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CAPITULO 5

CALCULOS COMPUTACIONALES EN MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

Marcelo D. Costabel y Fernando Zamarrefo

Introduccion

Las macromoléculas biolégicas constituyen sistemas complejos que pueden
adoptar diferentes estados y funciones, sosteniendo un comportamiento
dinamico irregular. Para establecer modelos computacionales que respondan a
estos requerimientos, debe plantearse la utilizacién de programas basados en
leyes y teorias con fundamentos matematicos, fisicos y quimicos, lo que
representa un ejemplo de problema multidisciplinario por excelencia.

Al mismo tiempo, el modelado molecular contiene una dosis interesante de
arte; donde podemos encontrarnos con un boceto inicial de lineas simples o
una figura detallada de pintura real, todo dependiendo del conocimiento previo
que tengamos sobre el sistema bajo estudio; y como dijo Pablo Picasso: “el

Arte es una mentira que nos ayuda a comprender la realidad”.

5.1. Origenes

Desde siempre, el hombre se interesdé en la descripcion de los fendmenos
naturales y el consiguiente entendimiento de las estructuras subyacentes que
son participes de los mismos. No obstante, los comienzos del modelado
molecular como hoy lo conocemos, se remontan a comienzos del siglo XX,
donde la cristalografia de Rayos X emergente en esos dias, resulté una
herramienta crucial para desentrafiar la estructura molecular de los sistemas

biolégicos.
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Sin embargo la descripcion inicial no resultaba sencilla y como el trazado en
papel sélo permitia una figura bidimensional, el Unico camino posible para el
armado 3D provino del disefio de mapas de densidad electrénica con
materiales como plastilina y madera balsa y la utilizacion de kits para el armado
de modelos de esferas y palos que permitieron una figura mas realista de las
estructuras en estudio (Figura 5.1.).

; !;-59:'741-",‘
N

© A.Barrington Brown/Photo Researchers, Inc.

Figura 5.1. Watson y Crick mostrando el modelo structural de la doble hélice de DNA, armado
con alambre.

Seguramente el trabajo de Watson, Crick y Franklin en la resolucion de la
estructura del DNA por técnicas cristalograficas (Watson, 1953) es un hito en la
historia del modelado molecular de macromoléculas. A partir de alli, la
cristalografia y el modelado molecular crecieron en simultaneo.

El aporte siguiente, sin duda, lo brind6 la computacién. El advenimiento de la
informatica y el continuo desarrollo de las computadoras, permitio el planteo de
modelos cada vez mas precisos y la posibilidad de una visualizacién de los
mismos en graficas de tres dimensiones. Pero la computacién no sélo permitid
el armado de un modelo y la figura correspondiente, también aporté el entorno
de trabajo para aplicar el calculo a sistemas con decenas, centenares o miles
de atomos y de esa forma considerar que tipo de interacciones involucran esos
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sistemas, dando lugar a descripciones estaticas y dinamicas que dieron origen
a lo que hoy conocemos como simulacién computacional de macromoléculas y
nos permiten inferir o describir el complejo entramado en la relacidn estructura-

funcién de moléculas bioldgicas.

5.2. Modelo Inicial

El punto de inicio para el estudio de una macromolécula bioldgica por técnicas
computacionales, es generar ese modelo que permita definir las posiciones de
los atomos en el espacio respecto a un sistema de coordenadas cartesianas.
Este modelo se obtiene a partir de técnicas experimentales como son la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o la cristalografia de Rayos X. De todas
formas, cabe aclarar que, en aquellos casos donde la posibilidad del
experimento se ve frustrada, es factible la realizacibn de un modelo que
permita, a partir de una estructura conocida, armar el conjunto de coordenadas
de una nueva molécula por medio de un trabajo basado en la homologia de las
secuencias de aminoacidos que las componen.

