos de un tipo, A, que de
otro tipo, B, la sefial que aporte A tendra el doble de intensidad que la de B. La presencia de otros
atomos de hidrégeno también afecta a la sefial obtenida. El efecto magnético que hay entre ellos
puede crear una duplicidad en las sefiales. Este efecto solo se da si la separacién entre dtomos no es
muy grande, por lo que también sirve para determinar la posicidon de los grupos funcionales en la

cadena.
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3.4.1. NOEs

Otra forma de utilizar el espectro NMR es mediante estudios bidimensionales. Uno de ellos, basado
en correlaciones espaciales es el NOESY. Este se basa en el efecto nuclear Overhauser, en el que

atomos relativamente proximos sufren lo que se conoce como relajacion cruzada [8].

En este estudio, una representacion grafica de dos ejes aporta informacion sobre las interacciones

cruzadas que los picos de sefial de un NMR sufren.

Este estudio puede hacerse con nucleos de manera individual, esto se hace seleccionando
resonancias particulares y estudiando el efecto de las sefiales a esa resonancia. Es una versidén mas

rapida del estudio, pero solo da informacidn sobre ese punto especifico.

Con estos datos, se puede estimar la distancia que se encuentra entre dos dtomos, ya que al tratarse
de una sefial que se genera entre dtomos cercanos, su intensidad dependera en parte de lo cerca que

se encuentren.

Asi, se puede determinar la posicion relativa de dos atomos segun la sefial que se obtenga.
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4. Procedimiento experimental

Una vez preparadas las herramientas de trabajo que se emplearan a lo largo del proyecto, el primer

paso es definir el péptido de interés.

En este caso, se trata del resultado de un estudio realizado con el objetivo de obtener un compuesto

capaz de funcionar como barrera para la entrada del VIH a través de la pared celular.

A continuacidn se expone un resumen del trabajo realizado por el equipo de investigacion.
4.1. Determinacion del péptido de estudio

El articulo de M.J. Gdmara, V. Sanchez-Merino, A.Paus, A. Merino-Mansilla, J.M. Gatell, E. Yuste e I.
Haro [9] incluye los hallazgos experimentales de la busqueda del péptido adecuado para cumplir el

cometido establecido.

El interés creciente por inhibidores que eviten la entrada del VIH en la célula como agente virico
empuja a realizar procesos experimentales como el tratado. Al funcionar antes de la entrada a la

célula, su comportamiento seria comparable al de la vacunacion.

La mayoria de los péptidos sintéticos que se estudian para actuar en esta fase se derivan de dominios
de la glicoproteina gp41 del VIH-1. El objetivo es impedir la formaciéon de la estructura final de esta
proteina. Los péptidos son moléculas capaces de interaccionar con las proteinas por su capacidad de

replicar el comportamiento de las mismas y atacar grandes superficies.

Gracias a las modernas técnicas de manipulacion de la molécula de manera precisa modificando la
estructura primaria mediante ingenieria de proteinas, se pueden mejorar las propiedades de estas

moléculas mas alla de lo que podrian ofrecer en su estado mas basico de obtencidn.

A partir del estudio de la proteina GBV-C E2, se han obtenido secuencias que pueden hacer las veces
de inhibidor del VIH-1. A partir de eso se estudia la actividad de la proteina GBV-C E1 frente a VIH-1,
obteniendo péptidos que representan los fragmentos mas activos, y que por lo tanto podrian realizar

la funcion buscada.

Mediante el cultivo celular se valoré la capacidad inhibidora de los péptidos evaluados.
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Inhilitory activity on HIV-1 ML4-3 infectivity assay of peptides cormesponding to the 2™
pepiide fannd y that cover the GEBV-C E1[ 108-173) domain.

FEFTIDE PRIMARY SHJUENCE HI-1 [NL4-3)] assay TOXRITY
1C50 (M) (M)

E1P37 PYPHLICAVALELEWESE Al D+ BT =125
E1F37-1 YINLTCAY ACELEWES EF B00+-62.4 =125
E1F37-2 PHLTCAVACE KONESEFR 990+225 =125
E1P38 MLTCAY ACE LKW ES EFWHE =125 =75
E1F38-1 LTCANACE WESEPWREW =125 =125
E1F38-2 TCAVACE K WESEFWREWT =125 =125
E1P3% CAY ACELEWES EFWEWTE 113+15 =5
E1F33-1 AVACHKWESEPAWEWTED 440+139 =125
E1P3%-2 VACH KWESEFPWRWTEQL AT =125
E1 Pk ACELKWESEPATRWTHE]LA =125 = 50
E1P40-1 CHEWESERAWRWTELAS 34.0+154 =125
E1P-2 ELKWES EFWEWITEQLAS N =125 =125
E1P41 LKW ES EFWHRWTELAS NY =125 =125
E1P41-1 KWESEPWHEWTEQLASNY W 6674202 =125
E1P41-2 WE EFFWRWTEQLAS YW I 0+ 00 =125
E1P42 ESEFARWTEQLASKYWIL 500+ 87 =125
E1P42-1 SEPWRWTEQLAS NYWILE 310+ 35 =125
E1P42-2 FFWHEWTEQLAS KYWILEY =125 =125
E1P43 PAWEWTEQLASKY WILEYL 4304108 =10
E1P43-1 WEWTEJLASNYWILEYLW 68+03 =125
E1P43-2 MI'EQL&SH‘:WI].ETLWK 187 +491 =125
E1P44 WTHRLASNYWILEYLWEY =125 =10
E1P4-1 TEQLASNYWILEYLWENF =125 =125
E1P44-2 EJLASNYWILEYLWENTF 9034153 =125
E1P45 QLASNYWILEYLWEWPFD I 7+ 58 =10
E1P45-1 LAS NYWILEYLWEVPFDF 27+12 =125
E1P45-2 ASNYWIL EYLWEN PR OEW 113+ 38 =125
E1 P45 ENYWILEYLWENTFDPAWE 1H.7+ 81 =125
E1P45-1 NYWILEY LW ENTPFDPAWRL 123+ 05 =125
E1 P52 YWIL EYLWEN P DFWRGY 323+1140 =125
E1 P47 WILEYLWEN FFDPARGY] 27403 =5
E1PAT-1 ILEYLWENVTPFDPAWRGWS 5A4+00 =150
E1P47-2 LEYLWENPFDPWRLDNIEEL 66+06 =150
E1P48 EXLWEY FFDFWRLGVYIELT MIT+32 =150
E1P48-1 YLWEVPFDPWRDY S LTP MT+95 =150
E1P48-2 LWEYPFFDPAWRGVISLTL 4.7+ 06 =150
E1 P45 WEY PP RGVISLTRL 173+32 =10
E1P5-1 ¥ PP RGWISLTPLLY B33+ 58 =125
E1P43-2 YPFFDPWRGYISELTPLLYC =125 =125
E1 PS5l FFOPAWRGYELTFLLVCY =125 =10
E1P5-1 FOPARCGY ELTPLLVWOY A =125 =125
E1 P52 DPAROGY BLTPLLWOY AA =125 =125
E1P51 PR ELTPLLWOV AAL =125 =10
E1P51-1 WROVELTPLLY O AALL =125 =125
E1P51-2 RGVISLTPLLWOYAALLL =125 =125
E1P52 CVELTPLLYOY AALLLL 55 7+57 =125
E1P52-1 VELTPLLWOY AALLLLE =125 =125
E1P52-2 BLTPLLVOYAALLLLED) =125 =125

Figura 4-1 Tabla de actividad inhibidora

La figura 4.1 muestra la tabla con la actividad como inhibidor asociada a los péptidos considerados en
la experimentacién. El codificado como E1P47 mostraba los mejores resultados, y los posteriores
ensayos realizados sobre él y que se pueden observar en el trabajo original confirman su funcién

como tal.
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A partir de lo que se expone, se puede ver que la secuencia que mejor comportamiento muestra es la

del péptido E1P47 con la cadena de aminoacidos siguiente:
WILEYLWKVPFDFWRGVI
O lo que es lo mismo:

Triptéfano — Isoleucina — Leucina -Acido glutamico — Tirosina — Leucina — Triptéfano — Lisina —
Valina — Prolina — Fenilalanina - Acido aspartico — Fenilalanina — Triptéfano — Arginina —

Glicina — Valina - Isoleucina
De aqui en adelante, en este proyecto se hara referencia al péptido como WILEY.

A partir de los estudios con este péptido, se han obtenido una serie de resultados acerca de su
comportamiento en el entorno de trabajo, asi que el siguiente paso es estimar la conformacion que

este utiliza al estar en el punto de accidn.

Para ello, su cuenta con la dindmica molecular, que permite simular las condiciones en las que se

encontrara el péptido, y a partir de ahi valorar su comportamiento.

Sin embargo, esta simulacion se puede facilitar apoyandose en las premisas que se pueden extraer de
la observacién experimental. Asi, un estudio de NMR otorga unos datos que ya permiten hacer
suposiciones sobre la conformacion del péptido. Y no sélo eso, ademas se puede utilizar esta

informacion para establecer unos limites y restricciones al proceso de simulacion.

