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Objetivos

Objetivo General

Obtener y analizar las caracteristicas conformacionales entre duplex de ADN y
diversos ligandos como cafeina utilizando Mecénica Molecular y Dindmica
Molecular que nos permitiran realizar una formulacion de las conformaciones que

adquiere el ADN por la presencia de diferentes ligandos.

Objetivos Particulares

e Seleccionar duplex de ADN con geometria optimizada.

e Encontrar regiones favorables para el acoplamiento de diversos ligados en
los diversos duplex seleccionados.

e Optimizar la geometria de los complejos obtenidos con Mecanica Molecular
utilizando diferentes campos de fuerzas (AMBER, POLTEV) y realizar
calculos de Dinamica Molecular con AMBER.

e Obtener las caracteristicas generales de la interaccion de cafeina con duplex
de ADN.




Resumen

La cafeina siempre ha despertado un gran interés en la industria farmacéutica,
desde la antigliedad se conocen muchos de sus efectos fisioldgicos, actualmente
ha vuelto ser una sustancia de interés debido a las pruebas que se han encontrado

con respecto a su interaccion con farmacos oncoldgicos y las cadenas de DNA.

Sin embargo, los efectos a nivel molecular de la cafeina sobre el DNA, sigue siendo
poco comprendido; para intentar dilucidar la interaccion de este complejo, se realizo
un estudio de mecéanica molecular con el campo de fuerzas BSC1 y una cafeina
previamente caracterizada con el Barcelona Supercomputing Center 1 Force Field
(BSC1), y una cafeina previamente caracterizada con el General AMBER Force
Field (GAFF).

En primer lugar, se utilizé el Docking Molecular, para encontrar los puntos de partida
de las simulaciones, para seguir con una dinamica molecular a 5K, con un ensamble
NVT durante 0.8 ns, los resultados se evaluaron a partir de los dngulos de torsion
de la DNA.

Se encontrd que la cafeina tiene predileccion a formar puentes de hidrogeno con el
dinucledtido C-G, especialmente por su surco mayor, los cambios generador por la
interaccion Cafeina-Guanina, se observan los angulos de torsion de la citocina
complemento, con un aumento de 9.8° en el angulo a, una disminucién de 18.7° en
el angulo B,un aumento de 12.2° en el angulo y, una disminucién de 26.5° en el
angulo &, un aumento de 29.7° en el angulo &, una leve disminucion de 2.9° en el

angulo ¢ y una disminucién de 30° en el angulo y.




Introduccion.

La cafeina es un compuesto que pertenece al grupo de las xantinas, las cuales son
purinas, y se encuentra naturalmente en muchos productos vegetales de consumo
cotidiano tales como el café, el té y el cacao [1], asi como en bebidas energéticas y
gaseosas [2]. La cafeina tiene una gran variedad de efectos fisiolégicos tales como
aumento de la presion arterial [3], efectos psicotrépicos [4] llegando a causar
sindrome de abstinencia al suspender el consumo [5]; estas caracteristicas le ha
concedido un lugar especial en las investigaciones farmacéuticas con lo cual se ha

llegado a nuevos descubrimientos de las propiedades de esta familia de moléculas.

Por su estructura la cafeina es capaz de interactuar con los acidos nucleicos
causando la supresion de la proliferacion celular que puede vincularse con una
disminucién de la carcinogénesis in vivo [6], sin embargo también se ha observado
la atenuacion de diversos agentes antitumorales en presencia de cafeina [7], los
efectos directos sobre el ADN que se han observado es la inhibicién de los puntos
de control activados por el dafio [8] y una transduccion reducida del HIV-1 en células

humanas [9].

Sin embargo, debido a la propia naturaleza de los duplex de DNA y RNA, el estudio
de las interacciones intermoleculares de éstos y cualquier ligando conlleva una gran
dificultad técnica y es necesario el uso de técnicas de cristalografia cuya uso en si
mismo pueden alterar los resultados experimentales [10]. En el campo de la quimica
computacional se han realizado varios estudios con diversos ligandos dirigidos al
ADN [11, 12] y a pesar de que se tiene evidencia experimental de que la cafeina y
sus derivados se pueden intercalar en el ADN [13], se han realizado pocos estudios
de simulacién computacional de los complejos cafeina—ADN[14, 15] .

En el presente se obtuvieron y analizaron las caracteristicas conformacionales entre
el duplex de ADN vy la cafeina utilizando Mecanica y Dinamica Molecular que nos
permitiran realizar una formulacion de las conformaciones que adquiere el ADN por

la presencia de diferentes ligandos.




Se realizaron simulaciones tanto de Docking como de dinamica molecular, para el
docking molecular se utiliza el software Autodock Vina, y para la dinamica se utiliza
AMBER. Los resultados obtenidos por éstos se analizaron manualmente con el

programa de visualizacion molecular VMD.

Fue necesario realizar una caracterizacion viable de la cafeina para utilizar con
Amber, y el campo de fuerzas donde se realizé dicha caracterizacion fue el General
Amber Force Field, el cual es compatible con el cambo BSC1 utilizado para

simulacion.

Se realizo un recuento de los enlaces de hidrégenos que se formaron directamente
entre la cafeina y las bases nitrogenadas del dodecamero, donde se hizo notable
gue existian zonas donde a la cafeina se le facilita la formacion de complejos, y
otras donde le era practicamente imposible este tipo de interacciones, Sin embargo
la cafeina forma complejos del tipo Cafeina-Agua-ADN lo cual permitia que la
cafeina encontrara un punto de minima energia y era capaz de ejercer un efecto

deformante en la doble hélice.

Se obtuvieron los angulos de torsion en presencia de la cafeina y se compararon
con los que existen en el dodecamero de Drew Dickerson hidratado, donde se hizo
evidente que la cafeina induce un tipo de deformacién en la doble hélice, asi mismo
se evalla el empaquetamiento en los azucares que se encontraban préximos a la

molécula de cafeina en las diversas posiciones evaluadas.




Capitulo 1. Marco Teoérico

1.1 Acidos nucleicos.

En cierto modo los acidos nucleicos son el componente més fundamental de la vida,
actuan como depositarios y transmisores de la informacion genética de cada célula,
tejido y organismo, pero su mas importante cualidad es la de autorreplicacion, la
cual puede verse afectada por una gran cantidad de fendmenos fisicos y quimicos,
que podrian causar mutaciones que en la mayoria de los casos marcarian el inicio

de un sin nimero de enfermedades en los seres vivos.

Existen dos tipos de acidos nucleicos, el acido ribonucleico (RNA) y el acido
desoxirribonucleico (DNA), en cada caso existe una unidad monomérica de estos
acidos. Contiene un azucar pentosa, las cuales son la ribosa en el RNA y la 2’-

desoxiribosa en el DNA la cual se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Estructura molecular de la ribosa y la desoxirribosa, se aprecia que en la ausencia del grupo hidroxilo en el
carbono 2. (Beige: Carbonos, Rojo: Oxigenos, Blanco: Hidrogenos)

La numeracién de los &tomos de carbono de los azucares se designa con numeros
primados (1’, 2’, etc.) y la diferencia fundamental entre ambas moléculas radica en
el grupo hidroxilo 2’ de la ribosa en el RNA el cual se encuentra sustituido por un

atomo de hidrogeno en el DNA.

En las cadenas de acidos nucleicos, las conexiones entre estos se forman mediante
un residuo fosfato unido al grupo hidroxilo del carbono 5’ de una unidad y al hidroxilo
3’ de la siguiente, lo cual forma un enlace fosfodiéster entre los dos residuos de
azucar y de esta manera se construyen cadenas largas de acidos nucleicos, que

muchas veces contienen centenares de millones de unidades.




Los residuos de azucar descritos unidos mediante los enlaces fosfodiéster
construyen el armazon de la molécula de acido nucleico, el cual es un polimero
repetitivo sin la capacidad de codificar informacién; la capacidad de
almacenamiento y transmision de la informacion deriva del hecho de que la
molécula completa es un heteropolimero, cada mondmero contiene una base

heterociclica, la cual se une al carbono 1’ de los azucares.

1.1.1 Bases Nitrogenadas

Existen dos tipos de bases heterociclicas, que se denominan purinas y pirimidinas.
El DNA tiene dos purinas, adenina (A) y guanina (G), Figura 2, y dos pirimidinas,
citosina (C) y timina (T). El RNA posee las mismas bases, excepto que la timina esta
sustituida por uracilo (U), Figura 3, estas bases heterociclicas se unen a los
azucares ribosa y desoxirribosa en los carbonos 1’ con el nitrégeno 9 de las purinas
y el nitrégeno 1 de las pirimidinas, este enlace se denomina enlace glucosidico y

estos monémeros se denominan nucleétidos.

Figura 2. Purinas unidas azucares ribosas para formar los nucledsidos del RNA, a la izquierda la Adenosina y a la derecha
la Guanosina, la union se forma entre los carbonos 1’ del azucar y el nitrégeno 9 de la base nitrogenada. (Beige:
Carbonos, Rojo: Oxigenos, Blanco: Hidrégenos, Azul: Nitrogenos)

Figura 3. Pirimidinas unidas azucares ribosas y desoxirribosas para formar los nucledsidos del RNA y DNA, de izquierda a
derecha Citosina (RNA), Timidina (DNA) y Uridina (RNA), la unidn se forma entre los carbonos 1’ del azucar y el nitrogeno
1 de la base nitrogenada. (Beige: Carbonos, Rojo: Oxigenos, Blanco: Hidrogenos, Azul: Nitrogenos)




La nomenclatura para la Timina es 2, 4-dioxo, 5-metilpirimidina. Es un derivado
pirimidinico con un grupo oxo en las posiciones 2 y 4, y un grupo metilo en la
posicion 5. En el DNA, la timina siempre forma se enlaza con la adenina de la

cadena complementaria mediante 2 puentes de hidrogeno, T = A.

La Citosina tiene nomenclatura de 2-oxo, 4-aminopirimidina, y se representa en el
codigo genético con la letra C. Es un derivado pirimidinico, con un grupo amino en
posicion 4 y un grupo oxo en posicion 2. La citosina siempre se empareja en el DNA
con la guanina de la cadena complementaria mediante tres enlaces de hidrogeno
C = G.

Para la Adenina su nomenclatura es 6-aminopurina, y en el codigo genético se con
la letra A. Es un derivado de la purina con un grupo amino en la posicion 6. En el
DNA siempre se empareja con la timina de la cadena complementaria mediante 2

puentes de hidrogeno, A =T.

Y finalmente la nomenclatura de la Guanina es 6-0xo, 2-aminopurina. Es un
derivado purico con un grupo oxo en la posicién 6 y un grupo amino en la posicién
2. La guanina siempre se empareja en el DNA con la citosina de la cadena

complementaria mediante tres enlaces de hidrogeno ¢ = G.
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Figura 4. Izquierda. Enlaces de hidrogeno tipicos entre la Guanosina y la Citosina en el ADN. Derecha. Enlaces de
hidrogeno tipicos entre la Adenina y la Timina en el ADN.




1.1.2 Estructura primaria de los acidos nucleicos.
Debido a que los acidos nucleicos pueden considerarse polimeros de nucleotidos,

se les puede llamar polinucleoétidos, cuyas principales caracteristicas son:

e La cadena polinucleotidica posee una direccionalidad, el enlace fosfodiéster
entre los mondmeros se produce entre el carbono 3’ de un monémero y el
carbono 5’ del siguiente, por lo que los dos extremos de una cadena
polinucleotidica lineal son diferenciables, un extremo lleva normalmente un
fosfato 5’ sin reaccionar, y el otro extremo un grupo hidroxilo 3’ sin reaccionar.

e Una cadena polinucleotidica posee individualidad, determinada por la
secuencia de sus bases, es decir, la secuencia de nucleétidos. Esta

secuencia se denomina estructura primaria de ese acido nucleico concreto.

La importancia principal de la estructura primaria es que la informacion genética se
almacena en la estructura primaria del DNA. Un gen no es mas que una secuencia
concreta de DNA, que codifica la informacion mediante un lenguaje de cuatro letras,

en el que cada “letra” es una de las bases.

1.1.3 Estructura secundaria de los acidos nucleicos.

En el afio 1953 James Watson y Francis Crick, observaron unos patrones de
difraccion de rayos X de DNA fotografiados por Rosalind Franklin, una investigadora
del laboratorio de Maurice Wilkins en el King’s College de Londres. En ellas se
observaba claramente que el DNA de las fibras debia tener algun tipo de estructura

tridimensional repetitiva regular [16].

Las observaciones mas importantes de Watson y Crick fueron que, como el
espaciamiento de la linea de capa era de una décima parte de la repeticion del
patrén, debia haber 10 residuos por vuelta. Los datos relativos a la densidad de la
fibra sugirieron que debia haber dos cadenas de DNA en cada molécula helicoidal.
Se dieron cuenta de que una hélice de doble cadena podia estabilizarse mediante
enlaces de hidrégeno entre las bases de las cadenas opuestas si las bases se
apareaban de una manera concreta: los pares A-T y G-C que se muestran en la

Figura 4. Con este apareamiento, se forman enlaces de hidrégeno fuertes entre las




bases. Ademas, las distancias entre los carbonos 1 de las porciones de

desoxirribosa de A-T y G-C son las mismas.

El modelo de Watson y Crick no sélo explicaba la estructura del DNA y la regla de
Chargaff, nombrada asi por su descubridor bioquimico Erwin Chargaff, que habia
determinado las cantidades relativas de A, T, G y C en los DNA de muchos
organismos, habia observado el hecho de que Ay T estaban presentes casi siempre
en cantidades aproximadamente iguales, y que lo mismo sucedia con G y C. Dado
gue A se aparea siempre con T, y G se aparea siempre con C, las dos cadenas son

complementarias[17].

1.1.4 Estructuras alternativas de los &cidos nucleicos: hélices By A

En el momento en el que Watson y Crick propusieron su modelo, se habian obtenido
ya para el DNA dos patrones de difraccion de rayos X bastante distintos, lo que
indicaba que la molécula existe en mas de una forma. La forma B, que se observa
en las fibras de DNA preparadas en condiciones de humedad elevada y la forma A,
fiboras de DNA preparadas en condiciones de humedad baja con una estructura
diferente, Como se presenta en la Figura 5, las formas A y B son muy distintas,
aunque ambas son hélices a derechas. En la hélice B, las bases estan proximas al
eje de la hélice, que pasa entre los enlaces de hidrégeno. En la hélice A, las bases
estan situadas méas externamente y estan muy inclina das con respecto al eje de la

hélice. {Hy g;:
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Figura 5. Vistas laterales y superiores que ilustran los rasgos caracteristicos de las estructuras helicoidales
reqgulares A (izquierda) y B (derecha) deducidas a partir de los modelos de difraccion de rayos X de fibras
representativas.




1.2 Pardmetros geométricos para el estudio del DNA
Para el estudio del DNA es necesario contar con parametros precisos que permitan
evaluar la forma de la doble hélice, en el presente se utilizan los angulos de torsién

y el empaquetamiento del azucar.

1.2.1 Angulos de torsion.

Para los &cidos nucleicos existen seis angulos principales de torsion de la cadena
azucar-fosfato, los dngulos de torsion dentro del azlcar son denotados por vy, ..., Uy;
Figura 6 y Tabla 1. Uno de estos angulos de torsion, §, es particularmente
informativo debido a que influye en el empaquetamiento del azticar o conformacion
del anillo de desoxirribosa un pardmetro que ha jugado un papel importante en

estudios anteriores de la estructura del DNA.

Direccion de (3;
la cadena

_____
A

. g;f C4 (purines)
% C 2 (pyrimidines)

Nucleotido

Os’

Figura 6. Designacion de los dngulos de torsion de una cada de DNA.

El otro angulo de torsién importante o relevante es el angulo glucosidico y, entre el
atomo C1’ del anillo de azucar y el nitrdgeno de su base adjunta Cuando el anillo se
gira de manera que syn, y y tiene un +70°. En contraste, en la conformacion anti,
menos restrictiva, el anillo de azucar se dobla fuera del surco menor, y entonces es

libre de adoptar una amplia gama de valores, desde —80° hasta —180°.
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Tabla 1. Definicion de dngulos de torsion en los nucledtidos.

Angulos de Torsion. Atomos involucrados.
a 03'—P—-05 - C5'
B P—05 —C5 —C4'
Y 05' — C5' — C4' — C3'
o) C5'—C4'—-C3' - 03

c4'—-—Cc3'—03' -P
4 c3-03 -P-0
04' — C1' — N1’ — C2 (Pirimidinas)

(37)

x 04' — C1' — N9' — C4 (Purinas)
Vo c4' —04'-Cc1 -cC2’
2 04'-C1' -C2'-C3
v, C1' —-C2'—-C3" -4
V3 C2'—-C3 - C4' - 04
Uy C3' —C4'—04' - C1’

1.2.2 Empaquetamiento del azucar.

Los anillos de azucar del DNA pueden adoptar empaquetamientos en los cuales 1
0 2 &tomos estan fuera del plano formado por el resto. El anillo de azlcar se puede
encontrar en la forma E (por su nombre en inglés envelope), donde cuatro carbonos
se encuentran en el plano y el oxigeno se encuentra fuera del Plano. O bien se
puede encontrar en la forma T (por su nombre en inglés Twist), en el cual dos
atomos del anillo (C2’ y C3’) se encuentran fuera del plano (arriba del plano, exo y

abajo endo). Tal como se observa en la Figura 7.

Figura 7. Formas de empaquetamiento mds comunes que puede tomar el anillo de aztucar
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1.3 Dodecamero de Drew-Dickerson

Todos los estudios de difraccion de fibras de DNA tienen una importante limitacion.
Al analizar los patrones de las fibras, los investigadores no determinan directamente
los detalles de la estructura secundaria del acido nucleico. Este enfoque es
necesario porque las fibras no son nunca cristales perfectos y siempre existe una
cierta ambigiiedad en la interpretacion de sus patrones de difraccion. Por tanto, se
produjo un importante avance cuando R. E. Dickerson y sus colaboradores, en
1981, lograron cristalizar un pequefio fragmento de DNA de doble cadena, que tenia

la secuencia:
d(CpGpCpGpApApTpApCpGpCpGp),

con una hélice B, en cantidades suficientes y pureza suficiente para un andlisis de
cristalografia por rayos X [18], la cristalografia de este fragmento DNA nos ha
proporcionado una informacion muy detallada de la estructura secundaria de los
polinucledtidos, la estructura obtenida es una doble hélice orientada a la derecha de

tipo B con un promedio de 10.1 bases por giro de la hélice

1.3.1 Conformacion del Dodecamero de Drew Dickerson

Los angulos de torsién glucosidicos de la cadena principal para el dodecamero
refinado, asi como el empaquetamiento del azucar, se enumeran en la Tabla 2. Los
angulos de torsion de la cadena principal, del a hasta ¢, estan cerca de los valores
esperados para una hélice B ideal, con la mayor variacion en el &ngulo de torsién
C5' —C4' —C3' —03' (9).

1.3.2 Geometria de hidratacion del dodecamero de Drew Dickerson.

La hidratacion de cualquier hebra de DNA trae consigo cambios estructurales los
cuales se ven reflejados en sus angulos de torsion y el empaquetamiento de los
azucares, existe una caracteristica muy importante en la hidratacion del DNA, la
espina de hidratacion, y es un parametro de verificacion sobre la correcta simulacion

de cualquier cadena en un ambiente acuoso, especialmente en agua.
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Tabla 2. Angulos de torsion de cadena principal y glucosidicos del dodecamero de Drew Dickerson obtenidos por
cristalografia [18].