Dada la importancia de contar con estas estructuras fue necesario
almacenarlas en un sitio de facil acceso. Por esto, las estructuras resueltas
experimentalmente se encuentran depositadas en una base de datos
denominada Protein Data Bank (PDB) (Berman, 2000). PDB fue creado en
1971 y contd en sus inicios con 7 estructuras de moléculas depositadas y ha
crecido hasta contar con mas de 70000 estructuras en la actualidad; lo cual la
constituye en el punto de referencia por excelencia dentro de la biologia

molecular estructural.

5.3. Estudios Computacionales de la Estructura Biomolecular

Conocida la estructura, el paso siguiente es desentrafar el funcionamiento de

la misma dentro del ambito fisiologico en que se instala. La descripcion de
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estos sistemas bioldgicos a nivel molecular ha sido durante mucho tiempo
ambito exclusivo de diferentes técnicas experimentales, que permitieron
dilucidar los mecanismos involucrados. El inconveniente suele ser que estos
experimentos requieren, en muchos casos, mucho tiempo de implementacion y
un andlisis previo minucioso para garantizar la optimizacioén de los recursos que
se aplican para su realizacion.

En ese contexto, el surgimiento de la informatica durante el siglo XX, dio lugar,
entre una innumerable variedad de utilidades, a la aplicacion de la misma en el
analisis de complejos biomoleculares.

Durante las primeras décadas este andlisis estuvo orientado a la verificacion de
lo observado de forma experimental; pero en estos momentos se ha convertido
en una herramienta predictiva, orientadora del trabajo in vitro y ha trasladado
el paradigma a una nueva biologia in silico.

Dado que la posibilidad del célculo computacional crece dia a dia gracias al
progreso continuo en el hardware, los programas aplicados al analisis de
sistemas biolégicos, en los cuales se considera un nimero elevado de atomos,
es cada vez mas variado. En este capitulo presentamos algunos de los
estudios computacionales involucrados en el modelado molecular y que

pueden aportar informacion en la relacién estructura-funcién de biomoléculas.

5.4. Modelo y Energia

Contar con la estructura tridimensional de una molécula es el paso inicial
necesario para un estudio computacional. A partir de alli, conocer la Energia
del sistema nos da la posibilidad de evaluar el funcionamiento bajo distintas
condiciones. En este sentido, la formulacion adecuada de la funcidon Energia
potencial resulta fundamental para que el modelo planteado sea efectivo. A su
vez, la combinacion entre el modelo planteado y los algoritmos empleados es
fundamental para solucionar los problemas de sistemas a gran escala.

Cuando se plantea entonces la Energia, una serie de cuestiones deben ser

tenidas en cuenta. En primer lugar, debe considerarse el espacio de
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configuraciones. Este espacio de configuraciones para un sistema molecular es
de 3N-6 grados de libertad, (donde el valor 3N corresponde a los
desplazamientos espaciales posibles para cada uno de los N atomos que
componen la molécula, y las 6 restricciones se deben a los movimientos de
traslacion y rotaciébn conjunta que no implican movimientos relativos de los
atomos) lo cual, para una proteina es del rango de 10* y mayor a(n al
considerar hidratacion explicita dentro del modelo. Es por esto que, dentro del
modelo, se aplican restricciones especificas que dan lugar a la reduccion de
variables que permiten plantear la forma funcional de la Energia en un espacio
cartesiano.

La Energia potencial dentro de un modelo molecular es la combinacion de

varios términos:

E= Edist + Eang + Etor + ELJ + Ecoul Ec.5.1.
2

Edist - Zsij G — 0 Ec. 5.2.

2

Eang — Z Kijk COsS Hijk —COS ‘9ijk Ec. 5.3.
~-A B,
_ j ij

E, = Z 6 +? Ec.5.4.

ij K j f j

0:q;
E =
coul ; girij jrij Ec. 5.5.

Los dos primeros términos corresponden a la Energia de enlace interatomica
(longitud y angulo), el tercero es un potencial torsional, luego tenemos un

potencial de Lennard —Jones que modela la repulsion a distancias cortas y la

145



atraccién a distancias grandes y un potencial Coulombiano entre las particulas
cargadas del sistema.
Si bien estas relaciones representan aproximaciones, las mismas son

razonables en el caso de las macromoléculas.

