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Resumen

El estudio de la estructura del acido desoxirribonucléico (ADN), de los nucledtidos, nucleosidos
y de los &acidos nucléicos (AN) tiene una gran importancia biologica. Los nucledtidos tienen
muchas funciones en organismos vivos y para entender su funcién biolégica debemos conocer sus
caracteristicas estructurales. A partir de la estructura de los nucledtidos llegamos a la hélice doble
del ADN, la cual forma parte de un principio estructural que cambié el mundo de la bioquimica, y
de la doble hélice pasamos a los cromosomas, los cuales contienen la mayor parte de la informacion

genética de un ser vivo.

En el presente trabajo se hard un andlisis estructural de subunidades de hélice doble del
ADN, en particular de nucledsidos y desoxirribosa. Se usaran diferentes campos de fuerzas
implementados en el software AMBER, (Assisted Model Building with Energy Refinement) para
realizar la optimizacién geométrica de estas estructuras, destacando los campos de fuerzas FF99,
BSC1 y OL15, utilizando el método de Mecanica Molecular. Con base en los resultados, se
determinara la viabilidad de cada campo de fuerzas usado para reproducir las caracteristeicas
estructurales de los fragmentos analizados.
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Objetivos

Objetivo General

Encontrar los minimos locales de energia para subunidades simples del ADN, de desoxirribosa
y desoxinucleosidos, utilizando tres campos de fuerza AMBER y evaluar la eficacia de cada campo
para la simulaciéon de dichos fragmentos.

Objetivos Particulares

s Buscar y seleccionar estructuras de cristales de desoxinucledsidos, desoxinucleotidos y frag-
mentos de ADN, los cuales tienen diferentes parametros conformacionales de subunidades
del ADN.

= Preparar los archivos con las caracteristicas geométricas de desoxirribosa y nucleésidos,
cortados de las estructuras seleccionadas.

s Hacer la optimizacién geométrica utilizando tres campos de fuerza AMBER de las es-
tructuras de desoxirribosa y nucledsidos previamente preparadas, y medir los pardmetros
conformacionales que corresponden a minimos locales.

= Hacer el andlisis comparativo de estructuras optimizadas con los tres campos y de estructuras
iniciales, y sacar conclusiones sobre la posibilidad que tiene cada campo de fuerza para
reproducir las estructuras de subunidades.






Introduccion

La doble hélice del acido desoxirribonucléico (ADN) es probablemente la méas emblemética
de todas las moléculas bioldgicas hoy en dia, en 1953 se descubrié la estructura de doble hélice
del ADN, con el trabajo de los cientificos James Watson y Francis Crick [I], y gracias a previas
observaciones de Rosalind Franklin y otros investigadores. Con este descubrimiento se empezaron
a realizar varias investigaciones en biofisica molecular que han contribuido en muchas areas del
conocimiento como la genética, medicina, biotecnologia, etc. Sin embargo, quedan sin resolver
una serie de cuestiones relacionadas con el esclarecimiento de los principios fisico-quimicos de
la formaciéon de la estructura espacial de diferentes secuencias de los nucledtidos que forman
las cadenas del ADN y del papel que tienen las interacciones entre los componentes de los
biopolimeros. Por esta razén se contintia con el estudio intensivo de los acidos nucléicos (AN) por
diferentes métodos.

Es importante conocer los principios fisicos de la construccién de los AN, la dependencia de la
secuencia y las preferencias conformacionales de la estructura del ADN en tres dimensiones, ya
que esto nos dara una mejor comprension de los mecanismos moleculares de los procesos del ADN.
Por lo tanto, en este trabajo se estudiaran las subunidades de fragmentos de ADN, desoxirribosa
y nucleésidos, se analizaran sus dependencias y diferencias, asi como sus caracteristicas comunes y
para ello utilizaremos diferentes campos de fuerza [2] implementados en el paquete computacional
AMBER [3].

Existen trabajos anteriores de los asesores de este trabajo [H B] en los cuales se usan métodos
de mecanica cudntica de alto costo computacional. En estos trabajos se observé que las caracte-
risticas principales de la estructura de hélice doble, tales como los dngulos de torsiéon del esqueleto
azucar-fosfato, el empaquetamiento del anillo de azicar y el orden de las bases paralelas, estan
predeterminados en el minimo local de energia de los dDMPs (deoxiDinucleosid Mono Phosphate
por sus siglas en inglés).

Los primeros estudios de la hélice doble se realizaron en la década de 1950 con modelos hechos
a mano, después de la invencién de la computadora fue posible el uso de otras herramientas para
estudiar la hélice doble, tales como modelos mecanico-cuanticos y modelos mecanico-moleculares.
Un ejemplo de estas herramientas computacionales es la parametrizacion de campos de fuerza en
los programas como AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) o CHARMM
(Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics), que son ajustados a resultados experimen-
tales y consideraciones de mecanica cudntica y son utilizados para calcular la energia potencial
del sistema de atomos.

En anos anteriores se ha encontrado por métodos computacionales que el fragmento minimo de
hélice doble (ADMP) puede existir en conformaciones diferentes a las canonicas de Watson-Crick
[B], es nuestra tarea encontrar la contribucién de las subunidades (nucleétidos y nucledsidos) a
estas conformaciones. Sin embargo no es posible obtener resultados experimentales con buenos
grados de exactitud, debido a que las estructuras son muy complejas.
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Existen muchas conformaciones diferentes de fragmentos simples para estudiar, para ello es
necesario utilizar el método semiempirico de la Mecanica Molecular (MM), en dicho método hay
diferentes campos de fuerza que podemos utilizar para analizar las propiedades energéticas y geo-
métricas de las diferentes estructuras. Por lo tanto es necesario aprobar la reproduccién de dichos
campos usando subunidades y fragmentos simples del ADN.

Un Poco de Historia

El ADN fue descubierto en 1869, por el cientifico suizo Johann Friederich Miescher [1].
Cuando él examinaba pus de vendajes quirirgicos con el microscopio, encontré una sustancia no
identificada a la que llamo nucleina (ya que residia en el nucleo de la célula).

A principios de la década de 1950, el bidlogo estadounidense James Watson y el fisico britanico
Francis Crick propusieron su famoso modelo de la doble hélice del ADN [6]. En ese entonces
Linus Pauling, quien descubrié la estructura secundaria de las proteinas [B], y otros cientificos
también trataban de encontrar el modelo correcto. En lugar de realizar nuevos experimentos en el
laboratorio, Watson y Crick principalmente recolectaron y analizaron fragmentos de informacion
y los juntaron de formas novedosas y reveladoras. Algunas de sus pistas mas importantes fueron
producto del trabajo de Rosalind Franklin [@], una quimica que trabajaba en el laboratorio del
fisico Maurice Wilkins, y los descubrimientos del bioquimico austriaco Erwin Chargaff [I0].

Franklin era experta en cristalografia de rayos X, técnica usada para la determinacion de la
estructura de moléculas. Cuando la forma cristalizada de una molécula, como el ADN, se expone
a rayos X, los d4tomos en el cristal desvian algunos de los rayos y forman un patrén de difraccion
que da pistas sobre la estructura de la molécula.

La cristalografia de Franklin dio a Watson y Crick importantes pistas sobre la estructura del
ADN. Algunas de estas provenian de la famosa imagen 51 [II], una imagen de difraccion de
rayos X del ADN extraordinariamente clara que produjeron Franklin y su estudiante. El patron
de difraccién en forma de "x"de la imagen le sugiri6 a Watson una estructura helicoidal de dos
cadenas, Figura .

En 1962, James Watson, Francis Crick y Maurice Wilkins recibieron el premio Nobel de me-
dicina [I2]. Desafortunadamente, Franklin habia fallecido y los Nobel no se otorgan péstumamente.

Por otro lado, desde la década de 1960 se ha visto una rapida expansion del método de Mecanica
Molecular (MM), provocado por la introduccién de métodos computacionales en todas las ramas
de la ciencia [I3].

El método de MM, iniciado en 1940, se basaba en célculos para conformaciones seleccionadas de
moléculas simples hechos manualmente o usando calculadoras de escritorio. Algunos investigadores
construyeron modelos hechos a mano de acero o madera para hacer cuidadosas mediciones de los
paradmetros geométricos de dichas moléculas. Estos célculos, bastante aproximados, demostraron
claramente la utilidad del enfoque de la MM para problemas de quimica organica, asi como la
necesidad de calculos més extensos y la bisqueda de parametros mas confiables. Todo esto llegaria
unos anos después gracias al gran avance computacional.

El primer articulo con un estudio computacional de conformaciones de moléculas organicas, en
especifico para hidrocarburos saturados, fue escrito por Hendrickson, en 1961 [I4]. Asi, durante
los 60’s y a comienzo de los 70’s se llevaron a cabo muchos célculos computacionales por diversos
grupos de investigadores (destacando Hendrickson et al. [I5][I6] y Allinger et al. [I7]). En 1973 se
hizo una extension del método de MM enfocado a hidrocarburos mas complejos [I8].
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Figura 1: Foto cristalografica de timonucleato de sodio, tipo B, Mayo 1952 [II].
A partir de esta foto Watson y Crick pudieron rehacer un modelo en tres dimensiones del ADN que
habian construido.

El resultado mas importante en los inicios de la MM con computacion estd ilustrado en
el articulo titulado FEwaluacion Critica de la Mecinica Molecular publicado por Engler et al.,
1973 [MT]. En este articulo se hicieron calculos para varios hidrocarburos usando dos campos de
fuerza, los cuales tienen diferentes parametros atendiendo a distintos conjuntos de caracteristicas
experimentales. Esto resulté en una diferencia significativa en términos de energia, que puede
variar mucho e incluso ser positiva para un campo y negativa para otro. Sin embargo la energia
total y los valores relativos de varias conformaciones calculadas con dos campos de fuerza son
muy parecidos entre ellos para la mayoria de compuestos considerados. Esto lo podemos observar
también en este trabajo.

A mediados de la década de los 60’s, el asesor de este trabajo, V. Poltev, propuso el primer
esquema atomo-atomo y los parametros numéricos para calcular interacciones entre bases de
acidos nucléicos [I3]. Este esquema tenia tres puntos clave, las estimaciones cuantitativas de
subunidades de AN, la aproximacion del monopolo para interacciones electrostaticas entre bases,
y un enfoque adtomo-atomo para los calculos de interacciones de van der Waals en moléculas de
cristales. En ese entonces no habia un esquema de la MM que encajara con las consideraciones
cuantitativas para las interacciones y estructuras de AN [I3].

En cuanto a los programas usados para célculos computacionales, el paquete de software y
campos de fuerzas AMBER es el méas popular, disenado para una amplia gama de biomoléculas
incuyendo proteinas y AN.

La primera version del programa AMBER apareci6 en 1981 [20] y la primera especificacion
detallada del campo de fuerzas fue publicada 3 aflos mas tarde [2I]. Los pardmetros del campo
de fuerzas habian sido ajustados tanto a los datos experimentales como a los obtenidos por
mecéanica cuantica. En los proximos anos, se publicaron cientos de articulos usando el pro-
grama AMBER y su primer campo de fuerza, debido a las diferencias que éste presentaba. A
partir de estas publicaciones, se lanzaron nuevas versiones del programa y del campo de fuerzas [I3].

En 1995, Cornell et al. [22], publicaron la segunda generacion del campo de fuerzas AMBER
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(ff94), en la que mejoraron las interacciones energéticas entre proteinas, AN y muchas moléculas
orgénicas. De esta version se siguen otros conjuntos de pardmetros con iniciales ff seguidos del ano
en 2 digitos en el que se lanzaron,. Algunas versiones difieren muy poco del campo ff94, pero otras,
como la versién mejorada ff99, reproduce los datos para arreglos moleculares con una precision
muy superior a sus versiones anteriores. El campo de fuerzas ff99 sera muy usado en éste trabajo.

Actualmente, el software AMBER y sus campos de fuerzas son bastante usados para la
simulacién de varios sistemas biologicos con gran importancia cientifica. Muchos investigadores
siguen buscando formas de mejorar sus parametros para sistemas més especificos.

Con esto, el método de MM nos ha acercado al estudio de sistemas moleculares desde hace mas
de 70 anos, y su avance computacional lo ha convertido en una tutil y poderosa herramienta de
investigacion para muchas ramas de las ciencias naturales.

Importancia del ADN

Por muchos afios, los cientificos debatieron qué molécula portaba las instrucciones biologicas
para la vida. La mayoria pensaba que el ADN era una molécula demasiado sencilla para desem-
pefiar un papel tan importante, argumentaban que era mas probable que las proteinas llevaran
a cabo esta funcién vital debido a su mayor complejidad y mas amplia variedad de formas.
Su importancia se aclaré en la década de 1950 como vimos en la seccién anterior. Hasta ahora
seguimos descubriendo y estudiando sus razgos mas interesantes.

Los nucledtidos tienen muchas funciones en organismos vivos. Los nucleétidos y nucledsidos
interaccionan con proteinas en todo el proceso metabolico. Ademaés, el material hereditario,
el acido desoxirribonucléico (ADN), es un polimero construido de unidades monoméricas, los
nucledtidos. Incluso si estas unidades no constituyeran el ADN, seguirian estando entre las
moléculas mas importantes para la biologia.

Por su parte, el ADN es la molécula biologica mas importante, pues es la portadora de la
informaciéon genética de todos los seres vivos, incluso de algunos virus. En las secuencias de
sus bases, Seccién , se encuentran las instrucciones para las funciones bioldgicas vitales de
los seres vivos. Ademés cuenta con la habilidad de replicarse a si misma, haciendo tnica a esta
molécula y garantizando el ciclo de la vida.

El ADN se encuentra en el ntcleo de la célula. Como la célula es muy pequena y hay muchas
moléculas de ADN por célula, cada una de estas moléculas de ADN debe estar empaquetada de
forma muy compacta y precisa. Esta forma de empaquetamiento del ADN se denomina cromosoma

23].

En el ADN hay segmentos que juegan un papel netamente estructural (ADN sin c6digo),
y otros segmentos cuyas secuencias contienen informacién para organizar y controlar funciones
vitales (genes). A nivel funcional se organiza en genes, que son piezas de ADN que generan
caracterisitas fisiologicas especificas; estas caracteristicas no vienen diréctamente del propio ADN,
sino de una molécula llamada ARN (Acido Ribonucléico). E1 ADN funciona como molde para la
sintesis de ARN, y el ARN a su vez cumple una funcién de traductor entre ADN y proteinas.
Asi, de forma indirecta, el ADN contiene instrucciones para la sintesis de proteinas, pues el ADN
se queda en el nicleo y la sintesis de proteinas se lleva a cabo en el ribosoma del citoplasma.
Durante el proceso de replicacion del ADN, éste se desenrolla para que pueda ser copiado. En
otros puntos del ciclo, algunas secciones también se desenrollan para ser usadas en la fabrica-
cién de proteinas y para otros procesos bioldgicos. Pero durante la division celular, el ADN se
encuentra en su forma compacta de cromosoma para hacer posible la transferencia a nuevas células.
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Es por toda esta informaciéon que la estructura del ADN es tan importante y en las investigacio-
nes actuales tiene un lugar invaluable, que dara pie a muchos nuevos descubrimientos importantes
para el desarrollo de nuestra especie. Sin embargo, para entender bien la funcién biolégica del ADN
y de los nucledsidos, necesitamos conocer sus caracteristicas estructurales, las cuales veremos en el
siguiente capitulo.







Capitulo 1

Estructura del ADN

Como vimos al final del capitulo anterior, para entender el funcionamiento del ADN tenemos
que entender su estructura, y para entender su estructura es necesario tener una apreciacion
completa de sus componentes.

El ADN esta conformado por dos hélices que contienen cadenas complementarias de nucle6ti-
dos. La unidad de la que se componen las hélices del ADN es el desoxidinucleétido monofosfato
complementario (cdDMP)[24]. Cada cadena de ADN es un polimero, cuyos monémeros, conectados
entre ellos con enlaces covalentes, consisten en una base nitrogenada, una molécula de aztcar y
una molécula de acido fosférico (B-S-P), lo que llamamos nucledtido. También puede verse como
la suma de un nucledsido (B-S) y un grupo fosfato (P).