Como ya se ha visto previamente, las herramientas de simulacion son potentes y permiten llegar a
estudiar muchos casos y variaciones, pero también suponen un coste en tiempo considerable, y
siempre se trata de aplicacion de teorias. Utilizando restricciones adicionales, se reduce el tiempo
gue se requiere generalmente para llegar a un resultado satisfactorio, y ademas suponen una ayuda

a la hora de valorar el trabajo del programa de simulacién.

También es cierto que se debe ser cuidadoso con el establecimiento de las restricciones, ya que un
error al definirlas implica un error de calculo que el programa probablemente no sea capaz de

detectar.

Ahora se mostraran las vias de calculo usadas para llegar a la conformacién del péptido.
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4.2. Calculo de muestra en agua sin restricciones

Para ver el proceso a seguir, se lleva a cabo una simulacidn en agua de un péptido pequeiio. Las
simulaciones explicitas en agua requieren un tiempo muy elevado, ya que la simulacidon de cada
molécula de agua implica un coste alto, asi que con muestras pequefias se reduce la necesidad de

recursos que exige.

A continuacion se desglosa el proceso seguido paso a paso para que la presentacion de los casos de

estudio sea mas agil en este informe.
4.2.1. Preparacion de la muestra

Para poder establecer la estructura del péptido y el contenido de la caja que conforma el entorno de
simulacion, se utiliza el siguiente script:

source leaprc.ff99SB
set default pbradii mbondi2

#load AmberParams frcmod.chcl3

WILEY = sequence {NTRP ILE LEU GLU TYR LEU TRP LYS VAL PRO PHE ASP PHE
TRP ARG GLY VAL ILE NME}
Addlons WILEY CI-1

SolvateBox WILEY TIP3PBOX 15.01.8

Check WILEY
Desc WILEY

SaveAmberParm WILEY WILEYwatmod.top WILEYwatmod.crd
SavePdb WILEY WILEYwatmod_leap.pdb

quit

Con este script el programa crea la topologia de un péptido con los aminoacidos indicados, metilando
el extremo C-terminal. A continuacidn, se establecen las dimensiones de la caja, ademas del
disolvente con el cual se lleva a cabo la simulacién, que en este caso al tratarse de agua se utiliza uno

de los estandares de la libreria de AMBER para el caso.

Es también aqui cuando se establece el campo de fuerzas a usar, y la eleccién se hace usando el mas
actualizado que ofrece la versién utilizada de AMBER. Ademas, la bibliografia apoya su uso en el

ambito de la simulacién con péptidos, por lo que su uso parece razonable [10], [11].
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Esta es la etapa de preparacién que se ha presentado previamente. A partir del resultado de estos

procesos, se puede pasar a continuacion con la minimizacion.
4.2.2. Minimizacidn energética

El proceso de minimizacidén se realiza en pasos, lo cual facilita la posibilidad de extraer valores,
simplifica el proceso de reinicio en caso de error durante la simulacién, y permite recortar el tiempo
de cdlculo facilmente en caso de sobrepasar el suficiente. Asi, con un solo script se puede alargar o
acortar la simulaciéon simplemente generando o eliminando los ficheros, y manipulando uno mds

sencillo de llamada al programa. La herramienta usada en este caso es SANDER.

El script para la minimizacion es el siguiente:

(c) Minimizacion Inh

&entrl
imin=1,
maxcyc=1000, ncyc=1000, ntmin=1,
cut=10.,
irest=0, ntrx=1, ntx=1,
ntb=1,
ntr=0,
&end

Con este script se define el tiempo de minimizacion, establecido a partir del nimero de iteraciones
del célculo que se llevaran a cabo, asi como el salto temporal que se establece entre cada una de

estas iteraciones.

Ademads de estos conceptos, al programa se le indican las condiciones de la simulacidn, caracteristicas

gue se resumen en las lineas preparadas en la orden.

Una vez preparada la minimizacién, se considera que la molécula se encuentra en una situacion

energética favorable para la elaboracion de una simulaciéon adecuada en una dinamica molecular.
4.2.3. Dindmica

Durante este paso, se deben todavia realizar una serie de etapas para preparar la dindmica de
manera que se pueda dar movilidad a la molécula y responda correctamente a las restricciones que

se le puedan aplicar.

El primero de estos pasos es un calentamiento, que llevara a cabo un proceso de annealing que
ofrecera a la molécula la energia y flexibilidad que requiere para poder explorar las diferentes

conformaciones.
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Para ello se utiliza es siguiente script, que tiene los datos del entorno que requieren todos los pasos

de la simulacién, y ademas incluye un algoritmo de annealing:

1-paso heating the system NTV
&entrl
imin=0, irest=0, ntx=1,
ntpr=1000,
ntc=1,ntf=1, dt=0.001, tol=0.000001,
cut =10.0,
ntb=1, igb =0,
nstlim=100000,
ig=-1
ntt =3, gamma_In = 1.0,
ntp=0,
ntwv=0, ntwe=1000, ntwx=1000,ntwr=1000,
ntr=0,ibelly=0,
&end
Simple annealing algorithm: |
# |
&wt type="TEMPO0', istep1=0,istep2=10000,valuel=0.,
value2=30., &end
&wt type="TEMPO0', istep1=10001,istep2=20000,value1=30.,
value2=60., &end
&wt type="TEMPO0', istep1=20001,istep2=30000,valuel=60.,
value2=90., &end
&wt type="TEMPO0', istep1=30001,istep2=40000,value1=90.,
value2=120., &end
&wt type="TEMP0', istep1=40001,istep2=50000,valuel=120.,
value2=150., &end
&wt type="TEMP0', istep1=50001,istep2=60000,valuel=150.,
value2=180., &end
&wt type="TEMP0', istep1=60001,istep2=70000,value1=180.,
value2=210., &end
&wt type="TEMP0', istep1=70001,istep2=80000,valuel=210.,
value2=240., &end
&wt type="TEMP0', istep1=80001,istep2=90000,valuel=240.,
value2=270., &end
&wt type="TEMP0', istep1=90001,istep2=100000,value1=270.,
value2=300., &end
Strength of temperature coupling;: |
E |
|# steps0.2  :tight coupling for heating and equilibration
|# steps4.0-2.0 :slow cooling phase |

|# steps0.5 : somewhat faster cooling |
|# steps0.05 :fastcooling, like a minimization |
| # |

&wt type="TAUTP, istep1=0,istep2=100000,valuel=0.2,
value2=0.2, &end
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&wt type='END' &end
END

Este algoritmo permite establecer el ritmo al que se calienta la muestra, asi como los niveles de
temperatura ente los que se va a mover en los intervalos de tiempo definidos. En este caso, y de
acuerdo a experiencias pasadas del equipo, el valor al que llegar en temperatura se establece en 300
K.

Tras esta primera etapa, se debe someter a un paso a presion constante para equilibrar la muestra,

seguido de un paso corto para acabar de estabilizar en las condiciones normales de simulacién.

Los scripts, de manera que sea facil apreciar las diferencias se encuentran a continuacién:

2-paso Presion constante (b) NPT
&centrl
imin=0, irest=1, ntx=5,
ntpr=1000,
ntc=1,ntf=1, dt=0.001, tol=0.000001,
cut =10.0,
ntb=2, ntp=1,
igb=0,
nstlim=500000,
ig=-1
ntt =3, gamma_In = 1.0,
tempi=300.0, temp0=300.0,
ntwv=0, ntwe=1000, ntwx=1000ntwr=1000,
ntr=0,ibelly=0,
&end

3-paso Estabilizacion (c) NVT

&entrl
imin=0, irest=1, ntx=5,
ntpr=1000,
ntc=2,ntf=2, dt=0.002, tol=0.000001,
cut =10.0,
ntb=1,igh=0,
ntp=0,
nstlim=500000,
ig=-1
ntt = 3, gamma_In = 1.0,
tempi=300.0, temp0=300.0,
ntwv=0, ntwe=5000, ntwx=5000,ntwr=100000,
ntr=0,ibelly=0,

&end

Una vez se han llevado a cabo todos los pasos previos al inicio de la simulacion de la dindmica

molecular, se puede pasar a iniciar el proceso definitivo.
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Para ello se prepara un script que, de manera similar al paso de minimizacién, se reitera diversas
veces para facilitar el proceso de seguimiento y reparacién a lo largo de la simulacién. El script en
cuestion no es mas que una reiteracion del usado en el ultimo paso de estabilizacion de manera que
las condiciones energéticas de presién y temperatura vayan evolucionando para que la dinamica

tenga lugar.

