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high quantities derived from the industrial processes of Eth-

anol production, is a mix of compound that has a cyclical
utility for soil matrices due to its natural and industrial composition
that fall on the advantages and disadvantages of your applications.
Potassium and glycerol, major compounds in their composition, are
ligands that help the formation of protein complexes with vinasse
to have alternatives in industrial uses as additives for animal feed
and fertilizers in soil matrices, many of these, used in crops from the
same industries. Computational chemistry studies allow us to know
intermolecular properties between vinasse, glycerol and potassium
by means of stable molecular interactions, making it a useful tool
for evaluating said properties and determining new alternatives for
industrial uses of this waste. In this research, the dynamics of the
intermolecular interactions between the three-dimensional protein
model extracted from the protein database (PDB) file of the mod-
el (2KSQ), consists of a membrane protein from the Echoli called

g bstract: The sugarcane vinasse, being a residue produced in
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Arf * GTP, with two ligands as potassium and glycerol by molecu-
lar dynamics using a software called Scalable Molecular Dynamics
by its acronym in English, NAMD!. The intermolecular interactions
were observed and evaluated by software called Molecular Dynamics
Viewer (VMD) of the modeled molecule of the Arf * GTP membrane
protein with major components, such as potassium and glycerol in
an environment definite and implicit solvate of water box model
(TIP3) in order to identify and characterize intermolecular forces,
trajectory equilibrium, atomic fluctuations, affinities, rate constants
and interactions Arf * GTP-Potassium, Arf* GTP-Glycerol and Arf*
GTP-Potassium-Glycerol in the context of industrial uses of vinasse
as animal feed and fertilizers. Finally, it was observed that the three
Arf * GTP complexes are favored by positional affinities of the li-
gands as the amino acids GLN 155, for the case of potassium, and for
the glycerols were GLY 27 and LYS 127, as well as shielding of some
atoms of the amino acids with the ligands. With this research, we
seek to have more information about the intermolecular interactions
and constants of speed, balance of trajectories and chemical affinities
of the Arf* GTP membrane protein with other organic or inorganic
ligands that provide new industrial alternatives for the use of vinasse
from sugar cane.

Keywords: Molecular dynamics; NAMD, VMD, BLAST, Computa-
tional Chemistry, CHARMM.

Resumen: La vinaza de cafia de azucar, al ser un residuo producido
en altas cantidades derivado de los procesos industriales para la pro-
duccion de Etanol, es una mezcla de compuestos que tiene una utili-
dad ciclica para matrices de suelos debido a su composicion natural e
industrial que recaen en las ventajas y desventajas de sus aplicaciones.
El potasio y el glicerol, compuestos mayoritarios en su composicion,
son ligandos que ayudan a la conformacion de complejos proteicos
con la vinaza para tener alternativas en los usos industriales como
aditivos para alimento animal y fertilizantes en matrices de suelos,
muchos de estos, utilizados en cultivos de las mismas industrias. Es-
tudios de quimica computacional permiten conocer propiedades
intermoleculares entre la vinaza, el glicerol y el potasio mediante in-
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teracciones moleculares estables convirtiéndola en una herramienta
util de evaluacion de dichas propiedades y determinacion de nuevas
alternativas para usos industriales de este residuo. En esta investi-
gacion, se evalud la dinamica de las interacciones intermoleculares
entre el modelo proteinico tridimensional extraido del archivo de la
base de datos de proteinas (PDB) por sus siglas en inglés, del modelo
(2KSQ), el cual consiste en una proteina de membrana de la Echoli
llamado Arf*GTP, con dos ligandos como potasio y glicerol medi-
ante dinamica molecular utilizando un software llamado Dinamica
Molecular Escalable por sus siglas en inglés, NAMD'. Se observaron
y evaluaron las interacciones intermoleculares por medio del soft-
ware llamado Visor de Dindmica Molecular por sus siglas en in-
glés, VMD? de la molécula modelada de la proteina de membrana
Arf*GTP con componentes mayoritarios, tales como, el potasio y el
glicerol en un ambiente solvatado definido e implicito de modelo de
caja de agua (TIP3) con el fin de identificar y caracterizar las fuerzas
intermoleculares, equilibrio en trayectorias, fluctuaciones atémicas,
afinidades, constantes de velocidad e interacciones Arf*GTP-Potasio,
Arf*GTP-Glicerol y Arf*GTP-Potasio-Glicerol en el contexto de usos
industriales de la vinaza como alimento animal y fertilizantes. Final-
mente, se observo que los tres complejos Arf*GTP se ven favorecidos
por afinidades posicionales de los ligandos como los aminoacidos
GLN 155, para el caso del potasio, y para los gliceroles lo fueron GLY
27y LYS 127, como también, apantallamientos de algunos atomos de
los aminoacidos con los ligandos. Con esta investigacion, se busca
tener mds informacion acerca de las interacciones intermoleculares
y constantes de velocidad, equilibrio de trayectorias y afinidades
quimicas de la proteina de membrana Arf*GTP con otros ligandos
organicos e inorganicos que aporten nuevas alternativas industriales
para el uso de la vinaza de cafa de aztcar.

Palabras clave: Dindmica molecular; NAMD, VMD, BLAST, Quimi-
ca Computaciona, CHARMM.
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1. INTRODUCCION

La vinaza es el residuo liquido que se produce después de la fer-
mentacion y destilacion del mosto de la caia de azucar. Es de color
café oscuro, con un alto contenido de materia organica, de naturale-
za acida y de olor caracteristico que se destacan por presentar acidos
organicos, levaduras, vitaminas y minerales [11], ademas, contiene
poli y oligosacaridos resistentes que pueden provocar una respues-
ta positiva en los animales [6]. La stper produccion de alcohol car-
burante en Colombia, ligada a la Ley 693 de 2001 [7] y la resolucion
41072 del 30 de Septiembre de 2015 del Ministerio de Minas y Energia
[8], actualmente permite verter al medio ambiente aproximadamente
13.365 millones de litros por dia de vinaza de cafia de azticar como
subproducto de la industria alcoquimica y azucarera; gran parte de
esta cifra esta siendo usada controladamente en la produccion de 800
Toneladas diarias de compost por la industria agricola como agente
fertilizante y remediador del pH en suelos de cultivo [9], generando
una produccion elevada de vinaza. Sin embargo, no existen muchas
investigaciones recientes que ayuden a conocer nuevos usos industria-
les de la vinaza que permita darle utilidad a la gran cantidad producida
por las grandes maquinarias alcoquimicas de Colombia. El potasio y
el glicerol son componentes, en mayor proporcién en la composicién
natural de la vinaza, poseen propiedades quimicas que permiten un
buen acoplamiento con estructuras organicas generando reacciones
estables efectuadas en procesos industriales e implementados en sue-
los, matrices poliméricas, estructuras bioldgicas y quimicas.

