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Resumen 
Las proteínas intrínsecamente desordenadas (IDPs) carecen de una estructura tridimensional 

fija y realizan múltiples funciones. Un mecanismo molecular empleado para la regulación de 

las posibles conformaciones accesibles de una IDP es la fosforilación de residuos de serinas 

y treoninas; este mecanismo es mimetizado experimentalmente mediante la mutación de 

dichos residuos por aspartato o glutamato, suponiendo que la adición de carga es el efecto 

de interés, pero hay diferencias estructurales entre fosfatos y carboxilatos que pudieran 

hacer sus efectos no equivalentes. En este proyecto empleamos dinámica molecular para 

estudiar un péptido de 20 aminoácidos proveniente del extremo C-terminal de la proteína 

adenoviral E1B55kDa. Esta proteína está involucrada en el ciclo de replicación viral y es 

regulada por fosforilación. Para evaluar el efecto que tiene la fosforilación sobre el paisaje 

conformacional que visita el péptido, construimos variantes fosforiladas, fosfomiméticas 

(glutamato y aspartato) y nulas (alanina). Usamos el campo de fuerza Charmm36m, el 

programa NAMD con el solvente TIP3P, a 298 K, 0.15 NaCl y 1 atm de presión. Para 

determinar la similitud entre la fosforilación y las mutaciones fosfomiméticas analizamos las 

interacciones intracadena y con el agua, así como la formación de estructura secundaria. 

Nuestros resultados sugieren que la versión fosforilada es más compacta, mientras que las 

fosfomiméticas parecen ser más extendidas. Además, identificamos a los residuos arginina 9 

y fosfotreonina 19 como residuos clave en el establecimiento de interacciones, motivo por el 

cual decidimos agregar las mutantes R9A en sus variantes fosforilada y silvestre, así como 

las mutantes T19A en sus versiones silvestre, fosforilada y fosfomiméticas. Los resultados de 

estas simulaciones muestran que no existe un cambio considerable en la compactación del 

péptido, sin embargo, el patrón de interacciones con los demás residuos negativos presentes 

en el péptido son diferentes para cada variante. Debido a que la interacción R9-pT19 es la 

más frecuente, analizamos el tipo de estructura que se forma cuando esta interacción se da; 

observamos que la versión fosforilada no adquiere ningún tipo de estructura secundaria 

durante la interacción antes mencionada. Esto sugiere que la interacción de este segmento 

puede estar dada por formación de complejos difusos (fuzzy), mientras que las demás 

variantes muestran estructuras similares entre ellas que pudieran influir en el mecanismo de 

interacción con proteínas virales y/o celulares. Basados en los resultados anteriores 

podemos concluir que las mutantes fosfomiméticas no están recreando los resultados 

obtenidos con las versiones fosforiladas, por lo que no son 100% equivalentes. 
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1. Introducción 

1.1 Generalidades de las proteínas desordenadas 
 
Las proteínas intrínsecamente desordenadas (IDPs) carecen de una estructura 

tridimensional definida pero llevan a cabo múltiples funciones 1. Estas proteínas se presentan 

como una colección de conformaciones que van desde completamente extendidas hasta 

conformaciones cercanas a las globulares (Figura 1) 2. Están implicadas en varios procesos 

celulares, tales como vías de señalización o regulación de ciclo celular, y también se han 

relacionado con enfermedades neurodegenerativas, cáncer y agregación 3. 

 

 

 

 

 

Figura 1 Regiones desordenadas en proteínas. Las proteínas pueden ser completamente 

desordenadas (IDPs, a la derecha), contener regiones desordenadas (IDRs) entre dominios 

ordenados o estar completamente plegadas (a la izquierda) 2.  

 

Entre las principales características de las IDPs se encuentran una baja proporción de 

aminoácidos hidrofóbicos y aromáticos, los cuales se cree, participan en el proceso de 

colapso hidrofóbico presente en proteínas globulares 4. Están enriquecidas con aminoácidos 

cargados, los cuales, según su disposición y cantidad en la secuencia determinan las 

posibles conformaciones visitadas por la IDP 5. Esto permite clasificarlas de acuerdo a la 

composición y distribución de dichos aminoácidos en su secuencia, generando cuatro 

regiones denominadas R1, R2, R3 y R4, las cuales se describen a continuación(Figura 2) 6:  

R1: Proteínas tipo globulares, las cuales contienen poca carga y cantidades similares de 

aminoácidos positivos y negativos. 

R2:Quimeras entre glóbulos y horquillas, con mayor cantidad de carga 

R3:Horquillas que son polianfolitos (igual cantidad de aminoácidos positivos y negativos). 

R4: Conformaciones extendidas, las cuales están compuestas por polielectrolitos (mayor 

número de cargas positivas o negativas). 
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Figura 2 Clasificación de IDPs según su composición 

de aminoácidos. Cada región representa diferentes 

tipos de conformaciones según la cantidad de carga6. 

 

 

Debido a que las IDPs pueden adoptar múltiples conformaciones, muchas de las 

interacciones que realizan están asociadas a una transición de desorden a orden en alguna 

región de la proteína. Estas regiones son conocidas como MoRFs (Motivos de 

reconocimiento molecular) y se clasifican en alfa, beta, irregulares y complejos según sea la 

estructura que toman cuando están interactuando con otra molécula 7 (Figura 3). Cabe 

señalar que una misma región puede adquirir diferentes conformaciones para interactuar con 

diferentes moléculas 2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Motivos de reconocimiento molecular (MoRFs)Se muestra de izquierda a derecha la 

clasificación de los MoRFs, cada uno adoptando diferentes conformaciones7. 