Con este script, se lleva a cabo un salto de un nanosegundo de simulacién, de acuerdo al nimero de
iteraciones y el salto temporal que supone cada una de ellas en el proceso de conformacion del
péptido. Asi, modulando el nimero de pasos por los que se somete la molécula, se puede aumentar

el tiempo de simulacion.
4.24. Comprobacion de la consistencia de la estructura

El objetivo del proceso es obtener una estructura que la molécula parezca adoptar al encontrarse en
la situacion en la que llevara a cabo su funcidn. Para ello, el tiempo de simulacion necesario puede
variar. La manera de determinar que se ha llegado a una conformacion correcta es observar la
variacion en las distancias que presentan los atomos con sus posiciones originales a partir de un

calculo de la diferencia por minimos cuadrados.

Para ello se recurre a la herramienta cpptraj, que permite realizar calculos de analisis de los

resultados de la simulacion.

Con el siguiente script se obtiene un documento que representa estas distancias para los dtomos de
carbono de la cadena principal:
AMBERHOME/ AmberTools/bin/cpptraj > ptraj_rmsd.out << EOF

parm pep.top [topl]

trajin ../../cMD/pep_1_din.mdcrd 1 1000 1 parm [top1]
center :1-10 mass origin

image origin center

strip :WAT,Na+,Cl-,CL3

rms first :1-10@CA out pep_RMS_din_1000.dat

trajout pep_RMS_din_1000.mdcrd mdcrd parm [top1]

go
EOF

Con la eleccién correcta de los atomos a considerar se puede facilitar mucho el proceso de estudio,

tanto en tiempo como en complejidad. Al tratarse de un péptido, la posibilidad de movimiento de los
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grupos laterales de los aminodcidos haria que estudiar cada atomo diera unos resultados
aparentemente dificiles de comparar entre ellos para determinar la conformacién realmente mas

constante.

Analizando los carbonos alfa, es decir, los que forman parte de la cadena principal, se reduce el
numero de comprobaciones que se le exigen al programa, y se obtienen lecturas mas simples de
estas distancias, por su reduccidon en nimero. Ademas, los resultados que arroja esta valoracion son
suficientes para estimar el comportamiento de la molécula, de manera que si se mantiene esta
cadena en la misma posicion, se puede considerar que no esta moviéndose demasiado, y que por lo

tanto ha llegado a una situacidn energéticamente favorable.

Estas distancias se pueden representar en un programa grafico para facilitar su valoracion, cuando la
representacién de una linea mas o menos constante en valor se puede considerar que ha llegado a

un punto estable.

Sin embargo, hay que ser consciente que se trata de una simulacién por computador, es decir, el
resultado observado es el obtenido por la maquina utilizando un criterio puramente logico de
minimo de energia. Lo que se extrae de esta reflexidn, es que el programa lo que observa es que en
la situacién en la que se encuentra la molécula los movimientos leves que realiza no aportan una
mejora a la energia del sistema, y por lo tanto no varia su posicidon. Hay que considerar, por lo tanto,

gue quiza no se haya llegado al punto 6ptimo, ya que se encuentre en un minimo local.

En la representacion de los resultados, por lo tanto, se debe también estar atento a la posibilidad de
obtener mas de un lugar en el que parezca haberse llegado a un punto estable. Es decir, que puede
darse el caso en que parezca que la simulacion ha llegado a un valor constante en el calculo de las
distancias, solo para realizar un salto mas adelante que la lleva a otra conformacién de minima

energia a nivel local diferente que presente otra franja constante.

Estas valoraciones se deberan hacer por tanto de cara a los resultados obtenidos, pudiendo estudiar
la situacion de la molécula en los diferentes momentos en discordia para apreciar qué informacion

aporta cada uno y cual resulta mas correcto para el objetivo del caso.

Ma3s alld de esta comprobacién, la herramienta tiene capacidad para llevar a cabo otros procesos,
como establecer las distancias individuales entre dtomos de la estructura, que se vera mas adelante,
o la posibilidad de extraer un fotograma de la simulacién para poder observarlo con detenimiento y

sacar conclusiones.
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4.2.5. Representacion del péptido

A partir de los resultados arrojados por el software usado hasta aqui, se puede pasar al Ultimo paso a
seguir para obtener resultados a estudiar. Se trata de la representacion grafica de la propia

estructura del péptido.

Para ello se encuentran multiples herramientas, por ejemplo, para poder ver una pelicula del proceso
de plegamiento que ha seguido el péptido durante la simulacién, se puede usar el programa VMD,
gue ofrece multiples opciones de visualizaciéon, cambiado la representacién de la cadena, del

disolvente o de algunos enlaces por ejemplo.

También se cuenta con otros programas de visualizacién, como PyMOL o Jmol, que ofrecen la
posibilidad de representar archivos pdb para ver fragmentos particulares de la estructura, observar

distancias o comprar estructuras.

Los resultados de las siguientes simulaciones se podran observar en el apartado de los resultados que

se incluye mas adelante en este informe.

4.3. Calculo en cloroformo sin restricciones

A continuacidn se expone el caso de una simulacidn en cloroformo sin restricciones. A partir de los
resultados en agua, se pueden proponer otros casos de estudio, con el objetivo de tener mas
muestras que valorar y sea mas facil obtener conclusiones del comportamiento que presenta el caso

segun las condiciones.

El caso de utilizar cloroformo se extrae de considerar que el medio en el que finalmente tendra que
estar presente el péptido no puede valorarse en un solvente tan polar como el agua, asi, se presenta

el cloroformo como alternativa mas apolar para ver el comportamiento del péptido.

Tras preparar el archivo en LEaP, el proceso de simulacidn es paralelo al caso en agua, ya que es el
script utilizado por LEaP el que incluye en la topografia la presencia del disolvente.

source leaprc.ff99SB
set default pbradii mbondi2

load AmberParams frcmod.chcl3

WILEY = sequence {NTRP ILE LEU GLU TYR LEU TRP LYS VAL PRO PHE ASP PHE TRP
ARG GLY VAL ILE NME}

#Addlons sistema Na+ 0
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SolvateBox WILEY CHCL3BOX 15.01.8

Check WILEY
Desc WILEY

SaveAmberParm WILEY WILEY.top WILEY.crd
SavePdb WILEY WILEY_leap.pdb

quit

Este script se puede comprobar que es muy similar al utilizado previamente, sin embargo hay que
destacar el acceso que se ha de hacer a los pardmetros especificos del cloroformo que contiene

AMBER, accediendo a su libreria.

Por lo tanto, usando esos mismos archivos se somete a la muestra a unas condiciones analogas en un

disolvente de propiedades muy distintas al agua.
Utilizando esta simulacion, se puede tener un control del comportamiento del péptido en dos medios
distintos, lo que facilita la decisidn de cdmo proceder a continuacién.

4.4. Calculo en cloroformo con restricciones

Por la facilidad de simulacién, que resulta marginalmente mejor utilizando el caso del cloroformo, y
por los resultados positivos obtenidos con su simulacion libre, el siguiente paso es introducir las

restricciones extraidas del analisis NMR al péptido.

Estas restricciones se obtienen en forma de NOEs, estos valores como ya se ha dicho dan una idea de
la distancia que separa dos hidrégenos segun la sefial que ofrecen en la NMR. Estos NOEs se clasifican

de acuerdo a su intensidad, fuertes, medios y débiles.

Los NOEs fuertes indican una proximidad entre los hidrégenos, mientras que los débiles indican que
su relacién es minima. El caso mas problematico lo presentan los NOEs medios, estos valores pueden
hacer referencia a hidrégenos que se encuentran a una distancia no muy grande, pero tampoco lo

suficientemente cercana como para aumentar la intensidad de esta sefial.

A continuacién una estimacién de la relacion entre la intensidad de los NOEs y la distancia entre los

atomos involucrados:
NOE fuerte: menos de 2,8 A

NOE medio: hasta 3,8 A
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NOE débil: més de 3,8 A

A partir de esos valores por lo tanto, se le da al programa informacion adicional sobre los

movimientos que tiene permitidos para buscar conformaciones mejores, lo cual deberia facilitar el

encontrar un minimo energético que realmente represente un minimo para la molécula en el caso

experimental.

Para introducir estas restricciones se vuelven a utilizar scripts andlogos a los del primer caso

experimental, sin embargo, para poder introducir esas restricciones ser requieren dos cambios. En

primer lugar, es necesario agregar un archivo que contenga la informacién de las restricciones que se

quieren aplicar. Para ello, y por la dificultad de preparacion de un archivo compatible con la lectura

por SANDER, se utiliza un listado de restricciones con un indicador de la magnitud que limita

simplificado, que luego sera pasado por un traductor para obtener el documento compatible con el

programa.

