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RESUMEN

En los Gltimos 15 afios, los cientificos han mejorado la habilidad para generar modelos estructurales de las
proteinas, cuya estructura tridimensional (3D) se desconoce, gracias al crecimiento del nimero de estructuras
depositadas en la base de datos Protein Data Bank (PDB). En la actualidad, uno de los métodos mas usados y
mas rapidos para la generacion de modelos estructurales es el servidor bioinformatico SWISS-MODEL, creado
para el modelado por homologia de estructuras 3D, que comparten hasta 30% de identidad en su secuencia de
aminodcidos con otras proteinas de estructura conocida. La calidad de los modelos resultantes se evalGa con
varios parametros bioguimicos (por ejemplo: QMEAN, RAMACHANDRAN plot). EI modelo puede mejorarse
al incluir el SWISS-MODEL en una linea de trabajo, seguido del servidor CHARMM-GUI y el programa
GROMACS. Mientras el servidor CHARMM-GUI aplica al modelo producido, pardmetros de un campo de
fuerza para crear un sistema proteina-agua, bajo condiciones relevantes bioldégicamente, apto para simulacion,
el programa GROMACS minimiza la energia del modelo hasta alcanzar una estructura energéticamente estable,
mas cercana a como se encuentra en solucion o en el sistema biolégico. Los modelos generados por esta linea
de trabajo pueden ser analizados a detalle por los bi6logos estructurales en programas para visualizacion, como
PyMOL, para obtener un mayor entendimiento del fenémeno bioldgico bajo estudio.

Palabras clave: CHARMMS-GUI; GROMACS; PyMOL,; SWISS-MODEL.
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ABSTRACT

In the last 15 years, scientists have improved their ability to generate structural models for proteins, whose three-
dimensional (3D) structure is unknown, thanks to the growing number of structures stored in the Protein Data
Bank (PDB) database. Nowadays, one of the most widely used and fastest methods for model generation is
SWISS-MODEL, a structural bioinformatics web server created for homology modeling of 3D protein
structures, sharing down to 30% identity of their amino acid sequences. The quality of the resulting models is
assessed with different biochemical parameters (QMEAN, RAMACHANDRAN plot). The model can be refined
by including SWISS-MODEL in a pipeline, followed by the CHARMM-GUI server and the GROMACS
programs. While the CHARMM-GUI server applies force field parameters to generate a protein-water system,
under biologically relevant conditions, suitable for simulation, the GROMACS program minimizes the model
energy to energetically stable structure, closer to that found in solution or in a biological system. The models
generated by such pipelines can be analyzed in detail by structural biologists in visualization programs, such as
PyMOL, to better understand the biological phenomenon under study.

Keywords: CHARMMS-GUI; GROMACS; PyMOL; SWISS-MODEL.

INTRODUCCION se encuentran depositadas todas las estructuras

Estudiar los procesos estructurales, moleculares tridimensionales  de las  macromoleculas

y bioquimicos mediante los cuales los seres
vivos y los virus logran que sus proteinas
trabajen de manera coordinada en el espacio y
tiempo con otras moléculas con las que
interaccionan (acidos nucleicos, carbohidratos,
lipidos, etc), es fundamental para entender las
funciones que permiten la vida en los
organismos, microorganismos y la propagacion
de los virus.

biolégicas determinadas por la comunidad
cientifica, la cual incluye a proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos y lipidos. Asimismo,
la especie con mayor numero de estructuras
depositadas en el PDB hasta hoy es la humana
0 (Homo sapiens)
(https://www.rcsb.org/stats/explore/scientific

name_of source_organism), cuyo
conocimiento ha permitido entender las
enfermedades humanas a nivel atbmico. Entre
los grupos menos representados en este

