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Los ciclétidos son polipéptidos circulares sin residuos terminales, se encuentran en
especies vegetales pertenecientes a la clase Eudicots de las Angiospermas, utilizados

tribus del Congo en la medicina tradicional formulando infusiones y ungientos de las
plantas silvestres. La especie mas conocida es la Kalata-kalata de la familia Rubiaceae
por su amplia distribucion y su funcién uterotonica. Las caracteristicas principales de estos
polipéptidos ciclicos es la presencia de un nudo ciclico y un enlace peptidico terminal
entre las colas carboxilo y amino. Utilizamos la dinamica molecular aplicando el campo
de fuerza OPLS-AA en el software Gromacs 2016. Usamos 78 cicl6tidos pertenecientes
a la familia Rubiaceae. Las estructuras fueron minimizadas usando el método “steepest
descent”. La simulacion de dinamica molecular fue realizada con un ensamblé candnico
NVT en unas condiciones periddicas de contorno de 5x5x5 manteniendo la temperatura

fisioldgica 36.5 °C dentro de un sistema explicito. El analisis de la mecénica cuéntica fue

hecho en cinco ciclotidos en el software deMon2k v.4.7. En esta investigacion

presentamos resultados comparativos con respecto a la termoestabilidad (mecénica

la longitud de los puentes disulfuro (mecanica cuantica).
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Las especies de la familia ienen una distribucién mundial, su habitat se

encuentra en la mayoria de los continentes, incluso en el continente Antartico, pero la
mayoria se encuentra en la region tropico y subtropico de toda América.? El Per( posee

740 especies reportadas, estas se ubican a 100 — 3700

Se han reportado especies como en regiones de Bosques
Humedos Amazonicos.’

1.1.2. Taxonomia

La familia es la cuarta y mas extensa de las angiospermas, generalmente se

encuentran en bosques tropicales. La principal caracteristica de las es la

oposicion entre hojas y estipulas, estas en su mayoria estdn compuestas de

arboles, hierbas pequefias, malezas y arbustos, llegando a comprender 13.000 especies *,



familia Rubiaceae.
Las especies presentes en la familia de

cicl6tidos.

Taxonomia

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Gentianales
Rubiaceae

La historia de los ciclétidos tiene su origen alrededor de los afios 1960 donde tribus del

Congo (Africa) utilizaban recursos naturales para el tratamiento y cura de enfermedades

que padecian. Una practica comun en las mujeres era la preparacion de infusiones con

plantas silvestres (| Rubiaceae), para acelerar las contracciones

durante el parto. Estos hallazgos fueron reportados por el profesor Finn Sandberg, siendo

identificados y aislados por Lorents Gran, identificando la presencia de un agente

estimulador conformado por polipéptidos, provocando el aumento de las contracciones

Afos después se una estructura macrociclica compuesta por péptidos de 27-37,
residuos de aminoacidos, denominandose ciclétidos por su estructura circular.
adelante el ciclétido mas fue denominado “kalata b1” por su obtencion de |a

planta silvestre conocida como Kalata-kalata.”® E




Otra especie de planta es Chassalia parvifolia,

perteneciente a la familia Rubiaceae, estudiada por la actividad de los ciclétidos

denominados como “circulinas” que expresaron una actividad anti VIH. Otros ciclotidos

fueron descubiertos por su actividad hemolitica.®

Se conoce poco acerca de como se producen los cicl6tidos en la planta, ya que se observal

esta sometida a estrés, p

Se han reportado més de 160 ciclétidos, donde solo 3 familias han sido las mas estudiadas

Estos cicl6tidos se encuentran en todos los tejidos de

planta como hojas, flores, tallos y raices, debido a esto no se tiene un registro completo

acerca de los porcentajes que se encuentran distribuidos en la planta pero se presume que

la produccion es constante.'? Otra familia conocida es la familia esta tiene las

mismas propiedades uroténicas como la kalata B1 de Rubiaceae, los cicl6tidos de

se encuentran en todos los tejidos incluyendo hojas, flores, tallos y raices.*® Los



ciclotidos de Rubiaceae como lo son las Kalatas, Circulinas, Caripes y otros poli

fueron reportados gracias a los estudios etnofarmacolégicos y terapias
etnomedicinales de tribus nativas del Africa .** Las caracteristicas de los cicl6tidos de
kalata B1, ciclopsicotrido Ay circulina A presentan una actividad biologica que inhibe el
crecimiento y desarrollo de microorganismos y afecta el crecimiento de larvas e insectos,
propiedades pueden ser aplicadas a tecnologias agrarias frente a
infecciones, como lo podria ser la utilizacion de kalata B1 como un agente insecticida ya
que a diferencia de otros ciclétidos esta presenta una mayor actividad citotoxica.

Otros estudios indican la inactividad de algunos ciclétidos contra

estos resultados fueron obtenidos por indicaron que los cicldtidos
de| son activos frente al crecimiento
Gracias a estos estudios se destacan las especies de Rubiaceae y Violaceae como opciones

antimicrobianas, siendo necesario la investigacion e identificacion de todos estos.'® 19

Se ha reportado la presencia de péptidos circulares en la medicina tradicional, estas

sustancias son utilizadas para el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la

dermatitis inflamatoria.

Para demostrar de las formas estructurales de los ciclétidos se utilizé

para proporcionar datos de Ia|

naturaleza ciclica. Sin embargo, la falta de C- y N-terminales hace necesario la utilizacion

de un proceso enzimatico para lograr romper el anillo que estos forman, por lo que realizar,

un analisis de estructuras ciclicas no purificadas es extremadamente dificil.']

Las proteinas circulares son moléculas con plegamientos en su estructura terciaria,
configurando una conformacion tridimensional ciclica definiendo esta estructura su

general para la mayoria de las estructuras de
ciclétidos Kalatas. Uno de los pliegues se debe a la presencia de un &cido glutamico en el

bucle 1 de los cicl6tidos, mejorando la estabilidad de la estructura y proporcionando

actividad esencial en la interaccion y alteracion de la membrana celular.'® En plantas

provenientes reportd la produccion de moléculas ciclicas,



lo es en la mayoria de los residuos presentes en la proteina, por lo tanto, se acepta la

existencia de proteinas circulares de sintesis ribosémica en microorganismos, plantas Y|

animales, siendo estas moléculas ciclicas uniones peptidicas, sin extremos amino o

carboxilo.?
La caracteristica de los ciclotidos es la presencia de residuos de cisteina que

son codificados por genes formando en la estructura un triplete de cistinas. Estos cicl6tidos

forman parte de la proteccion en la planta, siendo resistentes por su estructura formad

por cisteinas, brindandole una estabilidad estructural ciclica, resistencia a la degradacion
enzimatica, resistencia térmica y resistencia quimica. Esta resistencia es ideal en la
creacion de andamios de polipéptidos para el disefio de farmacos, utilizandolos como

para la insercion de agentes bioactivos.