A continuacidn, se puede ver un extracto del documento antes y después de traducirlo:

Primero el registro simplificado a introducir:

7 columnas -> 1.nmbr 1.res 1.atomo 2.nmbr 2.res 2.atomo limite.sup (8 col lim.inf lim.sup)

#strong

1 TRP HE11TRP HD1 2.8
1TRP HD1 1 TRP HB2 2.8

3 LEU HN 3 LEU HA 2.8

3 LEU HN 3 LEU HB3 2.8
3 LEU HB2 3 LEU HA 2.8
3 LEU HB3 3 LEU HA 2.8

4 GLUHN 4GLU HB22.38
4 GLUHN 4GLU HB3 2.8
4 GLUHN 4GLU HG228
4 GLUHN 4 GLU HG3 2.8
4GLUHN4GLUHA?28

5TYRHNS5TYR HB2 2.8
5TYRHNS5TYRHA 2.8
S5TYRHES5 TYR HD 2.8
5TYRHD5TYRHB22.8

8 ILE HN 18 ILE HA 2.8

18 ILEHN 17 VAL HB 2.8
18 ILEMD 18 ILE HG12 2.8
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18 ILE HA 18 ILE HG12 2.8
18 ILE HA 18 ILE HG13 2.8
18 ILE HA 18 ILE HB 2.8

#medium

##

#1 TRP HD1 1 TRP HA 3.8
#1 TRP HD1 2 ILE HA 3.8
#1 TRP HE3 2 ILE HA 3.8
#1 TRP HE3 2 ILE MD 3.8
#

#2 ILE HN 2 ILE MD 3.8
#2 ILE HN 2 ILE MG 3.8
#2ILEMD 2 ILEHA 3.8
#2 ILE MG 2 ILE HA 3.8
#2 ILEHGI122ILEHA 3.8
#2 ILEHG13 2ILE HA 3.8
#2 ILEHN 3 LEU HN 3.8
#2 ILE MG 3 LEU HB2 3.8
#2 ILE MG 3 LEU HB3 3.8
#2 ILEHN 4 GLU HN 3.8
#2 ILE MG 4 GLU HB2 3.8
#

#3 LEU HN 2 ILE HA 3.8
#3 LEU HN 2 ILE MG 3.8
#

#4 GLU HN 1 TRP HA 3.8
#4 GLUHN 5 TYR HB2 3.8
#4 GLUHN 5 TYR HB3 3.8
#4 GLU HG3 7 TRP HB3 3.8
#

Y después de pasar por un traductor:

1 TRP HE11 TRP HD1 2.8

&rst

ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 14, 12, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4= 3.30,
rk2=20.0, rk3=20.0, ir6=1, ialtd=0, &end

1TRP HD11 TRP HB2 2.8

&rst

ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 12, 8, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4=3.30, &end
3 LEU HN 3 LEU HA 2.8

&rst

ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 47, 49, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4= 3.30, &end

3 LEU HN 3 LEU HB3 2.8
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&rst

ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 47, 52, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4= 3.30, &end
3 LEU HB23 LEU HA 2.8

&rst

ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 51, 49, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4= 3.30, &end

3LEU HB33 LEU HA 2.8
&rst
ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 52, 49, r1=1.30, r2= 1.80, r3= 2.80, r4= 3.30, &end

4 GLUHN4 GLUHB22.8
&rst
ixpk= 0, nxpk= 0, iat= 66, 70, r1=1.30, r2=1.80, r3= 2.80, r4= 3.30, &end

Ademas, en los scripts de la dindmica se requiere un concepto adicional, expuesto a continuacion:

3-paso Estabilizacion (c) NVT
&entrl
imin=0, irest=1, ntx=5,
ntpr=1000,
ntc=2,ntf=2, dt=0.002, tol=0.000001,
cut =10.0, iwrap =0,
ntb=0,igb=5, extdiel=32.7,
ntp=0,
nstlim=5000000,
ig=-1
ipnlty=1, nmropt=1,
ntt =3, gamma_In =1.0,
tempi=300.0, temp0=300.0,
ntwv=0, ntwe=5000, ntwx=5000,ntwr=100000,
ntr=0,ibelly=0,
&end
&wt type='"REST', istep1=0,istep2=5000000,valuel=0.1,value2=1.0, &end
# &wt type="REST', istep1=4001,istep2=5000000,valuel=1.0,value2=1.0, &end
&wt type='END' &end
LISTOUT=POUT
DISANG=RST.dist

Como se puede ver, con estas lineas se introduce en el archivo la lectura del documento con las

restricciones definidas.

El paso importante ahora es definir qué se introducird como restriccion, debido a la diferencia en
intensidad de las sefales, y la inexactitud del valor en distancia que cada una representa, es dificil
decir con seguridad que hay un cierto grupo de restricciones irreemplazables, o algunas que con total

seguridad no forman parte de la estructura del péptido.
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El problema proviene de la naturaleza de esas sefiales. La obtencién de la informacion se ha hecho
mediante el resultado de una interaccion entre la reaccién de dos atomos a la resonancia magnética.
Esta experimentacion otorga resultados segun la conformacién que tiene la molécula, pero hay
comportamientos que podrian alterar ligeramente el resultado. Por ejemplo, movimientos de
rotacion podrian hacer que, en ciertos instantes, dos dtomos en principio separados quedaran lo

suficientemente cerca como para dar una sefal.

Por esta razon, las sefiales medias son las mas complejas. Debido a la magnitud en la que se trabaja,
se calculan distancias muy pequefias entre los dtomos, pero por eso se requiere de mucha

sensibilidad. Asi, decidir si un NOE es necesario o no, no resulta una tarea simple.

Para empezar, se propone considerar todas las restricciones fuertes y medias, ya que las débiles, en

cualquier caso, seran representacion de una interaccion anecdética.

4.5. Calculo en cloroformo con correccion de restricciones

La definicidn de las restricciones es mas importante de lo que pueda parecer. Al establecer una serie
de atomos y asignarles una relacién de distancia, estas forzando a la maquina a calcular un camino

gue quiza no sea el mas adecuado.

Al llegar a este punto, las restricciones pueden implicar deformaciones que van en contra de lo que

los campos de fuerzas indican al programa.

Como se puede ver en las figuras 4.2 y 4.3, la estructura ciclica del triptéfano no es plana de acuerdo

a la simulacién que se obtenia del caso anterior.
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El triptofano presenta esa estructura aromatica, que por su distribucién electrénica debe ser plana en
todo caso. Este es un ejemplo del riesgo de este tipo de herramientas computacionales. Debido a un
error en la introduccién de las restricciones, el programa otorga una prioridad a cumplir unas
distancias que en la practica son imposibles de cumplir, sin embargo el programa no es capaz de

determinarlo.

El error surge de dos aspectos, en primer lugar, un choque entre la nomenclatura interna del grupo
de investigacion, el esfuerzo de traduccidn al lenguaje del archivo pdb y el paso final a la

nomenclatura interna que usa SANDER para leer el nombre de los dtomos.

Para poder identificar y diferenciar los atomos que forman una molécula, es necesario que tengan un
nombre determinado. La arquitectura pdb les asigna uno de acuerdo a si posicion en el aminoacido.
Asi, para cada atomo, hay una codificacion que lo relaciona a un aminodcido en particular y a su

posicién dentro de la estructura de ese aminoacido.

SANDER trabaja de una manera similar, el programa identifica los atomos respecto a un cddigo y los
relaciona con un valor introducido por el usuario y que referencia la distancia respecto a un segundo

atomo particularizado.

Para introducir esos datos, hay que usar una semantica que es distinta a la vista en un archivo pdb,

para que el traductor que informa al calculo de los valores pedidos pueda hacer su funcién.

Ademas, los datos hay que extraerlos de una fuente personal, las anotaciones de un equipo de

investigacidn que utiliza su propia guia para identificar y listar los atomos.

En uno de estos pasos, cometer un error en el camino supone introducir unos datos erréneos en el

calculo, y siempre hay que reiterar que el programa no sera capaz de percibir un error humano como
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ese. Si la asignacién es incorrecta, mientras la semantica del lenguaje introducido sea entendida por

el programa, él procedera a solucionarlo atendiendo a lo que se le haya pedido.

Precisamente a raiz de una confusidon en una nomenclatura, la asignacién errdnea del nombre de un
hidrégeno implicaba la necesidad de colocar muy cerca un hidrégeno del extremo del anillo del

triptéfano con uno del carbono beta.

Tras subsanar este error, y al observar los resultados previos, también se decide prescindir de las
restricciones extraidas de NOEs de intensidad media. La informacién que aportan no ofrece nada, ya
que el cumplimiento de distancias en primer lugar es bastante holgado en general, y ademds hace
referencia a la relacidn entre atomos de un mismo aminodcido, o aquellos proximos al backbone, o

cadena principal del péptido.

Lo que se ha de extraer, es que las restricciones mds valiosas son aquellas que son intensas que
aparezcan entre atomos de hidrégeno de un mismo residuo, por lo que podrian condicionar la
estructura que adopta un aminoacido en particular, y las que intervienen en la interaccién de
aminodcidos distintos. Seran estas ultimas las que realmente condicionen con fuerza la configuracion

que el péptido puede adoptar.

Es decir, que las interacciones fuertes, como podia extraerse de las conclusiones obtenidas
previamente, son con mas seguridad proximidades constantes y relevantes que las de menor
intensidad. Por ello, utilizando los mismos documentos que en simulaciones anteriores, sélo hay que
manipular la lista de restricciones de manera que se ignoren aquellas de intensidad media, y volver a

realizar el proceso de simulacion.