1.2 Fosforilación de IDPs 
 

La fosforilación es una de las modificaciones postraduccionales (MPT) más abundantes 

en proteínas, y se estima que cerca de dos tercios del proteoma humano es susceptible de 

esta modificación8. Al igual que las proteínas plegadas, las IDPs también son reguladas por 

modificaciones postraduccionales (fosforilación) que afectan su actividad, plegamiento o 

localización celular 9. Esta modificación postraduccional es llevada a cabo por proteínas 

cinasas que agregan un grupo fosfato, principalmente en los residuos serina, treonina y 

tirosina (Figura 4) 10. Muchos sitios de fosforilación se encuentran en regiones desordenadas 

de proteínas, principalmente las serinas y treoninas, a diferencia de la tirosina, residuo poco 
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común en estas regiones 11. A pesar de su abundancia, muchos de los efectos de la 

fosforilación en la dinámica de proteínas no son conocidos pero se anticipa que sean 

importantes dado el efecto de la densidad de carga en la conformación y dinámica de las 

IDPs discutido arriba, y se han ligado con transiciones de desorden a orden, interacciones 

proteína-proteína y cascadas de señalización11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 Fosforilación de proteínas. El mecanismo general es llevado a cabo por una 

proteína cinasa que agrega el grupo fosfato en el grupo OH de los aminoácidos serina 

(imagen), treonina y tirosina 12. 

1.3 Proteína adenoviral E1B55kDa 
 

La proteína adenoviral E1B55kDa, es una proteína proveniente de Adenovirus humano 

tipo 5, contiene 496 aminoácidos y está presente en etapas tempranas y tardías en la 

infección por adenovirus, actuando mediante la inhibición de proteínas celulares 13. Posee 

dos regiones desordenadas, una en el extremo N- y otra en el C-terminal; dicho desorden 

está conservado en los demás tipos de adenovirus humano, siendo más prevalente en el 

extremo N-terminal 14. Además, se ha visto que diferentes modificaciones postraduccionales 

alteran su actividad, como su interacción con p53 o el transporte y procesamiento de RNA 

mensajeros virales13. Entre las modificaciones postraduccionales más estudiadas en 

E1B55kDa se encuentran la SUMOilación de la lisina 104 en el extremo N-terminal y la 

fosforilación de serina 490, serina 491 y treonina 495, en el extremo C-terminal, 

modificaciones que se creen están interconectadas entre sí 15. Además, estudios previos han 

mostrado que la fosforilación de los sitios antes mencionados, son clave para la eficiencia de 

infección, así como para la producción de progenie viral. La figura 5 muestra de forma 

esquemática la secuencia de dicha proteína y se señalan los sitos que son modificados. 



 4 

 

 

 

 

Figura 5 Representación esquemática de E1B55kDa. La figura muestra los 496 residuos que 

componen a E1B55kDa y en diferente color se muestran los sitios de modificación (K104, 

S490/491 y T495) así como otras regiones de interés (NES, RNP). 

Posee un señal de exporte nuclear (NES) y un dominio de interacción con RNA (RNP) 

identificados a nivel de secuencia y por mutagénesis13 16 . En etapas tempranas de encarga 

de la ubiquitinación de p53 por la E3 ligasa formada entre E1b55kDa, E4Orf6 y otras 

proteínas celulares, la recluta a centros de replicación viral o la inhibe por medio de la unión 

a su sitios de transactivación. Por otra parte, en etapas tardías se encarga de la exportación 

de RNA mensajero viral fuera del núcleo para favorecer la traducción de dichos 

mensajeros17. 

En este proyecto estudiamos un segmento proveniente del extremo C-terminal de 

E1B55kDa, el cual contiene los tres sitios de fosforilación. Haciendo uso de dinámica 

molecular clásica de todos los átomos, evaluamos el comportamiento de dicho segmentos en 

diferentes condiciones. Con base en experimentos previos, se realizaron mutantes que nos 

permitan entender las interacciones que realizan las diferentes mutaciones, con la espera de 

poder comprobar nuestras observaciones experimentalmente. 

2. Marco teórico 

2.1 Estudio de IDPs 
 

Las proteínas intrínsecamente desordenadas, debido a sus características, han sido un 

reto para ser estudiadas experimentalmente. Entre los métodos experimentales más 

utilizados, y que han sido adaptados para IDPs, están la resonancia magnética nuclear 

(NMR), dispersión de rayos X de bajo ángulo (SAXS), dicroísmo circular (DC), filtración por 

columna, y dispersión dinámica de luz (DLS), entre otros 2.  

De la misma manera se han desarrollado herramientas computacionales que nos 

permiten complementar la información obtenida por métodos experimentales, e incluso 

obtener información que es difícilmente obtenible por alguno de los métodos previos. Uno de 
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los primeros acercamientos fue la creación de predictores de desorden basados en la 

secuencia de la proteína; dichos predictores toman en cuenta diferentes propiedades como la 

carga, o el número de repeticiones presentes en la secuencia. Para tener un mejor 

desempeño en estas predicciones, se han creado servidores que dan un consenso de 

diferentes predictores18.  

Otra herramienta que ha empezado a ser cada vez más utilizada en el modelado de 

proteínas intrínsecamente desordenadas es la dinámica molecular. Esta herramienta nos 

permite simular una proteína en solución y analizar sus movimientos a nivel atómico 19. Uno 

de sus principales usos ha sido en el estudio del proceso de plegamiento, el cual ocurre en 

escalas temporales desde pico hasta milisegundos 20. El uso de esta técnica ha mostrado 

resultados que son comparables con datos experimentales 21 y que han permitido hacer 

predicciones sobre el comportamiento de las proteínas.  

