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Resumen

En el presente trabajo se evaluaron las interacciones no covalentes entre los terpenos citronelal
geraniol y timol contra la enzima glucosiltransferasa(GTFS) de un patdgeno oral conocido como
streptococcus mutans uno de los responsables de las caries dentales.
La principal funcién de la enzima GTFS es sintetizar glucano a partir de la sacarosa
desencadenando la desmineralizacion de los dientes lo que conlleva a la colonizacion de las caries.
Por esta razdn esta enzima es de gran interés para control de las caries dentales.
Para evaluar las interacciones se utiliz6 técnicas computaciones como el acoplamiento molecular
y dindmica molecular.
Con el fin de seleccionar el mejor programa de acoplamiento se evaluaron tres programas
conocidos como Autodock, Vina y Smina, donde se encontré que el programa Autodock logré
reproducir las interacciones del ligando original. Ademas, este mismo programa logro reproducir
las interacciones de otro ligando que fue empleado en un estudio tedrico practico.
Después de seleccionar el programa se realizé la optimizacion de los terpenos y se ejecuto el
acoplamiento con cada estructura. Se seleccionaron las tres primeras poses del resultado de cada
acoplamiento y se encontrd que esas poses presentaban en su mayoria las interacciones reportadas
en la literatura.
Con las tres primeras poses de cada ligando se realiz6 la dindmica molecular durante diez
nanosegundos donde se encontrd que, al incorporar los terpenos dentro de la proteina, esta adquiria
estabilidad.

Palabras Claves: acoplamiento molecular, streptococcus mutans, dindmica molecular,

modo de uniodn, energia de interaccion
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Abstract

In the present work, the non-covalent interactions between the terpenes citronellal, geraniol and

thymol against the enzyme glucosyltransferase (GTFS) of an oral pathogen known as

streptococcus mutans, one of those responsible for dental caries.

The main function of the GTFS enzyme is to synthesize glucan from sucrose, triggering the

demineralization of the teeth, which leads to the colonization of caries. For this reason, this enzyme

is of great interest for the control of dental caries.

To evaluate the interactions, computational techniques such as molecular maintenance and

molecular dynamics were modified.

In order to select the best activation program, three programs known as Autodock, Vina and Smina

were evaluated, where it was found that the Autodock program will reproduce the interactions of

the original ligand. In addition, this same program will reproduce the interactions of another ligand

that was used in a practical theoretical study.

After selecting the program, the optimization of the terpenes was carried out and the protocol was

executed with each structure. The first three poses of the result of each of them were selected and

it was found that these poses presented mostly the interactions reported in the literature.

With the first three poses of each ligand, molecular dynamics was performed for ten nanoseconds

where it was found that, by incorporating the terpenes into the protein, it would acquire stability.
Keywords: molecular coupling, streptococcus mutans, molecular dynamics, binding mode,

interaction energy
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Introduccion

Las caries dentales son un problema de salud publica, ya que, segin la organizacion
mundial de la salud (OMS) afecta tanto a nifios, jovenes y adultos (Tofifio-Rivera et al, 2016). En
Colombia un estudio de salud bucal muestra como afecta las caries dentales a la poblacion. En este
estudio se evidencia la problematica planteada por la OMS, incluso manifiesta que con el
transcurrir de los afios las caries dentales se vuelven una enfermedad de mayor cuidado.
(Ministerio de salud (MINSALUD), 2012).

Las caries dentales es una enfermedad causada principalmente por un patdgeno bacteriano
conocido como Streptococcus mutans, el cual utiliza carbohidratos para producir acido lactico,
desencadenando la desmineralizacion del diente y permitiendo la adherencia de otros organismos
(Pan et al, 2015; Selwitz et al, 2007). EI mecanismo del patdgeno consiste en secretar
glucosiltransferasa, la cual es una proteina que sintetiza glucanos solubles a partir de sacarosa
mediante la reaccion de transglucosilacion, permitiendo la adherencia al diente y la creacion de
placa dental. Por esta razon la glucosiltransferasa es una proteina de gran interés para el desarrollo
de farmacos que prevengan las caries dentales (Ren et al, 2016).

Esta enfermedad es considerada un problema para el sistema de salud de los paises, puesto
que, su tratamiento es costoso. Ademas, en los paises en via de desarrollo el sistema de salud es
ineficiente y no llega a todos los sectores que lo necesitan. Lo que conlleva al aumento de las caries
dentales en sectores aislados de las zonas metropolitanas.

La OMS considera que los mejores tratamientos para prevenir las caries dentales son el
cepillado frecuente y el uso de hilo dental. Ademas, para tratar esta enfermedad se utilizan

sustancias fluoradas y enjuagues bucales con clorhexina (Tofifio-Rivera et al, 2016). Las
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sustancias fluoradas y enjuagues bucales pueden generar efectos secundarios como
hipersensibilidad y fluorosis dental (Ochoa et al, 2017).

De acuerdo con lo anterior, es necesario aumentar el numero de tratamientos para
contrarrestar al patdgeno responsable de las caries dentales. Es debido a esto que, desde hace varios
afios las plantas y sus metabolitos secundarios entre ellos los aceites esenciales, son ampliamente
estudiados. Entre las plantas se encuentran Lippia alba, Cymbopogon nardus, Punica granatum,
Cymbopon citratus, Thymus vulgaris, Mikania genus y Cymbopogon Martini entre otras (Carvalho
et al, 2012).

Thymus vulgaris una planta de la familia de las labiadas, es usado principalmente como un
ingrediente para cocinar y como planta medicinal. Estudios recientes mostraron como los
componentes polifendlicos disminuyen la adherencia a la superficie del diente por parte del
patogeno oral streptococcus mutans (Al-asmari et al., 2017).

Cymbopogon nardus y Cymbopogon martini llamadas popularmente como citronela y
palmarosa pertenecen a la familia Poacea y comparten efectos antisépticos y antibacterianos,
ademas de ser potenciales candidatos contra los microorganismos relacionados con las caries
dentales (Céceres et al., 2020).

Un estudio reciente mostrd que el aceite esencial de Lippia alba presentd una inhibicion
del 95,8 % de la placa bacteriana, mientras que para un aceite esencial de Cymbopon citratus a la
misma concentracién presenta una inhibicion de 95,4 % (Tofifio-Rivera et al, 2016)

Una forma de aumentar el nimero de sustancias con potencial actividad de una manera
mas econdmica es empleando las técnicas de la quimica computacional. Dos de las técnicas
computacionales mas importantes en el disefio de farmacos asistido por computadora son el

acoplamiento molecular y dinamica molecular (Santos et al, 2019). La primera herramienta busca
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la mejor conformacion de una molécula en el sitio catalitico de una proteina diana y la segunda
herramienta, considera tanto la proteina como el ligando como estructuras flexibles y permite
conocer las posibles interacciones que se generan entre la proteina y el ligando en un tiempo corto.
Por tanto, en el presente trabajo se estudid las interacciones que ocurren entre los
compuestos mayoritarios de los aceites esenciales de Cymbopogon martinii, Thymus vulgaris y
Cymbopogon nardus frente a la proteina glucosiltransferasa de Streptococcus mutans empleando

técnicas computacionales tales como acoplamiento y dindmica moleculares.



ESTUDIO DE INTERACCIONES ENTRE TERRENOS Y LA ENZIMA GTFS 16
1. Estudio de las interacciones entre terpenos y la enzima glucosiltransferasa del

patogeno oral streptococcus mutans

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Realizar un estudio de las interacciones entre los terpenos Geraniol, citronela y tymol de
los aceites esenciales de Cymbopogon marntinii, Cymbopogon nardus y Thymus vulgaris,
respectivamente y la enzima glucosiltransferasa del patégeno oral Streptococcus mutans

empleando técnicas computacionales como acoplamiento y dinamica moleculares.

1.1.2 Objetivos especificos

Optimizar la metodologia de acoplamiento molecular para el estudio de las interacciones
de los terpenos Geraniol, citronela y timol y la enzima glucosiltransferasa del patégeno oral
Streptococcus mutans.

Evaluar la estabilidad de los complejos terpeno-enzima mediante un analisis de dindmica

molecular.
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2. Marco referencial

2.1 Marco tedrico

2.1.1 Caries dentales

Las caries dentales son una enfermedad multifactorial que afecta toda la superficie del
diente. Ahora bien, la formacién de caries dentales se ve afectada por factores como la educacion,
la clase social y la dieta, lo que desencadena en el rompimiento del equilibrio entre la placa dental
y la ecologia bucal. Existen lugares en la cavidad bucal con mayor proteccion de la actividad
mecanica de la lengua y especialmente del cepillado. Dichos lugares permiten que la placa
bacteriana se establezca por un tiempo mas prolongado (Fejerskov, 2004).

Los lugares protegidos se conocen como fisuras, hoyos y superficies oclusales. En estos
sitios se desarrolla y madura la placa dental, prerrequisito para la formacidn de caries. Aunque la
formacion de placa dental es un proceso natural y secuencial de la cavidad bucal, es esencial para
la formacion de las lesiones cariosas (Kidd, 2005).

Las enzimas glucansucrasas (GTF) o glucosiltransferasa (GTFS) pertenece a la familia de
las glucosidadas (GH) 70. Es secretada por el patdgeno oral Streptococcus mutans y son enzimas
extracelulares que catalizan la formacién de glucanos a partir de sacarosa. De igual forma las GTF
son clasificadas en cuatro tipos diferentes segin la naturaleza del enlace glicosidico:
mutansucrasas o (1-3), dextransucrasa o (1-6), alternansacarasa o (1-3 y 1-6) y reuterasacarasa o
(1-4 y 1-6) (Hamada & Slade, 1980).