Este capitulo se enfocard en explicar la estructura del ADN, desde las caracteristicas de sus
bases, su relacién con el aztcar y el empaquetamiento de esta, pasando por las estructuras que
forman (nucledsidos y nucledtidos) y llegando hasta su formaciéon como cadenas.

1.1. Bases Nitrogenadas

Para el ADN existen cuatro bases nitrogenadas diferentes: adenina (A), timina (T), guanina
(G) y citosina (C). En el caso del ARN se tiene al uracilo (U) en lugar de timina. Las bases C, T
y U, que sélo tienen un anillo en su estructura molecular, se llaman pirimidinas, mientras que
las bases A y G, que tienen dos anillos, se llaman purinas, Figura (L.1).

NN

Pirimidina

Figura 1.1: Estructura de purina y pirimidina.
Las purinas tienen 2 anillos formados de carbonos y nitrégenos, las pirimidinas s6lo tienen 1 anillo.
Podemos ver en la figura la convencion para la numeracion de las posiciones de cada atomo.
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La estructura de las purinas es de dos anillos, uno de seis a&tomos y otro de cinco, a cada
posicion de los atomos que forman el anillo se les da un ntmero. En general estos anillos de
purinas presentan cuatro dtomos de nitrogeno (en las posiciones 1, 3, 7, 9). Las pirimidinas son
mucho mas grandes que las pirimidinas, ya que estas tltimas tienen un sélo anillo de seis atomos.
Las purinas cuentan con dos dtomos de nitrogeno (1 y 3), Figura (1.1)).

Las bases son las que contienen la informacién genética, estas presentan una estructura ciclica
(con atomos de C, N, H, O). Todos los atomos estan en un mismo plano espacial (lo que clasifica
a estas moléculas como aromaticas). Este aplanamiento es importante en la organizacion de
las bases dentro de la hélice, pues les permite apilarse uniformemente. Las bases se unen a la
ribosa con un enlace N-glucosidico en N1 para las pirimidinas y en N9 para las purinas, véase
la Figura . Los planos de la base y el azicar son casi perpendiculares, pero existen dos
conformaciones predominantes: anti y syn, Seccién (L.3).
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Figura 1.2: Bases nitrogenadas del ADN.
Se describen las bases pirimidinas (citosina y timina) y las purinas (adenina y guanina).

Bases del ADN

» Adenina: [6-amino-pur](CsHsNs) Representada con la letra A. En esta base ptrica el hi-
drogeno 6 es sustituido por un grupo amino (N Hy). Forma los nucleosidos adenosina (Ado)
y desoziadenosina (dAdo); y los nucledtidos adenilato (AMP) y desoziadenilato (dAMP)EEl

» Guanina: [2-amino-6-ozxo-pur|(Cs H5; N5O) Representada con la letra G. Cuenta con un oxi-
geno en lugar del hidrégeno 6 y con un grupo amino en la posicién 2. Forma los nucledsidos

!La adenina y la timina fueron descubiertas en 1885 por el bioquimico aleman Albrecht Kossel [25].
2En 1959 Juan Or6 pudo sintetizar adenina a partir del acido cianhidrico [25].
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guanosina (Guo) y desoziguanosina (dGuo); y los nucledtidos guanilato (GMP) y desozigua-
nilato (AGMP). ]

s Citosina: [2-o0z0-4-amino-pyr]|(CysH; N3sO) Representada con la letra C. Tiene un grupo
amino en posicién 4 y un grupo ceténico en 2. Forma los nucletsidos citidina (Cyd) y des-
ozicitidina (dCyd); y los nucleotidos citidilato (CMP) y desowicitidilato (ACMP). El

» Timina: [2,4-oz0-5-metil-pyr](Cs Hg N2O2) Representada con la letra T. Tiene oxigeno en
la posicion 2 y 4, y un grupo metil en la posicién 5. Forma los nucleosidos timidina (Thd) y
desozitimidina (dThd); y los nuecledtidos timidilato (TMP) y desozitimidilato (ATMP). En
el ARN el Uracilo toma el lugar de la Timina, Figura .

En el ADN, cada nucledsido (Base + Azicar) de una cadena establece una asociaciéon especifica
con su correspondiente de la otra cadena. Los dtomos de hidrégeno de los grupos amino funcionan
como donadores de electrones, estableciendo enlaces covalentes, mientras los oxigenos de los grupos
carbonilos y los nitrogenos de los anillos tienen el papel de receptores. Las Adeninas solo se unen
con Timinas mediante dos puentes de hidrogeno y las Guaninas s6lo se unen con las Citosinas
mediante tres puentes de hidrogeno. A estas uniones se les llama apareamiento de Watson-Crick,
Figura . Estos pares se conocen a partir de estudios fisicos hechos con rayos X [, y del
namero de dichos pares depende el como sera ese ser vivo en especifico (tipos de animales o plantas).

Figura 1.3: Emparejamiento de Watson y Crick.
La adenina se une a la timina mediante dos puentes de hidrégeno; N1-H3 y H6-O4 respectivamente.
Mientras, la guanina se une a la citosina con tres puentes de hidrégeno; O6-H4, H1-N3 y H2-O2.

3Tue aislada por primera vez en 1844 a partir de los excrementos de aves marinas (guano), alrededor de 1900
Emil Fischer determiné su estructura y mostré que el 4cido trico se puede convertir en guanina [25].

4Fue descubierta por Albrecht Kossel en 1894 cuando fue aislada en tejido de carnero, en 1903 se propuso su
estructura y fue sintetizada [25].
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Reglas de Chargaff: Otra pieza clave de informacion relacionada a la estructura del ADN,
la proporcioné el bioquimico Erwin Chargaff, quien hizo varias observaciones clave [I0], llamadas
reglas de Chargaff:

= A, T, Cy G no se encontraban en cantidades iguales.
= La cantidad de bases variaba entre especies, pero no entre individuos de la misma especie.

s La cantidad de A era siempre igual a la cantidad de T, y la cantidad de C era siempre igual
a la cantidad de G.

1.2. Azdcares

El aztcar en el ADN es una molécula organica con forma de pentosa ciclica (furanosa) que
contiene un anillo con cuatro carbonos (C1’, C2’, C3’, C4’) y un oxigeno (O4’), y un quinto carbono
unido al C4’ con un grupo hidroxilo (O5’—H)El Este aztcar recibe el nombre de desoxirribosa por
prescindir de un grupo hidroxilo en el carbono C2’, Figura .

1I

T
T—Q—T

Figura 1.4: Estructura de 2’-desoxirribosa, aztcar del ADN.
Los carbonos C5’ y C3’ son los que estan unidos al grupo fosfato mediante enlaces covalentes formando la
cadena azucar-fosfato. El carbono C1’ va unido a la base nitrogenada en lugar del grupo OH.

En el anillo de desoxirribosa uno o varios de sus atomos pueden estar fuera del plano que
forman otros tres atomos, ya que es una de las partes més flexibles y dinamicas de la molécula de

ADN, Figura (1.5)).

Otro concepto que tenemos que revisar es la transicion entre los tipos de torsion del azuicar, la
cual se da siguiendo el denominado Crrculo Pseudorrotacional 28], Figura (1.6), parametrizado
por P. Los 20 tipos de conformaciones pueden ser encontradas en dicho circulo, cada conformacion

5Las posiciones en el azticar tienen notacién primada, para discernir entre los 4tomos de la base y del aztcar.
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04'-endo C2'-endo 2'-ex0

aN| \AV/

Figura 1.5: Esquema del empaquetamiento del azicar.
A las desviaciones de los atomos del anillo se les designa como Xn’endo si el atomo Xn’ no es coplanar y
sale en direccion de C5’ o Xn’ezo si el 4tomo sale en sentido contrario.

separada por 18° de la siguiente. La pseudorrotaciéon es una propiedad de las pentosas, a tra-
vés de ella el aztucar puede adoptar cada una de las 20 posibles conformaciones sin llegar a ser plana.

Se define una direccién endo como aquella que esté hacia el carbono C5’ | y exo como la opuesta.
Se indica E para denominar si es conformacion envelope o T si es conformacion twisted.

El superindice indica que el d&tomo que figura en él estd en direccién hacia C5’ (arriba) y el
subindice indica que este dtomo esta en direcciéon opuesta (abajo).

(Lmendo 4-exo

288 72°
O4-exo W E O4-endo

252° 108°

(4-endo Cl-exo

C3-exo 1%00 O -endo

Figura 1.6: Circulo de pseudorrotacion de la ribosa [26].
Con 360>P >0 para el valor 7a; constante, Ecuacion (L.1J).
Podemos distinguir 4 zonas: norte (N), sur (S), este (E) y oeste (W).
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Existen dos parametros que se deben calcular para caracterizar estas formas del azucar: la fase
del angulo (P) y la amplitud de pseudorrotacion (7). Estos pardmetros se determinan por cinco
angulos de torsion del anillo (7;) y se relacionan segin la ecuacion:

Ti = Tar cos[P + 144(i — 1)],i = 0, ..., 4, (1.1)

donde 7j es el angulo de torsion entre C4’-04’-C1’-C2’, 7y entre 04’-C1’-C2’-C3’, 75 entre
C1’-02’-C3’-C4’, 13 entre C2-C3’-C4’-04’ y 74 entre C3’-C4’-04’-C1’.

El dngulo de pseudorrotaciéon P se calcula usando los angulos de torsion 7; (con ¢ = 0,..,4) de
acuerdo a la siguiente expresion:

(14 +71) — (13 4+ 70)

tan P = .
T 5 () (sin 36° + sin 71°)

(1.2)

A la forma de empaquetamiento del azucar se le llama puckering. ;Por qué sucede esto en
el anillo de aziacar? Tedéricamente, un anillo de azdcar plano es energéticamente desfavorable y el
sistema reduce su energia mediante el puckering; como las barreras de rotacién en los enlaces C-O
son mas bajas que en los enlaces C-C, el anillo adopta conformaciones con angulos de torsion C-O
cercanos a 0° y con angulos de torsion C-C maximamente escalonados, resultando mayormente en
puckerings C2’endo, C2’exo, C3’exo y C3’endo (dependiendo de los otros dngulos de torsion).

Las formas mas abundantes de los nucleosidos en la naturaleza son las N (C3’endo) y S
(C2%ndo); la forma E (O4’endo) se encuentra a veces, pero nunca la W (O4’exo), Figura (L.6);
las formas B del ADN presentan puckerings S y en algtin caso E y las formas A del ADN y ARN
presentan siempre puckerings N, Seccion .

La distribucion de los angulos internos (exociclicos) en el anillo del aziicar es similar a la
presentada en otras moléculas orgénicas, como el tetrahidrofurano, con el cuél se hicieron muchas
investigaciones para describir la geometria de sus enlaces [27]. La suma de sus dngulos exociclicos
es alrededor de 523°; igual a la suma de los angulos exociclicos del tetrahidrofurano, esta similitud
sugiere que los efectos de empaquetamiento influyen mas que las sustituciones de los atomos de
carbono. En general, los angulos exociclicos en C1’ y C4’ son casi tetraédricos (~109°) mientras
que en C2’ y C3’ incrementan, siendo entre 112° y 117°. Incluso se pueden observar cambios en los
angulos C-O dependiendo del empaquetamiento del azicar.

1.3. Nucleésidos y Nucleétidos

En un nucledsido, el azucar esta unida a la base nitrogenada (A, T, G o C) por un enlace con
el carbono C1’ del aztcar y el nitrogeno de la base (N9 de las purinas o N1 de las pirimidinas)
llamado enlace glucosidico, Figura ([1.7).
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— - N
N Base N Base
/ \ / Grupo Fosfato / \ /
N ?') N
OH N HO—P —0 N
0 0 (0]
Az(car Azlicar
Nucledsido Nucleétido
OH H OH H

Figura 1.7: Estructura de nucleésidos y nucleétidos.
Un nucleésido es un aztcar unido a una base nitrogenada, mientras que el nucleétido estd dado por la
unién de un nucleésido con un grupo fosfato.

A su vez, un nucledtido estd formado por la unién del nucleésido con un grupo fosfato P.
El grupo fosfato es un i6n poliatomico (formula PO3), aqui el fosforo estd unido a 4 Atomos
de oxigeno mediante un enlace covalente doble (P=0) y tres enlaces covalentes sencillos (P-O)
teniendo asi una estructura tetraédrica.

Para formar las cadenas polinucleotidicas, los nucleétidos se unen mediante enlaces fosfodiéster
(para la cadena 5’fin-3’fin, el enlace es entre el hidroxilo C3’ del primero y el fosfato C5’ del
segundo). El enlace covalente para unir al azicar con el grupo fosfato se da con los carbonos C5’
y C3’ del azicar (C5-05’-P).

La estructura de un polinucleétido tiene dos finales diferentes, llamados extremos 5’ y 3’, los
cuales tienen implicaciones quimicas y biologicas. Frecuentemente, en el ADN existe un grupo
hidréxilo en el extremo 3’ (3° OH) y un tnico grupo fosfato en el extremo 5’ (5° POy). El proceso
de replicacién y transcripciéon ocurre por la adicién de un nucledsido trifosfato 5’ sobre el grupo
hidroxilo 3 del nucleétido final del polinucleétido [, Figura (L.8).

Las bases de los nucleésidos son planas, y son libres de rotar alrededor del enlace glucosidico,
pero existen dos orientaciones predominantes de la base en relacion al azicar.

= Syn: Si la base estd sobre el plano de la pentosa. En las purinas encontramos el H8 sobre el
azdcar; y en las pirimidinas, el H6 se encuentra sobre el anillo de la pentosa. El dngulo de
torsion entre la base y el azicar x se encuentra entre los 0° y los 72°.

= Anti: Si el plano de la base esta alejado del plano de la pentosa. Para las purinas aleja el
HS8 del azicar; y el conjunto de la purina rota sobre él. El dngulo x se encuentra cerca de los
210°.

El empaquetamiento del aztcar es influenciado por modificaciones en la base. En especial si el
C8 de la purina o C6 de la pirimidina es sustituido por grupos que cambian entre orientaciones
syn-anti. En general, la conformacién anti se correlaciona con el empaquetamiento del azicar
C2’-endo, sobre todo para purinas [2Z1].

Cabe mencionar que los nucleétidos tienen varias funciones dentro de las actividades celulares,
como lo son el transporte de energia (ATP, ADP) o la respiracion celular (NAD, FAD)[23].
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Figura 1.8: Cadena del ADN.
Las cadenas antiparalelas de aztcar-fosfato estdn unidas mediante emparejamientos de Watson y Crick.

1.4. Niveles de Organizaciéon de Estructuras del ADN

La estructura del ADN, representada segun el modelo de Watson y Crick, es una hélice dex-
trogira (se enrolla a la derecha) de doble cadena antiparalela. El esqueleto de aztucar-fosfato de las
cadenas constituye la parte exterior de la hélice, mientras que las bases nitrogenadas se encuentran
apiladas cerca del centro de la hélice cilindrica y forman pares unidos por puentes de hidrégeno
que mantienen juntas a las cadenas. Existen alrededor de diez pares de bases por vuelta de la doble
hélice. El apilamiento de las bases le da una estabilidad considerable a la doble hélice.

El ADN de doble cadena es una molécula antiparalela, lo que significa que se compone de dos
cadenas que corren una junto a la otra pero en direcciones opuestas. En una molécula, el extremo
5’ (el que termina con un grupo fosfato) de una cadena se alinea con el extremo 3’ (el que termina
con un grupo hidroxilo) de su pareja, y viceversa, Figura .

16



Estructura del ADN
1.4 Niveles de Organizaciéon de Estructuras del ADN

Extremo 5'
- Extremo 3'
1

. Guanina
Timina
Citosina

Adenina
Surco Menor

|

—— Esqueleto
Az(icar Fosfato

Surco Mayor

T
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Figura 1.9: Hélice doble del ADN.
Los esqueletos azicar-fosfato se enrollan alrededor de las bases unidas, formando la estructura de doble
hélice. Se pueden apreciar los surcos que forman al enrollarse.

Todas las hélices tienen una direccionalidad, que es una propiedad que describe como se
orientan los surcos en el espacio. La torsiéon de la doble hélice y la geometria de las bases crea un
hueco més amplio (llamado surco mayor) y uno més estrecho (surco menor) que corren a lo largo
de la molécula, Figura . Estos surcos son importantes sitios de unién para las proteinas que
mantienen el ADN y regulan la actividad de los genes.