La mayoría de los programas dedicados a hacer dinámica molecular, como NAMD 22, 

Charmm 23, y Gromacs 24, entre otros, utilizan potenciales diseñados para proteínas con un 

plegamiento estable, lo que dificulta el estudio de las IDPs usando dichos potenciales. Esto 

ha llevado al desarrollo de campos de fuerza y estrategias de simulación especializados para 

IDPs. Tal es el caso de Campari 25 el cual emplea métodos de Monte Carlo para simular 

sistemas biológicos utilizando el modelo de solvente implícito ABSINTH 26. A finales del 2016, 

el campo de fuerza de Charmm 27 realizó cambios en sus parámetros con la finalidad de 

optimizarlo para su uso con proteínas desordenadas. Este nuevo campo de fuerza fue 

llamado Charmm36m 28, y ha mostrado una mejor correlación con datos experimentales de 

IDPs, tales como resonancia magnética nuclear (NMR) y dispersión de rayos X de bajo 

ángulo (SAXS)  28. 

2.2 Uso de fosfomiméticos 
 

Debido a que la fosforilación es una MPT que está presente en IDPs11, una de las 

estrategias para estudiar esta modificación ha sido mediante el uso de mutantes que 

reemplazan los residuos fosforilables por un residuo de aspartato o glutamato con el fin de 

emular el efecto que tiene la fosforilación (fosfomiméticos) 10, ya que esta mutación también 

agrega una carga negativa en el sitio de la modificación. Sin embargo, a pesar de esta 

adición de carga, la estructura de los residuos fosfomiméticos y los residuos fosforilados es 

diferente (Figura 6). Además, la carga neta añadida por cada grupo fosfato es -2, la cual 

difiere de la añadida por glutamato/aspartato, la cual es -1. Otra mutación empleada para 
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estudiar dicha modificación es el cambio a alanina, esto con el fin de impedir la fosforilación y 

poder evaluar el comportamiento de la proteína en ambos casos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 Comparación estructural de los residuos modificables. Se muestran las estructuras 

de la serina, treonina y sus variantes fosforiladas, así como la de los residuos fosfomiméticos 

(aspartato y glutamato) y alanina. 

A pesar de que esta estrategia ha sido ampliamente usada para estudiar los efectos 

biológicos de la fosforilación, aún existen dudas sobre su equivalencia, debido a que hay 

estudios en los cuales los fosfomiméticos no tienen un efecto similar a la fosforilación. Por 

ejemplo, la fosforilación en tres sitios de fosforilación del factor de transcripción 4E-BP2 

induce la formación de estructuras tipo láminas beta, mientras que la mutación de dichos 

sitios a aspartato o glutamato mantienen el estado desordenado de dicho segmento9. Otra 

estrategia que se ha propuesto es la adición de dos residuos de aspartato/glutamato en el 

lugar de la modificación para la generación de fosfomiméticos 10 , esto con el fin de igualar la 

diferencia de carga entre fosfatos y carboxilatos.  

2.3 Estudio de E1B55kDa 
 

Como se mencionó en la introducción, E1B55kDa es una proteína adenoviral que está 

presente durante la etapa temprana y tardía durante la infección por Adenovirus. A pesar de 

ser una proteína encargada de la regulación de múltiples procesos, no existe información 

estructural debido a su carácter desordenado en los extremos N- y C- terminal y a múltiples 

dificultades en su expresión heteróloga. 

Estudios previos han mostrado que la fosforilación en el extremo C-terminal de E1B55kDa es 

importante para el avance efectivo de la infección. Dicha modificación postraduccional es 
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llevada a cabo por la proteína cinasa CK2 en las posiciones 490 y 491. En el caso de la 

posición 495 aún existen dudas respecto a la cinasa encargada de fosforilar dicho residuo29. 

Para entender el efecto de dicha modificación se han generado una serie de variantes 

fosfomiméticas (S490D,S491D,T495D) 30. Estos estudios han mostrado un comportamiento 

similar respecto a la localización celular de E1B55kDa silvestre y las fosfomiméticas, a 

diferencia de las mutaciones que impiden la fosforilación (mutaciones a alanina) 30. Sin 

embargo, a pesar de tener información sobre los procesos que regulan a E1B55kDa y de sus 

posibles dianas, no existe información estructural, ni sobre el efecto concreto que tiene la 

fosforilación en la estructura y dinámica de la proteína en esta zona.  

Resultados preliminares del Laboratorio de Virología Molecular del Centro de 

Investigación en Dinámica Celular (CIDC) han mostrado que la mutante simple de treonina 

495 a aspartato tiene un comportamiento similar a la mutante doble de las serinas 490 y 491 

a aspartato, mientras que la mutante T495A disminuye la producción viral comparado con las 

mutantes simples de las serinas a alanina (Figura 7). La mutante triple a alanina tiene un 

comportamiento comparable con la infección sin E1B55kDa, y la mutante triple a aspartato 

(pM) presenta un incremento en la producción de progenie viral. Otros resultados sugieren 

además, que las mutantes dobles de serina 490 y 491 por aspartato, tienen un efecto sobre 

la formación de centros de replicación viral e impide la fosforilación de la treonina 495. Lo 

que lleva a pensar en un posible orden de fosforilación. Estos resultados muestran a la 

treonina 495 como un residuo de interés para ser estudiado. 

 

 

 

Figura 7 Producción de progenie viral. Se muestran las 

mutantes estudiadas en el laboratorio de virología 

molecular del CIDC y su efecto sobre la producción de 

progenie viral. Datos de Raúl López Antonio. 
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En un primer acercamiento, este proyecto se dedicó al estudio de la variante triple 

fosforilada, triple fosfomimética (aspartato y glutamato) y triple nula (alanina), en 

comparación con la proteína sin modificación (silvestre). También se estudió el efecto de las 

mutaciones R9A y T19A, la primera de ellas en sus variantes silvestre y fosforilada, mientras 

que para la segunda realizamos las variantes silvestre (SSA), fosfomiméticas (DDA/EEA) y 

fosforilada (pSpSA).  