Estas proteinas presentan una variedad de actividades intrinsecas, pueden ser

utilizados como ligandos de la y la vasopresina humano receptores V1a, también

inhiben la actividad de prolil oligopeptidasa humano y una serina-proteasa que esta

implicada en los mecanismos de

. wsge - . aps

Los ciclétidos se dividen en tres subfamilias

esta division se debe a la presencia o falta de

prolina en el bucle 5. Otra diferencia es el nUmero de aminoacidos

posicion de los aminoécidos en la estructura.?

La diferencia entre estas dos subfamilias es por la presencia 0

ausencia, de un enlace peptidico cisteina—prolina en el residuo de cisteina frente a una

conservada del bucle 5, que le confiere un giro a la estructura de cadena|




peptidica. Entre estas divisiones hay una subfamilia de "hibridos", es decir, estructuras
gue contienen caracteristicas de ambas divisiones a pesar de la diferencia de tamanos.
Segun la base de datos Cybase (base de datos de proteinas ciclicas) la subfamilia

estd conformada por dos tercios de los ciclotidos reportados, ademas es la mas

grande y diversa.?’
La divisién i presencia de un

por 29 a 33

aminoacidos hidrofobos, con un porcentaje del 60 % de regiones conservadas, provocando

gue la variabilidad y diversidad de estas estructuras sean limitadas, los cicl6tidos mas

representativos de esta division son la Kalata B1 y Kalata B2.%°

En la divisién de se han encontrado alrededor de 60 miembros. La totalidad de

estos ciclotidos no poseen enlace peptidico en posicién originando la formacion de|

un brazalete. Estos polipéptidos macrociclicos tienen alrededor de 28 y 31 aminoacidos,

a diferencia de la division estos solos tienen 10 residuos conservados

residuos de cisteina que forman el nudo ciclico de cisteinas “NCHM). Los mas

representativos de esta clasificacion son la circulina A1l y la cicloviolacina que

presentaron actividad anti-VIH.2§

Los ciclétidos estdn compuestos por cadenas de aminoacidos (27 — 33 aminoacidos), estos
aminoacidos varian su posicion en las diferentes conformaciones que puedan tener los
ciclotidos, determinando asi su actividad biologica, caracterizandose por la formacion de
un enlace peptidico terminal formando un enlace entre un grupo amino — carboxilo

los residuos que intervienen en esta unién son un residuo de Aspartato

(ASP) junto a un residuo Glicina (GLY) y otras variantes, al replicar numerosas veces este

proceso, se forma una cadena de polipéptidos originando asi el esqueleto de los

ciclotidos.?8

La estructura ciclica de los ciclotidos fue demostrada en un

la espectrometria de masas de ionizacion, obteniendo un peso molecular de 3904,1 Da. L4
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Al tratar de secuenciar los residuos de cisteinas, se tuvo inconvenientes, ya que esto se
debe a que las enzimas no encontraban un punto de union debido a que el N-terminal se

encontraba enlazado al C-terminal demostrando asi la estructura ciclica del cicl6tido

palicourein.®® También fue reportado un ciclétido de 34 residuos, este

macrociclicos fue aislado de una que posee una cadena principal

residuos de cisteina junto a sus enlaces peptidicos, este presenta una estructura
tridimensional parecida a su semejante pero poseen poca

homologia. Entre las moléculas que fueron reportadas en los ultimos afos, el ciclotido
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El enlace disulfuro o puente disulfuro es un enlace covalente formado de dos grupos tiol,
su formacidn se da por reaccion de oxidacion de los grupos sulfhidrico (Figura 1.5).%3
Los puentes disulfuro muchas veces proporcionan a la proteina su estabilidad

funcionalidad, debido a que participan en el plegamiento oxidativo, formacion de la

Rx Oxidacion

Figura 1.5. Formacion de los enlaces disulfuro mediante la Oxidacion de grupos sulfhidricos.%3

Los enlaces disulfuro tienen una energia de disociacion de 60 kcal/mol,
los enlaces ronda los ~ 2.05 A. Su estabilidad esta relaciona a la posicién de sus angulos,

siendo mas estable en diedros de 90°, en angulos de 0 a 180° expresan una capacidad

oxidante y afectan directamente a la funcion de la proteina.’



estructura terciaria, ya que, para lograr la secuenciacion, es necesario reducir los puentes

disulfuro con la utilizacion de grupos tiol.

La formacion puentes disulfuro esta relacionada directamente con la proximidad de

los residuos de cisteina, uniendo a sus atomos de azufre dentro de un rango requerido

realizar el enlazamiento, con esto se puede lograr y caracterizar las estructuras

secundarias, terciarias y cuaternarias de las proteinas ya que se

medicion entre enlaces.3?

Figura 1.6. Enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina.*

Los ciclétidos son polipéptidos de origen vegetal, estos presentan residuos de cisteina las

cuales interactian y forman puentes disulfuro para darle estabilidad estructural a la|

molécula. La formacion puentes disulfuro en los ciclétidos es conocido como

), dandole funciones a los cicl6tidos, estabilidad térmica,

-z

a la planta mecanismos de defensa contra microorganismos e insectos dafiinos. Los
enlaces producidos por los residuos de cisteina estan constituidos por una variedad de

aminoacidos que pueden ser intercambiados, formando nuevas conformaciones

estructurales con actividades biologicas que pueden ser utilizadas para farmacos que

interactien con la membrana celular.?” El bucle o nudo de cistina (Figura. 1.7

Y/
estructura circular de los ciclétidos permiten ser susceptibles a [Esintesis quimica,

permitiendo ser mas flexible a una gran variedad de combinaciones y sustituciones de



residuos de aminodcidos; estas propiedades permiten generar una configuracion para la

creacion de moldes de péptidos, generando andamios para medicamentos capaces de
Para generar el enlace peptidico entre el C/N-terminal se repite la liberacion de agua, pero
aln no se detalla quienes participan en la conformacion, por lo que se supone la|

intervencion de una proteasa, liberando al residuo Acido aspartico (ASP) y obligando a Ia|

estructura a formar un enlace peptidico originando una estructura ciclica, todo este

proceso se origina dentro de la vacuola de la planta.®

Estructura clasica de un ciclétido, se observa la presencia del nudo de cisteina Nl también

se muestra el plegamiento oxidativo. formando los enlaces

disulfuro (1-1V, 11-V, I11-VI), mostradas en barras amarillas que son los residuos de cisteina.**3

Para determinar la presencia de un nudo ciclico de cisteinas se puede utilizar RMN, rayos

X 0 cristalografia, ya que revelan los enlaces disulfuro entrelazados.

Este nudo aporta una notable estabilidad, resistencia al calor, evitan la degradacion
las funciones que expresan algunas proteinas, estas tienen un potencial terapéutico ya que
algunos péptidos presentan actividad frente al control de la obesidad y la diabetes.*® Los

residuos de cisteina forman parte de la estructura principal de la mayoria de los

polipéptidos, muchas veces este bucle formado participa en la resistencia contra proteasas.