En este modelo, las cadenas se mantienen unidas por puentes de hidrégeno entre las bases
nitrogenadas en cadenas opuestas, cada par de bases forma un peldano en la escalera de la molécula.
Como vimos anteriormente, estos pares no se forman por cualquier combinacion, sino que se forman
con correspondencias entre A-T y G-C (se conocen como pares de bases complementarias).

El emparejamiento de bases explica las reglas de Chargaff. Y puesto que una purina grande
se empareja siempre con una pirimidina pequena, el didmetro de la hélice es uniforme, de
aproximadamente 2 nanémetros.

El primer nivel de organizaciéon del ADN consta de secuencias de nucledtidos unidos mediante
un enlace fosfodiester entre el hidroxilo C3’ del primer nucledtido y el fosfato C5’, esto da una
cadena polinucleotidica con un grupo fosfato en el extremo C5’ y un hidroxilo en el extremo C3’,
lo que le da la direccién a la cadena de 5’fin a 3’fin.

El segundo nivel de organizacion viene representado por la hélice doble. En el ADN estas
cadenas son complementarias, antiparalelas y continuas, mientras que el ARN solo cuenta con una
cadena, que va de 5’fin a 3’ fin en una region cercana.

El tercer y cuarto nivel de organizacién estan relacionados con la forma en la que la hélice
doble se enrolla sobre si misma, para dar lugar a los nucleosomnas, que a su vez se condensan y se
enrollan nuevamente, dando como resultado la cromatina y después los cromosomas, Figura ([1.10).
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Doble Hélice Nucleosomas Fibra condensada ~ Cromatina extendida Cromatina condensada Cromosoma

é_,

2nm

_ P
300 nm 700 nm 1400 nm

Figura 1.10: Niveles de organizacién del ADN.

El ADN se compacta alrededor de un conjunto de 8 proteinas llamadas histonas y forma estructuras
globulares llamados nucleosomas, este complejo generado por la combinacion de proteinas y ADN se
denomina cromatina. La cromatina se condensa hasta alcanzar su maximo grado de compactacion, el cual
forma los cromosomas.

1.5. Familias de ADN

Las estructuras del ADN presentan algunas diferencias notorias que nos permiten catalogarlas
en familias conformacionales; se conocen 3 tipos principales A-ADN, B-ADN, Z-ADN,

Figura (1.11).

El B-ADN tiene mayor interés bioldgico, pues esta forma es la que tiene mayor interacciéon con
las proteinas. En esta estructura no hay mucha diferencia entre el surco mayor y el surco menor,
las bases son en general coplanarias y tenemos el eje helicoidal practicamente perpendicular a
las bases y que pasa por el centro de ellos. Las conformaciones del aztcar C2’endo y C3’exo son
caracterististicas de esta familia.

El A-ADN se presenta cuando se deshidrata levemente el B-ADN. Es una hélice dextrégira, la
elevacion de la hélice es de aproximiddamente 2.5mm y tiene un surco mayor mucho mas estrecho
y profundo que la forma B. Y para esta familia, las conformaciones del azicar C3’endo y C2’exo
son caracteristicas.

El Z-ADN se diferencia por enrollarse hacia la izquierda (levogiro), esta familia presenta mas
restricciones para obtenerla: sélo se logra obtener en soluciones salinas y en secuencias especificas
como G-C-G-C-G. Esta hélice es en general més delgada y alargada con respecto a las dos familias
previas para el mismo nimero de bases.
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) F‘ rfj
= 5
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e 1e
A - ADN B - ADN Z - ADN

Figura 1.11: Familias de conformaciones de ADN AB y Z.
Podemos observar las diferencias estructurales entre las familias. La familia A tiene los surcos muy
marcados, mientras que la familia B no tiene mucha diferencia entre el surco mayor, ambas son
dextrogiras. Por otro lado la familia Z es levogira y es méas delgada y alargada.

1.6. Parametros Estructurales

La geometria molecular puede ser especificada en términos de longitud de enlace, angulo
de valencia y angulo de torsion. La longitud de enlace es la distancia media entre los centros
de dos atomos enlazados. Un angulo de enlace es el dngulo formado por tres dtomos enlazados
consecutivamente. Para cuatro dtomos unidos consecutivamente en una cadena, el angulo de
torsion es el angulo entre el plano formado por los tres primeros atomos y el plano de los tres
dltimos atomos. La informacion estructural se encuentra presente en los angulos de torsion
(ver la Figura para una representacion de los angulos de torsién en un dDMP) y en el
empaquetamiento del anillo de azicar. Pero podemos valernos de distintos parametros para el
estudio estructural del ADN, como la superposicion de bases (Stacking), o los parametros h-Twist,
h-Rise, Buckle y Propeller, Figura .

Se definen 6 angulos de torsion principales para describir la configuracion del esqueleto
azucar-fosfato (4, €, ¢, a, B8, 7), Figura (1.12). En particular, el angulo J contiene informacion
sobre el empaquetamiento del anillo de desoxirribosa [21].

El angulo glucosidico x es otro dngulo de torsiéon importante. Se encuentra alrededor del enlace
entre el atomo C1’ del anillo de azicar y el nitrégeno de su base adjunta.

En los nucledsidos, todos los angulos de torsién exepto - estan correlacionados, pero en
polinucleétidos incluso v estd involucrado. Esto significa que los cambios estructurales siguen un
movimiento establecido.

Para el ADN existen los pardmetros helicoidales n y h. Siendo n el numero de nucleétidos por
vuelta, y h la altura axial por nucleétido.
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O5*
'\ C5*
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Figura 1.12: Angulos de torsion para un desoxidinucleésido mono-fosfato (ADMP).
Los angulos de torsion principales se encuentran a lo largo de la cadena azticar-fosfato 6, €, ¢, a, 3, v;
ademas del angulo entre la base nitrogenada y el azicar llamado dngulo glucosidico .

Hay otros parametros que definen caracteristicas sobre la organizacién de las bases y que
permiten una clasificacion rapida de las estructuras, Figura : El antes mencionado Stacking,
que cuantifica el area de traslape entre bases apiladas, este pardmetro se mide en [AQ] Propeller
define el dngulo que hay entre los planos de las bases complementarias, cuando una gira respecto
a la otra alrededor del eje vertical. Buckle define el angulo que se produce por el doblez de los
planos de las bases, alrededor del eje horizontal. Helical Twist (o h-Twist) es el d&ngulo de rotacion
de pares de bases sucesivos alrededor del eje helicoidal. Y por tltimo Helical Rise (o h-Rise) es la
longitud que separa a pares de bases sucesivas, el promedio de estas separaciones es de 3.4 Am

Propeller Buckle h-Twist h-Rise

Figura 1.13: Parametros sobre la organizacién de las bases.
Se ilustran los parametros, Propeller, Buckle, h-Twist y h-Rise en el sistema de coordenadas
rectangulares. Cada cuadrilatero representa al plano de una base nitrogenada, para los parametros
helicoidales se usan pares de bases.
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Capitulo 2

Optimizacién Geométrica del ADN

Actualmente existen dos modelos de estructuras moleculares que nos permiten estudiar
sistemas dentro de la biofisica molecular, estos son el modelo mecénico-molecular, modelo con
un bajo consumo de recursos que nos permite modelar estructuras geométricas, interacciones y
diferencias energéticas. Y el modelo mecanico-cuantico, que se basa en resolver la ecuaciéon de
Schrédinger recurriendo a aproximaciones y a herramientas computacionales mas potentes. Este
modelo permite modelar reacciones quimicas, pero sélo es 6ptimo para moléculas pequenas por su
alto consumo de recursos [I3].

Para este trabajo usamos el método de Mecanica Molecular (MM) y los campos de fuerzas
AMBER para hacer la optimizacién geométrica de las moléculas implicadas y asi encontrar los
minimos energéticos del sistema. También usamos otros tipos de software para realizar mediciones
y célculos después de las optimizaciones, como lo es el software Mercury.

2.1. Mecanica Molecular

En el método de Mecanica Molecular se utiliza la mecanica clasica para emular sistemas
moleculares que varian en tamano y complejidad, desde moléculas orgéanicas de poco peso (como
los hidrocarburos), hasta sistemas biologicos complejos como acidos nucléicos y proteinas, o
materiales que contengan miles de millones de atomos. Podemos considerar al método de MM
como una extensiéon de un simple atomo y un enlace a la representaciéon de moléculas y sus
complejos en quimica clasica [I3].

Se considera a los dtomos como esferas y ademés se toma como valida la aprozimacion
de Born-Oppenheimer [28]. Esta aproximacién acopla los movimientos electrénico y nuclear.
Como la masa del nicleo del dtomo es mucho mayor que la de los electrones, su velocidad es
correspondientemente pequena, asi el nicleo experimenta a los electrones como si fueran una
nube de carga, mientras que los electrones sienten a los ntcleos como si estuvieran estéticos.
De esta forma, los electrones se adaptan instantdneamente a cualquier posiciéon de los ntcleos.
Este acoplamiento hace posible el trabajo en fisica molecular, por no tener solucién analitica los
problemas de més de dos cuerpos.

En el método de MM se tienen las siguientes consideraciones:
s Cada atomo es simulado como una particula individual.

s A cada particula se le asigna un radio, una polarizabilidad y una carga neta constante.
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= Las interacciones enlazantes son tratadas como resortes, usando la ley de Hooke.

El radio de cada particula usualmente es el radio de van der Waals, el cual representa la mitad de
la distancia méas cercana posible de aproximacién entre dos &tomos o moléculas en una interacciéon
no enlazante.

La carga neta de los 4tomos proviene de calculos cudnticos o experimentales, en el presente
trabajo se usaron las cargas para nucledsidos de ADN correspondientes al articulo A Second Gene-
ration Force Field for the Simulation of Proteins, Nucleic Acids, and Organic Molecules, publicado
por Wendy D. Cornell et al., en 1994 [22]. Dichas cargas son usadas con los campos de fuerza BSC1,
FF99 y OL15 en el presente trabajo para realizar las optimizaciones geométricas y encontrar los
minimos energéticos de cada sistema utilizando el software AMBER.

En este método la energia potencial del sistema es calculada como una funcién de las
coordenadas nucleares utilizando campos de fuerza, Ecuacion (2.1).

Para calcular la energia del sistema, se hace una sumatoria de energia dada por diferentes
niveles de calculos. Es decir, la sumatoria de términos de energia que corresponden a las contri-
buciones de diferentes caracteristicas fisicas y la sumatoria de contribuciones de los electrones. La
forma bésica de la funcién de energia potencial en MM incluye términos (enlazantesﬂ y no enla-
Zanteﬂ que describen la interaccion electrostatica de grupos cargados y la fuerza de van der Waals.

La energia potencial del sistema se representa como una funciéon de las coordenadas de los
atomos (r) que es la suma de los componentes enlazantes y no enlazantes, donde los componentes
de cada contribucién se desglosan en las sumas de la siguiente ecuacion, cada uno siendo a su vez
una suma de muchas contribuciones:

AE(r) =Y Ei+Y Es+Y BEs+Y Ec+ Y Euw, (2.1)

donde Fj representa los enlaces quimicos, Ey los 4ngulos de valencia, Ey los angulos de torsion,
FE. las interacciones electrostaticas y F,qw las interacciones de van der Waals.

Los términos de energia dependen de las posiciones de los dtomos y de los pardmetros
(constantes ajustables). Ademas, como la funciéon depende de las coordenadas nucleares de los
atomos, una variacion en la posicion implica un cambio en la energia potencial. Asi, cuando una
estructura representa un minimo en la superficie de la energia potencial del sistema, decimos que
la estructura esté optimizada.

Como mencionamos antes, las interacciones de enlaces entre 4tomos son tratadas como resortes,
siguiendo la ley de Hooke, con una distancia de equilibrio igual a la longitud de enlace calculada
experimentalmente. La longitud de enlace es la distancia media entre los niicleos de dos atomos
unidos mediante un enlace quimico en una molécula.

Asi, los dos primeros términos de la Ecuacion (2.1)), que son los cambios de energfa debido a
variaciones de longitud, estiramiento, &ngulos de enlaces y desviaciones, se pueden escribir como:

By = ky(l; —19)?

(2.2)
Epi = koi(0; — 67)?,

donde I; es la longitud, 6; el angulo; [? y 69 son los valores de equilibrio para longitud y
angulo en el enlace; kj; y kg; son el estiramiento y la desviacién de las constantes de fuerza,
respectivamente. Todos estos parametros dependen de los tipos de atomos involucrados en el

Hnteracciones atémicas que estan unidas por enlaces covalentes.
2Interacciones entre pares de 4tomos no covalentes.
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enlace o en el dngulo de valencia.

El tercer término de la Ecuacién es el cambio de energia de torsién, que es responsable
de interacciones de capas de electrones de dos atomos (a y d) y de dos enlaces (a-b y ¢-d) los
cuales estan conectados a través de un enlace quimico (b-¢). Este término se puede expresar de la
siguiente forma:

Em‘ = k‘m‘[l + COS(nﬂﬁi — (52)] (23)

Aqui ¢; es el dngulo i de rotacion alrededor del enlace quimico (b-¢), es decir el angulo entre
el plano definido por (a, b, ¢) y el plano (b, ¢, d). Esta funcién es periodica, y los parametros
kgi, n; (multiplicidad) y 67 (fase del angulo) pueden ser estimados con datos experimentales de la
molécula considerada.

Los dltimos dos términos representan las interacciones no enlazantes de energia potencial.
Esta es la energia de no enlace entre todos los pares de a&tomos no relacionados el uno al otro o
al mismo tercer 4tomo. Esta energia se descompone en energia electrostatica y energia de van der

Waals.
Los términos no enlazantes son mas intensivos computacionalmente.

Las interacciones electrostéaticas se pueden representar mediante una energia potencial de Cou-
lomb:

B, = 1 %5 (2.4)
47T60 Tij

donde g; son las cargas atomicas usadas para representar el enlace quimico, 7r;; es la
distancia entre los dtomos i y j. La energia total es la suma de todas las combinaciones de pa-
res de atomos, y generalmente excluye las interacciones que existen a més de un enlace de distancia.

Por dltimo, las interacciones de van der Waals son las fuerzas atractivas o repulsivas entre
moléculas distintas a las debidas a un enlace intermolecular o a la interaccién electrostatica, por
lo que el término incluye:

= La fuerza entre dos dipolos permanentesﬂ
» La fuerza entre un dipolo permanente y un dipolo inducid(ﬂ
= La fuerza entre dos dipolos inducidos instantaneamentd’}

Todos los tipos de fuerzas de van der Waals dependen fuertemente del entorno debido a que se
originan de interacciones de dipolos instantaneos e inducidos (interacciones intermoleculares).

2.2. Campo de Fuerza

Un campo de fuerza es un método computacional utilizado para estimar las fuerzas entre
los atomos dentro de las moléculas. La combinacién de una funcién de energia potencial (como
la del Seccion (2.1))), con todos los parametros que involucra, constituye un campo de fuerza.

3Si las interacciones son entre moléculas que estan polarizadas de manera permanente se conocen como fuerzas
de Keesom [29].

4Cuando un dipolo inducido interacttia con una molécula que tiene momento dipolar permanente se le conoce
como fuerza de Debye [Z9].

5Si las interacciones son entre dos dipolos que estan inducidos en los 4tomos o moléculas, se conocen como fuerzas
de London [Z9].

23



Optimizacién Geométrica del ADN
2.2 Campo de Fuerza

En la préctica existe una conexioén cercana entre los campos de fuerza y los cddigos compu-
tacionales que los implementan, aunque esto se vuelve cada vez menos cierto de lo que solia ser [30].

Diferentes campos de fuerza estdn disenados para diferentes propoésitos, y todos estan imple-
mentados en diferentes softwares computacionales.

El software computacional y campo de fuerza AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) [B] es uno de los paquetes més usados para una amplia gama de moléculas organicas,
incluyendo AN, proteinas y ADN. Este software es el que se ha seleccionado para el presente
trabajo. El campo de fuerza contiene el arreglo comin minimalista para los términos de energia,
Ecuaciones a ([2:4); y los parametros fueron ajustados mediante datos de mecénica cuéntica
y experimentales.

Los campos de fuerza son actualmente una herramienta comun para la investigacién es-
tructural en moléculas biologicas, pues los campos de fuerza combinados con nuevos algoritmos
computacionales permiten reproducir de manera mas exacta las observables experimentales.