3. Justificación 
 

E1B55kDa es una fosfoproteína que participa en el ciclo de replicación viral de 

Adenovirus en diferentes etapas, sin embargo, no existe información estructural debido al 

carácter desordenado de sus extremos N- y C-terminales. Además, la mutación a 

aspartato/glutamato para emular fosforilación en residuos de serina y treonina es una 

estrategia que no siempre explica la actividad de la versión silvestre. Entender cual es la 

equivalencia entre esta modificación postraduccional y el uso de fosfomiméticos en la 

regulación de la estructura local de regiones desordenadas de proteínas, nos puede ayudar a 

entender los mecanismos implicados en la regulación de la infección. Además, debido a que 

la generación de fosfomiméticos es una herramienta utilizada tanto en IDPs como en 

proteínas plegadas, caracterizar sus efectos podría ayudar a desarrollar nuevas técnicas 

para el estudio de esta modificación. El uso de glutamato como fosfomimético es una 

estrategia que no ha sido usada en la proteína E1B5kDa. 

4. Hipótesis 
 

Existen diferencias en las consecuencias estructurales y dinámicas producidas por la 

fosforilación de serinas y treoninas y la mutación a aspartato/glutamato en regiones 

intrínsecamente desordenadas, debido a la distinta estructura de los carboxilatos y los 

fosfatos.  

5. Objetivo 
 

Caracterizar la formación de estructura residual en el extremo C-terminal de E1B55kDa 

en su variante silvestre, fosfomimética (aspartato y glutamato), fosforilada y triple nula 

(alanina), así como en las demás mutantes. 
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5.1 Objetivos particulares 
 

- Delimitar al péptido C-terminal de E1B55kDa. 

- Generar múltiples modelos iniciales idénticos para todas las variantes. 

- Realizar dinámica molecular de los modelos obtenidos. 

- Caracterizar estructuralmente los ensambles generados para las variantes, con miras 

a compararlas con datos experimentales. 

6. Metodología 
 

6.1 Obtención de secuencia a modelar. 
 

La secuencia de E1B55kDa fue obtenida de la base de datos de NCBI con número de 

acceso AAQ19287. Con esta secuencia, calculamos la probabilidad de desorden haciendo 

uso de una colección de predictores (Tabla 1). Cada programa nos arrojó diferentes 

probabilidades de desorden por residuo y obtuvimos el promedio de esas predicciones. 

Graficamos los resultados obtenidos y tomamos los últimos 20 residuos del extremo C-

terminal, los cuales presentan un alto grado de desorden, contienen los tres sitios de 

fosforilación y su longitud es apta para síntesis in vitro. 

Tabla 1. Predictores de desorden 

Globplot31 RONN32 iPDA33 Disoclust34 

PONDR35 IUPRED36 Poodle37 MFDp38 

DisEMBL39 Metadisorder18 PrDOS40 Cspritz41 

DISOPRED42 Disprot43 Spritz44 FoldIndex45 

 

Tabla 1 Colección de predictores de desorden. Se tomo la predicción de cada programa y 

obtuvimos el promedio. 

6.2 Modelos iniciales. 
 

Usando el servidor PEPFOLD346 obtuvimos las estructuras iniciales partiendo de la 

secuencia silvestre. Dicho servidor nos regresó 100 modelos diferentes. Las mutaciones en 

las posiciones 14, 15 y 19, así como la fosforilación, se hicieron sobre estas estructuras 

usando el servidor Charmm-gui 47. Generamos 11 péptidos con las siguientes secuencias: 
1. DHLVLACTRAEFGSSDEDTD (Silvestre) 
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2. DHLVLACTRAEFGpSpSDEDpTD (Fosforilada) 

3. DHLVLACTRAEFGDDDEDDD (Fosfomimética-Aspartato) 

4. DHLVLACTRAEFGEEDEDED (Fosfomimética-Glutamato) 

5. DHLVLACTRAEFGAADEDAD (Nula-Alanina) 

6. DHLVLACTRAEFGSSDEDAD (Silvestre T19A SSA) 

7. DHLVLACTRAEFGpSpSDEDAD (Fosforilada T19A pSpSA) 

8. DHLVLACTRAEFGDDDEDAD (Fosfomimética Aspartato T19A DDA) 

9. DHLVLACTRAEFGEEDEDTD (Fosfomimética Glutamato T19A EEA) 

10. DHLVLACTAAEFGSSDEDTD (R9A Silvestre) 

11. DHLVLACTAAEFGpSpSDEDpTD (R9A Fosforilada) 

6.3 Dinámica molecular. 
 

Una vez obtenidas las estructuras iniciales, usamos el servidor Charmm-gui para armar 

las cajas de simulación. Utilizamos el modelo de solvente explícito TIP3P y adicionamos 0.15 

molar de NaCl. Debido a que la secuencia que estamos modelando parte de una proteína 

más grande, usamos el parche ACE en el extremo N-terminal para acetilar dicho extremo y 

evitar efectos provenientes de la carga adicional. Para cada sistema se realizó una 

minimización de 1000 pasos usando el algoritmo conjugate gradient y 150 ps de dinámica 

molecular para el solvente. Posteriormente se realizaron 2000 pasos de minimización para 

todo el sistema y procedimos a la producción de dinámica molecular con el campo de fuerza 

Charmm36m 28 y el programa NAMD 22 . 