4.6. Calculo en agua con restricciones

Para obtener también datos de la simulacién en agua, y aprovechando el incremento de velocidad
gue supone introducir restricciones que ayuden al programa a tomar la direccidon correcta en los
pasos de iteracidn, se procede a una simulacién en agua aplicando las restricciones obtenidas del

caso anterior.

En este caso, se recupera el archivo utilizado en la simulacidn libre en agua obtenido con LEaP y se

procede a una minimizacion y dinamica con el archivo de restricciones incluido.
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4.7. Calculo en disolvente implicito

A partir de los resultados anteriores, se puede estimar que quizd una constante dieléctrica del medio

con un valor intermedio puede llevar a resultados mas satisfactorios en la simulacién.

Para agilizar el proceso y permitir una modulacidn mas sencilla de las caracteristicas del entorno, se
procede a una simulacidn con disolvente implicito, es decir, a diferencia de los casos anteriores, no
seran las moléculas de disolvente simuladas las que establezcan las condiciones del medio, sino que

se le introducen al programa unas variables que hacen las veces de condiciones de entorno.

Considerando la complejidad del medio en el que el péptido desarrollara su funcién, se escoge un
compuesto que se encuentre entre el cloroformo y el agua en constante dieléctrica para que sirva de

referencia. En este caso se toma el metanol, estableciendo esta constante en 32.

El proceso de nuevo es muy similar al seguido en el resto de casos de simulacidn. El script de LEaP
requiere de modificaciones, ya que no hay que establecer una caja de disolvente. A continuacion se
puede ver cémo quedaria el script en cuestion:

source leaprc.ff99SB
set default pbradii mbondi2

WILEY = loadPdb WILEYprod30+rest.pdb
Addlons WILEY CI- 1

Check WILEY
Desc WILEY

SaveAmberParm WILEY WILEYnosolv.top WILEYnosolv.crd
SavePdb WILEY WILEYnosolv_leap.pdb

Esto generara el punto de inicio de una simulacién en la que sélo estd presente la muestra del

péptido.

Para poder llevar a cabo la simulacion, los archivos de la dindmica padecen cambios importantes. En
primer lugar, una simulacion en disolvente implicito sdlo presenta el paso de calentamiento, debido a
gue no se simula cada molécula del ambiente, y en cambio se usan unas caracteristicas medias del

entorno a considerar.

En el script siguiente se puede apreciar la diferencia entre un caso con disolvente implicito y los

scripts presentados anteriormente para la simulacién explicita:
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Para proceder a esta simulacidn, ademads, se considera la posibilidad de partir de la estructura
obtenida tras la simulacién restringida correctamente en cloroformo, debido a los buenos resultados

que ya apuntaba esta.

De esta manera, se podria reducir el tiempo de calculo, al no requerir de los pasos iniciales de
preparacion de la muestra por minimizacién y calentamiento. Sin embargo, debido a trabajar con un
disolvente implicito y manteniendo las restricciones en la estructura, el tiempo de célculo que supone
la simulacién queda destacablemente reducido, por lo que no es un coste de recursos

computacionales muy alto el mantener una simulacién partiendo desde el punto cero.
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5. Discusion de resultados

A partir de las estructuras y datos extraidos de las simulaciones presentadas en el punto anterior, se
pueden extraer unas caracteristicas de la conformacidn que se valoran frente a las consideraciones

previas que se esperaba encontrar de acuerdo a la experimentacién realizada.

Sobre la estructura esperada, destaca la formacién de dos hélices, una en cada extremo de la
molécula, con la valina y la prolina, residuos 9 y 10, como punto de inflexién entre ambas formando

una pequefia region lineal.

El resto de consideraciones se extraen de las restricciones introducidas a partir del estudio por NMR.
Es decir, el objetivo es conseguir una estructura secundaria que se asemeje a la esperada respetando

los valores de distancias que se fijan.

Para empezar, se presentan a continuacion las estructuras obtenidas en cada simulacion.

A modo de introduccidn comparativa, la figura 5.1 representa el péptido estirado, tal como se genera

mediante el archivo de LEaP.

Ademas, para observar la magnitud de los calculos que hay que llevar a cabo, la figura 5.2 muestra la

representacion de cada molécula de agua que se genera en la caja de estudio.
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Una vez encaminada la simulacién, la figura 5.3 arroja el resultado de mantener al péptido

desarrollandose libremente en agua.

Puede verse como empieza a tomar forma, sin embargo, al encontrarse en agua, la molécula
presenta una gran flexibilidad a la hora de adoptar conformaciones, de manera que es dificil estimar

lo adecuada que resulta una cierta instantanea al considerar el conjunto de resultados obtenibles.

Es destacable, sin embargo, que la formacidn que ya parece estimarse de una hélice en el extremo C-

terminal se observa con bastante habitualidad en las simulaciones con agua.
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En la figura 5.4 se aprecia el caso en el que la simulacién se ha llevado a cabo en un disolvente apolar,
como es el cloroformo.

Como en el caso del agua, aunque de manera menos pronunciada, la molécula tiene un acierta
libertad para recolocarse, y por lo tanto hay una cierta posibilidad de cambio de conformacidn, ya

gue puede explorar otras alternativas que podrian hacerla cambiar en caso de haber encontrado un
minimo local.

En la figura 5.5 se muestra la evolucién de la diferencia de minimos cuadrados. Tal y como ya se ha

introducido, esto permite ver lo mucho que se mueven los &tomos entre posiciones de la simulacién.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d’Enginyeria de Barcelona Est

36



DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE UN PEPTIDO INHIBIDOR DEL VIH MEDIANTE ESTUDIOS DE NMR Y
DINAMICA MOLECULAR

20w T T T T T T T a

10 — —

Ou 1 | 1 | 1 l 1 =
0 1000 2000 3000 4000

Figura 5-5 RMS de la simulacidn libre vs pasos simulados

Se puede ver como poco a poco evoluciona, introduciendo pocos cambios para ir mejorando el
resultado energético que obtiene. En un cierto momento adopta una conformacidon que parece

quedar bastante favorecida.

Esta seria una posible estructura de minima energia, es decir, una soluciéon a la problemdtica en
estudio. Sin embargo, como se puede ver en el diagrama, en unos pocos pasos mas, el valor
constante que se habia establecido cambia drasticamente. Este valor entonces podra adoptar otro
nivel, en el que también quedaria estancado quizd durante un cierto periodo, pero tan solo

significaria que ha encontrado otro minimo local.

Asi se podria continuar con la simulacidn hasta obtener incontables alternativas, y contrastarlas entre

ellas. Por ejemplo, la figura 5.6 muestra otro instante de la simulacién libre en cloroformo.
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Se puede observar una estructura similar, aunque se aprecia que tiende a cerrarse sobre si misma.
Esta conformacion arroja otro fragmento estable en el calculo de los RMS, con lo que se trataria de

otro minimo local.

A pesar de todo, ninguna de las dos simulaciones escogidas parece cumplir con lo que se pretendia
obtener. Pensando detenidamente, es de esperar que alcanzar la estructura objetivo de forma tan
sencilla sea poco probable. Es por eso que el establecer restricciones basadas en el comportamiento
de la estructura real ofrezca la posibilidad de obtener un resultado mejor, acotando el campo de

busqueda, es mas sencillo encontrar una estructura valida.

Empezando con la figura 5.7, se empiezan a presentar los resultados de introducir las restricciones en

el calculo.
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Observando solamente la cadena principal se puede apreciar sin obstaculos que la estructura que
devuelve una simulacion restringida ya se parece mas a lo que se busca. Forzar unas ciertas
posiciones relativas hace que en algunos de los fragmentos de la cadena la estructura quede

practicamente definida.

En este caso las hélices ya casi pueden verse, pese a que el programa de visualizacién no las
identifique como tal. Hay que considerar en este sentido que la representacion que escoge el
programa depende del cumplimiento de unos pardmetros definidos por parte de la molécula, asi
que, aunque pueda parecerlo, si no sigue las proporciones caracteristicas de las estructuras

helicoidales proteinicas, no se la considera como tal.

Con la figura 5.8 se puede ver que aunque se utilicen esas restricciones no asegura alcanzar
directamente un resultado correcto. Tras un tiempo mds o menos largo, la estructura fotografiad
sigue sin ser la formada por dos hélices. Aun con las restricciones, sigue teniendo libertad de
movimiento, y por tanto la capacidad de pasar por varias conformaciones mas o menos estables pero

no correctas para el caso tratado.
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Hay que conseguir obtener la fotografia del momento adecuado, y se ha de lograr en un horizonte
temporal adecuado. Para intentar mejorar los resultados, y para acelerar el proceso, una de las
simulaciones se realiza a partir de la cadena obtenida en produccidn libre durante 30 nanosegundos.
Este instante se escoge por ser parte de la estructura estable mas cercana a la objetivo obtenida sin

aplicar restricciones.

