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1. Resumen

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), es una enzima primordial
involucrada en la primera reaccion de la rama oxidativa de la ruta de las
pentosas fosfato (PPP). Esta ruta juega un papel esencial en la proliferacién
celular, estando sobreactivada en muchos tipos de cancer. Es la ruta necesaria
para dar energia a las células, y las células cancerosas necesitan mas energia
que las sanas. Es importante encontrar un compuesto organico que pueda
unirse a la ella e interferir su funcién. Un grupo experimental con el que
colaboramos encontr6 un compuesto que se une e inhibe la G6PDH, pero no
se conoce su sitio ni mecanismo de accidn. Conocer esto ayudaria a plantear
sustituciones que mejoren su mecanismo de accion. En este proyecto se
plantea como objetivo predecir el sitio y conformacion adoptada por dicho
compuesto al unirse a la G6PDH. Dicho estudio se realiza con simulaciones de
dindmica molecular, generando la pelicula que muestre como el compuesto
interactia con G6PDH. Esto aportard ayuda al disefio de nuevos inhibidores de
G6PDH para fines terapéuticos.

Abstract

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) is a key enzyme involved in the
first reaction of the oxidative branch of the pentose phosphate pathway (PPP).
This pathway plays an essential role in cell proliferation, being over activated in
many types of cancer. It is the pathway needed to give energy to cells, and
cancer cells need more energy than healthy cells. It is important to find an
organic compound that can bind to it and interfere with its function. An
experimental group with which we collaborate found a compound that binds to
and inhibits G6PDH, but its site and mechanism of action are not known.
Knowing this would help to propose substitutions that improve its mechanism of
action. The objective of this project is to predict the site and conformation
adopted by this compound upon binding to G6PDH. This study is carried out
with molecular dynamics simulations, generating a layer that shows how the
compound interacts with G6PDH. This will help in the design of new G6PDH
inhibitors for therapeutic purposes



2. INTRODUCCION.

2.1.Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

2.1.1. Importancia de la G6PDH

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), es la molécula diana de estudio
del presente Trabajo Fin de Grado. Es una enzima fundamental que se
encuentra presente en las células de todos los seres vivos. Pertenece al grupo
de las oxidorreductasas deshidrogenasas, ya que cataliza reacciones de
oxidacion-reduccion donde tiene lugar el proceso de transferencia de
electrones. En las células humanas es la encargada de gobernar el conjunto de
reacciones metabolicas por mediacion de la ruta de las pentosas fosfato (PPP).
(Obiol-Pardo et al., 2014)

La G6PDH, al igual que muchas otras enzimas, depende de otras moléculas
organicas pequefias, denominadas coenzimas, para desempefiar su actividad
catalitica. En el caso que tratamos, precisa del dinucle6tido de nicotinamida y
adenosin fosfato, NADPH. La enzima sobreactiva la ruta de las PPP. Esta ruta
tiene lugar en el citoplasma y en ellas se pueden diferenciar dos fases, una
oxidativa y otra no oxidativa. En la fase oxidativa es donde participa la G6PDH,
catalizando el carbono-1 de la glucosa-6-fostato, formandose como producto 6-
fosfoglucono-1-lactona, tal y como se muestra en la fig. 2.1. En este paso se
obtiene NADPH por la reduccion de la coenzima NADP+. El NADPH se emplea
como donador de electrones en las rutas anabdlicas y en la eliminacion de
especies reactivas de oxigeno para asi proteger a las células del estrés

oxidativo. (Ramos-Martinez, 2017).
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Figura 2.1. Primer paso de la ruta de las PPP donde participa la G6PDH.

La importancia de la G6PDH recae en que la ruta de las pentosas fosfato
desempefia un papel primordial en la multiplicacion celular, encontrandose
sobreactivada en muchos tipos de cancer. En varios estudios se ha
demostrado que la enzima G6PDH se puede considerar como una nueva diana
para el tratamiento contra el cancer, inhibiendo la actividad del cancer mediante
dos procedimientos diferentes: silenciando la expresion génica de la G6PDH, o
mediante compuestos inhibidores de su actividad enzimatica. (Obiol-Pardo et
al., 2014; Ramos-Montoya et al., 2006)

Se conoce la existencia de algunos inhibidores de la actividad de la enzima,
entre ellos se encuentra la 6-aminocotinamida (6AN), que es un inhibidor
competitivo propio de la G6PDH, pero posee unos efectos secundarios
negativos, como dafios en el sistema nervioso y deficiencia de vitamina B.
Otros  inhibidores  son la  combinacion de  farmacos  como
cefaperazona/sulbactam o ampicilina/sulbactam, con un mecanismo de
inhibicion competitivo y no competitivo, respectivamente, pero no se conoce
mucha informacion acerca del sitio de union a la enzima o el mecanismo de
accion de dichos compuestos. También se ha descubierto que el metamizol
interfiere en la actividad de la G6PDH vy, por otro lado, que el metotrexato es un
inhibidor bien conocido de la G6PDH, pero no es especifico exclusivamente de
ella e inhibe a otras enzimas que dependen también a su vez de la coenzima
NADP+. (Obiol-Pardo et al., 2014; Babiak et al., 1998; Cifti et al., 2001)



2.1.2. Estructura cristalina de G6PDH humana.

El mondmero de la proteina, G6PDH, esta formado por 514 aminoacidos, con
un peso molecular de 59kDa. En la posicibn uno de la secuencia de
aminoacidos se encuentra la metionina, que es la iniciadora de la secuencia
madura.

La forma activada de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa humana existe en un
equilibrio entre dimero y tetramero, conocido como dimertetrdmero. Dicha
estructura se ve influenciada por el NADPH, ya que es primordial para
mantener un pH Optimo necesario para la estimulacion del crecimiento celular,
ademas de ser necesario el control de la fuerza ionica debido a las fuerzas
electrostaticas entre las superficies de contacto. Un pH elevado, entorno a
pH>8 y una fuerza idnica elevada conllevan a que el equilibrio tienda a
favorecer al dimero. A estos elevados pHs, también se consiguen monémeros,
pero son inactivos. Cuando se produce una disminucién del pH, pH<6, y fuerza
i6nica baja, el equilibrio se desplaza hacia el equilibrio del tetramero. (Au et al.,
1999).

La primera estructura cristalina de la G6PDH se consiguio a partir de la enzima
Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides). Posteriormente, se obtuvo la
primera estructura cristalina de la G6PDH humana determinada para la variante

Canton Arg459Leu. Esta ultima es un tetrAmero compuesto de dos dimeros.