Las cargas eléctricas de los atomos en los AN fueron determinadas usando calculos con el
potencial electrostéatico restringido (RESP, por sus siglas en inglés) adecuado, y han logrado
reproducir con un muy buen grado de precisién las energias de interaccién y conformacionales de
moléculas pequenas. Estas cargas fueron publicadas en el articulo de Cornell et al.[22] (mencionado
en la Seccion ([2.1), y son las que usaremos en el presente trabajo para desoxinucledsidos.
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Figura 2.1: Cargas para ADN usadas en el paquete AMBER, articulo de Cornell et al.[22]
Podemos observar las cargas para nucleosidos (fragmento A y D con el azicar) y nucledtidos (fragmento
B y D) de ADN. Las cargas para las bases y el C1’ y H1’ se muestran por separado para poder
combinarlas con el azicar. El extremo 5’ de la cadena corresponde al fragmento A, C y el azticar; y el
extremo 3’ corresponde a la combinacién de B y D con el azticar; mientras que una estructura central en
la cadena corresponde a la combinacion de B y C con el aztcar.

En los campos de fuerza AMBER los parametros son ajustados para que reproduzcan propieda-
des estructurales. En particular, los pardmetros de van der Waals fueron ajustados a propiedades
de liquidos, y anadiendo términos extra de Fourier se consiguieron mejorar notablemente los
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potenciales para los dngulos de torsion.

Los campos de fuerzas AMBER incorporan una funcién de energia potencial relativamente
simple, que nos lleva de la Ecuacion (2.1]) a la siguiente expresion:

V(I,0,¢)= > kl—1)>+ > ke(®—00)°+ > ke[l +cosng]

enlaces angulos torsiones

N-1

N )
Z qi4q; 045 12 T05i 6
+ Q'j — 27
‘ i 4dmegri; Tij Tij

j=11

donde [ es la longitud del enlace y [y es su valor en equilibrio; 6 el dngulo de valencia y 6y su
valor en equilibrio; ¢ el angulo de torsién; y los pardmetros ki, ke, kg, n, €;5,70;; Son constantes.
En la Figura (2.2) podemos ver estos potenciales esquematizados.

Torsion

Qace

Angulo

Interaccion no enlazada

Figura 2.2: Potenciales usados en MM.
La figura muestra un esquema de los potenciales considerados en el método de MM, Ecuacion (2.1). Los
potenciales de enlace, angulo y torsiéon son potenciales enlazantes (pares de atomos enlazados), mientras
que para los pares de atomos no enlazados tenemos los potenciales eléctrico y de van der Waals.

Los primeros tres términos de la Ecuacion se derivan de las Ecuaciones y .
El dltimo término, la doble sumatoria sobre i, j, representa la energia de los pares de 4tomos no
enlazados, y se puede descomponer en dos términos, el de energia electrostatica (primer término
de la suma) y de van der Waals (segundo término de la suma).

Para la expresion de la energia electrostatica de la Ecuacion (2.4), se asume que las cargas
debidas a los protones y electrones en un &tomo pueden ser representadas por una carga puntual
(o en el caso de conjuntos de parametros, un pequefio nimero de cargas puntuales).

La energia de van der Waals en la Ecuacién se calcula usando la distancia de equilibrio
roi; ¥ la profundidad del pozo, e. El factor 2 en el segundo término de la expresién de dicha
energia, asegura que la distancia de equilibrio es ry;;. Esta energia se puede escribir también en
términos de sigma, con ro;; = 21/6.

Estos dos ultimos potenciales (electrostatico y de van der Waals) son interacciones entre dtomos
no enlazados (V,,;). Donde k; es la constante de fuerza de estiramiento, kg es la constante de fuerza
de doblamiento y k¢ la constante del peso de la barrera de torsion.
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2.3. Optimizaciéon Geométrica con AMBER

Nos referimos con optimizacién geométrica a aquel proceso que, mediante una serie de pasos,
intenta encontrar la configuracién espacial de los nicleos atémicos que resulte en un minimo de
energia de la molécula.

El campo de fuerza AMBER ha sido desarrollado para la dindmica molecular de macromoléculas
y es utilizado para la minimizaciéon de energia. Por lo tanto, las coordenadas de todos los atomos
se consideran como variables independientes.

De esta forma, la optimizaciéon geométrica depende de la geometria de partida, de una funcion
de energia potencial y de la condicién impuesta para obtener un gradiente aceptable en un
determinado numero de pasos [2].

El software computacional AMBER usado en el presente trabajo, sigue una serie de algoritmos
computacionales [20] que podemos resumir en los siguientes pasos:

s Calcula la energia de un punto de la distribucién espacial de dtomos inicial.

= Se modifican las coordenadas de un subconjunto de atomos y se calcula un nuevo valor de
energia para la nueva configuracion.

» Las derivadas de primer y segundo orden de la energia con respecto a las posiciones indican
la direcciéon y la magnitud de la siguiente conformacién geomeétrica.

= Se realiza el incremento en la distribucién y se determina el nuevo valor de energia.

Este proceso se repite hasta que se alcanza un valor de convergencia previamente fijado.

2.3.1. Procedimiento de Optimizacién Usando el Software AMBER

En el paquete computacional AMBER existen varias herramientas, programas y comandos
que podemos usar para hacer la optimizacién geométrica de nuestras estructuras. Para empezar
debemos preparar la estructura que vamos a utilizar (este se lleva a cabo en detalle en el Apéndi-
ce , realizando una busqueda y seleccion en el banco de datos NDB (Nucleic acid DataBase,
por sus siglas en inglés), y posteriormente recortando el fragmento que sea de nuestro interés. En
el presente trabajo usamos fragmentos cortos de ADN, mas especificamente desoxinucledsidos.

Se utilizaron tres campos de fuerza distintos implementados en el software, estos son BSC1,
FF99 y OL15. Buscaremos con cudl de ellos podemos representar mejores resultados para cada
tipo de estructura.

Dentro del paquete AMBER existe un editor llamado XLeap: Universe Editor con el cuél
se ejecutara primero el campo de fuerza que debemos llamar desde la direcciéon que usemos como
repositorio de AMBER (AMBERHOME) usando una terminal (o shell) en nuestro sistema opera-
tivo. Con los siguientes comandos llamamos a ejecutar el editor XLeap con los campos de fuerza
FF99, BSC1 y OL15, respectivamente.

xleap -s -f $AMBERHOME/dat/leap/cmd/oldff/leaprc.ff99

xleap -s -f $AMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.DNA.bscl -s -f
$AMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.water.tip3p

xleap -s -f $AMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.DNA.OL15 -s -f
$AMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.water.tip3p
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Una vez ejecutado el editor, usaremos su consola para dar las instrucciones siguientes. Primero
necesitamos definir una variable (llamada a por ejemplo) que cargue el archivo con el fragmento
que preparamos previamente en formato .pdb que vamos a optimizar.

a=loadpdb "archivo".pdb
edit a

Con la segunda linea del comando ejecutamos el editor Unit Editor de XLeap para nuestra
variable a. Este editor nos permite visualizar la molécula que tenemos en nuestro archivo de
coordenadas, y tiene muchas herramientas para modificar la distribucién espacial de nuestra

estructura, Figura (2.3).

XLEaP: Unit editor: a P: Edit selected atoms: a

Unit Edit Display able Operations
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Figura 2.3: Interfaz de Unit Editor de XLeap, software AMBER.
En la parte izquierda podemos visualizar la estructura de la molécula, donde tenemos también
herramientas para su edicién. En la derecha de la figura se encuentra la tabla con las cargas para cada
adtomo seleccionado.

En el Unit Editor podemos modificar los 4&tomos de la molécula, anadir nuevos dtomos, bo-
rrar otros, etc. Pero como ya preparamos las coordenadas especificas que vamos a usar para la
optimizacién entonces pasamos a la herramienta Unit >Add H & Build que agrega los hidrogenos
faltantes (habra hidrogenos faltantes en los nucledsidos con recortes o con cambio de base).

Siempre tendremos que revisar que la carga neta de la molécula sea neutra, de lo contrario
podria haber un error con las cargas individuales de los 4tomos, esto se hace con la herramienta
Unit > Calculate net charge, en la pestana inferior de salida nos indicara la carga neta de la molécula.

Algo muy importante es revisar que la carga de los &tomos, sus nombres y sus tipos correspondan
a los acordados en el articulo de Cornell et al. [22], seleccionando toda la molécula y con la
herramienta Edit >FEdit selected atoms se desplegard una tabla para editar los 4tomos, donde
podemos modificar los valores de las cargas, nombres y tipos.

Al terminar de hacer los ajustes necesarios, debemos revisar que la molécula no tenga errores
estructurales (por ejemplo dtomos repetidos, errores en enlaces o en angulos de torsion), para esto
se usa la herramienta Unit >Check Unit.
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Cuando todo esté correcto cerramos el Unit Editor: Unit > Quit.

Una de las modificaciones estructurales muy frecuente en el presente trabajo, usando el editor
Unit Editor de XLeap, es el Cambio de Base. Consiste en usar las coordenadas de la desoxirribosa
de una estructura, que tenga parametros que nos interesen, pero cambiando la base nitrogenada a
la que esta conectada. Este cambio, detallado en el Apéndice , nos permite explorar diferentes
conformaciones usando la misma distribucién espacial de una estructura.

Regresando a la consola principal de XLeap, usaremos las lineas:

saveamberparm a "nombre".tipo "archivo".coor
savepdb a "nombre-optimizado".pdb

La primera genera y guarda dos archivos, uno con la informacion de los parametros que se usarin
para optimizar la estructura (con formato .tipo) y el otro con la informacion de las coordenadas
(con formato .coor).

La segunda linea guarda el nuevo archivo inicial (con formato .pdb) con las modificaciones
realizadas.

Para realizar la optimizaciéon geométrica de una molécula, necesitamos los dos archivos genera-
dos con el programa XLeap (archivos .tipo y .coor), y otros dos programas del paquete AMBER
que ejecutaremos directamente desde la terminal de nuestro sistema.

Primero la instruccion SANDER, que realiza la optimizaciéon geométrica mediante los pasos
descritos en la Seccién y calcula la energia de la estructura:

sander -i 999.in -o "energia'".out -p "archivo".tipo -c "archivo".coor -r '"nombre"

Para hacer la optimizacion, el programa utiliza un archivo de inicio con parametros establecidos
por nosotros (como el nimero méximo de ciclos que llevara, el radio de corte, etc.) al que llamamos
999.in, ya que 9994 es el radio de corteﬂ que seleccionamos para estos fragmentos pequenos, ademas
de los dos archivos generados por XLeap (.tipo y .coor).

Al realizar el proceso computacional, el programa nos genera dos archivos, el primero (formato
.out) es donde se guardan los valores de la energia en cada paso, dandonos un resultado final
de la energia minimizada. El otro archivo (formato .outcoor) es donde se guardan las nuevas
coordenadas de la molécula optimizada.

En este paso también podemos hacer uso de otro archivo inicial (formato .in) para aplicar
una restricciéon a uno o varios angulos de torsiéon de nuestra molécula al momento de optimizar.
Este procedimiento es detallado en el Apéndice (C). En el presente trabajo lo usamos para
evitar errores estructurales al momento de trabajar con nucledsidos, ya que al no tener un
grupo fosfato en la molécula inicial algunos angulos pueden tomar valores antinaturales que
representan un minimo de energia artificial, por lo que no son relevantes para nuestra investigacion.

Por ultimo la instruccion AMBPDB ejecuta un programa de anélisis que sirve para extraer
la informacion resultante de las modificaciones y de la optimizacion de la molécula.

ambpdb -p "archivo".tipo -c '"archivo".outcoor > "nombre-optimizado".pdb

Ejecutando esa linea, el programa usa los archivos .tipo y .outcoor y genera un archivo
(formato .pdb) que corresponde a la estructura optimizada.

6El radio de corte es la distancia maxima en la que el programa deja interactuar a los atomos entre ellos, para
este tipo de estructuras se debe elegir un radio de corte que englobe a todos los 4tomos de la molécula.
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2.4. Mediciones y Calculos Finales

Después de hacer la optimizacion geométrica de las estructuras con el software AMBER, es
necesario realizar mediciones y célculos para poder expresarlos en tablas (Capitulo 4. Resultados)
para su respectivo analisis.

Nos ayudaremos de otro software llamado Mercury para la visualizacién y mediciones, y de
algin programa de tipo hoja de cdlculo para algunos calculos y presentacion.

2.4.1. Mediciones con Mercury

El software Mercuryﬂ (Crystal Structure Visualisation, Exploration and Analysis software) 3]
ayuda a la visualizacién en tres dimensiones de estructuras moleculares, y sirve entre otras cosas,
para el analisis del empaquetamiento de cristales y de interacciones intermoleculares. Este software
puede leer archivos con formato .pdb (entre muchos otros) y este es el que usaremos para realizar
las mediciones que analizaremos més adelante, mediciones de los angulos de valencia y de torsién
del anillo de desoxirribosa, dngulo de torsién glucosidico y de los angulos de torsiéon del fragmento
de esqueleto azucar-fosfato del desoxinucleosido.

Primero abrimos nuestro archivo .pdb de la estructura optimizada geométricamente. Seleccio-
namos este software ya que cuenta con una amplia gama de herramientas, y es sumamente amigable
con las opciones de visualizacion y la simplicidad de su interfaz.

Para el presente trabajo, usamos las herramientas que nos permiten medir angulos de valencia,
angulos de torsion y distancia entre dtomos, Figura .
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0 90 yi90 290 2490 & > & 1 mom om+
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[ Asymmetricunit | ] H-Bond Defaut d
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4 structures...
Reset

Structure Navigator | Searches

Figura 2.4: Interfaz del software Mercury.
En la figura se estan midiendo angulos de torsion con la herramienta Measure Torsions. Tenemos
diferentes herramientas de para medicién y visualizaciéon en este software.

"Desarrollado por Cambridge Crystalographic Data Centre, 2001 [ETJ.
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Para cada estructura optimizada realizamos las siguientes mediciones y verificamos que no
existiera ningun error, en los casos con errores se revisé el proceso de optimizacion y se propusieron
soluciones, que incluyen por ejemplo optimizar con restricciones de dngulos de torsién o realizar
cambios de base nitrogenada.

= Revisamos que no existiera ningin posible enlace de hidrégeno artificial. Con ayuda de la
herramienta Measure Distances medimos los pares de dtomos que sean muy cercanos sin
enlaces covalentes. Esto debido a que las distancias con las que se pueden formar puentes de
hidrégeno estan alrededor de los 2.5A.

» Usando la herramienta Measure Angles medimos los angulos de valencia del anillo de desoxi-
rribosa alrededor de los atomos 04’, C1’, C2°, C3’ y C4’.

s Con la herramienta Measure Torsions medimos los dngulos de torsion del anillo de desoxirri-
bosa vy (C4’-04’-C1-C2’), v; (04’-C1’- C2- C3’), v, (C1’-C2’-C3’-C4’), v5 (C2’-C3’-C4’-04’)
y vgq (C3-C4-04-C1’).

= Finalmente con la ultima herramienta Measure Torsions medimos los d&ngulos de torsién que
corresponden al fragmento del esqueleto azicar-fosfato presentes en nuestro nucledsido =, 4,

By €y el angulo de torsion glucosidico yx, Figura ([1.12).

Después de pasar la revision y de realizar las mediciones correspondientes, capturamos estos
ultimos datos en un software de hoja de céalculo para hacer otros céalculos pertinentes.

2.4.2. Calculos de Parametros de Pseudorrotaciéon y Distancias C2’, C3’

En nuestra hoja de célculo (por ejemplo Microsoft Excel) haremos algunos calculos con las
mediciones obtenidas en la seccion anterior. Como lo son la fase del dngulo de pseudorrotacion P,
la amplitud de pseudorrotacion 7, y las distancias de C2’ y C3’ al plano formado por C1’-04’-C4’.

Para calcular la fase del angulo P y la amplitud de pseudorrotacién 7,;, se utilizan los angulos
de torsion del anillo de desoxirribosa vy, v1, v, v3 v 4. Haciendo una serie de calculos sencillos
derivados de la Ecuacion (1.1) en la hoja de calculo, obtenemos los valores de P y 1), para cada
estructura.