Este NCC le brinda una estabilidad a su estructura nativa, ya que muchas veces al romper|
el bucle se ha visto dafiado al péptido, dificultando su plegamiento

reflejado al momento de realizar el plegamiento oxidativo, para ello es necesario la
utilizacion de los puentes disulfuro con diseleniuro provocando su plegamiento y sin
afectar a la conformacion nativa o actividad bioldgica. En la mayoria de casos al momento

de aislar los polipéptidos se observa dificultades al formar tanto estructuras ciclicas como

el plegamiento oxidativo, ya que este ultimo se forma gracias a la presencia de la cisteina

y los puentes disulfuro es con la

aplicacion del plegamiento oxidativo integrado, donde este actlia sobre los residuos de

sustituye los puentes disulfuro con un puente diseleniuro formando un

~——3 Péptidos Antimicrobianos

. Se observa los diferentes modelos de cisteina inhibitoria en diferentes

también se aprecia el enlace caracteristico de cisteina de los cicl6tidos.*

Estos polipéptidos macrociclicos obtienen su actividad bioldgica a su nudo de cisteina, asi

como la estabilidad térmica ya que al verse afectada la estructura de cisteina se disminuye

su estabilidad ademas de formar un mal plegamiento. La estructura ciclica de los cicl6tidos|

es formada gracias a la presencia de los residuos de cisteina, brindandole una superioridad



Influencia de los puentes disulfuro en el plegamiento
Los enlaces disulfuro se encuentran en la mayoria de las proteinas, ya que estabilizan a
las cadenas de péptidos. Estos enlaces formados imponen restricciones al momento de
plegar a la proteina, dicho esto los enlaces disulfuro son de importancia al momento de
formar la estructura terciaria determinando las funciones (forma, reologia, accion

enzimatica). También estan relaciones con la activacion o desactivacion de las funciones,

Las proteinas estan compuestas por aminoacidos, estos contienen la informacién paral
realizar el plegamiento en los diferentes residuos que contenga la proteina con el fin de
poder formar su estructura tridimensional. Los cicltidos poseen puentes disulfuro, estos
forman enlaces covalentes entre los residuos de cisteina junto a los grupos tiol, son los
encargados de darle rigidez al cicl6tido, dando estabilidad a su estructura terciaria yj
protegiendo a su conformacion nativa.*® 4° En la formacion del plegamiento oxidativo se
da la interaccion de diferentes uniones interatdbmicas, estas uniones originan campos de
fuerza y determinan el estado energético de la proteina, gracias a estos campos de fuerzal

se puede regular el desplazamiento de los &tomos, generalmente en las proteinas de

polipéptidos se encuentran interacciones de van der Waals y couldmbicas.* Para definir
el plegamiento de la proteina muchas veces depende de cada atomo, ya que solo la
presencia de los puentes de disulfuro en el nudo de cisteina estabiliza a la

cambio la mayoria de atomos tiende a buscar un estado de minima energia, esta energial

minima esta relacionan con la energia cinética y la temperatura a la que es expuesta la

proteina, indicando que el plegamiento puede originarse en un rango de temperatura.®}

Los efectos de la temperatura y el nudo de cisteina intervienen en el plegamiento, ya que




producen un ordenamiento molecular donde los &tomos buscan la energia minima, estas

caracteristicas se repiten en todas las proteinas y solo varia el potencial energético debido

al tamafio 0 composicion de la proteina.>? Este plegamiento oxidativo que se origina en
los cicltidos es de suma importancia, es el encargado de activar a la proteina
conformando el sitio activo y sitios de unién pero los ciclotidos carecen de este ultimo

ser estructuras ciclicas sin C/N terminal. En tanto a su flexibilidad, es el movimiento de
sus atomos, estos pueden presentar deformaciones y desplazamientos al momento de
formar un plegamiento o cuando la estructura terciaria se esta definiendo por su topologial

estructural, todo este proceso tiene relacion con el rango de temperatura a la que la

proteina esta expuesta, modificando su estructura.®

1.3.6. Termoestabilidad

temperatura.>® La temperatura es la encargada de moldear la proteina, esto debido a que

gran parte de la distribucion entre atomos se ve afectada por esta, provocando asi una
relacion directa entre la termoestabilidad y la flexibilidad.®® Para determinar la estructura
termoestable de una proteina, se puede utilizar dos técnicas; la forma experimental o

computacional, en ambas técnicas es necesario la identificacion de la topologia

tridimensional de la proteina, puede obtenerse mediante difraccion de rayos X o por

simulacion de campos de fuerza.”



1.3.7. Biosintesis de los ciclétidos

proceso postraduccional, esta enzima es la encargada de enlazar los terminales de los

néptidos.>® En la Figura 1.9, se puede apreciar la formacion teérica del enlace ciclico-

Reticulo \
endoplasmatico

‘ Proteasa

formar un estructura ciclica.®



El primer cicl6tido fue obtenido de una planta africana

para lograr esto se utilizd una digestion enzimatica y resonancia magnética
nuclear, detallando la estructura macrociclica de 29 aminoécidos.®® Gracias a estos
estudios se busco aislar a otros similares, es asi que se emplearon varios tejidos de la
generalmente de hojas y tallo, logrando determinar tres criterios para su correcta

identificacion, se utiliza un extracto con metanol, seqguidamente la identificaciéon con

HPLC de fase inversa, esto con el fin de determinar su masa (2700-3800 Da)

ya que presenta

dificultades al momento de secuenciar, estos ciclotidos son resistentes a la protedlisis

enzimatica impidiendo el acoplamiento de las enzimas,
secuenciacion es necesario reducir los puentes disulfuro afectando a su estructura

oxidativa, con este proceso se puede utilizar enzimas seleccionadas liberando los

extremos terminales mas especificamente la endoproteinasa-GLU (Figura 1.10), est

enzima afecta [l residuo conservado GLU en el bucle 1.5Este métodos para secuenciar

con endoproteinasa-GLU solo es posible si el ciclétido posee un residuo de acido
glutamico (GLU), otra opcion es la utilizaciéon de para secuencias

conservadas cercanas al reticulo endoplasmatico siendo un método mas eficaz vy

rapido. Gracias a estos métodos se logré desarrollar una base de datos especializada en

300 secuencias,

Figura 1.10. Reduccion de los enlaces disulfuro con tripsina y endoproteinasa GluC.%



http://www.cybase.org.au/

Estas estructuras poseen una importancia biol6gica, debido a la gran variedad de funciones
proporcionadas por su conformacion y estabilidad estructural, reflejando un elevado
interés para la industria farmacéutica. Entre las funciones que estos expresan, esta la
bioactividad como insecticida, actividad uterotonica, actividad antimicrobiana, actividad
anti-VIH, actividad anticancer, actividad hemolitica, antagonista de la neurotensina e
inhibidora de la tripsina, siendo estos atractivos para la creacion de fAirmacos y su posterior

aplicacion en tratamientos contra enfermedades. Se ha demostrado la eficiencia de los

disefid el ciclétido MCotl-1 logrando una intracelular formando

interacciones proteinas-proteina.®46°



disefiar drogas especificas y antirretrovirales. Las defensinas son péptidos de estructural
conservada, al tener una sintesis enddgena pertenecen a la respuesta inmune innata, dentro
de sus funciones poseen un potencial profilactico y actividad anti-VIH, respecto a su
estructura tienen un tamafio de 2-5 kDa especificamente entre 30-45 aminoacidos, ademas
estos péptidos tienen en su estructura la formacion de un bucle de cisteinas, esta propiedad