Todas las dinámicas se realizaron en un ensamble NPT usando 2 fs como tiempo de 

integración y el algoritmo Leapfrog-Verlet para resolver las ecuaciones de movimiento, así 

como el pistón de Langevin para mantener la temperatura y presión constantes a 298K y 1 

atm, respectivamente. Para el suavizado de las interacciones de VDW se utilizó la función de 

switch y shitf para las de Coulomb, con un corte de 12 Å. La lista de vecinos de actualizó 

cada 10 pasos, utilizando un corte de 14 Å. El guardado de los datos para análisis se realizó 

cada 500 pasos, generando así archivos con 1,000 fotos cada uno para cada péptido 

simulado. 

Se realizaron corridas cortas de 50 ns para cada sistema, obteniendo así, 5 

microsegundos de tiempo de simulación acumulado para cada variante. Con esta estrategia 

queremos explorar ampliamente el paisaje conformacional que visita cada variante, con el fin 

de obtener convergencia estructural entre modelos. 
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6.4 Análisis. 
 

Para cada modelo de cada variante se calculan propiedades estructurales tales como 

radio de giro y RMSD (contra la estructura inicial y los miembros del ensamble). Este último 

nos permite ver cuánto cambiaron las estructuras respecto a la estructura inicial, mientras 

que el radio de giro es una medida global del tamaño de la proteína y nos permite saber qué 

tan extendida o compacta se encuentra.  

Para calcular puentes de hidrógeno con el agua e intracadena, tomamos una distancia de 

corte de 2.4 Å y, para el caso de la fosforilación, declaramos los aceptores y donadores de 

puentes puente de hidrógeno para el grupo fosfato. Todos estos análisis de compararon con 

la versión silvestre y obtuvimos el enriquecimiento de cada interacción (Fold-change), para 

obtener dicho valor dividimos el promedio de la persistencia de cada interacción dividida 

entre el total de modelos simulados y el resultado obtenido se divide entre el valor de la 

versión silvestre. Esto con el fin de encontrar cuáles son las interacciones que son más o 

menos frecuentes. Para el cálculo de estructura secundaria, calculamos el valor de los 

ángulos diedros phi/psi para cada residuo y graficamos dichos valores en mapas de 

Ramachandran. Usamos el programa STRIDE de Carma 48 para los diferentes tipos de 

estructura secundaria que obtuvo el péptido, en sus distintas variantes, a lo largo de la 

simulación y obtuvimos el porcentaje para todo el ensamble. Todos los cálculos, con 

excepción de la estructura secundaria se realizan con el programa Charmm4023. 

Debido a que estamos trabajando con ensambles de múltiples estructuras, se muestran las 

distribuciones de cada propiedad, mientras que en el caso de los puentes de hidrógeno se 

muestra el promedio de cada interacción normalizada respecto a la versión silvestre. 

Para poder hacer la comparación de propiedades entre péptidos, todas las figuras y gráficas  

se realizan con VMD 49 y la paquetería Matplotlib de python, respectivamente.  

7. Resultados y discusión 
 

7.1 Selección del segmento a trabajar 
 
Basados en los resultados obtenidos por los predictores de desorden, calculamos el 

promedio de la probabilidad de desorden para cada residuo (Figura 8). 
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Figura 8 Perfil de desorden. Se muestra el perfil de desorden de los últimos 167  residuos del 

extremo C-terminal de E1B55kDa. La línea roja representa la región que se seleccionó y a la 

izquierda el perfil de desorden de dicha región y su secuencia. 

El segmento seleccionado contiene los tres sitios de fosforilación (490, 491 y 495 en la 

proteína completa; 14, 15 y 19 en el péptido), además notamos que la secuencia cuenta con 

un solo contraión (arginina 9 en el péptido). La numeración que se usará a partir de aquí es 

la presente en el péptido (del 1 al 20). 

7.2 Estructuras iniciales 
 
Usando el servidor PEPFOLD3 obtuvimos 100 estructuras iniciales. Para determinar qué tan 

diverso es el ensamble inicial calculamos el RMSD por parejas entre todas las estructuras y 

graficamos la distribución; también calculamos el radio de giro. La figura 9 muestra la 

distribución de ambos para el ensamble inicial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Ensamble inicial. Los histogramas muestran la distribución de radio de giro (rojo) y 

RMSD por parejas (verde) para las estructuras iniciales.  
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Estos resultados sugieren que las estructuras iniciales son diferentes entre sí, con un RMSD 

promedio de 6 Å entre ellas. En el caso del radio de giro podemos observar que tenemos 

estructuras compactas de 7.2 Å hasta estructuras extendidas de casi 12 Å (Figura 10). 

 

 

 

 

 

Figura 10 Estructuras iniciales. A) Se muestra el RMSD promedio entre dos estructuras (6 Å) 

del ensamble inicial. B) y C) radio de giro más chico 7.2 Å y más grande 11.82 Å, 

respectivamente. 

Dado que las estructuras iniciales son diferentes podemos suponer que estamos partiendo 

de un ensamble diverso y seremos capaces de muestrear mejor el paisaje conformacional 

del péptido. 

7.3 Dinámica molecular 
 
Se realizaron 1,100 simulaciones (11 péptidos con 100 modelos diferentes cada uno) que 

corresponden a las variantes silvestre (SST), aspartato (DDD), glutamato (EEE), alanina 

(AAA), fosforilada (pSpSpT), las mutantes T19A: SSA, DDA, EEA, pSpSA, y las mutantes 

R9A con los residuos 14, 15 y 19 fosforilados y sin fosforilar.  

 

Se mostrarán primero los resultados de las variantes silvestre, fosforilada, fosfomiméticas y 

nulas (alanina), mientras que las nuevas mutantes se mostrarán al final. 

