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Resum 

El treball d’enginyeria amb biomolècules implica enfrontar-se a elements d’una magnitud molt petita, 

però d’una elevada complexitat. Per a poder observar el seu comportament d’alguna manera, és 

habitual recórrer a les eines de càlcul que les noves tecnologies posen a la disposició de les persones 

en l’actualitat. 

La dinàmica molecular permet establir estimacions del comportament de les molècules a partir d’una 

sèrie de paràmetres sobre les seves propietats i les del seu entorn. 

En aquest projecte es recull l’ús d’AMBER, un paquet de programari per a la dinàmica molecular. El 

cas d’estudi central és un pèptid obtingut d’una experimentació empírica prèvia enfocada a obtenir 

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

La intenció d’aquest treball és determinar l’estructura secundària que adoptarà aquest pèptid, és a 

dir, la forma en la que es plegarà, en el moment de trobar-se al medi on durà a terme la seva funció. 

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 anàlisi d’RMN, ressonància 

magnètica nuclear, sobra la mostra experimental per a precisar els resultats i facilitar la interpretació 

dels mateixos. 
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Resumen 

El trabajo de ingeniería con biomoléculas implica enfrentarse a elementos de una magnitud muy 

pequeña, pero de una complejidad elevada. Para poder de alguna manera observar su 

comportamiento, es habitual recurrir a las herramientas de cálculo que las nuevas tecnologías ponen 

a la disposición de las personas actualmente. 

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

parámetros sobre las propiedades de las moléculas y su entorno. 

En este proyecto se recoge el uso de AMBER, un paquete de software para la dinámica molecular. El 

caso de estudio central es un péptido obtenido de una experimentación empírica previa enfocada a 

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

La intención de este trabajo es determinar la estructura secundaria que adoptará este péptido, es 

decir, la forma en la que se plegará, al encontrarse en el medio donde deberá desarrollar su función. 

Para ello, se llevan a cabo varias simulaciones con determinados cambios de condiciones para 

intentar discernir la mejor. Además, se aprovechan los resultados arrojados por un análisis de RMN, 

resonancia magnética nuclear, sobre la muestra experimental para precisar los resultados y facilitar la 

interpretación 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. Motivación 

La elaboración de este proyecto surge de mi propio interés en entrar, aunque sea de manera 

superficial, en un mundo de investigación que pese a haber visto introducido durante mis años de 

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

A raíz de ello, poder colaborar un mínimo a la resolución de un problema que un grupo de 

investigación lleva tiempo trabajando en resolver supone una gran ilusión y me permite tener un 

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

Poder compartir despacho con compañeros y profesionales con más experiencia que yo en el campo 

me permite poder aprender muchas cosas sobre la forma de llevar a cabo las labores que mi 

formación me permite desempeñar. 

1.2. Requisitos previos 

Este proyecto en particular, supone una continuación a una parte empírica que se presentará más 

adelante. A partir de los resultados obtenidos experimentalmente en un laboratorio, se utilizan bases 

teóricas para estimar y proponer el comportamiento que una molécula tendrá 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. Introducción 

2.1. Objetivos del proyecto 

El objetivo de este proyecto es obtener una estructura válida para una molécula con la que se ha 

trabajado experimentalmente para inhibir el VIH, o virus de la inmunodeficiencia humana, utilizando 

herramientas de simulación de dinámica molecular. Para llegar a este objetivo global, se deberá 

pasar por objetivos más definidos y que se presentan a  continuación: 

• Entender los conceptos básicos de la dinámica molecular y su uso en la evaluación 

teórica del comportamiento de moléculas. 

• Valorar los resultados previos de un artículo científico sobre la experimentación en 

ingeniería molecular. 

• Aprender a utilizar una herramienta con muchos recursos en la ingeniería molecular, 

en este caso, AMBER. 

• Razonar los resultados obtenidos a partir de estos ensayos. 

• Introducir los resultados experimentales en los parámetros de trabajo para facilitar 

el trabajo teórico. 

• Proponer las condiciones más adecuadas para llevar a cabo la simulación. 

• Determinar la validez de los resultados finales obtenidos. 

2.2. Alcance del proyecto 

Este proyecto abarcará el proceso de simulación de la dinámica molecular de un péptido a partir de 

un estado inicial sin definir. 

Para ayudar al establecimiento de los procedimientos a seguir, se incluye la presentación del trabajo 

realizado previamente de forma experimental, pero no se entrará en detalle, ya que se trata de una 

experimentación a cargo de otro equipo de trabajo.  

Esos resultados sí que serán utilizados para acotar el proceso de simulación 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 tratará más allá de la definición de la 

estructura. 
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Sí que se cubrirá el análisis de la disposición del péptido obtenido y la discusión de la propia 

estructura y su viabilidad. 

Los resultados obtenidos podrán ser utilizados posteriormente para pasar a simulaciones o 

experimentaciones más centradas en el comportamiento real del péptido al llevar a cabo la función 

que se espera lleve a cabo. 

En un apartado posterior se tratarán posibles caminos de mejora en lo que a la simulación en sí se 

refiere, y que podrían mejorar los resultados y las conclusiones, pero que no se considerarán a lo 

largo de este trabajo. 
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3. Base teórica 

Dado que este proyecto se basa en la aplicación de la dinámica molecular para estimar la estructura 

conformacional que adoptará un péptido, lo primero es repasar las bases de esta línea de estudio. 

3.1. Introducción a la dinámica molecular 

La dinámica molecular es un campo de estudio que valora los movimientos físicos que padecen 

átomos, y por extensión moléculas. Se basa en la interacción que estos grupos padecen a lo largo de 

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

La evolución de esta dinámica 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 línea de investigación se sitúan en los años 50, y sigue siendo hoy una gran fuente 

de información para los campos de la ingeniería molecular o la físicoquímica [1]. 

En este caso particular, es de interés el uso que se le puede dar a la dinámica molecular en el proceso 

de simulación y modelado de biomoléculas. El uso de los métodos numéricos facilita el proceso de 

análisis de sistemas que incluyen un número destacablemente alto de elementos. Analizar tantas 

partículas supondría una tarea imposible de no contar con la ayuda de sistemas computacionales. 

Sin embargo, hay que  considerar que al trabajar con las estimaciones teóricas de un programa 

mediante algoritmos y parámetros, es prácticamente 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 

número de etapas, y los errores que puedan aparecer no hacen más que acumularse. 

Esta consideración 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 cálculo. 

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 erróneo y cómo hacer para solucionarlo. 

La dinámica molecular en sí partía del éxito que suponían las simulaciones de Monte Carlo, estos 

procesos utilizaban la aleatoriedad para solucionar problemas deterministas en principio. Estos 

cálculos se pueden utilizar para solucionar cualquier problema con una interpretación probabilística. 
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Los problemas surgidos de este tipo de consideraciones vienen del problema que supone la 

necesidad de utilizar un tan alto número de valores aleatorios. 

A partir de esas primeras estimaciones aplicadas a problemas en ámbitos tan variados como la física 

o la bioquímica, se pulieron los procesos que llevan a los métodos empleados actualmente, pero que 

no dejan de lado la raí que tenían en esos primeros pasos de la rama. 

Debido a ese peso que conllevan las simulaciones y su exigencia computacional, el punto quizá más 

importante es hacer un correcto diseño 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 continuación se verá un poco como estas consideraciones se han de hacer. 