es la que le confiera todas sus actividades bioldgicas y antimicrobianas (antibacterianas,

antiflngicas, antivirales), esta actividad antimicrobiana puede verse afectada por su

estructura tridimensional o la carga catidnica neta. Estos son sintetizados en epitelios V|
distribucion de sus puentes disulfuro en el espacio.’? Estas tres subfamilias presentan
actividad VIH algunas en menor grado debido a su estructura o nimero de aminoécidos.”
4 Por este motivo es de gran importancia el estudio de péptidos provenientes de la|
naturaleza, ya que estos pueden representar un tratamiento a enfermedades retrovirales,

ya que pueden dar un potencial a la actividad natural de defensa, formando agentes

profilacticos capaces de detener o retardar la replicacion del VIH, estas nuevas terapias

seran posibles gracias a la aplicacion de la ingenieria de péptidos.” La aplicacion de |




farmacos, considerandolos como andamios capaces de atravesar cualquier célula, ademas

de la propia accion que estos ejercerdn en la membrana celular. La diferencia mas notable
con terapias basadas en productos biol6gicos, estos ofrecen una rapida accesibilidad
sintética, debido a sus moléculas pequefas, tienen un costo bajo de produccion, estabilidad
estructural por su enlace amino y puentes disulfuro, permeabilidad de la membrana,
estabilidad bioldgica (esto gracias a que la mayoria de ciclotidos puede permanecer por

grandes lapsos de tiempo en el suero sanguineo sin degradarse

biodisponibilidad oral.”

El cuerpo humano posee una de las mas rapidas respuestas inmunoldgicas, esta es la
principal linea de defensa contra enfermedades y patégenos, muchas de estas funciones se
ven afectadas por virus, estos afectan el correcto funcionamiento de las defensas,
produciendo en muchos casos enfermedades autoinmunes, una enfermedad que afecta

personas ancianas es la artritis reumatoide, estd relacionada con las

alteraciones en el sistema defensivo, provocando una distorsion entre globulos blancos

haciendo que estos se ataquen entre si, resultando la degradacién de tejidos y provocando

la enfermedad.””]



1.4.1 Mecéanica molecula

El modelamiento molecular es la correcta distribucion en el espacio de todos los atomos,

en modelamiento molecular y modelamiento cuantico, la diferencia entre estos es la region

orientada, esto quiere decir que a nivel molecular abarca un sistema robusto pero inexacto,

mientras que a un nivel cuanto se realiza un calculo mas fino y detallado.®}

Para realizar el modelamiento proteico, es necesario tener en cuenta la variedad de

aminoacidos, en la naturaleza se han reportado 20 aminoacidos naturales distintos. Para|
la conformacidn del esqueleto de la proteina, se necesita integrar un proceso dinamico
donde intervengan atracciones y repulsiones fisico-quimicas, estos aminoacidos contienen
toda la informacion para la distribucion en el espacio de su estructura tridimensional, est

informacion es obtenida de las secuencias de los aminoécidos.®? El modelamiento proteico

puede ser desarrollado por numerosos métodos, estos métodos estan basados en

homologia, campos de fuerza, probabilidad matematica, ordenamiento molecular,

distribucion electrénica.

Entre las principales técnicas de desarrollo estan:

7 - s -

Técnicas estadisticas

basadas en clasificadores de bayes, estos realizan un andlisis cualitativo de los

atributos y valores del sistema, sefialando la importancia de estos, y como se relacionan



estas variables. Brinda una medida probabilistica de todas las variables y como estas

intervienen en el sistema
Método de Chou-Fasman

Método basado en algoritmos, desarrollado en 1974, tiene la funcion de predecir la
estructura secundaria, pero como fue disefia en los inicios de la bioinformatica, solo se
puede calcular la estructura de proteinas globulares, este algoritmo analiza cad

lo distribuye en el espacio, esta distribucién esta relacionada con las sus

estructuras cristalogréaficas. 8 &
Garnier, Osguthorpe y Robson
Este método estd basado en el algoritmo de Chou-Fasman, esta emplea la informacion

contenida en los aminoacidos y el efecto de los residuos vecinos, determinando la

conformacién que tendra el aminoacido central.

Modelamiento de rejillas|

Este modelo representa a la proteina en una distribuciéon simplificada, este ordenamiento,

- - S -n - ~

se da de manera en que encajen todos los aminoacidos en una rejilla (disefiada en dos o

tres dimensiones). Existen variantes de este método, el méas conocido es el HP, como lo

define sus siglas este comprende polaridad de los aminoacidos.®
Modelamiento por vecinos mas cercanos

El método utiliza las caracteristicas de los vecinos, esto refiriéndose a que todos

comparten una distribucion y caracteristica igual, este método utiliza la homologia de las

proteinas para poder determinar la estructura de la proteina desconocida. 9

Modelamiento por algoritmos evolutivos

Utiliza la busqueda computacional, estd conformada por aproximaciones heuristicas de

busqueda global. Esta blUsqueda por algoritmos genéticos, estos algoritmos

utilizan variables evolutivas en biologia (herencia, mutacion, seleccion, recombinacion).®’

Es la conformacion de la proteina, estructura, desarrollo durante el plegamiento oxidativo,

evaluando el papel que cumplen los puentes disulfuro. La estructura conformacional esta

nor la estructura, el orden conformacional y la topologia terciaria.




estd compuesta por una especifica distribucion espacial de todos los grupos
funcionales, teniendo en consideracion la distancia entre residuos debe ser < 3 A,
obteniendo la estructura secundaria del péptido y una estructura terciaria describiendo |
posicion espacial de todos los atomos en el espacio.®® EI Orden conformacional es la
distribucion de variables fijas, refiriéndose a que los atomos no dependen de una
distribucion espacial, debido a que todos tienen la misma conformacién en conjunto
utilizando solo el radio de giro, estas conformaciones pueden variar por las distancias
interatomicas. Finalmente, la topologia terciaria es la obtencion global de la posicién de

todos los atomos en el espacio definiendo el esqueleto de la proteina, donde solo se

Para lograr la formacion del plegamiento oxidativo es necesario que la proteina tenga dos
caracteristicas, la presencia de los puentes disulfuro y la formacion de la estructural
terciaria nativa obteniendo una distribucion espacial estable, de lo contrario la proteina
tendran un mal plegamiento, originando trampas cinéticas. Dado que hay conformaciones
de proteinas sin enlaces disulfuro nativo, estas se ven afectadas al no poder tener un

plegamiento, por lo que para su estabilizacion solo seria necesario la formacion

de puentes disulfuro. Los enlaces disulfuro se encuentran en la mayoria de las proteinas,
ya que estabilizan a las cadenas de peéptidos. Estos enlaces formados imponen
restricciones al momento de plegar a la proteina, dicho esto los enlaces disulfuro son de
importancia al momento de formar la estructura terciaria determinando las funciones
(forma, reologia, accién enzimética). También estan

desactivacion de las funciones, la proteina puede formar enlaces disulfuro, asi como

reducirlos dependiendo de la funcion, estrés o influencia de los alrededores.*

1.4.1.4. Dindmica molecular

La dinamica molecular es utilizada para determinar el estado final de un sistema en un

tiempo futuro, siendo este un método deterministico, este proceso solo puede ser efectuado

nosicionado en el espacio (topologia y velocidades de los atomos




refinar energéticamente el sistema, utiliza un algoritmo de minimizacion, disminuyendo
las tensiones de la estructura.®® La dindmica molecular es un método deterministico, este

predice el sistema en un estado futuro, la dindmica molecular calcula las fuerzas de los

atomos en cada paso de tiempo junto a la posicion y velocidad, generando la trayectorial

(describiendo las variables dindmicas con el tiempo).