En la fig. 2.2; se ve representado el tetramero de la proteina G6PDH. Las
cuatro subunidades de este tetramero se nombran A, B, C, D y se muestran en
azul oscuro, rojo, amarillo y azul celeste, respectivamente. Cada monémero
esta constituido por dos dominios, los cuales se nombran como dominio Ay B,
tal y como se muestra representado en la fig. 2.3. Uno de ellos es mas
pequefio y es el N-terminal, sitio de unidn a coenzimas, conocido como huella
dactilar. EI segundo dominio, denominado +a, es mas grande que el anterior y
es el que incluye el sitio de union al sustrato. Estos dos dominios estan
conectados entre si por una hélice a, la cual contiene la secuencia de
ocho residuos totalmente conservada RIDHYLGK. Este es el sitio por donde se
produce la union al sustrato y contiene ademas Lys205, la cual esta implicada

en la unién de la enzima al sustrato, que es esencial para la catalisis. (Au et al.,



1999). En ambas figuras (fig. 2.2; fig. 2.3) se puede apreciar que las moléculas

de NADPH resaltadas de color verde.

DOMINIO A

Figura 2.3. Domino Ay B del monémero.

2.1.3. Deficiencia de G6PDH.

A partir de diversos estudios se ha demostrado que el potencial de reduccion-

oxidacion (redox) intracelular esta determinado por las concentraciones de
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oxidantes y reductores. El principal reductor intracelular a destacar es la
coenzima NADPH, producida principalmente en la primera etapa de la ruta de
las PPP, por la accion de la G6PDH. La coenzima NADPH es primordial para
regular el pH éptimo necesario para el crecimiento celular. Los mecanismos de
defensa antioxidantes dependen de la produccion adecuada de esta coenzima
para reducir los equivalentes durante el estrés oxidativo. (Tian et al., 1998,
1999)

Hace tiempo que resulta importante comprender la relacion entre las
caracteristicas bioquimicas de la deficiencia G6PDH y su base molecular. La
deficiencia de G6PDH es la enzimopatia humana mas comun. Se estima que
este defecto enzimético afecta a 400 millones de personas en todo el mundo.
Hasta ahora se conocen unos 127 sitios de mutacion. Esta deficiencia viene
producida por diversos mecanismos genéticos asociados al gen del
cromosoma X, y provocan mutaciones puntuales y sustituciones estructurales
en la enzima que afectan a la transcripcién, o estructura primaria de esta,
conduciendo a una disminucion de la actividad enzimatica o pérdida de afinidad

por el sustrato. (Bonilla et al., 2007).

Gracias a la estructura tridimensional de la G6PDH de L. mesenteroides se
pudo construir un modelo de esta enzima por sustitucion molecular,
obteniéndose una estructura dimérica, para poder entender la deficiencia de la
enzima. Esta estructura de 3 A de resolucion, es la variante Canton Arg459L eu.
En ella se encontr6 una molécula estructural de NADP+ en cada subunidad del
tetramero cerca de la interfaz del dimero. Para conocer la deficiencia grave hay
que estudiar la estructura cerca de la interfaz del dimero y del sitio estructural
del NADP+, que son las regiones que indican la importancia de la estabilidad
de la enzima y de su actividad. (Au et al., 1999).

El estudio de las variantes de la G6PDH muestra que la deficiencia, en la
mayoria de los casos, se debe a la inestabilidad de la enzima. Esto ocurre
debido a que las sustituciones de aminoacidos en diferentes lugares

desestabilizan la estructura de la enzima.



2.2.Dinamica molecular

Los métodos de modelizacion molecular surgieron para estudiar, completar y
predecir los resultados que se obtienen mediante técnicas experimentales y asi
conocer mejor la estructura, la funcion y el mecanismo de reaccion de los
sistemas que se estudian. La modelizacion molecular tiene como fin el estudio
de la estructura y funciones moleculares con modelos y métodos

computacionales.

El principal objetivo de la modelizaciéon molecular, aplicada en distintas areas
como la bioquimica o la farmacologia, consiste en describir las interacciones
biomoleculares en base a las leyes generales de la quimica y de la fisica.
(Bueren-Calabuig, 2014).

Los meétodos computaciones con los que se estudian las estructuras y
funciones de las moléculas incluyen muchas técnicas como son los céalculos de
mecénica cuantica, dinamica molecular, meétodos de Monte Carlo.
Fundamentalmente podemos subrayar dos técnicas: la técnica de Monte Carlo,
usada para crear una serie de estados posibles del sistema. Esta técnica se
centra en una particula del sistema, después define movimientos al azar de la
particula seleccionada, calcula su funcibn de energia, y considera el
movimiento valido que puede tener. La otra técnica clasica a destacar es la
dindmica molecular (molecular dynamics, MD), destinada a analizar el
comportamiento de un sistema en funcién del tiempo. EI comportamiento de
este sistema se calcula mediante ecuaciones del movimiento como las leyes de
Newton (F=m a), donde se estudian las fuerzas que existen entre los atomos
que componen el sistema. (Hinchlifee et al., 2000; Jensen y Wiley, 2007;
Lozano-Aponte y Scior, 2014; Orozco, 2014).
La MD se aplica en muchos campos, pero en este estudio se destaca su
aplicacion en el estudio del comportamiento de un ligando con su diana
bioldgica, siendo esto un pilar fundamental en el disefio de nuevos farmacos.
Un proyecto de dinamica molecular se puede resumir en los siguientes pasos:

e Preparacion del sistema: Se selecciona la proteina y a continuacion se

establece la configuracion inicial (Cl) del sistema que se va a usar



compuesta por un numero determinado de atomos (N) y se definen las
condiciones de equilibrio (CE).

e Equilibrado: Se deben de ir modificando los parametros, como por
ejemplo, la presién y el volumen, entre otros, manteniendo algunos
constantes, hasta llevar al sistema al equilibrio, donde la energia
permanece casi constante.

e Simulacién MD: Cuando ya el sistema se ha equilibrado se especifica el
tiempo de ejecucion y se deja correr la simulacion de la dinamica
molecular. Este es el paso que requiere mayor tiempo. Se realizan unas
mediciones y célculos de las fuerzas del sistema con lo que después de
se obtendran aquellas propiedades fisicoguimicas del sistema que
interesen.

e Analisis de los resultados: Finalmente, cuando ya se han obtenido los
resultados se procede a su andlisis obteniéndose asi la informacion

deseada. (Lozano-Aponte y Scrior, 2014).

2.2.1. Campos de fuerza.

En MD se emplean un conjunto de funciones para expresar la energia de un
sistema, conocidas como campo de fuerza. Estas funciones dependen de una
serie de pardmetros como pueden ser la masa atémica, términos energéticos,
cargas parciales, etc.