En la cavidad bucal la sintesis de glucano se desarrolla por tres glucosiltransferasas

conocidas como: GTF-1, GTF-SI, que son mutansucrasas que sintetizan glucanos insolubles y la
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GTF-S que es una dextransucrasa que sintetiza glucano soluble con enlace glucosidico a (1-6)

(Leemhuis et al, 2013).

2.1.2 Plantas medicinales

Son consideradas plantas medicinales aquellas que curen, prevengan o combatan las
dolencias generadas en alguna parte del cuerpo, sin embargo, no toda la planta posee propiedades
medicinales, algunas veces solo es usado una pequefia parte de ella como por ejemplo el fruto, las
hojas, la raiz entre otras (Santillan, 2015).

El conocimiento de las plantas medicinales se remonta a las generaciones pasadas que
aprendieron a distinguir entre las plantas que servian para su alimento de las que realizaban algun
efecto en su organismo. Este conocimiento se transmitio de generacion en generacion hasta llegar

a la actualidad (Santillan, 2015).

2.1.2.1 Cymbopogon martinii. Cymbopogon martinii pertenece a la familia Poacea y
género Cymbopogon. Es una planta ampliamente cultivada en el sur de Asia, especialmente en
India donde son aprovechados sus metabolitos segundarios para la industria, especialmente los

aceites esenciales presentes en el tallo y sus hojas (Céaceres et al, 2020).

Figura 1. Cymbopogon martinii

Adaptado de Céceres et al (2020)



ESTUDIO DE INTERACCIONES ENTRE TERRENOS Y LA ENZIMA GTFS 19
Esta planta es conocida popularmente como Palmarosa (figura 1) y es usada como agente
antibacteriano, antioxidante, antinflamatorio (Freires et al, 2015). Su principal componente en el
aceite esencial es un monoterpeno aciclico llamado geraniol. Es muy abundante en gran variedad
de plantas, pero en Cymbopogon martinii se encuentra en un porcentaje alto que oscila entre 38.7

y 40 % (Teles et al, 2014).

2.1.2.2 Cymbopogon nardus. Cymbopogon nardus pertenece a la familia Poacea y el
género Cymbopogon. Es cultivada en diferentes regiones del mundo entre ellas Sur América,
Africa y Asia. En esos lugares su aceite esencial es extraido principalmente de sus hojas largas y

anchas (Carvalho et al, 2012).

Figura 2. Cymbopogon nardus

Adaptado de Carvalho et al (2012)

Es conocida popularmente como citronela (figura 2) y posee propiedades antimicrobianas
y es usado por la comunidad como repelente natural. Su principal componente se encuentra entre

el 30 y 40% del aceite y recibe el nombre de citronelal (Carvalho et al, 2012).
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2.1.2.3 Thymus vulgaris. Thymus vulgaris es un arbusto que pertenece a la familia Labiate

y al genero Thymus. Se cultiva en diferentes partes del mundo debido a su uso farmacéutico y

culinario. Esta planta es conocida

Popular mente como tomillo y es implementada en la medicina popular como agente expectorante

y antioxidante. El aceite esencial de tomillo presenta un componente mayoritario llamado timol

que se encuentra entre 38 y 40 % (Al-asmari et al., 2017).

Figura 3. Thymus vulgaris

Adaptado de Al-asmari et al (2017) .

2.1.3. Generalidades acoplamiento molecular

Acoplamiento molecular es una herramienta que ha llamado la atencion de la comunidad
cientifica, que vieron en ella aplicabilidad multidisciplinaria. Integra los avances en biologia
molecular, biotecnologia, bioinformatica y matematicas para evaluar las interacciones que pueden
generarse entre un receptor por ejemplo una proteina y una pequefia molécula con mdltiples
caracteristicas y propiedades llamada ligando (Gupta et al, 2018 ; Lipinski et al, 2012).

El acoplamiento molecular es de tres tipos: acoplamiento rigido, acoplamiento flexible y
acoplamiento hibrido. El primero es el acoplamiento rigido, como su nombre lo dice, tanto el
receptor como el ligando se encuentran rigidos y los grados de libertad son nulos. El segundo es

el acoplamiento flexible, en este tipo de acoplamiento tanto la proteina como el ligando no tienen
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restringido el movimiento y son los mas ampliamente usados en la actualidad, pero su costo
computacional es elevado. EI Gltimo tipo de acoplamiento es el hibrido, en esta ocasion la proteina
se encuentra rigida y el ligando cuenta con un numero restringido de grados de libertad, si se
comparan los tres tipos de acoplamiento el mas confiable y rapido es el acoplamiento hibrido (Trott
& Olson, 2012).

Los requisitos esenciales para realizar cualquier acoplamiento anterior dependen de varios
aspectos como: Si se encuentra en la literatura la estructura cristalina de interés o si por el contrario
no se encuentra resuelta o reportado en alguna base de datos. Si la estructura terciaria de la proteina
no se encuentra reportada se debe realizar otro tratamiento mas profundo conocido como
modelamiento por homologia. Por el contrario si la estructura se encuentra en la base de datos, se
disminuye la complejidad del proceso y solo es necesario descargarla y realizar el refinamiento de
la proteina (Kumar & Kumar, 2019).

La principal aplicacion que tiene el acoplamiento molecular es el disefio de farmacos,
gracias al acoplamiento se pueden analizar bibliotecas de moléculas que podrian tener actividad
bioldgica. En la actualidad el acoplamiento molecular tiene un renacimiento, primero por el avance
de técnicas experimentales que permitieron aislar proteinas y segundo por la sistematizacion de
toda la informacion obtenida de las técnicas experimentales las cuales estan condensadas en una
gran cantidad de base de datos (Gupta et al, 2018 ; Amaro et al, 2018).

Para realizar el acoplamiento molecular se emplean los softwares de acoplamiento, los
cuales tienen un algoritmo que se encarga de encontrar el sitio de unién y la conformacion mas
probable del ligando. Los softwares més citados son GOLD y AutoDock pero esto no implica que
sean los mas precisos, posiblemente lo que hace que estos programas sean los mas citados es que

son gratuitos, amigables y de facil acceso (Chen, 2015).
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2.1.3.1 Autodock Vina. Autodock Vina es un programa de acoplamiento molecular
desarrollado por (Trott, O., & Olson, 2012) en el Instituto de Investigacion Scripps en California.
Es un programa de codigo abierto que cualquier investigador puede usar y modificar, por esta
razdn y otras ventajas que serdn mencionadas en brevedad es un programa muy usado para realizar

acoplamiento molecular, lo anterior se puede observar en la siguiente figura.

Figura 4. Articulos de investigacion empleando Autodock Vina
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Como se menciond anteriormente Vina tiene ventajas considerables sobre algunos
programas de acoplamiento algunas de estas ventajas se mencionan a continuacion.
e Genera automaticamente los mapas de cuadricula del receptor y del ligando
e Agrupa los resultados de los acoplamientos de manera que su tratamiento es mucho mas
agradable, comparado con Smina y Autodock donde el archivo de salida muestra todas las
conformaciones desde la de mayor energia hasta la de menor energia
e La funcién de puntuacion combina potenciales basados en conocimiento que aumentan la

velocidad y la robustes del programa.
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2.1.3.2 Autodock. Autodock 4 es un programa de acoplamiento desarrollado por (Morris
y Olson, 2009) en el instituto de Investigacion Scripps, al igual que Vina es de codigo libre y usado
como primera opcidn por investigadores gracias a su precision, gran versatilidad y la opcion de
realizar algunos procesos como generar los mapas de cuadricula de la proteina mediante la interfaz
grafica llamada AutodockTools.

La primera version que fue desarrollada de Autodock fue en 1996 desde entonces y con la
aparicion de la interfaz gréafica empleada para facilitar la formacion de los archivos de entrada para
el acoplamiento han incrementado de gran manera el nimero de publicaciones en las revistas
académicas.

Lo anterior se evidencia en la siguiente grafica que muestra el nimero de publicaciones
que se hacen por afio en las revistas académicas usando el programa Autodock

Figura 5. Articulos de investigacion empleando Autodock
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2.1.3.3 Smina. es un programa desarrollado por (Koes et al., 2013), este programa es una

variacién de Autodock Vina que busca mejorar la minimizacién y la puntuacién de los
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acoplamientos. Para lograr lo anterior. La variacion buscaba mejorar la minimizacion y la
puntuacion de los acoplamientos.

En la siguiente grafica se muestra el nimero de publicaciones que se han realizado usando Smina.
Comparado con los otros dos programas anteriormente mencionados Smina es el programa que ha

sido menos citado por la comunidad cientifica.

Figura 6. Articulos de investigacién empleando Smina
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2.1.4 Generalidades de mecanica molecular

En el estudio de sistemas quimicos existen en la actualidad diferentes métodos de calculo
que me permiten abordar estos fendémenos. Un gran método que posee algunas ventajas, pero
también desventajas como cualquier otra técnica es la mecanica molecular. Una principal ventaja
es la rapidez con la que realiza los calculos comparada con los métodos cuanticos, ademas la
capacidad de estudiar sistemas grandes que serian imposibles con los métodos cuanticos. La

principal desventaja que posee la mecanica molecular es que al ser un método clasico no resuelve
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la ecuacién de Schodinger por este motivo procesos que impliquen rompimiento y formacion de
enlaces no se pueden estudiar.

La mecénica molecular al ser un método clésico considera a los &tomos como bolas y los
enlaces como resortes. Tanto los atomos como los enlaces se resisten a las variaciones, por
ejemplo, los enlaces se resisten a ser deformados y los &tomos se resisten a estar todos juntos por
esta razon la geometria de este sistema esta relacionada con la energia de las moléculas, ya que

una variacion en la distancia entre las moléculas aumentaria o disminuiria la energia.