La relevancia de la estructura proteica para el
entendimiento de los fendmenos bioldgicos a
nivel molecular se ve reflejado en el nimero de
estructuras depositadas en el banco de datos de
proteinas (Protein Data Bank), abreviado como
PDB. Esta base de datos es el almacén de
informacidn estructural a nivel atbmico, donde

depdsito de estructuras se encuentran las
bacterias y los virus; en ambos casos, el
conocimiento de las estructuras proteicas tiene
relevancia en é&reas: como la salud, la
agricultura, la produccion de vacunas, etc.
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Particularmente, en el caso de los virus
resultaria interesante poder conocer la
estructura y la funcion de la mayoria de sus
proteinas; sélo por citar un caso, se desconocen
aun los mecanismos moleculares por los cuales
el virus del Zika y sus proteinas causan defectos
congénitos en los fetos de las mujeres
embarazadas infectadas [1] (Figura 1). Una
estrategia para conocer estos mecanismos, seria

Virus del Zika

Virus del Zika
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generar modelos tridimensionales de proteinas
del virus del Zika a partir de estructuras de otros
virus 0 microorganismos,  previamente
depositadas en el PDB, y asi obtener

informacién estructural y funcional para

develar como se llevan a cabo estos defectos
congénitos en los fetos.

Figura 1. Virus del Zika. Pintura basada en evidencia experimental sobre el grado de empaquetamiento
que tienen las proteinas del virus del Zika infectando células humanas. Imagen generada por David S.
Goodsell. RCSB Protein Data Bank; doi: 10.2210/rcsb_pdb/goodsell-gallery-015.

La importancia de distintas técnicas para
poder determinar la estructura
tridimensional de las macromoléculas

Desde que, en 1949, Linus Pauling us6 la
estructura de la hemoglobina, la proteina que
transporta el oxigeno en la sangre, para explicar
la causa de la anemia falciforme, quedo clara la
utilidad que tendria el conocimiento estructural
de las proteinas para comprender su funcion
bioldgica [2]. La estructura tridimensional (3D)
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de las proteinas devela informacion muy
valiosa para entender su funcién; por ejemplo,
podemos deducir los residuos de aminoacidos
importantes para su interaccion con otras
moléculas (incluidas otras proteinas), su
regulacion y estabilidad. En general, el
conocimiento de la estructura es importante
para una comprension integral de los sistemas
bioldgicos. Gracias al progreso constante de las
metodologias para determinar las estructuras
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3D de las macromoléculas (proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos, etc.), hoy conocemos,
con detalle atomico, la estructura de 191,869
proteinas depositadas en el PDB [3,4]. Esta
riqueza de informacién ha sido generada por
técnicas de frontera como: la difraccion de
rayos X sobre cristales de proteinas, que
aprovecha que cuando un haz de rayos X pasa
por un monocristal de proteina crea un patron
unico que depende del arreglo de sus atomos
[5,6]; la resonancia magnética nuclear (RMN),
que utiliza la informacion originada de las
transiciones de espin nuclear, que ocurren en
los ndcleos de algunos atomos cuando se
someten a campos magnéticos y cuya
frecuencia de transicion depende del ambiente
quimico en el que se encuentra el &tomo [7,8] y
la crio-microscopia electronica o cryo-em, que
construye fotografias de las macromoléculas a
detalle atdbmico a partir del analisis conjunto de
multiples imagenes producidas por un haz de
electrones interaccionando con una disolucion
de la macromolécula congelada a temperaturas
criogeénicas. [9,10].

El aporte de estas técnicas se debe al avance
tecnolégico que ha permitido mejorar la
resolucion y disminuir el ruido con equipos mas
potentes y sensores mas sensibles, también al
uso de nuevas metodologias para analizar la
informacidn generada a partir del experimento.
Ademas, el uso combinado de las tres técnicas
descritas anteriormente ha contribuido para
conocer las estructuras de las macromoléculas
dificiles de determinar.
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Métodos de modelado de las proteinas