Las moléculas se tratan como un grupo de atomos unidos por enlaces y que
obedecen a una serie de funciones de energia potencial mecano-clasicas y se
pueden aplicar a sistemas grandes. Estos métodos ignoran el movimiento de
los electrones, calculando la energia del sistema como funcion de las
posiciones nucleares.

Campo de fuerza es tanto la expresion matematica para describir la energia del
sistema, como los parametros que se utilizan: como distancia de enlace, fuerza
de enlace etc. Definen la energia del sistema por medio de términos
intramoleculares e intermoleculares tal y como se detalla en la ecuacion 2.1. La
funcion de energia queda definida por la expresion mateméatica de la ecuacion
2.2, donde se tiene en cuenta la distancia de enlace, el angulo de torsion,

angulo de enlace, interacciones electrostéaticas y las de van der Waals.



E = Intramolecular + Intermolecular

Ecuacion 2.1.

E = Enlace (tension) + Angulo (flexion) + Diedro + Diedro impropio + Electrostatico
+ Van der Waals.

Ecuacion 2.2

Cada una de las componentes detalladas en el campo de fuerza se calcula de
forma diferente. En general los campos de fuerza calculan la energia derivada
de la tension de enlace para atomos a dos enlaces de distancia, la energia de
flexion para atomos a tres enlaces, la de torsion para atomos a cuatro enlaces,
y la energia de van der Waals (Evaw) Y la energia electrostéatica (Eel) se calculan

para atomos a cuatro enlaces o mas de distancia. (Jensen y Wiley, 2007)

Cuando se va a realizar un trabajo con MD hay que elegir el campo de fuerza
correcto que se ajuste al procedimiento que se va a seguir. En este trabajo se
empleara el campo de fuerzas Amber (Assisted Model Building with Energy
Refinement), concretamente su version Amber ff14SB para el caso que
estamos estudiando de la proteina, con la suite de programas Amber 18.
Emplearemos este campo de fuerza porque esta destinado para la simulacién
de proteinas y acidos nucleicos. (Maier et al., 2015; Case et al., 2018).

La MD se utiliza para simular la estabilidad de los dimeros de proteinas y de los
complejos farmaco-proteina a lo largo del tiempo. Gracias al empleo de esta
técnica de simulacion podemos calcular diferentes propiedades de las
moléculas como pueden ser, entre otras, la energia libre del sistema, y ademas
permite predecir la fuerza de interaccion entre los posibles farmacos y sus

dianas bioldgicas.

3. OBJETIVOS.

Un grupo experimental con el que colaboramos ha descubierto un compuesto
gue inhibe la G6PDH in vitro, pero no se conoce donde se produce esta union,
ni con qué parte de la proteina esta interactuando, esto ayudaria mucho a

conocer, entender y mejorar su mecanismo de accion.
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En este trabajo de investigacion se tiene como objetivo principal el estudio del
proceso de union de la proteina G6PDH con un ligando, para proponer el mejor
sitio de union.

Para llevar a cabo este estudio, se plantea emplear la simulacién de dinamica
molecular, mediante los programas de la suite Amber, utilizando la estructura
cristalina de G6PDH.

El andlisis de la MD nos ayudarad a identificar los posibles sitios donde se
producen interacciones mas fuertes del ligando con la G6PDH y elegir el mejor
sitio de unién gracias a los resultados que se obtengan.

Encontrar un compuesto que pueda unirse e interferir en la funcién de la
proteina glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, serd muy Util como tratamiento
anticancerigeno.

Con simulaciones de ordenador vamos a poder generar la pelicula que muestre
como el compuesto que sabemos que se une a G6PDH establece dicha unién
y como interactian con la proteina. Esto permitira plantear modificaciones a
dicho compuesto que aumenten su afinidad para con la proteina.

Vamos a plantear una version reducida del compuesto mencionado, al que
llamaremos modelo, para que sea abordable y poder llegar a saber por dénde
se une utilizando la filosofia de fdMD (fragment disolved Molecular Dynamics).
(Privat et al., 2020).

4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. Amber

Amber es una suite de programas de simulacién molecular para biomoléculas.
Esta formada por un gran nimero de programas diseflados para poder simular
sistemas quimicos. En estas simulaciones es también el campo de fuerza que
se utiliza. Amber se divide en dos partes: Amber y por otro lado AmberTools.
En nuestro caso, se usa el campo de fuerzas ff14SB para la proteina, que es el
sistema que estamos estudiando. Amber incluye programas destinados a la
preparacion de estructuras, como es el caso de LEaP, otros programas para el
calculo de energias, como Sander y programas de analisis como ptraj. (Case et
al., 2018).
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El flujo de trabajo que se va a seguir en este trabajo es el que se muestra en la
siguiente fig. 4.1.

Figura 4.1. Diagrama del flujo de trabajo.

Con el programa LEaP se generan los ficheros de topologia y coordenadas de
cada atomo. La topologia es el fichero que contiene los pardmetros para cada
atomo del campo de fuerza utilizado. Posteriormente se trabajard con Sander
(Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints). Este es el
programa de simulaciones que utilizaremos para el proceso de minimizacion,
asi como para el de calentamiento. Es capaz de trabajar con diferentes campos
de fuerzas disefiados para biomoléculas u otro tipo de sistemas (por ejemplo,
polimeros organicos) y con diferentes modelos para agua y otros disolventes.
Otro programa que se usarad es Pmemd. Se trata de una version de Sander
optimizado para ejecutarse en tarjetas graficas (GPUs)

Por ultimo, para el analisis de los resultados se use el programa cpptraj, que es
una herramienta para analizar la trayectoria obtenida. También se hara uso del
script MMGBSA.py, que automatizara el calculo de energia libre de unién
segun la metodologia MMGBSA. (Case et al., 2018; Roe et al., 2013; Ansino,
2020; Kollman et al., 2000).

4.2.Dindmica molecular de fragmentos disueltos (fdMD)

La mayor parte de los medicamentos que ingerimos a dia de hoy son el
resultado de un complejo procedimiento de investigacién. El estudio y el
desarrollo de los medicamentos se ha llevado a cabo siempre mediante

métodos experimentales, pero en los Ultimos afios se han desarrollado también
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farmacos gracias a meétodos computacionales. Estos métodos poseen los
siguientes rasgos principales:

- ldentificar compuestos ya existentes con una actividad biologica de

interés y ademas crear nuevas estructuras con los efectos biolégicos en

los que estemos interesados.

- Dentro de las posibles opciones de moléculas que tengamos seleccionar

aquella candidata que sea la mas adecuada.