2.1.5 Generalidades de la dinamica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular tienen aspectos muy parecidos a los experimentos
reales. Cuando se desarrolla un experimento en el laboratorio se selecciona una muestra que se
quiera estudiar, esa muestra se pasa por un instrumento de medida (Termometro, mandémetro, entre
otros) y se realiza la medicion durante un periodo de tiempo (Schwarts et al, 2012).

El mismo enfoque sigue la dindmica molecular, primero se selecciona un sistema de
estudio que tiene N particulas y para cada particula se resuelve las ecuaciones del movimiento de
Newton hasta lograr que las propiedades del sistema no cambien con el tiempo dsea lograr el
equilibrio.

La dinamica molecular (DM) es una herramienta ampliamente utilizada en los procesos
dindmicos de sistemas biologicos complejos como lo son: estabilidad de proteinas, cambios
conformacionales, entre otros (Aceves, 2018 ; Botan et al, 2015).

Los primeros en emplear la DM fueron Alder and Wainwright en la década de los 50, pero
fue en la década de los 80 con los avances de las computadoras y las técnicas experimentales que

la DM fue mas empleada (Leach, 2001 ; Jiménez, 2002).
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A diferencia de los métodos experimentales que muestran informacion estructural
promedio, la simulacion de dindmica molecular permite explorar la evolucion en el tiempo de esos
sistemas. Para realizar lo anterior, la DM se basa en principios de la mecénica clésica, la cual
permite separar los movimientos del nicleo y el electréon. Teniendo en cuenta que la masa del
nucleo es muy superior a la del electron y éstos se adaptan a los cambios de posicion de los nucleos.
Ademas, sigue la segunda ley del movimiento de Newton; por esto la DM es considerado un
método deterministico (Valderrama, 2009).

El objetivo que busca cumplir la dindmica molecular es hacer una trayectoria de puntos
que evolucionan en el tiempo, cada punto puede predecir el siguiente estado, de esta forma se

obtienen una gran cantidad de detalles que explican el sistema bioldgico (Bueren-Calabuig, 2014).

2.2 Estado del arte

2.2.1. Estructura cristalina de la enzima Glucosiltransferasa

La estructura cristalina de la enzima glucosiltransferasa fue resuelta por un grupo japones
en el afio 2011 (Ito et al, 2011). La estructura de la enzima forma un tetramero en el cristal (ver
figura 7), pero segun los analisis realizados de cromatografia de exclusiéon de tamarfio por este
mismo grupo asiatico, en solucion la enzima es un monémero (lto et al, 2011).

Ademas de resolver la enzima silvestre, obtuvieron el complejo con a-acarbosa y maltosa.
Las estructuras de la glucosiltransferasa se encuentran almacenada en la base de datos Protein Data

Bank (PDB) con los codigos 3AIC, 3AIB y 3AIE.
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2.2.1.1 3AIC. La enzima 3AIC estd compuesta por cuatro cadenas, cada una con

aproximadamente 844 aminoacidos, forma un complejo con a-acarbosa con cada cadena. Segln

lo reportado por (Ito et al, 2011), esta proteina tiene una resolucion de 3.11 A y la calidad de las

cadenas varian entre 57 a 66 % (Ito et al, 2011).

2.2.1.2 3AIB. La enzima 3AIC esta compuesta por cuatro cadenas, cada una con
aproximadamente 844 aminoé&cidos, forma un complejo con maltosa con cada cadena. Segun lo
reportado en el articulo del grupo japones, esta proteina tiene una resolucion de 3.09 A y la calidad

de las cadenas varian entre 52 a 71 % (Ito et al, 2011).

2.2.1.3 3AIE. La enzima 3AIC esta compuesta por cuatro cadenas, cada una con
aproximadamente 844 aminoacidos, no forma complejo, es considerada por el autor como la

proteina salvaje. Segun lo reportado en el articulo del grupo japones, esta proteina tiene una

resolucion de 2.10 A y la calidad de las cadenas varian entre 81a 84 % (lto et al, 2011).

Figura 7. Estructura cristalina del tetrdmero de la enzima Glucosiltransferasa. Cadena A (rojo),
Cadena B (Naranja), Cadena C (Azul) y Cadena D (Negro)

Sy

Adaptada de Ito et al (2011)
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2.2.2. Dominios de la enzima Glucosiltransferasa

Como se menciono anteriormente la enzima glucosiltransferasa pertenece a la familia de
las glucosidasas (GH) 70. Este grupo de enzimas tienen en comun la presencia de cinco dominios
denotados como dominio A, dominio B, dominio C, dominio IV y dominio V (lto et al, 2011)
(Jafia, 2018).

En la enzima glucosiltransferasa no lograron resolver la estructura del dominio V. Tal
dominio no es importante para que la enzima realice la actividad sin embargo un grupo de Chile
(Jafia, 2018) logré simular el dominio VV empleando modelamiento por homologia, usando como
modelo la estructura cristalina de L. reuteri reportada en la base de datos como 3HZ3 (Osorio et

al, 2018).

Figura 8. Alineamiento entre las estructuras cristalinas 3AIE (rojo) y 3HZ3 (azul)

Adaptado de Osorio et al (2018)

En la figura 8 se observan dos cosas, primero el dominio V, faltante en la estructura
cristalina de la enzima glucosiltransferasa y segundo la gran similitud entre las dos estructuras, sin

embargo, el porcentaje de identidad es de 20 % (Osorio et al, 2018).
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2.2.2.1 Dominio A. El dominio A estd compuesto por dos regiones de cadenas
polipeptidicas. La primera cadena contiene los aminoacidos que van desde (443 — 692) y la

segunda cadena va desde (829 - 961), (Leemhuis et al., 2013) ver figura 9.

Figura 9. Dominios de la enzima glucosiltransferasa

GTF-SI

Adaptado de Leemhuis et al (2013)

2.2.2.2 Dominio B. Esta compuesto por dos regiones de cadenas polipeptidicas. La primera
cadena contiene los aminoacidos que van desde (373 — 442) y la segunda cadena va desde (962 -

1056), (Leemhuis et al., 2013) ver figura 9.

2.2.2.3 Dominio IV. Esta compuesto por dos regiones de cadenas polipeptidicas. La
primera cadena contiene los aminoacidos que van desde (244 — 372) y la segunda cadena va desde

(1057 - 1087), (Leemhuis et al., 2013) ver figura 9.

2.2.2.4 Dominio C. Es diferente a los otros tres dominios, ya que, estd compuesto por una
sola cadena polipeptidica que contiene los aminoacidos que van (693 — 828) (Leemhuis et al.,

2013) ver figura 9.
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2.2.3. Sitio activo de la enzima Glucosiltransferasa

El sitio activo de la enzima glucosiltransferasa estd ubicado en el dominio A. Esta

B

compuesto por un (Z)s’ donde se encuentran los aminoacidos del sitio catalitico. Estos

aminoacidos son aspartato 477 (D), glutamato 515 (E) y aspartato 588 (D) (Leemhuis et al.,

2013;lto et al, 2011).

Figura 10. Dominio A de enzima glucosiltransferasa

Adaptada de Leemhuis et al (2013)

En la figura 10 se muestra la estructura de la enzima glucosiltransferasa y se resalta en

colores azul y magenta el dominio A. En la mitad de esas dos cadenas polipeptidicas se encuentra
. (B .
el barril (;)8 (Leemhuis et al., 2013),

En un estudio anterior de la Universidad Andrés Bello de Chile compararon las estructuras
cristalinas glucosiltransferasa y Bacillus licheniformis a-amylasa. Encontraron que el dominio
catalitico de estas dos proteinas se conserva (Leemhuis et al., 2013).

En la figura 11 se representa el sitio catalitico de las proteinas mencionadas anteriormente,

en color blanco se representa el aspartato 477, en color rojo se encuentra el glutamato 515 y en
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color naranja el aspartato 588. En color verde se representan los aminoacidos responsables de la

catélisis de la enzima Bacillus licheniformis a-amylasa (Osorio et al, 2018).

Figura 11. Sitio activo y aminoé&cidos importantes
e~ 8V
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Adaptado de Osorio et al (2018)

2.2.4. Mecanismo de reaccion

La enzima glucosiltransferasa pertenece al clan de las GH-H que lo conforman las familias
GH77 y GH13. Los miembros de este clan comparten un mecanismo similar que es conocido como
doble desplazamiento. Tal mecanismo necesita tres aminoacidos especificos, dos de estos son
aspartatos y un glutamato(Jafia, 2018; Osorio et al., 2018).

2.2.4.1 Etapas del mecanismo de reaccion. La primera etapa del mecanismo consiste en
la union del sustrato de sacarosa y la ruptura del enlace glicosidico a (1 — 2) entre los restos

glucosil y fructosil (TS) (Ito et al., 2011; Jafia, 2018; Sanchez et al., 2019).
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La ruptura del enlace glucosidico se da por el ataque nucleofilico del residuo aspartato en
el carbono anomérico de la sacarosa. Simultaneamente se produce la protonacion del oxigeno por
un &cido glutamico (Ito et al., 2011; Jafia, 2018; Sanchez et al., 2019).

En la segunda parte del mecanismo ocurre la transglucosilacion, donde se desprende el
grupo fructosil y llega un nuevo aceptor de glucosa que es desprotonado por el &cido glutamico
actuando como base. El aceptor ataca el estado covalente formado por el residuo aspartato y la
glucosa, desplazando el aspartato. En este momento se repetiria el paso 1 y se formaria el producto

a-glucosilado (Ito et al., 2011; Jafia, 2018; Sanchez et al., 2019).

Figura 12. Mecanismo de reaccion de la sintesis de glucanos
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2.2.5. Estudios anteriores empleando la enzima Glucosiltransferasa y acoplamiento molecular

Después de determinar la estructura cristalina por - (Ito et al., 2011), se han realizado
algunos estudios empleando esta enzima.