Angulos (°
Residuo g 0
a B 14 s € ¢ X
ic - - 174* 157 -141 -144 -105 C2'-endo

2G -66 170 40 128 -186 -98 -111 Cl’-exo
3C -63 172 59 98  -177 -88 -135  Ol-endo
4G -63 180 57 156 -155 -153 -93 C2’-endo

5A -43 143 52 120 -180 -92 -126 C1’-exo
6A -73 180 66 121 -186 -89 -122 Cl’-exo
7T -57 181 52 99 -186 -86 -127  0O1-endo
8T -59 173 64 109 -189 -89 -126 Cl’-exo
9cC -58 180 60 129  -157 94 -120 Ol-endo

10G -67 169 47 143 -103 -210 -90 C2’-endo
11C -74 139 56 136 -162 -90 -125 C2’-endo
12 G -82 176 57 111 -—- == -112 C1’-exo

13 G -65 171 47 79 === === -135 C3’-endo
14 C -72 139 45 113 -174 -97 -125 C1’-exo
156G -67 179 50 150 -100 -188 -88 C2’-endo
16 C -59 185 45 110 -177 -86 -114 C1’-exo
17T -59 179 55 122 -181 -94 -120 C1’-exo
18T -58 174 60 109 -181 -88 -131 C1’-exo
19A -57 186 48 130 -186 -101 -108 C2’-endo
20A -57 190 54 147  -183 -97 -106 C2’-endo
21G -69 171 73 136 -186 -98 -115 C2’-endo
22C -63 169 60 86 -185 -86 -134 Ol-endo
23G -51 164 49 122 -182 -93 -116 Cl’-exo
24C --- --- 56 137 -159 -125 -128 C2’-endo

Media -63 171 54* 123 -169 -108 -117
+ DS 8 14 8 21 25 35 14
*Omitiendo el Valor de C1. ‘

1.4 Efectos del entorno en la estructuray dinamica del DNA.

Numerosos estudios han mostrado que el DNA es una molécula muy flexible, capaz
de sufrir tanto cambios conformacionales pequefios a nivel de par de bases como
cambios macroscopicos en sus fibras. De entre sus movimientos de corta escala
destaca la apertura de las bases hacia el exterior durante un breve periodo de
tiempo. En ciertos casos esta apertura es espontanea, mientras que en otras

ocasiones es debida a tension en las fibras causado por el superenrollamiento de
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estas. En todo caso, tradicionalmente se ha supuesto que las propiedades
conformacionales del DNA dependientes de secuencia vienen determinadas a nivel

del par de bases.

1.4.1 El agua.

El agua, junto con los iones, es uno de los grandes contribuyentes al mantenimiento
de la estructura tridimensional de los &cidos nucleicos, ya que gracias a ella se
apantallan las repulsiones de la carga entre los fosfatos, que de otra manera

destrozarian la estructura de la macromolécula.

La solvatacion juega un papel muy importante en los cambios conformacionales,
como se demuestra en las transiciones desde la forma B (de alta hidratacion) ala A
(de baja hidratacion). La hidratacién alrededor de las dobles hélices de DNA no es
homogénea, sino que se diferencian dos capas de hidratacion. En la primera capa
de hidratacién existen entre once y veinte moléculas de agua por nucleétido. Estas
moléculas se agrupan en tres formas, en funcion de su afinidad decreciente por el
fosfato, en los enlaces fosfodiéster mas el azlucar y en las bases. Dependiendo de
la concentracion de agua, se observa que la proporciéon de moléculas de agua
unidas a las diferentes regiones del DNA varia. La segunda capa de hidratacion es
menos estructurada y en muchas ocasiones indistinguible del resto del medio
acuoso por lo que respecta a permeabilidad de iones y movilidad del agua, pero es

clave para estabilizar la estructura.

El plegamiento de los &cidos nucleicos en estructuras ordenadas diferentes conlleva
gue algunos atomos queden mas expuestos al solvente que otros, lo cual se puede
monitorizar mediante el calculo de la superficie accesible al solvente (SAS). Asi,
mientras que la SAS de las formas A y B son practicamente equivalentes cuando
se usa el radio de una molécula de agua (1.4 A), al incrementar el valor del radio
(tipico de iones hidratados o cadenas laterales de aminoacidos) se observa que los
fosfatos de la forma B estan méas expuestos que los de la A, al contrario de lo que

sucede con los carbonos.
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1.4.2 Los iones

El DNA es un polielectrolito en condiciones fisiologicas y por ello normalmente esta
rodeado de iones que neutralizan parcialmente sus cargas. Estos cationes suelen
ser inorganicos e hidratados, pero también es posible encontrar cadenas laterales

de aminoacidos o poliaminas.

Los iones inorganicos presentes en el interior celular en concentraciones
micromolares son Mg**,Ca**,Na* y K* y por ello se hallan normalmente unidos al
DNA. En general, van a tener propiedades estabilizadoras globales, aunque pueden
producir el efecto contrario si sus concentraciones son muy elevadas. Los iones son
capaces de discriminar la estructura tridimensional del DNA a través del potencial
electrostatico molecular y del entorno de puentes de hidrogeno. Atraidos por la
carga del fosfato, los cationes estan normalmente ligados a sus oxigenos, aunque

también pueden asociarse con los dtomos de las bases.

Estudios sobre diferentes estructuras cristalogréaficas del dodecamero de Dickerson
han puesto de manifiesto que el surco menor del fragmento central AATT es
ligeramente mas estrecho que el resto, asociandose este fendmeno local a la rigidez
conformacional y curvatura del DNA. Para explicar este suceso existen dos teorias,
la primera de ellas propone que la informacién que define la estructura esta implicita
en la secuencia, mientras que la segunda propone que son las interacciones con el

solvente las responsables de la menor amplitud del surco.

1.4.3 Interaccion del DNA con ligandos

Durante las dos décadas pasadas las técnicas de biologia estructural han generado
informacion precisa sobre cémo diferentes moléculas son capaces de unirse
especificamente a los acidos nucleicos. En el caso de las proteinas, los primeros
estudios sobre represores de fagos mostraban un motivo de unién relativamente
simple, donde dimeros de proteina posicionaban sus hélices alfa de manera que
éstas encajasen entre dos surcos anchos consecutivos de la doble hebra. Esta
unién apenas generaba modificacion de las estructuras originales del complejo. A
medida que se han obtenido méas estructuras de complejos DNA-proteina, se ha

visto que los modos de reconocimiento son muchos y diferentes. Por ejemplo,
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algunas proteinas distorsionan el &cido nucleico para su correcto reconocimiento, a
partir de uno o los dos surcos. Otras sufren un proceso de estructuracion después
de la unién al DNA y algunas son incluso capaces de combinar partes rigidas con

colas flexibles que tienen la capacidad de entrelazarse al DNA.

Por lo que respecta a ligandos quimicos de pequefio tamafo, también existen
modelos de reconocimiento a través de ambos surcos, la mayoria de ellos
reversible. En el caso de que exista especificidad de secuencia, suele haber
preferencia por el surco estrecho con respecto al ancho. Como sucede con las
proteinas, en algunos casos el ligando se une de manera rigida sin modificar la
geometria del DNA mientras que en otras es capaz de distorsionarlo, pero

normalmente no de la misma manera que las proteinas.

Existen dos tipos principales de modos fundamentales por los que los ligandos
quimicos pueden unirse de manera no covalente al DNA: la intercalacion y la unién

al surco menor.

Los intercaladores poseen en su estructura quimica, diversos anillos aromaticos que
les brindan la posibilidad de introducirse entre dos bases adyacentes de la hélice de
DNA. La unién se realiza principalmente por interacciones asociativas de
apilamiento que pueden complementarse con interacciones de largo alcance del
surco estrecho. En el transcurso de esta unién, los intercaladores suelen generar
fuertes perturbaciones en el esqueleto del acido nucleico debido al movimiento que
se genera en las bases para permitir su intercalaciéon. Los intercaladores suelen
tener preferencia por zonas citosina-guanina (0 guanina-citosina) frente a zonas
adenina-timina. Tienen ademas preferencia en general por secuencias d(5'CG3’")
frente a secuencias d(5’'GC3’), aunque las razones fisicoquimicas que se esconden
detras de estas preferencias no estan claras. En cualquier caso, y aun cuando la
preferencia es por CG (o GC) se pueden dar intercalaciones en cualquier otra
secuencia, especialmente si el intercalador cuenta con un brazo que se dispone a

lo largo del surco menor.

Los ligandos de unién al surco menor poseeran caracteristicas quimicas unicas que

les permitiran aprovechar las caracteristicas que les brinda este surco del DNA
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Estos compuestos poseen anillos aromaticos capaces de adaptarse a la curvatura
del surco estrecho, cargas positivas en los extremos que les procuran afinidad hacia
el tunel electronegativo en el interior del surco y ademas muchos de ellos poseen
donadores o aceptores de puente de hidrégeno complementarios a los que las
bases del DNA se disponen por su surco estrecho. Su union al DNA apenas causa
distorsion en el esqueleto fosfodiéster, aunque en ocasiones son capaces de

estabilizar la estructura de la forma B del DNA a través de su rigidificacion.

La mayoria de los ligandos de unién al surco menor se acoplan de manera selectiva
a las secuencias ricas en AT, donde la amplitud del surco suele ser menor, lo que
favorece la insercion de los anillos aromaticos tanto por interacciones de van der
Waals como electrostaticas. La interaccién se estabiliza con la formacion de puentes
de hidrégeno con grupos aceptores, como el &tomo O2 de la Timina y N3 de la
Adenina, por la interaccién con alguna molécula de agua y por el término entropico

ligado a la desestructuraciéon de la espina de hidratacion

1.5 Cafeina

La cafeina, una substancia presente en una gran cantidad de alimentos, desde té,
café, chocolate o0 soda, es consumida practicamente por todos los seres humanos,
desde muy jévenes hasta edad avanzada, lo que la ha hecho el objetivo de un sin
namero de estudios de los efectos fisiolégicos, por su estructura, que es muy

parecida a la de la purinas Figura 8.

Ho _H

(@] ;.CH3 N 0

HsC N N X N _H

N ‘ /> ’ /: | N ’ /: | N

)\ N )\ /k H

o) [TI N N H Py N [TI
CHs H H H

Figura 8. Estructuras de la cafeina (izquierda), Adenina (centro) y Guanina (derecha), se aprecia la similitud entre ellas
donde se cambian los sustituyentes de los carbonos 1,3 y 9.

La similitud con las purinas, ha llevado a los investigadores a cuestionarse que

efecto tiene la cafeina sobre el DNA y se ha encontrado que causa la supresion de
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la proliferacién celular que puede vincularse con una disminucion de la
carcinogénesis in vivo [6], que interfiere con los efectos de diversos agentes
antitumorales [7], los efectos directos sobre el DNA que se han observado es la
inhibicién de los puntos de control activados por el dafio [8] y una transduccién
reducida del HIV-1 en células humanas [9].

La férmula de la cafeina es CgH,;(N,0,, su nombre sistematico es 1, 3, 7-
trimetilxantina o bien 3, 7-dihidro-1, 3, 7-trimetil-1H-purina-2, 6-diona, se representa
como un anillo que tiene tres centros protdén-aceptores (atomos 02, 06 y N9), tres
grupos metilos y ningun grupo protén-donador, por lo que la cafeina esta
imposibilitada de formar complejos que contengan dos enlaces de hidrogeno con

otra molécula de cafeina o alguna de las bases nitrogenadas.
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Capitulo 2. Metodologia
2.2 Docking Molecular.

El reconocimiento molecular juega un papel clave en los eventos biomoleculares
tales como: interacciones enzima-substrato, proteina-inhibidor y acido nucleico-
inhibido [19], los procesos biolégicos dependen de las interacciones de los

receptores moleculares y sus ligandos.

En quimica computacional el docking molecular es un procedimiento utilizado para
explorar e intentar predecir los posibles modos de formacion de complejos ligando-
receptor [20], siendo generalmente el receptor una proteina u oligdbmero y el ligando

una molécula de pequefio tamafio u otra proteina.

El proceso por el cual una pequefia molécula se une a su proteina receptora no es
sencillo, ya que esta influenciado por diversos factores entropicos y entélpicos. Asi
como la movilidad, tanto del ligando como del receptor, el efecto de la proteina sobre
la distribucién de cargas del ligando y sus interacciones con las moléculas de agua
complican la descripcion cuantitativa del proceso. La idea basica es generar un
conjunto suficiente de conformaciones del complejo y entonces clasificarlas de

acuerdo con su estabilidad.

El procedimiento general (iterativo) es: generar una postura (cada postura es una
determinada posicion y orientacion del ligando en el sitio activo), puntuarla y
compararla con las demas posturas; entonces la actual postura es aceptada o
rechazada segun la puntuacion que obtenga. Un algoritmo de busqueda riguroso
deberia elucidar exhaustivamente todos los modos posibles de union entre el
ligando y el receptor, pero por el tiempo de computo que un analisis exhaustivo
requeriria, sélo se puede explorar una pequeia parte del espacio conformacional,
por lo que se tiene que buscar un balance entre el costo computacional y el espacio
de busqueda examinado; en la practica esto se traduce en aplicar una serie de

restricciones y aproximaciones, a fin de reducir la dimension del problema [21].

Inicialmente, los programas de docking representaban, tanto al receptor como al

ligando, con sus atomos en forma explicita. Posteriormente, con la utilizacion de
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calculos de superficie molecular se consiguid aumentar la velocidad de los
algoritmos de docking, si bien estos se utilizan preferentemente en el docking de
proteina a proteina. Pero el mayor avance fue la aplicacion de rejillas (grids)
tridimensionales rectangulares con las que se discretiza el espacio alrededor del
receptor o de su centro activo, evaluandose la energia de interaccion entre la
molécula y un &tomo (sonda quimica), localizado en cada uno de los nodos situados
en puntos igualmente espaciados, de la rejilla tridimensional. Como muchas formas
de la energia potencial son de corto alcance, el espaciado de la rejilla debe ser <
0.5 A.

Para cada tipo de atomo del ligando se necesita una rejilla, de forma que se tiene
un array de cuatro dimensiones (grid) en el que un elemento de este,
grid(x;; y;i; z;; k), representa la energia de interaccion de un atomo sonda, tipo k,
con la proteina receptora y localizado en el nodo de la rejilla con indice x;; y;; z;;
calculandose los indices en la forma:

_ (x — x0)

X; Ae +1 (21);

siendo Ae el espaciado de la rejilla, x la coordenada del nodo de la rejilla y x, la

coordenada del origen de la rejilla.

Estas rejillas se precalculan una sola vez, de tal forma que la puntuacion
correspondiente a la contribucién de un determinado &tomo del ligando al

acoplamiento, la puntuacién total de un ligando con N &tomos sera:

N
puntuacion (scoring) = Zgrid(xi; Yi; Zi; k]-) (2.2),

Jj=0

donde x;, y;, z; son los indices del nodo mas cercano a la localizacion del atomo j, y

k; es su tipo atomico.

Con el uso de estas rejillas se reduce notablemente el tiempo de célculo, lo que, por

un lado, permite la implementacion de funciones de puntuacion mas sofisticadas,
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por otro lado, permite ir modificando las posiciones atdmicas del ligando y calcular
rapidamente las energias del acoplamiento. AutoDock fueron los primeros

programas en implantar el uso automatizado de rejillas

2.2.1 Algoritmos de busqueda de minimos

2.2.1.1 Algoritmos que tienen en cuenta la flexibilidad del ligando

Normalmente se desconoce cual es la conformacién mas favorable del ligando para
su interaccion con el receptor. Los algoritmos que tratan de modelizar la flexibilidad
del ligando se pueden dividir en tres categorias principales: métodos sistematicos,

métodos aleatorios o estocasticos y métodos de simulacion.

Busqueda sisteméatica. Estos algoritmos intentan explorar todos los grados de
libertad de la molécula; presentan el problema de la explosién combinatorial, que se
debe a que el nimero de posibles conformaciones puede llegar a ser enorme, al

venir dado por la ecuacion:

N Minc

360
Nconformaciones = 1_[ 1_[ 9_ (2-3);
L]

i=1 j=1

donde, N es el nimero de enlaces rotables y 6; ; el tamafio del incremento angular

del angulo j del enlace i.

En una primera etapa el ligando se divide en un fragmento rigido y otro flexible
(cadenas laterales); posteriormente estas ramificaciones se subdividen en cada
nuevo enlace rotable que posean. Los fragmentos rigidos se van situando en el sitio
activo y las cadenas laterales se van conectando de forma secuencial acompafiando

el proceso con una busqueda sistematica de los angulos diedros.

Métodos aleatorios. La busqueda se realiza por medio de cambios aleatorios en la
estructura del ligando. EI método més popular es el método Monte C, cuyo algoritmo

es el siguiente:

1. Genera una configuracién aleatoria inicial del ligando en el sitio activo.

2. Almacena la configuracion inicial.
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3. Genera una nueva configuracion. Si esta nueva configuracion tiene mejor
puntuacion que la anterior se acepta automaticamente. Si, por el contrario,
no es un nuevo minimo, se le realiza una prueba basado en la funcién de
probabilidad de Boltzmann; si lo supera se acepta, en caso contrario se
rechaza.

4. Se repiten los pasos previos hasta que se tenga un numero deseado de

configuraciones.

Los algoritmos genéticos son métodos estocasticos similares al Monte Carlo, que
se utilizan para encontrar el minimo global, basandose en los principios biolégicos
de poblacién y competicion. Se genera una poblacién inicial de conformaciones del
ligando; en esta poblacion, unos con otros compiten por su supervivencia y se exige
que solo los «individuos» méas aptos continden en la siguiente generacion,
realizandose una minimizacién del mejor, permitiéndose cruces y mutaciones

aleatorias o parciales.

AutoDock afiade un algoritmo Lamarckiano (LGA) para mejorar la convergencia en
los ligandos con mas de ocho enlaces rotables. EI LGA intercambia entre el espacio
genotipico y el fenotipico. La mutacion y el cruce tienen lugar en el espacio
genotipico mientras que el espacio fenotipico queda determinado por la
optimizacion de la funcion de energia. La minimizacion (local sampling) se realiza
después de haber realizado los cambios genotipicos en la poblacion (global
sampling) en el espacio fenotipico, lo cual es conceptualmente similar a la
minimizacion MC. El método LGA es el mas eficiente y fiable de los algoritmos antes

mencionados

Métodos de simulacidn. La aproximaciéon mas utilizada es la dinamica molecular,
si bien ésta tiene el inconveniente de que a veces no es capaz de atravesar barreras
de alta energia en unos tiempos razonables de simulacion, por lo que s6lo pueden
acomodar ligandos en minimos locales de la hipersuperficie potencial. Se intenta
paliar este problema, o bien simulando diferentes partes del complejo a diferentes

temperaturas, o comenzando la dinamica desde diferentes posiciones del ligando
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2.2.1.2 Algoritmos que tienen en cuenta la flexibilidad del receptor

Actualmente, el manejo eficiente de la flexibilidad de la proteina receptora se
considera una de las principales metas en el campo del docking. Las proteinas estan
en constante movimiento entre diferentes estados conformacionales de similar
energia y se sabe que esta flexibilidad, por un lado, aumenta la afinidad por el
ligando y, por otro lado, influye en el centro activo. Aunque todavia estan en un
estado poco avanzado, hay ya técnicas que permiten tener en cuenta esta
flexibilidad. Estas son algunas de las aproximaciones que consideran la flexibilidad

del receptor:

Soft docking. Es la mas simple de las aproximaciones, consistiendo en tratar la
flexibilidad de la proteina de forma indirecta. Aunque el receptor se sigue tratando
como un objeto rigido, los términos repulsivos del potencial Lennard-Jones se
pueden atenuar generando una interaccion «suave». De esta manera, al ligando se
le permite «penetrar» la superficie de la proteina en un intento de tener en cuenta

cambios pequefios y localizados que podrian tener lugar en un ambiente flexible.