Para realizar una simulacién de dindmica molecular se debe:

Funcion de energia potencial, esta funcion debe expresar la energia de las

particulas individuales.

Respuesta a la ecuacion de Newton, obteniendo las posiciones

cada particula en un tiempo

Finalmente, la dinamica molecular proporciona las posiciones “x

cada atomo en el sistema en un periodo de tiempo, denominando estos datos como la|
trayectoria del sistema.

Determinando la trayectoria del sistema se puede calcular las propiedades macroscopicas,
como lo es: Energia cinética; energia potencial; energia total; temperatura;
distribucion radial; capacidad calorifica; constante dieléctrica. La simulacion de dinamical

molecular comprende tres etapas en su proceso de ejecucion, la primera de estas es la

“iniciacion”, las particulas del sistema son distribuidas en el espacio, cada
sistema. Este proceso es ejecutado con el fin de obtener un sistema con velocidad cero (I
velocidad de las particulas del sistema sea cero, reduciendo la energia del sistema). Lal

sequnda etapa continta con las velocidades en cero, repite el procedimiento del primer

paso para asegurar que el sistema se encuentre en equilibrio, permitiendo obtener las

ectorias finales de las particulas (posicion y velocidad en un tiempo “t”). Finalmente,

la tercera etapa son los resultados obtenidos y determinacion de las trayectorias para poder

definir las propiedades del sistema.



Un campo de fuerza esta conformado por ecuaciones potenciales y pardmetros, esto con

el fin de representar las interacciones interatdbmicas, manteniendo la geometria de las

moléculas. Los campos de fuerza comprenden las interacciones de los atomos,

desprendiendo las interacciones de enlace de los enlaces, desviacion de los

motivo son derivados de las aproximaciones de datos experimentales considerandolos

empiricos, entre los campos de fuerza utilizados para las simulaciones de dinamica

molecular se encuentran

gue contiene los parametros de la mayoria de los atomos

moléculas siendo este el utilizado en Gromacs.



No-enlazante: Términos no enlazantes, formado por las interacciones

coulombicas, representa a las cargas atbmicas parciales. también se encuentra las

interacciones épsilon y sigma que corresponden a los coeficientes de Lennard

La energia potencial cumple un rol muy importante en la determinacion de las trayectorias,

proporcionando al sistema una funcién que determine su posicién. En la dindmica

molecular la energia potencial es la energia de una molécula en un campo de fuerza, el

campo de fuerza proporciona una distribucion de las moléculas en el espacio. Esta energia



de la molécula es obtenida por la interaccion entre las fuerzas de atraccion y la repulsion
de otras moléculas en el sistema. La energia potencial del sistema es obtenida con la
posicion relativa de los atomos de las moléculas que comprenden el sistema, pudiendo

determinar la superficie de la energia potencial (SEP) con los cambios geométricos que

experimente el sistema. Para una representacion del SEP, partiria de un modelo

gue experimente deformaciones como valles y picos, donde los minimog|

la Superficie de la energia potencial. Por lo tanto, los grados de libertad que determinan a|

una Superficie de Energia Potencial de un sistema seran dados por la férmula de 3N — 6.

La optimizacion geométrica es la reduccion de energia de un sistema, esta busca encontrar
la menor energia de un sistema minimizando su estructura, utiliza los grados de libertad

geométricos aplicando métodos derivativos. Generalmente al aplicar este método, el

sistema es conducido a minimos locales, estos minimos pueden presentar un falso dato,

ya que el minimo local no es el minimo global.

1.4.1.4.3. Integrador steepest descen

Es utilizado para encontrar una en sistemas alejados del minimo local, este

operador rapidamente la energia al minimo, utilizando una minimizacion en

linea (line search). Esta modifica el sistema utilizando los grados de libertad geométricos

y el minimo local, direccionando al sistema global con la gradiente. Este proceso es

repetido hasta alcanzar un cambio en el umbral.



La mecanica cuantica se concentra a un nivel electrénico, teniendo un amplio rango de

calculo y mayor aproximacion de datos, permitiendo determinar las estructuras de las



moléculas y realizar estudios a nivel electronico, la mecénica cuantica utiliza la relacién

que existe entre las funciones de onda, obteniendo las coordenadas de las particulas y el

tiempo, con este método se puede obtener la informacién del sistema



La mecanica cuéntica se concentra a un nivel electrénico, teniendo un amplio rango de
calculo y mayor aproximacion de datos, permitiendo determinar las estructuras de las
moléculas y realizar estudios a nivel electronico, la mecénica cuantica utiliza la relacion

gue existe entre las funciones de onda, obteniendo las coordenadas de las particulas

tiempo, con este método se puede obtener la informacion del sistema global.*



Esta herramienta de analisis nos permite determinar la estabilidad estructural de las
simulaciones de la dindmica molecular utilizando la desviacion cuadratica media (RMSD

como un indicador de convergencia de la estructura hacia un estado de equilibrio. Este

fluctuaciones posicionales y transiciones de angulos diedros).
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Las estructuras lineales fueron modelas utilizando el servidor online Robetta, esta
herramienta permite cargar a su servidor una secuencia lineal en formato Fasta, se realiz
un alineamiento simple, caracteristicas e identificacion de la estructura secundaria de
todas las secuencias. Finalizado el alineamiento con un porcentaje del 83.33%, Robett

predice el dominio de la secuencia fasta y arroja una “referencia padre” junto al codigo
PDB de la proteina relacionada, y un porcentaje de confianza del 95%. La prediccion de
la estructura del dominio identificado por Robetta se por modelado comparativo, este

método de modelamiento se basa en la homologia que presentan estas proteinas, siendo

realizado en un periodo de 3 horas, obteniendo un total de 5 estructuras. Se selecciono |

primera de las 5 estructuras modeladas y se configuro el archivo final .pdb.
La identificacion de los cristales PDB que fueron utilizados en el proceso de
modelamiento fueron obtenidos directamente de la base de datos del Protein Data Bank,

si Robetta no encuentra los cristales PDB correspondientes a la especie y tipo de proteina,

este realiza un alineamiento para identificar el dominio y realizar el modelamiento con log

cristales disponibles.