Uno de esos estudios es el realizado por el laboratorio de enfermedades orales del oeste de
China. Ellos evaluaron una biblioteca de aproximadamente 150,000 compuestos de la base de
datos ZINC (Ren et al., 2016).

El procesamiento de esa biblioteca lo realizaron usando cribado virtual, empleando el

programa UCSF Dock (versién 6.4) el cual es de codigo libre. Para realizar los acoplamientos
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moleculares emplearon la estructura cristalina encontrada en la PDB como 3AIC, esta estructura
es la de menor resolucion (3.11 A) y la de menor calidad en sus cadenas (57 a 67 %) (Ren et al.,

2016).

Figura 13. Complejo formado por el candidato seleccionado

Adaptado de Ren et al (2016)

Los resultados obtenidos después de procesar la biblioteca de compuestos comerciales
muestran un candidato llamado 2-(4-methoxifenil)-N-(3-{[2-(4-metoxifenil)etil]imina}-1,4-
dihyro-2-quinoxalinylidene)etilamina (ver figura 13). Este compuesto fue sintetizado y mostro que
disminuye la produccién de glucanos extracelulares (Ren et al., 2016).

En un estudio similar realizado por el departamento de odontologia pediatrica de la
Universidad de Alabama, emplearon una biblioteca de compuestos de uso comercial mas grande,
aproximadamente 500.00 compuestos reportados en la base de datos ZINC (Zhang et al, 2017).

En esta ocasion emplearon otro tipo de programa para realizar el cribado virtual llamado
Flexx, el cual es un programa licenciado. Este estudio a diferencia del anterior muestra en sus
acoplamientos las interacciones que realiza el compuesto con los residuos importantes del sitio

activo de la enzima ver figura 14 (Zhang et al, 2017).
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El resultado de cribado generd siete posibles candidatos para inhibir la actividad de la
enzima glucosiltransferasa, sin embargo solo un compuesto inhibié la formacion de placa dental

en un modelo in vivo de ratas (ver figura 14) (Zhang et al, 2017).

Figura 14. Complejo formado por G-43y la enzima
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En los estudios anteriores no se usaron productos naturales, en principio, fueron
compuestos que estan disponibles comercialmente. En el siguiente estudio se usé el mayor
componente polifenolico presente en el té verde Ilamado epigalocatequin galato (EGCG) (Islam
et al, 2020).

Para realizar la investigacion, ellos descargaron la estructura de EGCG de la base de datos
NCBI y usaron la estructura cristalina de la enzima glucosiltransferasa reportada en la base de
datos PDB con el codigo 3AIB. Esta estructura tiene una resolucion de 3.09 A y la calidad de las
cadenas varian entre 52 a 71 %.

Los resultaron mostraron que el EGCG ademas de inhibir la formacion de la placa dental,
interactta con el glutamato 515 de la enzimay de esta forma no permite el rompimiento del enlace

glucosidico que es el primer paso del mecanismo de reaccién de la enzima (Islam et al, 2020).
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3. Metodologia
Para cumplir con los objetivos planteados, se realizaron dos procedimientos, el primero
consistié en la realizacion del acoplamiento molecular para seleccionar el programa de
acoplamiento que mejor prediga la interaccion ligando-proteina y el segundo evaluar los complejos

formados durante un periodo de tiempo de 10 ns y las interacciones presentes.

3.1 Preparacion de los ligandos

3.1.1 Construccidn de las estructuras de terpenos

Las estructuras seleccionadas fueron construidas en el programa Avogadro 1.2.0 (Hanwell
etal., 2012) y se guardaron en formato de Gaussian. Usando estos archivos se procedié a optimizar
las estructuras con la Teoria de los funcionales de la densidad empleando el funcional hibrido de
intercambio y correlacion B3LYP, esto se realizd con el programa Gaussian09 (Foresman &

Frisch, 2009).

3.2 Preparacion de la enzima

Antes de realizar los acoplamientos, la enzima pasara por una serie de pasos que son
requisito primordial cuando se aplica esta técnica computacional. EI primer paso consistio en
eliminar todas las moléculas de agua presentes en la enzima y los ligandos que ayudaron a su
cristalizacion. En el segundo paso se empled el campo de fuerza CHARMMS36 para adicionar los
hidrogenos a la proteina. Este campo de fuerza contiene los pardmetros necesarios para las

proteinas y es uno de los mas usados por agregar todos los hidrdgenos.
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3.3 Acoplamiento molecular

Después de la construccion y optimizacion de las estructuras de los terpenos y cumplir con
los requisitos previos de la proteina, se realizo el acoplamiento molecular entre los terpenos y la
enzima glucosiltransferasa empleando los programas Autodock, Vina y Smina, como herramienta
de preparacion y visualizacion AutodockTools (Trott, O., & Olson, 2012), como se muestran en

la siguiente tabla 1y 2.

Tabla 1. Procedimientos y parametros seguidos para realizar el acoplamiento molecular con
Autodock 4.2

Procedimiento Programa Parametros
Autodock 4.2 Importar el .pdb
Ligandos Autodocktools Detectar rotacion de enlaces

Guardar .pdbqt

Autodock 4.2 Importar el .pdb

Proteina Autodocktools Detectar rotacion de enlaces
Guardar .pdbqt
Autodock 4.2 Importar los archivos .pdbqt de la proteina y el ligando

Autodocktools Establecer el tipo de mapas para la proteina y el ligando
Centro de la caja = 194.05 / 42.996 / 195.375
Tamario de la caja=46 A x50 A x 48 A
Guardar como .gpf
Correr el célculo para crear los mapas de interaccion

Caja de Interaccion

Autodock 4.2 Proteina rigida
Autodocktools Ligando flexible
Parametro de blsqueda = Algoritmo genético

Elementos de
acoplamiento

Autodock 4.2 NUmero de corridas = 10
Autodocktools Tamario de la poblacion = 150
Acoplamiento Maximo de generaciones simuladas= 27000000
Guardar .dpf
Correr el célculo para el acoplamiento
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Tabla 2. Procedimientos y parametros seguidos para realizar el acoplamiento molecular con

Vinay Smina
Procedimiento Programa Parametros
Vina, Smina Importar el .pdb
Ligandos Autodocktools Detectar rotacion de enlaces
Guardar .pdbqt
Vina, Smina Importar el .pdb
Proteina Autodocktools Detectar rotacion de enlaces

Guardar .pdbqt

Caja de Interaccion

Vina, Smina
Autodocktools

Importar los archivos .pdbqt de la proteina y el ligando
Establecer el tipo de mapas para la proteina y el ligando
Centro de la caja = 194.05 / 42.996 / 195.375

Tamafio de lacaja=46 A x50 A x48 A

Guardar

Correr el célculo para crear los mapas de interaccion

Elementos de
acoplamiento

Vina, Smina
Autodocktools

Proteina rigida
Ligando flexible
Pardmetro de busqueda = Algoritmo genético

Acoplamiento

Vina, Smina
Autodocktools

NUmero de corridas = 10

Tamario de la poblacion = 150
Exhaustividad= 100

Guardar

Correr el célculo para el acoplamiento

3.4 Condiciones de acoplamiento

Los acoplamientos se estudiaron en un espacio de busqueda especifico que contiene los

residuos aspartato 477, glutamato 515 y aspartato 588 (figura 15). Las dimensiones de la caja, la

exhaustividad y el numero de resultados de los acoplamientos se encuentran en el apéndice C.
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Figura 15. Sitio de acoplamiento

3.4.1 Programa de visualizacion de interacciones
Después de realizar los acoplamientos, se visualizaron los resultados con el programa
Discovery Studio 2021 Client (Studio, 2015), el cual es programa licenciado pero la herramienta

de visualizacion es gratuita

3.5 Eleccion del programa de acoplamiento

Se evaluaron tres programas especializados de acoplamiento molecular, los cuales se
conocen como Autodock (Morris et al, 2009), Autodock vina (Trott, O., & Olson, 2012) y Smina
(Koes et al, 2013). En cada programa se utilizé como receptor la estructura cristalina de la enzima
glucosiltransferasa del patdgeno oral Streptococcus mutans, la cual se encuentra almacenada en la
PDB con el codigo 3AIE. Esta estructura es la de mejor resolucion (2.10A) y segun el anélisis
Ramachandran reportado en la base de datos la calidad de sus cadenas varia entre 81a 84 % (lto et
al., 2011).

Se usaron dos ligandos el primero llamado a-acarbosa es el que esta disponible en la base

de datos PDB formando el complejo en la estructura 3AIC (Ito et al., 2011). Las coordenadas de
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ese ligando fueron extraidas y almacenadas en el archivo de coordenadas de la enzima 3AIE. Lo
anterior se realizo, ya que, la estructura 3AIE no cuenta con ese ligando.

El segundo ligando que se uso es el reportado en la literatura por (Zhang et al, 2017), en
ese trabajo demostraron que el ligando interactu6 con los residuos responsable de la actividad de
la proteina y en su defecto logré disminuir la produccion de glucanos. Los ligandos fueron tratados
siguieron la misma metodologia de construccion y optimizacion anterior.

Con el fin de poder comparar los tres programas se mantuvo las caracteristicas constantes
a la hora de realizaron los acoplamientos, entre ellas el tamafio de la caja de busqueda, la
exhaustividad y el numero de resultados generados por los programas.

Los criterios que se usaron para la eleccion del programa son los siguientes: Solo se evalud
la primera pose del resultado de los acoplamientos y ese resultado debe mostrar las interacciones

importantes. El programa que cumpla estos requisitos sera seleccionado.

3.6 Estabilidad del complejo formado

Con el fin de estudiar la estabilidad del complejo (Filgueira & Jr, 2019) se selecciono la
primera pose del resultado del acoplamiento entre los terpenos y la proteina, con esas estructura se
realiz6 el estudio de estabilidad usando dinamica molecular con el programa GROMACS 2019.5
(GROningen Machine for Chemical Simulations) y el campo de fuerza CHARRMM36.