El gran ndmero de estructuras generadas, a
partir de datos experimentales, y el gran avance
del poder de célculo de las computadoras en los
altimos 15 afios han hecho posible el uso de
computadoras para la prediccion estructural de
las proteinas cuya configuracion tridimensional
no esta depositada en el PDB. En la actualidad,
los métodos computacionales han logrado
predecir las estructuras 3D e interacciones entre
proteinas, estos metodos se pueden separar en 3
categorias: el primero es el modelado basado en
plantillas (Template Based Modeling) o
templados presentes en el PDB, el segundo es
acoplamiento  proteina-proteina  (Protein-
Protein Docking), que predice la estructura del
complejo proteico a partir de las estructuras de
las proteinas individuales y, finalmente, el
tercero es el modelado hibrido
(Hybrid/Integrative Modeling), en donde los
datos experimentales se fusionan con los
calculos usando potenciales de interaccion
entre residuos [11]. Todos estos métodos
contribuyen a entender el funcionamiento de las
macromoléculas y sus interacciones con otras
macromoléculas y su entorno acuoso. Aqui,
particularmente, hablaremos del modelado
basado en plantillas o templados del que somos
expertos.

Modelado de proteinas mediante SWISS-
MODEL (Web-Based Integrated Service
Dedicated to Protein Structure Homology
Modelling)

Para poder generar un modelo estructural, los
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programas usados (SWISS-MODEL [12], I-
TASSER [13], etc.); toman la secuencia
primaria de una proteina con estructura
desconocida (proteina blanco) e identifican una
0 varias proteinas con un origen evolutivo
comun (proteinas homologas) con estructura
conocida en el PDB, utilizando el mayor
porcentaje de identidad con la proteina blanco
(proteinas templado). Después, se ajustan los
aminoacidos de la proteina blanco para que
coincidan con la estructura de la proteina
templado. Terminado este proceso, se evalla la
concordancia entre la estructura del templado y
la proteina blanco, para ello, se usan varios
pardmetros que permiten calificar el porcentaje
de la secuencia blanco que puede ser modelada
usando la estructura y la calidad de dicho
modelado.

Al aumentar la accesibilidad a bases de datos
como el PDB, y el nimero de estructuras que
almacenan, los investigadores de la biologia
estructural de  macromoléculas, pueden
identificar mejores templados para las proteinas
para las que solo se conoce su secuencia de
aminoacidos. Esta condicion ha vuelto el
modelado estructural basado en plantillas o
templados una importante fuente para generar
modelos estructurales con detalle atémico.
Estas metodologias usan el gran poder de
calculo computacional disponible hoy en dia
para identificar el templado y ajustar a esta
estructura depositada en el PDB, una secuencia
primaria de aminoéacidos, con la que comparte
un porcentaje de identidad en secuencia arriba
de 30%. La calidad del modelo resultante
depende del porcentaje de identidad entre las
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secuencias de aminoacidos comparadas y el
algoritmo empleado.

El programa predictor de estructuras de acceso
libre SWISS-MODEL (liga de acceso
https://swissmodel.expasy.org/; [12,14])
(Figura 2), pionero en el campo del modelado
automatizado desde hace mas de 25 afios,
cuenta con una biblioteca de templados o
plantillas que se actualiza continuamente de
acuerdo con las estructuras depositadas en el
PDB. Ademaés, proporciona estimaciones de
calidad en varias etapas del proceso de
modelado. Por ejemplo, indica el porcentaje de
identidad y cobertura entre la secuencia a
modelar y los diferentes templados y, una vez
que se genera el modelo, la funcion de QMEAN
evalla la calidad del modelo a escala global y
local [15]. La calidad aceptable del QMEAN
para los modelos se encuentra entre 0 y -4.0. El
programa SWISS-MODEL (Figura 3), es uno
de los modeladores de proteinas mas utilizados
en la actualidad por cientificos estructurales
para la generacion de modelos tridimensionales
basados en homologia, debido a que presenta
varias ventajas sobre otros modeladores en el
area, entre las que destacan: generacion de
modelos tridimensionales en poco tiempo (hay
casos que con solo unos minutos basta),
colocacion de los puentes disulfuro, si presenta
alguno la proteina analizada, prediccion de la
estructura cuaternaria en la proteina analizada y
visualizacion de gréficos de alta calidad. En
contraste, otros modeladores como I-TASSER
(liga de acceso (https://zhanggroup.org/I-
TASSER/; [16]) y Phyre2 (liga de acceso
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page
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.cgi?id=index; [17]), tienen tiempos de espera
de varias horas, 0 incluso dias, para producir
modelos de calidad comparable a los generados
con SWISS-MODEL. Sin embargo, SWISS-
MODEL produce modelos usando templados
con al menos 30% de identidad con la proteina
blanco, por lo que generalmente, la calidad del
modelo generado es baja; en cuyo caso, el
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servidor I-TASSER, puede ser capaz de generar
modelos aceptables al usar multiples templados
para generar un modelo quimérico, en el que
diferentes segmentos de las secuencias se
ajustan a templados diferentes maximizando la
identidad entre la secuencia blanco y los
templados.