3.1.1. Esquema de la dinámica molecular 

Como se ha dicho, entonces, la dinámica molecular es un proceso iterativo, en el que a partir de unas 

condiciones iniciales se aplican unas valoraciones, unos parámetros y unos procesos de cálculo para 

llegar a un resultado. Cada paso de la simulación genera un estado y el proceso puede seguir 

indefinidamente, de manera que es el usuario el que debe determinar cuál es el punto de partida y 

cuál 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 dinámica molecular. 

Como se puede ver, a partir de un estado inicial, el programa ha de estimar una evolución, y 

analizando la situación que genera la propuesta, establecer correcciones en las estimaciones 

posteriores. 
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Figura 3-1 Esquema simplificado del algoritmo para dinámica 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 
simulación.  

Estos cálculos trabajan para obtener una situación favorable de acuerdo a las condiciones que se 

proponen, que para el caso de interés, se trata de la minimización de la energía que tiene un sistema. 

Sin embargo, no son unos procesos que lleven a una solución particular, simplemente tratan de 

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

Lo que lleva a definir esta valoración es el hecho de que la simulación podría hacerse de manera 

indefinida, y el proceso seguiría aportando cambios para intentar mejorar su resultado. Es por eso 

que hay que ser consciente del lugar al que se quiere llegar con esta experimentación, ya que es el 

estudio de los resultados y la capacidad de definir si se ha solucionado la problemática lo que permite 

establecer un estado como solución válida del caso.  
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3.1.2. Restricciones de diseño 

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 experimentación hay que respetar unas restricciones, que no sólo afectan a la 

persona que procede a realizarla, sino también al equipo involucrado. El tamaño de la simulación, el 

salto temporal que representa cada paso, así como el tiempo total de simulación deben establecerse 

para no implicar un tiempo excesivamente largo de simulación. 

Este tiempo de trabajo queda sujeto a las capacidades del equipo computacional. 

La conclusión 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 proteínas y ADN, por ejemplo, usan simulaciones que pueden ir 

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

La carga más pesada en una simulación clásica es el estudio de la energía potencial extraída como 

función de las coordenadas de las partículas. Y a falta de ese cálculo, el aporte energético de enlaces 

no covalentes. 

La solución a estos costes de recursos se halla en el uso de protocolos que facilitan la valoración de 

estos parámetros, como son por ejemplo el uso de métodos correctos de cutoff, es decir, de 

establecimiento de límites a la hora de analizar interacciones entre partículas del sistema. 

En cuanto al salto temporal entre pasos de interacción, es importante definirlo de manera que no 

suponga una fuente de errores debido a la discretización del sistema. El tiempo que se establezca en 

este valor indicará el tiempo que habrá pasado entre dos momentos en los que el cálculo evaluará el 

potencial del sistema. 

El concepto a considerar para que esto no ocurra y la simulación se consideré válida, es decir, 

continua, es la mínima velocidad de vibración del sistema. En este caso, el elemento que aporta este 

limitador es el hidrógeno. La vibración de los átomos de hidrógeno restringe el cálculo a saltos de un 

femtosegundo. 
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Para subsanar un poco este problema, es habitual usar algoritmos restrictivos. El algoritmo SHAKE 

restringe la vibración de los átomos de hidrógeno, esto permite por lo tanto aumentar el tiempo 

entre simulaciones. 

Por otro lado, en lo que afecta a la simulación de biomoléculas, la simulación del solvente también es 

una fuente de carga computacional importante. La determinación de la caja en la que se trabajará 

implicará el uso de un número muy variable de partículas. El solvente introduce una cantidad de 

moléculas muy alta al sistema, lo que lleva a que se requieran un número igualmente escalado de 

cálculos y valoraciones en cada etapa y cada una aporta un coste de simulación. 

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

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

Sin embargo, como ya se ha dicho anteriormente, todos estos métodos de simplificación de cálculo 

suponen un empeoramiento, más o menos importante, de la calidad de la simulación. De manera 

que hay que ser consciente de la necesidad que existe en la afinación 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 dinámica 

molecular. 

Un campo de fuerza son un conjunto de funciones y parámetros que permiten calcular esa energía 

potencial que contiene el sistema. 

La figura 3.2 muestra un esquema de las diferentes consideraciones a tener para la energía que 

tienen los átomos de un sistema. Todos estos conceptos se deben introducen en las valoraciones del 

campo de fuerza para determinar la energía global [4]. 
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Figura 3-2 Modelos moleculares (Fuente: Jiahao Chen) 

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

partículas como aquellos que no involucran enlaces. 

Además de las funciones de cálculo de potencial, como se ha visto, también se incluyen parámetros 

específicos para diferentes tipos de átomos, enlaces, etcétera. 

Estos parámetros se suelen establecer de manera empírica y permiten diferenciar distintos átomos 

en función por ejemplo del grupo funcional que ocupen. 

De nuevo, hay que tener en cuenta la limitación que supone trabajar con un conjunto de condiciones 

que se obtienen de manera empírica, y que se aceptan para después hacer estimaciones y cálculos 

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

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 evolución y estudio al tratar con la dinámica molecular. Es por eso que buscar un 

campo de fuerzas que se adecue a la simulación que se quiere desarrollar no es una tarea fácil, no 

sólo 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 

cálculos. 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 informático 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 parámetros identificados 

con el nombre de ff99, haciendo referencia al tipo de información contenida y el año de su definición. 

El contenido del paquete incluye una serie de programas que permiten desarrollar la simulación, 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 simulación. Permite definir los parámetros que 

se usarán en el caso de estudio, así como la estructura de la molécula de interés, y la situación del 

medio, permitiendo establecer por ejemplo el solvente que considerará. 

Este paso también da más libertad en otros aspectos de la simulación, permitiendo introducir 

cambios en una estructura ya generada o introducir cargas libres con el objetivo de neutralizar la 

muestra antes de pasar a la simulación 

3.3.2. SANDER 

SANDER es el programa básico de simulación, Simulated Annealing with NMR-Derived Energy 

Restrints. Permite llevar a cabo la minimización energética de la dinámica y ofrece una gran cantidad 

de opciones. 

Este es el paso que permite determinar las condiciones de la simulación. Aquí por ejemplo se 

definirán los tiempos de simulación y los saltos temporales, así como la temperatura o las 

condiciones de presión o temperatura a la que se someterá la muestra. 

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

simulación, particularmente las extraídas 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 

simulación. Con esta función se puede extraer las distancias entre átomos o extraer fotografías de 

momentos de la simulación. 

3.3.4. Otras funcionalidades 

El paquete AMBER contiene más funciones que permiten trabajar en casos con necesidades 

específicas, como la posibilidad de realizar rápidas simulaciones en solvente implícito a partir de un 

punto en particular de otra simulación utilizando MM-PBSA. 

Además incluye funcionalidades internas, por ejemplo NAB, que facilita la manipulación de proteínas 

y ácidos nucleicos allí donde una descripción a nivel atómica 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 elección de AMBER por su disponibilidad no la convierte en la única ruta a seguir, y diferentes 

necesidades en el ámbito de la dinámica molecular implicará la necesidad de utilizar otros paquetes 

más acordes a cada una. 

No sólo eso, hay que considerar que el propio paquete AMBER se encuentra en continuo estudio y 

mejora, aunque la información 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 dinámica molecular. 

3.4. Resonancia Magnética Nuclear 

La resonancia magnética nuclear, NMR, es un fenómeno físico, y que surge de la absorción y 

reemisión de radiación electromagnética por parte de los núcleos atómicos.  