Para la

na vez obtenidas las estructuras ciclicas, se procedido a determinar la|
estabilidad del enlace peptidico terminal, con la creacién de una estructura ciclical

por 10 residuos de Alanina, estos fueron ciclados y sometidos a una dinamica

molecular de 20 ns para comprobar la resistencia estructural.
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sdelnti@Adelnt: ~/Esc rit ono/distanias disulfuco mm/kb1

ommand line:
gmx editconf -f kb1-399.pdb -0 kb1-399.pdb -box 5 5 5 -c

ARNING: all CONECT records are ignored
tead 376 atoms
Volume: 125 nm*3, corresponds to roughly 56200 electrons
No velocities found
system size : 2.678 1.796 2.172 (nm)
center : -0.6806 2.698 1.615 (nm)
box vectors : 5,000 5.0880 5.008 (nm)
box angles : 90.00 90.66 90.00 (degrees)
box volume : 125.00 {(nm*3)
shift : 3.106 -6.198 0.885 (nm)
center : 2.500 2.566 2.566 (nm)
box vectors : 5.000 5.088 5.800 (nm)
box angles : 96.600 96.66 90.00 (degrees)
box volume : 125.00 (nm~3)

Back Off! I just backed up kb1-399.pdb to ./#kb1-399.pdb.1%

"Don’'t You Wish You Never Met Her, Dirty Blue Gene?” (Captain Beefheart

Figura 2.2. Valores de las condiciones periodicas de contorno PBC



Figura 2.3. Valores iniciales empleados en el calculo de minimizacién de energias, sometiendo al sistema

a un periodo de tiempo de 50 ns (nsteps).
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Figura 2.4. Valores empleados en el célculo de la dindmica molecular utilizando un colectivo canénico

nvt, empleando el radio de giro de analisis en 0.9 angstrom y una temperatura inicial de 309.65 K|
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Todo el proceso de la dindmica molecular, fue optimizado empleando un programa en
codigo fuente Bash, el cual solo requiere la proteina en formato .pdb y realiza todas las
tareas de manera automatica, esto con el fin de acelerar el proceso de calculo, ademas que
permite identificar de una manera mas rapida los errores que Gromacs pueda experimentar
al momento de realizar la dinamica molecular, en la Figura 2.5 se observa el codigo fuente

del programa empleado en la optimizacion de la dinamica molecular.

| Programa-DM: Bloc de notas

Archive Edicion  Formate  Ver  Ayuda
#!/bin/bash
for file in $(1s .pdb)
do
nuev=$(echo $file | sed 's/.pdb//g" )
gmx editconf -f $file -0 $nuev
gmx solvate -cp $nuev.gro -cs spc2l6.gro -o $nuev.gro
gmx pdb2gmx -nice @ -ignh -f $nuev.gro -p $nuev.top -o $nuev.gro -i $nuev.itp -ff oplsaa -water spc -inter -ter yes
gmx grompp -f minima.mdp -c $nuev.gro -p $nuev.top -o $nuev-81.tpr -po $nuev.mdp
gmx mdrun -nice 8 -v -5 -deffnm $nuev-81
mx pdb2gmx -f $nuev-81l.gro -p $nuev-81.top -o $nuev-8l.gro -i $nuev-81.itp -ff oplsaa -water spc -inter yes -ter yes
mx grompp -f nvtl.mdp -c¢ $nuev-81l.gro -p $nuev-81.top -o $nuev-82.tpr -po $nuev-81.mdp
gmx mdrun -nice 8 -v -s -deffom $nuev-082 -cpo $nuev-82.cpt -c $nuev-82.gro -ntmpi @ -ntomp @ -npme @ -gpu_id 1

Figura 2.5. Programa-DM empleado en la optimizacion del calculo de la dinamica molecular escrito en

cddigo fuente bash.

Célculo de la desviacion media cuadratica (RMSD)
El analisis fue calculado por herramienta “Gmx rmsd” del software Gromacs, gmx rmsd
utiliza los datos de la trayectoria (conformado posiciones y velocidades que
presenta el sistema en un periodo de tiempo de célculo), para la obtencién de los datos se
realizd el analisis del sistema total (Figura 2.6), para poder determinar la estabilidad
estructural se utilizé la desviacion cuadratica media (RMSD) como un indicador de
convergencia de la estructura hacia un estado de equilibrio. La flexibilidad estructural

permitida (desviaciones cuadraticas medias de las fluctuaciones posicionales

transiciones de angulos diedros) se encuentra en el margen de 1.5 Angstrom desde 1
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Figura 2.6. Seleccion del grupo de célculo, en ambas opciones se escogio la el grupo “0” conformado por

el sistema global, permitiendo calcular la convergencia de todos los elementos que conforman el sistema en

Las Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) fueron calculadas solo para el ciclétido, ya
que este andlisis permite identificar las variaciones y fluctuaciones que pueden sufrir los
aminoacidos presentes en la proteina, se identificd los aminoacidos que presentan una

variacion termodinamica que se ve reflejada en la fluctuacion de sus atomos

expresadas en la grafica de este andlisis, para la obtencion de este andlisis se empled la

herramienta “Gmx rmsf” del software Gromacs.



El andlisis ramachandran fue realizado en el servidor online de MolProbit
probity.biochem.duke.edu/), este analisis permitio identificar los aminoacidos
que se encuentran fuera de las regiones favorecidas o permitidas, este software onling
utiliza las posiciones xyz de los aminoacidos contenidos en el archivo .pdb y los posiciona
en regiones pre establecidas por los angulos de torsion de los aminoécidos contenidos en
su base de datos, obteniendo un diagrama de todos los aminoacidos contenidos en la|
proteina y detectando si los aminoécidos se encuentran fuera de posicién, estos pueden
ser considerados los mas fluctuantes finalizada la dindmica molecular, adicionalmente el
diagrama ramachandran utiliza un sistema de porcentaje determinando valores altos de

80% a una elevada probabilidad de la existencia de la proteina.
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Figura 2.7. Servidor Molprobity de la Universidad Duke University School of Medicine especializada en

creacion de diagramas ramachandran
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Figura 2.8. Parametros para la optimizacion cuantica de las estructuras.



Para la estabilidad térmica se realiz6 una simulacién de annealing, parecida a la dindAmica
molecular, esta utiliza el archivo “.pdb” final donde esta contenida la proteina optimizada,
luego se crea un archivo binario “.tpr” el cual contiene los parametros para la simulacion
annealing, el archivo que contiene todos los parametros es el nvt.mdp

configuro el rango de la temperatura de 309,65 K a 399,65 K, distribuidos en 9 saltos

térmicos de 10 K, estos saltos de temperatura se dan cada 50 ns y fueron distribuidos en
un total de 509 ns en un periodo de célculo de 12 horas, para iniciar la simulacion
annealing se emple6 el comando “gmx dmrun” de Gromacs utilizando el archivo nvt.mdp

conteniendo los parametros de la Figura 2.9.

Mediante la simulacion Annealing los ciclétidos de Rubiaceae fueron sometidos a

aumentos sucesivos de temperatura permitiendo evaluar la estabilidad estructural,

potencial, la energia cinética y energia total del sistema (kJ/mol).

otencial electrostatico

Finalizado el analisis de la simulacion Annealing se procedié a calcular la superficie del

potencial electrostatico APBS, la determinacion de la superficie de carga contenida en el

archivo .pgr fue proporcionada por el software Chimera utilizando una extension del

servidor online PDB2PQR, esta extension se especializa en identificacion de cargas de

cada aminoacido comprendido dentro de un sistema, permitiendo parametrizar todas las



cargas del sistema con el campo de fuerza AMBER, este determina las variaciones

electrostaticas de la estructura. ldentificadas las cargas se procedio a calcular la superficie

del potencial electrostatico noder determinar los cambios electrostaticos que present

la proteina.