SWISS-MODEL

HOMOLOGY MODELLING OF PROTEIN STRUCTURES AND COMPLEXES

Figura 2. SWISS-MODEL es un programa generador de modelos estructurales de proteinas basados

en homologia con estructuras depositadas en el PDB. Imagen tomada de
https://www.youtube.com/watch?v=Ln9CYPg94Kc.
Start a New Modelling Project @
SWISS-MODEL | Tt gl TePites 50
¥ PVLLPTHMY L,-?.:—mv'rmrum
Project Data ~ =0 Oligo-State @
& Archive Io‘ M°Mmer =
& Archive (Exclude web files) As.:»csmma t GP(I;QSZO BUIId MOde|S c
QMEANDIsCo Global: @
+0.05

X Coordinates (PDB format)

Figura 3. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL para
generar un modelo tridimensional basado en homologia de una proteina de E. coli.
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Al disminuir el porcentaje de identidad entre las
estructuras primarias de la proteina modelada y
su templado, la estructura resultante esta
sometida a mayor tension, ya que al sustituir
aminoacidos entre secuencias se cambia la
flexibilidad y angulos preferentes del
aminoacido; es por ello que el modelo puede
requerir un paso de “relajacion”. Esta relajacion
consiste en llevar a la estructura a un minimo
energético para eliminar esta tension vy
cualquier choque estérico que pudiera aparecer
como resultado de diferencias en el volumen de
las cadenas laterales en la proteina blanco y su
templado. Dicha relajacion permite obtener un
modelo més cercano a la estructura nativa, que
es la biolégicamente funcional. Para poder
llevar a cabo la “relajacion”, es necesario
transformar  las  coordenadas  atomicas
producidas durante el modelado en un conjunto
de parametros que definen a la proteina dentro
de una simulacion. Con este fin, las
coordenadas del modelo generado por SWISS-
MODEL son utilizadas por el programa
CHARMM-GUI (Chemistry and HARvard
Molecular Mechanics; liga de acceso
https://www.charmm-qui.org/; [18]) (Figura 4)
para asignar a todos los &tomos que componen
la proteina los pardmetros de un campo de
fuerza, que describe las interacciones entre
atomos, asi como los movimientos que cada
atomo tiene permitido durante una simulacion.
Ademaés, basado en informacion estructural de

moléculas de referencia, adiciona los atomos de
hidrogeno que no agrega SWISS-MODEL (o
cualquier otro algoritmo de modelado por
homologia), y coloca a la proteina en una caja
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de agua virtual, cuya construccion toma en
cuenta la fuerza idnica, pH y iones presentes
para simular las condiciones experimentales en
las que se encontraria la proteina en solucion
[18,19]. EI programa CHARMM-GUI prepara
el modelo en un formato compatible con el
programa de simulacion molecular GROMACS
(.pdb, .gro, y .psf), asi como el archivo con la
topologia (.top), que indica la conectividad
entre atomos y las reglas de interaccion a
seguir. Los archivos de salida que genera el
programa CHARMM-GUI son tomados por el
ultimo programa de este proceso de modelado,
Ilamado GROMACS (GROningen Machine for
Chemical Simulations) [20] (Figura 5), el cual,
mediante varios ciclos de simulacion elimina
los choques estéricos y lleva a la estructura a un
minimo energético de la proteina cercano a la
estructura nativa que es la biolégicamente
funcional.