Herramientas como VMD (Visual Molecular Dynamic) y NAMD
(Scalable Molecular Dynamic) son ttiles para conocer desde el punto
de vista molecular las reacciones que puede tener la vinaza con otros
compuestos evitando resultados no esperados, como subproductos o
alteraciones de propiedades quimicas, y asi enfocar los esfuerzos en
objetivos determinados para la creacién de complejos ttiles para su
implementacion en campos investigativos e industriales alivianando la
acumulacion de la vinaza producida y permitiendo tener nuevas alter-
nativas para su disposicion. Se han registrado estudios sobre el uso de
la proteina de membrana como zona de trabajo para interacciones in-
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termoleculares [21] y como complejo para modelamiento y dindmica
molecular que han mostrado una buena estabilidad del complejo para
la aplicacion de dinamicas moleculares a condiciones determinadas,
tales como temperatura, tiempo, medio de solvatacion implicito, etc.

Este trabajo de investigacion aporta resultados para identificar prin-
cipalmente las caracteristicas de las interacciones intermoleculares
de una proteina de membrana, con potasio y glicerol, de esta mane-
ra obtener conocimientos en afinidad atomica, equilibrio de trayec-
torias, fuerzas de enlace presentes y constantes de velocidad a nivel
molecular, que podrian aportar nuevas alternativas industriales para
los componentes de la vinaza.

2. MATERIALES Y METODOS

VMD (Visual Molecular Dynamics) es una interfaz grafica que en
conjunto con una interfaz de cémputo puede realizar y mostrar sim-
ulaciones a nivel atomico. VMD esta escrito en C++ con la libreria
grafica de OpenGL. A pesar de que existe gran cantidad de software
de visualizacion molecular, VMD tiene dos grandes ventajas: Permite
el uso de ejecucion archivos de comandos, lo cual economiza una
cantidad importante de tiempo y su interfaz de seleccion (dtomos,
moléculas, aminodcidos) y representacion (esferas, barras, superfi-
cie, volumen, carga, entre otras), caracteristicas que la sitian como
una de las mds completas y utiles.

El visor molecular funciona de forma armdnica con el software de
simulacion NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics); este es el en-
cargado de realizar los calculos tedricos/experimentales en los cuales
se basa el modelo de estudio de las dinamicas moleculares y la quimi-
ca computacional.

NAMD (Scalable Molecular Dynamics) fue desarrollado en la Uni-
versidad de Illinois por una colaboracién de los grupos investigativos
Theoretical and Computational Biophysics Group (TCB) y Parallel
Programming Laboratory (PPL), escrito en Charmm-++ (un lenguaje
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de programacion basado en C++ y que permite la ejecucion de tareas
o calculos en paralelo).

mar ‘o =-00r aUtotal (r” 1,r" 2,...,r” N), 1)
a=1,2..N

Tenemos entonces en (1) un ejemplo de como se calcularia el mov-
imiento de los atomos de un biopolimero de acuerdo a la ecuacion
newtoniana de movimiento, donde m_ es la masa del 4tomo a, 1~ _
es su posicién y U,_  es la energia potencial total que depende de la
posicion de todos los atomos, la cual acopla entonces el movimiento
de estos. Es entonces el calculo de la energia potencial el punto cru-
cial de esta ecuacion puesto que debe reflejar fielmente la interaccion

entre atomos y ser calculada rapidamente.

Para mecanicas de sistemas que no estan en equilibrio, en el calculo
de (1) debera afiadirse el calculo de fuerzas de friccion y fluctuacion
dentro del calculo del Force Field (campo de fuerza, es decir, energia).

2.1. Funciones de campos de fuerza.

Para una simulacion de todos los atomos, se asume que cada atomo
experimenta una fuerza especificada por un campo de fuerza mod-
elo que toma las interacciones de ese dtomo con el resto del sistema.
Estos modelos presentan hoy en dia una buena distribucion entre
precision y eficiencia en computo. Una funcion de energia potencial
comun en NAMD es (2)

u =U +U +U +U .,  +U (2)

total — "~ bond angle dihedral vdw Coulomb”

Donde los primeros tres términos representan estiramiento del enlace,
<« . » . . . . .
bending” o doblamiento e interacciones torsionales de enlace, siendo:

U bond=Y bondsi k bondi (ri — r0i)2 (3)
U angle=Yanglei k anglei (6i — 607)2 (4)
U dihedral=} dihedrali k dihei [1+cos(ni ¢ i— yi)] (5)
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Donde bonds cuenta cada enlace covalente del sistema, angles son los
angulos entre cada par de enlace covalente que comparten un solo
atomo en el vértice y dihedral describe pares de atomos separados
por exactamente tres enlaces covalentes con el dtomo central sujeto a
la torsion de angulo ¢ (figura 5)[13] [19].

Figura 5. Interacciones de enlace de campo de fuerza de arriba hacia abajo:
estiramiento, dngulo (bending), ¢ dngulo diedro y dngulo diedro impropio.
Extraido de: Scarable Molecular Dynamics with NAMD; 2005.

o

Los ultimos dos términos de (2) corresponden a las interacciones de
pares de atomos no enlazados, Fuerzas de Van der Waals e interac-
ciones electrostaticas:

UvdW=Yi 3j > i 4eij [(oij rif)12 — (oij rij)6]  (6)
UCoulomb=3}i ¥j > iq igj 4m €0 rij (7)

Para cada particula en un contexto de enlaces dado, los parametros
kbondi, 7, etc, para las interacciones dadas en (3) - (5) estan dados
en un archivo de parametros de campo de fuerza (disponible en la
pagina de los desarrolladores de Charmm++ y VMD/NAMD). Es-
tos parametros son una tarea significante y son desarrollados medi-
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ante métodos tedricos (calculos de mecdnica cuantica y mediciones
experimentales (cristalografias, espectros de resonancia, infrarrojo,
entre otros). Estos parametros son comparados con parametros de
moléculas sencillas que estan muy bien definidos, luego evaluados a
nivel termodinamico para verificar que cumplen con las propiedades
tedricas y experimentales de la molécula.

Las dinamicas fueron ejecutadas mediante dos grandes herramientas
matematicas que facilitan su estudio matematico y reducen el tiempo
de cdmputo significativamente. Dado que se simularon las interac-
ciones de una proteina contenida en la saccharomyces cerevisiae con
una cantidad determinada de ligandos, para evitar que efectos de su-
perficie ocurran en los limites de la caja de estudio se utilizan condi-
ciones de barrera periddica (PBC). En las PBC, la caja de estudio es
replicada infinitas veces por traslaciones periddicas, de modo tal que
si una particula se “sale” de la caja en un lado es reemplazada por una
copia que entra a la caja del lado contrario; como cada particula esta
sujeta al potencial de todas las demas particulas en el sistema (incluy-
endo imagenes en las cajas contiguas) se elimina el posible efecto de
superficie. De acuerdo a lo anterior y dado que las fuerzas de Van der
Waals y las interacciones electrostaticas ((6) y (7)) existen entre cada
par de d&tomos no enlazados, calcular las interacciones de semejantes
distancias con exactitud es improbable. Para realizar estos calculos
en NAMD y VMD se toma entonces dos variables importantes: la
distancia de cambio (switchdist) y el punto de corte (cut-off); estas
variables se encargan de permitir al usuario determinar hasta qué
distancia va a considerar para evaluar estas interacciones.