Flexibilidad de las ramificaciones. En esta técnica se permite la movilidad de
algunos residuos, sobre todo los del sitio activo, y pueden ser tratados
explicitamente, o bien durante el docking, o bien después de que el ligando se halla

situado en el sitio activo de forma aproximada.

Aungue esta aproximacion conlleva un aumento del coste computacional, permite
movimientos localizados de la proteina, lo cual mejora el ajuste del ligando. No se

consideran los cambios del esqueleto de la proteina.

Simulaciones de Dindmica Molecular. De la panoplia de diferentes estados
conformacionales de la proteina en disolucion, no todas las conformaciones se
enlazaran con la misma estabilidad a un ligando dado. Por si mismo, la presencia
del ligando afecta a la estructura del sitio activo y al equilibrio dinamico entre los

diferentes estados conformacionales de la proteina

Durante el proceso de acoplamiento, el conformero de la proteina que sea el mas

probable para acomodar al ligando se ird agotando en la disolucion para formar el
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complejo y otros conférmeros irdn rellenando el espacio conformacional vacante,

conduciendo asi el proceso de enlace.

Este método constituye la aproximacion mas rigurosa y exhaustiva, pero por otro
lado mas costosa. No es una opcion realista para la busqueda de varios
compuestos, pero si es valida para problemas de acoplamientos complicados donde
incluso pequeiios cambios conformacionales del receptor tengan una gran

influencia en el proceso de enlace.

2.2.3 Docking con AutoDock 4.2.

AutoDock 4.2 utiliza un procedimiento para predecir la interaccién de ligandos con
macromoléculas objetivo cuya interaccién sera evaluada el Algoritmo Genético
Lamarckiano y funcién empirica de puntuacion de energia libre, por lo proporcionara
resultados de acoplamiento, utiliza un campo de fuerza de energia libre semi-
empirico para evaluar las conformaciones durante las simulaciones de
acoplamiento [22]. El campo de fuerza se parametrizé usando una gran cantidad de
complejos de proteina-inhibidor para los que se conocen tanto la estructura como

las constantes de inhibicion.

El campo de fuerza incluye seis evaluaciones por pares (V) y una estimacion de la

entropia conformacional perdida al unirse, ecuacion (2).

AG = ( bound unbound) + ( bound unbound) + ( bound unbound + ASconf) (2-4)’

Cada uno de los términos energéticos por pares incluye evaluaciones de dispersion

/ repulsion, enlaces de hidrogeno, electrostéatica y desolvatacion, ecuacion:
Aij Bij Cij Dij 4i9;
V= Wvdwz (r?_r_6 + thondzE(t) mribwrl Welecz W
ij tj tj ij tj tj ij )y
(=)
552
+ WSOIZ(SiVj +S]Vl)€ 20 (25),
ij

En la Figura 9 se observa la metodologia de como el software AutoDock Vina calcula

la energia del complejo ligando-receptor.
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Figura 9. Pasos utilizados por el software AutoDock 4.2 para evaluar la union ligando-receptor.

2.3 Dindmica Molecular

La dindmica molecular (DM) es una de las principales herramientas para el estudio
de biomoléculas. Las simulaciones de DM permiten el estudio de procesos
dindmicos complejos de los sistemas biologicos tales como: estabilidad de
proteinas, cambios conformacionales, reconocimiento molecular de biomoléculas,

transporte de iones, etc.
La DM se basa en la segunda ley del movimiento de Newton,
F = ma (2.6),

donde F es la fuerza ejercida sobre una particula, m es su masa y a su aceleracion.
Conociendo la fuerza ejercida sobre cada atomo es posible determinar su
aceleracion en el sistema. La integracién de las ecuaciones del movimiento
producird entonces una trayectoria que describe las posiciones, velocidades y
aceleraciones de las particulas en funcién del tiempo. A partir de esta trayectoria,
se pueden determinar los valores promedio de las propiedades del sistema. El
meétodo es deterministico: una vez que se conocen las posiciones y velocidades de

cada atomo, se puede predecir el estado del sistema para cualquier valor del tiempo.
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2.3.1 Fundamentos.

2.3.1.1 Mecénica clasica

El método consiste en la resolucion (integracién) del sistema de ecuaciones
diferenciales dada por la segunda ley de Newton:

dzl‘i

miﬁ =f, parai =1,2,...,N (2.7),

donde m; y r;son la masa y posicion (coordenadas) de la particula i, y la fuerza
viene expresada en funcién del gradiente de la energia potencial V(ry, ry, ..., Iy):
fi=-V,V (2.8),

El resultado de la integracion nos dara informacion sobre como varian las posiciones
y velocidades de las particulas del sistema en funcion del tiempo, a lo cual se le

denomina trayectoria.

Para simplificar, se utilizan los momentos atémicos p;, de manera que la energia

cinética se puede escribir como:

N
12
K- Z |p:l 2.9
i=1

Zmi

De esta forma, la energia total (hamiltoniano) se puede escribir como la suma de
los términos cinéticos y de potencial: H = K + V y escribir las ecuaciones clasicas
del movimiento en la forma:

ar; _ pi dp;
it —m, 2 dt

=f, (2.10),

Este es un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias que se debe resolver
mediante integracién numérica paso a paso. Existen muchos métodos para ello,
pero el mas utilizado, por sus ventajas, es el algoritmo de Verlet que se puede

expresar como:

1 1
p: (t + EAt) = i) + 5 Bt (D) (2.11a),
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atp; (¢t + %At)

i

r;(t + At) = r;(t) +

(2.11b),

1 1
p;(t + At) = p; (t + EAt) + EAtfi(t + At) (2.11¢),

Sobre esta base tedrica, el esquema bésico de funcionamiento de una simulacion

de DM seré:

1. Se establecen los pardmetros para la simulacién: temperatura inicial, paso
del tiempo, At, tiempo total de simulacion, etc.

2. Se ajusta el sistema, asignando las posiciones y velocidades iniciales:
Las posiciones iniciales de los atomos se pueden obtener a partir de
estructuras experimentales, determinadas por rayos X o por RMN, o bien
modelizadas tedricamente. Por su parte, las velocidades iniciales vi se suelen
escoger aleatoriamente a partir de una distribucion de Maxwell-Botzmann, la
cual da la probabilidad 2 de que un atomoi tenga una velocidad v, en la

direccién a(x,y,z) a una temperatura T:

m; 1/2 miviza
PWwig) = <2T[k T) exp|——— siendo a=x,y,z (2.12),
B B

Normalmente, las velocidades se ajustan de forma que p; = ¥~ , myv; =
0 (momento global nulo).

3. Se calculan las fuerzas sobre todas las particulas.

4. Se integran las ecuaciones del movimiento. Este paso y el anterior se van
repitiendo, durante el tiempo total de simulacion estipulado, para calcular la
evolucion temporal del sistema. En cada paso, se van guardando en un
archivo, para su posterior analisis, las posiciones, velocidades, fuerzas, etc.
El tiempo total de la simulacion dependera del tamafio del sistema, de las
propiedades fisicas de interés vy, por supuesto, de los recursos

computacionales disponibles.
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2.3.1.2 El potencial
Como se ha indicado, el calculo de las fuerzas se hace a través de la energia
potencial obtenida en cada paso. En general, la energia potencial ¥V de un sistema

de N atomos se puede expresar como sigue:

V= z uy () + zz uy(r;, 1) + Zz 2 us(ry, 1, 13) + - (2.13),

i=1j>1 =1 j>1k>j>1

donde el primer término u, representa las interacciones de un cuerpo (fuerza
externa), u, las interacciones entre dos cuerpos y asi sucesivamente; los términos
mayores seran la interaccion de muchos cuerpos, que tienen en cuenta los efectos

de cluster sobre un atomo por estar rodeados de varios.

El mejor método para obtener las fuerzas que actian sobre los atomos es por medio
de la Mecanica Cuantica, resolviendo la ecuacién de Schrodinger para un sistema
de N particulas interactuando entre ellas. Sin embargo, el costo computacional para
hacer esto es altisimo e inviable para la mayoria de las macromoléculas, lo habitual
es utlizar los campos de fuerza que se han desarrollado para tratar con
macromoléculas (proteinas y polimeros): AMBER, CHARMM, OPLS, etc., que, a

pesar de tener funcionales mas simples que otros, ofrecen buenos resultados.

2.3.1.3 Restriccion de los grados de libertad

A lo largo de una optimizacion o dindmica, basada en métodos de mecénica
molecular, es posible encontrar situaciones en las que o bien no se exploran las
proximidades del minimo global o el sistema es incapaz de abandonar por si mismo
una determinada conformacion durante la simulacion. Por ello, cuando se busca
hallar un minimo global, o explorar el mayor numero de conformaciones posibles,
se puede emplear un algoritmo que aplique, durante un cierto tiempo, un conjunto
de fuerzas y velocidades aleatorias que permita al sistema bajo estudio acceder a
nuevas conformaciones, en estos procesos se suele fijar la longitud de los enlaces,

con lo que
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no solo se posibilita una mayor exploraciéon, sino que se reduce el coste
computacional, lo que tipicamente permite ampliar el numero de ciclos de la

basqueda.

2.3.1.4 Condiciones de contorno periodicas
Para simular el sistema macroscopico, se suelen emplear condiciones de contorno

periddicas, ya que asi se minimizan los efectos superficiales. Esto se soluciona

rodeando el cubo de réplicas de él mismo, como se ejemplifica en la Figura 10 ahora
bien, si consideramos el calculo de la fuerza sobre una particula de la Figura y la
energia potencial que la involucra, teniendo en cuenta soélo las interacciones
diatbmicas, deberiamos calcular las interacciones entre la particula 1 y el resto de
las particulas, y ademas con todas las imagenes de las réplicas, lo que daria lugar

a un numero infinito de interacciones, que harian inviable su célculo.

é ® ¢
e Od-0 Od-® O
0 O O
o o
-® od-e O O
o”o o"o ./,o
O4-® o O+
lo 40 lO

Figura 10. Ejemplo de condiciones de contorno periddicas.

Para solucionar esto, se recurre al convenio de minima imagen: si la fuerza es de
corto rango, se consideraran solo las particulas cercanas a la particula en cuestion
y si la interaccion es a mayor distancia, simplemente se ignora. Lo que se hace es:
tomando como centro a la particula, se construye una caja del mismo tamafio y
forma que la caja original y sélo se consideran las interacciones entre la particula 'y

el resto de las particulas que se encuentran dentro de esta caja.

2.3.1.5 Radio de corte
Por otra parte, la contribucién a la energia y a las fuerzas sobre una particula

provienen de sus vecinos mas cercanos, por lo que se suelen tener en cuenta sélo
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potenciales de corto alcance que normalmente no van mas alla de quintos vecinos
e introducir un radio de corte, r,, de tal forma que u(rij) =0 sin;>ry, para
asegurar que las fuerzas y la energia potencial tiendan suavemente a 0 enr = r,

se puede usar un ajuste del tipo:

dv
V() > V(@) =V()ly=, — (r —1) =

2.14),
I (2.14)

r=r¢

Asi se evaluan solo las interacciones dentro de la esfera (de radio r,.) de influencia

del potencial.

2.3.1.6 Lista de vecinos
En cada paso hay que examinar la distancia entre todos los pares de particulas para
saber cudl esta fuera o cudl esta dentro del radio de corte, lo que conlleva un tiempo

de calculo proporcional a N2,

Verlet ide6 un sistema para mejorar la velocidad de los calculos, consistente en
crear una lista de vecinos, los cuales se encuentran dentro de un radio r; de cada
particula; la lista se renueva cada cierto nimero de pasos. De esta manera solo se
examinan en cada paso, las distancias entre la particula i y sus particulas vecinas,
reduciendo considerablemente el tiempo computacional. El método presupone que
los vecinos que estan dentro de la lista no varian mucho entre paso y paso, y que
s6lo cada cierto niumero de pasos, unas particulas entran y otras salen, por lo que

periédicamente la lista debe ser renovada.

2.4 Dindmica molecular en un medio acuoso

De manera general, existen dos modelos tedricos para tener en cuenta el efecto del
disolvente. Uno, que es el mas obvio, trata el disolvente de forma explicita: en la
simulacién, sus moléculas se sitian alrededor del soluto y un segundo modelo, que
lo que hace es considerarlo de forma implicita. El primer método da una informacion
detallada y generalmente mas precisa, pero es a costa de un mayor tiempo de
computacion, frente al segundo método que es mas simple, aunque menos preciso,

porque ignora los efectos debidos a las interacciones de corto alcance.
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2.4.1 Métodos de calculo con disolvente explicito
Desde un punto de vista microscopico, la solvatacién da lugar, tanto a interacciones
entre el soluto y el disolvente, como a interacciones entre las propias moléculas del

disolvente en las cercanias del soluto.

La solvatacion de un soluto como el proceso en el que una particula de este se
transfiere desde una posicion fija en fase gas a otra posicion fija en disolucion, a
temperatura, presion y composicion del disolvente constantes. Ateniéndonos a esta
definicion, la energia libre de solvatacion (AGg,), que es el parametro clave para
definir la solvatacién, queda definida como el trabajo reversible empleado en la
transferencia de soluto, en aquellas condiciones en que la densidad en fase gas es

la misma que en disolucion y se puede determinar mediante la ecuacion:
AGgo) = AGgle + AGygw + AGeay (2.15),

Donde AG,. €s la contribucidn electrostatica; AG,4,, Son las fuerzas de dispersion-
repulsion de van der Waals entre el soluto y las moléculas de disolvente; AG.,, €S
la energia libre de cavitaciéon (o contribucion estérica) debida a la rotura de las
fuerzas de cohesion que existen entre las moléculas del disolvente (desfavorable

para la solvatacion).

Se pueden utilizar tres niveles de teoria para representar de forma explicita las
interacciones moleculares de los sistemas solvatados: a nivel de mecanica cuantica,
a nivel de mecanica molecular y mediante métodos mixtos. El tratamiento de
mecanica cuantica puro es el mas riguroso, pero no es Util para sistemas grandes
por el gran costo computacional; de ahi la utilizacién de los métodos mixtos que
tratan el soluto o una parte de él, mientras que el resto del sistema lo hacen por
medio de métodos de mecéanica molecular. Para los estudios bioquimicos, son los
métodos de mecanica molecular los mas utilizados, combinados con algoritmos

estocasticos como el de Monte Carlo (MC).

2.4.2 Tratamiento del Disolvente Explicito.
En los modelos explicitos no se incluyen nuevos términos (potenciales) en los

campos de fuerza, sino que se afladen los pardmetros que definen la molécula de
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disolvente. El célculo del potencial total incluird la suma de los 4&tomos del soluto

mas las moléculas de disolvente que se sitian en una caja de simulacion.
Existen diferentes modelos explicitos que usan agua como disolvente:

1. Modelos simples que conllevan un menor costo computacional. En estos, la
molécula de agua se considera rigida y los pares electrostaticos e
interacciones de van der Waals se modelizan mediante potenciales de
Coulomb y de LennardJones, respectivamente. Algunos modelos son: SPC y
SPC/E, TIP3P, BF, TIPAP, ST2y TIP5P.

2. Modelos flexibles, que incluyen cambios conformacionales en la molécula de
agua al considerar tensiones y flexiones de enlace.

3. Modelos de agua polarizable, para sistemas que no son homogéneos con
una considerable contribucién de los campos electrostaticos de los iones y

otros grupos cargados.

Con estos modelos, utilizados en simulaciones de DM o MC, se puede obtener una
informacion importante sobre el comportamiento estructural y dinamico de las
biomoléculas. Grandes solutos como las proteinas o acidos nucleicos son flexibles
en disolucion, y su papel funcional suele depender de estas fluctuaciones
estructurales; el andlisis de los componentes principales (PCA) se aplica a las
trayectorias de DM para identificar los movimientos mas importantes en las

macromoléculas.

Por otra parte, también se puede obtener una representacién aceptable de la
estructura del disolvente alrededor del soluto. Mediante adecuadas funciones de
distribucion del disolvente se pueden obtener los detalles estructurales del mismo

alrededor del soluto o bien el célculo de las energias libres de solvatacion.

El analisis de la energia de un sistema solvatado, ésta varia apreciablemente
durante todo el tiempo de evolucion de la trayectoria, lo cual limita su estimacion.
Sin embargo, recurriendo a la mecanica estadistica, se puede definir una funcién de

«pseudoenergia»:

E = (Ecampo de fuerza> + (Asol>

soluto—soluto
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donde, la energia de solvatacion Ag,;, se puede calcular utilizando métodos basados
en la teoria de la respuesta extendida lineal.

1
AGsor = 5 (Egle) + aSAS® + B{Egw) (2.16),

siendo ES* la energia de interaccion electrostética y de van der Waals, a y

parametros empiricos y SAS es la superficie del soluto accesible al disolvente.

2.4.3 Metodologia de la dindmica molecular.

La dinamica molecular (MD, Molecular Dynamics) es un tipo de simulacion
computacional de moléculas, que intenta predecir el comportamiento o evolucién de
un sistema a través del tiempo, aplicando las ecuaciones del movimiento de Newton

para calcular las fuerzas entre los atomos que forman dicho sistema [23].

Gracias a la MD, se pueden calcular diferentes propiedades fisicoquimicas del
sistema, y en sistemas biolégicos, permite medir la fuerza de interaccion entre
posibles farmacos y sus blancos biomoleculares o receptores. Aunque, las
ecuaciones del movimiento de Newton no describen el sistema a nivel cuantico este

tipo de estudios han mostrado buena correlacion con resultados experimentales.

Para comenzar se requiere de una configuracion inicial del sistema a analizar, es
decir, se necesitan las posiciones iniciales de los atomos que lo integran,
informacion que usualmente se obtiene de fuentes experimentales, tales como
difraccion de rayos-X o RMN, que brindan informacion sobre la distribucién

tridimensional de los atomos que lo conforman.

Para realizar célculos en dinAmica molecular se emplea un conjunto de ecuaciones
para describir la superficie de la energia potencia y cuya forma matematica de toma
de la mecanica clasica, este conjunto de ecuaciones del potencial es llamado campo
de fuerzas, los cuales contienen parametros ajustados para reproducir los
resultados experimentales existentes para obtener la mejor concordancia de lo
calculado y las propiedades experimentales de las moléculas. Los modelos de MD
son utiles en el estudio de estructuras, energias conformacionales, y otras

propiedades moleculares. Dentro de esta metodologia se les considera a los atomos

33




como particulas de radio r, con una carga atdbmica. Las cargas atdmicas son

generalmente calculadas con mecénica cuéntica.