7.4 Radio de giro 
 
Para cada variante se calculó el radio de giro respecto a la estructura inicial, se concatenaron 

los resultados y se graficó el histograma (Figura 11).  Los histogramas muestran una amplia 

distribución en todos los casos, siendo el modelo con glutamato (línea verde) el que presenta 

valores más extendidos, mientras que la versión fosforilada presenta un pico más 

pronunciado entre los 10 11 Å y no alcanza valores tan altos como las demás. 

A B C 
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Figura 11 Radio de giro del ensamble. Se muestran los histogramas para cada variante. A la 

derecha se muestran las estructuras con el radio de giro más pequeño, promedio y más 

grande, respectivamente. 

Estos resultados sugieren que la versión fosforilada hace un mayor número de interacciones 

que le confieren cierto grado de compactación, resultado diferente al esperado ya que al ser 

un polielectrolito negativo esperábamos obtener conformaciones extendidas. Por el contrario, 

las variantes fosfomiméticas presentan una distribución más extendida, lo que indica que las 

interacciones que promueven compactación en la fosforilada se pierden o son menos 

frecuentes en las fosfomiméticas. 

7.5 Puentes de hidrógeno 
 
Debido a los resultados obtenidos con el radio de giro, decidimos mirar a los puentes de 

hidrógeno, tanto los que hace el péptido con el agua, como los intracadena y los mediados 

por agua. 

La figura 12 muestra el número total de puentes de hidrógeno que forma cada residuo con el 

agua, promediado sobre todo el tiempo de simulación. 

6.4 10.5 
Å 

18.7 
Å 
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Figura 12 Puentes de hidrógeno con el agua. Se presenta el número total de puentes de 

hidrógeno que hace cada residuo en la diferentes variantes. Las cajas punteadas encierran 

los sitios de fosforilación/mutación. 

Debido a que estamos trabajando con un péptido desordenado, es de esperar que cada 

residuo haga casi su máximo de interacciones con el agua. En el caso de los residuos no 

polares como leucina, valina, alanina, fenilalanina y glicina, el número esperado de puentes 

de hidrógeno es de dos puentes por residuo. Para aspartato y glutamato, 6 o más puentes de 

hidrógeno (debido al carboxilato presente en ellos); histidina, serina y treonina con 4 puentes 

cada uno; cisteína 3 puentes y por último arginina 7 puentes. Como podemos observar en la 

figura 12, la arginina 9 hace un menor número de puentes de hidrógeno (~5 puentes) en la 

versión fosforilada (línea roja) comparada con las demás versiones, mientras que los fosfatos 

en las posiciones 14 y 15 (líneas rojas encerradas) se comportan igual que los glutamatos y 

aspartatos (líneas verdes y azules, respectivamente), contrario a lo esperado, debido a que 

por el incremento de carga en estos residuos el número de puentes de hidrógeno también 

debería ser mayor. En el caso de la treonina 19  de la versión fosforilada también se ve una 

disminución de puentes de hidrógeno comparada con las demás variantes. Creemos que 

esto puede estar relacionado con la formación de interacciones entre la arginina 9 y los 

residuos fosforilados, especialmente con la fosfotreonina 19.  

Analizamos los puentes de hidrógeno mediados por agua en búsqueda de más 

interacciones, especialmente entre los residuos modificados. La figura 13 muestra los mapas 

de calor de dichos puentes. 
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Figura 13 Puentes de hidrógeno mediados por agua. Cada cuadro muestra la comparación 

de los puentes formados respecto a la versión silvestre (panel superior en cada mapa de 

calor). A) Silvestre vs Fosforilada B) Silvestre vs Alanina C) Silvestre vs Aspartato D) Silvestre 

vs Glutamato. Los triángulos rojos muestran la región rica en cargas en el extremo C-

terminal. El rectángulo verde muestra los puentes de agua que realiza la arginina 9. 

Debido a la presencia de cargas en el extremo C-terminal del péptido, esperamos que haya 

un incremento en la formación de puentes de agua. Los resultados muestran que, en el caso 

de la versión fosforilada, hay un mayor número de interacciones en comparación con las 

variantes fosfomiméticas. A pesar de que estas mutantes (panel C y D figura 13) también 

incrementan la carga del péptido, las interacciones son menores, además, el glutamato 

parece formar más interacciones comparada con aspartato. Como era de esperarse, eliminar 

la carga en la posiciones 14, 15 y 19 (panel B figura 13) provoca la disminución en la 

formación de dichas interacciones. En el caso de la arginina 9 (rectángulos verdes), podemos 

observar que en las variantes fosfomiméticas, la formación de puentes de agua con este 

residuo es mayor comparada con la fosforilada. Con la mutante a alanina, estas 

interacciones se pierden. Para analizar más detalladamente las posibles interacciones entre 

residuos decidimos obtener el número de puentes de hidrógeno intracadena. La figura 14 

muestra el número total de puentes de hidrógeno intracadena por residuo para cada variante. 

 

C D 
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Figura 14 Puentes de hidrógeno intracadena. Se muestra el total de puentes de hidrógeno 

por residuo, y en las cajas punteadas se encierran aquellos que realizaron un mayor número 

de interacciones. 

Como se puede observar en la figura 14, hay poca formación de puentes intracadena, con 

excepción de los residuos fosforilados y la arginina 9 en la versión fosforilada (líneas rojas 

encerradas). Esto puede explicar el comportamiento extendido visto en el radio de giro y la 

formación de puentes con el agua visto en las Figuras 11 y 12, respectivamente. 

Comparando los resultados de los puentes de hidrógeno con el agua y los intracadena, 

pudimos notar que la arginina 9 en la versión fosforilada hace menos puentes de hidrógeno 

con el agua, lo cual se ve recompensado en las interacciones intracadena.  