Es una técnica destacada en la determinación de la estructura de compuestos orgánicos. Requiere 

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

El núcleo de los isótopos de muchos elementos tienen un spin característico, los más interesantes 

son el hidrógeno 1, el carbono 13 y el fósforo 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 energía al átomo, que interactúa con las cargas en su rotación. 
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A pesar de tratarse del mismo elemento, no todos los hidrógenos resuenan de la misma manera, esto 

se debe a que los enlaces en los que se encuentran involucrados hacen variar ligeramente su 

comportamiento. 

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

En la figura 3.3 se ven ejemplos de señales de RMN. A diferencia de otros métodos analíticos, las 

señales no se encuentran en puntos específicos del espectro, es decir, para poder interpretarlas 

correctamente, hay que recurrir al uso de una referencia. Para ello se requiere un compuesto fácil de 

eliminar, con una señal única 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 orgánico a partir de las señales que otorgan sus átomos de 

hidrógeno. 

La fuerza de las señales, además, permite determinar la cantidad proporcional de un cierto tipo de 

hidrógeno, es decir, si en una molécula se encuentran el doble de hidrógenos de un tipo, A, que de 

otro tipo, B, la señal que aporte A tendrá el doble de intensidad que la de B. La presencia de otros 

átomos de hidrógeno también afecta a la señal obtenida. El efecto magnético que hay entre ellos 

puede crear una duplicidad en las señales. Este efecto solo se da si la separación entre átomos no es 

muy grande, por lo que también sirve para determinar la posición de los grupos funcionales en la 

cadena. 



  Memoria 

14   

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 

átomos relativamente próximos sufren lo que se conoce como relajación cruzada [8]. 

En este estudio, una representación gráfica de dos ejes aporta información sobre las interacciones 

cruzadas que los picos de señal de un NMR sufren. 

Este estudio puede hacerse con núcleos de manera individual, esto se hace seleccionando 

resonancias particulares y estudiando el efecto de las señales a esa resonancia. Es una versión más 

rápida del estudio, pero solo da información sobre ese punto específico. 

Con estos datos, se puede estimar la distancia que se encuentra entre dos átomos, ya que al tratarse 

de una señal que se genera entre átomos cercanos, su intensidad dependerá en parte de lo cerca que 

se encuentren.  

Así, se puede determinar la posición relativa de dos átomos según la señal que se obtenga. 
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4. Procedimiento experimental 

Una vez preparadas las herramientas de trabajo que se emplearán 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 continuación se expone un resumen del trabajo realizado por el equipo de investigación. 

4.1. Determinación del péptido de estudio 

El artículo de M.J. Gómara, V. Sánchez-Merino, A.Paús, A. Merino-Mansilla, J.M. Gatell, E. Yuste e I. 

Haro [9] incluye los hallazgos experimentales de la búsqueda del péptido adecuado para cumplir el 

cometido establecido. 

El interés creciente por inhibidores que eviten la entrada del VIH en la célula como agente vírico 

empuja a realizar procesos experimentales como el tratado. Al funcionar antes de la entrada a la 

célula, su comportamiento sería comparable al de la vacunación.  

La mayoría de los péptidos sintéticos que se estudian para actuar en esta fase se derivan de dominios 

de la glicoproteína gp41 del VIH-1. El objetivo es impedir la formación de la estructura final de esta 

proteína. Los péptidos son moléculas capaces de interaccionar con las proteínas por su capacidad de 

replicar el comportamiento de las mismas y atacar grandes superficies.  

Gracias a las modernas técnicas de manipulación de la molécula de manera precisa modificando la 

estructura primaria mediante ingeniería de proteínas, se pueden mejorar las propiedades de estas 

moléculas más allá de lo que podrían ofrecer en su estado más básico de obtención. 

A partir del estudio de la proteína 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 proteína GBV-C E1 frente a VIH-1, 

obteniendo péptidos que representan los fragmentos más activos, y que por lo tanto podrían realizar 

la función buscada. 

Mediante el cultivo celular se valoró la capacidad inhibidora de los péptidos evaluados. 
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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 experimentación. 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 función 

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 aminoácidos siguiente: 

 WILEYLWKVPFDFWRGVI 

O lo que es lo mismo: 

Triptófano – Isoleucina – Leucina -Ácido glutámico – Tirosina – Leucina – Triptófano – Lisina – 

Valina – Prolina – Fenilalanina - Ácido aspártico – Fenilalanina – Triptófano – Arginina – 

Glicina – Valina - Isoleucina 

De aquí en adelante, en este proyecto se hará 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, así que el siguiente paso es estimar la conformación que 

este utiliza al estar en el punto de acción. 

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

encontrará el péptido, y a partir de ahí valorar su comportamiento. 

Sin embargo, esta simulación se puede facilitar apoyándose en las premisas que se pueden extraer de 

la observación experimental. Así, un estudio de NMR otorga unos datos que ya permiten hacer 

suposiciones sobre la conformación del péptido. Y no sólo eso, además se puede utilizar esta 

información para establecer unos límites y restricciones al proceso de simulación. 

Como ya se ha visto previamente, las herramientas de simulación son potentes y permiten llegar a 

estudiar muchos casos y variaciones, pero también suponen un coste en tiempo considerable, y 

siempre se trata de aplicación de teorías. Utilizando restricciones adicionales, se reduce el tiempo 

que se requiere generalmente para llegar a un resultado satisfactorio, y además suponen una ayuda 

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

También es cierto que se debe ser cuidadoso con el establecimiento de las restricciones, ya que un 

error al definirlas implica un error de cálculo que el programa probablemente no sea capaz de 

detectar. 

Ahora se mostrarán las vías de cálculo usadas para llegar a la conformación del péptido. 
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4.2. Cálculo de muestra en agua sin restricciones 

Para ver el proceso a seguir, se lleva a cabo una simulación en agua de un péptido pequeño. Las 

simulaciones explícitas en agua requieren un tiempo muy elevado, ya que la simulación de cada 

molécula de agua implica un coste alto, así que con muestras pequeñas se reduce la necesidad de 

recursos que exige. 

A continuación se desglosa el proceso seguido paso a paso para que la presentación de los casos de 

estudio sea más ágil en este informe. 

4.2.1. Preparación de la muestra  

Para poder establecer la estructura del péptido y el contenido de la caja que conforma el entorno de 

simulación, se utiliza el siguiente script: 

source leaprc.ff99SB 
set default pbradii mbondi2 
 
#loadAmberParams frcmod.chcl3 
 

WILEY = sequence {NTRP ILE LEU GLU TYR LEU TRP LYS VAL PRO PHE ASP PHE 

TRP ARG GLY VAL ILE NME} 
AddIons WILEY  Cl- 1 
 
SolvateBox WILEY TIP3PBOX 15.0 1.8 
 
Check WILEY 
Desc  WILEY 
 
SaveAmberParm  WILEY WILEYwatmod.top  WILEYwatmod.crd 
SavePdb WILEY  WILEYwatmod_leap.pdb 
 
quit 

Con este script el programa crea la topología de un péptido con los aminoácidos indicados, metilando 

el extremo C-terminal. A continuación, se establecen las dimensiones de la caja, además del 

disolvente con el cual se lleva a cabo la simulación, que en este caso al tratarse de agua se utiliza uno 

de los estándares de la librería de AMBER para el caso.  

Es también aquí cuando se establece el campo de fuerzas a usar, y la elección se hace usando el más 

actualizado que ofrece la versión utilizada de AMBER. Además, la bibliografía apoya su uso en el 

ámbito de la simulación con péptidos, por lo que su uso parece razonable [10], [11]. 