Debido a que la MD nos arroja la evolucion del sistema en el tiempo se pueden
observar los cambios conformacionales que una macromolécula sufre en presencia
de un ligando, lo que brinda informacién crucial para el disefio de nuevas moléculas
para uso clinico, otra ventaja es que no solo proporciona una simulacion del ligando-
proteina, sino que se puede incluir el disolvente que se desee, asi como la inclusion
de iones, regular la temperatura o la presion, que usualmente no son consideradas

en otros métodos de simulacion de tipo cuantico [24].
Para llevar a cabo la MD es necesario tener en mente las siguientes etapas [25]:

Preparacion del sistema. Se establece o elige la configuracion inicial compuesta

de N atomos y se definen las condiciones de equilibrio.

Equilibramiento. Mediante diferentes esquemas o ensambles de simulacion
(microcandnico, candnico, isotérmico-isobarico), se lleva el sistema al equilibrio
donde la energia permanece casi constante. Dependiendo del esquema a utilizar,

se pueden definir condiciones constantes de volumen, presion y/o temperatura.

Simulacion MD. Se define el tiempo de ejecucion y se corre la dinamica molecular.
Este es el paso que requiere el mayor tiempo, pues puede ir de pocos picosegundos
a nanosegundos (horas a semanas). Se realiza el célculo de fuerzas del sistema

con lo que se pueden obtener las propiedades fisicoquimicas de interés.

Resultados. Finalmente, se analizan los resultados y se obtiene la informacion
deseada. Se puede hacer el calculo de muchos pardmetros, ademas, se puede
analizar la trayectoria o comportamiento del sistema (animacién o pelicula) por

medio de visualizadores moleculares con interfaz gréafica

2.5 Campos de Fuerza
Muchos de los problemas que nos gustaria abordar en la simulacién molecular son
demasiado grandes para poder ser resueltos con mecanica cuantica, por lo que

debemos recurrir a métodos que ignoren el movimiento de los electrones y que
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calcule la energia del sistema solamente en funcion de las posiciones nucleares,
debido a esto la mecanica molecular es utilizada para realizar célculos que

contienen un gran numero de atomos.

Es el conjunto de leyes de la mecéanica clasica y constantes utilizadas para la
obtencion de la energia del sistema molecular lo que se conoce como un campo de

fuerzas.

2.5.1 Estiramiento del enlace
Se utiliza una expansion de Taylor alrededor de una longitud de enlace de equilibrio

l,. La expresion se corta en el término de segundo orden.

dv 1d?V
Vi (Lij — Lijo) = V(0) + E(lij — ljjo) + EW(ZU - lijo)z (2.17),

Las derivadas son evaluadas en | = [, y el termino de energia V(0) es normalmente
cero. El segundo término es cero conforme la expansion este alrededor del valor de

equilibrio.

ki
Vo (Lij — Lijo) = %(lij - lijo)2 (2.18),

Aqui k;; es la constante de fuerza para el enlace i —j . Esta es la forma de un

oscilador arménico y es la forma mas simple y suficiente para determinar la mayoria

de las geometrias de equilibrio.

2.5.2 Flexion del angulo.

En espectroscopia vibracional se observa que, para pequefios desplazamientos del
punto de equilibrio, la variacion de la energia asociada con las deformaciones del
angulo de enlace es bien modelada por expansiones de polinomios, de esta manera

la funcién del campo de fuerzas para la flexion del angulo es:
_1 ® @ 2 2
ACT T [Kuje + kG (Buc = Buyro) + ke (Bujee = Oujuo)” + -+ | (B = Bujo)” (219),

Donde 6 es el valor del angulo entre los enlaces ij y jk y las constantes de fuerza
ahora en subindices ijk es para enfatizar que dependen de los tres atomos. Si la

ecuacion es truncada
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2.5.3 Variacion del angulo de Torsion.

El &ngulo diedro w, se define como el angulo entre el semiplano BCD y el semiplano
ABC, mas precisamente, el angulo diedro esta definido por AB. Este angulo diedro
molecular implica a los cuatro atomos A, B, C, D, Figura 11 los enlaces AB y CD
probablemente no son perpendiculares al enlace BC, de forma que se debe
proyectar AB y CD en el plano perpendicular a la linea BC. Esto se hace dibujando
una proyeccion de Newman con una linea BC perpendicular al plano del papel. Se
escoge el untervalo de los angylos diedros como: 0 < w < 360. Por definicion una
rotacion a favor de las agujas del reloj del enlace AB proyectado de frente, para

unirse al &tomo D.

A A D

Figura 11. Definicion del dngulo diedro entre los semiplanos ABC y BCD (derecha), dngulo diedro ABD, el dtomo C estd
detrds del dngulo B (izquierda).

Los angulos de torsion diedros son periédicos, sin embargo, la energia minima para
muchas torsiones es para el arreglo interplanar, es decir w = 7, por lo que también
es comun la convencion —7 < w < 7w (=180 < w < 180). Como la torsidbn misma es
periodica, también la energia potencial de torsion lo es, de tal manera que la funcién
de energia potencial como una expansion de la funcién periédica en series de

Fourier tiene una forma general de campo de fuerza:
1 n+1
Ve(wijng) = 5 z Vi [1+ (=)™ cos(n wijir + Ynijir) ] (2.20),
n,ijkl

donde V;, son los valores de los términos de amplitud y n es el conjunto de valores

de periodicidad incluidos en la suma son especificos de los valores de torsion ijkl.
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El factor (—1)™*! es incluido para que la funcién entre paréntesis dentro de la suma
sea igual a cero para todo n cuando w = m, si los angulos fase ¥ son todos unos

conjuntos de ceros.

La energia potencial de torsién total V;(w) se toma como la suma de términos

Vi(w;ji;) para todos los pares de atomos 1, 4:
Vi(w) = Z Ve(wijur) (2.21),
1,4

2.5.4 Interacciones no enlazadas.

Las moléculas interactian a través de fuerzas, las cuales juegan un papel
importante en la determinacion de su estructura molecular. Las interacciones que
no depende de un enlace especifico entre atomos se les llama interacciones no
enlazantes y usualmente son modeladas como el inverso de la distancia entre los
atomos, este tipo de interacciones en un campo de fuerzas generalmente son
divididas en dos grupos, el primero comprende las interacciones de Van der Waals

gue incluyen fuerzas repulsivas (estéricas), atractivas (London).

Las interacciones repulsivas dominan en rangos de distancias pequefias donde los
atomos se aproximan demasiado uno al otro, mientras que las interacciones
atractivas son importantes a distancias ligeramente mas grandes. El segundo grupo
son las interacciones electrostéticas. La aproximacion clasica ignora las
interacciones de muchos cuerpos y asume que el potencial total es la suma de las
interacciones por pares, es decir, sélo se incluyen contribuciones para pares de

atomos o grupos i y j cuyas distancias de separacion r;; varia con la eleccion de las

variables estructurales.

2.5.5 Interacciones de Van der Waals

la aproximacion mutual de dos &tomos de gas noble. A una separacion

infinita, no hay interaccion entre ellos y esto define la energia potencial cero. Los
atomos aislados son simétricamente esféricos, carentes de momentos multipolares

eléctricos. No hay fuerzas atractivas entre ellos cuando se acercan uno al otro.
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Cuando no hay fuerzas disipativas, la relacion entre fuerza F en una direccién dada
de coordenadas q y energia potencial V es:

av

Fi=-3, (2.22),

Esta curva de energia potencial es ilustrada en la Figura 12

ViR |

3
-

g | U —— R
|II /- T
I". / &

Figura 12. Potencial de Lennard Jones (Rojo).

Una de las mas profundas manifestaciones de mecéanica cuantica es que esta curva
no describe con precision la realidad debido a que los movimientos de los electrones
son correlacionados, los dos &atomos simultaneamente desarrollan momentos
eléctricos que son orientados con el fin de ser mutuamente atractivos. La fuerza

asociada con esta interaccién se conoce indistintamente como dispersion, fuerza de
London, o fuerza atractiva de Van der Waals.

En ausencia de una carga permanente la interaccion mas fuerte es la interaccion
dipolo -dipolo, tal interaccion tiene una potencia sexta que depende de la distancia
entre dos atomos. Asi la energia potencial llega a incrementarse negativamente
como los dos atomos de gas noble se aproximan desde el infinito. Sin embargo,
como los dos atomos continian aproximandose su densidad electrénica circundante
comienzan a interpenetrarse. En ausencia de oportunidades para interacciones de
enlace, la repulsion de Pauli causa que la energia del sistema se incremente
rapidamente con la disminucion de la longitud de enlace. La suma de estos dos

efectos, el contraste con el modelo de la esfera dura clasica es que: una region
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atractiva de la curva de energia potencial existe y la pared repulsiva no es
infinitamente grande. Note que en r = 0 la energia potencial para un atomo aislado
gue tiene un numero atomico igual a la suma de los niumeros atémicos de los atomos

separados.

Las contribuciones de Van der Waals pueden ser estimadas por varios procedi-

mientos, el mas comun es a través del potencial de Lennard Jones:

A:: B:;
Veaw(tij) = 55— —¢ (2.23),
r;; r;
y la ecuacion de Buckingham
C. .
VVdW(rij) = ajj exp(_bijrij) - r—lé (2.24),

ij
La dltima funcién con los tres parametros ajustables (al-j, bi;, cl-j) es mas util que la
primera para el ajuste de la teoria con los datos experimentales. Debido a que el

término atractivo del potencial de Buckingham domina mas a distancias cortas, la

ecuacion de Lennard Jones es mas utilizada.

La dependencia inversa de la sexta potencia para la atraccibn de London es
aceptada universalmente, el exponente del término repulsivo ha sido ajustado en
algunos estudios de conformacion de &cidos nucleicos. La dependencia inversa
duodécima del término repulsivo en el potencial de Lennard Jones fue originalmente
elegido por motivos de conveniencia. Los factores de escala B;; y c;; en los términos
atractivos de las ecuaciones son usualmente estimadas a partir de polarizabilidades
atbmicas o de grupos de atomos usando expresiones que describan
aproximadamente la energia de dispersién de London de dos atomos o grupos de

atomos. Una forma comun es la ecuacion de Slater-Kirkwood

G+ (2
N; J

ij
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El factor numérico es elegido de forma que la energia este en kcal/mol cuando la
polarizabilidad a esta expresada en A®y N es el nimero de efectivo de electrones
en la capa exterior. Aun no hay bases tedricas firmes para establecer los valores de
los parametros A;j,a;j,b;; de los términos repulsivos. Estos factores son
simplemente escalados para producir el minimo en Vvdw(rij) en un valor de r;;

cercano a la suma de los radios de Van der Waals de los grupos i y j.

Evaluando r;; cuando la derivada es igual a cero:

Vyaw —24;; Byj
o =0 5t (2.26),
3] ij ij

A;; esta relacionado con B;; a través:

Bl--r6-

J*min

Ay =—5— (2.27),

En esta expresion ry;, es el valor de r;; en el minimo de la energia potencial.

Debido a esta simple relacion entre 4;; y B;;, el potencial 6-12 es frecuentemente

j
expresado en términos de ryinY Vimin, que corresponde al minimo de energia de

interaccidn a pares. Especificamente:

12 6
Tmi Tmi
Vvaw = —Vmin (%) - 2( mm) (2.28);

ij Tij

En ocasiones se necesitan pequeios ajustes al radio de Van der Waals de
moléculas individuales para contrarrestar efectos de comprension de moléculas,
asociados con grandes ensambles de pares mutuamente atractivos. La mejor

funcion conocida para el potencial Van der Waals es la funcién de Lennard Jones.

Las interacciones entre atomos que no estan enlazados uno al otro o a atomos
comunes son generalmente referidas como interacciones de Van der Waals. Estas
moléculas habitualmente son muy complicadas, pues muestran muchos grados de

libertad en el cual las moléculas se relajan.
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El término total de interaccién de Van der Waals (Ec. 2.29) se toma como la suma

de todas las interacciones posibles de pares de atomos

Vyaw = Z Vvdw(rij) (2-29),

1,24

donde los atomos i y j estdn en una relacion 1,4 o mayor. Las interacciones de van
der Waals 1,2 y 1,3 y las interacciones electrostaticas se consideran incluidas
implicitamente en los parametros de tension de enlace y de flexion de enlace. Cada

término de Van der Waals de un par V4, €S la suma de una atraccion debida a

fuerzas de dispersion de London y un término de repulsion debido principalmente a

la repulsion de Pauli. Algunos campos de fuerzas toman a V,g4,,;;COMo un potencial

de Lennard-Jones que se puede escribir de dos formas equivalentes:

12 6 12 6
) (@) =) (@)
) (2K ) (L (2.30),
(Rij R;; R;j R;j

donde R;; es la distancia entre los atomos i y j, el parametro de profundidad del

Veawij(1ij) = &1 = 4e

pozo ¢; es el valor de Vvdw,ij(rij) en el minimo de la curva de interaccion, el
parametro R;; da el valor de R;; en el minimo de Vvdwlij(rij), y el pardmetro

alternativo a;; es la distancia a la que V,qy,;; (rl-j)es cero.

2.5.6 Tipos de Campos de Fuerza

Muchos campos de fuerzas que se utilizan pueden interpretarse en términos de 4
componentes simples ecuaciéon (2.31) que ilustran las fuerzas inter e
intramoleculares de un sistema. Las penalizaciones energéticas son asociadas con
las desviaciones de los enlaces y sus angulos con respecto a los valores de

equilibrio.

VM = Y L Y RO -6 Y 21+ cos(nw — )

bonds angles torsion
Oij . Oij ° qiq;

+ Z Z (4€ij [(T‘_> - <T_> + T'_> (2.31),
i=1 j=i+1 Y Y Y
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2.5.6.1 Barcelona Supercomputing Center 1 Force Field (BSC1).
El campo de fuerza parmbscl fue desarrollado con el objetivo de crear un campo
de fuerza de propésito general para simulaciones de DNA. Se evalué su rendimiento

probando su capacidad para simular una amplia variedad de sistemas de DNA.

Parmbscl pudo ajustar bien los datos de mecanica cuantica, mejorando los
resultados anteriores del campo de fuerza (BSCO0). Primero probaron los pardmetros
derivados de mecanica cuantica en el dodecamero Drew-Dickerson, una estructura
de DNA bien estudiada que generalmente se usa como punto de referencia en el

desarrollo del campo de fuerza.

Las trayectorias de Parmbscl muestrearon un duplex estable de tipo B que
permanecio cerca de las estructuras experimentales, preservando los enlaces de
hidrogeno y las caracteristicas helicoidales incluso en los pares de bases
terminales, donde los artefactos de deshilachado son comunes con otros campos
de fuerza [26].

2.5.6.2 Universal Force Field (UFF)

El Campo de fuerza universal (UFF), esta disefiado de forma tal que los parametros
del campo de fuerza se estiman utilizando reglas generales basadas solo en el
elemento, su hibridacion y su conectividad. Se representan las formas funcionales
del campo de fuerza, los parametros y las férmulas generadoras para la tabla
periédica completa, permitiendo asi la formulacién de un campo que nos permite
simular una gran cantidad de situaciones desde sistemas biol6gicos hasta estado

soélido.

Los parametros utilizados para generar el campo de fuerza Universal incluyen un
conjunto de radios de enlace atomico dependientes de la hibridacion, un conjunto
de angulos de hibridacién, parametros de van der Waals, barreras torsionales y de

inversion, y un conjunto de cargas nucleares efectivas [27].

2.5.6.3 General AMBER Force Field (GAFF)
GAFF esta diseflado para ser compatible con los campos de fuerza AMBER

existentes para proteinas y acidos nucleicos, y tiene parametros para la mayoria de
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las moléculas organicas y farmacéuticas que estan compuestasde H,C, N, O, S, P
y halégenos. Utiliza una forma funcional simple y un nimero limitado de tipos de
atomos, pero incorpora modelos empiricos y heuristicos para estimar constantes de
fuerza y cargas atomicas parciales. El rendimiento de GAFF en casos de prueba es
alentador, se compararon 74 estructuras cristalograficas con las estructuras
minimizadas de GAFF, con un desplazamiento medio cuadratico de 0.26 A, que es
comparable al del campo de fuerza Tripos 5.2 (0.25 A) y mejor que las de MMFF 94
y CHARMmM (0,47 y 0,44 A, respectivamente), las minimizaciones de fase gaseosa
se realizaron en 22 pares de bases de &acido nucleico, y las estructuras minimizadas
y las energias intermoleculares se compararon con los resultados de MP2 / 6-31G
*. El error RMS en energias relativas (en comparacion con el experimento) es de
aproximadamente 0,5 kcal / mol. GAFF se puede aplicar a una amplia gama de

moléculas de forma automatica.

2.6 Software AMBER

La simulacién de dinamica molecular de proteinas comenzd hace mas de 30 afios
atrds, en la actualidad es ampliamente utilizada como una herramienta para
investigar estructuras bajo una gran variedad de condiciones, estos van desde
estudios de unién de ligandos y mecanismos de reaccién enzimatica a problemas
de desnaturalizacion y reempaquetamiento de proteinas para el andlisis de datos
experimentales y refinamiento de estructuras. Amber es un nombre colectivo para
un conjunto de programas que permiten al usuario desarrollar y analizar
simulaciones de dindmica molecular, particularmente para proteinas, &cidos
nucleicos, y carbohidratos, asi como un conjunto de campos de fuerza de mecanica
molecular. Ninguno de los programas particulares lleva este nombre, pero las
diferentes partes trabajan de forma conjunta razonablemente bien, proporcionando

un marco muy completo y de gran alcance para muchos céalculos comunes.

El termino AMBER algunas veces es referido al campo de fuerzas empirico que esta
implementado aqui. Debe sefialarse que el codigo y el campo de fuerzas son
separados, algunos otros programas computacionales han implementado el campo

de fuerzas AMBER vy otros campos de fuerzas pueden ser utilizados dentro de la
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plataforma del programa Amber. El paquete de programas de Amber [11] fue
construido a finales de 1970 y es un acrénimo para Modelo Asistido de Construccion
y Refinamiento de Energia. Originalmente desarrollado por el grupo de Peter

Kollman de la universidad de California, San Francisco.

Hay tres pasos principales para la simulaciéon de dindmica molecular en Amber,
llamados preparacion, simulacion y analisis, y diferentes programas que desarrollan
estos pasos. Durante la preparacion cada &tomo en la molécula le es asignado tipo
de atomo.

Un archivo de coordenadas (prmcrd), el cual contiene las coordenadas cartesianas
de todos los atomos, y un archivo de topologia y pardmetros (prmtop), el cual
contiene toda la informacién restante (nombre de atomos, masa, parametros del
campo de fuerza, lista de enlaces covalentes, angulos, angulos diedros, etc)
necesaria para el célculo de energias y fuerzas. Los principales programas de
preparacion en Amber son ANTECHAMBER, y LEaP cuya funcién incluye el
ensamblaje de campo de fuerzas para residuos o moléculas que no estan definidas

de otra manera.