Para una simulacidon con PBC, la periodicidad del sistema se utiliza
para calcular las interacciones (sin cut-off ni switchdist) electrostati-
cas completas con un costo de computo muy bajo, utilizando el
método de sumatoria de Mesh Ewald llamado Particle-mesh Ewald
(PME) en quimica computacional [13] [19].

La sumatoria de Ewald es una descripcién matematica de las inter-
acciones electrostaticas de rango largo para un sistema de espacio
limitado con PBC. La suma infinita de las interacciones carga-car-
ga para un sistema carga-neutro es condicionalmente convergente
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(es decir, el resultado de la sumatoria depende del orden en que se
realice), donde se realiza el calculo asi: primero se suma cada caja,
luego se suman esferas de cajas de radio creciente. La sumatoria de
Ewald utiliza los siguientes términos:

E ewald = E air + E rec + E self + E Surface 8)

dir = 5 Zi,j-1919] g F-r+ 1j €Bxcluded [2_ 5, 5o

exp( —l I)
E 1 Z —B iexp2mim.7) (10)
Ly 7 - [mi]?
N
E z z 11
self-—% — % 11)
=, q: 7i 12)

surface= 2
(2Ex+1)V

d s s 4 . . =
Aca, q,yr  sonla cargay posicion del &tomo i respectivamente, y n
es el vector de red. Para una caja arbitraria definida por tres vectores
base independientes o , a” ,, o , se define n” =na’  +na , +
- . ! .
n.a ., donde n, n, and n, son integrales. X' denota una sumatoria

3 3 5 1 2 IR 3 ¢ o« b

sobre n~ que excluye n” =0 para i = j; “Excluded” denota el set de
pares de atomos a los que las interacciones electrostaticas directas
deberdn ser excluidas. v _ es el vector de red para el par (i, j) que
minimiza [~ - 1~ it v | B es un pardmetro que ajusta la distribu-
cién de carga de trabajo para sumas directas y reciprocas. €_es la con-
stante dieléctrica del espacio alrededor de la caja, que generalmente
es agua (para sistemas de biomoléculas). V es el volumen de la caja
de simulacion. m” es el vector reciproco definido como m™ =m b~
+mb”, +mb” , donde m , m,, m, son integrales y los vectores base
reciprocos b~ , b~ , b” | estdn definidos de modo que:

a a.b” B=8af,o,p=1,2,3 (13)
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La funcion de error complementaria (erfc(x)) en (9) es
erfe(x) =21V coxe—t2dt. (14)

La sumatoria de Ewald en (8) tiene cuatro términos: Sumatoria di-
recta E_ , sumatoria reciproca E_, energia propia E_ y energia su-
perficial E_ . . El pardmetro  cambia la carga computacional entre
la sumatoria directa y la sumatoria reciproca [13] [19].

Para el andlisis de la sumatoria de Ewald, el sistema realiza gene-
ralmente la sumatoria directa con menor carga operacional que la
sumatoria reciproca, esta ultima es calculada mediante una trans-
formada de Fourier hecha por el sistema luego de realizar una apro-
ximacion para delegar la computacién a un modelo de malla. Esto se
realiza mediante la distribucién de las cargas ubicadas en cualquier
punto del espacio a nodos en una malla tridimensional uniforme
(ver figura 6).

Figura 6. Ejemplo 2D de la distribucion de carga q (circulo blanco) entre los
nodos uniformes de la malla generada. Extraido de: Scalable Molecular Dy-
namics with NAMD; 2005.
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2.2. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

El Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) localiza regiones de
similitud local entre secuencias. El programa compara para este caso
secuencias de proteinas a bases de datos de secuencia y evalda la sig-
nificacion estadistica comparativa. BLAST se puede utilizar para dedu-
cir las relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como
ayudar a reconocer los miembros de las familias de genes.

Especificamente, en la similitud de aminodacidos, el programa BLAST
representa la similitud entre los aminodcidos como un log? del radio
de probabilidades, también conocida como “lod score”. Para derivar el
lod score de un aminoacido, se debe tomar el log* de la relacion entre
la frecuencia observada de una pareja, dividida por la frecuencia espe-
rada al azar del emparejamiento. Si las frecuencias observadas y espe-
radas son iguales, la puntuacion lod es cero. Una puntuacion positiva
indica que un par de letras es comun, mientras que una puntuacién
negativa indica una pareja improbable.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 una validacion estructural a partir de archivos estructurales de
los ligandos (Glicerol y potasio) y proteina cristalizados y disponibles en
la base de datos mundial RCSB Protein Data Bank 10.1038/nsmb.1853
[13]. Dado que la proteina poseia en su conformacion ligandos organic-
0s que no son de interés para esta investigacion (puntualmente, residuos
OXT: Oxigeno adicionado a un aminoacido, GTP: molécula energética
que no permanecera luego de la apoptosis y MTN: metanosulfonotioato,
un marcador proteinico) se remodeld la proteina retirando los 3 ligan-
dos organicos que poseia y asumiendo la posicion donde se encontraban
como sitios de interés para el analisis de las posibles interacciones. Para
la generacion de un ambiente cercano al in vivo se sometid la proteina
junto con los ligandos a condiciones de solvente explicito (agua) en base
aun modelo que evalua las energias de distribucion de cargas parciales y
permanentes en los 3 atomos del agua, teniendo en cuenta factores como
la polarizacion y efectos inductivos electrostaticos y repulsivos, siendo
nombrado en la investigacién como el complejo.
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En el apartado correspondiente a la adecuacion de parametros y pretrat-
amiento sistematico de las condiciones, se corrigié en base a la topologia
y los scripts [14] de uso libre provistos por los desarrolladores de las
herramientas computacionales (VMD, NAMD) [1] [2]. Los parametros
usados de energias, movimientos permitidos de angulos, torsiones, en-
lace, fuerzas, constantes para el estudio del comportamiento de enlaces
(mediante mecanica clasica, se tratan como resortes) y campos de fuer-
za permitieron desarrollar una simulacién que otorga un acercamiento
particular al estudio de la naturaleza de las interacciones ligando-protei-
na, para el sistema se asumio una temperatura de 310 K (37°C), con el fin
de evidenciar el posible efecto de la deformacion de la proteina sobre las
interacciones intermoleculares. La estabilidad inicial y final, al igual que
alo largo de toda la dindmica se mostré como la desviacion estandar de
la proteina modelada en solvatacion (figura 7), as:

Figura 7. RMSD (Root Mean Squared Deviation, o Raiz de Desviacion Estdin-
dar Cuadrada) de la proteina solvatada con respecto al tiempo. Siendo el eje Y la
distancia en angstroms (A) con respecto al tiempo en picosegundos en el eje X.

RMSD Proteina en Solvatacion

T T T T
"rmsd_PROT.dat" ——

Cistancia (A)

0 1 1 1 1 1 1 I I 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Tiempo (ps)

En la figura 7 se observé un claro desplazamiento desde la posicién ini-
cial proteinica de hasta 4 A, aun asi, el modelado es viable para la real-
izacion de las simulaciones puesto que la desviacion particular de los
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aminoacidos y atomos de la proteina (no su movimiento como macro-
molécula) presentan variaciones pequefas (con respecto al promedio
de la linea en la figura 7, se apreci6 una variacion del orden de los + 0,3
A), lo cual aseguré que el re modelamiento realizado fue correcto.