5.5. Electrostatica de Macromoléculas

En los ultimos afios ha habido un interés renovado por la Electrostatica en la
biologia, debido a tres factores basicamente:

1. El rol muy importante que juegan dichas interacciones en la caracterizacion
de las propiedades estructurales y funcionales de las macromoléculas,

2. Los avances en la resolucion numérica de las ecuaciones basicas que
gobiernan estos fenbmenos, y

3. El incremento del poder de célculo que hizo factible crear herramientas
computacionales que implementen los algoritmos numéricos en tiempos de
calculo razonables.

La electrostatica clasica esta regida por la Ecuacion de Poisson:

—V][e(r)Ve(r)]= p(r) Ec. 5.6.

Donde ¢ (r) es la permitividad del medio, ¢ (r) es el potencial electrostatico y
p (r) es la densidad de carga.
En los casos particulares en los cuales podemos suponer que la permitividad

es constante e igual a 1, la solucién de la ecuacion para este potencial es:

#(r)= [ () ——dr

r—r

Que es la Ley de Coulomb y donde

P(r) = Zq5(r - r'), Ec. 5.8.
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es la densidad de carga correspondiente a un conjunto de N cargas puntuales
ubicadas en los sitios atémicos.

La solucién del sistema para macromoléculas con forma arbitraria, implica la
utilizacion de meétodos numeéricos complejos. En estos métodos el espacio
continuo se transforma en una matriz discreta compuesta de puntos
equiespaciados. El dominio del problema entonces se divide en dos regiones.
El volumen asignado al solvente se define como la union de los volumenes
accesibles a esferas del tamafio de una molécula de agua de radio 0,14 nm
que no ingresan al espacio reservado a los atomos de las macromoléculas. Al
volumen correspondiente al solvente se le asigna una constante dieléctrica de
78,54 y al volumen correspondiente a las moléculas se les asigna una
constante igual a 2.

Cuando las macromoléculas se encuentran en solucién, debemos considerar
no solo la presencia de agua, sino también los iones inmersos en la misma 'y su
distribucion en la soluciébn. La descripcion de un sistema de estas

caracteristicas corresponde a la Ecuacion de Poisson-Boltzmann

—V]e()V4(r)]= p,(r)+ p,(r)

Suponiendo que tenemos una solucion salina con cationes y aniones, la

densidad de carga en la solucién la escribimos como

p.(r)= —2exsinh{%_(rr)} Ec. 5.10.

Con lo cual obtenemos la Ecuacién de Poisson — Boltzmann no linealizada:

—V[&‘(I‘)V¢(|’)] = Pn (I’) —2exsinh{ef§_r)} Ec.5.11.
La cual, con alguna aproximacion la podemos escribir como

- V[g(r)V¢(r)] = Pm (I’)— g(r);(z(p(r)’ donde Ec. 5.12.
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2
) 2le

1 q
= e(r)kT , con una Fuerza lonica | = Ezn

2
e
A partir de este modelo y especificados los pardmetros adecuados se resuelve
el sistema discreto y se asignan los valores de potencial a cada uno de los

puntos del reticulado, lo cual permite calcular la Energia Electrostatica del

sistema como

1
Ge :Ezqi¢i Ec. 5.13.

La relevancia de las interacciones electrostaticas es particularmente notable
para las moléculas con carga neta no nula. En el caso de las proteinas han
sido reconocidos, por ejemplo, efectos funcionales de importancia producidos
por los dipolos correlacionados de las hélices alfa. Ademés, en problemas que
involucran la presencia de una membrana biolégica muchas de las propiedades
estructurales de las mismas (rigidez, estabilidad, transicion lateral de fase y
dindmica) dependen sustancialmente de las interacciones electrostaticas.

Dada la naturaleza ubicua de estas interacciones electrostaticas en los
sistemas biomacromoleculares, se ha trabajado fuertemente en el desarrollo de
métodos computacionales para el esclarecimiento de los mecanismos y
procesos en los cuales subyace una componente electrostatica.