La herramienta de AMBER, como se ha visto es LEaP. 
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Esta es la etapa de preparación que se ha presentado previamente. A partir del resultado de estos 

procesos, se puede pasar a continuación con la minimización.  

4.2.2. Minimización energética 

El proceso de minimización se realiza en pasos, lo cual facilita la posibilidad de extraer valores, 

simplifica el proceso de reinicio en caso de error durante la simulación, y permite recortar el tiempo 

de cálculo fácilmente en caso de sobrepasar el suficiente. Así, con un solo script se puede alargar o 

acortar la simulación simplemente generando o eliminando los ficheros, y manipulando uno más 

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

El script para la minimización es el siguiente: 

(c) Minimizacion Inh 
 
 &cntrl 
   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 minimización, establecido a partir del número de iteraciones 

del cálculo que se llevarán a cabo, así como el salto temporal que se establece entre cada una de 

estas iteraciones. 

Además de estos conceptos, al programa se le indican las condiciones de la simulación, características 

que se resumen en las líneas preparadas en la orden. 

Una vez preparada la minimización, se considera que la molécula se encuentra en una situación 

energética favorable para la elaboración de una simulación adecuada en una dinámica molecular. 

4.2.3. Dinámica 

Durante este paso, se deben todavía realizar una serie de etapas para preparar la dinámica 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 llevará a cabo un proceso de annealing que 

ofrecerá a la molécula la energía 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 simulación, y además incluye un algoritmo de annealing: 

1-paso heating the system  NTV 
 &cntrl 
     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_ln = 1.0, 
     ntp=0, 
     ntwv=0, ntwe=1000, ntwx=1000,ntwr=1000, 
     ntr=0,ibelly=0, 
 &end 
Simple  annealing algorithm:                                             | 
#                                                                          | 
 &wt type='TEMP0', istep1=0,istep2=10000,value1=0., 
            value2=30.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=10001,istep2=20000,value1=30., 
            value2=60.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=20001,istep2=30000,value1=60., 
            value2=90.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=30001,istep2=40000,value1=90., 
            value2=120.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=40001,istep2=50000,value1=120., 
            value2=150.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=50001,istep2=60000,value1=150., 
            value2=180.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=60001,istep2=70000,value1=180., 
            value2=210.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=70001,istep2=80000,value1=210., 
            value2=240.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=80001,istep2=90000,value1=240., 
            value2=270.,    &end 
 &wt type='TEMP0', istep1=90001,istep2=100000,value1=270., 
            value2=300.,    &end 
Strength of temperature coupling:                                        | 
|#                                                                          | 
|#    steps 0.2        : tight coupling for heating and equilibration       | 
|#    steps 4.0 - 2.0  : slow cooling phase                                 | 
|#    steps 0.5        : somewhat faster cooling                            | 
|#    steps 0.05       : fast cooling, like a minimization                  | 
|#                                                                          | 
  &wt type='TAUTP', istep1=0,istep2=100000,value1=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, así 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 presión constante para equilibrar la muestra, 

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

Los scripts, de manera que sea fácil apreciar las diferencias se encuentran a continuación: 

2-paso Presion constante (b)  NPT 
 &cntrl 
     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_ln = 1.0, 
     tempi=300.0, temp0=300.0, 
     ntwv=0, ntwe=1000, ntwx=1000,ntwr=1000, 
     ntr=0,ibelly=0, 
 &end 
 
3-paso Estabilizacion (c) NVT 
 &cntrl 
     imin=0, irest=1, ntx=5, 
     ntpr=1000, 
     ntc=2,ntf=2, dt=0.002, tol=0.000001, 
     cut = 10.0, 
     ntb=1,igb=0, 
     ntp=0, 
     nstlim=500000, 
     ig=-1 
     ntt = 3, gamma_ln = 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 simulación de la dinámica 

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 minimización, se reitera diversas 

veces para facilitar el proceso de seguimiento y reparación a lo largo de la simulación. El script en 

cuestión no es más que una reiteración del usado en el último paso de estabilización de manera que 

las condiciones energéticas de presión y temperatura vayan evolucionando para que la dinámica 

tenga lugar. 

Con este script, se lleva a cabo un salto de un nanosegundo de simulación, de acuerdo al número de 

iteraciones y el salto temporal que supone cada una de ellas en el proceso de conformación del 

péptido. Así, modulando el número de pasos por los que se somete la molécula, se puede aumentar 

el tiempo de simulación. 

4.2.4. Comprobación de la consistencia de la estructura 

El objetivo del proceso es obtener una estructura que la molécula parezca adoptar al encontrarse en 

la situación en la que llevará a cabo su función. Para ello, el tiempo de simulación necesario puede 

variar. La manera de determinar que se ha llegado a una conformación correcta es observar la 

variación en las distancias que presentan los átomos con sus posiciones originales a partir de un 

cálculo de la diferencia por mínimos cuadrados.  

Para ello se recurre a la herramienta cpptraj, que permite realizar cálculos de análisis de los 

resultados de la simulación.  

Con el siguiente script se obtiene un documento que representa estas distancias para los átomos de 

carbono de la cadena principal: 

AMBERHOME/AmberTools/bin/cpptraj   > ptraj_rmsd.out << EOF 
 
parm pep.top [top1] 
 
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 elección correcta de los átomos 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 aminoácidos haría que estudiar cada átomo diera unos resultados 

aparentemente difíciles de comparar entre ellos para determinar la conformación realmente más 

constante. 

Analizando los carbonos alfa, es decir, los que forman parte de la cadena principal, se reduce el 

número de comprobaciones que se le exigen al programa, y se obtienen lecturas más simples de 

estas distancias, por su reducción en número. Además, los resultados que arroja esta valoración son 

suficientes para estimar el comportamiento de la molécula, de manera que si se mantiene esta 

cadena en la misma posición, se puede considerar que no está moviéndose demasiado, y que por lo 

tanto ha llegado a una situación energéticamente favorable. 

Estas distancias se pueden representar en un programa gráfico para facilitar su valoración, cuando la 

representación de una línea más 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 simulación por computador, es decir, el 

resultado observado es el obtenido por la máquina utilizando un criterio puramente lógico de 

mínimo de energía. Lo que se extrae de esta reflexión, es que el programa lo que observa es que en 

la situación en la que se encuentra la molécula los movimientos leves que realiza no aportan una 

mejora a la energía del sistema, y por lo tanto no varía su posición. Hay que considerar, por lo tanto, 

que quizá no se haya llegado al punto óptimo, ya que se encuentre en un mínimo local. 

En la representación de los resultados, por lo tanto, se debe también estar atento a la posibilidad de 

obtener más 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 simulación ha llegado a un valor constante en el cálculo de las 

distancias, solo para realizar un salto más adelante que la lleva a otra conformación de mínima 

energía a nivel local diferente que presente otra franja constante. 

Estas valoraciones se deberán hacer por tanto de cara a los resultados obtenidos, pudiendo estudiar 

la situación de la molécula en los diferentes momentos en discordia para apreciar qué información 

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

Más allá de esta comprobación, la herramienta tiene capacidad para llevar a cabo otros procesos, 

como establecer las distancias individuales entre átomos de la estructura, que se verá más adelante, 

o la posibilidad de extraer un fotograma de la simulación para poder observarlo con detenimiento y 

sacar conclusiones. 
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4.2.5. Representación del péptido 

A partir de los resultados arrojados por el software usado hasta aquí, se puede pasar al último paso a 

seguir para obtener resultados a estudiar. Se trata de la representación gráfica de la propia 

estructura del péptido. 