El calculo de las distancias de C2’ y C3’ al plano del anillo de desoxirribosa es un poco mas
laborioso, pues debemos hacer uso del archivo .pdb de la estructura optimizada para obtener las
coordenadas de los dtomos involucrados (C4’, 04’, C1’, C2’, C5’ y C3’). Ya con estas coordenadas
simplemente hacemos una serie de operaciones para encontrar la ecuacion del plano C4’-04’-C1’
y posteriormente la distancia de C2’ y C3’ a este plano.

Después de presentar estas mediciones y calculos en una tabla organizada, podemos analizar y
catalogar de mejor manera nuestras estructuras optimizadas.
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Capitulo 3

Resultados

A continuacion, se mostraran las tablas obtenidas mediante la optimizacién con campos de
fuerza AMBER (BSC1, FF99 y OL15) de distintas estructuras de desoxirribosa y desoxinucles-
sidos, asi como las figuras correspondientes a minimos de energia locales y minimos de energia
globales.

=

N\ -y

Figura 3.1: Angulos de torsién para desoxinucleésidos y desoxirribosa. Se observan los angulos de torsion
principales que corresponden a la cadena azicar-fosfato 3, v, § y €, ademas del dngulo glucosidico .

Denominamos minimos de energia locales a las estructuras optimizadas encontradas con los
diferentes campos de fuerza, estos fueron ordenados de menor energia a mayor energia en las tablas
presentadas y se les asigndé un ntmero correspondiente a su posicién en la tabla. Los minimos
de energia globales son las estructuras optimizadas con energia mas baja para cada campo de
fuerza, es decir los que se encuentran en la primera fila de datos de cada tabla, representados con
el nimero 1 en cada tabla.

En la primera columna de las tablas tenemos el niimero asignado a la estructura minimizada,

se ordenaron los minimos dependiendo del valor su energia final, de menor a mayor.
En la segunda columna se expresa la energia final obtenida del proceso de optimizaciéon
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geométrica, esta energia engloba todas las interacciones que tiene campo de fuerza con la molécula
(ver Seccién (2.2)). La energia est4 expresada en kilocalorfas por mol (kCal/mol).

Las siguientes 5 columnas son los valores de los angulos de torsion x, 5, 7, d y €, respec-
tivamente, Figura . Dichos angulos fueron medidos usando el software Mercury [B], y se
encuentran expresados en grados.

En las columnas P y 7); se expresan la fase del angulo de pseudorrotacion y la amplitud de
pseudorrotacion, respectivamente, Sec. (2.4.2).

Las columnas C2’ y C3’ indican la distancia que tienen los carbonos C2' y C3’ del azucar,
respectivamente, con respecto al plano formado por los otros 3 dtomos del anillo de la ribosa (es
decir, el plano formado por los atomos C1’-04’-C4’). Esta distancia esta expresada en Angstroms
en las tablas, se denota como negativa si la direccion es hacia C5’ (endo) y positiva si es en la
direccion contraria. Sec. .

La dltima columna indica el empaquetamiento o puckering del anillo de azicar. Este
empaquetamiento estd designado siguiendo el circulo de pseudorrotacion, Fig. .

En las imagenes se mantiene horizontal el plano formado por los 4tomos C1’-04°’-C4’, para

tener una mejor visualizaciéon de las distancias de C2’ y C3’ con respecto a dicho plano, y para
poder observar los diferentes dngulos de torsion.

3.1. Minimos de energia de desoxicitidina

Veamos primero los resultados obtenidos con las pirimidinas. Para desoxicitidina (dCyd) los
resultados usando el campo BSC1 se encuentran en la tabla 3.1}

Tabla 3.1: Minimos locales encontrados con el campo BSC1 para desoxicitidina.

Energia X B v 0 € T P c2 C3" | puckerin
Yl g lolololol™ o0 d & ;
1 -120.55 | 215.4 | 179.7 55.8 143.1 | 156.9 | 38.2 | 158.9 | -0.62 | -0.04 | C2’-endo
2 -118.82 | 210.7 | 276.2 55.7 | 145.9 | 149.5 | 36.7 | 165.7 | -0.52 | 0.08 C2-endo
3 -118.76 | 205.4 | 181.0 | 55.9 82.7 | 1746 | 37.7 | 154 0.06 | -0.55 | C3’-endo
4 -118.63 | 204.3 | 295.1 | 300.5 | 146.7 | 163.1 | 42.5 | 155.6 | -0.73 | -0.11 | C2’-endo
5 -118.44 | 201.5 | 187.3 | 300.3 | 150.0 | 168.2 | 42.7 | 159.3 | -0.69 | -0.04 | C2’-endo
6 -117.62 | 197.5 | 271.1 48.0 81.8 199.6 | 39.3 7.5 0.20 | -0.45 | C3’-endo
7 -115.39 | 197.3 | 178.0 | 180.1 | 147.6 | 151.9 | 41.9 | 159.8 | -0.67 | -0.03 | C2’-endo
8 -112.41 | 197.3 | 176.5 | 179.6 | 80.0 160.3 | 40.0 19.3 | -0.01 | -0.64 | C3’-endo

Con base en la tabla[3.I] podemos agrupar los minimos locales encontrados con el campo BSC1
con respecto a valores de los dngulos de torsion v y §, y también con respecto al empaquetamiento
del aztcar.

Con el campo BSC1 seleccionamos 8 estructuras con minimos de energia locales que considera-
mos interesantes por la variedad en los pardmetros que contienen. En cuanto al empaquetamiento
del aztcar solamente tenemos dos puckerings diferentes con este campo de fuerza, C2’-endo (para
valores del angulo de pseudorrotacion cercanos a 160°) y C3’-endo (para valores del dngulo de
pseudorrotacion entre 0° y 36°). Estas conformaciones son las méas comunes en el ADN. Tambien
cabe mencionar que, para los minimos locales con puckering C2’-endo, el &tomo C2’ se encuentra
muy alejado del plano C1’-04’-C4’ (con distancias alrededor de 0.6A en direccion hacia C5),
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mientras que el d&tomo C3’ se encuentra practicamente alineado a dicho plano. Por otra parte,
para los minimos locales con puckering C3’-endo, pasa lo contrario, el &tomo C2’ se encuentra casi
alineado con el plano y el &tomo C3’ se aleja mucho del plano (con distancias cercanas a 0.5A en
direccion a C5’).

En la tabla[3.0] vemos tres grupos respecto al angulo v, los minimos 1, 2, 3 y 6, tienen un valor
del angulo v alrededor de los 60° que corresponden a la regién +gauche. Los minimos no.7 y
no.8, tienen el angulo v cercano a 180°, a esta region se le conoce como trans. Mientras que elos
minimos 4 y 5, tienen un valor de v alrededor de los 300° (-gacuhe). Los valores de cada una de
estas tres regiones corresponden a clases conformacionales especificas de dDMP en la cadena del
ADN.

Con respecto al angulo 6, vemos que éste cambia de regién dependiendo del puckering. Para
las estructuras que tienen puckering C2’-endo, el dngulo § toma valores alrededor de los 145°,
mientras que para las estructuras con puckering C3’-endo, § tiene valores cercanos a 80°.

Figura 3.2: Figura comparativa de los minimos locales encontrados con el campo BSC1 para
desoxicitidina. Los datos de cada estructura se muestran en la tabla@
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En las tablas[3:2]y [B-3] tenemos los resultados de los minimos locales selectos para desoxicitidina
obtenidos con los campos de fuerza FF99 y OL15, respectivamente.

Tabla 3.2: Minimos locales encontrados con el campo FF99 para desoxicitidina.

Energia % B v 5 € - P c2 | C3¥
Yleylololololol™lold @

mol

Puckering

1 -122.16 | 216.9 | 1789 | 52.5 | 138.2 | 170.5 | 34.7 | 152.3 | -0.64 | -0.14 | C2-endo
2 -121.49 | 208.6 | 180.7 | 53.9 | 8.4 | 179.9 | 33.2 | 17.7 | 0.02 | -0.51 | C3’-endo
3 -119.03 | 196.4 | 182.3 | 191.9 | 132.9 | 165.8 | 42.3 | 42.7 | -0.92 | -0.45 C4’-exo

Tabla 3.3: Minimos locales encontrados con el campo OL15 para desoxicitidina.

Energia % B vy 5 ¢ - P o C3
leylololololol™lold]d

Puckering

mol

-120.86 | 217.1 | 178.2 | 55.1 | 138.3 | 170.3 | 34.9 | 151.8 | -0.65 | -0.15 | C2’-endo
-119.54 | 191.7 | 271.5 | 504 | 85.2 | 169.0 | 37.2 1.8 0.28 | -0.34 | C3’-endo
-116.35 | 187.2 | 182.0 | 181.8 | 132.0 | 165.0 | 42.9 | 136.5 | -0.94 | -0.47 Cl’-exo
-114.80 | 182.0 | 162.8 | 170.3 | 99.6 | 170.1 | 36.3 | 331.9 | 0.67 | 0.16 C2’-exo

=W N =

En la Fig. podemos observar las conformaciones de los minimos globales de desoxicitidina
para los tres campos de fuerza usados. Las estructuras correspondientes a los minimos globales
obtenidos por los tres campos de fuerza tienen azicar C2’-endo y los valores del angulo gamma se
encuentran cerca de los 60°, como en la mayoria de dDMPs en cristales de fragmentos del ADN.
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Figura 3.3: Figura comparativa de las estructuras optimizadas de desoxicitidina con energia mas baja,
obtenidos con los campos de fuerza BSC1, FF99 y OL15.

Para esta pirimidina podemos observar que todos los minimos locales encontrados tienen una
orientacion de la base nitrogenada anti en los tres campos de fuerza (todos los minimos con
valores del angulo x alrededor de los 200°). No obtuvimos minimos con orientacién syn.
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3.2. Minimos de energia de desoxitimidina

Para finalizar con las pirimidinas, tenemos para desoxitimidina (dThd) la tabla y la
Fig. (3.4), que corresponden a los minimos locales obtenidos con el campo de fuerza BSC1.

Tabla 3.4: Minimos locales encontrados con el campo BSC1 para desoxitimidina.

No. | EROBI L x| By e g | PO €2 CE
e lololololo SHEOERS

Puckering

mol

-1.4061 | 221.1 | 1789 | 55.3 | 143.9 | 170.5 | 37.7 | 160.3 | -0.60 | -0.01 | C2’-endo
0.8786 | 210.5 | 1789 | 55.6 | 86.0 | 1819 | 36.9 | 16.6 | 0.04 | -0.55 | C3’-endo
1.1413 | 209.9 | 188.8 | 300.8 | 150.1 | 184.9 | 424 | 159.3 | -0.68 | -0.03 | C2-endo
1.3919 | 2256 | 694 | 86.2 71.1 | 1854 | 36.0 | 23.7 | -0.08 | -0.63 | C3’-endo
4.5894 | 200.9 | 169.1 | 173.8 | 155.8 | 164.3 | 38.0 | 186.0 | -0.22 | 0.42 C3’-exo
4.5952 | 201.5 | 175.9 | 178.3 | 150.8 | 166.0 | 40.4 | 167.3 | -0.54 | 0.11 | C2-endo
7.5926 | 2024 | 178.2 | 180.0 | 79.8 | 167.0 | 40.4 | 23.2 | -0.08 | -0.69 | C3’-endo

N O Ot W N

Analizando la tabla[3.4] podemos agrupar los minimos locales encontrados con el campo BSC1
con respecto a valores de los dngulos de torsién v y &, y con respecto al puckering del anillo de
azucar.

Para este desoxinucledsido predominan nuevamente las conformaciones con puckering C2’-endo
y C3’-endo. La tnica con un puckering diferente es la estructura no.5, pero el valor del angulo
de pseudorrotacién es bastante cercano al de las conformaciones C2’-endo, por lo que vemos que
tienen caracteristicas algo similares. En este minimo la distancia de C2’ también es un poco
alejada del plano, solo que también tenemos a C3’ alejado en direccién contraria.

En la tabla [3.4] vemos los mismos tres grupos respecto al angulo -, los minimos 1y 2 , tienen
un valor del angulo v en la regiéon +gauche. Los minimos 5, 6 y 7, tienen el d&ngulo ~ en la region
trans. Mientras que el minimo no.3, tiene un valor de « alrededor de la regién -gauche. Los
valores de cada una de estas tres regiones corresponden a conformaciones especificas de d(DMP en
la cadena del ADN.

Nuevamente tenemos dos regiones predominantes para el angulo J, para las estructuras con
puckering C2’-endo (y en este caso también para la C3’-exo0) tenemos un angulo 0 cercano a los
150°. Mientras que para las estructuras con C3’-endo esta alrededor de los 80°.

También podemos observar en la Fig. que el minimo local de BSC1 no.4 tiene una
distancia corta entre los dtomos HO5” y O4’; esta orientacion del grupo OH implicado (dngulo
B = 69.4°) no puede generarse en el ADN (ya que en lugar de este hidrogeno tenemos el enlace
con un grupo fosfato). Y podemos ver que esto también hace que los valores de los angulos v y ¢
no correspondan a los grupos comunes que revisamos en este capitulo.
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Figura 3.4: Figura comparativa de los minimos locales encontrados con el campo BSC1 para
desoxitimidina. Los datos de cada estructura se muestran en la tabla@

En las tablas 3.5] y B.6] tenemos los resultados de los minimos locales para desoxitimidina
obtenidos con los campos de fuerza FF99 y OL15, respectivamente.
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Tabla 3.5: Minimos locales encontrados con el campo FF99 para desoxitimidina.

Energia X s v 9 € T P C2 C3" | puckerin
leylololololol™Mold]d &
1 -3.0530 | 220.5 | 179.0 | 52.3 | 139.8 | 177.6 | 34.0 | 155.6 | -0.59 | -0.08 | C2’-endo
2 -1.9951 | 211.2 | 179.7 | 53.7 86.0 | 184.7 | 32.6 | 18.1 0.01 | -0.51 | C3’-endo
3 -1.5171 | 213.8 | 48.6 84.6 | 172.4 | 272.3 | 34.5 | 18.4 | 0.01 | -0.54 | C3’-endo

4 0.6762 | 198.7 | 183.0 | 192.0 | 133.0 | 1749 | 42.0 | 137.2 | -091 | -0.45 Cl’-exo
5 1.5899 | 2354 | 71.2 91.5 70.2 73.2 | 274 | 20.7 | -0.02 | -0.45 | C3’-endo

Tabla 3.6: Minimos locales encontrados con el campo OL15 para desoxitimidina.

Energfa X B v 0 € T, P C2’ C3’ Puckerin
leylololololol™Mold]d ’
1 -3.0706 | 225.1 | 177.7 | 54.5 | 139.9 | 178.2 | 34.1 | 154.9 | -0.60 | -0.09 | C2’-endo
2 -1.8271 | 143.8 | 176.6 | 55.8 86.9 | 187.7 | 32.0 | 22.1 | -0.05 | -0.54 | C3’-endo
3 -1.3058 | 218.8 | 52.2 85.5 | 168.9 | 272.2 | 33.6 | 22.1 | -0.05 | -0.57 | C3’-endo
4 0.6893 | 244.9 | 68.8 69.3 67.1 70.7 | 246 | 13.3 | 0.06 | -0.34 | C3’-endo
) 3.2263 | 1959 | 181.4 | 181.4 | 133.7 | 174.0 | 41.8 | 138.8 | -0.89 | -0.42 Cl’-exo

En la Fig. (3.5) podemos observar las caracteristicas geométricas de los minimos globales de
desoxitimidina para los tres campos de fuerza usados.
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Figura 3.5: Figura comparativa de las estructuras optimizadas de desoxitimidina con energia mas baja,
obtenidos con los campos de fuerza BSC1, FF99 y OL15.

Nuevamente para esta pirimidina podemos observar que todos los minimos locales encontrados
tienen una orientacién de la base nitrogenada anti en los tres campos de fuerza (todos los minimos
con valores del angulo x alrededor de los 200°). No obtuvimos minimos con orientaciéon syn para
ambas pirimidinas.
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3.3. Minimos de energia de desoxiadenosina

La siguiente tabla, contiene los resultados para las estructuras optimizadas de desoxiade-
nosina (dAdo) usando el campo BSC1. Y en la Fig. (3.6) se muestran las estructuras presentadas
en la tabla[3.7) las cuales son los minimos locales encontrados con el campo BSC1.