Se procedid entonces a evaluar el comportamiento de las desviaciones
para los ligandos glicerol (Figura 8) y potasio (Figura 9). Debido a que
las figuras 8 y 9 presentan las desviaciones tanto de la proteina como
de los tres ligandos (3 gliceroles ubicados en los sitios de interés, luego,
3 potasios ubicados en los sitios de interés) durante la dindmica no se
puede observar interacciones por atraccién dado el movimiento que
tiene el complejo en el medio de solvatacion, la no interacciéon con los
ligandos puede deberse a apantallamientos de atomos de los amino-
acidos y propiamente el ligando correspondiente (potasio), o, imped-
imentos estéricos o de posicion de atomos del ligando con respecto a
los de sus aminoacidos mas cercanos (para el caso del glicerol), por lo
que es preciso observar en detalle las interacciones de la proteina con
cada uno de los ligandos.

Figura 8. Comparativo: RMSD de Proteina (curva rmsd_PROT.dat) y RMSD
de los 3 gliceroles (curva rmsd_3gly.dat) respecto al tiempo. En este grdfico, se
tiene en el eje Y la distancia en dngstroms (A) con respecto al tiempo en pi-
cosegundos en el eje X. La curva superior corresponde al RMSD (Root Mean
Squared Desviation) de los ligandos y la curva inferior al RMSD de la proteina.

RMSD comparativo Proteina vs Gliceroles
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Debido a que el grafico presenta las desviaciones tanto de la protei-
na como de los tres ligandos durante la dinamica no se pudieron
observar interacciones positivas por el movimiento que tiene el
complejo en el medio de solvatacién, quizas, la no interacciones
con los ligandos pueden estar arraigadas con apantallamientos
de aminodcidos y propiamente el ligando correspondiente, o, una
eclipsiacion de la posicion de dtomos del ligando con respecto a los
de sus aminoacidos mas cercanos o en interaccién que mas adelan-
te se evaluaran, por lo que es preciso, observar en detalle las inter-
acciones de la proteina con cada uno de los ligandos.

Ademas, se observé las desviaciones de la proteina en interaccion
con sales de KCI con respecto a la proteina en el siguiente grafico:

Figura 9. RMSD de la proteina (rmsd_prot.dat) vs RMSD de los ligandos pota-
sio (rmsd_3KCL.dat) con respecto al tiempo. Se muestra en el eje Y la distancia
expresada en dngstroms (A) y en el eje X el tiempo expresado en picosegundos
(ps), donde la curva superior representa los ligandos y la curva inferior represen-
ta la proteina. La curva de RMSD de la proteina nos muestra su alta estabilidad
ante las perturbaciones que podria provocar la aplicacion de energia al sistema y
la presencia de los potasios, mientras que la curva de los potasios demuestra una
tendencia a NO estar dentro de la zona de interaccién (atraccion).

RMSD proteina vs Potasios
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Para el estudio particular de los fenémenos de interaccion se to-
maron los nombres MGLY y POT para los ligandos glicerol y pota-
sio respectivamente, seguido del nimero que lo identifica dentro
del sistema (MGLY182, MGLY183 y MGLY184 y POT1, POT2 y
POT3) A continuacion se muestra la evaluacion particular de los
ligandos en interaccion con la proteina solvatada partiendo de las
fluctuaciones atomicas que se presentaron durante la dinamica con
glicerol y potasio respectivamente. Se divide entonces el estudio de
las interacciones en dos partes: inicialmente se evaltian las pertene-
cientes a los gliceroles y posteriormente las interacciones de pota-
sio. Dado que el complejo (proteina y ligandos) empieza centrado
en la caja de agua de estudio y a medida que avanza la dinamica
éste complejo se desplaza dentro de la caja, los datos del analisis
de la raiz del cuadrado de la desviaciéon o RMSD por sus siglas en
inglés (los cuales comparan la media de la desviacién con respecto
a la ubicacién espacial) no son adecuados para realizar un estudio
suficientemente preciso, por lo cual se usaron los datos del analisis
de la raiz del cuadrado de las fluctuaciones o RMSF por sus siglas
en inglés (Root Mean Square Fluctuations), donde se toma la media
de la desviacion con respecto a la posicion promedio del sistema
a lo largo del tiempo, para evaluar las interacciones. Se presentan
entonces los graficos del Root Mean Squared Fluctuations (RMSF)
de los ligandos de glicerol con respecto a la proteina, partiendo, del
ligando llamado MGLY 182 (figura 10), asi:
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Figura 10. RMSF comparativo del ligando MGLY 182 (curva RMSF_182.
dat) con la proteina (curva RMSF_prot.dat) con respecto al tiempo. La cur-
va superior corresponde al ligando MGLY 182 y la curva inferior a la protei-
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La figura 10 mostro6 una estabilidad de interaccién dentro de los 700
ps entre el ligando y la proteina, posteriormente se noté una per-
turbacion de la estabilidad en la interaccién demarcada por algin
impedimento estérico posible por las posiciones de los aminodcidos
con respecto al movimiento del ligando, la cual, se presenta a lo lar-
go de la dinamica, debido a, que las distancias de interacciones de
interés (de efecto atrayente o repulsivo, como dipolo-dipolo, dipolo
permanente, ion-dipolo, dipolo instantaneo-dipolo) se establecieron
que fueran de 2 a 4 angtroms. Para los casos particulares del estu-
dio (potasio y glicerol) se eligieron las interacciones mediante dipo-
lo-dipolo (puentes de hidrégeno) para el glicerol y ion-dipolo para
el potasio.

Considerando las fluctuaciones del primer residuo de glicerol, tam-
bién, se realizo el grafico del segundo ligando orientado con respec-
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to a la proteina durante la dindmica correspondiente al MGLY 183
(figura 11), asi:

Figura 11. RMSF comparativo del ligando MGLY 183 (curva RMSF_183.
dat) con la proteina (curva RMSF_prot.dat) respecto al tiempo. La curva
superior corresponde al ligando y la curva inferior a la proteina. Se muestra
en el eje Y la distancia expresada en dngstroms (A) y en el eje X el tiempo
expresado en picosegundos (ps).
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Ahora bien la figura 11 mostré un comportamiento de interaccion
del ligando MGLY 183 con la proteina en 400 ps pero cambi6 su
comportamiento de no interaccién posiblemente por impedimentos
estéricos determinados. Como se observa al comparar la figura 7.(a)
con las figuras 4 y 5, en el momento en que se da la deformacion se
pierde la afinidad entre el ligando glicerol y la proteina. Finalmente,
se realizo la evaluacion de las fluctuaciones atomicas del tercer li-
gando de glicerol, MGLY 184, con respecto a la proteina durante la
dindmica (figura 12), ast:
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Figura 12. RMSF comparativo del ligando MGLY 184 (curva RMSF_184.
dat) con la proteina (curva RMSF_prot.dat) respecto al tiempo. La curva
superior corresponde al ligando y la curva inferior a la proteina. Se muestra
en el eje Y la distancia expresada en dngstroms (A) y en el eje X el tiempo
expresado en picosegundos (ps).
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Para la figura 12 se observo una mayor estabilidad de interaccion
entre el ligando y la proteina en varios puntos de interés presentes
(principalmente hidrégenos y oxigenos cercanos en el punto de in-
terés, con los cuales el glicerol formara seguramente puentes de hi-
drogeno a lo largo de la dindmica incidiendo en la posibilidad de ser
el ligando que mayor interaccién presenta y la posibilidad de estar
relacionada con un aminodcido o varios aminoacidos afines con las
fluctuaciones atomicas que presenta. El estudio del comportamiento
de este ligando tiene entonces mayor importancia dentro de la inves-
tigacion, debido a que existen aminoacidos de interés en la zona de
posicionamiento dentro de la proteina que permitan ser un punto de
partida para encontrar grupos que ayuden a la estabilidad molecu-
lar del complejo con los ligandos. Para confirmar que un efecto de
impedimento espacial se estaba presentando se tomo la informacion
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de los movimientos del esqueleto (Backbone) o estructura primaria
de la proteina para evaluar sus fluctuaciones, ademas de la evidencia
de deformacién tridimensional vista en la figura 13. Al generarse la
deformacidn de la proteina durante la dindmica se cred una baja di-
sponibilidad de espacio para el ligando ocasionando que este ultimo
se alejara del punto de accion y de interaccion reflejando los cambios
repentinos de distancia en el grafico 6, de igual manera, se mostr6 en
la figura 21 (a) el deformamiento de la proteina y el momento preciso
en donde se generd el impedimento estérico sobre el ligando.

Figura 13. Comparativo de la raiz de las fluctuaciones cuadradas promedio

del ligando MGLY 184 (curva RMSF_184.dat) y de la estructura primaria

de la proteina (RMSF_prot_BB.dat), Se muestra en el eje Y la distancia ex-

presada en dngstroms (A) y en el eje X el tiempo expresado en picosegundos

(ps). (a). Momento de deformacion de la proteina y alejamiento de ligando
por impedimento estérico formado.
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Finalmente, se realizé un grafico comparativo del RMSF de los tres
ligandos de glicerol con la proteina respecto al tiempo mostrando las
fluctuaciones atomicas y las estabilidades de los ligandos en conjunto
con la proteina dentro del complejo (figura 14).
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Figura 14. RMSF comparativo de los tres ligandos de glicerol. La curva de

menor fluctuacion es la proteina representando las distancias en dngtroms

en el eje Y y el tiempo en picosegundos en el eje X. La tendencia particular
de los ligandos siendo el ligando 184 el mds estable en fluctuacion con la
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Como se observé en las interacciones de los tres ligandos con la
proteina en funcién del tiempo de la dinamica, existen fluctuaciones
marcadas que representan una alta afinidad de algunos de los ligando
con respecto a la estabilidad de la proteina dentro de la dinamica.
Sin embargo, se observé algunas perturbaciones por parte de los li-
gandos, como el MGLY 184 y 183, que mostraron que los aminoaci-
dos presentes dentro del punto de accidén y que interactuaron con
estos residuos tenian un comportamiento repulsivo debido por al-
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gun posicionamiento o rotacién de los mismos creando un imped-
imento estérico que causo este fendmeno representado en el grafico
de fluctuaciones atomicas (RMSF) y en las desviaciones (RMSD). A
continuacion se evaltian los graficos e interacciones de ligandos de
potasio con respecto a la proteina.

Se le asignd entonces los nombres de POTASIO 1, POTASIO 2 y
POTASIO 3 a los iones ubicados en las zonas de interés y se real-
iz6 el estudio de sus comportamientos particulares para entender
correctamente la naturaleza de las interacciones y los aminoacidos
responsables. A lo largo de los 3000 ps de simulacion, solo en los
primeros 200 ps y alrededor de los 1700 ps se ve que los ligandos
tienden a acercarse en direccion de la cadena proteinica pero rapid-
amente vuelven a recuperar su comportamiento de repulsiéon. Como
se puede apreciar en la figura 15, el comportamiento de la fluctuacién
del potasio 1 es altamente inestable y tiende a alejarse fuertemente de
su posicion inicial, es decir, tiende a ser empujado fuera de su punto
de equilibrio. La proteina contiene en su superficie bastantes puntos
de interés tedrico para una especie electropositiva como el potasio,
pero se evidenci6 que a pesar que la posicion inicial del potasio 1 era
menor a 3 A con respecto a un oxigeno (alta electronegatividad y un
radio de enlace significativo) y a otros atomos que deberian influir
positivamente en fenémenos de atraccién (como nitrégenos, que no
interactian directamente por hacer parte de la estructura principal
de la proteina, pero su nube electrénica es considerable y puede gen-
erar momentos de atraccion por efectos ion-dipolo o dipolo-dipo-
lo, dipolo-dipolo instantaneo para el glicerol), el potasio fue fuerte-
mente alejado del sitio de interés.
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Figura 15. Comparativo del RMSF de la proteina y del Potasio 1. En el eje X
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en dngstroms.
La curva con menores fluctuaciones representa la proteina; Para el potasio
1 se pueden ver claramente 2 puntos de interés en la curva; inicialmente
fluctiia hasta casi los 14 dngstroms y alrededor de los 360 ps ocurre un de-
splazamiento significativo, Esta perturbacion se ve fuertemente marcada
durante casi la mitad de la dindmica (entre 400 y 1400 ps); otro punto de
interés es entre los 1400 y casi 2300 ps, donde se ve una fluctuacion no tan
pronunciada como la anterior. El fenomeno de perturbacion observado a
partir de los 2400 ps no es de interés puesto que no depende de algiin efecto
directo ocasionado por la proteina o algiin contraion.

RMSF Proteina vs Potasio 1
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Figura 16. Comparativo del RMSF de la proteina y del Potasio 2. En el eje X
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en dngstroms.
La curva con menores fluctuaciones representa la proteina; Para el potasio
2 se pueden ver claramente 3 puntos de interés en la curva; inicialmente
presenta fluctuaciones que lo alejan de la zona de interés (210ps a 230 ps),
de ahi mantiene un comportamiento parecido al potasio 1 durante toda la
dindmica; entre los 722 ps y 740 ps se ve una marcada reduccién por poco
tiempo de las fluctuaciones y el otro punto de interés es entre los 2360 ps y
2450 ps, donde se ve una reduccion de las fluctuaciones.