Para ello se encuentran múltiples herramientas, por ejemplo, para poder ver una película del proceso 

de plegamiento que ha seguido el péptido durante la simulación, se puede usar el programa VMD, 

que ofrece múltiples opciones de visualización, cambiado la representación de la cadena, del 

disolvente o de algunos enlaces por ejemplo. 

También se cuenta con otros programas de visualización, 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 podrán observar en el apartado de los resultados que 

se incluye más adelante en este informe. 

4.3. Cálculo en cloroformo sin restricciones 

A continuación se expone el caso de una simulación en cloroformo sin restricciones. A partir de los 

resultados en agua, se pueden proponer otros casos de estudio, con el objetivo de tener más 

muestras que valorar y sea más fácil obtener conclusiones del comportamiento que presenta el caso 

según las condiciones. 

El caso de utilizar cloroformo se extrae de considerar que el medio en el que finalmente tendrá que 

estar presente el péptido no puede valorarse en un solvente tan polar como el agua, así, se presenta 

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

Tras preparar el archivo en LEaP, el proceso de simulación es paralelo al caso en agua, ya que es el 

script utilizado por LEaP el que incluye en la topografía la presencia del disolvente. 

source leaprc.ff99SB 
set default pbradii mbondi2 
 
loadAmberParams frcmod.chcl3 
 
WILEY = sequence {NTRP ILE LEU GLU TYR LEU TRP LYS VAL PRO PHE ASP PHE TRP 
ARG GLY VAL ILE NME} 
 
#AddIons  sistema Na+ 0 
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SolvateBox WILEY CHCL3BOX 15.0 1.8 
 
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 parámetros específicos del cloroformo que contiene 

AMBER, accediendo a su librería. 

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

disolvente de propiedades muy distintas al agua. 

Utilizando esta simulación, se puede tener un control del comportamiento del péptido en dos medios 

distintos, lo que facilita la decisión de cómo proceder a continuación. 

4.4. Cálculo en cloroformo con restricciones 

Por la facilidad de simulación, que resulta marginalmente mejor utilizando el caso del cloroformo, y 

por los resultados positivos obtenidos con su simulación libre, el siguiente paso es introducir las 

restricciones extraídas del análisis 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 hidrógenos según la señal 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 hidrógenos, mientras que los débiles indican que 

su relación es mínima. El caso más problemático lo presentan los NOEs medios, estos valores pueden 

hacer referencia a hidrógenos que se encuentran a una distancia no muy grande, pero tampoco lo 

suficientemente cercana como para aumentar la intensidad de esta señal. 

A continuación una estimación de la relación entre la intensidad de los NOEs y la distancia entre los 

átomos involucrados: 

 NOE fuerte: menos de 2,8 Å 

 NOE medio: hasta 3,8 Å 
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 NOE débil: más de 3,8 Å 

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

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

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

experimental. 

Para introducir estas restricciones se vuelven a utilizar scripts análogos 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 información de las restricciones que se 

quieren aplicar. Para ello, y por la dificultad de preparación 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 será pasado por un traductor para obtener el documento compatible con el 

programa. 

A continuación, 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 HE1 1 TRP HD1 2.8 
1 TRP 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 GLU HN 4 GLU HB2 2.8 
4 GLU HN 4 GLU HB3 2.8 
4 GLU HN 4 GLU HG2 2.8 
4 GLU HN 4 GLU HG3 2.8 
4 GLU HN 4 GLU HA 2.8 
 
5 TYR HN 5 TYR HB2 2.8 
5 TYR HN 5 TYR HA 2.8 
5 TYR HE 5 TYR HD 2.8 
5 TYR HD 5 TYR HB2 2.8 
 
8 ILE HN 18 ILE HA 2.8 
18 ILE HN 17 VAL HB 2.8 
18 ILE MD 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 
#2 ILE MD 2 ILE HA 3.8 
#2 ILE MG 2 ILE HA 3.8 
#2 ILE HG12 2 ILE HA 3.8 
#2 ILE HG13 2 ILE HA 3.8 
#2 ILE HN 3 LEU HN 3.8 
#2 ILE MG 3 LEU HB2 3.8 
#2 ILE MG 3 LEU HB3 3.8 
#2 ILE HN 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 GLU HN 5 TYR HB2 3.8 
#4 GLU HN 5 TYR HB3 3.8 
#4 GLU HG3 7 TRP HB3 3.8 
# 

Y después de pasar por un traductor: 

 1 TRP HE1 1 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 
 
 1 TRP HD1 1 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 HB2 3 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 
 
 3 LEU HB3 3 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 GLU HN 4 GLU HB2 2.8 
 &rst 
  ixpk= 0, nxpk= 0, iat=  66,  70, r1= 1.30, r2= 1.80, r3= 2.80, r4= 3.30,  &end 
 

Además, en los scripts de la dinámica se requiere un concepto adicional, expuesto a continuación: 

3-paso Estabilizacion (c) NVT 
 &cntrl 
     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_ln = 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,value1=0.1,value2=1.0, &end 
#  &wt type='REST', istep1=4001,istep2=5000000,value1=1.0,value2=1.0, &end 
  &wt type='END'  &end 
  LISTOUT=POUT 
  DISANG=RST.dist 

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

restricciones definidas.  

El paso importante ahora es definir qué se introducirá como restricción, debido a la diferencia en 

intensidad de las señales, y la inexactitud del valor en distancia que cada una representa, es difícil 

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 señales. La obtención de la información se ha hecho 

mediante el resultado de una interacción entre la reacción de dos átomos a la resonancia magnética. 

Esta experimentación otorga resultados según la conformación que tiene la molécula, pero hay 

comportamientos que podrían alterar ligeramente el resultado. Por ejemplo, movimientos de 

rotación podrían hacer que, en ciertos instantes, dos átomos en principio separados quedaran lo 

suficientemente cerca como para dar una señal.  

Por esta razón, las señales medias son las más complejas. Debido a la magnitud en la que se trabaja, 

se calculan distancias muy pequeñas entre los átomos, pero por eso se requiere de mucha 

sensibilidad. Así, 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, serán representación de una interacción anecdótica. 

4.5. Cálculo en cloroformo con corrección de restricciones 

La definición de las restricciones es más importante de lo que pueda parecer. Al establecer una serie 

de átomos y asignarles una relación de distancia, estas forzando a la máquina a calcular un camino 

que quizá no sea el más 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 cíclica del triptófano no es plana de acuerdo 

a la simulación que se obtenía del caso anterior. 

 
Figura 4-2 Deformación del triptófano por restricciones 
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Figura 4-3 Deformación del triptófano por restricciones 

El triptófano presenta esa estructura aromática, que por su distribución electrónica debe ser plana en 

todo caso. Este es un ejemplo del riesgo de este tipo de herramientas computacionales. Debido a un 

error en la introducción de las restricciones, el programa otorga una prioridad a cumplir unas 

distancias que en la práctica 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 investigación, el esfuerzo de traducción al lenguaje del archivo pdb y el paso final a la 

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

Para poder identificar y diferenciar los átomos que forman una molécula, es necesario que tengan un 

nombre determinado. La arquitectura pdb les asigna uno de acuerdo a si posición en el aminoácido. 

Así, para cada átomo, hay una codificación que lo relaciona a un aminoácido en particular y a su 

posición dentro de la estructura de ese aminoácido. 