Tabla 3.7: Minimos locales encontrados con el campo BSC1 para desoxiadenosina.

Energia % B ~ 5 € - P c2’ Ccy
Yl o lolololo ™M old]d

mol

Puckering

-41.531 | 220.0 | 174.1 | 54.7 | 144.6 | 169.5 | 36.9 | 162.5 | -0.56 | 0.03 | C2-endo
-40.097 | 204.9 | 178.1 | 55.5 | 84.4 | 182.6 | 37.5 | 9.3 0.16 | -0.46 | C3’-endo
-39.465 | 69.7 | 181.5 | 299.3 | 156.5 | 204.5 | 39.6 | 1744 | -0.43 | 0.24 | C2-endo
-36.343 | 1919 | 185.2 | 182.6 | 147.3 | 166.7 | 41.8 | 158.8 | -0.68 | -0.04 | C2-endo
-36.198 | 190.5 | 176.3 | 176.4 | 158.1 | 162.2 | 37.2 | 200.8 | 0.04 | 0.61 C3’-exo
-34.463 | 178.4 | 174.1 | 174.0 | 94.5 | 166.9 | 39.2 | 340.3 | 0.62 | 0.02 C2’-exo

DU W N

De la tabla vemos que solamente el minimo local no.3 tiene una orientacion syn (con x
cercano a 70°), mientras que los demés tienen una orientacion anti, y esto lo podemos visualizar

mejor en la Fig. (3.6).

Aqui tenemos mas variedades en cuanto al puckering de las estructuras, predominan las con-
formaciones C2’-endo (con angulo de pseudorrotacion alrededor de 160°), para estas estructuras
tenemos distancias de C2’ y C3’ al plano bastante parecidas, C2’ se encuentra alrededor de 0.5A
alejado del plano y C3’ casi coplanar. También tenemos una conformacion C3’-endo (angulo P =
9.3°). Recordemos que estos dos empaquetamientos del azicar son los més comunes en fragmentos
de ADN, con C2’ muy cercana al plano y C3’ a casi 0.5A del plano. Los ultimos dos minimos
tienen puckerings diferentes, sin embargo no estén tan alejados de los dos grupos predominantes.
Para la conformacién C3’-exo tenemos a C2’ muy cerca del plano y a C3’ muy alejado de éste
pero en direccién contraria a la conformaciéon C3’-endo. De forma similar, con C2’-exo tenemos a
C3’ casi coplanar y C2’ bastante alejado en direccién contraria a C2’-endo.

En cuanto a los demas angulos de torsién, podemos agrupar los minimos locales encontrados
con el campo BSC1 con respecto al valor del angulo +.

En la tabla 3.7 vemos dos grupos claros, los minimos no.1 y no.2 tienen un valor del dngulo v
alrededor de los 55° (+gauche). Mientras que los minimos no.4, no.5 y no.6, tienen el angulo ~
cercano a 180° (trans). Los valores del dngulo en estas regiones corresponden a conformaciones
especificas de dDMP en la cadena del ADN.

Para los valores del angulo § tenemos dos regiones, una cercana a los 150°, que corresponde a
las conformaciones C2-endo y C3’-exo (podemos observar esta similitud entre las estructuras 1,
3,4y 5 en la Fig. ) Y otra regiéon con el angulo § alrededor de 85°, que corresponde a las
conformaciones C3-endo y C2-exo (estructuras 2 y 6 de la Fig. (3.6)).
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Figura 3.6: Figura comparativa de los minimos locales encontrados con el campo BSC1 para
desoxiadenosina. Los datos de cada estructura se muestran en la tabla@

A continuacion tenemos las tablas 3.8y [B.9] las cuales contienen los resultados para las estruc-
turas optimizadas de desoxiadenosina (dAdo) usando los campos FF99 y OL15, respectivamente.

Tabla 3.8: Minimos locales encontrados con el campo FF99 para desoxiadenosina.

Energia X B v 0 € T P c2 C3’ Puckerin
ey gl o lololol™old]d ;
1 -44.453 | 220.6 | 174.0 | 50.9 | 140.2 | 177.6 | 33.7 | 156.4 | -0.58 | -0.07 | C2’-endo

2 -43.847 | 229.1 | 182.7 | 48.4 | 145.5 | 58.5 | 29.8 | 183.0 | -0.21 | 0.29 C3’-exo
3 -42.213 | 53.4 | 292.4 | 150.1 | 181.3 | 284.1 | 36.7 | 166.1 | -0.51 | 0.09 | C2’-endo

4 -40.620 | 185.1 | 182.8 | 187.2 | 159.2 | 297.5 | 35.5 | 211.3 | 0.21 | 0.69 C3’-exo
5 -40.422 | 189.5 | 180.0 | 190.7 | 85.7 | 175.2 | 36.8 9.7 0.15 | -0.46 | C3’-endo
6 -39.128 | 197.2 | 184.4 | 195.0 | 84.1 65.3 | 35.7 | 15.2 | 0.06 | -0.52 | C3’-endo

41




Resultados
3.3 Minimos de energia de desoxiadenosina

Tabla 3.9: Minimos locales encontrados con el campo OL15 para desoxiadenosina.

Energia X B v o € T P C2 C3" | puckerin
Nl g oo lolo ™ old]d :
1 -43.876 62.6 296.5 | 151.4 | 180.6 | 284.1 | 36.1 | 169.7 | -0.46 | 0.14 C2’-endo
2 -43.012 | 228.7 | 173.1 53.8 141.6 | 177.7 | 32.4 | 160.8 | -0.51 | 0.00 C2-endo

3 -42.602 | 245.3 | 177.8 | 51.7 | 146.4 | 55.8 | 30.0 | 185.3 | -0.18 | 0.32 C3-exo
4 -42.476 | 202.1 | 177.9 | 55.8 84.7 | 184.5 | 34.2 9.3 0.15 | -0.42 | C3’-endo
5 -39.571 | 179.3 | 1782 | 176.2 | 158.3 | 49.3 | 37.7 | 226.0 | 0.46 0.86 C4’-endo
6 -37.351 | 174.0 | 172.8 | 171.7 | 104.9 | 174.4 | 36.7 | 323.6 | 0.76 0.30 C1’-endo
7 -37.119 | 180.3 | 182.7 | 178.2 | 158.2 | 297.5 | 35.6 | 219.1 | 0.33 0.76 C4’-endo

En la Fig. podemos observar las caracteristicas geométricas de los minimos globales de
desoxiadenosina para los tres campos de fuerza que usamos, esta figura nos sirve para comparar
el minimo global de cada campo de fuerza. Recordemos que dichos minimos globales son las
estructuras ntimero 1 de las tablas anteriores, es decir, la estructura ntmero 1 de la tabla [3:7] el
ntmero 1 de la tabla 3-8y el de la tabla [3:9

Figura 3.7: Figura comparativa de los minimos globales de energia para desoxiadenosina, obtenidos con
los campos de fuerza BSC1, FF99 y OL15.
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Para esta purina podemos observar que predomina la orientacion de la base nitrogenada anti,
con valores de angulo glucosidico x cercanos a 200°-210° en los tres campos de fuerza.

3.4. Minimos de energia de desoxiguanosina

La tabla contiene los resultados para desoxiguanosina (dGuo), usando el campo BSC1. Y
la Fig. (3.8) nos permite observar y comparar dichos resultados.

Tabla 3.10: Minimos locales encontrados con el campo BSC1 para desoxiguanosina.

Energla | x B gl 5 e | p | C2 | C¥
e o lolololol™o]ld]d

mol

Puckering

-88.013 | 57.3 | 47.8 | 55.1 | 145.5 | 189.3 | 36.6 | 1624 | -0.56 | 0.02 | C2-endo
-81.204 | 224.2 | 1709 | 53.7 | 144.6 | 174.8 | 36.8 | 162.7 | -0.56 | 0.03 | C2-endo
-79.693 | 68.3 | 189.3 | 300.1 | 155.1 | 200.5 | 39.8 | 1709 | -0.48 | 0.18 | C2-endo
-79.680 | 205.1 | 176.5 | 55.1 84.5 | 188.6 | 37.6 | 8.6 0.17 | -0.45 | C3-endo
-75.797 | 190.8 | 180.6 | 177.6 | 158.4 | 167.6 | 37.1 | 202.5 | 0.07 | 0.63 C3’-exo
-73.549 | 78.1 | 192.1 | 1849 | 804 | 173.7 | 40.3 | 36.8 | -0.33 | -0.83 C4’-exo

ST W N =

Ahora contamos con tres minimos locales usando BSC1 con conformacién syn. En la tabla
estan el minimo no.1, el no.3 y el no.6 (con valores de y entre 50° y 80°), mientras que los
demads tienen una orientacion anti (con x alrededor de 200°). Esto lo podemos visualizar mejor en

la Fig. (3.8).

De igual forma que con la otra purina, podemos agrupar los minimos locales encontrados
con el campo BSC1 con respecto a valores de los angulos de torsion v y 4, y con respecto a su
empagquetamiento del aztucar.

Analizando los minimos locales obtenidos con el campo BSC1, podemos ver que predominan
las estructuras con puckering C2’-endo, en dichas estructuras el &tomo C2’ esté alejado del plano
(con una distancia cercana a los 0.5A en direccion a C5’), mientras que C3’ esta muy cerca del
plano. También tenemos un minimo con puckering C3’-endo como en los casos anteriores, donde
(2’ esta cerca del plano y C3’ alejado en direccion a C5’ 0.45A. Por ttlimo tenemos dos puckering
diferentes mas, C3’-exo (con C3’ muy alejado del plano y C2’ casi coplanar) y C4’-exo, en esta
ultima estructura tenemos tanto a C2’ como a C3’ alejadas del plano (C3’ més alejada) en direccion
a Cbh.

En la tabla [3:10] vemos tres grupos respecto al dngulo v, los minimos 1, 2 y 4, tienen un valor
del dngulo v en la regién +gauche.

Los minimos no.5 y no.6, tienen el angulo « en la regiéon trans.

Mientras que el minimo 1no.3 tiene un valor de ~ de casi 300° (-gauche).

Estos diferentes grupo de valores para el angulo v corresponden a conformaciones especificas
de dDMP en la cadena del ADN.

Para los valores del angulo § en estos minimos locales, tenemos nuevamente dos regiones. Para
las estructuras con puckering C2’-endo y C3’-exo tenemos un angulo § alrededor de los 150°
(Estructuras 1, 2, 3 y 5 de la Fig. ) Mientras que para las estructuras con puckering C3’-endo
y C4’-exo el valor del angulo ¢ esta cerca de los 80° (Estructuras 4 y 6).
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Figura 3.8: Figura comparativa de los minimos locales encontrados con el campo BSC1 para
desoxiguanosina. Los datos de cada estructura se muestran en la tabla [3.10]

En las tablas siguientes, B.11] y B:12} tenemos los resultados de los minimos locales para
desoxiguanosina obtenidos con los campos de fuerza FF99 y OL15, respectivamente.

Tabla 3.11: Minimos locales encontrados con el campo FF99 para desoxiguanosina.

Energia X s v 0 € T P C2 C3" | puckerin
Nl g oo lolo ™ old]d i
1 -91.668 49.3 48.4 55.7 | 140.1 | 190.5 | 33.8 | 153.5 | -0.61 | -0.11 | C2’-endo
2 -84.450 | 226.2 | 171.7 | 49.9 141.4 | 180.6 | 32.6 | 160.0 | -0.52 | -0.01 C2’-endo
3 -83.860 | 211.3 | 175.5 | 52.7 87.3 | 189.2 | 32.9 9.0 0.15 | -0.40 | C3’-endo
4 -81.056 | 186.1 | 186.8 | 188.7 | 159.3 | 300.2 | 35.5 | 210.4 | 0.19 | 0.69 C3’-exo
) -80.960 53.9 | 156.9 | 43.8 | 128.9 | 189.5 | 42.3 | 134.9 | -0.93 | -0.48 Cl’-exo
6 -80.907 | 185.4 | 182.3 | 184.1 | 155.8 | 176.8 | 33.7 | 215.3 | 0.25 0.70 C3’-exo0
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Tabla 3.12: Minimos locales encontrados con el campo OL15 para desoxiguanosina.

P C2 C3

Energia % B vy 0 € ™ @A) Puckering

Tl lolololo]o SHEL

mol

-92.193 | 549 | 471 55.3 | 141.2 | 190.3 | 33.5 | 155.9 | -0.58 | -0.08 | C2-endo
-83.762 | 2339 | 169.8 | 52.9 | 142.3 | 180.6 | 31.9 | 163.0 | -0.48 | 0.03 | C2-endo
-83.058 | 63.0 | 189.5 | 299.4 | 150.6 | 201.5 | 37.0 | 164.7 | -0.54 | 0.06 | C2’-endo
-83.001 | 214.2 | 1734 | 55.2 | 874 | 188.8 | 32.9 | 11.2 | 0.11 | -0.43 | C3’-endo
-78.178 | 182.8 | 181.9 | 177.0 | 154.6 | 176.0 | 33.4 | 2204 | 0.32 | 0.73 | C4’-endo

CU b W N =

En la Fig. (3.9) tenemos una comparaciéon geométrica de los minimos globales (No.1) de desoxi-
guanosina para los tres campos de fuerza que usamos. Estos minimos corresponden a una formacion
con enlace artificial de hidrogeno y no pueden existir en la cadena polinucleotidica.

BSC1

Figura 3.9: Figura comparativa de las estructuras optimizadas de desoxiguanosina con energia mas baja,
obtenidos con los campos de fuerza BSC1, FF99 y OL15.
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Observando los resultados que obtuvimos de este desoxinucledsido, tenemos que existen mini-
mos locales tanto con la orientacién syn, como con la orientacién anti en los tres campos de fuerza.

En todos los desoxinucledsidos predominaron los empaquetamientos del aziicar (o puckering)
C2-endo y C3’-endo. Esta es la forma més comun de encontrarlos en el ADN.

3.5. Minimos de energia de desoxirribosa

Por ultimo veremos los resultados obtenidos para moléculas de desoxirribosa, sin base nitro-
genada. Estos resultados no pueden ser comparados con datos expeimentales, ya que no existen
cristales de molécula de desoxirribosa ni de los fragmentos considerados a continuacién.

Las estructuras iniciales fueron cortadas de algunos cristales obtenidos en el banco de datos, y
también de algunos desoxinucleésidos con configuracién geométrica interesante, buscamos ver coémo
se comportaba la desoxirribosa bajo los efectos del campo de fuerza sin interacciones posibles de
una base nitrogenada.

A continuacién mostramos la tabla que contiene los resultados obtenidos con el campo
BSCl1, seguida de la Fig. (3.10) para visualizar las estructuras de dicha tabla.

Tabla 3.13: Minimos locales encontrados con el campo BSC1 para desoxirribosa.

Energia B y 5 c - P c 3
Yl o lololol™Mold @
43.334 | 188.9 | 184.3 | 77.6 | 171.8 | 42.7 | 33.3 | -0.28 | -0.84 | C3’-endo
42.738 | 196.2 | 186.4 | 134.7 | 160.6 | 43.3 | 140.9 | -0.90 | -0.39 C1’-exo
40.685 | 188.4 | 300.8 | 128.7 | 190.2 | 41.7 | 300.4 | 0.99 | 0.69 C1’-endo
39.291 | 164.9 | 53.9 | 106.4 | 175.2 | 41.9 | 320.3 | 0.89 | 0.42 C1’-endo
38.615 | 183.9 | 300.6 | 76.5 | 315.9 | 41.9 | 29.61 | -0.28 | -0.85 | C3’-endo

38.066 | 157.9 | 50.2 | 134.3 | 167.7 | 41.8 | 143.4 | -0.85 | -0.34 | Cl’-exo

Puckering

SO W N

En las tablas y estan detallados los resultados obtenidos para desoxirribosa con los
campos FF99 y OL15, respectivamente.

Tabla 3.14: Minimos locales encontrados con el campo FF99 para desoxirribosa.