RMSF Proteina vs Potasio 3
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Figura 17. Comparativo del RMSF de la proteina con los potasios 1, 2 y 3.
En el eje X se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en
angstroms. La curva con menores fluctuaciones representa la proteina. Se
evidencia la tendencia particular y con respecto a los otros potasios de ale-
jarse de su posicion inicial y vibrar libremente dentro de la caja de estudio.
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Figura 18. Comparativo del RMSF de la proteina y del Potasio 3. En el eje X
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en dngstroms.
La curva con menores fluctuaciones representa la proteina; Para el potasio 3
se puede ver claramente una total separacion sin tendencia a acercarse a la
proteina; se evaluaron entonces las condiciones iniciales (tiempo 0), identifi-
cando los posibles aminodcidos responsables de la repulsion y el tiempo alre-
dedor de 2700 ps, donde las fluctuaciones decrecen de manera considerable.
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En la figura 19, superponiendo los RMSF individuales de los tres pota-
sios contra el RMSF dela proteina hay un comportamiento similar den-
tro de la primera parte de la dindmica, es decir, dado el reordenamien-
to de minimo de energfa, la temperatura suministrada y los efectos de
las posibles especies cercanas, la estructura tridimensional de la protei-
na seguramente dificulta la presencia de interacciones atractivas entre
las especies electronegativas (sean oxigenos terminales de acidos, ni-
trogenos, efectos electronicos atrayentes por anillos aromaticos, inter-
acciones ion-dipolo y demads). Como se vio en la figural3, la tendencia
de la proteina a deformarse levemente es causante directo del efecto
sobre las interacciones de moléculas o iones que sobre ella se pudiesen
alojar, incluidas especies con alta capacidad de formar puentes como
el glicerol, los cuales, a pesar de realizar interacciones atractivas me-
diante puentes de hidrogeno, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido,
dipolo - dipolo instantaneo, entre otras, por la misma deformacién de
la proteina (la cual confiere un impedimento estérico para orientarse
de manera efectiva para realizar interacciones mas estables) termina
eventualmente alejandose de los sitios de interés.

Figura 19. RMSF del esqueleto proteinico respecto al tiempo. Se muestra en el eje
Y la distancia en dangstroms; en el eje X el tiempo en picosegundos. Consideran-
do solamente el movimiento de los dtomos Carbono, Oxigeno y Nitrégeno de la
estructura principal de la proteina, se ve como tendio a modificar su estructura

tridimensional debido al efecto de la energia aplicada en forma de calor.

RMSF de la estructura principal (C N O CA)
16 T T T T T T T T T

T T T T
"PROTEIN_TRACE.dat"

12 -

Distancia (&)
[=-]
T

0 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

tiempo (ps)

71



Interacciones intermoleculares de la proteina de membrana arf*gtp con
potasio y glicerol, componentes mayoritarios de la vinaza de cafia de aziicar

Con base en la informacién que se obtuvo de los graficos para los
ligandos de las fluctuaciones uno con respecto a la proteina se en-
contré que el ligando MGLY 184 tuvo mucha mayor interacciéon en
cuanto a estabilidad molecular en varios momentos de la dinamica
(ver figura 12), se evidenci6 de igual manera que a pesar de que los
potasios estan a una distancia significativa de atomos y puntos super-
ficiales con cargas parciales atractivas (electronegativos) el ion tiende
a alejarse de la proteina. Durante la dindmica se encontraron varios
puntos de interés junto con las condiciones iniciales, los cuales se
representaron con las figuras que ilustran los tiempos de interaccion
por parte del ligando con la proteina, las distancias en angtroms en-
tre los aminodcidos mas cercanos en el punto de accién y al amino-
acido de mayor afinidad con el ligando dentro del punto de accién de
la proteina para el potasio y el glicerol por igual.

3.1. Caracterizacion de las interacciones del glicerol con
la proteina.

Después de analizar en detalle las fluctuaciones atémicas de los li-
gandos de glicerol y potasio con respecto a la proteina, se realizaron
en primer lugar las caracterizaciones de las interacciones de los ami-
noacidos presentes en la proteina en el punto de acciéon dentro de
la proteina con el ligando que tuvo mayor estabilidad observada en
su RMSE, por lo que, se tomaron puntos de referencia en la dinami-
ca que mostraron interaccion del ligando y la proteina de acuerdo a
lo reflejado en la figura 12, ya que, al ser las fluctuaciones atémicas
son una medida mas precisa de lo que sucedié durante la dindmicay
del comportamiento de los dtomos de ambas moléculas en tiempos
determinados. Los 4 puntos especificos de andlisis, de acuerdo a, la
condicioén inicial, un momento anterior a la interaccién y otro poste-
rior a la misma con respecto al tiempo durante la dinamica, ast:
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Figura 20. Condicion inicial del ligando MGLY 184 interaccion a tiempo 0.
Los aminodcidos de la proteina estdn representados en barras y esferas y el
ligando en barras.

La posicién inicial del ligando MGLY 184 a distancias determinadas
con respecto a los aminoacidos presentes en los puntos de accion de
la proteina es la primera pauta para observar una estabilidad apro-
piada durante la dinamica. Las distancias que se determinaron para
la interaccion fueron entre 2 a 4 angstroms asegurando el radio min-
imo de enlace de las fuerzas de Van Der Waals y el radio atémico
de los oxigenos e hidrégenos que interactiian con el ligando por las
fuerzas de puentes de hidrégeno o enlaces O-H [20].
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Figura 21. (a). Interaccién a 400 ps y (b). A 600 ps teniendo 3 aminodci-
dos cercanos en distancias apropiadas. En el centro se encuentra el ligando
(MGLY 184) en interaccion y distancias apropiadas con respecto a sus ami-

nodcidos. Los aminodcidos de la proteina estdn representados en barras y

esferas y el ligando en barras.

(a) (b)

ALA160
2.52¢

LYS127

262 ASN126

ASP93 ALA28

Durante la dindmica, especificamente a los 400 ps, se observo una es-
tabilidad continua entre los ligandos y aminoacidos generando una
interaccién apropiada en estos primeros momentos de la dindmica,
siendo ASP mas afin con el ligando con una distancia de 1.83 A. De
acuerdo a la figura 12, se observo una estabilidad frecuente durante
los primeros pasos de la dinamica, de misma forma, en los 600 ps se
observo la estabilidad del ligando con la proteina en interaccion de-
terminada por las distancias apropiadas con una continua afinidad del
aminoacido ASP con distancia de 1.60 A con la proteina. Es decir, se
encontrd que entre el aminodcido ASP y el ligando glicerol 184 hay
alta afinidad (un hidrégeno mas del glicerol se encuentran orientados
hacia la posicién del ASP, LYS y ASN). Se puede entonces concluir que
la estabilidad observada en la figura 12 de la interaccion entre el ligan-
do y la proteina se debe en gran medida a la formacién de enlaces de
Hidrégenos (puentes de Hidrogeno) los cuales son de caracteristica
dipolo-dipolo que se pueden llegar a presentar durante la dinamica.
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Figura 22. (a). interaccion a 700 ps con una particular cercania con el

ASP y (b). Interaccion a 866 ps con solo dos aminodcidos cercanos. Los

aminodcidos de la proteina estdn representados en barras y esferas y el
ligando en barras.