Figura 2.9. Parametros utilizados en el calculo de la estabilidad térmica de los cicl6tidos utilizando la|

simulacién Annealing, este fue llevado a una trayectoria de calculo de 509 ns, adicionalmente se agreg6 el

parametro de SIMULATED ANNEALING, donde se establecio los saltos sucesivos de temperatura.



Esta superficie fue calculada con la extension online APBS dentro del software Chimera,
obteniendo un indice de los aminoacidos contenidos en un archivo “.dx”, este indice
permite visualizar la superficie de carga, permitiendo identifica las regiones negativas en
color azul, las regiones positivas en color rojo y las regiones neutras en color verde. Se
compardé las superficies del potencial electrostatico de las estructuras ciclicas iniciales

(antes de la minimizacion de energia) y las estructuras finales (después de la simulacién

, identificando las posibles variaciones de las regiones electrostaticas que

presentan las estructuras de los ciclotidos.

| \Validacion de las distancias de los enlaces disulfuro



Las secuencias lineales de los cicldtidos provenientes de la familia Rubiaceae, fueron

recopiladas de la base de datos www.cybase.org identificando su nombre, especie de

planta y nimero de aminoacidos, obteniendo un total de 78 secuencias FASTA contenidas

N
p ESPECIE SECUENCIA
CICLOTIDOS

Oldenlandid
kalata B1 2890.14 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN
Oldenlandid
kalata B2 2953.14 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN
Oldenlandi
kalata B3 3080.17 GLPTCGETCFGGTCNTPGCTCDPWPICTRD
affinig
Oldenlandi
kalata B4} 2891.13 GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRD
affinig
Oldenlandi
kalata B5} 3059.27 GTPCGESCVYIPCISGVIGCSCTDKVCYLN
affinig
Oldenlandi
6 kalata B6 3027.1 GLPTCGETCFGGTCNTPGCSCSSWPICTRN
Oldenlandi
kalata B7 3069.27 GLPVCGETCTLGTCYTQGCTCSWPICKRN
affinig



http://www.cybase.org/
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=1
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=4
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=25
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=30
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=59
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=24
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=26
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identificando los modelos

cristalograficos de las estructuras ciclicas, obteniendo su formato .pdb y la comparacion

de la secuencia fasta (Figura 3.2),

kalata B1 precursor [Oldenlandia affinis]

AALOS4TT

Tabla 3.2. Codigos PDB de los cristales de ciclétidos

Palicourein

ATTO

Quasi-racemic structure of [V25A] kalata B1
DOI: 10.2210/pdbAtto/pdt

Classification: PLANT PROTEIN

Deposited: 2014-06-22 Released: 2014-09-10
Deposition author(s). Wang. C.K., Ki G.J., Craik, D.J.
Organism: Oldenlandia affinis | synthetic construct
Mutation(s): 1

Structural Biology Knowledgebase: 4TTO (>11 annotat )

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: ~

presente en www.rcsh.org

Palicourea condensata

MNEHEHENE


http://www.rcsb.org/

Estructura lineal de los ciclétidos de Rubiaceae

Las 78 secuencias lineales en formato fasta se analizaron en el visualizador Chimera, estas
estructuras lineales de los ciclétidos presentan una estructura proteica simple, donde no se
aprecia la formacion de la estructura ciclica ni presencia o acercamiento de las colas
terminales, ya que se encuentran en extremos contrarios, ademas que esta proteina no
presenta el Nudo Ciclico de Cisteinas ni plegamiento oxidativo, en la Figura 3.3 se obtuvo

la representacion grafica de la secuencia FASTA del cicl6tido kalata B1.

Estructura terciaria de los ciclotidos de Rubiaceae

Las estructuras lineales recopiladas fueron modeladas por homologia y prediccion en el
servidor online Robetta obteniendo 78 estructuras terciarias.
La Figura 3.4 muestra el modo de trabajo del servidor Robetta, este servidor predice las

estructuras realizando una busqueda en la base de datos PDB, escogiendo modelos

compartan la misma cantidad de aminodcidos, proteinas parecidas o proteinas de una

especie de planta perteneciente a la misma familia, utilizando el modelamiento por|

homologia.
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Encontrando de esta forma la distribucion espacial de la proteina, obteniendo las
coordenadas XYZ contenidas en formato PDB (Figura 3.5), esta estructura fue
denominada un “pre-cicl6tido”, ya que no contaba con el enlace peptidico terminal

carecian de la presencia del nudo ciclico de cisteinas

disulfuro entre los residuos de cisteina (Fig. 3.6 y 3.7).
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Con el visualizador Chimera se realizé la adicion y formacion del enlacé peptidico final
entre las colas amino y carboxilo N-C/C-N respectivamente, seguido de una minizacion

con el campo de fuerza AMBER originando la estructura ciclica y formando un enlace

amida, que se forma mediante




(Figura 3.8).

Kalata Bl

v

La formacion del enlace amida de la Kalata B7 entre aminoacidos terminales, permite a|
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Con la conformacion ciclica del ciclotido se obtuvo la formacion de los enlaces disulfuro

entre las cisteinas utilizando el visualizador Chimera originando el Nudo Ciclico de

Cisteinas.

(Figura 3.13).




ptimizacion Geomeétrica de los ciclétidos
3.2.3.1 Dindmica Molecular y optimizacion de las estructuras ciclicas
Se cred una nueva entrada de datos en la programacion interna de los campos de fuerzal
OPLSSA y archivos enlazantes de Gromacs que se encargaron de reconocer los &tomos
la formacion de los enlaces peptidicos terminales, permitiendo a Gromacs identificar los

enlaces disulfuro entre Cys-Cys y aminodacidos terminales (Figura 3.14).

specbond.dat
Guardar x
=fanneling vitriA

OO OOOOOO0Co0
(=]

E
AB

HEME
HEME
HEME
HEME

ol

HEME

CYM

Para realizar una adecuada simulacion del sistema se realiz6 el cambio del campo de
fuerza OPLSA, este cambio se realiz6 para la identificacién de los enlaces disulfuro, la
identificacion del enlace peptidico terminal y a su vez evitar la adicion de atomos de
hidrogeno y oxigeno que Gromacs colocaba por defecto al identificar a el ciclotido como

una proteina con terminales amino y carboxilo, obteniendo un cambio en la configuracién




[Tabla 3.3. Cambio de los campos de fuerza de la configuracion interna de Gromacs

Aminoacids.c.tdb Aminoacids.n.tdb

CA opls 298 CA opls_224B N opls 287 N opls 238

C opls 271 C opls 235 CA opls 298 CA opls 223B
O opls 272 O opls 236 H opls 290 H opls 241,

OXT opls 272 i - -

La optimizacion geométrica de las estructuras permitid obtener proteinas ubicadas en la

region del minimo global energético (Tabla 3.4), garantizando la estabilidad de la

en la dinamica molecular.