La serie de pasos que se siguieron para realizar el estudio de estabilidad del complejo se
muestra en las siguientes subsecciones. Los pasos son: creacion de la topologia tanto de la proteina
como del ligando, construccion del complejo, solvatacion, adicion de iones, minimizacion del
complejo, seguidamente se llevara a cabo un proceso de equilibrio, primero temperatura y volumen

constante después presion y volumen constante.
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3.6.1 Creacion de la topologia de la proteina

Para crear la topologia de la proteina se us6 una herramienta de Gromacs conocida como
pdb2gmx donde la sintaxis de esta herramienta requiere el archivo de la proteina en formato .pdb.
Ademas de crear la topologia de la proteina (topol.top), se genera un archivo de restriccion (.prm)

y un archivo de la proteina en formato .gro.

3.6.2 Creacion de las topologias de los ligandos

La creacion de las topologias de los ligandos no se genera automaticamente con algun
modulo de Gromacs sin embargo existen ya herramientas para la construccién de topologias para
moléculas pequefias en especial para los campos de fuerza mas usados como Charmm36, OPLS,
AMBER.

Como se mencion6 anteriormente, en esta investigacion se us6 el campo de fuerza
Charmma36, por lo tanto, se usé el programa oficial para la tipificacién, asignacion de cargas y
parametros de Charmm llamado CGenFF.

El proceso para obtener la topologia de los ligandos es muy sencillo. Primero se cargé la
estructura de cada ligando en la pagina y cuando terminé el proceso se guarda cada resultado en
un archivo de texto en formato (.str).

Después de obtener el archivo (.str) de cada ligando se emple6 un Script desarrollado por
los mismos creadores del campo de fuerza Charmm llamado cgen_charmm2gmx_py2_ndx1.py
para generar la topologia (itp) y el archivo de restriccién (prm) de cada ligando. El Script se

descarg6 de la misma pagina que el campo de fuerza

3.6.3 Construccién del complejo
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Para construir los complejos proteina-ligando se realizd los siguientes procesos. Primero
se agregaron las coordenadas de cada ligando en el archivo.gro de la proteina y segundo, se guarda
como un nuevo archivo.gro llamado complejo.gro, este archivo tiene las coordinadas de la proteina
y el ligando.
Para finalizar y garantizar que Gromacs reconozca al ligando, se incluyd la topologia y la

restriccion de posicion de cada ligando en el archivo topol.top creado inicialmente.

3.6.4 Solvatacion y adicion de iones
El complejo se solvatd con moléculas de agua en una caja dodecaédrica y se adicionaron

iones para equilibrar las cargas del sistema.

3.6.5 Minimizacion del sistema

La minimizacion del sistema se realiz6 empleando el algoritmo de descenso mas
. . . . . k
pronunciado durante cincuenta mil pasos (100 picosegundos) hasta una tolerancia de 10 m_<])1 lo

anterior se realizé empleando el Script de la tabla 13.

3.6.6 Equilibrio

El proceso de equilibrio se realiz6 en dos fases. El primero se consider6 que el volumen y
la temperatura eran constantes, este proceso se conoce como NVT y en la siguiente fase la presion,
el numero de particulas y la temperatura se mantienen constantes, este proceso se conoce como
NPT.

Para realizar la primera fase de equilibrio se uso el Script de la tabla 14, y para la segunda

fase se usd Script de la tabla 15
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3.6.7 Ejecucion
Después de realizar el equilibrio se ejecutd la dindmica durante 10 nanosegundos siguiendo

el Script de la tabla 16.

3.6.8 Analisis
Luego de realizar el proceso de equilibrio se procede a realizar la dinamica molecular
durante diez nanosegundos. Las trayectorias se analizaron con los graficos de RMSD y RMSF y

el nimero de enlaces de hidrogeno que se formaron durante la simulacién.

4. Resultados y discusion

4.1 Optimizacion de las estructuras empleadas
Los resultados de las estructuras optimizadas del citronelal, geraniol, timol, a-Acarbosa y

g-43 se encuentran en la tabla 3.



ESTUDIO DE INTERACCIONES ENTRE TERRENOS Y LA ENZIMA GTFS 43

Tabla 3. Estructuras optimizadas

Estructura Nombre Energia (kJ/mol)
Citronelal ~1.23¢10°

Geraniol -1,23+10°
%’ M
‘Q.'.) o 9 f 45"
” Timol ~1,22 010°
a-Acarbosa —6,27 010°
‘: g-43 ~3,88010°
9
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La anterior tabla muestra las energias expresadas en k—JI de las estructuras de minima
mo

energia de cada ligando, esto se realizo con el fin de tener estructuras de partida confiables para

realizar los acoplamientos moleculares.

4.2 Seleccion del programa de acoplamiento

En la actualidad existen muchos programas que son usados para realizar acoplamientos
moleculares, algunos son de acceso libre, pero requieren interfaz grafica, otros necesitan que el
usuario adquiera una licencia para su uso y no requieren la instalacion en su dispositivo, estos
programas funcionan en una plataforma donde el usuario ingresa los requerimientos y después de
un tiempo obtiene el resultado en la plataforma o son enviados al correo electronico.

En este trabajo se usaron tres programas que son de acceso libre y requieren interfaz gréafica
para realizar los procedimientos, estos programas son Vina, AutodockVina y Smina. Donde se
pretendié encontrar el programa que sea capaz de reproducir las siguientes interacciones
reportadas por (Ito et al., 2011) : Asp477, Glu515 y Asp 588 con el ligando a-Acarbosa

En la tabla 4 se muestran las interacciones que se encontraron en cada programa y el tipo

de interaccién.
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Tabla 4. Interacciones encontradas en los tres programas de acoplamiento

Programa Interacciones
P.Hidrogeno Hidrofobicas Van der Waals
Vina Glu525, Asp4d77, Lued33, Tyr916, Argd75,
His 587, Arg540, Lue382 Phe907, Asn862,
Asn537, Trp517, Leu544, Tyr534,
Asn481, Asp909 Lue541, Ser518,
Smina Argd75, Aspd77, Lued33, Tyr916, Asp588,
Glu515, Asn481, Lue382 Leu4d34, Leu908,
His587, GIn592, Phe907, Asn862,
Arg540, Asn537, Ser589, Leu541,
Trp517, Asp909 Leu544, Ser518,
Tyr430, Asp480,
Ala478
Autodock  Glu515, Asp477, Alad78 Tyr916, Asn914,

Asp588, His587,
GIn592, Asp909,
Asn537, Trp517,
Asn481

Asn816, Phe907,
Phe907, Leu4d34,
Leu433, Tyr430,
Asp480, Gly429,
Ser518, Tyr519,
Asn862, Asn914

4.2.1 Vina

El resultado del acoplamiento molecular entre la proteina 3AIE y el ligando a-Acarbosa

(ACR) empleando programa Vina se muestra en la figura 16. Las interacciones encontradas se

muestran en la figura 17.
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Figura 16. Resultado del acoplamiento molecular de la proteina enzima (3AIE) y el ligando a-
acarbosa ( ACR)

En la figura 16 se muestra la cavidad de la enzima que es ocupada por el ligando ACR,
ademas de la distancia que existe entre el glutamato 515 y el hidrégeno tres y el aspartato 477 y el

hidrgeno dos, las distancias son de 1,865 y 2,169 A respectivamente.

Figura 17. Interacciones encontradas entre la proteina enzima (3AIE) y el ligando a-acarbosa
(ACR)

g A'900
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. A:540
®u, :
o D, | Ll
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A:515 . L e b |
A:433 Heo” "~ ~o
.H‘O
LEU -
A382 Asn @ TRP
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En la figura 17 no se aprecian las interacciones de la forma esperada. Segun lo reportado
los aminodcidos aspartato 477, Glutamato 515 y aspartato 588 deberian formar puentes de
hidrégeno con el ligando a-acarbosa. En esta ocasion se observa la formacion de puentes de
hidrogeno entre aspartato 477 y el hidrégeno dos, también del glutamato 515 con el hidrégeno
tres. De acuerdo con lo anterior faltaria la interaccion entre el aspartato 588 para cumplir con las

interacciones reportadas experimentalmente.

4.2.2 Smina
El resultado del acoplamiento molecular entre la proteina 3AIE y el ligando a-acarbosa
(ACR) empleando programa Smina se muestra en la figura 18. Las interacciones encontradas se

muestran en la figura 19.

Figura 18. Resultado del acoplamiento molecular de la proteina enzima (3AIE) y el ligando o-
acarbosa ( ACR)
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En la figura 18 se muestra la cavidad de la enzima que es ocupada por el ligando ACR,
ademas de la distancia que existe entre el glutamato 515 y el hidrégeno tres y el aspartato 477 y el

hidrégeno dos, las distancias son de 1,945y 2,010 A respectivamente.

Figura 19. Interacciones encontradas entre la proteina enzima (3AIE) y el ligando a-acarbosa
(ACR)
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En la figura 19 no estan presentes las interacciones de la forma esperada. En esta ocasion
se observa la formacion de puente de hidrégeno de los aminoacidos aspartato 477 con el hidrégeno
tres, ademas él aminoécido Glutamato 515 tambien forma puentes de hidrégeno con el hidrégeno
cuatro del ligando.

En la figura también se observa la interaccion del aspartato 588 pero no cumple con el tipo
de interaccion reportada, ya que el resultado del acoplamiento muestra que la interaccion entre el
aspartato 588 y el ligando es de Van der Waals y de acuerdo con la distancio al hidrégeno més

proximo no podria formar puentes de hidrégeno.
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4.2.3 Autodock
El resultado del acoplamiento molecular entre la proteina 3AIE y el ligando a-acarbosa

(ACR) empleando programa Autodock se muestra en la figura 20. Las interacciones encontradas

se muestran en la figura 21.