(a) (b)

LYS127

Los acercamientos del ligando con sus aminoacidos cercanos en los
700 ps se observo una acercamiento acorde al radio atémico del ox-
igeno presente en el aminoacido ASP93 (acido aspartico) que per-
mite observar una afinidad mayor con dicho aminoéacido y que se
representd en el RMSF del grafico 6, mientras que, a 866 ps se ob-
servo solamente dos interacciones con LYS127 (Lisina) y el ASN126
(Asparagina) dentro de las distancias determinadas, donde, pierde
las demds interacciones con los otros aminoacidos ya que la protei-
na en su movimiento en la dindmica genera una deformacién de su
estructuras laterales que alejo el ligando por motivo del impedimento
estérico que se formd. Sin embargo, a pesar de estas perturbaciones
notorias en la dinamica del ligando MGLY 184 se pudo apreciar que
hay un acercamiento a 1.79 angstréms (A) de un hidrégeno del glic-
erol con el oxigeno del residuo ASP93, lo cual, entre el residuo ASP93
y el ligando glicerol 184 existe alta afinidad (un hidrégeno mas del
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glicerol se encuentran orientados hacia la posicién del ASN126 y con
los hidrégenos terminales del aminodcido LYS127). Se concluyé que
la estabilidad observada en el grafico 6 de la interaccion entre el li-
gando y la proteina se debe en gran medida a la fuerte atracciéon dada
por puentes de hidrogenos, algunos enlaces O-H y, ademas, de la
fuerza y energia cinética por dichos enlaces que pueden llegar a pre-
sentar durante la dindmica.

Figura 23. Ultima interaccién a 955 ps con dos acercamientos previos a la
deformacion de la proteina. Los aminodcidos de la proteina estdn represen-
tados en barras y esferas y el ligando en barras.

yS 127

Las interacciones que se presentaron en los 955 ps mostraron el ul-
timo acercamiento del ligando con sus aminoacidos mas cercanos,
siendo LYS127 y ASN126, los tltimos con el cual tuvo interaccién
antes de sometido por el impedimento estérico que formo la proteina

76



Fernando Bonilla Milldn, Jhon Alexander Rodriguez
Estrada y Oscar Eduardo Rojas Alvarez

alejando el ligando del punto de accién, quizas, por la rotaciéon de
algiin aminodcido de la proteina produciendo un reordenamiento de
los mismos y causando el alejamiento del ligando por dicho fenéme-

no anteriormente mencionado.

Figura 24. Pérdida total de interaccion, en 2503 ps, del ligando MGLY 184
con sus aminodcidos mds cercanos. Los aminodcidos de la proteina estdn

representados en barras y esferas y el ligando en barras.
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Ya en los 2503 ps, se observéd que el ligando perdié toda interac-
cion con sus aminodcidos mas cercanos presentes en su punto de
accién de la proteina. Es evidente que este alejamiento se debio a
una rotaciéon o un reordenamiento de alguno de los aminodacidos
cercanos, o aquellos con los que interactu6 durante la dinamica. El

reordenamiento estructural en la proteina afecta entonces directa-
mente la interaccion de ligandos en su superficie. Este impedimento
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como fenémeno de repulsién posicional del ligando con respecto a
sus aminoacidos afines en la proteina es congruente con lo visto en la
figura 12, ya que, durante la dindmica las fluctuaciones fueron mar-
cando el movimiento del ligando con respecto a la proteina y se no-
taron varias perturbaciones posicionales, que ademas, se reflejaron
en las caracterizaciones como se mostraron anteriormente.

3.2. Caracterizacion de las interacciones del potasio con la
proteina.

Continuando con el comportamiento y las interacciones entre la protei-
nay el potasio, uno de los componentes mayoritarios y de mayor interés
por sus distintas aplicaciones para la agricultura, de acuerdo a lo que se
pudo observar en las simulaciones aqui descritas, se podria estimar la vi-
abilidad de la separacion selectiva del potasio en base a sus interacciones
dentro de la vinaza.

Las interacciones intermoleculares del complejo proteinico con las sales
de potasio arrojaron datos que permiten asumir que el caracter de las
interacciones es repulsivo; se considera asi por el efecto que tienen las
distintas torsiones y movimientos naturales de la proteina en sus estruc-
turas terciaria y cuaternaria, adicional a esto, la energia suministrada al
sistema mediante temperatura hace que los atomos terminales de ca-
dena o grupo funcional, sean oxigenos, hidrégenos u otro tipo de ele-
mento, vibren. A continuacién se presentan imagenes de desviaciones,
fluctuaciones y representaciones graficas del fenémeno observado de
repulsién. Para mejor comprension, se evaluara individualmente cada
potasio para determinar los aminoacidos responsables de la interaccion
en cada punto de interés.

A partir de las condiciones descritas anteriormente y considerando lo
ya expuesto en la figura 9 y 15, el atomo de potasio empez6 a “mov-
erse” libremente, la energia (en forma de temperatura) que se le afiadié
al sistema hizo que el potasio vibrara y se desplazara de acuerdo a los
movimientos de las moléculas de agua de la caja, junto al posible efec-
to de la proteina sobre él. Es importante resaltar que durante todo este
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tiempo no hubo un acercamiento directo del potasio hacia la proteina,
pero considerando que inicialmente se encontraba a menos de 3 ang-
stroms de distancia de una zona de alta influencia por contener numer-
o0sos posibles puntos de interaccion y que lentamente fue saliéndose de
ésta, podemos afirmar que el potasio preferira encontrar una especie con
la cual poder enlazarse (dada su caracteristica idnica, tendera a buscar
interacciones de esa naturaleza) antes que ser atraida por fuerzas elec-
trostaticas relativamente débiles. A partir de este punto, para el potasio
1, se puede asumir que no va a haber interaccién. Considerando la figura
25 se evidencid que en el tiempo 0 ps el potasio 1 se encontraba ubicado
a menos de 3 A del GLN156 (Glutamina), a 3,77 A del PHE154 (Fe-
nilalanina) y a 4,12 A de ILE155 (Isoleucina). El potasio esta represen-
tado por su radio de Van der Waals y los aminoécidos representados en
barras y esferas (figura 25 (a), izquierda). Como se observo en la figura
15, el comportamiento de la fluctuacion estandar del potasio 1 fue alta-
mente inestable y tendio a alejarse fuertemente de su posicion inicial, es
decir, tiende a ser empujado fuera de su punto de equilibrio. La proteina
contiene en su superficie bastantes puntos de interés tedrico para una
especie electropositiva como el potasio, pero se evidencié que a pesar
que la posicién inicial del potasio 1 era menos a 3 A con respecto a un
oxigeno (alta electronegatividad y un radio de enlace significativo) y a
otros atomos que deberian influir positivamente en fendmenos de atrac-
ci6én (como nitrégenos, que no interactian directamente por hacer parte
de la estructura principal de la proteina, pero su densidad electronica es
considerable y puede generar momentos de atraccién por efectos dipo-
lo), el potasio fue fuertemente alejado del sitio de interés (figura 25 (b),
derecha). Se evidenci6 que debido a una torsion del GLN156 (figura 26),
la organizacion espacial del GLN156, en especifico, el hidrégeno y el ni-
trogeno, se orientaron en un plano frontal hacia el potasio y determind
el comienzo del proceso de repulsion.