- Optimizar las propiedades deseadas de los fragmentos de las moléculas

gue disponemos.
El descubrimiento de farmacos basados en fragmentos, conocido como FBDD
(Fragment Based Drug Design), es una técnica experimental usada para la
busqueda de nuevos farmacos. Esta técnica tiene como principal objetivo el
estudio de los farmacos desde el punto de vista quimico y consiste en fijar la
relacion existente entre la estructura quimica del farmaco y su actividad
biologica.
El grupo en que se ha desarrollado este Trabajo Fin de Grado, propuso el
llamado método de dindmica molecular de fragmentos disueltos, conocido con
las siglas fdMD (Fragment Dissolved Molecular Dynamics), y con él poder
solventar los problemas que FBDD pueda dar. Este es un método
semiautomatico y sistematico propuesto para ser aplicado en proyectos FBDD,
con el objetivo principal de localizar el sitio de unién de una diana biolégica con
un ligando pequefio. (Privat et al., 2020).
FAMD es el método con el que vamos a trabajar para el desarrollo de este
proyecto. En él se emplea cajas de simulacién previamente equilibradas en
cuyo interior hay una copia del ligando solvatado con moléculas de agua. Se
requiere emplear un término de repulsiébn de Lennard-Jones para evitar la
agregacion de los ligandos. Esta caja pre-equilibrada se puede usar para
solvatar la diana de interés. Cuando se produce la solvatacién de la proteina
con esta caja previamente equilibrada se obtiene un sistema de simulacion que
contiene un numero de copias del ligando, y asi se evita la posible
desnaturalizacion de la proteina Se pueden destacar dos ventajas que presenta
fdMD, por un lado, puede solvatar la diana biolégica con un pequefio nimero

de ligandos y asi evitar la desnaturalizacion y por otro lado, aportar una base
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de datos de cajas solvatadas de diferentes ligandos para a posteriori poder ser
usadas en proyectos de FBDD.

Las seis etapas del método fdMD abarcan desde la preparacion del fragmento
y la proteina hasta el andlisis de los resultados que se obtengan. (Privat et al.,
2020).

El método fdMD utiliza la suite de programas Amberl8. En primer lugar,
utilizando el médulo LEaP de Amberl8, se solvata el ligando con moléculas de
agua TIP3P. (William et al., 1983).

Seguidamente, la caja solvatada se somete a minimizacion seguida de MD, y la
instantanea final de esa ejecucion de MD se exporta para ser utilizada como
caja de solvatacion. De la misma forma se trabaja con la proteina, que se
solvata con LEaP usando la caja de solvatacion equilibrada con el ligando que
se va a estudiar. Como resultado final, tras un protocolo de minimizacién y
equilibrado, se obtiene un sistema final que constara de la proteina con un
namero (N) diferente de copias del ligando para el cual se quiere analizar su
modo de unidn a la proteina.

Las energias libres de enlace se calculan con el script MMGBSA.py, siguiendo
el esquema MMGBSA (Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area).
(Miller et al., 2012; Kollman et al., 2000). En la figura de mas abajo, fig. 4.2; se
puede observar como se desarrolla el ciclo termodinamico. EI método
MMGBSA esta planteado para valorar la energia libre de la union a
macromoléculas biologicas de ligandos pequefios. Estos calculos estan
basados en simulaciones de dindmica molecular del complejo receptor-ligando,
obteniéndose asi la energia total del enlace. (Granadino-Roldan et al., 2014).

0
AGenlace

Ligando (L) + Proteina (P) Complejo proteina-ligando (PL)
I I |
AG’O—»solv AGg_)SOW AG}())Z)SOZU

| | !

Ligando (L) + Proteina (P) Complejo proteina-ligando (PL)

v

v

1 T
1 1
' AGeniace '

______________

Figura 4.2. Ciclo termodindmico destinado para obtener una expresion de la energia total de

enlace.
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4.3.Preparaciéon y dinamica molecular del sistema G6PDH.

4.3.1. Preparacion del sistema de la proteina.
Inicialmente, se obtuvo la estructura de partida de la G6PDH del Protein Data

Bank (PDB) (http://www.rcsb.org) con el cédigo de entrada 1QKI. Se trata de

una estructura cristalina con la mutacion Canton y con NADP+ estructural.
(Pettersen et al., 2004).

Durante los pasos de preparacion y de produccion, se empleé el algoritmo de
restriccibn SHAKE, que permite que el tiempo de integracion sea de 4 fs, o sea,
con el mismo numero de pasos de célculo se obtiene el doble de tiempo de
dinamica molecular.

El procedimiento de fdMD se resumen en seis pasos que van desde la
preparacion del sistema hasta el andlisis de los resultados obtenidos derivados
de los diversos computos. Los pasos 1 y 2 se corresponden a la preparacion
del fragmento de interés y de la preparacion de la proteina, respectivamente.
En el paso 1, el fragmento de interés se sumerge en una caja de moléculas de
agua TIP3P equilibradas utilizando el médulo LEaP de Amber 18, después se
minimiza la energia y el sistema se somete a una ejecucién de MD, guardando
la instantanea final para el paso 3. En el paso 2, se prepara la proteina. Se
eliminaron de la estructura las moléculas organicas, mientras que se
mantuvieron las aguas estructurales. La proteina se carg6 en el modulo LEaP
de la suite Amberl8, donde se afiadidé, ademéas de la caja cubica de agua
TIP3P equilibrada y el ligando, atomos de hidrégeno y un nimero apropiado de
contraiones de sodio para que el sistema fuera eléctricamente neutro. En el
paso 3, la proteina se disuelve utilizando varias copias de la caja que contiene
el fragmento producido en el paso 1. En el paso 4, el sistema se somete a la
minimizacion de la energia y al equilibrado, seguido de simulaciones de MD. En
el paso 5, se eliminan las moléculas de agua y los contraiones de la trayectoria
solvatada de proteina-ligando. Se genera un archivo pdb en la ultima
instantanea de cada una de las N trayectorias, realizado con el script
fdMD_OneTraj.cmd. En el paso 6 cada una de las N trayectorias se analiza
utilizando el script fdMD_ReactiveTraj.py para asi evaluar si estas trayectorias
han sido reactivas o no, en el sentido de que el ligando interactia con un