Energia 8 v 5 € - P c2 C3
el olololo ™Mo ld @
36.688 | 197.4 | 197.8 | 121.1 | 183.2 | 43.0 | 122.3 | -1.01 | -0.69 C1’-exo0
36.498 | 188.4 | 298.2 | 134.3 | 188.4 | 38.8 | 286.2 | 0.94 | 0.80 04’-exo
35.365 | 189.4 | 195.1 | 96.2 | 179.5 | 43.1 | 91.6 | -0.99 | -0.98 | O4’-endo
34.211 | 165.8 | 48.7 | 115.8 | 179.2 | 39.2 | 306.8 | 0.94 | 0.61 C1’-endo

33.754 | 1614 | 48.2 | 120.5 | 181.0 | 40.7 | 125.2 | -1.00 | -0.70 C1-exo

Puckering

Ot LW N =
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Figura 3.10: Figura comparativa de los minimos locales encontrados con el campo BSC1 para

desoxirribosa. Los datos de cada estructura se muestran en la tabla [3.13]y el nimero de cada imagen
corresponde a su nimero en la tabla.

Tabla 3.15: Minimos locales encontrados con el campo OL15 para desoxirribosa.

Energia Jé] v 5 € P c2 C3 :

. T Puck
S I S I I G T I I e G I I I S I s
39.257 | 201.9 | 187.4 | 119.7 | 182.7 | 43.0 | 121.2 | -1.01 | -0.07 Cl’-exo
37.844 | 190.6 | 185.1 | 95.1 | 179.3 | 43.1 | 90.5 | -0.99 | -0.99 | O4’-endo
35.111 | 188.5 | 299.9 | 133.9 | 188.6 | 38.9 | 286.7 | 0.94 | 0.79 04’-exo

34.251 | 163.7 | 52.3 | 114.2 | 179.2 | 39.2 | 309.2 | 0.92 | 0.55 | Cl’-endo

= W N =

En la Fig. (3.11) se muestran las estructuras optimizadas de desoxirribosa con energia mas
baja, los minimos globales, obtenidos con los tres campos de fuerza, BSC1, FF99 y OL15. Las
caracteristicas de estas tres estructuras son el nimero 1 de cada tabla para desoxirribosa, es decir

las tablas [3.13] 3.14] y [3.15]
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BSC1

Figura 3.11: Figura comparativa de las estructuras optimizadas de desoxirribosa con energia méas baja,
obtenidos con los campos de fuerza BSC1, FF99 y OL15.

Podemos observar en las tablas y que con los campos de fuerza AMBER, (BSC1,
FF99 y OL15) utilizando moléculas de desoxirribosa separadas de las bases nitrogenadas, no se pudo
obtener una estructura con puckering C2’-endo. Atn cuando, en la naturaleza, esta configuracion
para el aztucar del ADN es la més comin.

Ademés, para la molécula de desoxirribosa separada de la base nitrogenada y del esqueleto
azucar-fosfato, tenemos tres nuevos atomos de hidrégeno que no podemos encontrar en el estado
natural del ADN (los atomos HO3’, HO5’ y H1’), ya que en lugar de estos hidrogenos tenemos los
enlaces con la base nitrogenada y con los grupos de fosfato que forman el esqueleto. Por lo tanto
en nuestra optimizacion estan presentes algunas interacciones que no pueden existir en el ADN
debidas a nuevas orientaciones para los dos grupos OH. Y a lo largo de este trabajo encontramos
frecuentemente algunos enlaces artificiales (el mas comin fue el enlace formado por HO5’-04’).
Como estas orientaciones de los angulos 5 y v no son interesantes para el presente trabajo,
generalmente ajustamos estos dngulos para no tener dichos enlaces artificiales.

Concentraremos ahora el anélisis en los minimos locales obtenidos con el campo de fuerza
BSC1 (tabla [3.13]), ya que con este campo pudimos obtener de forma mas concisa ciertos grupos
comparando algunos paradmetros.
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Primero podemos comparar el puckering y las distancias de C2’ y C3’ (recordemos que di-
chas distancias son respecto al plano formado por C1’-04’-C4’, que se mantiene horizontal en la
Figura (3.10)).

Tenemos las estructuras no.1 y no.5 con puckering C3’-endo, a este puckering corresponde una
distancia de C2’ cercana al plano (—0.28A) y una distancia de C3’ mucho mas alejada del plano
(alrededor de -0.854).

Las estructuras no.3 y no.4 estan en otro grupo, con puckering C1’-endo, en ellas tanto la
distancia de C2’ como la de C3’ es bastante alejada del plano (hacia abajo en las imégenes), mayor
que 0.85A para C2’ y mayor que 0.40A para C3'.

El ultimo grupo de esta comparativa estaria formado por las estructuras no.2 y no.6, con un
puckering C1’-exo0, aqui tenemos el caso contrario al del grupo anterior, con distancias de C2’
y C3’ alejadas del plano pero en direccion a C5’ (alrededor de -0.85A para C2’ y alrededor de
-0.35A para C3).

Podemos agrupar estos minimos locales con respecto a otro pardmetro, observemos el angulo
~. Aqui tenemos nuevamente tres grupos.

El primero formado con las estructuras no.1 y no.2, con valores del dngulo 7 cercanos a 180°
(trans).

Después tenemos los minimos no.3 y no.5, con valores del dngulo v cercanos a 300° (-gauche).

Por ultimo tenemos las estructuras no.4 y no.6, que tienen valore del dngulo ~ cercanos a 60°
(+gauche).

Otra comparacion es respecto al angulo 4, y podemos ver claramente solo dos grupos. Primero
los que tienen un valor del &ngulo ¢ cercano a 77° (no.1 y no.5), los cuales tienen puckering
C3’-endo. Y los que tienen un valor de ¢ cercano a los 134° (no.2 y no.6), con puckering C1’-exo.

En la Fig. podemos observar que en el minimo local de BSC1 no.5 existe distancia algo
corta entre los atomos HO3’ y O5’, que corresponde a un enlace artificial de hidrogeno. Esta
orientacion del grupo OH implicado contituye un minimo local para la desoxirribosa separada, sin
embargo no se puede encontrar en el ADN.

49






Conclusion

La optimizacién geométrica de desoxirribonucledsidos y de fragmentos de desoxirribosa
separada usando los tres campos de fuerza AMBER (BSC1, FF99 y OL15) mostr6 algunos
minimos locales para cada subunidad de ADN. Estos minimos tienen diferentes conjuntos para las
tres caracteristicas conformacionales més importantes de parametros de los desoxinucledsidos: el
empaquetamiento del anillo de aztcar y los angulos de torsion alrededor del enlace glucosidico y
alrededor del enlace C4-C5’.

Las estructuras de los minimos globales de energia para ambas pirimidinas obtenidas con los
tres campos de fuerza tienen una orientacién anti de la base con respecto al azicar, puckering
C2’-endo y angulo de torsion alrededor del enlace C4’-C5’ en la region +gauche (cerca de 60°).
Esta conformacion corresponde a estructuras de fragmentos minimos del ADN en las clases con-
formacionales mas frecuentes del Banco de Datos de Acidos Nucléicos, incluyendo las familias BI
y BIL

Las conformaciones con puckering C3’-endo y con regiones de ambos angulos de torsién pare-
cidas al caso anterior tienen energias menos favorables (de algunas Kcal/mol mas). Otros minimos
corresponden a diferentes conjuntos de caracteristicas conformacionales y a clases conformacionales
menos frecuentes de fragmentos minimos de ADN.

No detectamos minimos locales con el angulo glucosidico en la regién syn para ambas
pirimidinas usando los tres campos de fuerza.

Los minimos de energia para las purinas corresponden a orientaciones anti y syn de la base
con respecto al aztcar. Los minimos globales de dAdo obtenidos con los campos BSC1 y FF99
corresponden a la region anti del angulo glucosidico, puckering C2’-endo y a la regiéon +gauche
del angulo alrededor del enlace C4’-C5’. La optimizaciéon de dAdo con el campo de fuerza OL15
mostré un minimo global con angulo glucosidico syn y con el angulo alrededor del enlace C4’-C5’
en la region trans (cerca de 180°).

El minimo con caracteristicas conformacionales més frecuentes en fragmentos de ADN experi-
mentales tiene energia 0.8 Kcal /mol menos favorable que el minimo global obtenido por este campo
de fuerzas.

Los minimos de energia para dAdo con orientacién syn obtenidos usando los campos de fuer-
za BSC1 y FF99 corresponden a energias menos favorables que las energias de los minimos globales.

Los minimos globales para dGuo obtenidos usando los tres campos de fuerza corresponden a
una orientaciéon syn de la base respecto al anillo de azicar, puckering C2’-endo y a un angulo
de torsion alrededor del enlace C4’-C5’ en la regién +gauche. Estas conformaciones tienen un
enlace de hidrogeno entre HO5' y N3, por lo tanto no pueden existir en acidos nucléicos, pero
si existen en cristales de desoxiguanosina. Las otras conformaciones de dGuo tienen valores de
energia menos favorables y corresponden a diferentes clases conformacionales de fragmentos del
ADN.

La comparacion de las conformaciones de nucleésidos en minimos de energia obtenidos usando
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Conclusion

los tres campos de fuerza con sus estructuras en cristales nos permite concluir que el campo de
fuerza BSC1 da una representacion de estas moléculas mejor que los otros dos campos de fuerza
AMBER.

A partir de la optimizacién de moléculas de desoxirribosa en ADN obtenidas de varias confor-
maciones en cristales de nucleésidos obtuvimos conjuntos de minimos con diferentes empaqueta-
mientos del anillo de azicar y diferentes regiones para el dngulo de torsiéon alrededor del enlace
C4-C5’.

Ningtn minimo obtenido con los tres campos de fuerzas corresponde a la conformaciéon més
frecuente en el ADN, en desoxinucledsidos y en desoxinucleotidos (puckering C2’-endo).

No podemos comparar diréctamente estos resultados con resultados experimentales, ya que no
existen datos sobre la estructura de esta molécula.
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Apéndice A
Preparacion de Estructuras

En éste apéndice explicaré el proceso previo a los célculos de la Seccion preparando
las estructuras, desde la busqueda y selecciéon de la estructura en el banco de datos, pasando por
recortes o la construccién que va a tener nuestra estructura, por ejemplo si hay que hacerle algin
cambio de base, cambio en coordenadas o en el grupo fosfato, etc.

A.1. Busqueda y Seleccién

Para hacer los célculos correspondientes con una estructura, primero tenemos que tener dicha
estructura inicial, y para eso, tenemos que encontrarla en el banco de datos. Para estos pasos usé
tres sitios web, el primero es DNATCO (https://dnatco.datmos.org [32]). Esta pagina cuenta con
muchas funciones, pero yo la usé tunicamente por su buscador, el cual permite filtrar por familias
las estructuras disponibles, Figura .

BROWSE CONFORMERS

DNATCO v3.2

Assignment of DNA and RNA conformers

Return up to random steps in PDB structures ( (include large structures ) [ SUBMIT
(The first result will be loaded, other results will be then available in the “Browse" tab.)

Contour plots of RSCC vs Cartesian RMSD or Euclidean distance are also available.

Figura A.1: Interfaz del sitio web DNATCO.

A continuaciéon explicaré como hacer la busqueda de una estructura usando este sitio.

Primero se ingresa a la pégina, usaremos la pestana Browse Conformers. En el segundo
recuadro seleccionable esté el filtro de familia de ADN que podemos usar para nuestra busqueda.
Seleccionamos la familia con las caracteristicas estructurales que nos interesen. Para este ejemplo
usaré la familia BB1S. En seguida damos click en el boton Submit.

Ahora aparecera otra interfaz de la pégina, en la cual nos mostrara del lado izquierdo la
simulacién grafica de nuestra estructura, y en el lado derecho una lista de los fragmentos de dicha
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estructura, fijaremos nuestra atencion aqui, Figura (A.2)).

‘Home or other PDB ID Summary, | Torsions| | Simiar] | Settngs| | Browse | Dovnioad

susMIT stepor O molecule
DNA G-Quartets n 2 1 86A Resol Protein-DNA Compl
- 50% Show seference 4 (575 ] and comacts [ alloe[ 7]

Results of the assignment of 43 detected steps in 1 model(s), can be also downloaded as
sy or json file. Found 22/1 /8 steps in 0-0.5/0.5-1.0/1.0+ & Cartesian rmsd from
reference. Average confal 32, percentile 23,

Click a row in table or astep in J
Step name.
1jb7_D_DGALDGA2

T 0|
7 0|
I |
i ]
17 0|
52 o |
7 o]
7 0|
|
+ |
5|
= | " [h02;
[os |
Mt | 5oz
| e s |
7 ]|
P
N N See the (9ol wikifo descrption of applet cortrols. ¥

1 Corm & Bobdan Schneider

Figura A.2: Estructura en DNATCO.

En la lista, el STEP NAME nos indicard el nombre del fragmento, aqui podemos buscar la
secuencia que nos interesa, por ejemplo si queremos preparar una estructura para desoxiguanosina,
buscaremos la secuencia dGpdG. Para nuestro ejemplo encontramos una estructura con secuencia
dGpdG de la familia BB1S con el nimero CONFAL grande y RMSD cercano a cero, estos niameros
son medidas que nos dicen qué tan cercano es el fragmento a esa clase.

Al hacer click en el nombre del fragmento en la lista, nos dard una mejor visualizacion del
fragmento en el lado izquierdo de la interfaz, y podemos seleccionar la pestania Torsions para
revisar algunos angulos de torsion y otros datos del fragmento seleccionado, Figura (A.3).

Hoe or other PDB ID Click the Summary Torsions Similar'...12bs for more details. ‘Summary| [Torsions| | Similar | Settings | Browse || Download
SUBMIT Center view on © stepor O molecule.
T67_G_DG_10_DG_TT_~] step:
e 50% Show reference 4 [BB1S ~|and contacts ) altloc[ e Bl like, vasual B and v, second base syn
dihedral angles of a dinucleotide conformer distances

A A N
SNA TN

CAAL R,
\I/ L

V1
I

= 0

81 el 71 a2 B2 y2 52 X1 X2 p NN CC

sy~eBis | ot | et ][ & (@ [ 52 [ 2 [ [ 2] e [Nec]
sep_torsions|148.2[210.5290.1 0% 9531502220 6 617557 86866 79
e ) ) 0 B ) S
Stomsons [ 59 (11591 |22 {263 [ 10][ 16546 0+ [pssjo)

e ‘ 98 H 98 H 83 [ 99 H 52 |84 H 100 || 67 H ” ‘

step confal = 79 (BBIS)
e cartesian RMSD = 0.307 A (BB1S)
‘pseudorotation: 162.9, 30.5, Cend/ 178.4, 35.2, Cend

details:

Figura A.3: Fragmento en DNATCO.

Cuando estemos satisfechos con los pardmetros de nuestra estructura inicial, revisamos el
nombre del fragmento, (en nuestro ejemplo es 1jb7 G_DG_10 DG _11) éste tendra el siguiente
formato: NombreDeLaEstructura Hélice Nucledtidol #Secuencial Nucledtido2 #Secuencial.
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Este nombre es importante, con él iremos al banco de datos para descargar la estructura en
formato .pdb (por sus siglas en inglés, Protein Data Bank) y después encontraremos el fragmento
deseado. Ahora usaremos el sitio web NDB (NucleicAcid DataBase, por sus siglas en inglés)
(http://ndbserver.rutgers.edu), Figura (A.4)).

NUCLEIC ACID A Portal for Three-dimensional Structural Information about Nucleic Acids
DATABASE As of 14-Jul-2021 number of released structures: 11603

Enter an NDB ID or PDB ID

| Search DNA ‘ | Search RNA ] [ Advanced Search Gearehtoc el il ertaras

Welcome to the NDB

The NDB contains information about experimentally-determined nucleic acids and complex assemblies
Use the NDB to perform searches based on annotations relating to sequence, structure and function, and to download, analyze,
and learn about nucleic acids.

Search Structures Featured Tools

Search DNA ol RMNA 3D Mctif Atlas, a representative =y
Search DNA and its complexes g collection of RNA 3D internal and g"
T hairpin loop maotifs 4

Non-redundant Lists of RNA-containing ;‘w;p’

3D structures . ﬁ
1 g Y
RMNA Base Triple Atlas, a collection of f“"#‘\“, r’,’ %)
motifs consisting of two RNA basepairs = [\

Search for RMNA structures in the NDB
archive or in the Non-Redundant list

Advanced Search
Search for structures based on .\
structural features, chemical features,

binding modes, citation and

experimental information

WebFR3D, a webserver for symbolic and
geometric searching of RNA 3D structures

R3D Align, an application for detailed nucleotide to nuclectide
alignments of RNA 3D structures

ndbadmin@ndbserver.rutgers.edu ©1995-2021 The Nucleic Acid Database Project | Rutgers, The State University of New Jersey

Figura A.4: Sitio web NDB.