La dinamica vista para el potasio 2 mostrd también un comportamien-
to no atractivo sobre la proteina y sus puntos de alta electronegativi-
dad como se ve en la figura 16 (y en la figura 27 izquierda); aun asi, se
evidenci6 un comportamiento atractivo de un oxigeno perteneciente al
aminoacido GLU que alcanza a influenciar el potasio 2 hasta que quedd
a una distancia de menos de 3 A del oxigeno (figura 27 (b), derecha). Ya
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alos 2360 ps y en adelante se evidencio la reduccion en las fluctuaciones
por la lejania del potasio 2 del complejo proteinico. La ausencia de una
marcada fluctuacion afirma que las interacciones para el potasio 2 son
nulas, y las vistas inicialmente son de caracter seguramente repulsivo,
exceptuando puntos como el visto en la figura 27 (b) (derecha) en la que
los oxigenos estan lo suficientemente expuestos sin ningin atomo que
pueda apantallar el efecto inductivo de ellos sobre el potasio 2 (permi-
tiendo realizar interacciones ion-dipolo); aunque, por el caracter i6nico
del potasio, esta atraccion leve no fue suficiente para mantener ese com-
portamiento por mas de un poco de picosegundos.

De acuerdo a la figura 28 (b) y teniendo en cuenta la figura 17, el ambi-
ente quimico que rodeaba el potasio 3 contenia moléculas con oxigenos
e hidrégenos. Comparando el sitio de interés del potasio 3 con el sitio de
interés de los potasios 1y 2 se ven 3 oxigenos cercanos (a menos de 3 A
de distancia), aun asi se observa la tendencia a alejarse del sitio de interés
desde el comienzo de la dindmica hasta que el potasio 3 se encontré6 a
mas de 16 A (cerca a los 2700 ps) como se ve en la figura 29 (b) (dere-
cha). Dada la ausencia de interaccion con la proteina, se ve una marcada
reduccion de fluctuaciones (ya que se encuentra relativamente libre de
influencias electronicas).

De acuerdo a la figura 29, se puede ver como el esqueleto de la proteina
(se evaluo el movimiento de los carbonos, nitrogenos y oxigenos que
conforman la cadena principal proteinica) empieza a moverse, com-
parando el grafico con la figura 29, se puede ver una clara deformacion;
en la parte superior derecha de la proteina, donde se encuentra una de
las zonas de estudio para los ligandos se ve una clara deformacién que
efectivamente ejerce un efecto importante sobre las interacciones; para el
caso de los gliceroles, genera un impedimento estérico que evita la cor-
recta generacion de puentes de hidrégeno o interacciones electrostaticas
menores y para los potasios, evita su correcta orientacion para interac-
tuar mediante fuerzas ion-dipolo.

Figura 25. Capturas de las condiciones para el potasio 1 en los tiempos t = 0
ps (a) y t =55 ps (b). El potasio representado mediante esfera y los amino-
dcidos de la proteina mostrados en barras y esferas. En t = 0 picosegundos:

El potasio se encuentra a 3,26 A de un hidrégeno de ILE155 (1), a 3,41 A de
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un hidrégeno de PHE154 (2), a 3,77 A de un hidrégeno de GLN156 (3) y a
2,70 A de un oxigeno de ILE155. Los aminodcidos involucrados son entonc-
es Isoleucina (ILE), Glutamina (GLN) y Fenilalanina (PHE).

(a) (b)

GLN156 GLN156

ILE155

PHE154 POT 1

POT 1

Figura 26. Capturas de las torsiones del GLN155, reordenamiento posible-
mente responsable de la repulsion del potasio en los tiempos t = 50 ps hasta
t = 58 ps. Nitrogeno en azul, hidrégeno en blanco, oxigeno en rojo y carbono
en bronce. Se puede apreciar la torsion del nitrégeno hacia abajo con el paso
del tiempo de dindmica.
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Figura 27. Capturas de pantalla para el potasio 2 en tiempos t = 0 ps (a) y
t =731 ps (b). Se puede apreciar que la zona de interés presenta suficientes
puntos de posible interaccion, estando a distancias entre 2,39 y 3,78 con
respecto a dtomos electronegativos (oxigeno de la leucina LEU130 y oxigeno
del dcido aspartico ASP129) y un electropositivo (hidrogeno de la Treonina
THR161). Pasados 731 ps se observé un breve acercamiento sin generar un
cambio significativo a la tendencia del potasio de no realizar interacciones
relevantes ion-dipolo. Potasio representado en esfera y aminodcidos repre-
sentados en barras y esferas.

(a) (b)

GLU41

THR161

Figura 28. Capturas de pantalla para el potasio 3 en los tiempos t = 0 ps (a)
yt=2690 ps (b). Se evidencia que el potasio se sale de la zona de interés
y empieza a moverse dentro de la caja de agua como ion libre, sin sentir

ningtin efecto electrostdtico después de ser empujado fuera del punto inicial.

(b)

POT 3

", 18,25

-;: #
TYR35 41
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Figura 29. Potasios 1, 2 y 3 en tiempo t=2279 ps. Se muestra la estructura
tridimensional de la proteina y los potasios representados mediante esferas;
se ve claramente que no hay interaccién de ningiin tipo entre ion-proteina o

ion-ion.

Figura 30. Comparativo de la estructura tridimensional de la proteina en los

tiempos t = 0 ps (izquierda) y t = 2700 ps (derecha). Se pueden apreciar dis-

tintas caracteristicas superficiales que evidentemente afectaron la capacidad
de interaccion de los ligandos.
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4. CONCLUSIONES

Es evidente que gracias a fuerzas de interaccion electrostaticas, fuer-
zas de Van der Waals, puente de hidrégeno, ion-dipolo, dipolo-dipolo
y dipolo-dipolo inducido, las moléculas con atomos como oxigeno,
nitrégeno, carbono e hidrégenos (en general, moléculas organicas
como el glicerol) tienden a ser “atrapadas” por la proteina, sea su-
perficialmente por puentes, efectos inductivos o apantallamientos
atémicos; para el caso de atomos, puntualmente sales de potasio, no
se determind posible que la proteina tuviera algun efecto atrayente
considerable sobre éste; caso contrario se puede evidenciar el efecto
repulsivo de la proteina sobre los atomos libres de potasio, donde el-
los preferiran encontrar su equilibrio cerca de otros ligandos (recor-
dando que en la vinaza hay muchos compuestos ademas del glicerol
y el potasio).

Los aminodacidos GLN, GLY y LYS son los mayormente responsables
del efecto repulsivo de la proteina en los sitios activos. A pesar de
tener posibles puntos con cargas parciales atractivas para el potasio,
el mismo movimiento natural de sus atomos evitan que el ligando se
ubique a una distancia y de una manera efectiva, siendo totalmente
bloqueado o expulsado por el resto de la cadena (se pudo ver, por
ejemplo, que los hidrogenos terminales del GLN (para el potasio 1) y
GLY y LYS (para MGLY 184) influyen directamente en éste fendme-
no.

Ademas de lo realizado en esta investigacion, se recomienda una car-
acterizacion rigurosa de las proteinas contenidas en la vinaza y los
constituyentes de mayor interés para la industria; la posibilidad de
evaluar en su totalidad las interacciones de cada componente tenien-
do en cuenta todos los factores electro-atrayentes o electro-repul-
sivos que puede dar informacion de qué requiere cada ligando para
su verdadero aprovechamiento.
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