posible sitio de unién durante un tiempo el tiempo de simulacion.
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4.3.2. Minimizacion de la energia.
Esta minimizacion se tiene que llevar a cabo mediante un proceso por etapas y
es necesario para eliminar el posible estrés conformacional de la proteina.
Para conseguir dicha minimizacion, como cualquier proceso en Amber,
son necesarios:
1) Fichero .top, se trata de un fichero de topologia para el ligando, el
mismo en todo momento. Este fichero proporciona los parametros
necesarios del campo de fuerza para cada uno de los atomos
involucrados en el sistema. Se prepara a partir de un archivo .pdb gracias
al moédulo LEaP
2) Fichero con las coordenadas de todos los atomos.
3) Fichero de entrada, contiene las ordenes iniciales que el programa
tiene que ejecutar. Se trata del fichero input.
La minimizacion se ejecuta en 5 etapas de minimizacion de 5000 ciclos cada
una.
En la primera etapa, se mantienen fijos los &tomos de proteina y receptor, y se
minimiza el disolvente y contraiones. En la segunda, tercera y cuarta etapa se
mantienen fijos los atomos de los aminoacidos. En la quinta etapa se permite el

movimiento de todos los atomos

4.3.3. Calentamiento.
Se produjo un aumento gradual de la temperatura. En esta etapa de
calentamiento se usa un comando indicando de este que este paso de
calentamiento se realice a volumen constante (ntb=1).
Como el calentamiento supone dar mucha energia, si hay un enlace que esté
muy tensionado puede que se aumente la energia mas en dicha parte y
aumente exponencialmente y lleve a la “explosién”. De no hacer dicha subida

de la temperatura gradualmente se produciria la desnaturalizacién del sistema.

4.3.4. Equilibrado.
Cuando se alcanza la temperatura deseada de 300K, la presion se mantiene
constante (ntb=2). Al variar ahora el volumen, el sistema puede aumentar su

densidad hasta alcanzar su estado de equilibrio.
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4.3.5. Produccion y simulacion MD.

En este punto ya queda completado el sistema para que se desarrolle la
simulacion de MD.

Mientras que el proceso de simulacién esta en curso se va indicando el tiempo
de duracion de cada paso de integracion con el comando dt=0.004. Esto quiere
decir que tendran un tiempo de 4fs por paso.

En la simulacién, con el comando dt=0.004, se indica que la unidad minima de
paso temporal, conocida como timestep es de 0.004 ps (4fs), y con el comando
ntwx=5000 se indica que cada 5000 timestep se escribe el estado del sistema.
Al multiplicar ambos datos (0.004*5000) se obtiene un valor de 20 ps, esto
quiere decir, que cada 20 ps se va a reflejar el estado del sistema en la
trayectoria. A esta descripcion del estado instantaneo del sistema se le llama
shapshot. Como cada 5000 ps se describe el estado del sistema, y se toma
una snapshot cada 20 ps, quedan 250 unidades de tiempo con las cuales se
constituye la trayectoria de la simulacion, conocida también como frame. Se
conseguira el estado del sistema, y por tanto todas las variables que se van a

estudiar como es la de la energia con estas frames.

4.4.Anélisis de fdmd

4.4.1. CPPTRAJ y andlisis de las trayectorias reactivas.

Con el programa cpptraj se analizaron los posibles enlaces de hidrogeno, tanto
intermoleculares como intramoleculares, establecidos durante la simulacion,
averiguandose la distancia de estos enlaces en casa foto de la trayectoria.

Las trayectorias se analizaron utilizando 4 scripts de acuerdo con el protocolo
de la metodologia fdMD.

Mediante el primer script fdMD_OneTraj.cmd, se obtuvieron las trayectorias
gue contenian solo a la proteina con uno de los ligandos, eliminando las
moléculas de agua de la trayectoria y dividiéndola esta en N trayectorias
proteina-ligando, siendo N el nimero de ligandos en la caja de simulacion.
Cada una de las N trayectorias se analizan empleando el script
fdMD_ReactiveTraj.py para evaluar si son reactivos o no, es decir, si el ligando
habia interactuado con un posible sitio de unién durante el tiempo de

simulacién preestablecido, que en nuestro caso fue de 20ns.
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Se recogen todos los datos obtenidos para ejecutar un calculo en MMGBSA.
Posteriormente, se utilizan los scripts 3 y 4, fdMD_MMGBSA_Send.cmd y
fdMD_MMGBSA_Analize.py, respectivamente, con estas trayectorias reactivas
para generar las entradas necesarias para ejecutar el siguiente paso, los
calculos MMGBSA y para extraer y graficar los datos de dichos célculos. (Miller
et al., 2012).

Asi, los archivos de salida que se obtuvieron permitieron visualizar los posibles
sitios de union, el tiempo que el ligando permanece en cada posible bolsillo de

union y la energia de union MMGBSA. (Privat et al., 2020).

4.4.2. MMGBSA.py

Se emplearon en este punto los scripts 3 y 4 fdMD_MMGBSA _Send.cmd y
fdMD_MMGBSA _Analize.py, respectivamente, con estas trayectorias reactivas
para generar las entradas necesarias para ejecutar el siguiente paso, los
calculos MMGBSA vy para extraer y graficar los datos de dichos célculos. Asi,
los archivos de salida que se obtuvieron nos permitieron visualizar los posibles
sitios de unién, el tiempo que el ligando permanece en cada posible bolsillo de
union y la energia de union MMGBSA. Ademas, la dltima instantanea de cada
trayectoria se utilizé para calcular la energia de unién con KDEEP con el fin de
comparar ambos valores y proponer los posibles sitios de unién. (Privat et al.,
2020).

4.4.3. Calculo de la energia libre
En dindmica molecular, uno de los objetivos es poder calcular la energia libre
de Gibbs de los sistemas. En este trabajo final, los calculos de energia libre de
enlace utilizaron MMGBSA y de area superficial de Poisson-Boltzmann de
mecanica cuantica (MMPBSA) tal y como se efectdan en el paquete de Amber.
El calculo de la energia libre de Gibbs obtenida con el ciclo termodinamico, se
obtiene con la ecuacion 4.1. Dicha energia estd estimada a partir de las
energias libres de solvatacion de los reactivos, proteina (P), ligando (L) o del

complejo proteina-ligando (PL).

— 0 0-solv 0-solv 0-solv
AGenlace - AGenlace + AGPL - AGL - AGP

Ecuacion 4.1.
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Con MMGBSA, calculamos la energia libre para un proceso, es decir, la unién
del ligando a la proteina. Esto se calcula a partir de la entalpia y de la entropia

segun la siguiente ecuacion 4.2:

AG? = AH — TAS 1ace

enlace enlace

Ecuacion 4.2.

La contribucion de la entalpia se puede expresar tal y como se muestra en la
ecuacion 4.3. Esta energia se obtiene teniendo en cuenta la entalpia estandar
interna (AHY,,), la contribucion referida a las fuerzas de van der Waals (AH2,,)

y por Gltimo, las electrostaticas (AHZ,.).