La figura 5.9 muestra una comparativa de tres alternativas en cuanto al proceso de seleccion del

ensayo mas adecuado.
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Como se puede ver, la cadena rosada, que es la que parte desde una estructura simplemente
estabilizada sin proceso de produccién libre forma una estructura que parece tender hacia la
conformacidn helicoidal. El caso de la molécula representada en verde, que es la que ha pasado mas
tiempo estructurandose en libertad, 50 nanosegundos particularmente, ha establecido una
estructura desde la que las restricciones tienen mayor dificultad para trabajar, manteniendo esa

tendencia a formar una especie de ciclo.

La ultima representacion, en azul, representa una molécula con 30 nanosegundos de produccion
libre, y parece que es la mas cercana al objetivo, con una hélice ya formada. Al haber partido de una
estructura ya relajada y encaminada, se puede reducir el tiempo de trabajo respecto a la alternativa
de partir de cero. De nuevo este es un argumento que remonta a la necesidad de utilizar los recursos

sensiblemente.

La figura 5.10 refleja la simulaciéon con esa estructura de 30 nanosegundos de produccidn, para

facilitar su apreciacion.

Si se presta atencidon, se puede observar la tendencia de la produccién libre a cerrarse sobre si
misma, pero las restricciones introducidas encaminan hacia la formacion de la hélice en uno de los

extremos.

Aun asi, volviendo a la discusidn sobre las deformaciones en las cadenas laterales, aunque

observando desde una cierta distancia parezca que la evolucién conformacional es positiva, una
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inspeccion mas minuciosa revela que a pequeia escala se estdn introduciendo errores en la

simulacion.

Las deformaciones anteriores son el ejemplo mas claro, pero ese tipo de evidencias ayudan a precisar
las entradas al programa, con lo que se solventan problemas que quiza acarreaban otros errores mas

dificiles de percibir.

Con la figura 5.11 se plantea el resultado de introducir las restricciones trabajadas en agua.

En el caso de usar agua, y con las restricciones corregidas, parece que también se obtiene una
estructura que tiende a lo esperado. Es interesante destacar que, en este caso, la hélice que parece
mejor formada es la opuesta al caso del cloroformo, aunque es dificil extraer conclusiones definitivas
de un resultado asi, parece indicar que la alternativa de utilizar un medio mas intermedio en cuanto a

polaridad podria ser el camino correcto.

Asi, se introduce con la figura 5.12 el resultado de utilizar el disolvente implicito, al que se le asigna

una polaridad intermedia, como entorno de simulacién.
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Lo primero que llama la atencidon es que efectivamente se han formado las dos hélices que se
pretendian. Al parecer, la teoria de utilizar un medio no tan polar era correcta, pero con un salto

menos drastico los resultados son remarcablemente mejores.

El fragmento que menos se adecua al objetivo es el extremo N-terminal. Para intentar acabar de
mejorar la torsion de los residuos para establecer completamente la hélice, se usan tan sélo las

restricciones fuertes. La figura 5.13 representa este caso.
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Aunque parece haber una ligera mejora en el extremo C-terminal, la problematica que propiciaba el
cambio hecho no parece haberse solucionado. El intento de relajar la estructura para que pudiera
adoptar la forma buscada no ha dado resultado. Y aunque la ultima es la estructura definitiva que se

considera, la figura 5.14 muestra lo ligera que es la diferencia entre ellas.

Como se puede ver, las mejoras que se van incluyendo en el proceso de simulacion permiten afinar la
estructura, hasta el punto en que el resultado final parece adecuarse bastante a lo que podria

esperarse obtener de acuerdo a las premisas del experimento.

Observando la evolucién de la diferencia en minimos cuadrados de las distancias de la cadena
principal, se puede ver que pese a la variabilidad que puede parecer que presenta, se mantiene
bastante constante alrededor de un valor, con lo cual parece que se puede suponer que se ha llegado
a un resultado aceptable de la estructura tanto por su conformacion como por su comportamiento

energético.
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Figura 5-15 RMS simulacion en disolvente implicito vs pasos

Como se puede observar, ademas, y compartiendo esta caracteristica con las demas simulaciones
restringidas, el tiempo requerido para obtener una estructura mas o menos constante es muy bajo.

En seguida adopta la forma que se recibe como final, y parece que no muestra gran variabilidad.

Observando dos estructuras en puntos de maximos y minimos en el ruido de la grafica da resultados
poco perceptibles. Como se discutird un poco mas adelante, quiza tratar de precisar mas buscando
un grupo mas representativo dentro de toda la evolucién de la simulacion podria mejorar el

resultado final.

Finalmente, se incluyen los resultados de las distancias que las restricciones establecidas a partir de

los resultados del estudio por NMR.

Tabla 1. Resultados de las restricciones

Cloroformo Cloroformo+30 ns | Cloroformo+40 ns Implicito
implicito implicito
1-HD1_1-HE1 | 2,60| |1-HD1_1-HE1 2,64| |1-HD1_1-HE1 2,42| [1-HD1_1-HE1 | 2,55
1-HB2 1-HD1 | 2,87 | X|1-HB2_1-HD1 2,89 | X| 1-HB2_1-HD1 2,61 1-HB2 1-HD1 | 2,88 | X
3-H 3-HA 2,96 | X|3-H 3-HA 2,90 | X|3-H 3-HA 2,79| |3-H 3-HA 2,85| X
3-H_3-HB3 2,89 | X|3-H_3-HB3 2,72| |3-H 3-HB3 262| |3-H 3-HB3 2,53
3-HB2 3-HA | 2,29| |3-HB2 3-HA 2,74| |3-HB2 3-HA 246| |3-HB2 3-HA | 2,54
3-HB3 3-HA | 3,05|X|3-HB3_3-HA 2,82 | X| 3-HB3_3-HA 3,01 | X[3-HB3 3-HA | 3,07 |X
4-H 4-HB2 3,16 | X| 4-H_4-HB2 2,32| |4-H 4-HB2 1,93| |4-H 4-HB2 2,18
4-H 4-HB3 2,98 | X|4-H 4-HB3 3,30 | X|4-H 4-HB3 3,16 | X|4-H 4-HB3 3,26 | X
4-H 4-HG2 3,04 | X| 4-H 4-HG2 2,92 | X|4-H 4-HG2 250 |4-H 4-HG2 2,97 | X
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4-H 4-HG3 1,74 |4-H 4-HG3 2,08| |4-H 4-HG3 2,70| |4-H 4-HG3 2,25
4-H 4-HA 2,76| |4-H 4-HA 2,68 |4-H 4-HA 2,76 | |4-H 4-HA 2,74
5-H 5-HB2 298| X|5-H 5-HB2 222| |5-H 5-HB2 2,13| |5-H 5-HB2 227
5-H 5-HA 2,85 | X|5-H 5-HA 2,86 | X| 5-H 5-HA 2,88 | X| 5-H 5-HA 2,87 | X
5-CE1 5-CD1 | 1,39| |5-CE1_5-CDf1 1,36 |5-CE1_5-CDf1 1,35| |5-CE1 5-CD1 | 1,41
5-CD1 5-HB2 | 2,67| |5-CD1_5-HB2 3,43 | X|5-CD1_5-HB2 3,18 | X|5-CD1 5-HB2 | 3,20 | X
5-CD1 5-HB3 | 3,31|X|5-CD1 5-HB3 268| |5-CD1 5-HB3 2,65| |5-CD1 5-HB3 | 3,42|X
5-HB2_5-HA 2,94 | X| 5-HB2_5-HA 3,00 | X| 5-HB2_5-HA 2,93 | X|5-HB2_5-HA 3,05 | X
5-H 4-HB2 267| |5-H 4-HB2 2,18| |5-H 4-HB2 2,36| |5-H 4-HB2 2,28
5-H_4-HB3 3,04 | X|5-H 4-HB3 3,05 | X|5-H 4-HB3 3,11 | X|5-H 4-HB3 2,99 | X
5-H 6-H 2,73| |5-H 6-H 2,46| |5-H 6-H 2,80 | X|5-H 6-H 2,77
6-H 6-HB3 2,70| |6-H 6-HB3 256| |6-H 6-HB3 2,45| |6-H 6-HB3 2,67
6-H_5-HB2 268| |6-H 5-HB2 222| |[6-H 5-HB2 2,81 | X|6-H 5-HB2 2,27
6-H 5-HB3 279| |6-H 5-HB3 3,00 | X|6-H 5-HB3 3,08 | X| 6-H 5-HB3 2,85| X
7-H_7-HB2 3,45 | X|7-H_7-HB2 2,05| |7-H 7-HB2 2,54| |7-H 7-HB2 2,21
7-HD1 7-HB2 | 2,09| |7-HD1 7-HB2 236| |7-HD1 7-HB2 2,79| |7-HD1 7-HB2 | 2,31
7-HE3 7-HB3 | 2,90 | X| 7-HE3 7-HB3 2,80 | X| 7-HE3_7-HB3 2,91 | X|7-HE3 7-HB3 | 2,95|X
7-HE1 7-HD1 | 2,75| |7-HE1_ 7-HDf1 2,70| |7-HE1 7-HD1 2,43| |7-HE1 7-HD1 | 2,73
7-HE1 7-HZ2 | 2,90 | X| 7-HE1_7-HZ2 2,72| |7-HE1 7-HZ2 2,84 | X|7-HE1 7-HZ2 | 2,76
7-HD1_4-HA 3,08 | X| 7-HD1_4-HA 2,96 | X| 7-HD1_4-HA 3,00 | X| 7-HD1_4-HA 272
8-H 8-HA 2,86 | X|8-H 8-HA 2,88 | X|8-H 8-HA 2,80| |8-H 8-HA 3,02 | X
8-HB2 8-HA 268| |8-HB2 8-HA 2,41 8-HB2_ 8-HA 2,99 | X| 8-HB2_8-HA 2,87 | X
8-HB3_8-HA 3,00 | X| 8-HB3_8-HA 2,30| |8-HB3 8-HA 2,53| |8-HB3 8-HA 2,44
9-HA_13-HB3 | 3,37 | X| 9-HA_ 13-HB3 2,98 | X| 9-HA_13-HB3 2,97 | X| 9-HA_13-HB3 | 3,07 | X
11-H_11-HB2 | 2,93 | X|11-H_11-HB2 2,93 | X|11-H_11-HB2 2,57 11-H_11-HB2 | 2,99 | X
11-H 11-HB3 | 2,81|X|11-H_11-HB3 3,17 | X[ 11-H_11-HB3 3,07 [ X[11-H 11-HB3 | 3,06 | X
11-HD1_11- 11-HD1_11- 11-HD1_11- X
HB2 1,97| |HB2 2,08 11-HD1_11-HB2 |254 HB2 3,73
11-H_10-HA 3,21 | X[ 11-H_10-HA 3,12 | X[ 11-H_10-HA 3,39 | X[ 11-H_10-HA 3,20 | X
12-H_11-HB2 | 3,37 | X|12-H_11-HB2 3,10 | X| 12-H_11-HB2 2,98|X|12-H 11-HB2 | 3,29| X
12-H 11-HB3 | 2,12 12-H_11-HB3 2,37 12-H 11-HB3 2,48 12-H 11-HB3 | 2,30
12-H 13-H 2,93 | X|12-H_13-H 3,13 | X| 12-H_13-H 3,13 | X|12-H_13-H 2,87 | X
13-H_13-HB2 | 2,30 13-H_13-HB2 2,39 13-H_13-HB2 1,94 13-H_13-HB2 | 2,47
13-H_13-HB3 | 2,69 13-H_13-HB3 2,65 13-H_13-HB3 3,03 X[13-H 13-HB3 | 2,92 | X
13-H_13-HA 2,95 | X|13-H_13-HA 2,91 | X|13-H 13-HA 2,81 | X|13-H_13-HA 2,89 | X
13-HB2_13- X