SANDER trabaja de una manera similar, el programa identifica los átomos respecto a un código y los 

relaciona con un valor introducido por el usuario y que referencia la distancia respecto a un segundo 

átomo particularizado. 

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

para que el traductor que informa al cálculo de los valores pedidos pueda hacer su función.  

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

investigación que utiliza su propia guía para identificar y listar los átomos. 

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

cálculo, y siempre hay que reiterar que el programa no será capaz de percibir un error humano como 
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ese. Si la asignación es incorrecta, mientras la semántica del lenguaje introducido sea entendida por 

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

Precisamente a raíz de una confusión en una nomenclatura, la asignación errónea del nombre de un 

hidrógeno implicaba la necesidad de colocar muy cerca un hidrógeno del extremo del anillo del 

triptófano con uno del carbono beta. 

Tras subsanar este error, y al observar los resultados previos, también se decide prescindir de las 

restricciones extraídas de NOEs de intensidad media. La información que aportan no ofrece nada, ya 

que el cumplimiento de distancias en primer lugar es bastante holgado en general, y además hace 

referencia a la relación entre átomos de un mismo aminoácido, o aquellos próximos al backbone, o 

cadena principal del péptido. 

Lo que se ha de extraer, es que las restricciones más valiosas son aquellas que son intensas que 

aparezcan entre átomos de hidrógeno de un mismo residuo, por lo que podrían condicionar la 

estructura que adopta un aminoácido en particular, y las que intervienen en la interacción de 

aminoácidos distintos. Serán estas últimas las que realmente condicionen con fuerza la configuración 

que el péptido puede adoptar. 

Es decir, que las interacciones fuertes, como podía extraerse de las conclusiones obtenidas 

previamente, son con más seguridad proximidades constantes y relevantes que las de menor 

intensidad. Por ello, utilizando los mismos documentos que en simulaciones anteriores, sólo hay que 

manipular la lista de restricciones de manera que se ignoren aquellas de intensidad media, y volver a 

realizar el proceso de simulación. 

4.6. Cálculo en agua con restricciones 

Para obtener también datos de la simulación en agua, y aprovechando el incremento de velocidad 

que supone introducir restricciones que ayuden al programa a tomar la dirección correcta en los 

pasos de iteración, se procede a una simulación en agua aplicando las restricciones obtenidas del 

caso anterior. 

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

procede a una minimización y dinámica con el archivo de restricciones incluido. 
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4.7. Cálculo en disolvente implícito 

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

con un valor intermedio puede llevar a resultados más satisfactorios en la simulación. 

Para agilizar el proceso y permitir una modulación más sencilla de las características del entorno, se 

procede a una simulación con disolvente implícito, es decir, a diferencia de los casos anteriores, no 

serán 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 desarrollará su función, 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 simulación. El script de LEaP 

requiere de modificaciones, ya que no hay que establecer una caja de disolvente. A continuación se 

puede ver cómo quedaría el script en cuestión: 

source leaprc.ff99SB 
set default pbradii mbondi2 
 
WILEY = loadPdb WILEYprod30+rest.pdb 
AddIons WILEY Cl- 1 
 
Check WILEY 
Desc  WILEY 
 
SaveAmberParm  WILEY WILEYnosolv.top  WILEYnosolv.crd 
SavePdb WILEY  WILEYnosolv_leap.pdb 

Esto generará el punto de inicio de una simulación en la que sólo está presente la muestra del 

péptido. 

Para poder llevar a cabo la simulación, los archivos de la dinámica padecen cambios importantes. En 

primer lugar, una simulación en disolvente implícito sólo presenta el paso de calentamiento, debido a 

que no se simula cada molécula del ambiente, y en cambio se usan unas características medias del 

entorno a considerar. 

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

scripts presentados anteriormente para la simulación explícita: 
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Para proceder a esta simulación, además, se considera la posibilidad de partir de la estructura 

obtenida tras la simulación restringida correctamente en cloroformo, debido a los buenos resultados 

que ya apuntaba esta. 

De esta manera, se podría reducir el tiempo de cálculo, al no requerir de los pasos iniciales de 

preparación de la muestra por minimización y calentamiento. Sin embargo, debido a trabajar con un 

disolvente implícito y manteniendo las restricciones en la estructura, el tiempo de cálculo que supone 

la simulación queda destacablemente reducido, por lo que no es un coste de recursos 

computacionales muy alto el mantener una simulación partiendo desde el punto cero. 
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5. Discusión de resultados 

A partir de las estructuras y datos extraídos de las simulaciones presentadas en el punto anterior, se 

pueden extraer unas características de la conformación que se valoran frente a las consideraciones 

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

Sobre la estructura esperada, destaca la formación de dos hélices, una en cada extremo de la 

molécula, con la valina y la prolina, residuos 9 y 10, como punto de inflexión entre ambas formando 

una pequeña región 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 continuación las estructuras obtenidas en cada simulación. 

 
Figura 5-1 Péptido WILEY estirado 

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

mediante el archivo de LEaP. 

Además, para observar la magnitud de los cálculos que hay que llevar a cabo, la figura 5.2 muestra la 

representación de cada molécula de agua que se genera en la caja de estudio. 
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Figura 5-2 Péptido WILEY en la BOX generada por LEaP, con agua como solvente 

Una vez encaminada la simulación, la figura 5.3 arroja el resultado de mantener al péptido 

desarrollándose libremente en agua. 

 
Figura 5-3 Simulación en agua libremente 

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 difícil estimar 

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

Es destacable, sin embargo, que la formación 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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Figura 5-4 Simulación en cloroformo sin restricciones 

En la figura 5.4 se aprecia el caso en el que la simulación 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 conformación, ya 

que puede explorar otras alternativas que podrían hacerla cambiar en caso de haber encontrado un 

mínimo local. 

En la figura 5.5 se muestra la evolución de la diferencia de mínimos cuadrados. Tal y como ya se ha 

introducido, esto permite ver lo mucho que se mueven los átomos entre posiciones de la simulación. 
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Figura 5-5 RMS de la simulación 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 conformación que parece 

quedar bastante favorecida.  

Esta sería una posible estructura de mínima energía, es decir, una solución a la problemática en 

estudio. Sin embargo, como se puede ver en el diagrama, en unos pocos pasos más, el valor 

constante que se había establecido cambia drásticamente. Este valor entonces podrá adoptar otro 

nivel, en el que también quedaría estancado quizá durante un cierto período, pero tan solo 

significaría que ha encontrado otro mínimo local. 

Así se podría continuar con la simulación hasta obtener incontables alternativas, y contrastarlas entre 

ellas. Por ejemplo, la figura 5.6 muestra otro instante de la simulación libre en cloroformo. 
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Figura 5-6 Simulación libre en cloroformo a tiempo superior 

Se puede observar una estructura similar, aunque se aprecia que tiende a cerrarse sobre sí misma. 

Esta conformación arroja otro fragmento estable en el cálculo de los RMS, con lo que se trataría de 

otro mínimo local. 

A pesar de todo, ninguna de las dos simulaciones escogidas parece cumplir con lo que se pretendía 

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 

búsqueda, es más sencillo encontrar una estructura válida. 

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

el cálculo. 
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Figura 5-7 Backbone de la molécula en simulación con restricciones 

Observando solamente la cadena principal se puede apreciar sin obstáculos que la estructura que 

devuelve una simulación restringida ya se parece más a lo que se busca. Forzar unas ciertas 

posiciones relativas hace que en algunos de los fragmentos de la cadena la estructura quede 

prácticamente definida. 