Usando estos datos podemos suponer que la arginina 9 realiza interacciones más frecuentes 

con los fosfatos en comparación con los carboxilatos presentes en las versiones 

fosfomiméticas. Para poder identificar aquellos pares de residuos que están interactuando, 

realizamos un mapa de calor en el cual se muestran aquellas interacciones que son más 

frecuentes (Fold-change) en las distintas versiones respecto a la versión silvestre (Figura 15). 

En el triángulo superior de cada figura se muestra el cociente del promedio de la persistencia 

de cada interacción en cada variante con la versión silvestre. 
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Figura 15 Enriquecimiento de interacciones. Se muestra el enriquecimiento por pares de 

cada interacción respecto a la versión silvestre. Los puntos más oscuros son aquellos que 

tuvieron un valor de Fold-change más grandes. 

Los mapas de calor respecto al péptido silvestre (Figura 15) mostraron que en la versión 

fosforilada las interacciones más frecuentes ocurrían entre los residuos fosforilados con la 

arginina 9, decidimos mirar detalladamente dichas interacciones, y compararla en las demás 

variantes (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 Puentes de hidrógeno entre los residuos fosforilables. Se muestran de izquierda a 

derecha las interacciones que realiza la arginina 9 con los residuo 14, 15 y 19, en las 

versiones silvestre, fosforilada, aspartato, glutamato y alanina, respectivamente. Debajo de 

cada estructura se muestra el enriquecimiento respecto a la silvestre. 
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Estos resultados muestran que la arginina 9 es un residuo que interactúa de forma activa con 

los fosfatos. Realiza interacciones que son hasta 52 veces más frecuentes comparado con la 

versión silvestre. En el caso de las mutantes fosfomiméticas podemos observar que la 

frecuencia es similar para las tres posiciones. Como era de esperarse, las interacciones con 

alanina son menores y en las posiciones 15 y 19 ligeramente más frecuentes 

 

Otro aspecto que quisimos investigar fue qué tan frecuentes son las interacciones 

comparando las mutantes fosfomiméticas respecto a la versión fosforilada (Figura 17), esto 

con el fin de ver si las mutaciones fosfomiméticas son equivalentes a la fosforilación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 Mapa de calor fosfomiméticas contra fosforilada. En la parte superior del gráfico se 

muestra el cociente fosforilada/aspartato, mientras que en el de abajo se muestra 

fosforilada/glutamato. 

Este resultado muestra que incluso entre variantes fosfomiméticas, las interacciones son 

diferentes en los dos casos. Cuando vemos las interacciones que se realizan entre los 

residuos fosforilados y la arginina 9, podemos notar que son más frecuentes en la versión 

fosforilada. Los valores para dichas interacciones se muestran en la figura 18. Sin embargo, 

la figura 17 también muestra que existen otras interacciones mucho más frecuentes y que 

son diferentes en ambas variantes. Para la versión con glutamato las interacciones más 
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frecuentes son Alanina 10 con Leucina 5 y aspartato 20 con alanina 6. Para la variante con 

aspartato, dichas interacciones son aspartato 1 con aspartato 20 y aspartato 20 con leucina 

3, ambas variantes comparten la interacción Alanina 10 – Leucina 5. Esto podría sugerir que 

los residuos fosforilados no son los únicos que están interactuando. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 Enriquecimiento fosforilada vs fosfomiméticas. De izquierda a derecha se muestran 

las interacciones que realizan los residuos 14, 15 y 19 con la arginina 9. Los números indican 

el enriquecimiento de cada interacción respecto a la fosforilada. 

Como muestran los mapas de calor, las interacciones de los fosfatos con la arginina 9 son 

más frecuentes que en las versiones fosfomiméticas. Estos cambios podrían, además, tener 

un efecto sobre el comportamiento del péptido en cuanto a la formación de estructura 

secundaria.  

7.6 Estructura secundaria 
 
Tomando en cuenta que la interacción de fosfotreonina 19 con la arginina 9 fue la que tuvo el 

enriquecimiento más grande, pensamos en que esta interacción podría ser clave para el 

establecimiento de interacciones con otras proteínas, por lo cual decidimos ver cuál era el 

tipo de estructura secundaria que adoptaba el segmento localizado entre ambos residuos 

cuando la interacción se daba. Obtuvimos aquellas estructuras de las simulaciones en las 

cuales la arginina 9 estuviera haciendo puente de hidrógeno con la posición 19. Para estas 

estructuras calculamos la estructura secundaria, obtuvimos la secuencia de letras que 

representa a cada tipo de estructura y buscamos la secuencia más frecuente. La figura 19 

muestra el resultado de este análisis. 

Fosforilada/Asp        4  5  12 
 
Fosforilada/Glu         6  9                   10 

Estructura 

Cociente 
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Figura 19 Estructura de la interacción. Se muestra la estructura secundaria que adopta la 

región entre los residuos 9 y 19. Debajo se muestra el código de letras para cada tipo de 

estructura, C = coil (blanco), H = hélice alfa (morado), T = turns (cian) y el porcentaje de 

repeticiones en el conjunto de muestra. 

La estructura preferida varía según la variante, pero podemos observar que la secuencia de 

letras en la versión silvestre y la glutamato es muy similar, y que en las versiones aspartato y 

alanina parece haber formación de estructura cerca de la arginina 9. La versión fosforilada se 

mantiene desordenada, es decir, no adopta ningún tipo de estructura cuando esta interacción 

sucede. La tabla 2 muestra el número de veces que se encontró la interacción 9-19 en todo 

el ensamble para cada variante, así como el número de veces que se encontró la palabra 

dada.  