Aqui simplemente introduciremos el nombre de nuestra estructura que encontramos en
DNATCO en el buscador de NDB. Nos saldra una pégina con la descripcion y algunos datos de
dicha estructura. Esta pagina solo la usaremos para revisar que sea la estructura correcta y para
usarla de puente hacia el dltimo sitio web usado, mediante el enlace resaltado en el nombre de la
estructura. Al dar click en dicho enlace, nos redireccionara a una pégina externa a NDB, RCSB
PDB (por sus siglas en inglés, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics, Protein

Data Bank), Figura (A.5]).

En ésta pagina nos dardn también datos de nuestra estructura, pero lo importante es que
podemos dar click en el recuadro Download Files y seleccionar un formato para descargarla. Yo
usé Unicamente estructuras en formato .pdb, asi que para nuestro ejemplo también descargaremos
la estructura en dicho formato.
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RCSB PDB  Deposit ~ Seart Visualize ~ alyze ~ Download ~ am ~ More ~ Documentation ~

T e —— Celebnatin YEARS OF
101 B o e Tz !‘.—.‘.E‘E.':“.?'“.'.'. le;:‘.":‘." ,ﬁ oo Com ek f\m el Protein Data Bank [71"T> Iz)

Structure Sum 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Versions

| PELETIEERAE @ Download Files

DNA G-Quartets in a 1.86 A Resolution Structure of an Oxytricha nova Telomeric Protein-DNA
Complex

DOI: 10.2210/pdb1JB7/pdb NDB: PD0218

< Biological Assembly 1 @ 1 JB7

.

Classification: DNA-BINDING PROTEIN/DNA
Organism(s): Sterkiella nova

Expression System: Escherichia coli
Mutation(s): No @

Deposited: 2001-06-02 Released: 2001-06-11
Deposition Author(s): Horvath, M.P., Schultz, S.C

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ % 3D Report | Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.86 A Riree I S 0.255
& 3D View: Structure | Electron Density | R-Value Free: 0.246 Clashscore E—
Ligand Interaction R-Value Work: 0.230 Ramachandran outliers I
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) ) This is version 1.3 of the entry. See complete history.
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Figura A.5: Sitio web RCSB PDB.
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A.2. Recorte del Fragmento

Ya con nuestra estructura descargada en formato .pdb, la abriremos en cualquier cualquier
software procesador de texto.

Ahora tenemos que cortar el fragmento que vamos a usar, recordemos que en la busqueda de
nuestro fragmento encontramos en el nombre la secuencia a la que pertenecia el nucleétido en
cuestion, por ejemplo en nuestro caso dicha secuencia para nuestro dinucledtido dGpdG era la
dG_10_dG_11, como se ve en la Figura (A.6).

ATOM 625 N3 DG
ATOM 626 C4 DG

9 18.112 42.226 -18.782
17.812 41.451 -18.928

.88 38.83
.88 41.11

G
G 9
G

ATOM 649 P DG
ATOM 658 OP1 DG

11 9.336 41.882 -16.115
11 8.758 48.515 -16.192

.88 52.75
.88 52.58

1 [ e B B T T B N S Y |
< Uial-sk—A-lalak—Tak—Talak=-Rak=-RalaR=N=R=E-1 ~ =

G
G
Figura A.6: Recorte en el Archivo.pdb con el procesador de texto.

Entonces buscaremos en nuestro archivo .pdb dicha secuencia, una vez encontrada simplemente
hacemos el recorte, en este ejemplo solo usaremos el nucleétido 10 desoxiguanosina.

De esta forma tenemos las coordenadas de los atomos que forman el fragmento de interés y
podemos trabajar con ese archivo .pdb inicial.
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Apéndice B
Cambio de Base de un Nucledsido

En este apéndice se detallaré el procedimiento para cambiar la base nitrogenada de nuestro
fragmento de desoxirribosa que queremos optimizar. Este cambio de base fue muy usado en el
presente trabajo, y nos sirvié para explorar todas las opciones que nos brindaba una configuracion
especifica de las coordenadas del azticar en un pequeiio fragmento de ADN.

Al realizar el cambio de base tenemos que cuidar que la posicion de la base respecto al azicar
sea exactamente igual en la estructura inicial y en la resultante. Recordemos que la geometria de
las bases nitrogenadas es planar, por lo tanto basta con mantener las coordenadas del anillo de la
base, de esta forma el dngulo glucosidico x, ademés de los angulos de torsion de la desoxirribosa,
se mantienen sin cambios.

Primero veamos las caracteristicas del formato .pdb con un procesador de texto, Figura (B.1).

Este cambio solo lo haremos entre bases con el mismo anillo, es decir, Adenina a Guanina,
Citosina a Timina, y viceversa.

Para realizar el cambio seguiremos las siguientes instrucciones:

s Abrimos el archivo de coordenadas de nuestra estructura inicial en formato .pdb con un
procesador de texto y borramos los atomos de la base nitrogenada que no correspondan a
los anillos. Para purinas dejamos los carbonos 2, 4, 5, 8 y los nitrégenos 1, 3, 7, 9. Para
pirimidinas dejamos los carbonos 2, 4, 5, 6 y los nitrégenos 1, 3. Por ejemplo borramos los
atomos de color rojo en la Figura .

= En el mismo archivo cambiamos la descripcién de la molécula que forma cada atomo de
la lista, usamos desoxinucleosidos con notacion DTN (para desoxitimidina), DCN (desoxi-
citidina), DAN (desoxiadenosina) y DGN (desoxiguanosina). Por ejemplo, cambiamos la
columna DAN por DGN en el texto del archivo.

= Guardamos el nuevo formato como un archivo inicial .pdb con la base nueva.

= Antes de optimizar la molécula, ejecutamos XLeap con el campo de fuerza ff99, Sec-
cion (2.3.1). El programa completard autométicamente los dtomos faltantes (los que se en-
cuentran fuera del anillo de la base) segun el tipo de nucleosido lea en la columna 4.

= Revisamos con Unit Editor que nuestra nueva estructura haya respetado la posicién del anillo
de la base y las coordenadas de los atomos del azicar.

s Guardamos el archivo .pdb completado con la instruccion savepdb de Xleap.
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ATOM 1 H5T DAN 1 18.853 35.286 -11.909 1.88 ©.80
ATOM 2 05" DAN 1 18.399 35.319 -11.0826 1.080 ©.060
ATOM 3 C€5' DAN 1 18.993 34.446 -19.671 1.08 ©.00
ATOM 4 H5'1 DAN 1 11.918 34.%942 -9.777 1.8 ©.00
ATOM 5 H5'2 DAN 1 11.227 33.488 -18.535 1.88 ©.60
ATOM 6 C4' DAN 1 18.143 34.288 -8.843 1.00 ©.60
ATOM 7 H4' DAN 1 1@.836 33.129 -8.731 1.080 ©.060
ATOM 3 04' DAN i 10.846 34.638 -7.645 1.00 ©.60
ATOM 9 (1' DAN 1 l18.846 35.559 -6.918 1.98 ©.080
ATOM 18 H1® DAN 1 9.574 35.848 -6.879 1.68 0©.06
ATOM 11 N9 DAN 1 16.948 36.521 -6.279 1.88 ©.60
ATOM 12 €8 DAN 1 11.884 36.739 -4.926 1.80 ©.60
ATOM 13 H& DAN 1 18.492 36.187 -4.211 1.88 ©.80
ATOM 14 N7 DAN 1 11.977 37.649 -4.644 1.00 ©.60
ATOM 15 C5 DAN 1 12.452 38.061 -5.883 1.00 ©.00
ATOM 16 C6 DAN 1 13.450 39.817 -6.215 1.90 ©.00
ATOM 17 N6 DAN 1 14.287 39.774 -5.489 1.99 ©.88
ATOM 18 Hol DaN 1 14.881 48.414 -5.885 1.88 ©.88
ATOM 19 H62 DAN 1 14.185 39.784 -4.487 1.80 0©.88
ATOM 28 N1 DAN 1 13.608 39.129 -7.595 1.00 0O.80
ATOM 21 €2 DAN 1 12.987 38.418 -8.531 1.88 ©.60
ATOM 22 H2 DAN 1 13.825 38.581 -9.601 1.980 ©.060
ATOM 23 N3 DAN 1 11.989 37.586 -8.234 1.00 ©.00
ATOM 24 (4 DAN 1 11:811 37.385 56.992 1.90 ©.00
ATOM 25 (3" DaN 1 8.795 34.933 -8.818 1.80 0©.00
ATOM 26 H3' DAN 1 8.426 35.276 -9.785 1.68 ©.00
ATOM 27 C2' DAN 1 3.058 36.132 7922 1.00 0.0
ATOM 28 H2'1 DAN 1 8.998 37.847 -8.512 1.80 06.00
ATOM 29 H2'2 DAN 1 8.312 36.163 -7.128 1.08 0.0
ATOM 3@ 03" DAN 1 7.824 34.857 -8.248 1.60 ©.00
ATOM 31 H3T DAN 1 6.937 34.420 -8.178 1.80 0.00
TER

END

Figura B.1: Archivo .pdb de un desoxinucleosido.
En la primera columna tenemos el tipo de dtomo; la sequnda columna muestra el nimero del 4&tomo en la
estructura; la tercera columna el nombre del 4tomo de acuerdo a su posicién; en la cuarta columna vemos
el tipo de desoxinucledsido en el que esta cada atomo; y en las columnas 6, 7 y 8 tenemos las coordenadas
del atomo. El color verde indica los 4tomos del aztcar, el color azul indica los 4tomos del anillo de la base
nitrogenada, mientras que el color rojo indica los atomos de la base nitrogenada que estan fuera del anillo.

Ahora tendremos una nueva estructura inicial con la misma geometria que la anterior pero con
una base nitrogenada diferente, y podemos hacer las optimizaciones correspondientes.
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Apéndice C
Restriccion de Angulos de Torsién

Muchas veces nos encontramos con casos en los que la optimizacién geométrica de ciertas
estructuras, Seccion , resulta en minimos locales con enlaces de hidrogeno artificiales, estos
minimos energéticos no pueden ser encontrados en la naturaleza, por lo que se desvian del objetivo
de este trabajo. La restriccion geométrica de uno o varios angulos de torsién de la molécula
nos ayuda a que dichos enlaces artificiales no presenten problemas al momento de optimizar la
estructura con el software.

Para realizar la optimizaciéon con restriccion necesitamos un archivo llamado RST, Apéndi-
ce (C.0.2)), el cual podremos editar usando cualquier programa de procesamiento de texto.
Este archivo tendra escritas las siguientes lineas:

&rst iat = A, B, C, D,
rl =N-1, r2 =N, r3 = M, r4 = M+1
rk2 = x, rk3 =y, /

En la primera linea A, B, C, D, son los nimeros de los 4tomos implicados en el angulo segiun
el orden en el archivo .pdb de la estructura a optimizar, debemos modificar cada nimero de los
atomos que formen el angulo diedro (angulo entre los dos planos) que queremos restringir.

N y M son los angulos entre los cuales restringiremos la torsion, es decir, el dngulo de torsion
« estard restringido al intervalo N > a > M.

En la ultima linea tenemos las constantes de fuerza, 7k, en el presente trabajo usamos valores
de 7k2 = rk3 = 50.0 ya que en el manual de AMBER [B3] se utiliza este valor para la constante
de fuerza, Figura (C.1).

Lo que se restringe realmente es la parte de la energia potencial que modela los angulos de
torsién, por lo tanto necesitamos los valores r1, 72, r8 y r4, que nos indicaran la posicién de las
barreras de potencial. Al definir dichas barreras de potencial, debemos escoger las constantes de
fuerza tales que nuestro sistema se encuentre alrededor de dichas barreras.

Una vez tengamos los parametros escritos en el archivo RST debemos crear otro archivo .in
que llame a RST al momento de optimizar. A nuestro archivo 999.in le anadimos tres lineas que
ejecutard a RST en la instruccion SANDER, Seccion ([2.3]).

&wt type=’END’ /
LISTOUT=POUT
DISANG=RST
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$ ¢ 3 0

rl r2 r3 r4

Figura C.1: Potencial del dngulo de torsién con restriccion.
Se crean barreras de potencial usando las constantes de fuerza rl, r2, r3 y r4. Dependiendo de estas
constantes el 4ngulo de torsién podra salir o no de dichas barreras.

Entonces al momento de ejecutar SANDER el nuevo archivo .in (999-rst.in) aplicard las
instrucciones detalladas en RST para restringir el angulo.

Debemos tener cuidado con la energia de las barreras de potencial, ya que muchas veces el valor
de las constantes rk no es suficiente para forzar la restriccién y debemos aumentarlo, pero si la
contribucién de energia se ve demasiado afectada puede ser una falsa optimizacién geométrica de
la molécula.

C.0.1. Cambiar Angulos de Torsién Antes de Optimizar

Si adn restringiendo no obtenemos una optimizacién geométrica sin enlaces artificiales o si para
hacerlo debemos usar valores de rk muy altos, podemos optar por una modificacién en el angulo
de torsion donde se genera el enlace artificial.

Esta modificacién la haremos a la estructura inicial en formato .pdb usando el software UCSF
Chimereﬂ [B4], que entre muchas otras cosas, nos ofrece herramientas para la visualizaciéon y
edicion de estructuras moleculares en formato .pdb.

Después de abrir nuestro archivo .pdb con este software, usaremos la herramienta
Tools>Structure Analysis>Angles/Torsions. Se abrird la ventana Structure Measurements,
en la pestaiia Adjust Torsions podemos acceder a la herramienta Build Structure.

En el visualizador de la molécula seleccionamos el enlace sobre el cual modificaremos el
angulo de torsién. Después en la ventana de la herramienta Build Structure Activamos el enlace
seleccionado como el angulo de torsion, Figura . Asi el programa nos mostrard los atomos
implicados en el angulo de torsién y podremos ir ajustando dicho dngulo a nuestra conveniencia.

Cuando tengamos el dngulo de torsion ajustado al valor inicial que deseemos, guardamos la

estructura nueva en formato .pdb y seguimos a hacer la optimizacién de forma normal tomandola
como estructura inical, Seccion ([2.3.1)).

1Es un software disefiado para visualizacién interactiva y analisis de estructuras moleculares y ensambles confor-
macionales. Desarrollado por la RBVI (Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics en la Universidad
de California, San Francisco, 2019) [34].
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Este método también fue utilizado en el presente trabajo para explorar las posibilidades estruc-
turales de algunas moléculas, asi como también para evitar los contactos cortos artificiales entre
atomos.

Q
Dstances | Angles/Torsons| Adiust Torsons | Axes/Panes/Centroids

Adjust Torsior o Buid Structure tool
Open Buid Structure tool
") Build Structure - o X
T TR

R L S xS )

Dl sze: _medum —i

I” Rotate DGN Lhet 5’ > 05 —i |using button1 —
© lme Decimal piaces /3 2]

pes

Labe
€ Name
& 7 Show degree symbol
a close | Hep |

Figura C.2: Interfaz del software Chimera.
Del lado izquierdo podemos observar la estructura de la molécula y tenemos diferentes herramientas para
su edicion o visualizacion; del lado derecho tenemos la herramienta Build Structure con la que podemos
ajustar angulos de torsion.

C.0.2. Crear Archivo RTS

= Creamos un archivo de texto de 5 columnas.

res# res_name torsion_name lower_bound upper_bound
(ejemplo) 1 DT BETA 170.0 190.0

Lo llamamos (archivo.bb).

» Convertimos el archivo .bb en un formato AMBER, con las siguientes lineas en la terminal.
makeANG_RST -pdb pdb_file -con constraint -1lib library_file [-les lesfile]
makeANG_RST -pdb 1ldou-tcNa.pdb -con "archivo'".bb -1lib

$AMBERHOME/AmberTools/scr/nmr_aux/prepare_imput/tordef.lib > RST.bb
cat RST.bb > RST
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