Figura 20. Resultado del acoplamiento molecular de la enzima glucosiltransferasa (3AIE) y el
ligando a-acarbosa (ACR)

En la figura 20 se muestra la cavidad de la enzima que es ocupada por el ligando ACR,
ademas de la distancia que existe entre el glutamato 515 y el hidrégeno seis, el aspartato 477 y el
hidrdégeno cuatro y el aspartato 588 y el hidrogeno cinco. Las distancias son de 1,856, 2,137 y
1,069 A respectivamente.

En la figura 20 se presenta las interacciones de la forma esperada. Segun articulos
anteriores (Ito et al., 2011) los amino&cidos aspartato 477, Glutamato 515 y aspartato 588 deberian
formar puentes de hidrogeno con el ligando a-acarbosa. Los hidrégenos con los cuales se forman

los puentes de hidrdgeno son el cuatro, cinco y seis respectivamente.
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Figura 21. Interacciones encontradas entre la enzima glucosiltransferasa (3AIE) y el ligando o~
acarbosa ( ACR)
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4.3 Reproduccion de las interacciones reportados por ligandos usados experimentalmente
en la proteina glucosiltransferasa empleando los programas de acoplamiento molecular
Vina, Sminay AutodockVina

Con el fin de demostrar que el programa Autodock es eficiente para reproducir las
interacciones entre enzimas y ligandos, se replico el trabajo de (Zhang et al., 2017) Estas
interacciones coinciden con las interacciones reportadas previamente por (Ito et al., 2011), donde
describen la formacion de puentes de hidrogeno entre los aminoacidos Aspartato 477, Aspartato
588 y Glutamato 588 con la enzima glucosiltransferasa. Se encontrd que el programa Autodock

obtuvo mejores resultados que Vina y Smina.
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Tabla 5. Tipos de interacciones entre la enzima glucosiltransferasa y el ligando G-43
empleando los programas Vina, Smina y Autodock

Programa Interacciones
Puentes de Hidrofébicas Van der
Hidrogeno Waals
GIn592, Ala4d78, Tyr916, Ser589
W i i) Asp588, Trp517
xs92 X588 A . Arg540,
) Glu590, His587
@ | /f
Mo SN
ALA TRP
o Xﬁ;§7 s x?slgo
X477
YR
X916
Vina
GIn592, Ala478, Tyr916,
o U ARG Asp588, Trp517
2 < ) o Arg540,
, GIlu590, His587
f p
H y : \\Q
X:478 xg‘ 857 8 X‘:[;lp7 XG;;JO
X:477
Smina
Glub15, Leu382 Leu434,
T Asp4d77, AspS88 Lys977,
£ ‘ Phe907,
;\;:a n. XG;-YS A|a478
s o= @
fi 3
X977 0// @

\
TR i)
X:430

PHE

:907
LEU %3
X:382

Autodock
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En la tabla 5 se encuentran los resultados encontrados con los tres programas de
acoplamiento, donde el programa con mejores resultados fue Autodock, este programa reprodujo
las interacciones entre el ligando G-43 y la proteina glucosiltransferasa reportadas por (Zhang et
al., 2017) y (Ito et al., 2011), estas interacciones se dieron entre el hidrégeno uno con el aspartato
588, también entre el hidrdgeno dos y el aspartato 477 y por Gltimo la interaccion entre el
hidrégeno tres y el glutamato 515.

Los otros programas de una u otra forma fallaron en la reproduccion de las interacciones
reportadas, por ejemplo, usando el programa Vina logré reproducir la formacion de puente de
hidrégeno entre aspartato 588 y el hidrégeno uno.

Las otras interacciones no fueron ubicadas en la forma adecuada, se observa tanto en Vina

y Smina los aminoacidos aspartatos 477 y glutamato 515 interactuaron con los anillos del ligando.

4.4 Resultados de los acoplamientos moleculares entre los terpenos y la enzima
glucosiltransferasa empleando Autodock

En las tablas 5, 6 y 7 se encuentran los resultados de las tres primeras poses de los
acoplamientos moleculares, también las diferentes interacciones que existen entre la enzimay los
ligandos citronelal, geraniol y timol respectivamente, usando como programa de acoplamiento
Autodock.

Se esperaba que los terpenos lograran reproducir alguna de las tres interacciones
mencionadas a lo largo del documento, lo que daria indicios sobre la posible inhibicion de los
terpenos frente a la enzima mas importante de las caries dentales.

Las poses uno dos y tres de cada acoplamiento se nombraron como A) B) y C) en las tablas

previamente mencionadas.
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4.4.1 Resultados de las primeras tres poses- citronelal
En la siguiente tabla se muestran los resultados del acoplamiento usando el programa

Autodock, asi como las interacciones encontradas.

Tabla 6. Tipos de interacciones entre la enzima glucosiltransferasa y Citronelal
Citronelal Interacciones

Hidrofébicas

Van der
Waals

Asp480,

Puentes de
Hidrdgeno

Trp517 Phe907,
(]
X907 Leu434, Glu515,
e %481 Leu433 Ala516,
. LEV
TRP X434 A|a4781
@y GIn592,
) Asn481,
o~ GLN
X:592 Val479

VAL
X:479 ASN

ALA
x:516

LEU
ALA X:433

A)

ASN
X:914

ASP
X:909

HIS
X:587

ASN
X:862

GLN
ASP X:592
X:588

SER
X:589

ASP
X:593

TYR

Asn862

Tyr610

Phe907,
His587,
Asp909,
Asn914,
Asp588,
GIn592,
Ser589,
Asp593

PHE X:610
X:907

B)
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Citronelal Interacciones
Puentes de Hidrofobicas Van der
Hidrogeno Waals
Asn862 Leud33, GIn592,
Mg Ala476, Asp909,
Trp517 Asp588,
m g 6D B Phe907,
o O Glu515,
e s AspaT7,
Arg4Ts,
X592 = e Asn914
C)

En la tabla 6 muestra que tanto en la pose B) como en la pose C) se formé un puente de
hidrégeno con la asparagina 862 y en la pose A) se formé un solo enlace de hidrogeno, pero con
el triptofano 517. Ademas de las interacciones mencionadas anteriormente es importante resaltar
otro tipo de interaccion que se encontrd, esta interaccion es conocida como Van der Waals (VdW).
En la pose A) se encontraron siete interacciones de VdW entre ellas la que se da con el glutamato
515. En la pose B) se encontraron ocho interacciones de Vdw pero a diferencia de la pose A) la
interaccion que se encontrd se dio con el aspartato 588. En la pose C), la Gltima pose de este
acoplamiento, se encontraron ocho interacciones de VdW entre ellas las interacciones entre el
glutamato 515, aspartato 477 y aspartato 588 con la enzima.

Sin embargo, los resultados en esta oportunidad no coinciden con los reportados en la
bibliografia, ya que en ninguna de las tres poses de los acoplamientos se encontré que los
aminoacidos mencionados anteriormente formen puentes de hidrégeno con laenzimay los puentes
de hidrégeno formados, cabe resaltar que el citronelal no han sido reportados con actividad

inhibitoria.
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4.4.2 Resultados de las primeras tres poses-Geraniol

En la siguiente tabla se presenta los resultados del acoplamiento entre el geraniol y la
enzima, también las interacciones clasificadas en puentes de hidrégeno, Hidrofébicas y Van der

Waals.

Tabla 7. Tipos de interacciones entre la enzima glucosiltransferasa y Geraniol

Geraniol Interacciones
Puentesde Hidrofébicas Van der
Hidrégeno Waals
Glu515, Tyr430, Asn4d81,
— Asp4d77 Trp517, Asp480,
A) & Leu433, GIn960,
Y Alad78 Asp588,
X481 o o His587,
W Tyr916,
m O @ Arga7>
X430 ‘ -~ f L
) X:433 ASP
X:480 X:588
GLN
X:960
Asp480, Leud33, Ala516,
P = Glu515 Tyr91e, Val479,
B) 48y K433 Leu434, Trp517,
- Ko Phe907, Asp909
s Alad78

ALA
X:516 v
LEU
X434
VAL
X:479
TRP
GLU X:517 x‘-ﬁs PHE ASP
X:515 : X:907 X:909
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Geraniol Interacciones
Puentes de  Hidrofébicas  Van der
Hidrégeno Waals
Tyr610, Phe907, Leud34,
Asp593, Leu382, Ser589,
0) 15 GIn592 Trp517 Asp909,
T, ASP Asp588,

} X:588 GLN
X909 %592

LEU
X434

ASP
%:593

SER

PHE h
610" yogg

X.907

LEU

%:382 TRP
X:517

En la tabla 7 se muestra las primeras tres poses (A) (B) y (C) de los acoplamientos
moleculares entre la enzima glucosiltransferasa y el ligando geraniol (En la pose (A) se muestran
dos puentes de hidrégeno entre el Gnico hidrdgeno polar de geraniol y los aminoacidos glutamato
515 y aspartato 477, adicionalmente a esto se observaron algunas interacciones de VVan der Waals
entre ellas la que se da con el aminoacido aspartato 588.

La distancia entre el hidrégeno y el oxigeno OE1 del aminoacido glutamato es de 2,8
angstrom por el contrario la distancia entre ese mismo hidrégeno y el oxigeno OD1 del aminoacido
aspartato 477 es de 1,7 angstrom.

En la pose (B) lo méas importante es la formacién de un puente de hidrégeno entre el Gnico
hidrégeno polar de geraniol y el oxigeno del aminoacido glutamato 515.