AHgnlace = AHL'Ont - AHT?dW + AHe?lec

Ecuacion 4.3. Calculo

Agrupando las ecuaciones anteriores, 4.2 y 4.3 se puede calcular la variacion
de la energia libre de Gibbs como la suma de las energias libres de cada

estado.

AG = AHD,, — AHY,y, + AHY . — AGS°Y — TAS

int

Ecuacion 4.4.

En esta Ultima expresion, ecuacion 4.4, quedan representados una serie de
términos. Los tres primeros referidos a enlace, interacciones de van der Waals
y a las interacciones electrostaticas. Los dos ultimos términos se deben a la
energia libre de solvatacion (AG°") y al término entrépico. (Gohlke y Case,
2004). Las interacciones de van der Waals y electrostaticas son las que
aportan mayor contribucion a la energia total del sistema. Dichas

contribuciones se detallan a continuacién. (Granadino-Roldan et al., 2014).

4.4.3.1. Contribuciones de las interacciones en la energia.

Como ya se ha dicho, dentro de las contribuciones que aportan mas energia
estas las electrostaticas. Esta interaccion energética es debida a todas las

cargas de los atomos, tanto las cargas inducidas como las permanentes. En la
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ecuacion 4.5 se muestra la ecuacion de la ley de Coulomb, la mas empleada

para calcular estas interacciones:

E.i(Rap) = QAQB/€ Ryp
Ecuacion 4.5.

Donde Rag es la distancia entre los atomos A y B, Q*y QB las cargas de los
atomos Ay B, y € la constante dieléctrica.

Las contribuciones electrostaticas habitualmente se modelan haciendo uso de
cargas puntuales centradas en los atomos, lo que se conoce como cargas
parciales, y con ellas se representa la densidad de carga molecular. En una
representacion molecular real es necesario contar tanto con los momentos
dipolares, y asi dejar incluidos los pares no compartidos, asimismo se debe
tener en cuenta a los momentos cuadrupolares, incluyendo asi los enlaces Tr.
Cuando se asignan cargas parciales, se suelen alcanzar cargas demasiado
grandes para aquellos atomos que no estan en la superficie de la molécula.
Afadiendo un término de penalizacion distinto de cero, se soluciona el
problema de las cargas parciales grades para los atomos que no estan en la
superficie. Esto se lleva a cabo con Amber. (Cisneros et al., 2014; Carazo,
2015).

A diferencias de las interacciones electrostéticas, las de van der Waals no son
producidas por las cargas de los atomos, se deben a la energia que se
describe entre la atraccién o repulsion que se da entre los atomos que no
estan directamente unidos. Normalmente, estas interacciones se calculan con

la ecuacién 4.6, conocida como uncion de Lennard-Jones:

EvdW(RAB) = ( C1/R12) - ( CI/R6)
Ecuacion 4.6.

En dicha ecuacion Ras es el radio de van der Waals, y Ci1 y C2 como
constantes. El pardmetro Ras de esta ecuacion se obtiene como una suma de
radios atomicos, asumiéndose los atomos como esféricos.

La energia debida a estas interacciones de van der Waals (Evaw) toma el valor
cero para distancias interatbmicas grandes. En distancias interatbmicas medias

se produce una atraccion dipolo inducido entre las nubes electrénicas de los
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atomos, y por ultimo, es muy repulsiva en distancias cortas, debido al
solapamiento que se produce de las nubes electronicas de los dos atomos,
debido a que los electrones se repelen entre si porque son de cargas opuestas.
La magnitud Ras de la ecuacion 4.6 de Lennard-Jones se obtiene como la
sumatoria de los radios atdbmicos del sistema. En las contribuciones que se
estan tratando en este apartado, se entienden a los atomos como esféricos,
pero esto no siempre es asi: tiene como excepcion a los atomos de hidrégeno
con una distribucion electronica que difiere mucho de ser esférica, y por otro
lado, tampoco se consideran atomos esféricos a aquellos que tienen pares de
electrones sin compartir. Pero estas dos excepciones no son de mucha
importancia para las interacciones de van der Waals, ya que son atomos que
participan en los enlaces de hidrégeno y este tipo de enlace tiene tendencia

electrostatica. (Jensen y Wiley, 2007; Carazo, 2015).

5. RESULTADOS.

Se obtuvieron dos dinamicas de simulacion molecular para explorar los
posibles sitios de unién entre ligando y proteina. Como se ha comentado
anteriormente, cada una de las N trayectorias que se obtuvieron se analizaron
con el script fdMD_ReactiveTraj.py para evaluar si eran reactivas o no.

En la caja de simulacion de partida, tenemos desde el 970 al 1027 ligandos, y
tal y como se ha comentado con el script (fdMD_ReactiveTraj.py) sélo nos
guedamos con tres de todos ellos, ya que se observd que estos tres eran los
reactivos. Los ligandos reactivos con los que nos quedamos y de los cuéles
hacemos este estudio, los numeramos como 980, 996 y 1022. Con el script
fdMD_ReactiveTraj.py se analizé estas tres trayectorias reactivas, midiendo la
distancia a la que se encontraba el atomo central, denominado C99, respecto
de la proteina. Esta distancia la consideramos desde la ultima instantanea,
comparandola con todas las anteriores durante el tiempo que se desarrolla la
simulacion. Las trayectorias se consideran reactivas si por un lado, el atomo
C99 tiene al menos un atomo de la proteina a una distancia proxima a la
proteina en la Ultima instantdnea y por otro lado, que esta distancia se

mantenga en ese sitio durante al menos el 90% de ocupacion en las
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instantaneas durante los ultimos ns del tiempo de simulacion. Este mismo script
es el que se encarga de eliminar los archivos relacionados con las trayectorias
no reactivas y ademas genera un archivo PDB de cada ultima instantanea de
estos tres que se utilizara para obtener las energias de enlace.

A continuacion, mostramos los resultados obtenidos para la distancia del C99
entre la ultima foto y las anteriores, y eso nos ayuda a predecir si el ligando ha
encontrado un sitio de uniéon y ha estado ahi estable al menos al final de la

simulacion.

5.1.Distancia de enlace frente al tiempo.

En los siguientes gréficos, 5.1; 5.2; 5.3, quedan representadas las distancias a
las que se encuentra el &tomo central C99 con respecto de la proteina, desde
donde se encuentra en la Ultima instantanea y en todas las anteriores, durante

el tiempo que dura la simulacion para cada uno de los ligados reactivos.