2.7 Metodologia de trabajo para realizacion de los calculos

2.7.1 Busqueda de las estructuras iniciales para el célculo de Dinamica
Molecular.

Como primer paso era necesario encontrar un fragmento de DNA significativo en el
cual comprobar las interacciones que tiene con la cafeina, al llevar a cabo una
revision de la historia del DNA y sus estudios se concluyé que el fragmento con el
cual se trabajaria seria el Dodecamero de Drew Dickerson (Figura 13), el cual ha
sido ampliamente estudiado, lo cual nos lleva a escoger un dodecamero del Nucleic
Acid Data Bank cuyo NBA ID es NA2708 y su PDB ID es 4C64, con titulo “Ultra High
Resolution Dickerson-Drew Dodecamer B-DNA” y wuna secuencia 5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP* TP*TP*CP*GP*CP*G)-3’ el cual fue escogido debido a
que la forma “B” es la comun en la naturaleza y su estructura fue obtenida por

difraccion de Rayos X 1.3 A [28].
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Figura 13. Estructura del Dodecdmero de Drew Dickerson utilizado para la simulacion (PDB ID: 4C64).

Fue necesario obtener una molécula de cafeina para realizar los calculos
pertinentes, la cual fue obtenida la base de datos ZINC15 [17] cuyo ID es
ZINC00001084, que al ser analizada se observé que la geometria no estaba
optimizada, por lo que fue sujeta a una optimizacion de geometria utilizando el
Universal Force Field (UFF) [18] y comparando con resultados obtenidos por el

cuerpo académico en trabajos pasados.

Al analizar la cafeina (Figura 14) se observa facilmente que tiene 3 puntos donde
pueden establecerse puentes de hidrogeno, los oxigenos unidos a los carbonos 2 y

6, y el nitrégeno 9.

Figura 14. Molécula de cafeina donde se observan las zonas de union, dos oxigenos unidos a los carbonos 2 y 6, asi como
el nitrégeno 9, capaeces de formar puentes de hidrogeno.
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El DNA tiene dos surcos, el mayor y el menor, por lo que al analizar estos detalles
aparecen dos tipos de interacciones, la cafeina y uno de sus puntos de unién
orientados a la zona de union de las bases exceptuando las bases de los extremos
del fragmento para evitar interacciones andémalas de stacking que podrian tener

menor energia que las que se estan buscando.

De igual manera es posible hacer la misma relacion con una posicion, donde la
interaccion se lleva a cabo entre dos zonas de la cafeina y dos del DNA, para cada

uno de los surcos, mayor y menor, evitando de nuevo las interacciones por stacking.

Finalmente, y por estudiar un enlace diferente al puente de hidrogeno convencional,
se estudia la interaccion que se da entre el hidrogeno enlazado al carbono 8, para
revisar interacciones C-H—O conocida como un puente de hidrogeno débil, que
aparece frecuentemente en biomoléculas como aminoacidos, proteinas, DNA vy
RNA.

Al realizar el conteo de los 4 puntos simples y asi como la interaccion simultanea de
dos puntos, por cada uno de los surcos se obtienen un total de 108 simulaciones a
realizar, en las cuales se coloca la cafeina a una distancia prudente y se optimiza la
geometria, pero primero es necesario caracterizar los compuestos que no estan
descritos en los campos de fuerza de AMBER, para que puedan ser modelados por

el software.

2.7.2 Uso de AutoDock para el Docking Molecular.

Ya con los archivos preparados en formato MOL2, se prepararon los archivos en
formato PDBQT con los cuales se inicia un docking con el programa AutoDock Vina
[22], los cuales, al mostrar pocos sitios de union, se concluy6 en que era necesario
realizar un analisis mas profundo del dodecamero y de la cafeina para llevar a cabo

la dindmica molecular.

2.7.3 Caracterizacion de la cafeina utilizando el GAFF en antechamber.
Previo al uso de xleap en AMBER [29] es necesario tener descritas todas las
moléculas que intervengan en la dinAmica molecular, en nuestro caso la Unica

molécula no descrita es la cafeina, la cual por su naturaleza organica puede ser
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descrita con gran exactitud por el General AMBER Force Field (GAFF) [30], para lo
cual después de su optimizacion GAFF mediante antechaber debe calcular el tipo
de atomo, la carga, los parametros de Lennard-Jones, los parametros de enlace,
angulos y angulos de torsion, los cuales seran guardados en una libreria la cual

debera ser cargada en xleap.

Una vez caracterizada cafeina, xleap reconocera el residuo de cafeina y sera
posible preparar los archivos de pardmetros-topologia (extension “.prmtop”) y de

coordenadas (extension “.rst7”).

Para realizar los archivos es necesario cargar los campos pertinentes, en este caso
son el BSC1 [31], TIP3P y GAFF, seguido de los parametros de iones los cuales
son necesarios para la neutralizacion del fragmento, asi como los parametros ya

calculados para la cafeina usando GAFF.

Durante el uso de xleap, es necesario agregar los iones necesarios para neutralizar
la carga de los grupos fosfato del DNA, en este caso se agregan suficientes iones
de Sodio (Na+), al tener la estructura en seco de nuestro complejo DNA-Cafeina,
se debe escoger un solvente para lo cual se ha elegido agua, debido a que se

asemeja al medio donde naturalmente se encuentra el DNA.

2.7.4 Minimizacién del complejo, previo a la dinamica molecular.

Es necesario minimizar el sistema, antes de realizar dindmica molecular, para
eliminar cualquier contacto defectuoso creado por hidrogenacién y solvatacién, esto
se logra en dos etapas, la primera utilizando un potencial restrictivo sobre el DNA 'y
la cafeina de 500 kcal/mol de 500 pasos de un “steepest descent”; seguido de 1,000
pasos de “steepest descent” mas pronunciado seguido de 1,500 pasos de

minimizacion de gradiente conjugado sin restricciones.

2.7.5 Equilibrio inicial y Dinamica Molecuar

Es esencial comenzar a ejecutar la dindmica molecular con un equilibrio inicial, para
lo cual se ejecutaran 20 ps de calentamiento / equilibrio a volumen constante con
limites periédicos de volumen constante con restricciones débiles (10 kcal / mol) en

el DNA y la cafeina, con una temperatura inicial de 0 K, temperatura final de 5 K,
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Finalmente, dentro de nuestra simulacién se ejecutan otros 0.8 ns de MD. En esta
etapa se utilizard una simulacidén sin restricciones en el DNA, se mantendra la
temperatura a 5 K utilizando el termostato Langevin, con limites periddicos de

presion volumen constante, para simular agua liquida en las condiciones deseadas.

2.7.6 Andlisis de trayectoriay calculo de RMSD.

Para calcular RMSD (desviacion cuadratica media de las coordenadas) de los
atomos y conocer qué esta sucediendo con la estructura del DNA, se necesita
obtener el archivo cpptraj para volver a crear una imagen de toda la trayectoria y

también eliminar las aguas del archivo.

En el andlisis visual se observa de cerca la interaccién cafeina-DNA y se cuentan
los puentes de hidrogeno que se crearon entre estos, asi como los puentes cafeina-

agua-DNA, y se clasifican los resultados.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Interaccion de cafeina con el dodecamero de Dickerson

utilizando Docking Molecular.

Como primer paso para evaluar la interaccion de cafeina con el DNA en un ambiente
hidratado se realiz6 el docking molecular del complejo “Cafeina-dodecamero
Dickerson”; para lo cual, fue necesario agregar la carga parcial de los dos
elementos, se utilizé una carga de tipo Mulliken, se sefalaron los grados de libertad
de torsion de la cafeina, se delimito un espacio en forma de paralelogramo que
permitiera excluir las interacciones de tipo “Stacking” entre la cafeina y los extremos
del fragmento de DNA, finalmente se efectué el docking entre la cafeina y el
dodecamero completo. Se obtuvieron diversas configuraciones de las interacciones
con cafeina. En la Figura 15 se muestra la configuracion mas favorable con una
energia de -6.4 kcal/mol, esta estructura se utiliza como referencia geométrica para
las demas estructuras como se muestra en la Tabla 3, en la segunda columna se
muestra la desviacion cuadratica media de las posiciones atdmicas con respecto al
primer resultado, en las siguientes columnas se muestran los puentes de hidrégenos
formados entre la cafeina y el fragmento de DNA, asi como la cantidad de atomos

involucrados en estos enlaces.

Tabla 3. Resultados del Docking Molecular entre el dodecamero de Drew Dickerson y la cafeina.

. Atomos del i
Energia R.M.S.D. Puentes de H. ligando en un Atomos del DNA
(Kcal/mol) en un puente de H.
puente de H.
6.4 0 2 \ 1 2
-6.3 1.827 2 1 2
6.3 1.61 2 \ 1 2
-6.3 1.005 2 1 2
-6.0 1.771 1 \ 1 1
-5.9 1.632 2 1 2
5.8 1.169 2 \ 1 2
-5.8 1.636 2 1 2
5.8 1.245 2 \ 1 2
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Todos los resultados del Docking obtuvieron una desviacion de la media cuadratica
(R.M.S.D.) muy parecida, es evidente que la cafeina tiene un lugar predilecto para
interactuar con el DNA, lo cual se observa en la Figura 15, donde claramente se ve
que los nucledtidos involucrados son la Citosina y Guanina, que en la secuencia de
la cadena A del dodecamero ocupan los lugares 9 y 10, asi como su respectivo

complemento de la cadena B.

Figura 15. Zona de interaccion entre el dodecamero y cafeina (cian), la cual involucra a las bases 9y
10 de la secuencia, Cy G respectivamente.

En la Figura 16 se realiza un acercamiento donde se observan los diversos tipos de
interacciones que tiene la cafeina con el DNA, comprobando que tanto los oxigenos
de los carbonos 2 y 6, como el nitrégeno 9, son capaces de formar puentes de

hidrogeno con la cadena.

Al evaluar este resultado, salta a luz que el docking solo es capaz de revelar una
zona de menor energia, lo cual genera el problema de como poder simular
interacciones menos favorecidas a lo largo de la cadena, tanto en el surco mayor

como en el menor.
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Figura 16. Interacciones entre la cafeina y el d?)decamero, se observan las diferentes zonas de
formacion de enlaces de hidrogeno (violeta) de la cafeina (cian) con la cadena, a) Oxigeno del
carbono 6, b) Nitrégeno 9, c) Oxigeno del carbono 2.

Se realizo una serie de calculos de docking, donde se secciono la cadena en
fragmentos de 2 dinucleétidos, para encontrar las geometrias de inicio que se
utilizaron como punto de partida de la dinamica molecular, debido a que estos
resultados no trascienden mas alla de ser simples puntos de partida y debido a su

gran numero se omiten en este paragrafo.

3.2 Hidratacion de dodecamero de Dickerson utilizando el potencial
de interaccion GAFF de AMBER

Para llevar a cabo la dinamica molecular de la interaccion del dodecamero con la
cafeina en ambiente explicito acuoso, fue necesario hidratar el dodecamero de Drew
Dickerson, para lo cual se delimito un volumen en forma de paralelepipedo en el
cual el a&tomo mas cercado de la doble hélice al borde del paralelepipedo se
encuentra a 10 A, por lo tanto las dimensiones del paralelepipedo son de 55.056 A
de largo, 54.554 A de ancho y 68.898 A de altura, con un volumen total de

206934.529 A3, en el cual se afiadieron 4885 moléculas de agua.

En la Tabla 4 se presentan los angulos de torsion y el empaquetamiento de la

molécula del azucar (desoxirribosa), después de un periodo de tiempo de 0.8 ns'y
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las condiciones estandarizadas de una temperatura de 5 Ky un ensamble NVT, en

la Tabla se muestran los resultados de la posicion promedio de los ultimos 0.4 ns

donde ya se ha alcanzado el equilibrio del sistema, se observa que los angulos se

mantuvieron en un rango similar a los del dodecamero en la estructura cristalizada,

con excepcion de angulo ¢ que sufrié un cambio de —10° en promedio, sin que se

vea alterada su desviacion estandar, lo cual

puede explicarse por el

empaquetamiento que sufre la cadena al formarse el cristal.

Tabla 4. Angulos de torsién del dodecamero de Drew Dickerson, después de una simulacién de 0.8

ns, a 5 Ky volumen constante.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y s £ ¢ X

1C --- - 300.8 154.8 -177.6 -85.5 -101.5
2G -66 163.5 55.3 86.8 -177.1 -85.3 -128.3
3C -67.1 165.3 61.3 99.7 -184.4 -91.2 -119.4
4G -59 182.5 60.1 150.6 -198.9 -86.8 -87.4
5A -68.4 193.1 54.1 138.5 -186 -91.2 -95.3
6A -65.7 173.3 534 98.5 -182.3 -88 -126.7
7T -55.4 162.3 63.9 1229 -173.8 -108.8 -130.7
8T -65.9 174.9 59.6 136.8 -181.1 -88 -112.5
9C -51.5 154.8 70.7 81.8 -131 -89.1 -163.1
10G -73.6  152.5 60.9 152.3 -97.5 -196.4 -88.1
11C -90.7 156.6 51.1 131.2 -176.8 -92.3 -123.9
12G -63 178.9 54.7 143.6 --- --- -97.3
1G -70.8 184.8 47.9 84.5 --- --- -132.2
2C -52.8 114.7 49.2 79.2 -165.4 -71.9 -144.9
3G -80.9 168.6 46.6 1364 -136.3 -199.1 -77
4C -61.6 174.9 61.6 1389 -1534 -80.2 -115.9
5T -66.7 161 60.9 87.6 -179.9 -82.4 -143.1
6T -58.9 162.7 58.3 109.3 -174.8 -88.6 -127.2
7A -66.7 183 53.2 1364 -177.3 -92.6 -105.1
8A -56.2 201 49.1 142.1 -187.9 -90.8 -102
9G -62.2 172.5 67.2 144.4 -196 -93.9 -105.2
i0cC -70.1 169.2 59.1 83,5 -173.8 -79.9 -136.5
11G -65.8 187.3 46.4 139.7 -184.6 -99.8 -98.2
12C --- --- 58.3 136.6 -181.7 -94.2 -116.7

Media | -65.4 169.9 56.6 1215 -171.7 -98.9 -115.8
+ DS 8.9 17.6 6.5 26.3 23.3 32.8 20.9
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Durante el proceso se formd una espina de hidratacion en torno al surco menor que
se visualiza en la Figura 17, lo que se compara con los resultados encontrados por
Dickerson y Drew en 1981 [32], se encontrd una estructura ordenada y regular,
Dickerson y Drew afirman que esta espina de hidratacion no puede atribuirse al
empaquetamiento del cristal realizado en su trabajo, lo cual queda conformado por

la simulacién realizada en el presente.

Figura 17. Espina de hidratacion encontrada en el proceso de hidratacion de las simulaciones
realizadas, se aprecian la organizacion y regularidad que caracteriza a la espina del dodecamero
hidratado. Las moléculas de agua estdn en color cian y en violeta se marcan los puentes de
hidrégeno.

Sin embargo, al tratarse de procesos en condiciones fisicas diferentes, aparecen
ciertas diferencias en los enlaces de las espinas de agua respecto al dodecamero
cristalizado, realiza sus enlaces de hidrogeno directamente con los grupos N3 en la
adenina y O2 en la guanina, sin embargo, la técnica utilizada por Dickerson y Drew
no toma en cuenta la orientacion de los hidrégenos, simplemente la posicién de lo
oxigenos de la molécula de agua, en cambio en el presente se discrimina el angulo
de formacidn del enlace, aun asi se encontraron oxigenos en distancias de
formacion de puentes de hidrégenos como se muestra en la Figura 18 sin embargo

los software utilizados descartaron estos enlaces debido a los &ngulos de formacion.
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La formacién de puentes de hidrogeno en el esqueleto azucar-fosfato del
dodecamero se dio de forma desordenada, asi como también lo encontraron Drew
y Dickerson, las similitudes encontradas en la hidratacion de la simulacion y la
estructura cristalizada avalan las condiciones propuestas en el presente, y las
diferencias encontradas se explican por la naturaleza del proceso de cristalizacion

en la difraccion de rayos.

Figura 18. Distancias entre los oxigenos de diferentes moléculas de agua y el dtomo N3 de las
adeninas de los pares 7 y 8 (Izquierda) y entre la citosina del par 9 (derecha) en el dodecamero
hidratado, las distancias se encuentran entre los 2.2 y los 3.5 A.

3.3 Interaccion de la cafeina con el dodecamero de Dikerson
utilizando diferentes potenciales de interaccion AMBER.

3.3.1 La molécula de cafeina

En la Figura 19 se muestra la molécula de cafeina con la nomenclatura
correspondiente a la Tabla 5, como se observa, esta nomenclatura no coincide con
la tercera columna que representa los tipos de atomos los cuales se describen en
la cuarta columna, sin embargo, para un campo de fuerzas estas etiquetas son
simplemente una identificacion para reconocer y asociar las caracteristicas segun

el tipo de atomo y su posicion en la molécula.

Las caracteristicas asociadas a cada atomo se resumen en la Tabla 5, los tipos de

atomos se utilizan para llevar a cabo la dinamica molecular, con el software AMBER.
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Figura 19. Numeracion de la cafeina leida por el GAFF, para su caracterizacion.

Las cargas calculadas para los atomos de la molécula de cafeina son equiparables
con las cargas descritas en el campo de fuerzas BSC1, por lo que se aceptan los
encontrados por el GAFF como correctos y proseguir con la dindmica molecular. En
cuanto a la identificacion de los atomos se aceptan facilmente que los hidrogenos
de HC1 al HC9 pertenecen a grupos metilo, cuyos carbonos son alifaticos, por otro
lado el hidrogeno HC se encuentra en el anillo imidazol de la de la cafeina el cual
es aromatico lo cual es una contradiccion con lo reportado por antechamber
utilizando GAFF, debido a que ambos oxigenos se encuentran en un doble enlace,
la deducciéon sobre ellos es correcta, los nitrogenos, N2 y N3, en el anillo de 6
elementos son parte de los grupos aminas junto con los oxigenos, por otro lado el
nitrégeno N es un nitrégeno con 3 sustituciones y el N1 es el donador de electrones
para darle la caracteristica aromatica al anillo imidazol, por lo que la caracterizacion
de los nitrdgenos es correcta, finalmente los carbonos, C1, C6 y C7, son carbonos
metilicos con la hibridacion sp3, los carbonos en el anillo imidazol, C, C2 y C3, son
carbonos aromaticos cuyos electrones forman enlaces 7, en cuanto a los carbonos
de los grupos amino su hibridacion es sp?, al hacer la revision de la caracterizacion
por GAFF encontramos que aunque las cargas son validas, GAFF tiene problemas
en detectar el tipo de &tomo que es el carbono C2 en el anillo imidazol, ya que este

lo detecta como alifatico y en realidad es aromatico.
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Tabla 5. Caracterizacion de los dtomos en la molécula de cafeina dentro del campo de fuerzas

GAFF.
Nombre Elemento Tipo Descripcion Carga
. 2 . .
c Carbono cc Carbono interno sp‘ en sistemas de anillos -0.350200
conjugados.
Cc1 Carbono c3 Carbono sp3 0.009600
. 2 . .
c2 Carbono cc Carbono interno sp‘ en sistemas de anillos 0.443400
conjugados.
. 2 . .
c3 Carbono od Carbono interno sp‘ en sistemas de anillos 0.485200
conjugados.
c4 Carbono o Carbonosp?enC =0,C =S 0.765100
c Carbono o Carbonosp?enC=0,C =S 0.814500
cé6 Carbono c3 Carbono sp3 0.090300
c7 Carbono c3 Carbono sp3 0.080300
N Nitrégeno na Nitréogeno sp3 con tres sustituciones. -0.148900
. 7 . 2 . .
N1 Nitrogeno nd Nitrégeno interno sp en sistemas de anillos -0.685000
conjugados
N2 Nitrégeno n Nitrégeno sp? en aminas. -0.483400
N3 Nitrégeno n Nitrégeno sp? en aminas. -0.417300
o Oxigeno o Oxigeno sp?enC =0 -0.633500
o1 Oxigeno o Oxigeno sp?>en C = 0 -0.637500
HC P hS Hidrogeno en un carbono alifatico con dos 0.071100
grupos captadores de electrones
HCl Hidrogeno hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367
grupo captador de electrones
HC2 leREE hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367
grupo captador de electrones
HC3 Hidrogeno hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367
grupo captador de electrones
HCa el eEne hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.071700
grupo captador de electrones
HCS Hidrogeno h1 Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.071700
grupo captador de electrones
HC6 el eEne hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.071700
grupo captador de electrones
HC7 Hidrogeno hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367
grupo captador de electrones
HCS IHReEETE hi Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367
grupo captador de electrones
HCO Hidrogeno h1 Hidrogeno en un carbono alifatico con un 0.063367

grupo captador de electrones
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Pero para muchos autores tanto el anillo imidazol como el de 6 elementos cuentan
con caracteristicas aromaticas, pero estudios computacionales revelan que la

aromaticidad de la cafeina se centra en el anillo imidazol [33].