En la pose (C) a diferencia de lo encontrado en (A) y (B) no se muestran los puentes de
hidrogeno entre los aminoécidos glutamato 515, aspartato 477 y aspartato 588, sin embargo, se
formaron tres puentes de hidrogeno, dos entre el Unico hidrégeno polar y los aminoacidos TYR

610, ASP 593 y otro entre la glutamina 592 y el oxigeno aceptor formando un puente de hidrégeno
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aceptor. Teniendo en cuenta estas interacciones es de esperar que el geraniol presente actividad

frente a esta enzima.

4.4.3 Resultados de las primeras tres poses-Timol

Tabla 8. Tipos de interacciones entre la enzima glucosiltransferasa y Timol

Timol Interacciones

Puentes de Hidrofobicas Van der

Hidrogeno Waals

= Asp909 Lue434, Leud3s,

e Tyr916, Asp4T7T,

VN Gm A) Leu382, Asn862,

o Phe907, Asp588,

pHE Tyr610 GIn592

| X:592 X:610

b) AspaT7 Ala478, GIn592,
Trp517, Phe907,

XS Leu433 Asp909,

e Asn914,

@ His587,

XCa50 Arg47s,
PHE ALA Asn481

X:907 | Wil

ASP )
X:909 ngs TRP
; ASP X:517
XA77
HIS
X:587
ASN

X:914 § IR0

X:475
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Timol Interacciones

Puentes de Hidrofobicas Van der

Hidrogeno Waals

c) & Asp909 Tyr916, AspaTi,
e TR -4 Leu433, Ala47s,

& Tyr610, GIn960,

m X610 Leu382, Asn914,

\ Phe907, GIn592

M i X552 Leud34

X:478 X:907

En la tabla 8 se muestra las primeras tres poses (A) (B) y (C) de los acoplamientos
moleculares entre la enzima glucosiltransferasa y el ligando timol (TML). En la pose (A) se
muestran un puente de hidrégeno entre el nico hidrégeno polar de timol y el aminoécido aspartato
909, adicionalmente a esto se observaron algunas interacciones de Van der Waals entre ellas la
que se da con los aminoécidos aspartato 477 y 588.

En (B) se observa la interaccion de puente de hidrogeno con el aminoacido aspartato 477,
ademas se observa como interactla el aspartato 588 y el glutamato 515 con el ligando, esta
interaccion es de tipo pi-anion.

En la pose (C) se muestra un puente de hidrégeno entre el tnico hidrégeno polar de timol
y el aminoacido aspartato 909, adicionalmente a esto se observaron algunas interacciones de Van
der Waals entre ellas la que se da con el amino&cido aspartato 477. De acuerdo a estos resultados

es de esperar que el Timol no presente actividad inhibitoria.
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4.5 Estructura de partida para las simulaciones de dindAmica molecular

Después de realizar los acoplamientos moleculares para cada ligando se selecciond los tres
primeros resultados para estudiar la estabilidad de los complejos empleando la simulacion de

dindmica molecular.

Tabla 9. Estructuras de partida empleadas para los calculos de dinamica molecular

Citronelal Geraniol Timol

A)

B) B)

B)

0
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En la tabla 9 se observa como varia el acoplamiento entre los terpenos y la proteina, en la
primera columna se observa el terpeno citronelal, en la segunda el geraniol y en la tercera el timol.
En las filas uno (A), dos (B) y tres (C) se encuentras las primeras tres poses de cada terpeno. De
acuerdo con esto las poses de cada ligando varian de forma significativa y eso se pudo evidenciar

en las interacciones mostradas en las tablas 5,6 y 7.

4.6 Solvatacion de la proteina

Para iniciar los procesos de equilibrio y produccién se procedié a solvatar el sistema. Como
se observa en las figuras 22. Se emple6 una caja de forma dodecaedro de modo que la proteina
estuviera totalmente dentro y se usara la minima cantidad de aguas, esto disminuye el tiempo de

calculo del proceso.

Figura 22. Proteina solvatada

4.7 Energia potencial
Después de solvatar los sistemas, se realizd la minimizacion de energia de cada uno,

empleando el algoritmo de descenso mas pronunciado durante cincuenta mil pasos (100

. . k .. .
picosegundos) hasta una tolerancia de 10 m—il Adicional a esto se agregaron 6 aniones de cloro
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para estabilizar la carga del sistema. En la figura 23 se observa el resultado de la minimizacién, el

cual, confirma que todas las estructuras fueron correctamente minimizadas cuanto a geometria.

Figura 23. Resultado de energia de minimizacién de enzima y los ligandos
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4.8 Equilibrado

Después de minimizar la energia de cada sistema se realizo el proceso de equilibrado en
dos fases. La primera fase es conocida como ensamble canénico NVT y la segunda fase se conoce
como ensamble isotérmico-isobarico NPT donde el volumen y la temperatura son constantes para
el primero y la presion, el nimero de particulas y la temperatura es constante para el segundo. Para
determinar el adecuado equilibrado para cada uno de los sistemas se determiné la variacion de
temperatura, presion y densidad para cada sistema en funcion del tiempo.

La primera fase de equilibrio con ensamble NVT estabilizé la temperatura del sistemay la
segunda etapa utiliza ese resultado para posteriormente estabilizar la presion del sistema. De
acuerdo con los resultados mostrados en el anexo A todos los sistemas fueron estables durante cien
picosegundos. Del mismo modo para la variacion de la presion y la densidad para cada sistema a
lo largo de la segunda fase de equilibrio con ensamble NPT se pudo lograr el equilibrio. Segun los
resultados mostrados en las dos fases de equilibrio se puede proceder con las simulaciones de

dinamica molecular.
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4.9 Evaluacion de la estabilidad de los complejos

Al final la simulacién se obtuvo un archivo de formato xtc, el cual tiene la informacion de
la trayectoria de todos los residuos de la proteina y de la sustancia acoplada. Teniendo en cuenta
este archivo y empleando un paquete disponible en GROMACS se calcul6 el RMSD de cada

complejo, de esta amanera se obtienen las figuras 24.

4.9.1 Analisis RMSD del complejo 3AIE — Geraniol

En la figura 25 se muestra la variacion de los complejos durante diez nanosegundos, en el
eje Y se muestra esa variacion en términos de distancia (nanémetros). Los colores representan una
simulacion, por ejemplo, el color azul representa la simulacién de la proteina sin ligando durante
el tiempo mencionado anteriormente y los colores naranja, verde y rojo son las poses uno, dos y

tres respectivamente.
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Figura 24. RMSD de la enzima sin ligando y de las tres primeras poses de los terpenos geraniol
(A), citronelal (B) y timol (C)
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Segun lo observado en la figura 24 y lo presentado anteriormente en las tablas 5, 6 y 7 el
ligando que estabilizé de mejor forma a la proteina fue el geraniol y la pose nimero uno fue la
mejor de las tres. Las razones se mostraran a continuacion.

El primer terpeno a descartar es el timol con respecto a la estabilidad del geraniol, ya que
en la figura 24 (C) se observa gran diferencia entre la proteina sin ligando y la proteina con el
terpeno, esta diferencia se debe a la ausencia de las interacciones con el glutamato 515 vy el
aspartato 477. En la tabla 7 se muestra que solo la pose nimero dos formé un puente de hidrégeno

con el aspartato 477.
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Las interacciones que se encontraron con el ligando citronelal fueron de tipo Van der
Waals, estas interacciones se observan en la tabla 5. En la figura 24 B) se muestra un
comportamiento similar con respecto a la figura 24 A), sin embargo, las interacciones encontradas
en la pose 1 del geraniol corresponde a la triada catalitica reportada en la bibliografia entre ellos
la interaccién con el glutamato 515 amino&cido importante para romper el enlace glucosidico. Lo
que lleva considerar que este tipo de interacciones presentes en la pose uno es ostensiblemente
maés fuertes que las presentes en los otros terpenos y por lo tanto esta pose estabilizd mejor la

enzima.

4.9.2 Analisis RMSF del complejo 3AIE — Geraniol

Adicionalmente se realizo el anélisis RMSF de todos los residuos de la enzima durante el
periodo de simulacién, este analisis se realizo de la enzima sin ligando y de los tres complejos, en
la figura 25 se muestran los resultados de los complejos 3AIE-geraniol (A), 3AIE-Citronela (B) y

3AIE-Timol (C).
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Figura 25. RMSF de la enzima sin ligando y de los complejos 3AIE-geraniol (A), 3AIE-
Citronela (B) y 3AIE-Timol (C)
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En la figura 25 se observa el comportamiento flexible de los aminoacidos prolina 419,
arginina 420 vy tirosina 421 de la proteina sin ligando (azul). Al entrar los ligandos geraniol y
citronelal la movilidad de las cadenas laterales de esos residuos disminuye radicalmente a

diferencia del terpeno timol donde la movilidad de esas cadenas se reduce a la mitad.

4.9.3 Formacion de enlaces de hidrégeno entre el geraniol y la enzima
La formacion de puentes de hidrogeno es un parametro importante cuando hablamos de
interacciones no covalentes, en esta seccion se muestran los posibles puentes de hidrogeno que se

forman con cada una de las tres primeras poses del terpeno geraniol con la enzima, los resultados
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de los complejos citronelal y timol se encuentran en el anexo F. Las figuras 26, 27 y 28 muestran

la formacion de enlaces de hidrégeno de las poses uno, dos y tres respectivamente.

Figura 26. Formacion de puentes dejhidrégeno entre geraniol y aspartato 477 pse-1
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En la figura 26 se observa la formacién de puente de hidrégeno entre el aspartato 477 y el
geraniol, esta interaccion se da entre el hidrégeno H1 del geraniol y el oxigeno OD2 del aspartato,

ese enlace vario entre 1.70 a 2.10 A durante los 10 nanosegundos de simulacion.
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Figura 27 Formacion de puentes de hldrogeno entre geraniol y aspartato 477 pse-2
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La figura 27 muestra la formacién de puente de hidrogeno entre el geraniol y el aspartato
477, esta interaccion se da entre el hidrogeno H16 del geraniol y el oxigeno OD2 del aspartato, ese

enlace varia entre 2,28 hasta 2,47 A.