Ligando 980

12

10

&

Distancia (A)
(o))

0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (ns)

Gréfico 5.1. Distancia de C99 desde durante el tiempo que dura la simulacion para el ligando
980.
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Ligando 996
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Gréfico 5.2. Distancia de C99 durante el tiempo que dura la simulacion para el ligando 996.

Ligando 1022
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Grafico 5.3. Distancia de C99 durante el tiempo que dura la simulacion para el ligando 1022
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5.2.AG

5.2.1. AG total
En este apartado se pueden observar los graficos 5.4, 55 y 5.6
correspondientes a las representaciones graficas que se han realizado de las
energias totales de interaccion, en Kcal/mol, de cada una de las copias de los
ligandos en funcion del tiempo de simulacion, en ns de toda la trayectoria.

AG TOTAL
Ligando 980

0
(L 50 100 150 200 250 300 350

AG Total (Kcal/mol)

Tiempo (ns)

Gréfico 5.4. AG total frente al tiempo del ligando 980
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AG TOTAL
Ligando 996
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Gréfico 5.5. AG total frente al tiempo del ligando 996
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Gréfico 5.6. AG total frente al tiempo del ligando 1022
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5.2.2.AG promedio.

En las siguientes tablas se muestra la energia libre promedio, por un lado
obtenida con las contribuciones de van der Waals (VDWAALS), por otro lado,
con las contribuciones electrostaticas (EEL), y por ultimo la energia total media

de cada uno de los ligandos.

Tabla 5.1. AG promedio del ligando 980

Método Media (Kcal/mol)
VDWAALS -29,9710
EEL -19,6416
DELTA TOTAL -19,8487

Tabla 5.2. AG promedio del ligando.

Método Media (Kcal/mol)
VDWAALS -29,3722
EEL -13,2716
DELTA TOTAL -20,1737

Tabla 5.3. AG promedio del ligando 1022.

Método Media (Kcal/mol)
VDWAALS -13,0714
EEL -6,2644
DELTA TOTAL -8,9709
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5.3. Analisis de las instantaneas de cada ligando

A continuacion, se muestran las instantaneas iniciales y finales de cada uno de
los ligandos seleccionados, poniendo la vista en el sitio donde se encuentran al
inicio y luego al final de la simulacion, para ver si se ha mantenido en el mismo
sitio, o si por lo contrario ha ido moviéndose hasta encontrar un mejor sitio
donde poder interaccionar con la proteina y donde permanezca unido por mas
tiempo de la simulacion que estamos ejecutando. En las figuras que se
muestran a continuacion, fig. 5.1; 5.2; 5.3; se corresponden con las imagenes
de la simulacion de cada uno de los tres ligandos copia reactivos (980, 996 y
1022).En estas figuras, ademas se ha hecho una diferenciacion entre la imagen
al principio y al final de la simulacion, siendo la letra A para el inicio y B para el
final. En estas imagenes queda capturado el residuo de cada copia de los
ligandos que permanece unido a la proteina. Estas imagenes han sido

obtenidas con el programa UCSF Chimera.

Instantaneas del Ligando 980: En la fig 5.1. (A) se muestra la posicion que
tiene este ligando reactivo al inicio de la simulacién y en (B) al final de la

simulacion.
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Figura 5.1. Situacion del ligando 980.

Instantaneas del ligando 996: En la fig 5.2. (A) se muestra la posicion que
tiene este ligando reactivo al inicio de la simulacién y en (B) al final de la

simulacion.
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Figura 5.2. Situacién del ligando 996.

Instantaneas del ligando 1022: En la fig 5.2. (A) se muestra la posicién que
tiene este ligando reactivo al inicio de la simulacién y en (B) al final de la

simulacion.
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Figura 5.3. Situacién del ligando 1022.

30



6. DISCUSION.

En este apartado se va a ir haciendo un estudio detallado de todos los
resultados obtenidos y que se han ido reflejando con anterioridad en este
proyecto. Nos centraremos en el estudio de cuatro aspectos diferentes de los
que se han obtenido unos resultados tras realizarse la simulacion molecular.

Los cuatro aspectos en los que nos vamos a fijar son:

- Estudios de la distancia a la que se encuentra el atomo central C99
desde su posicion en la dltima foto, con respecto a todas las anteriores.
Esto es de gran utilidad, ya que ayuda a decidir si el ligando ha encontrado

un sitio de union y si ha estado ahi al menos al final de la simulacién.

- Se realiza ademas un estudio de los valores que se obtienen de energia
libre para cada ligando en funcién del tiempo en el que se produce la
simulacion. AG es la energia de la interaccion, y persigue encontrar el
menor valor de esta energia de los tres ligandos activos con los que
finalmente Unicamente nos hemos quedado. Cuanto menor sea el valor de
AG quiere decir que la union que se establece entre el ligando y la proteina
es mas fuerte. Se suele acudir al estudio de AG frente al tiempo, para

conocer si la dinAmica molecular ha convergido o no.

- Por otro lado, se contemplan los resultados obtenidos de las
interacciones de van der Waals y electrostaticas.

- Asimismo, ha sido de gran importancia visualizar con UCSF Chimera
coémo se han ido posicionando los ligandos en la proteina a lo largo de la
simulacion.
El estudio de todo esto tiene como fin poder conocer por dénde se une el
ligando al que llamamos modelo y la proteina y en posteriores estudios llegar a
poder plantear modificaciones a dicho compuesto que aumenten su afinidad
para con la proteina.
Tras estudiar la distancia a la que se encuentra el atomo central, C99, desde su
posicion final, con respecto a todas las anteriores, hemos obtenido los graficos
5.1, 5.2, 5.3. En ellos se representa la distancia en A del atomo C99 desde el

tiempo inicial (O ns) hasta el final (320 ns).
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El grafico 5.1 es el que se corresponde con el ligando 980. Podemos ver como
el &tomo C99 se ha ido encontrando a diferentes distancias de la proteina. En
esta copia de ligando, a simple vista, se observa que el ligando se ha
mantenido muy proximo al mismo sitio de unién. No obstante, hay que decir,
gue ha tenido momentos en los se ha alejado un poco de dicha posicion pero
conforme la simulacion se hay ido acercando al final del tiempo, esta distancia
se va acortando y va tomando una posicion mas proxima con la proteina.

En el gréfico 5.2 podemos ver lo mismo comentado anteriormente solo que con
la copia de ligando 996. De este se puede sefialar, en comparacion con el otro,
que ha tenido mas sitios de unién diferentes en las que se ha posicionado
hasta ir recortando distancia con la proteina conforme la simulacion ha
transcurrido.