3.3.2 Interaccion de cafeina con el dodecamero de Dickerson en agua
utilizando Dinamica Molecular

Se realizaron 108 simulaciones del complejo “DNA-Cafeina” en AMBER, con el
campo de fuerzas BSC1 que es compatible con los parametros obtenidos para la
cafeina con GAFF, de las trayectorias obtenidas se extrajeron las estructuras
promedio de cada simulacion y se evaluaron las distancias inter e intramoleculares
con el software UCSF Chimera con la herramienta “Find Clashes/Contacts” donde
se defini6 una superposicién menor a 0.6 A en sus interacciones de Van der Waals
para descubrir alguna anomalia causada por las estructuras utilizadas o durante la

dinAmica molecular.

Las anomalias encontradas, fueron principalmente de dos tipos, en la primera, 3
enlaces estaban comprometidos, en el grupo metilo de la séptima base (Timina) del
dodecamero, la distancia C-H reportada fue de 1.0438 A, lo cual es menor a la
distancia tipica, sin embargo, al tratarse de una estructura promedio durante el

tiempo de simulacion esta anomalia no es trascendental en el analisis.

La segunda anomalia se dio en la primera base del dodecamero (Citocina) donde
las distancias N-H del nitrdgeno unido al carbono 4, tenia una distancia promedio
de 1.009 A, y la distancia normal es de 1.1 A, de nuevo una anomalia probablemente

causado por tratarse de una estructura promedio en el tiempo.

No existieron anomalias intermoleculares, que suelen ser las que conducirian a una
simulacion deficiente, a pesar de las anomalias anteriormente descritas los
resultados obtenidos son aceptables, por lo tanto, continuamos con el analisis de

las estructuras.

La cafeina en interaccién con el dodecamero durante las simulaciones adquirié una

posicién acorde al surco donde se encuentra (Figura 20), lo que se traduce como
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un efecto estabilizador sobre la cafeina dentro de los surcos mayor y menor, lo cual

refuerza las posiciones planteadas por el docking molecular.

Figura 20. Posicion adquirida por la cafeina (cian) dentro del surco menor en interaccion con el
dodecamero entre la posicion A6 'y T7 (el centro del dodecamero).

3.3.3 Formacién de enlaces de hidrégeno en la interaccion Cafeina-
dodecamero.

Las 108 simulaciones realizadas, las estructuras obtenidas se pueden organizar en
dos grandes grupos, el primero estd formado de las estructuras donde las
interacciones de los atomos donadores de enlaces H, de cafeina se ponen en
contacto dos de sus aceptores del dodecamero de DNA, las cuales van de la
siguiente forma: el oxigeno del carbono 2 con el nitrdgeno 9, y otra donde se colocan
los oxigenos de los carbonos 2 y 6, posiciones que se etiqguetan como O1 y O6, por
las etiquetas asignadas en el archivo utilizado para la cafeina; en el segundo grupo,
de contacto simple, la cafeina forma solo un puente de hidrogeno orientado a la
doble hélice, los oxigenos de los carbonos 2y 6, el nitrégeno 9, y el hidrogeno del

carbono 8.

En cuanto a la formacion de enlaces de hidrogeno, en algunos casos se formaron
puentes directos de la cafeina con las bases como se observa en la Figura 21 donde

el oxigeno de cafeina interactia con uno de los hidrogenos del grupo amina del
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carbono 6 de adenina, pero muchas veces también aparecieron puentes de
hidrogeno de la forma “cafeina-agua-DNA” donde el oxigeno del carbono 2 de la
cafeina se enlaza con el nitrégeno 7 de guanina a través de una molécula de agua,
los resultados obtenidos se enlistan en las tablas Tabla 6 y Tabla 7, no se discrimina
la localizacion de la cafeina, y se engloban los resultados tanto para el surco mayor

como en el surco menor, y no se toma en cuenta el enlace C-H---O.

Tabla 6. Puentes de hidrogeno formados en el complejo cafeina-DNA, en las diversas simulaciones de contacto doble.

Zona de Contacto
Cc7 cé6
Bases CAF - DNA CAF - H20 - DNA CAF - DNA CAF - H20 - DNA

GC 0 2 0 2

CG 1 0 1 1

GA 1 2 1 1

AA 1 0 1 0

AT 1 1 2 0

1T 1 0 1 0

TC 2 1 0 2

CG 0 2 1 0

GC 1 2 1 1

Tabla 7. Puentes de hidrogeno formados en el complejo cafeina-DNA, en las diversas simulaciones de contacto simple.
Zona de Contacto
o1 08 HC N1
Bases CAF-DNA | CAF-H20-DNA | CAF-DNA | CAF-H20-DNA | CAF-DNA | CAF-H20-DNA | CAF-DNA | CAF-H20-DNA

GC 0 2 0 1 1 1 0 2
CG 1 0 1 2 0 0 1 1
GA 1 1 1 0 1 0 1 0
AA 0 1 0 1 1 2 0 2
AT 1 1 1 2 1 1 1 0
1T 1 2 2 0 0 0 1 1
TC 1 1 0 1 1 1 1 0
CG 1 0 1 1 0 1 0 2
GC 1 1 1 1 1 1 1 0




Los puentes de hidrogeno formados en el complejo “DNA-cafeina”, muestran que
con la interaccion (Figura 21 y Figura 22), existe una deformacion en la hélice, que

sera analizada mas adelante.

Figura 21. Ejemplo de la formacion de un puente de hidrogeno formado entre la cafeina y una base
del dodecamero, asi como la formacion de una unidn del tipo CAF-H20-DNA, de cian la cafeina y de
violeta los enlaces de hidrogeno.

En el esquema de la Figura 23, se muestran las diversas posiciones de una
molécula de cafeina en interaccion con las bases en el surco mayor del DNA. En el
esquema resumimos las posiciones de la cafeina en el DNA, sin embargo las
simulaciones se hicieron de una molécula de cafeina con el DNA, desde la
secuencia de bases 2G3C hasta 10G11C, también en la figura se muestran las
distancias promedio formadas en las diversas simulaciones representadas por
diferentes colores (en rojo los enlaces entre el dodecamero y el atomo O2 de la
cafeina, en verde los enlaces entre el dodecamero y el &tomo O6 de la cafeinay en
azul los enlaces entre el dodecamero y el &tomo N9 de la cafeina.), Se observa que
la cafeina se puede colocarse a lo largo del surco mayor formando enlaces de
hidrogeno con casi todas las bases a diferencia de lo que pasa en el surco menor

donde en la parte central (secuencia AATT) no se presentan enlaces H.
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También se nota que la cafeina prefiere para formar enlaces H con las bases
Adenina y Citosina, esto se puede explicar porque la cafeina tiene 3 grupos
aceptores de protones y Adenina y Citosina en el surco mayor contienen donadores
de protones en N6 y N4, en cambio la Guanina con cuenta solo con aceptores de
protones, O6 y N7, de igual manera la Timina cuenta con un aceptor, el O4; por lo
que es practicamente imposible la formaciéon de enlaces de hidrogeno con la

cafeina.

En el surco menor, la formacion de enlaces se ve muy disminuida, se aprecia en la
Figura 24, con la misma simbologia que en la Figura 23, que a pesar de que existe
evidencia que la cafeina interrumpe la espina de hidratacion formada en la zona
AATT del dodecamero, no existe la formacion de enlaces de hidrogeno debido a
que, en el surco menor, los atomos expuestos de estas bases son aceptores de
protones, O2 para la Timina y el N3 para la adenina, sin embargo en esta posicion
existen interacciones del tipo C-H---O como se observa en la Figura 25, la
distancias que se encontraron para este tipo de interaccion estuvo entre 3.00 y 4.00
A, lo que concuerda con las distancias encontradas por Desiraju [34] para los

enlaces de este tipo.

Figura 22. Ejemplo de la formacién de dos puentes de hidrogeno (violeta) formados entre la
cafeina (cian) y dos bases del dodecamero, se observa la deformacion de la cadena causada por
esta interaccion.
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Las interacciones encontradas en el presente trabajo, fueron comentadas
igualmente por Kalugin [14], tanto las interacciones en el surco menor como las del
surco mayor fueron descritas, y se encontré que los segmentos 5’-GAA en el surco
menor son los predilectos para la formacion de interacciones donde no se forman

enlaces de hidrogeno convencionales, en dicho trabajo también se estudi6 el efecto
de elevar la concentracion de cafeina.
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Figura 23. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre la cafeina en las diferentes posiciones estudiadas y
las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco mayor en rojo los enlaces entre el dodecamero y el

dtomo 02 de la cafeina, en verde los enlaces entre el dodecamero y el dtomo 06 de la cafeina y en azul los enlaces entre
el dodecamero y el dtomo N9 de la cafeina.
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Es interesante comentar que encontramos configuraciones donde la molécula de
cafeina interacciona entre dos bases que correspondes a las dos cadenas
complementarias, es decir la cafeina hace un puente entre las dos cadenas de la
doble hélice, consideramos que esto podria estabilizar el fragmento ante las

posibles deformaciones de las hélices por la interaccion de cafeina.
Las configuraciones de las interacciones individuales de cafeina con el dodecamero

se encuentran en el Apéndice B.
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Figura 24. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre la cafeina en las diferentes posiciones estudiadas y
las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco menor mayor en rojo los enlaces entre el dodecamero
y el adtomo 02 de la cafeina, en verde los enlaces entre el dodecamero y el dtomo 06 de la cafeina y en azul los enlaces

entre el dodecamero y el dtomo N9 de la cafeina.
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Figura 25. Formacion de puentes de hidrogeno de la forma C-H---O, en el surco menor entre las
dos bases del dinucledtido 7, TA.

3.3.4 Estructura del esqueleto azlucar fosfato de “cafeina-dodecamero” en
agua.

Los angulos de torsion del esqueleto azucar fosfato cambiaron durante la simulacion
sin perder la forma B, las tablas con los promedios de los angulos de torsién para
cada zona de contacto se incorporan en el Apéndice B, los angulos de torsion de
las estructuras promedio de cada una de las bases del dodecamero en contacto con
la cafeina por el surco mayor se muestran en la Tabla 8, se observa que la estructura
B del DNA se conserva y que en la mayoria de las interaccion no existe una
deformacion notoria del dodecamero, sin embargo en la base 9C existe un cambio
grande en los angulos de torsion, con un aumento de 11.5° en el angulo «, una
disminucién de 26.1° en el angulo f,un aumento de 17.7° en el angulo y, una
disminucién de 55.4° en el angulo §, un aumento de 33° en el angulo ¢, una leve
disminucién de 5.5° en el angulo ¢ y una disminucion de 43.6° en el angulo y, lo
cual, salvo por el angulo ¢ donde no se aprecia un cambio significativo, el cambio
gue ocurre en los angulos a, 8 y € es mas grande que una desviaciéon estandar, un
cambio de dos desviaciones ocurre para el angulo § y finalmente un cambio de tres

veces la desviacion estandar paray vy y.
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Los cambios en esta base solo se dan en la base citosina, en su base apareada la
guanina, no se observan cambios en los angulos, lo cual se explica debido a que en
el surco mayor la cafeina interacciona con la citosina en los pares de bases CG, por
el cambio que sufre el angulo y en de un solo lado, indicaria un cambio en los
parametros Buckle, Propeller, h-Rise, etc, sin embargo es necesario aumentar el
namero de simulaciones y el tamafio de la cadena para realizar estimaciones de

este tipo de cambios.

Tabla 8. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccidn con cafeina colocada entre las diversas
bases en el surco mayor.

. Angulos (°)
Residuo
a B Y s € ¢ X
1C - - 296.9 147.1 -177.7 -99.7 -111.7

2G -84.4  188.8 45 140.6 -173.7 -103.4  -107.6
3C -73.1  165.7 58.2 95.7 -166.5 -91.5 -130.3

4G -58.8 1743 634 1459 -185.1 -100 -102.4
5A -63.3 180.3 55,5 1459 -184.5 -86 -104

6A -66.2  169.8 55 114.6 -177.4 -98.8 -120.9
7T -64.3 169.4 58.7 112.7 -177 -94.1 -134.1
8T -63.2 171.2 63 128.7 -186 -94.6 -123.7
9cC -63 180.9 53 137.2 -164 -83.6 -119.5

106G -68.4 166.6 548 1416 -100.8 -203.3 -100.8
11C -75.5 146.1 484 1358 -175.2 -89.4 -120.9

12G6 -745 1729 528 132.7 === === -102.2
1G -73.1 1755 54.6 85.8 === === -141.1
2C -68.7 119.9 55 82.1 -163.4 -71 -153.3

3G -82.5 167.6 48.2 137.7 -131.2 -183.7 -91.5

4C -66.8 182.6 53.6 134.2  -158.3 -87.2 -113.6
5T -62.6  178.7 56 1239  -180.7 -94.4 -126

6T -66.9 1714 574 1104  -178.6 -94.5 -135.9
7A -64.4  165.8 57 125.7  -174.2 -92.5 -126.2
8A -61 186.2 55.9 1416 -180.4 -93.7 -111.9
9G -60.4 173.6 66.2 145.7 -190 -93.6 -106.6
10C -63.6 150.1 61.4 82.5 -180.4 -80.8 -138.2
116G -85 186.5 44.2 146.3 -153.7 -138.2  -111.8
12C --- --- 62.2 123.8 -168.9 -96.9 -111.9

Media | -68.6 170.2 55.6 125.8 -169.4 -103.2  -118.6
+ DS 7.7 15.4 5.6 21 20.1 31.8 15
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En la Figura 26, se observa la apertura de los angulos £ y §, asi como los cambios
en { y x, en relacion con los pares de bases con interaccién en otros puntos del
dodecamero, en otros pares de bases el cambio los angulos de torsion no fue

estadisticamente significativo en el surco mayor

Valores de los dngulos de torsion de la base 9G del dodecamero en interaccidén con cafeina en
diversos puntos por el surco mayor

350

300 —@— GC
CG

250 GA
200 AA
—@— AT

150 ——TT

——T1C

Valor del dngulo (°)

100
——CG

50 ——GC
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0 a B y ) £ ¢ X
Angulo

Figura 26. Grafica de los valores de los dngulos de torsion de la base 9G, donde se aprecia los cambios en los valores de los
dngulos cuando las bases esta en interaccion con cafeina en el surco mayor.

En el surco menor existe la misma zona de cambio, la base 9C , con un aumento
de 9.8° en el angulo a, una disminucion de 18.7° en el angulo B,un aumento de
12.2° en el angulo y, una disminucién de 26.5° en el &ngulo §, un aumento de 29.7°
en el angulo ¢, una leve disminucion de 2.9° en el angulo ¢ y una disminucion de
30° en el angulo y, al igual que en el surco mayor el angulo ¢ no tiene cambios
significativos, el cambio en los angulos a,f,6 y € es mayor a una desviacion

estandar y para los angulos y y y es mayor a dos desviaciones estandar.

De nuevo solo existe cambios en los angulos de torsion para la base 9C lo cual se
explica por la afinidad de la cafeina a formar enlaces con el conjugado de 9C, ya
gue por el surco mayor la guanina siempre fue la que formo los puentes de

hidrogeno con la cafeina.
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Tabla 9. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con cafeina colocada entre las diversas
bases en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y s € ¢ X
1cC -— --- 296.5 1494 -173.9 -109.3 -106

2G -62.3 186.7 489 141.1 -167.6 -101.4 -102.5
3C -71.3 1654 58.6 95.4 -173.6 -90.2 -119.5
4G -66.2 1719 60.6 146.2 -171.1 -129.1 -104.3
5A -65.7 180 533 1454 -171 -86.5 -108.6
6A -69.7 1625 585 109.6 -185.8 -100.1 -118.6
7T -61.9 170.8 623 112.7 -178.9 -87.8 -134.2
8T -62.4 174.1 581 124.7 -177.1 -95.8 -120

9C -61.3 1735 585 108.3 -160.7 -92 -133.1
106G -67.3 163.1 54.7 1446 -114.7 -194.4 -98.3

11c -72.3 152.8 484 1365 -172.7 -89.6 -117.7

12G6 -71.9 170 52 137.2 == === -101

136G -73.2 1754 534 87.1 === - -137.7
14c -85.1 134.7 64.1 96.3 -166.9 -79.3 -135.5
15G -73 169.5 47.8 142.7 -126.5 -180.4 -92.1

16 C -61.1 172.6 58.6 120.8 -166.1 -85.7 -123.3
7T -66.8 163 59 102.3 -172.3 -84.7 -133.7

18T -67.1 170 61.1 1128 -179 -91.5 -126.7
19A -65.5 175.5 52.7 130 -175.2 -103.8 -109.2
20A -62 183.7 55.3 1438 -176 -93.5 -103.4

21G -58.8 169.8 669 1453 -185.1 -93.8 -102.5
22C -63.8 162.5 62.7 91.7 -175.2 -84.7 -132.1
236G -76.5 1674 52.2 102.7 -182.5 -92.4 -119

24C --- --- 60 122.5 -170 -96.9 -115.4

Media | -67.5 1689 569 1229 -169.2 -102.9 -116.4
+ DS 6.2 10.7 5.2 20.3 16.9 29.3 13.6

En la Figura 27, se observa la apertura de los angulos S y §, asi como los cambios
en {,e Y y, en relacién con los pares de bases con interaccion en otros puntos del
dodecamero, en otros pares de bases el cambio los angulos de torsion no fue
estadisticamente significativo en el surco menor, este tipo de cambios y los del surco
mayor, son un buen primer acercamiento para comenzar a entender los cambios

conformacionales que sufre el DNA en presencia de la cafeina.




Valores de los angulos de torsién de la base 9G del dodecamero en interaccién con
cafeina en diversos puntos por el surco menor.
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Figura 27. Grafica de los valores de los dngulos de torsion de la base 9G, donde se aprecia los cambios en los valores de los

dngulos cuando las bases estd en interaccion con cafeina en el surco menor.