HA 2,67 13-HB2_13-HA | 2,58 13-HB2 _13-HA | 2,83 13-HB2_13-HA | 2,54
13-HB3_13- X X X X
HA 3,02 13-HB3 13-HA | 2,99 13-HB3 13-HA | 3,07 13-HB3 13-HA | 2,98
13-HD1_13- 13-HD1_13- 13-HD1_13-

HE1 2,45| |HE1 2,45 13-HD1_13-HE1 |2,39 HE1 2,53
13-HD1_13- 13-HD1_13- 13-HD1_13- X
HB2 235| |HB2 2,16 13-HD1_13-HB2 | 2,15 HB2 3,71
13-HD1_13- x| 13-HD1_13- X x| 13-HD1_13- X
HB3 3,53 |7 | HB3 3,54 13-HD1_13-HB3 | 3,21 HB3 2,86
13-H_12-HB2 | 2,24 13-H_12-HB2 2,61 13-H_12-HB2 3,05|X|13-H 12-HB2 | 2,95| X
13-H_12-HB3 | 3,11|X|13-H_12-HB3 2,97 | X[ 13-H_12-HB3 2,62 13-H_12-HB3 | 2,75
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14-HE3 14-

HA 2,16 14-HE3 14-HA | 2,20 14-HE3 14-HA |2,30 14-HE3 14-HA | 2,40
14-HD1_14- 14-HD1_14- 14-HD1_14-

HB2 2,67 HB2 2,67| |14-HD1 14-HB2 |2,48 HB2 2,47
14-HE1_14- 14-HE1_14- 14-HE1_14-

HD1 2,63 HD1 2,66 14-HE1_14-HD1 | 2,55 HD1 2,50
14-HE1 9-HB | 2,94 | X| 14-HE1_9-HB 2,93 | X| 14-HE1 9-HB 3,00 | X|14-HE1 9-HB | 3,17 | X
14-HD1_11- X X X
HA 2,92 14-HD1_11-HA | 2,94 |7 |14-HD1_11-HA |2,80 14-HD1_11-HA | 2,90
14-HZ3 13- 14-HZ3 13- x | 14-HZ3_13-

HB3 2,04 HB3 254 | |14-HZ3 13-HB3 | 3,21 HB3 2,42
15-HG2_15- X X

HA 3,35 15-HG2_15-HA | 2,69 15-HG2_15-HA |2,86 15-HG2_15-HA | 2,71
15-HB2_15- X

HA 2,85 15-HB2_15-HA | 2,66 15-HB2_15-HA | 2,76 15-HB2_15-HA | 2,48
15-HH11_15- 15-HH11_15- 15-HH11_15- x | 15-HH11_15-

HD2 2,20 HD2 2,19 HD2 2,96 HD2 1,95
15-HH21_15- x | 15-HH21_15- 15-HH21_15- x | 15-HH21_15- X
HD2 4,36 HD2 4,52 HD2 4,38 HD2 454
15-HH11_15- 15-HH11_15- 15-HH11_15- 15-HH11_15-

HD3 2,68 HD3 2,68 HD3 2,19 HD3 2,59
15-HH21_15- x | 15-HH21_15- x | 15-HH21_15- x | 15-HH21_15-

HD3 4,67 HD3 427 | ™| HD3 4,48 HD3 4,41
16-H_16-HA2 | 2,85 | X| 16-H_16-HA2 2,89 | X| 16-H_16-HA2 277 16-H_16-HA2 | 2,93 | X
16-H_16-HA3 | 2,45 16-H_16-HA3 2,29 16-H_16-HA3 2,20 16-H_16-HA3 | 2,39
17-H_17-HB 2,50 17-H_17-HB 2,38 17-H_17-HB 2,57 17-H_17-HB 2,57
17-H_17-HA 2,83 | X[ 17-H 17-HA 3,04 | X[ 17-H 17-HA 3,02 | X[ 17-H 17-HA 2,94 | X
17-HG21_17- x | 17-HG21_17- X 17-HG21_17-

HB 3,16 HB 2,97 | 7| 17-HG21_17-HB | 2,33 HB 2,32
17-HG11_17- 17-HG11_17- 17-HG11_17-

HB 2,49 HB 3,00 17-HG11_17-HB | 2,50 HB 2,55
17-HG11_17- ¥ [ 17-HG11_17- x| 17-HG11_17- X
HA 3,74 HA 2,52 17-HG11_17-HA | 3,71 HA 3,02
17-HB 14-HA | 2,87 | X|17-HB_14-HA 2,77| |17-HB 14-HA 282 | X|17-HB_14-HA | 2,58
18-H_18-HA 2,91 | X|18-H_18-HA 2,94 | X|18-H 18-HA 2,81 | X|18-H 18-HA 2,88 | X
18-H_17-HB 282 |X|18-H 17-HB 2,90 18-H_17-HB 2,71 18-H_17-HB 2,86 | X
18-HD11_18- 18-HD11_18- 18-HD11_18- 18-HD11_18-

HG12 2,63 HG12 2,39 HG12 2,20 HG12 2,39
18-HA_18- x | 18-HA_18- x| 18-HA_18-

HG12 2,82 HG12 2,97 | 7| 18-HA 18-HG12 | 2,86 HG12 2,80
18-HA_18- 18-HA 18- 18-HA_18-

HG13 2,38 HG13 2,29 18-HA 18-HG13 |2,24 HG13 2,29
18-HA_18-HB | 2,38 18-HA_18-HB 2,66 18-HA_18-HB 2,59 18-HA_18-HB | 2,48

En la tabla 1 se pueden ver comparativamente los resultados del cumplimiento de las restricciones de

los casos que arrojan mejor resultado. En las columnas se pueden leer los atomos involucrados,

usando la nomenclatura del sistema pdb para cada hidrégeno, también se incluye la distancia que

calcula el programa que hay entre ellos y finalmente si es o no superior a la determinada por la

restriccion usada. Pese a los incumplimientos, en ningln caso aparecen discrepancias importantes

entre los valores. Por lo que las condiciones que se podian proponer sobre las interacciones entre

residuos a partir de RMN son bastante respetadas por la simulacién.
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Como se puede ver, el cumplimiento es aceptable, pese a que se pueden ver varios casos en los que
estas restricciones no llegan a cumplirse. Pese a ser por diferencias muy pequeiias a una escala tan
minuscula, quiza se pueda achacar a la relajacién que se ha necesitado establecer en las restricciones
para asegurar que no interfieran con las propiedades que el programa hace cumplir a la muestra por
las condiciones que puedan establecerse a los grupos presentes de acuerdo a la biblioteca del

programa.
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6. Consideraciones de mejora y propuestas de futuro

Seria recomendable repasar algunos conceptos que permitirian afinar mejor el proyecto o que con

un alcance mayor podrian cubrirse para obtener mas informacion.