El ligando copia 1022 es el que aparece representado en el gréfico 5.3. Se
considera que este ligando es el que ha tenido sitios de unibn mas dispares en
comparacion con los otros dos anteriores. Alrededor de los primeros 50 ns de
la simulacion, este ha estado a la misma distancia de la proteina, pero desde
agui hasta aproximadamente los 200 ns el ligando se ha estado moviendo
alrededor de la proteina hasta que se ha unido a ella en un sitio de unién
mucho mas cercano que el sitio al que se unia al comienzo de la simulacion.
Ahora vamos a hacer el estudio de los datos obtenidos para la energia libre
total de cada uno de los ligando copia con respecto del tiempo. Cabe
mencionar, que si el valor de la energia se aproxima o se hace 0 quiere decir
que el ligando copia se ha encontrado préximo al agua

El grafico 5.4 muestra los resultados para el 980. Se puede visualizar una
consecucién de resultados muy parecidos de la energia. Este ligando no
parece ser que se haya aproximado mucho al agua ya que no presenta valores
muy proximos al 0, lo que quiere decir que ha estado mas cercano a la
proteina.

En el grafico 5.5 tenemos los resultados para el 996. Este al principio de la
simulacién, en torno a los primeros 20 ns, ha estado mas alejado de la
proteina, incluso se puede decir que ha estado por agua debido a que se dan
valores de Okcal/mol. Pero tras darse estos primeros 20 ns, a este ligando
copia le ocurre lo mismo que al anterior, mantiene unos valores de energia mas

0 menos constantes sin sufrir variaciones de valores muy notables.
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Pero en el grafico 5.6 si que se puede discutir diferencias significativas con
respecto al 980 y 996. Este muestra mas resultados de energia con valores de
0 o préximos a 0 durante un mayor tiempo de simulacién, es decir, que se ha
encontrado durante mayor tiempo alejado de la proteina y mas proximo al
agua. Al final si se observa como la energia del sistema va disminuyendo,
indicando asi que se va produciendo una interaccion con la proteina mas
fuerte.

Podemos superponer los graficos 5.1. con 5.4, 5.2 con 5.5y el 5.3 con 5.6 y
podemos ver como se relacionan los valores de los tres ligandos copia y ver
como se llega a una misma idea de que el que mas tiempo ha tardado en
interaccionar con la proteina ha sido el 1022, por todo lo que anteriormente se
ha detallado.

Las AG promedio quedan plasmadas en las tablas 5.1, 5.2, 5.3. A partir del
snapshot 1, la copia del ligando 980 esta estable en el binding site, es decir
permanece estable durante toda la simulacion en el sitio de union a la proteina.
El ligando 996, permanece estable a partir del snapshot 2350. Y por ultimo, el
1022 se tiene en cuenta a partir del snapshot 10400. Como se ha comentado
anteriormente se persigue localizar la energia mas baja que es la que lleva
relacionada una interaccion ligando proteina mas fuerte. Pero se tiene que
tener en cuenta las interacciones que se establecen tanto de van der Waals
como las electrostaticas, ya que sabemos que son las contribuciones mas
importantes para la energia.

Tras conocer los datos conseguidos de los enlaces de hidrogeno que se
establecian entre el ligando y la proteina, se ha comprobado que estos 0 no se
establecian o lo hacian con un porcentaje de ocupacion bajo, lo mas que se ha
producido ha sido de un 18%, por ejemplo, en el 980. Debido a esto, para este
estudio, no se han considerado los enlaces de hidrégeno. Al no darse esta
interaccién o en muy poca proporcion, el valor obtenido para las interacciones
electrostaticas de cada uno de los ligandos reactivos, puede ser menor que el
valor de las de van der Waals, ya que en estas interacciones quedan implicitas
las contribuciones de los enlaces de hidroégeno, las cuales son insignificantes
en este trabajo. Los ligandos 980 y 996 presentan, curiosamente unos valores

muy parecidos entre ellos. La diferencia se hace mas notable con el 1022 que
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posee unas energias inferiores a los otros dos, haciéndose notar nuevamente
qgue se encuentra en un sitio de union mas distante de la proteina.

Por dultimo, gracias a las imagenes obtenidas con UCSF Chimera,
visualizamos donde se ha encontrado el ligando al inicio y fin de la simulacion
para cada uno de los ligando reactivos, representado esto en las fig 5.1; 5.2;
5.3. Es muy curioso ver cémo el ligando reactivo 1022 ha mostrado un mayor
desplazamiento del sitio de union, encontrandose al comienzo de la simulacién
proximo a la proteina en una determinada posicion y luego se ha ido alejando
alrededor de la proteina hasta que se ha desplazado a otra posicion diferente
y se ha vuelto a acercar a la proteina a una menor distancia de esta conforme
el tiempo de simulacion ha ido concluyendo.

En los otros dos ligandos no es tan notable esta variacion de la posicion de
unién con la proteina, al inicio y fin de la simulacién, se considera que el
ligando 980 y 996 encuentran desde el inicio un hueco en el que posicionarse
y producir la unién con la proteina y no tener que buscar otros sitios posibles

mas estables.

7. CONCLUSION.

En el presente trabajo, presentamos como con un modelo computacional
semiautomatizado denominado fdMD, se generan cajas de simulacion de
pequefios fragmentos solvatados que se utilizan para solvatar a su molécula
diana y de esta forma poder conocer los posibles sitios de union que se
establecen entre el ligando y la proteina.

Después de estudiar los diferentes resultados que se han obtenido, no se
puede llegar a una conclusién final de cual es el mejor sitio de unién a la
G6PDH. Se han ido viendo las diferentes interacciones y se ha planteado
cudles parecian ser mas fuertes o menos fuertes de los ligandos copia con la
proteina, segun lo obtenido. Se sabe tras realizar todo el estudio de este
Trabajo Fin de Grado que el analisis de la dinamica molecular nos ha ayudado
a identificar los posibles sitios donde se producen las interacciones mas
fuertes del ligando con la G6PDH, pero no podemos concluir con la elecciéon

del mejor sitio de union con los resultados que se han obtenido.
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Este problema se podria solventar con un mayor tiempo de simulacion de la
dinamica molecular, que facilitaria poder ver con més seguridad la interaccién
del ligando con la proteina, y si realmente se queda el ligando en un sitio u otro
con mayor fiabilidad y durante mas tiempo de simulacion.

Esto no quiere decir que la dinamica mandada no haya funcionado, todo lo
contrario, de todos los ligandos de los que partiamos de un inicio se ha
concluido Unicamente con tres ligandos copia que se seleccionaron porque
eran reactivos y los tres muestran que son muy adecuados a unirse con la
proteina pero con esta simulacion que se ejecutd no es suficiente para poder

dar una conclusion final de este trabajo
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