Los cambios conformacionales de los azucares de la cadena de DNA, no muestran

un patron de cambio definido lo cual puede ser debido a la interaccién de las

azucares con las moléculas de agua, ya que la cafeina como tal no hizo

interacciones directas con el esqueleto azucar fosfato, las conformaciones de los

azucares para las estructuras en interaccion se muestran en la Tabla 8y Tabla 9, y

para cada una de las estructuras en interacciones en particular se pueden consultar

en el Apéndice.
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Conclusiones.

El docking molecular permitié encontrar la zona predilecta de la cafeina en contacto
con el dodecamero de Dickerson, la zona del par 9C y 10 G, donde la cafeina
prefiere cualquiera de sus orientaciones antes de colocarse sobre cerca de otro par
de bases, en segundo lugar, la cafeina tiende a formar enlaces en el par 3C y 4G,

en ambos casos siempre por el surco menor.

La hidratacion del dodecamero puro y su simulacion de 0.8 ns, nos permitio
encontrar la famosa espina de hidratacion que los autores originales encontraron

sobre el surco menor.

Aunque no se traté de célculos cuanticos, la caracterizacion de la cafeina con GAFF
dio resultados bastante aceptables para la simulacién del complejo cafeina-DNA
con BSC1.

Los puentes de hidrogeno encontrados entre la cafeina y el DNA, concuerdan con
las interacciones encontradas por otros autores, en la posicién de bases y el surco

en el que se halla el ligando.

Los cambios de los angulos de torsion que se encontraron después de la simulacion
muestran un cambio en la zona del par 9C y 10 G, zona que mostro la mayor

formacion de enlaces y fue favorecida de gran manera en el docking molecular.
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Apéndice A. Tablas de los angulos de torsién para cada

tipo de simulacioén realizada.

Tabla 10. Angulos de torsién del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
2G y 3Cen el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y s € ¢ X
1C -- - 292 150.7 -182.6 -103.2 -107

2G -62.3 186.7 489 1411 -167.6 -101.4 -102.5
3C -72.9 158 59.8 83.3 -177.4 -78.9 -125.5
4G -65.1 176.4 60.7 1451 -177.2 -1185 -99.5
5A -60.9 172.4 554 138.2 -171.1 -88 -114.5
6A -69.1 1711 523 1171 -182.4 -94.1 -115.3
7T -61.7 165.4 59.9 92.9 -180.7 -86.1 -143.1
8T -54.9 166.9 62 137.4 -179 -105.5 -115.8
9cC -64.4 183.7 535 1353 -164.3 -86.3 -117.9
100G -71 164.3 504 133.9 -94.9 -210.3 -99.5
11C -74.4 1365 535 1254 -164.6 -84.7 -120.2
12G -71.9 170.5 533 139 === === -101.6

13G6 -76.5 178 53.9 86.7 === === -135.4
14 C -85.1 134.7 64.1 96.3 -166.9 -79.3 -135.5
156G -78.1 1721 443 1439 -127.4 -186.7 -85.5
16 C -67.9 1819 59.1 1411 -159.9 -85.6 -116.6
17T -67.8 1624 61.9 122 -176.8 -96.6 -127.6
18T -60.8 177.7 533 1205 -172.1 -104.6 -124.5
19A -60.5 165.3 51.6 130.2 -181.2 -95 -112.4
20A -60.1 182 53.2 1426 -1725 -107.8 -102.2
21G -61.3 1725 705 1471 -183.3 -95.1 -107.4
22C -59.9 1389 585 82.1 -173.6 -76.1 -140.7
23G -71.7 169.2 559 1248 -162.8 -130.4 -106.9
24C - --- 62.9 1246 -170.5 -87.3 -105

Media | -67.2 167.6 56.5 1251 -167.7 -104.6 -115.1
+ DS 7.4 14.5 5.8 21.1 20.4 34.1 14.7
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Tabla 11. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
3Cy 4G en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 295.3 147.4 -172.5 -122.6 -105.9

2G -74.1 1973 475 1448 -181.2 -92.9 -102.6
3C -69.6 1727 573 1074 -169.7 -101.5 -1134
4G -67.8 169.8 604 1454 -176.9 -123.8 -103.1
5A -60.8 180.5 50.2 144 -171.7 -85.5 -113.4
6A -65.5 163.6 56.3 108.1 -187.5 -92.9 -126.1
7T -57.6 1789 57.1 1229 -175.3 -89 -127.2
8T -60.5 170.6 57.5 1121 -184.2 -90 -128.5
9C -61.5 179.7 57.2 1248 -163.8 -91.4 -120.7
100G -69.6  166.5 533 140.6 -102 -204.3 -96.1

11C -63.2 127.2 539 1315 -165.3 -89.9 -119.8
12G6 -76.5 173 48 136 === === -100

13G -69.2 170.1 531 84.7 === === -145.9
14 C -71.9 127.9 53 81.2 -164.2 -72 -153.6
156G -67.8 1669 51.2 1415 -125.6 -174 -98.7
16 C -63.3 1749 526 1115 -172.1 -85.4 -123.8
17T -63 181.1 56.3 137.8 -177.8 -90.7 -114.3
18T -60.4 171.8 60.6 1205 -181.7 -98.6 -133.8
19A -66 167.1 575 109.9 -181.9 -88.7 -127.4
20A -62.9 190.2 53.8 1404 -177.6 -91.1 -110.3
21G -63.4 164.2 724 146.8 -186.5 -97.4 -114.1
22C -73.7 146.6 639 79.9 -179.9 -85.9 -136.9
23G -65 1751 53.8 1275 -161.7 -107.8 -105.2
24C - --- 63.6 1354 -183.8 -95.3 -92.4

Media | -66.1 1689 56.1 1243 -170.1 -103.2 -117.2
+ DS 5 16.7 5.6 20.8 20.5 30.9 16
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Tabla 12. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
4G y 5A en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 § € ¢ X
1C - -— 293.8 154.6 -174.1 -109.5 -102.7

2G -74.8 194.4 423 1426 -1754 -104.4 -104.9
3C -72.4 1659 585 97.1 -174 -80.4 -126.7
4G -64.6 174 60.8 1469 -165.2 -1344 -1054
5A -63.9 169.3 57.5 1431 -172.9 -88.2 -115.9
6A -64.8 168.2 515 109.2 -177 -90 -124.6
7T -60.4 165 60.3 110.2 -178 -93 -131.5
8T -59.9 169.1 627 1176 -183.1 -91.1 -127.9
9cC -61.4 1793 564 126.7 -162.6 -86 -124.6
100G -76.2 163.7 54.8 145.2 -94.5 -207.6 -99.2
11C -75.9 1543 479 138.7 -166.1 -89.4 -116

12G6 -72.3 167.4 548 1395 === === -98.7

13G -77.2  169.6 55 80.7 === === -149.6
14 C -60.1 1215 56.1 80.7 -151.8 -68.1 -159.4
156G -75.2 164.6 47.2 138.7 -142.2 -1749 -97.6
16 C -58.9 170.2 64.6 130 -160.1 -85.9 -122.8
17T -67.2 1639 59.8 1076 -1794 -89.9 -135.2
18T -65.8 1729 559 1226 -173.5 -104.8 -123.2
19A -61.8 164.4 585 1239 -1745 -91.2 -122.3
20A -63.8  170.6 58 119.2 -178.9 -102 -111.3
21G -58.3 1715 725 1486 -181.1 -85.3 -101.2
22C -70.6 159.8 63.2 82.7 -178.5 -80.6 -139.9
23G -67.6 1755 542 1284 -181.1 -100.1 -106.6
24C - --- 55.8 1119 -171.6 -86.7 -119.4

Media -67 167.1 56.9 122.8 -168 -102 -119.4
+ DS 6.3 12.8 6.2 213 19.7 32.9 16.3
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Tabla 13. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
5A y 6A en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -—- 300.3 143.9 -179.6 -97.5 -114.9
2G -74.2 202 47.1 141.7 -158.6 -129.4 -98
3C -64 154.5 51.6 95.2 -175.8 -84.9 -127.5

4G -63.4 1723 623 1443 -176.2 -113.2 -99.1
5A -67.4 190.7 49.1 147.6 -169 -84.7 -101.3
6A -70.8 1593 61.3 98.5 -196.6 -91.5 -121.7
7T -57.6  174.2 60.2 115 -173.3 -83.1 -133.4
8T -60.8 177.8 52 121.2  -186.5 -93.2 -116.9
9cC -56.3 167.6 63.8 119.1 -158.6 -84.7 -130.1
100G -78.8 169.2 50.8 145.2 -91.6 -212.2 -95.4
11C -66.1 146.3 40.7 138.7 -157.7 -106.6 -121.2
12G6 -71.1 1625 558 142.2 === === -100.5

13G -74.7 174.2 523 99.1 === === -125.6
14 C -68.7 1295 579 91 -166.7 -80.4 -139.2
156G -72.7 1743 53.1 1448 -127.9 -164.9 -95.1
16 C -66.4 162 58.1 97 -165.2 -79.4 -132.1
17T -65.7 1733 641 1284 -174.1 -90.8 -118.8
18T -64.3 167.6 60.6 101.2 -172 -89.9 -138.1
19A -66.7 169.2 56.6 126.8 -179.2 -92.4 -114.7
20A -63.3 173.8 53.7 147 -176.2 -92.6 -110

21G -61.2 166.5 67.7 1469 -159.5 -133.5 -110.5
22C -72.6 1711 553 83.1 -166.3 -76.1 -133.8
23G -72.8 169.8 60.2 1284 -184.6 -87.2 -113.6
24C - --- 62.2 1155 -166.7 -92.5 -117.9

Media | -67.3 1685 56.4 1234 -166.5 -102.8 -117.1
+ DS 5.8 14.2 6.3 21.4 21.9 33 141
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Tabla 14. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases

6Ay 7T en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 s € ¢ X

1C -- - 298 144.8 -170 -116.6 -109.9
2G -69.9 197.3 42.1 144.7 -178.1 -94.5 -104.1
3C -71.5 166.2 57.3 82.2 -176 -80.6 -131.5
4G -59.7 167.6 64.2 148 -173.5 -120.5 -103.6
5A -62.7 181.5 50.8 1456 -172.5 -86.5 -108
6A -68.5 165.6 55.6 120.6 -175 -108.6 -115.4
7T -64.3 167.9 61.5 108.9 -181.9 -85.9 -137.1
8T -59.7 178.3 57.3 120.5 -187 -89.3 -122.1
9C -57.4 177.8 58.7 129.5 -162.4 -85.1 -119.5
10G -74 166.8 54 134.4 -90.3 -217.9 -94.2
11C -73.1 136.3 49.8 137.6 -167.2 -89.4 -115.4
12G -78.7 175 48.6 121.3 -- --- -103.2
13G -68.6 173.2 58 87 -- --- -136.7
14 C -81.8 134.7 55.1 80.6 -167.7 -70.2 -149.7
115G -77.2 166.6 51 139 -127.2 -173.8 -92.3
16 C -63 171 58.1 111.1 -160.8 -81.7 -125
17T -60.5 175.3 60.3 135.6 -177.9 -92.8 -112.2
18T -68.4 166.6 58 97.2 -183.8 -92.2 -134.5
19A -62 183.2 52 134.6 -174.3 -93.1 -103.4
20A -59.4 188.7 53.9 1439 -189.9 -89.2 -98.9
21G -58.2 176.8 61.3 141.7 -192.5 -93.4 -100.9
22 C -71.1 157.8 58.4 79.7 -193.1 -84.9 -125.5
23G -67.2 187.3 49 146.5 -172 -88.9 -98.2
24 C --- --- 62.1 1399 -163.8 -1604 -112.2
Media -67.1 171 55.5 124 -169.9 -104.3 -114.7
+ DS 7 14.7 5.3 23.2 23.1 36.3 15.6
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Tabla 15. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
7Ty 8T en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 298 149.7 -162.4 -114.2 -100.6
2G -77.7 188.1 43.6 140.2 -163 -123 -99

3C -64.7 148.1 57.2 85.2 -174.2 -80.9 -129.4
4G -61.2 1711 63.7 1458 -181.3 -110.9 -98.1
5A -63 179.5 559 1454 -170.3 -89.8 -107

6A -74.2 166.1 52 108.6  -186.2 -91 -120.8
7T -59.4  173.7 63 116.4 -175.8 -89.7 -131.3
8T -61.1 1735 56 1219 -174.8 -102.3 -122.5
9C -61.9 171.8 62.2 1249 -159.2 -87.3 -121.7

100G -68 1619 488 136.9 -94.8 -210.5 -96.7
11C -71.3 1321 529 1303 -152.9 -88.4 -122.5
12G6 -73.4 163.9 52.2 139.1 === === -92.4
13G -70.4 175.9 523 85.9 === === -135.7

14 C -68.4 116.8 49.7 77.8 -165.7 -71.8 -146.4
156G -75.5 170 50.4 1405 -110.8 -192.1 -90.9
16 C -64.9 1824 533 1228 -169.2 -84 -115

17T -64 181.1 53.6 1341 -178.7 -99.1 -113.5
18T -62.9 170.2 589 1281 -179.6 -90.4 -127.1
19A -68.9 167.8 534 1254 -176 -114.5 -115

20A -58.3 175.6 57.7 144 -171.9 -90.9 -107.4
21G -60.1 168 69.2 1459 -181.3 -109 -108.1
22C -68.2 162.6 59.1 83.6 -175.1 -77.7 -135

23G -62.9 170.8 60.8 1275 -182.3 -93.5 -109.5
24C - --- 58.1 97.6 -169.5 -86 -120.1

Media | -66.4 1669 55.8 123.2 -166.1 -104.4 -115.2
+ DS 5.6 16.2 5.7 21.9 22.7 34.8 14.8
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Tabla 16. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
8T y 9C en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 s € ¢ X

1C - - 296.5 155.6 -185.8 -98.3 -104.6
2G -71.6 199.8 46.3 1334 -174.9 -93.7 -103.6
3C -71.3 159.2 60.7 88.3 -179.9 -83.6 -128.7
4G -62.8 173.3 62.1 144.3 -170.4 -121.2 -108.2
5A -61 166.9 61.8 138.6 -173.1 -82.2 -116.7
6A -70.8 167.5 55.5 106.8 -180.6 -92.3 -125.6
7T -59.3 169.4 59.7 115.9 -180.5 -97 -128.6
8T -63.6 174.7 60.1 127.5 -179.3 -89.2 -117.4
9C -58.4 166.9 62.1 106.6 -152.9 -95.9 -137.1

10G -79 164.5 58.3 151 -95.4 -206.5 -93
11C -75.7 149.8 46.2 139.1 -171.5 -94.7 -115.2
12G -70.1 174.2 52 141.6 -- --- -101.6
13G -72.6 178.6 49 85.6 --- --- -139
14 C -55.2 112.8 56.1 81.1 -158.3 -75.3 -149.7
115G -76.9 1639 454 1358 -1354 -185.5 -91.9
16 C -58 169.8 67.6 137.3 -150.4 -82.2 -120.5
17T -73.9 169.7 57.4 97.8 -180 -82.2 -138.9
18T -73.4 175.7 57.9 108.4 -171.1 -92.7 -135.6
19A -68.9 168.4 63.5 130.6 -180.5 -96.5 -115.4
20A -65.7 191.8 52.8 143.6 -180 -96.1 -99.4
21G -56.4 164 73.5 150.2 -187.7 -96.5 -102.5
22 C -68.7 160.1 63.7 83.5 -178.3 -80.7 -134.6
23G -72 170.3 53 108.3 -172.9 -90 -121.6
24 C --- --- 60.8 130.8 -171.4 -93.1 -119.6
Media -67.5 167.8 57.6 122.6 -168.7 -101.2 -118.7
+ DS 7.1 16.1 7 22.7 20.8 33 15.9




Tabla 17. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases

9Cy 10G en el surco menor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 s € ¢ X
1C -- - 296.2 149 -157.8 -126.1 -106.4
2G -67.1 177.7 435 145.8 -164.5 -108.8 -100.3
3C -70 157.5 57.3 97 -178.1 -86 -122.2
4G -64.8 173.3 60.5 1454 -167.1 -134.1 -104.7
5A -63 174.3 57.6 148.1 -171.1 -86 -106.3
6A -67.3 160.9 554 102 -180.8 -90.3 -128.4
7T -56.4 1634 63.8 95.2 -175.6 -86.9 -148.3
8T -61.5 171.3 62.6 128.9 -184 -85.2 -121.5
9C -64.2 180.1 54.9 110 -168.4 -88 -129
10G -64.1 162.6 52.6 144.8 -119.4 -189.3 -98.8
11C -72.6 153.4 515 134.5 -169.4 -86.8 -126.4
12G -67.4 174.1 48.6 139.4 -- --- -99.5
13G -73.4  180.9 53 88.4 --- --- -129.7
14C -57.5 126.5 513 81 -160.2 -72.8 -147.5
115G -79.9 162.3 48.2 128.2 -146.3 -170.2 -98.9
16 C -61.7 174.6 60.2 140.9 -157.8 -85.1 -116.5
17T -66.4 169.3 56.6 123.3 -178 -107 -122.8
18T -62 177.6 55.7 117.7 -172.6 -94.5 -129.7
19A -64.9 174.7 55.5 126.9 -179.9 -82 -120.9
20A -59.8 165.4 59.5 124.5 -174.7 -108.4 -119.1
21G -61.1 175.5 60.3 1404 -182.5 -91.1 -102.5
22 C -64.2 165.5 624 98.3 -174.2 -90.2 -130.1
23G -72.5 182.1 524 136 -185 -101.3 -97.9
24 C --- --- 62.1 1209 -170.9 -90.8 -125
Media | -65.5 168.3 55.9 123.6 -169 -102.8 -118
+ DS 5.6 12.2 5.2 20.3 14.8 29.1 15
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Tabla 18. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
10G y 11Cen el surco menor.

. Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 298.5 148.5 -180.1 -95.3 -102.2

2G -73.8 193.4 451 1269 -172.7 -100.4 -110.5
3C -72.5 163.8 629 1103 -180.4 -91.7 -119.5
4G -64.2 171.8 57.7 140.7 -177 -1194 -107.9
5A -58.6 169.2 62.2 141 -167.7 -83.3 -122

6A -67.8 1643 51.8 105.1 -180.1 -91 -127.6
7T -57.3 166.4 60.6 96.9 -177.5 -91.8 -144.6
8T -57.7 171 60.4 132.8 -184.3 -91.5 -115.1
9cC -62 178.7 56.2 116.7 -164.3 -87.8 -124.8
100G -70.5 163.6 56.7 1443 -109.9 -199.5 -97.7
11C -72.3 152.8 484 1365 -172.7 -89.6 -117.7
12G6 -65.8 169 54.6 136.9 === === -111.8

13G -76.4 178.1 53.8 85.8 === === -141.7
14 C -67.4 1203 57.5 83.5 -160.7 -71.3 -148.9
156G -86 1743 48.2 137.7 -136.5 -178.4 -89.4
16 C -65.7 178.2 61.2 1426 -163.2 -85.3 -116.9
17T -64.1 167.9 58.6 120 -1749 -101.8 -129.2
18T -63.7 171 593 1034 -178.2 -91.1 -136.7
19A -63.1 181 56.2 140.1 -180 -88.9 -109.7
20A -62.6 175.1 554 1274 -178.6 -94.1 -117.6
21G -58.9 1712 68.1 147.2 -1829 -102.2 -105.2
22C -63.4 159.4 63 85.1 -176.2 -79.2 -134.1
23G -76.5 167.4 522 102.7 -182.5 -92.4 -119

24C - --- 52 126.2 -161.8 -80.1 -127

Media | -66.8 1685 56.6 1224 -170.1 -100.3 -119.9
+ DS 7.2 13.6 5.5 20.7 17.5 31.2 14.6
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Tabla 19. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
2G y 3Cen el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 297.1 1525 -162.1 -111.9 -97.4

2G -84.4  188.8 45 1406 -173.7 -103.4 -107.6
3C -724 163.2 587 106.1 -155.7 -102.5 -125.8
4G -66.7 163.1 60.2 149 -159.4 -144.4  -111.2
5A -62.5 1673 56.1 1453 -173 -82.2 -121

6A -69.1 1714 523 116.2 -178 -97.5 -122

7T -59.8 170.6 604 1125 -1794 -95.2 -131.7
8T -58.7 175.1 588 1255 -181.9 -90.8 -118.8
9cC -60.4 173.1 58.7 113.6 -161.4 -86 -130.4
100G -68.6 165.8 47.6 143.6 -92.5 -210.9 -94.7
11C -80.2  151.6 49 1394 -169.8 -95.4 -115.4
12G6 -71.7  173.2 55 140.3 === === -101.6

13G -71.4 174 58.5 88.1 === === -143.5
14 C -68.7 119.9 55 82.1 -163.4 -71 -153.3
156G -86.2 1713 46.8 136.7 -126.7 -184.4 -93.9

16 C -64.1 178.6 61 136 -159.2 -86.8 -117.6
17T -67.1  171.2 58 1225 -178.1 -92.1 -123.2
18T -68.8 173.6 55.7 116.9 -177 -102.6  -126.3
19A -66.1 165.9 56.3 1359 -174.9 -92 -115.5
20A -62.2 178 51.5 137 -167.2  -121.2 -99.7

21G -55.4 169 73.1 1484 -182.8 -86.1 -104.1
22C -69.5 1575 629 82 -182.1 -84.2 -138.4
23G -71.4 160 49 110.1  -174.3 -92.4 -115.3
24C - --- 62.3 136.2 -153.9 -1164 -104

Media | -68.4 167.4 56.2 125.7 -164.8 -106.8 -117.2
+ DS 7.8 13.2 6.3 20.5 21.2 34.3 15.3
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Tabla 20. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
3Cy 4G en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 s € ¢ X

1C -- - 297.4 1484 -179.8 -103 -118.5
2G -73.6 199.7 48.3 143 -182 -100.7 -100.7
3C -73.8 168.2 57.7 85.2 -177.2 -80.5 -134.7
4G -58.8 172.3 64.3 147.1 -182 -101.7 -106.1
5A -65 181.2 58.5 133.1 -175.5 -85.6 -117.9
6A -68 172 533 120.1 -183.7 -96.2 -116.3
7T -61.4 175 57.6 108.2 -181.9 -90.9 -132
8T -58.7 170.8 62.4 126.7 -180.8 -89.8 -118
9C -58.8 166.6 60.1 1049 -156.5 -83.4 -135.4
10G -74.5 163.7 54.2 145.6 -92.2 -203 -96.5
11C -77.8 148.2 45.9 129.6 -172.4 -97.8 -119.5
12G -66.6 174.5 55.2 143.8 -- --- -101.8
13G -75.2 180.8 49.1 85.8 --- --- -133.5
14 C -60.1 120.3 56 86.9 -163.9 -75.4 -148.8
115G -78.7 163.8 495 138.6 -135.6 -183 -89.1
16 C -65.3 1829 546 139.1 -155.8 -85.5 -116.6
17T -62.4 172.4 62.7 135.8 -179.6 -101.1 -119.7
18T -69.3 171.5 52.7 90.9 -176.6 -84 -142.6
19A -65.8 169.4 59.1 132.6 -177.9 -90.3 -119.5
20A -68 180.2 56.5 140 -175.7 -115.4  -105.6
21G -60.3 1684 69.6 148.3 -182.2 -96.6 -104.4
22 C -62.5 158 66.3 86.9 -175.3 -83.6 -134.5
23G -75.3 166.8 54.8 103 -180.4 -87 -117.7
24 C --- --- 59.8 1353 -170.5 -95.9 -106.3
Media | -67.3 169.4 56.9 1233  -1699 -1014 -118.2
+ DS 6.6 14.9 5.9 22.7 21.2 31.9 15.6




Tabla 21. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases

4G y 5A en el surco mayor.

. Angulos (°)
Residuo
a B Y s € ¢ X
1C --- - 295.2 1427 -173.3 -101.6  -111.3
2G -74.2 189.4 50.2 148.6 -141.4 -145.6 -91.4
3C -71.4 148.4  47.7 79.5 -171.8 -82.8 -129.8
4G -58.7 176.3 62.5 1447 -188.1 -98.2 -98.7
5A -64.2 1794 59.1 144 -187.2 -88.9 -102.6
6A -66.9 181.3 56.7 1199 -1719 -93.8 -120.3
7T -68.1 168.9 56.2 101.7 -181.2 -89.7 -129.1
8T -59.9 163 68.1 115.9 -182 -88.4 -133.3
9C -61.2 171.7 62.2 111.1 -157 -81.8 -133.5
10G -74 166.9 53.1 148.1 -86.4 -210.1 -92.7
11C -81.1 157.8 423 139.5 -170.3 -93.7 -110
12G -71.3 174.2 50.8 142.4 --- --- -91.2
13G -73.2 172.6 58.1 90.7 --- --- -132.8
14 C -45.7 117 51 81.8 -160.9 -75.7 -145.4
115G -76.5 165.7 52.6 140.1 -145.1 -187.3 -85.1
16 C -68.2 182.3 52,6 129.3 -160.8 -88.8 -110.5
17T -58.9 186.1 55.3 1349 -176.3 -94.4 -120.9
18T -71.4 169.8 59.8 116.1 -190.1 -96 -124.5
19A -62.6 164 57.8 124.3 -171.5 -87 -120.5
20A -66.8 1944 57.8 144.1 -1734 -104.5 -100
21G -61 1723 68.6 147.2 -191.5 -93.1 -106
22 C -67 154.4 58.6 80.8 -176.3 -79.2 -136.2
23G -67.3 174.7 56.3 129.3 -175 -101.3 -104
24 C --- - 64.1 111.1 -1731 -84.6 -124.7
Media | -66.8 169.6 56.6 123.7 -168.4 -103 -114.8
+ DS 7.6 16.1 6.3 23 23 34.9 17.1
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Tabla 22. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
5Ay 6A en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y s € ¢ X
1C -- - 2955 1484 -183.7 -88.3 -110

2G -81.8 201.9 43.7 1424 -153 -138.5 -94.6
3C -71.3 146 57.8 86.3 -168.1 -76.1 -129.9
4G -65.6 175 65.3 150.1 -171.7 -125.7 -99.8
5A -62.3 181.1 51.8 147.7 -181.8 -83.1 -105.3
6A -63 169 52.7 99.8 -178.8 -87.4 -128.2
7T -61.1 1629 61.7 1014 -177.7 -88.2 -141.7
8T -63.9 172.1 63.2 1405 -182 -101.2  -118.8
9cC -67.6 188.3 545 1315 -167 -91 -129.3
100G -75 169.7 544 1451 -103.3 -208.5 -99.4
11C -66.4 1515 499 1438 -171.2 -86.2 -115

12G6 -72.8 175.4 48.9 132 === === -98.9

13G -73.6  175.1 551 83.1 === === -149

14 C -70.6  127.4 57.1 82.6 -164.2 -72.7 -152.2
156G -77 167.7 48.6 1415 -1439 -168.2 -89.4
16 C -55.4 172.8 626 1273 -157.2 -86.4 -126.5
17T -66.3 171.2 56.6 112.9 -185 -94.3 -131

18T -64.7 170.6 56.8 111.3 -172 -95.5 -136.5
19A -58.3 166.8 653 1295 -176.3 -92.6 -120.7
20A -76.8 2185 494 1393 -185.6 -91.4 -103.2
21G -62.4 168.6 70.5 1476 -200.1 -86.7 -118.3
22C -64.2 146.5 62.2 78.9 -163.8 -75.1 -152.3
23G -65.8 177.2 518 133.2 -174.1 -1179 -104.8
24C - --- 63 1195 -178.4 -84.7 -112.9

Media | -67.5 170.7 56.6 124 -170 -101.8 -119.5
+ DS 6.6 18.7 6.7 23.6 19.5 334 18.8
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Tabla 23. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
6Ay 7T en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 298.8 136 -168.5 -104.7 -119.9

2G -70.4 193.7 50.8 1424 -176.2 -90.8 -108

3C -68.2 1723 56.6 1143 -172.1 -110.5 -109.6
4G -64 172.4 547 146.2 -185.2 -95.6 -101

5A -62.4 189.4 477 1406 -176.4 -96.3 -103.7
6A -69.3 1705 573 1294 -175.9 -110.2 -113.6
7T -65.9 172.6 53 103.1  -177.5 -87.5 -140.1
8T -59.7 169.3 69 137.5 -180.9 -93.7 -126.4
9cC -64.4  185.6 53 122.1 -165 -82.5 -131.4
100G -72.6  170.6 516 1414 -91.5 -208.8 -93.4
11C -77.8  146.6 48 131.1 -165.4 -92.2 -119

12G6 -79.8  172.7 54 129.8 === === -99.1

13G -70.6  170.5 545 84.2 === === -137.3
14 C -59.1 123.2 543 82.7 -162.8 -75.7 -144.3
156G -73.5 1777 425 1429 -1433 -1785 -87

16 C -68.1 177.6 56.2 132.6 -167 -85.9 -119.3
17T -63.2 1789 603 1384 -175 -101.8 -116.9
18T -69 172.2 58 1094 -185.1 -93.4 -135.2
19A -68.4 161.2 54.2 135.7 -174 -93.8 -117.3
20A -58.7 169.3 57.5 1279 -148.6 -1243 -122.1
21G -59.4  171.2 66 143.3 -181.8 -86.7 -112.4
22C -69.5 152.2 56.2 80.4 -179 -85.7 -140

23G -59.1 172.4 56.6 1405 -164.2 -113.6 -102.5
24C - --- 65 104.1 -184.6 -84.4 -119.7

Media -67 170.1 555 1248 -168.2 -104.4 -117.5
+ DS 6 14.7 5.9 20.7 20.8 32.2 15.8
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Tabla 24. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
7Ty 8T en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 295.3 1473 -187.1 -90.6 -115.7
2G -79.5 217.2 40.8 142.8 -173.9 -101.9 -97.9
3C -78 163.5 56.9 85.1 -177.2 -83.9 -131.3

4G -56.7 165.4 70.8 153 -170.3  -120.7 -98.4
5A -68.6 1719 53.7 140.7 -178.6 -93.9 -106.3
6A -64.8 1729 548 1099 -177.6 -87.8 -128.7
7T -62.6 166.2 644 122.2 -176.4 -100.6 -128

8T -66.1 176.1 58.1 1314 -1854 -94.2 -125

9cC -61.7 1849 557 1206 -155.8 -89.9 -131.2
100G -73.4 160.7 58.3 145 -83.3 -215.5 -94.9
11C -79 1619 426 143 -171.3 -90.5 -112.7
12G6 -71.3 169.2 545 1324 === === -107.5

13G -74.3 183.4 51.7 81.7 === === -145.9
14 C -64.3 120.8 54.2 78.4 -162.2 -69.6 -157.7
156G -80.9 163.6 49.6 1411 -139.8 -177.2 -89.1
16 C -58.2 175 64.9 1395 -155.3 -84 -117.7
17T -67.3 160.9 634 87.8 -182.4 -82.6 -150.1
18T -66.4 179.1 546 1304 -175 -99.3 -116.2
19A -60.3 170.3 59.7 115.7 -1744 -91.1 -135

20A -67.4 1845 55 1399 -182.1 -92.7 -113.8
21G -64.3 1649 71.1 1493 -1829 -103.6 -104

22C -60.2 167 590.1 81.8 -158.7 -81.7 -131.6
23G -65.3 171.1 53.8 105.7 -192.2 -81 -115.4
24C - --- 54,5 119.2 -173.3 -86.7 -111.7

Media | -67.8 170.5 56.6 122.7 -168.9 -100.9 -119.4
+ DS 7.1 16.6 7.3 24.2 22.9 33.8 18
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Tabla 25. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
8T y 9C en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 295.9 143.7 -182.6 -107.2 -99.4

2G -80.3 213.8 39.1 1405 -184.2 -96.8 -100.2
3C -590.1 165 50.8 101.1 -163.7 -85.3 -123.8
4G -64.9 169.1 558 146.8 -150.3 -150.4 -91.6
5A -62.9 151.8 59.7 140.1 -176.3 -83.3 -114.4
6A -70.7 1745 49.7 1113 -177.9 -93.3 -118.3
7T -62.9 165.1 575 91.6 -181.1 -83.2 -138.2
8T -60.2 166.3 67.8 126 -186.6 -94.9 -122.4
9cC -63.1 185.7 544 1348 -164.2 -84.8 -118.1
100G -70.9 160.9 53,5 1437 -102.8 -204.3 -100

11C -72.6  150.8 51.3 145 -164.2 -87.1 -121.6
12G6 -82.8 173.8 523 1384 === == -93

13G -68.9 1729 56.3 86.9 === === -147.9
14 C -70.4 1303 56.9 83.1 -164.8 -69.4 -157.5
15G -78.9 163 51 138.8 -146 -169.2 -91.8
16 C -60 177.5 56.5 1339 -1574 -83.8 -113

17T -62.2 173.8 61 1204 -180.4 -95.2 -124.9
18T -61.9 164.6 60 95.9 -178.2 -81.7 -140.2
19A -69.2 169.1 59.1 1154 -173.9 -84.8 -122.7
20A -546 187.8 56.8 1433 -178.7 -94.6 -110

21G -64.6 176.8 623 1423 -199.1 -93.6 -110.5
22C -66.5 162.2 579 82.5 -168.5 -80 -137.4
23G -66.6 186.4 49.6 1346 -186.6 -100.8 -97.8

24C - --- 63.4 123.6 -180.3 -90.5 -111.1

Media -67 170.1 56.2 1235 -1704 -100.6 -116.9
+ DS 7.1 16.1 5.9 22 20 33 18
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Tabla 26. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases
9Cy 10G en el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B Y § € ¢ X
1C - -— 297.1 151.4 -184.7 -89.1 -113.8
2G -82 210 43.6 141.4 -179.6 -102.6 -92.7

3C -66.4 169.3 57.3 101.8 -179 -86.5 -119.3
4G -61.4 166.8 569 1448 -160.2 -140.7 -100.7
5A -64 163.1 58.1 147 -171.3 -87 -112.4
6A -70.3 1573 61.1 93.7 -172.6 -84.4 -143.8
7T -65.2 170.2 59.6 1205 -176.9 -90.7 -125.7
8T -64.1 170 58.4 126.2 -162.3 -1293 -121.4
9C -62.8 176 515 139.6 -163.7 -82.4 -120.9
100G -70.7 166.7 553 140.7 -108.8 -203.5 -97.7
11C -73.3 1442 539 1379 -162.3 -83.4 -126.7

12G6 -84.8 171.6 50.6 113.6 == == -105.4
136G -71.2 175.4 53.7 87 === === -141.6
14 C -61 117 55.7 78.8 -157.4 -72.2 -153.1

156G -77.3 169.5 464 1355 -137.7 -181.2 -91.6

16 C -62.1 178.6 539 1333 -166.1 -83.4 -111.2
17T -63.1 1753 57.7 1275 -180.7 -95.4 -120.5
18T -59.5 170.6 59.8 118.7 -179.3 -91 -129.1
19A -73.4 180.6 51.6 1309 -181.9 -97.5 -112.1
20A -63.3 167.7 648 1278 -171.4 -99.7 -116.9
21G -56.1 170.4 70.1 149 -180.8 -93.6 -102.6
22C -69.9 166.5 58.6 83.2 -186.8 -85.8 -134

23G -82.9 1813 4311 138.2 -180.7 -100.7 -100

24C - --- 64.8 1248 -147.1 -109 -120.2

Media | -68.4 169 55.9 1247 -167.8 -104.1 -117.2
+ DS 7.9 16.5 6.5 21 18.2 33.2 16.3
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Tabla 27. Angulos de torsion del dodecamero de Drew Dickerson en interaccién con una cafeina colocada entre las bases

10Gy 11Cen el surco mayor.

) Angulos (°)
Residuo
a B )4 s € ¢ X
1C -- - 298.2 152.1 -178.8 -101.9 -114.5
2G -80 200.5 49.3 141 -177.7 -105.3 -99
3C -71.3 166.2 55.6 88.7 -173.4 -80.1 -129.3
4G -58.9 172.3 59.6 139.5 -178.2 -111.3 -111.4
5A -61.9 181.4 57.3 142.2 -183 -88.2 -104.2
6A -66.9 174.7 53.9 1174 -176.8 -92.2 -118
7T -63.4 161.4 60.9 98.4 -179.8 -84.6 -137.3
8T -57.7 163.2 67.7 1334 -172.7 -102.2 -122.5
9C -68.5 178.2 513 111.3 -165.8 -82.4 -126.1
10G -66.1 166.5 54.3 142.4 -92.8 -203.1 -103.8
11C -75.5 146.1 48.4 135.8 -175.2 -89.4 -120.9
12G -69 171.9 54.3 121.2 -- --- -121
13G -79.8 174.7 54.1 84.5 -- --- -138.7
14C -77.7 133.5 55 88.3 -162.8 -73.3 -141.7
115G -75.1 171.4 47.8 137.8 -127.2 -177.7 -91.9
16 C -65.6 183.2 51.8 1323 -169.6 -86.5 -113.8
17T -62.1 175.2 59 133.9 -179.2 -96.8 -117.7
18T -68 164.3 59 110 -183.5 -96.4 -128.8
19A -60.1 164.6 60.1 111.5 -169.2 -87.3 -128.1
20A -62 187.7 555 137.9 -183 -89.6 -111.1
21G -63.1 173.6 67.2 147.3 -189 -97.3 -107.8
22 C -57.2 133.6 64.2 81.7 -173.9 -75.8 -142.4
23G -85 186.5 44.2 146.3 -153.7 -138.2 -111.8
24 C --- --- 62.9 140.8 -159.1 -119.5 -96.6
Media -68 169.6 56.2 124 -168.4 -103.6 -118.3
+ DS 7.9 16.1 6.1 21.7 21.7 32.7 14.4
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Apéndice B. Esquemas de los puentes de hidrogeno

fuertes entradas para cadatipo de atomo de la cafeina.
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Figura 28. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo 02 de la cafeina en las diferentes
posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco menor.
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Figura 29. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo 06 de la cafeina en las diferentes
posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco menor.
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Figura 30. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo N9 de la cafeina en las diferentes
posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco menor.
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Figura 31. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo 02 de la cafeina en las diferentes
posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco mayor.
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Figura 32. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo 06 de la cafeina en las diferentes
posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco mayor.
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Figura 33. Enlaces y sus distancias en A de los enlaces formados entre el grupo 02 de la cafeina en las diferentes

posiciones estudiadas y las diversas bases del dodecamero de Drew Dickerson por su surco mayor.
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