Varios programas han sido desarrollados para el calculo de interaccion
electrostatica en moléculas de interés biol6gico. Uno de ellos es llamado
APBS (Adaptive Poisson Boltzmann Solver)(Baker, 2001).

APBS resuelve la ecuacion de Poisson -Boltzmann a partir del método de
elementos finitos, donde una porcidn del espacio continuo se transforma en
una matriz discreta para permitir las aproximaciones correspondientes,
estableciéndose condiciones de contorno determinadas.

Una vez especificados todos los pardmetros se emplea para la obtencién de la
solucion un algoritmo iterativo de enfoque. Refinando el calculo en cada ciclo y

utilizando la solucion anterior como punto de partida. La salida de este proceso
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consiste en la obtencion de los valores de potencial para cada uno de los
puntos de la red propuesta.

Un caso de aplicacion del célculo de la componente electrostatica de la Energia
en macromoléculas es el estudio de la interaccion entre la proteina que une
acidos grasos (FABP por sus siglas en inglés) y una membrana biolégica y, a
partir de los resultados obtenidos, se puede establecer la clasificacion de las
FABPs de acuerdo a su mecanismo de interaccion con la membrana
(Zamarrefo, 2012) (Figura 5.2).

5.6. Dindmica de Macromoléculas

Asi como el calculo de la componente electrostética de la Energia nos da una
vision estatica de las posibles configuraciones energéticamente méas favorables
para un sistema biomolecular, la Dinamica Molecular nos muestra un sistema
en movimiento generando la posicion y la velocidad de cada particula del
sistema en cada instante de tiempo y nos permite observar el espacio de
configuraciones posibles en su totalidad. Ademéas, mediante la Mecénica
Estadistica podemos pasar de esta informacion microscoépica a la obtencion de
magnitudes macroscopicas observables.

Una descripcién rapida del modelo nos muestra que, dado un sistema
compuesto por N particulas, dentro de un volumen V y con una energia fija E,
las posiciones y velocidades definen un espacio de fases de 6N dimensiones.
Obtener la posicion y la velocidad de cada una de las particulas, en cada
instante, significa obtener la trayectoria de un punto en el espacio de las fases
en funcion del tiempo.

Por medio del formalismo de la simulacién lo que se hace es generar una
sucesion de diferentes estados (puntos) del espacio de fases, compatibles con
las condiciones externas macroscopicas (N, V, E) en este caso, sobre los

cuales se toman los promedios.

149



Figura 5.2. Enfoque electrostatico inicial de dos diferentes FABP (IFABP y LFABP; izquierda y
derecha respectivamente), mostrando como cada una de ellas inicia su interaccion con la
membrana de manera distinta.

La eleccion del conjunto bajo el cual llevar a cabo la simulacion esta dictada
fundamentalmente por el tipo de problema a tratar. Los promedios estadisticos
pueden llevar a pequefas diferencias en los diferentes conjuntos, pero éstas
desaparecen en el limite termodindmico, que se alcanza incluso con unos
pocos cientos de particulas. Sin embargo la eleccion del conjunto si influye al
momento de calcular las fluctuaciones cuadraticas medias de las magnitudes
termodinamicas. Estas permiten calcular, por ejemplo, la capacidad calorifica o
el modulo de elasticidad.

Los experimentos tipicos de Dindmica Molecular se realizan en el conjunto
microcanonico (N, V, E). Mediante algoritmos que acoplan adecuadamente el
sistema a un bafo térmico o a un “bafno” de presion, se pueden realizar
simulaciones en el candnico (N, V, T) o en el conjunto isotérmico-isobarico (N,
P, T) a presion y temperatura constante, respectivamente.

Tipicamente el estudio mediante DM tiene tres fases:
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FASE I. Inicializacion: Se especifican las condiciones iniciales, la topologia,
condiciones de borde, las condiciones periddicas de contorno y se describe el
sistema a simular.

FASE II: Ejecucion de la Dinamica Molecular: Se integran nhuméricamente las
ecuaciones de movimiento que gobiernan el sistema.