En este caso las hélices ya casi pueden verse, pese a que el programa de visualización no las 

identifique como tal. Hay que considerar en este sentido que la representación que escoge el 

programa depende del cumplimiento de unos parámetros definidos por parte de la molécula, así 

que, aunque pueda parecerlo, si no sigue las proporciones características de las estructuras 

helicoidales proteínicas, 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 más 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 más o menos estables pero 

no correctas para el caso tratado. 
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Figura 5-8 Simulación restringida de 50 nanosegundos 

Hay que conseguir obtener la fotografía 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 producción libre durante 30 nanosegundos. 

Este instante se escoge por ser parte de la estructura estable más cercana a la objetivo obtenida sin 

aplicar restricciones. 

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

ensayo más adecuado. 

 
Figura 5-9 Comparativa de simulación restringida desde diferentes orígenes 
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Como se puede ver, la cadena rosada, que es la que parte desde una estructura simplemente 

estabilizada sin proceso de producción libre forma una estructura que parece tender hacia la 

conformación helicoidal. El caso de la molécula representada en verde, que es la que ha pasado más 

tiempo estructurándose 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 última representación, en azul, representa una molécula con 30 nanosegundos de producción 

libre, y parece que es la más 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 simulación con esa estructura de 30 nanosegundos de producción, para 

facilitar su apreciación. 

 
Figura 5-10 Simulación con restricciones a partir de la producción libre 

Si se presta atención, se puede observar la tendencia de la producción libre a cerrarse sobre sí 

misma, pero las restricciones introducidas encaminan hacia la formación de la hélice en uno de los 

extremos. 

Aun así, volviendo a la discusión sobre las deformaciones en las cadenas laterales, aunque 

observando desde una cierta distancia parezca que la evolución conformacional es positiva, una 
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inspección más minuciosa revela que a pequeña escala se están introduciendo errores en la 

simulación. 

Las deformaciones anteriores son el ejemplo más claro, pero ese tipo de evidencias ayudan a precisar 

las entradas al programa, con lo que se solventan problemas que quizá acarreaban otros errores más 

difíciles de percibir. 

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

 
Figura 5-11 Simulación restringida 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 difícil extraer conclusiones definitivas 

de un resultado así, parece indicar que la alternativa de utilizar un medio más intermedio en cuanto a 

polaridad podría ser el camino correcto.  

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

una polaridad intermedia, como entorno de simulación. 
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Figura 5-12 Simulación en disolvente implícito 

Lo primero que llama la atención es que efectivamente se han formado las dos hélices que se 

pretendían. Al parecer, la teoría de utilizar un medio no tan polar era correcta, pero con un salto 

menos drástico los resultados son remarcablemente mejores. 

El fragmento que menos se adecua al objetivo es el extremo N-terminal. Para intentar acabar de 

mejorar la torsión de los residuos para establecer completamente la hélice, se usan tan sólo las 

restricciones fuertes. La figura 5.13 representa este caso. 

 
Figura 5-13 Simulación en solvente implícito con restricciones simplificadas 
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Aunque parece haber una ligera mejora en el extremo C-terminal, la problemática 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 última es la estructura definitiva que se 

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

 
Figura 5-14 Comparativa de simulaciones en disolvente implícito 

Como se puede ver, las mejoras que se van incluyendo en el proceso de simulación permiten afinar la 

estructura, hasta el punto en que el resultado final parece adecuarse bastante a lo que podría 

esperarse obtener de acuerdo a las premisas del experimento. 

Observando la evolución de la diferencia en mínimos 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 conformación como por su comportamiento 

energético. 
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Figura 5-15 RMS simulación en disolvente implícito vs pasos 

Como se puede observar, además, y compartiendo esta característica con las demás simulaciones 

restringidas, el tiempo requerido para obtener una estructura más 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 máximos y mínimos en el ruido de la gráfica da resultados 

poco perceptibles. Como se discutirá un poco más adelante, quizá tratar de precisar más buscando 

un grupo más representativo dentro de toda la evolución de la simulación podría 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 

implícito 
Cloroformo+40 ns 

implícito 
Implícito 

 

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 2,62   3-H_3-HB3 2,53   

3-HB2_3-HA 2,29   3-HB2_3-HA 2,74   3-HB2_3-HA 2,46   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 2,50   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 2,98 X 5-H_5-HB2 2,22   5-H_5-HB2 2,13   5-H_5-HB2 2,27   

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-CD1 1,36   5-CE1_5-CD1 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 2,68   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 2,67   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 2,56   6-H_6-HB3 2,45   6-H_6-HB3 2,67   

6-H_5-HB2 2,68   6-H_5-HB2 2,22   6-H_5-HB2 2,81 X 6-H_5-HB2 2,27   

6-H_5-HB3 2,79   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 2,36   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-HD1 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 2,72   

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 2,68   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-

HB2 1,97 
  

11-HD1_11-

HB2 2,08 
  

11-HD1_11-HB2 2,54 
  

11-HD1_11-

HB2 3,73 
X 

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-

HA 2,67 
  

13-HB2_13-HA 2,58 
  

13-HB2_13-HA 2,83 
X 

13-HB2_13-HA 2,54 
  

13-HB3_13-

HA 3,02 
X 

13-HB3_13-HA 2,99 
X 

13-HB3_13-HA 3,07 
X 

13-HB3_13-HA 2,98 
X 

13-HD1_13-

HE1 2,45 
  

13-HD1_13-

HE1 2,45 
  

13-HD1_13-HE1 2,39 
  

13-HD1_13-

HE1 2,53 
  

13-HD1_13-

HB2 2,35 
  

13-HD1_13-

HB2 2,16 
  

13-HD1_13-HB2 2,15 
  

13-HD1_13-

HB2 3,71 
X 

13-HD1_13-

HB3 3,53 
X 

13-HD1_13-

HB3 3,54 
X 

13-HD1_13-HB3 3,21 
X 

13-HD1_13-

HB3 2,86 
X 

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-

HB2 2,67 
  

14-HD1_14-

HB2 2,67 
  

14-HD1_14-HB2 2,48 
  

14-HD1_14-

HB2 2,47 
  

14-HE1_14-

HD1 2,63 
  

14-HE1_14-

HD1 2,66 
  

14-HE1_14-HD1 2,55 
  

14-HE1_14-

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-

HA 2,92 
X 

14-HD1_11-HA 2,94 
X 

14-HD1_11-HA 2,80 
X 

14-HD1_11-HA 2,90 
X 

14-HZ3_13-

HB3 2,04 
  

14-HZ3_13-

HB3 2,54 
  

14-HZ3_13-HB3 3,21 
X 

14-HZ3_13-

HB3 2,42 
  

15-HG2_15-

HA 3,35 
X 

15-HG2_15-HA 2,69 
  

15-HG2_15-HA 2,86 
X 

15-HG2_15-HA 2,71 
  

15-HB2_15-

HA 2,85 
X 

15-HB2_15-HA 2,66 
  

15-HB2_15-HA 2,76 
  

15-HB2_15-HA 2,48 
  

15-HH11_15-

HD2 2,20 
  

15-HH11_15-

HD2 2,19 
  

15-HH11_15-

HD2 2,96 
X 

15-HH11_15-

HD2 1,95 
  

15-HH21_15-

HD2 4,36 
X 

15-HH21_15-

HD2 4,52 
X 

15-HH21_15-

HD2 4,38 
X 

15-HH21_15-

HD2 4,54 
X 

15-HH11_15-

HD3 2,68 
  

15-HH11_15-

HD3 2,68 
  

15-HH11_15-

HD3 2,19 
  

15-HH11_15-

HD3 2,59 
  

15-HH21_15-

HD3 4,67 
X 

15-HH21_15-

HD3 4,27 
X 

15-HH21_15-

HD3 4,48 
X 

15-HH21_15-

HD3 4,41 
X 

16-H_16-HA2 2,85 X 16-H_16-HA2 2,89 X 16-H_16-HA2 2,77   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-