Figura 28. Formacion de puentes de hldrogeno entre geramol y aspartato 588 pse-3
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La figura 28 muestra la formacion de puente de hidrégeno entre el geraniol y el aspartato
477, esta interaccidn se da entre el hidrégeno H1 del geraniol y el oxigeno OD2 del aspartato, este

enlace varia entre 1,78 hasta 2,33 A.
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Lo observado en las figuras anteriores muestra que las tres poses del geraniol durante la
simulacion de dinamica molecular interactuaron con los aminoécidos importantes de la proiteina,

lo que varia es el tiempo que dura el enlace de hidrégeno.

5. Conclusiones

De los tres programas de acoplamiento molecular Autodock, smina y vina se encontr6 que
el Autodock logro reproducir las interacciones de los ligandos a-Acarbosa y g-43 con la enzima
glucosiltransferasa.

El acoplamiento molecular con los terpenos citronelal, geraniol y timol evidencio que todos
los terpenos interactdan con algun residuo responsable de la actividad catalitica de la enzima, sin
embargo el geraniol presentan interacciones de tipo puente de hidrégeno con los residuos de la
enzima lo que presuntamente disminuye la actividad de la proteina segun lo reportado por Hairul
Islam et al., 2020.

La dindmica molecular permitié evaluar la estabilidad de los complejos formados y se
encontrd que la primera pose del ligando geraniol presentaba la trayectoria mas estable entre los
otros terpenos, esto se evidencid con los analisis de RMSD Y RMSF. La estabilidad de la
interaccion posiblemente se da por los puentes de hidrdgeno entre el geraniol y la enzima.

Con todo lo anterior se evidencia lo importante de las herramientas computacionales para
encontrar sustancias naturales que posiblemente ayudarian a contrarrestar enfermedades como las
caries dentales que afectan a gran parte de las personas, ya que, los tratamientos que existen en la
actualidad se tornan ineficientes para el control de este patdgeno. De tal forma que se propone al

geraniol, una sustancia natural, que potencialmente pueda ser usada para el control de las caries
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dentales, ya que, el geraniol interactuaria con los residuos importantes para la inhibicion de la

enzima glucosiltransferasa.
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Apéndices

Apendice A. Propiedades fisicoquimicas de las dinAmicas moleculares

Resultado de las propiedades fisicoquimicas de la dindmica molecular entre la proteina y la

citronelal
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Apendice B. Componentes mayoritarios de los aceites esenciales Cymbopogon nardus,

Cymbopogon martinii y Thymus vulgaris

Componentes quimicos del aceite esencial Cymbopogon nardus

Aceite esencial Cg[;niﬁnui?:f)to Porcentaje Componente mayoritario Referencia
Citronellal 27,53
(Guandalini
O, cH, Cunha et al,
Cymbopogon  Citronellol 25,00 \/\]/W 2020)
nardus Nerol 21,89 CH, CH,
Geranial 0,67
Eugenol 0,50
Otros 25,80

Componentes quimicos del aceite esencial Cymbopogon martinii

Aceite esencial Cg[;nilrjnuiizto Porcentaje Componente mayoritario Referencia
(Rodriguez
HO CH, Quintanilla et al.,
Cymbopogon  Geraniol 69,6 +1,6 \/“YW 2012)
martinii Acetato de CH, CH,
geranilo 156+0,3
Otros 14,80

Componentes quimicos del aceite esencial Thymus vulgaris

Aceite esencial ng‘ifnﬂizto Porcentaje Componente mayoritario Referencia

Thymol 37,70

Ho. oM (Schott et al.,

Terpineno 10,40 2017)
Thymus vulgaris ~ Terpineol 2,00 Ho

Cimeno 7,70

Carvacrol 5,00

Otros 37,20 EHs
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Apendice C. Condiciones de acoplamiento

Condiciones de acoplamiento

Tamarnio de caja Centro de caja Namero .
Programa de Exhaustividad
X y . X y . resultados
Vina 46 50 48 194.05 42996  195.375 10 100
Smina 46 50 48 194.05 42996 195.375 10 100

Autodock 46 50 48 194.05 42996  195.375 10 100
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Apendice D. RMSD de los complejos formados

Analisis RMSD del complejo 3AIE — Citronelal

RMSD de la enzima sin ligando y de las tres primeras poses del acoplamiento
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Apendice E. Apéndice A RMSF de los complejos formados

Anélisis RMSF del complejo 3AIE — Citronelal
RMSF de la enzima sin ligando y de las tres primeras poses del acoplamiento entre la enzima y

citronelal
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Apendice F. Formacion de puentes de hidrégeno
Formacion de puentes de hidrogeno entre citronelal y aspartato 477 pse-2

Formacion de puentes de hidrdgeno entre citronelal y aspartato 477 pse-2

Niimero de enlaces de Hidrégeno

1 1 1
250 500 750
Frames

Formacion de puentes de hidrégeno entre citronelal y aspartato 477 pse-2

Formacidn de puentes de hidrogeno entre citronelal y aspartato 477 pse-3

Nimero de enlaces de Hidrogeno

8
H
g
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Formacion de puentes de hidrdgeno entre citronelal y aspartato 588 pse-2

Formacion de puentes de hidrdgeno entre citronelal y aspartato 588 pse-3
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Nimero de enlaces de Hidrogeno
= “
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Apendice G. Formacion de enlaces de hidrdgeno

Formacion de enlaces de hidrogeno timol y ASP588 pse-2

Formacion de puentes de hidrdgeno entre timol y aspartato 588 pse-2
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Apendice H. Parametros utilizados para realizar la simulacion

Script para minimizar el sistema

Titulo

Minimizacion

*

Integrator

=steep

emtol

=1000.0

emstep

=0.01

nsteps

50000

**

nstlist

=1

cutoff-
scheme

= Verlet

ns_type

=grid

rlist

=12

coulombtype

=PME

vdwtype

= cut-off

vdw-
modifier

= force-switch

rvdw-switch

=10

rvdw

=10

pbc

= Xyz

* Parametros que describen lo que se realizd y cada cuanto se guarda la informacion

** Parametros que describen como ubicar los atomos vecinos y calcula las interacciones
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Script para equilibrar el sistema NVT

Titulo Equilibrio
NVT Protein-
ligand

Define =-DPOSRES

integrator md

nsteps 50000

dt =0.002

nstenergy 500

nstlog 500

nstxout-compressed 500

*

continuation no

constraint_algorithm lincs

constraints h-bonds

lincs_iter 1

lincs_order 4

**%x

cutoff-scheme Verlet

ns_type grid

nstlist 20

rlist 1.2

vdwtype Cutoff

vdw-modifier force-switch

rvdw-switch 1.0

rvdw 1.2

**kx

coulombtype PME

rcoulomb 1.2

pme_order 4

fourierspacing 0.16

*kkk

tcoupl V-rescale

tc-grps Protein_ligand
Water_and_ions

tau_t 0.1 01

ref t 300 300

*khkk*k
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pcoupl no

*kkkkk

gen_vel Yes
gen_temp 300
gen_seed -1

* Parametros de enlace

** Blsqueda de atomos vecinos y Van der Waals
*** Electrostatica

**** Acoplamiento de temperatura

*xxxx Acoplamiento de presion

****%* Generacion de velocidad
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Titulo Equilibrio
NPT
Protein-
ligand
Define =-DPOSRES
integrator md
nsteps 50000
dt =0.002
nstenergy 500
nstlog 500
nstxout-compressed 500
*
continuation yes
constraint_algorithm lincs
constraints h-bonds
lincs_iter 1
lincs_order 4
**
cutoff-scheme Verlet
ns_type grid
nstlist 20
rlist 1.2
vdwtype Cutoff
vdw-modifier force-switch
rvdw-switch 1.0
rvdw 1.2
*kx
coulombtype PME
rcoulomb 1.2
pme_order 4
fourierspacing 0.16
*kkk
tcoupl V-rescale
tc-grps Protein_ligan
d
Water_and_i

ons
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tau_t 0.1 01
ref_t 300 300
*hkkhkk

pcoupl Berendsen
pcoupltype Isotropic
tau_p 2.0

ref p 1.0
compressibility 4.5e-5
refcoord_scaling Com

* Parametros de enlace

** Blsqueda de atomos vecinos y Van der Waals
*** Electrostatica

**** Acoplamiento de temperatura

*xxxx Acoplamiento de presion
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Script para realizar la dindmica molecular

Simulacion de

Titulo dindmica
molecular
Integrator md
nsteps 5000000
dt 0.002
nstenergy 5000
nstlog 5000
nstxout_compressed
5000
*
continuation yes
constraint_algorithm lincs
constraints h-bonds
lincs_iter 1
lincs order 4
**
Verlet
Cut-off-scheme
ns_stype grid
nstlist 20
rlist 1.2
vdwtype cutoff
vdw_modifier force-switch
rvdw_switch 1.0
rvdw 1.2
**k*k
coulombtype PME
rcoulomb 1.2
pme_order 4
fourierspacing 0.16
*kkk
tcoupl V-rescale
Protein_ligand
tc-grps Water_and_ions
tau_t 0.1 01

ref t 300 300
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*kkkk

Parrinello-
pcoupl Rahman
pcoupltype isotropic
tau_p 2.0
ref_p 1.0
compressibility 4.5e-5
*kkkkk
pbc Xyz
*kkkkkk
gen_vel no

* Parametros de enlace

** Blsqueda de atomos vecinos y Van der Waals
*** Electrostatica

**** Acoplamiento de temperatura

**xxxx Acoplamiento de presion

**x*** Condiciones periddicas de contorno

*xkxkx* Generacion de velocidad
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