Veamos la forma general de un algoritmo de Dinamica Molecular:

1. Se leen los parametros que especifican las condiciones de la corrida:
Temperatura inicial, el numero de particulas, la densidad, el intervalo de
integracion, tiempo total de simulacion.

2. Se inicializa el sistema, esto es, se asignan las posiciones y las velocidades
iniciales de todas las particulas del sistema. Se leen los parametros del
potencial V(r).

Deben repetirse los siguientes pasos, hasta llegar al dltimo:

3. Se calculan las fuerzas sobre todas los atomos no ligados, mas las fuerzas
debidas a todas las interacciones ligadas, que pueden depender de 1, 2, 3 0 4
atomos. Se calculan las restricciones, o fuerzas externas si las hubiera. Se
calculan las energias cinéticas y el tensor de presiones.

4. El movimiento en el instante de cada atomo se obtiene resolviendo
numeéricamente las ecuaciones de Newton.

5. Si corresponde se imprimen las posiciones, velocidades, fuerzas, energias,
presiones.

Un paso fundamental es la evaluacién de la Energia Potencial que resulta la
parte mas costosa en tiempos de computacion.

FASE Ill: Analisis de los resultados: Se evaluan las propiedades fisicas
tomando como dato la informacién de la trayectoria del sistema, que es la
salida de la etapa anterior. El analisis se realiza comunmente tomando
promedios temporales sobre las diferentes configuraciones. Los valores medios
asi obtenidos, considerados durante un tiempo suficientemente largo,
representan promedios termodindmicos suponiendo un comportamiento
ergddico del sistema, donde consideramos que el promedio temporal es igual al

promedio espacial.
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Las propiedades microscopicas de interés que se estudian a partir de un
calculo de Dinamica Molecular son: distancia entre atomos, superficie expuesta
al solvente, desvios cuadraticos medios, Radios de Giro y Estudio de Puentes
de Hidrogeno.

Con todos estos datos podemos, entonces evaluar las caracteristicas del
sistema y obtener un conocimiento méas detallado de su comportamiento
dinamico.

Siguiendo con el ejemplo anterior, podemos analizar el mecanismo de
interaccién de FABP con una membrana biolégica, observando en este caso la
dinamica en la aproximacion y los movimientos acoplados en los componentes
estructurales involucrados en la interaccion (Zamarrefio, 2012).

Al igual que para el calculo electrostatico, en el caso de la Dinamica Molecular,
podemos encontrar distintos programas para analizar el problema.

En este caso se utilizé el paquete GROMACS (Berendsen, 1995), de amplia
distribucion y reconocida eficiencia. Como resultado se puede observar una
aproximacion diferenciada para diferentes FABPs y la formacion de un

complejo energéticamente estable (Figura 5.3).

Conclusiones

En este capitulo se presentd un conjunto no exhaustivo de técnicas
computacionales aplicadas a sistemas moleculares de interés biolégico. El
alcance y objetivo no ha sido el de ahondar en las técnicas, ni dar un detalle
acabado de calculos posibles, sino presentar posibles alternativas y referenciar
ejemplos de resultados obtenidos con este tipo de metodologias.

Seguramente el avance incesante de la informatica permitira el desarrollo de
programas cada vez mas precisos que nos aproximen a un modelo de
caracteristicas cada vez mas cercanas a la realidad, en un continuo
acercamiento a la descripcién de la relacion estructura-funcién en complejos

moleculares de interés biolégico.
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Figura 5.3. Posicion final de la interaccion entre IFABP (izquierda) y LFABP (derecha), y una
membrana biolégica modelada a partir de una simulacién realizada por Dinamica Molecular. El
esquema inferior muestra las curvas de aproximacion que indican la distancia entre un atomo
de la molécula y uno de la membrana, en funcién del tiempo de simulacion, para cada uno de
los casos.

En las referencias bibliograficas que se dan a continuacion, podran encontrar
enumerados libros con informacion detallada que permitiran completar lo
desarrollado en el presente capitulo (Leach, 2001; Hinchliffe, 2008; Schlik,
2010).
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