HB 3,16 
X 

17-HG21_17-

HB 2,97 
X 

17-HG21_17-HB 2,33 
  

17-HG21_17-

HB 2,32 
  

17-HG11_17-

HB 2,49 
  

17-HG11_17-

HB 3,00 
X 

17-HG11_17-HB 2,50 
  

17-HG11_17-

HB 2,55 
  

17-HG11_17-

HA 3,74 
X 

17-HG11_17-

HA 2,52 
  

17-HG11_17-HA 3,71 
X 

17-HG11_17-

HA 3,02 
X 

17-HB_14-HA 2,87 X 17-HB_14-HA 2,77   17-HB_14-HA 2,82 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 2,82 X 18-H_17-HB 2,90 X 18-H_17-HB 2,71   18-H_17-HB 2,86 X 

18-HD11_18-

HG12 2,63 
  

18-HD11_18-

HG12 2,39 
  

18-HD11_18-

HG12 2,20 
  

18-HD11_18-

HG12 2,39 
  

18-HA_18-

HG12 2,82 
X 

18-HA_18-

HG12 2,97 
X 

18-HA_18-HG12 2,86 
X 

18-HA_18-

HG12 2,80 
  

18-HA_18-

HG13 2,38 
  

18-HA_18-

HG13 2,29 
  

18-HA_18-HG13 2,24 
  

18-HA_18-

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 átomos involucrados, 

usando la nomenclatura del sistema pdb para cada hidrógeno, 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 

restricción usada. Pese a los incumplimientos, en ningún caso aparecen discrepancias importantes 

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

residuos a partir de RMN son bastante respetadas por la simulación. 
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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 pequeñas a una escala tan 

minúscula, quizá se pueda achacar a la relajación 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 

Sería recomendable repasar algunos conceptos que permitirían afinar mejor el proyecto o que con 

un alcance mayor podrían cubrirse para obtener más información. 

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

simulación en un medio más cercano a la realidad. 

Es decir, la propuesta de utilizar una topología más compleja que representase una membrana 

celular. Esto se propone al tratarse de un péptido que tendría que ejercer su función en la 

membrana, de manera que hacer una simulación con la estructura obtenida introducida en el 

entorno celular podría dar una representación más realista del caso.  

En el cálculo de disolvente implícito se pretende estimar en la medida de lo posible una situación 

realista del entorno de trabajo del péptido, pero las simplificaciones que este tipo de atajos implica 

siempre dará lugar a resultados menos ideales. 

La razón de excluir esta opción retorna al problema discutido a lo largo del texto varias veces, una 

simulación así supondría utilizar herramientas que alargan el tiempo de simulación destacablemente. 

Es decir, que sin contar con una máquina más potente es poco recomendable tratar esa opción. 

Como ya se ha visto, hay que escoger un compromiso entre recursos y resultados, y así se ha 

planteado, considerando que los resultados obtenidos de adecuan a lo que se pretendía con las 

condiciones utilizadas. 

Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de estudiar con más detenimiento la evolución del 

péptido. Pese a que los resultados de distancias en mínimos cuadrados parecen indicar una 

estructura más o menos similar a lo largo de la simulación, y por tanto el caso final se ha aceptado 

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

Por ello, hacer una observación más exhaustiva de cada paso de simulación podría llevar a obtener 

un resultado más generalmente correcto.  

Lo que esto quiere decir es la posibilidad que existe de hacer grupos, o clusters, de fotografías de la 

estructura que contengan una similitud en alguna característica, para encontrar la predominante y 

trabajar con ella. 

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

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

también alargaría el tiempo establecido, y que no se ha valorado en la realización 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 simulación de unos resultados 

extraídos en un proceso experimental, pero esto no es más que un paso en la cadena de la 

investigación. 

La estructura obtenida no es más que una primera solución, obtenida aplicando una serie de 

condiciones y cálculos que no se podrían aplicar de forma manual, no al menos en un tiempo realista, 

para comprobar unas ideas e hipótesis extraídas de los experimentos y completando las partes que 

no se han podido ni prever. 

A partir de la estructura, se tendrán que plantear etapas nuevas, como podría ser la mejora del 

péptido para que cumpla mejor su función, quizá intentando cambiar algún fragmento de residuos, o 

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

Durante todo el proceso de trabajo con la molécula, se establecen hipótesis que la simulación y la 

experimentación pueden apoyar o desbancar, pero en muy pocas ocasiones se podrá decir que no 

dejan lugar a dudas respecto a la validez de las teorías 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. Análisis del impacto ambiental 

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

de una magnitud previsiblemente baja. 

Las emisiones a considerar en el transcurso de un proyecto así derivan del uso de máquinas que 

funcionan continuamente consumiendo electricidad. Por ello, será la huella de esta energía eléctrica 

la que desemboque en un impacto negativo para el ambiente. 

Para cuantificar este efecto, se valora el uso de potencia de las máquinas de cálculo, y se relaciona 

esto con la huella de carbono. 

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

esto se le añaden 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 máquinas de cálculo además del ordenador personal. 

Considerando que la fuente de energía sea el gas natural, esta fuente de emisión desemboca en 

0,201 kg CO2/kWh [12]. 

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

222,5 kg CO2 equivalente. 
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Conclusiones 

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

experimentación. 

La dinámica molecular permite hacer estimaciones muy interesantes de fenómenos que resultaría 

imposible observar con el ojo humano directamente, y todas las mejoras que se han ido realizando a 

lo largo de los años para facilitar la valoración tanto analítica como gráfica facilitan emplear una 

herramienta tan potente en tantos ámbitos de la investigación. 

Contando con la experimentación se puede llegar a establecer hipótesis muy válidas del 

comportamiento de una molécula. Además, es de la única manera en la que se pueden llevar a cabo 

ensayos sobre la efectividad de una estructura funcional.  

AMBER, como herramienta para la investigación mediante ingeniería molecular, ofrece una gran 

cantidad de opciones, y en este proyecto sólo 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 órdenes, y ganar consciencia de lo que se quiere conseguir y como con su utilización. 

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 introducción de datos. Una clara ventaja del trabajo 

computacional es la posibilidad de repetir fácilmente una experiencia, o de detenerla a medio 

camino y reemprenderla variando alguna condición. 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 teórico computacional tiene una gran libertad y permite realizar una gran variedad 

de cálculos y ensayos, poder contar con elementos extraídos de trabajos empíricos ayuda a afinar el 

proceso de cálculo, y facilita en gran medida tanto la aplicación como la interpretación de los pasos 

seguidos por el ordenador. 

Sabiendo también la representación real que tiene el caso de estudio, es más 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 precisión 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 investigación, y que hasta este momento no había llegado a 

emplear. 
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Análisis económico 

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

puramente teórico de un proceso investigativo. 

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

Coste personal 

En primer lugar, se considera el coste de un ingeniero químico que realizará los ensayos, así como el 

de un segundo ingeniero que dará 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, así que 

se les puede considerar un coste de electricidad de 0,13 euros/kWh. Esto aplicado al cálculo 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 dinámica 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 será de tres mil doscientos veinticuatro euros. 
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