Tabla 3.4. Energia total Ciclétido Kalata B1 ubicado en el minimo energético en 200 ns.

Energia Total del Cicl6tido Kalata B1

= neroiasi P romediolN R VIS D Valor kJ/mol
JEnergia Potencialllill-16316 1IN 5.5 | NN 3/ 212
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MolProbity Ramachandran analysis
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MolProbity Ramachandran analysis
kblZ-pr-1.pdb, modal 1

B_E%) regions

There ware no outlisrs




Palicourea

tetragona, su estructura terciaria solo posee loops (Figura 3.32), la posiciéon de sus

cisteinas es similar a la posicién de las Kalatas siendo
(Figura 3.31).
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MolProbity Ramachandran analysis
cy-pr-8.pdh, modal 1

ns

hars were 1 cutlisrs {phi, psi):




UNIVER
sl P V AANAS ICA
ucsm — - S DE SANTA MARIA

SITORIO DE

Palicourea condensata.

) ,
Publicacién: au’mrlzada con flnes academlcos e mvg;tgatwos { : s o)
= /:_’_/»’1' - .




4 | ‘sr==q.  UNIVER
ITORIO DE | ’mﬁkﬂ“

st | o DE SANTA MARIA

Publicacién-autorizada con fines aciqqfémjggs\e\investigativos .

En su invéstigacion no olvide referenciar esta tesi



SITORIO DE

Publicacién-autorizada con fines aciqqfémjggs\e\investigativos .

En su invéstigacion no olvide referenciar esta tesi



MolProbity Ramachandran analysis
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Descriptor Cyclotide
KalataB1 KalataB7 KalataB12 Cycloviolacin Palicourein
309.15K
RMSD 0.14+0.02 0.214£0.03  0.25+0.03 0.2340.05 0.26+0.07
RMSF 1.3940.12 151+0.16 1.38+0.10 1.38+0.08 1.58+0.16
S-S Distance  2.03+0.02 2.05+0.03  2.05+0.05 2.06+0.01 2.03+0.06
319.15K
RMSD 0.144+0.02 0.21+0.03  0.25+0.03 0.23+0.05 0.26+0.07
RMSF 1.394£0.12 151+0.16  1.38+0.10 1.38+0.08 1.58+0.16
S-S Distance  2.06+0.02 2.03+0.05  2.00+0.01 2.01+0.06 2.04+0.03
RMSD.pimp 0.935 0.940 1.109 1.307 1.267
339.15K
RMSD 0.23+0.09 0.21+0.02  0.20+0.02 0.21+0.05 0.22+0.05
RMSF 1.3940.13  1.44+0.12  1.44+0.11 1.33+0.12 1.55+0.14
S-S Distance  2.03+0.02  2.04+0.04 2.00+0.04 2.02+0.05 2.04+0.05
RMSD,.pimp 0.933 1.165 1.001 1.074 0.935

359.15K
RMSD 0.194+0.03  0.21+0.03 0.28+0.06 0.23+0.05 0.27+0.05
RMSF 1.60+0.10 1.50+0.11 1.554+0.09 1.41+0.10 1.75+0.10

S-SDistance 2114005 2.05+0.04  2.04:+0.04 2.04+0.05 2.05+0.02
RMSD, i, 0974 1.092 1.003 0.871 1.102
379.15 K

RMSD 0.26+0.06 0.24+0.03 0.41+£0.09 0.204+0.03 0.254+0.04
RMSF 1.66+0.10 158+0.09  1.50+0.13 1.49+0.13 1.53+0.11
S-SDistance  2.05+0.04 2.06£0.02  2.03+0.04 2.06+0.10 2.06:+0.04
RMSD,.pimp  0.856 1.150 1.124 0.942 0.956
399.15 K

RMSD 0394009 0424011 033+007  0.25+0.04 0.330.06
RMSF 1704009 156+0.13  1.48+0.11 1.55+0.09 1.31+0.13
S-SDistance 2.04+0.04 20240.02  1.99+0.05 2.01+0.08 2.05+0.01
RMSD, 1.005 1.051 0.924 0.964 1.049

upmp
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http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=859
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=5

2.04103 2.02062 2.03968

30 2.03975) 2.04885) 2.04529)
2.03091] 2.02161] 2.03534

Evaluacion del potencial electrostatico de los ciclotidos


http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=32
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=36
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=501

prt==rgl
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Validacion de las distancias de los enlaces disulfuro de las estructuras cuanticas

respeto a sus modelos experimentales|



Cyclotide
Kalata B1
4TT™M
Kalata B7
2M90
Kalata B12
2KVX

Cicloviolacin 022
2GJ0
Palicourein
1R1F

Crystal (PDB)
Residues I-IV II-V III-VI

29 2037 2025 2.045

2.029

2.029

2.060

2029 2028 1990 1.999

II1-VI

2.054

2.078

2.016

oM

.097

2.090

2.098

2.081

2.089

2.089

2.080
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A Enlaces disulfuro (A)
SlEConipes o ESTRUCTURA RMSD

kalata B3} 30


http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=1
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=4
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=25

kalata B4

kalata B5)

kalata B6|

kalata B7]

kalata B§|

kalata B9



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=30
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=59
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=24
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=26
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=168
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=244

kalata B10

kalata B11

kalata B12

kalata B13

kalata B14

kalata B15



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=246
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=249
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=250
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=251
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=252
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=253

kalata B16] 30

kalata B17] 30

30

kalata B19) 30

29

30



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=254
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=255
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=344
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=563
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=37
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=8

circulin B

circulin C|

circulin D]

circulin E

circulin H



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=45
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=48
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=49
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=50
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=51
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=113



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=114
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=182
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=182
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=345
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=346
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=353
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=358

3]



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=359
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=552
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=553
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=554
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=555
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=556

0aké cyclotide

Oak6 cyclotide

Oak7 cyclotide

Oak8 cyclotide

Parigidin-brl



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=557
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=576
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=576
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=573
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=573
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=574
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=575
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=744

hedyotide B2

caripe 1

caripe 2

caripe 6

30

N



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=613
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=746
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=805
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=806
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=808
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=810

chacur ]

chassatide C1



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=827
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=828
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=811
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=813
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=814
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=869

SORNN hassatide CIRNN0I

6O chassatide CARENNO9

(63 R hassatide C 7RO



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=868
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=870
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=867
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=871
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=872
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=866

chassatide C8}

chassatide C9

chassatide C10

chassatide C11]

chassatide C12

chassatide C13

3]



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=865
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=873
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=874
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=875
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=876
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=862

73 hassatide CL7ADO

7] chassatide C1SJN30

A e et s St A b At st bttt et i

palicourein



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=864
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=861
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=860
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=863
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=859
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=5

cyclopsychotrid|

m

30

29



http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=32
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=32
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=36
http://www.cybase.org.au/?page=card&table=protein&id=501

Ciclétidos CNK
309.65 319.65 329.65 339.65 349.65 359.65 369.65 379.65 389.65 399.65
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