Finalmente, los modelos generados, son
visualizados en distintos programas entre los
que destacan; CHIMERA (liga de acceso
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/; [21-23]),

VMD (liga de acceso
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/; [24]),
PyMOL (liga de acceso

https://www.pymol.org/view.html; [25]), entre
otros. La comparacion estructural entre
modelos (generados mediante experimentos y
calculos computacionales) permite deducir
informacién funcional después de realizar la
superposicién de modelos, para ver las
diferencias estructurales en las regiones de

interés. Dicha superposicion puede lograrse de
distintas maneras, por ejemplo, si la superposi-

Articulo de revision



https://www.charmm-gui.org/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
https://www.pymol.org/view.html

CHARMM-GUI

Effective Simulation Input Generator and More
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(d)

Figura 4. El servidor CHARMM-GUI prepara un sistema compatible con programas para
simulaciones moleculares. (a) Lee las coordenadas del archivo pdb; (b) transforma las coordenadas en
un conjunto de parametros de un campo de fuerzas; (c) construye la caja de agua; (d) ajusta el sistema

a un pH y adiciona iones.

GROMACS..:

FAST. FLEXIBLE. FREE. YY

Figura 5. Minimizacion energética usando GROMACS. Las diferencias entre la secuencia de
aminoéacidos de la proteina blanco y la proteina molde usadas para generar el modelo pueden forzar a
algunos aminoacidos a adoptar conformaciones que generen tension en la estructura. GROMACS
simula cambios conformacionales que “relajan” la estructura, reducen su energia y permiten al modelo

adquirir una conformacion més cercana a la biolégicamente relevante.
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cion del modelo y la estructura se realizan con
PyMOL se utiliza la funcion de cealign, la cual
indica los valores de la raiz de la desviacion
cuadrética media 0 RMSD (Root-Mean-Square
Deviation), cuyos valores son muy cercanos a
cero cuando la estructura y el modelo son muy
similares. Ademés, la comparacion entre
modelos  permite trasladar informaciéon
bioquimica (como residuos importantes para la
catélisis o cambios conformacionales) de un
modelo a otro, asi como explicar diferencias
funcionales entre proteinas homdlogas.

La importancia del modelado de proteinas

Los predictores basados en homologia, como
SWISS-MODEL, generan modelos
estructuralmente  muy similares a los
plegamientos de las estructuras depositadas en
el PDB de las cuales fueron formados; estos
permiten analizar la funcion de la proteina en
presencia 0 ausencia de sus sustratos o
inhibidores. Estos analisis generan nuevo
conocimiento en el PDB acerca de si estas
proteinas se encuentran solas o formando
complejos. Por ejemplo: las betalactamasas
(enzimas capaces de inactivar antibioticos de la
familia de los betalactamicos) [26,27], la triosa
fosfato isomerasa (enzima glucolitica que
cataliza la  interconversion entre la
dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido 3-
fosfato) [28,29], las fosfatasas alcalinas
(enzimas que remueven grupos fosfato de
moléculas blanco en presencia de iones como
Mg?*y Zn?*) [30,31], la Taq polimerasa (ADN
polimerasa que utiliza Mg?* como cofactor para
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su funcionamiento) [32,33], los anticuerpos
(glucoproteinas para la defensa del huésped)
[34,35], etc.

Para que un modelo tenga validez en la
investigacion, es fundamental que existan o se
realicen varios experimentos utilizando
distintas técnicas experimentales como la
dispersion dindmica de luz o DLS, la cual mide
el didmetro de moléculas en disolucion (valor
que debe coincidir con el modelo), permitiendo
discernir entre monomeros y oligdbmeros de una
proteina con alto grado de pureza en solucion;
la difraccion de rayos X de bajo angulo o
SAXS, que genera una envolvente para
moléculas en solucion (cuya forma debe
coincidir con la del modelo por homologia); el
dicroismo circular, el cual genera un espectro
del que se puede deducir el porcentaje de cada
tipo de estructura secundaria (hélices a,
laminas B y lazos conectores) presente en una
proteina (porcentaje que debe concordar con el
modelo); la determinacion del intercambio
proton-deuterio (H-D) usando espectroscopia
de masas, para lo cual la proteina se diluye en
un buffer en agua deuterada, deteniendo el
intercambio H-D reduciendo el pH a 2.5, el
porcentaje de intercambio H-D de cada
aminoéacido determinado por espectroscopia de
masas depende del acceso que tenga el solvente
al aminoacido y del tiempo transcurrido. Al
disminuir el porcentaje de identidad entre el
templado y la proteina blanco, se vuelve mas
importante que el modelo generado esté
apoyado por estos datos experimentales para
poder validarlo.
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El impacto del modelado de proteinas
mediante SWISS-MODEL en distintas areas
de investigacion combinado con otros
servidores