En primer lugar, un paso que se puede plantear dentro de lo que podria cubrir el proyecto es la

simulacién en un medio mas cercano a la realidad.

Es decir, la propuesta de utilizar una topologia mas compleja que representase una membrana
celular. Esto se propone al tratarse de un péptido que tendria que ejercer su funcién en la
membrana, de manera que hacer una simulacién con la estructura obtenida introducida en el

entorno celular podria dar una representacion mas realista del caso.

En el cdlculo de disolvente implicito se pretende estimar en la medida de lo posible una situacién
realista del entorno de trabajo del péptido, pero las simplificaciones que este tipo de atajos implica

siempre dard lugar a resultados menos ideales.

La razén de excluir esta opcién retorna al problema discutido a lo largo del texto varias veces, una
simulacién asi supondria utilizar herramientas que alargan el tiempo de simulacién destacablemente.
Es decir, que sin contar con una maquina mas potente es poco recomendable tratar esa opcion.
Como ya se ha visto, hay que escoger un compromiso entre recursos y resultados, y asi se ha
planteado, considerando que los resultados obtenidos de adecuan a lo que se pretendia con las

condiciones utilizadas.

Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de estudiar con mas detenimiento la evolucion del
péptido. Pese a que los resultados de distancias en minimos cuadrados parecen indicar una
estructura mds o menos similar a lo largo de la simulacién, y por tanto el caso final se ha aceptado

como correcto, no se puede decir que sea una estructura completamente rigida y perfecta.

Por ello, hacer una observacidon mas exhaustiva de cada paso de simulacién podria llevar a obtener

un resultado mds generalmente correcto.

Lo que esto quiere decir es la posibilidad que existe de hacer grupos, o clusters, de fotografias de la
estructura que contengan una similitud en alguna caracteristica, para encontrar la predominante y

trabajar con ella.

Sin embargo, dentro del planteamiento del proyecto, los resultados son suficientemente adecuados,

y la variacién aceptablemente baja como para aceptar el resultado obtenido de la simulacién.
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En este caso, la propuesta se trata de un trabajo a posteriori, un tratamiento de los datos que

también alargaria el tiempo establecido, y que no se ha valorado en la realizacién del trabajo.

Por otro lado, los resultados obtenidos tienen un recorrido posterior, ya fuera del alcance del

proyecto.

En este texto se ha cubierto la parte computacional, un proceso de simulacién de unos resultados
extraidos en un proceso experimental, pero esto no es mas que un paso en la cadena de la

investigacion.

La estructura obtenida no es mas que una primera solucion, obtenida aplicando una serie de
condiciones y calculos que no se podrian aplicar de forma manual, no al menos en un tiempo realista,
para comprobar unas ideas e hipdtesis extraidas de los experimentos y completando las partes que

no se han podido ni prever.

A partir de la estructura, se tendran que plantear etapas nuevas, como podria ser la mejora del
péptido para que cumpla mejor su funcion, quiza intentando cambiar alguin fragmento de residuos, o

teorizar sobre qué es lo que realmente estd logrando que la molécula sea funcional.

Durante todo el proceso de trabajo con la molécula, se establecen hipdtesis que la simulacion y la
experimentacién pueden apoyar o desbancar, pero en muy pocas ocasiones se podra decir que no

dejan lugar a dudas respecto a la validez de las teorias que se puedan generar.

Por todo ello, es necesario establecer un sistema de trabajo continuado, siempre intentando afinar

los resultados, pero siendo consciente del equilibrio que debe existir con los recursos disponibles.
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7. Analisis del impacto ambiental

Al tratarse de un trabajo principalmente computacional, el impacto medioambiental del mismo sera

de una magnitud previsiblemente baja.

Las emisiones a considerar en el transcurso de un proyecto asi derivan del uso de maquinas que
funcionan continuamente consumiendo electricidad. Por ello, serd la huella de esta energia eléctrica

la que desemboque en un impacto negativo para el ambiente.

Para cuantificar este efecto, se valora el uso de potencia de las maquinas de célculo, y se relaciona

esto con la huella de carbono.

Cada maquina se puede considerar que usa unos 1,2 kWh considerando que trabaja las 24h del dia. A

esto se le afiaden unos 0,15 kWh de la pantalla del ordenador utilizado.

Si se considera que el proyecto se realiza a lo largo de 6 meses, eso implica un coste energético de

unos 1107 kWh, considerando que se utilizan 4 maquinas de cdlculo ademds del ordenador personal.

Considerando que la fuente de energia sea el gas natural, esta fuente de emisién desemboca en
0,201 kg CO./kWh [12].

Aplicando directamente la conversion, se puede establecer la huella de carbono del proyecto en

222,5 kg CO; equivalente.
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Conclusiones

A continuacién, se presentan brevemente las conclusiones que he podido extraer a lo largo de la

experimentacion.

La dinamica molecular permite hacer estimaciones muy interesantes de fendmenos que resultaria
imposible observar con el ojo humano directamente, y todas las mejoras que se han ido realizando a
lo largo de los afios para facilitar la valoracion tanto analitica como gréfica facilitan emplear una

herramienta tan potente en tantos ambitos de la investigacion.

Contando con la experimentacién se puede llegar a establecer hipdtesis muy validas del
comportamiento de una molécula. Ademas, es de la Unica manera en la que se pueden llevar a cabo

ensayos sobre la efectividad de una estructura funcional.

AMBER, como herramienta para la investigacion mediante ingenieria molecular, ofrece una gran
cantidad de opciones, y en este proyecto sélo he llegado a entrar en los primeros eslabones de lo que
contiene. Sin embargo, empezar a trabajar con estos programas ya da una cierta soltura a la hora de

manipular érdenes, y ganar consciencia de lo que se quiere conseguir y como con su utilizacién.

Es importante valorar poco a poco lo que los resultados reflejan para poder reaccionar durante el
proceso a posibles errores del programa o de la introduccidn de datos. Una clara ventaja del trabajo
computacional es la posibilidad de repetir facilmente una experiencia, o de detenerla a medio
camino y reemprenderla variando alguna condicién. Esta capacidad se ha de aprovechar para reducir

el trabajo necesario y controlar los recursos, principalmente temporales, que se tengan que invertir.

Aunque el trabajo tedrico computacional tiene una gran libertad y permite realizar una gran variedad
de célculos y ensayos, poder contar con elementos extraidos de trabajos empiricos ayuda a afinar el
proceso de célculo, y facilita en gran medida tanto la aplicacidn como la interpretacién de los pasos

seguidos por el ordenador.

Sabiendo también la representacién real que tiene el caso de estudio, es mas sencillo establecer el

caso con el que trabajar, ya que contar con una referencia permite establecer un paralelismo.

Los resultados obtenidos han sido bastante aceptables, y poder superar algunos de las

complicaciones surgidas me ayuda a valorar con mejor precision el resultado final.

En resumen, creo que he aprendido, al menos a modo introductorio, a utilizar unas herramientas de
un calibre inmenso en el mundo de la investigacion, y que hasta este momento no habia llegado a

emplear.
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Analisis econdmico

El coste econdmico de este proyecto en particular es relativamente reducido, ya que cubre un paso

puramente tedrico de un proceso investigativo.

En todo caso, el coste podria dividirse en el personal y el de equipamiento

Coste personal

En primer lugar, se considera el coste de un ingeniero quimico que realizard los ensayos, asi como el

de un segundo ingeniero que dara apoyo durante el proceso.

Para ello, se les asigna un sueldo, considerando un proyecto que consta de 360 horas. Con un valor

de 8 euros/hora, esto queda en 2880 euros por empleado.

Coste equipos

Por otro lado, se tiene el coste energético de tener a los equipos trabajando continuamente, asi que
se les puede considerar un coste de electricidad de 0,13 euros/kWh. Esto aplicado al calculo ya

reflejado en el impacto ambiental lleva a un coste de 144 euros.

Costes software

Para acabar, hay que considerar el coste de las licencias de uso de los programas que hacen falta para

poder trabajar con la dinamica molecular.

El coste de la licencia se puede establecer en 400 euros anuales, de modo que en lo que respecta a

este proyecto, se le asignan 200 euros como coste.
En total, el valor asignado se establece en 3224 euros.

El presupuesto sera de tres mil doscientos veinticuatro euros.
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