Existe una gran cantidad de trabajos en donde
el programa SWISS-MODEL unido a otros
programas computacionales ha contribuido de
manera importante para fortalecer y apoyar la
generacion de nuevo conocimiento en
diferentes areas de investigacion, aqui solo
mostraremos algunos ejemplos de ello.

Se ha realizado modelado por homologia de la
proteina nifA para tener una mejor comprension
de su estructura y su influencia en la fijacion
bioldgica de nitrogeno, utilizando varios
servidores; entre ellos, SWISS-MODEL fue
importante para generar un modelo mas
aceptable que permita entender mejor el
funcionamiento de la proteina [36]. Por medio
de SWISS-MODEL y CHARMM-GUI
nosotros fuimos capaces de generar modelos
estructurales de la proteina escorpina de los
alacranes Hoffmannihadrurus gertschi vy
Vaejovis mexicanus, basados en evidencias
experimentales [37], y propusimos apoyados en
estos modelos, mutaciones en una de las
regiones de su estructura secundaria (o-
hélices), para evaluar los efectos en las
constantes de inhibicion en el desarrollo de los
oocinetos, que son uno de los estadios del
parasito de la malaria [37]. La malaria es una de
las enfermedades mas importantes del sector
salud a nivel mundial, con 241 millones de
casos en el afio 2021.

En la actualidad, para poder contender con el
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SARS-CoV-2, causante de la COVID-19, es
fundamental el desarrollo de vacunas y el
disefio de farmacos que contribuyan con una
alta capacidad de neutralizacion del virus. Para
el disefio de farmacos se ha recurrido a distintas
estrategias de simulacion computacional como
Hawk Dock [38], HDOCK [39], PockDrug [40]
y SWISS-MODEL [12]. Finalmente, para el
modelado por homologia y las energias de
unién de la molécula, se emplean herramientas
computacionales que analizan la conformacién,
la afinidad de wunién y la capacidad
farmacoldgica del receptor unido a su ligando
[41].

CONCLUSION

En las Gltimas décadas, las técnicas para develar
la estructura tridimensional de las proteinas
como la difraccion de los rayos X en cristales
de proteina, la resonancia magnética nuclear,
etc., han incrementado significativamente el
namero de estructuras depositadas en el PDB.
Este aumento en la disponibilidad de
estructuras 3D ha permitido al modelado por
homologia posicionarse como una herramienta
para generar modelos que aporten un mayor
conocimiento en diferentes 4reas de
investigacion, entre las que destacan la biologia
estructural, la medicina, la biotecnologia, la
farmacologia etc.

La calidad de los modelos generados mediante
SWISS-MODEL vy la rapidez con la que lo
hace, en comparacién con otros servidores, lo
convierte en una herramienta Util para la
biologia estructural. Este servidor, junto con
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programas computacionales como CHARMM-
GUI y GROMACS, forman una linea de
produccion de libre acceso, rapida y versatil
para obtener modelos de estructuras de
proteinas que todavia no han sido depositadas
en el PDB. Este conocimiento estructural
mejora nuestro entendimiento acerca de la
funcion de las proteinas y su interaccion con
otras moléculas, haciendo posible predecir
residuos importantes para la funcién y entender
el efecto de mutaciones reportadas en la
literatura. La comprension de fendmenos
bioquimicos, con detalle atémico, puede
tambien llevar a la identificacion de blancos
terapéuticos y disefio de farmacos para el
tratamiento de enfermedades o trastornos
genéticos.
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