Tabla 2. Estructura de la interacción arginina 9 con residuo 19 

Variante Número de 

interacciones 9 - 19 

Número de repeticiones de 

secuencia 

Porcentaje 

Silvestre 7896 942 11 

Fosforilada 1204308 122959 10 

Aspartato 127309 20898 16 

Glutamato 87458 17170 19 

Alanina 14991 1328 8 

Tabla 2 Estructura de la interacción arginina 9 con residuo 19. En todos los casos partimos 

de un ensamble del mismo tamaño para todas las variantes (5,000,000 de fotos). Se 

muestran, el número de fotos en las que se encontró la interacción 9-19, así como el número 

de veces que se encontraron las palabras descritas en la figura 19 para cada variante y el 

porcentaje que representa. 

Silvestre 
CCTTTTTCCCC 

11% 

Aspartato 
HHHHCCCCCCC 

16% 

Fosforilada 
CCCCCCCCCCC 

10% 

Glutamato 
CCCCTTTTCCC 

19% 

Alanina 
TTTTTCCCCCC 

8% 
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Debido a que la interacción de la arginina 9 con el residuo 19 es poco frecuente, decidimos 

observar qué es lo que hace cada uno de los residuos modificados en todo el ensamble. Se 

muestran los mapas de Ramachandran de cada uno de estos residuos (Figura 20). 

 
Silvestre (S14) Silvestre (S15) Silvestre (T19) 

Fosforilada (pS14) Fosforilada (pS15) Fosforilada (pT19) 

Fosfomimética (D14) Fosfomimética (D15) Fosfomimética (D19) 

Fosfomimética (E14) Fosfomimética (E15) Fosfomimética (E19) 
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Figura 20 Mapas de Ramachandran de los residuos modificados. Se muestran los 

histogramas en 2D de cada residuo modificado para cada variante. En el cuadro negro se 

encierra la zona de estructura tipo alfa hélice.  

Laos mapas de Ramachandran muestran que en todos los casos hay un incremento de 

estructura tipo alfa hélice en el ensamble fosforilado en comparación con las demás 

variantes. Para poder observar que tan grande es este incremento graficamos el porcentaje 

de alfa hélice por residuo y dividimos respecto a la silvestre. El resultado se muestra en la 

Figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 Enriquecimiento de alfa hélice. La imagen muestra el enriquecimiento de alfa hélice 

para todo el ensamble. La línea negra horizontal corresponde a la versión que tomamos 

como referencia (silvestre). 

Los resultados anteriores muestran que la versión fosforilada (línea roja) tiene preferencia 

por hacer estructura alfa hélice en el extremo C-terminal (sitio de las modificaciones). En 

particular la posición 19 muestra un incremento de 2.5 veces en comparación con la silvestre.  

Nula (A14) Nula (A15) Nula (A19) 



 24 

Es de interés notar que las versiones fosfomiméticas tienen un comportamiento similar, sin 

embargo, la versión con aspartato (línea azul) forma más alfa hélice que la versión con 

glutamato (línea verde). Las versiones silvestre y con alanina (nula) forman 

aproximadamente la misma cantidad de hélice en la posiciones 15 a 18.  

Debido a este incremento de hélice en la versión fosforilada, obtuvimos aquellas 

interacciones que pudieran estar estabilizando dicha estructura. Tomamos todas aquellas 

estructuras en las que estuviera presente esta hélice y sobre ellas calculamos los puentes de 

hidrógeno. La Figura 22 muestra el mapa de calor de dichas interacciones y las estructuras 

asociadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 Interacciones hélice alfa C-terminal fosforilada. Se muestra el mapa de calor de las 

interacciones presentes en la hélice C-terminal fosforilada, a la izquierda las estructuras de 

las interacciones más frecuentes. Se señalan sólo aquellas interacciones que ocurren a partir 

del residuo 14 (sitio en donde inicia la hélice). 

La Figura 22 muestra que en la hélice C-terminal la fosfoserina 14, así como el glutamato 17, 

aspartato 18 y arginina 9 son los que se encargan de la estabilización de la hélice. Además, 
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los residuos fosfotreonina 19 y aspartato 20 realizan varias interacciones con los residuos 

cercanos. Estos resultados sugieren que la presencia de carga negativa y su interacción con 

el agua están ayudando en la formación de estructura residual en el extremo C-terminal. Sin 

embargo, esta hélice es menos frecuente en las versiones fosfomiméticas. Cabe señalar que 

las interacciones arginina 9 con glicina 13, treonina 8 con fenilalanina 12 y treonina 8 con 

glutamato 11, no son parte de la hélice C-terminal, pero muestran valores altos de 

persistencia. La estructura de dichas interacciones se muestra en la figura 23. 

 

 

 

 

 

Figura 23 Interacciones no presentes en la hélice C-terminal. Se muestran las interacciones 

que tienen alta persistencia pero que no son parte de la hélice. A) Arginina 9 con Glicina 13. 

B) Treonina 8 con Glutamato 11. C) Treonina 8 con Fenilalanina 12. 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la Figura 21, en todos los casos, con 

excepción de la versión fosforilada, hay una disminución de alfa hélice en la posición 19; este 

resultado podría estar asociado a los cambios observados experimentalmente por la mutante 

T/A (T495A), en la cual hay una disminución en la producción de progenie viral. 

 

Con base en lo antes mencionado decidimos generar las mutantes T19A, en las versiones 

silvestre (SSA), fosfomiméticas (DDA/EEA), y fosforiladas (pSpSA). Partimos de las mismas 

estructuras iniciales y las simulaciones se realizaron con las mismas condiciones que las 

anteriores. 
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7.7 Mutante T19A 
 

Al igual que las variantes anteriores, evaluamos el nivel de compactación de las nuevas 

mutantes graficando la distribución del radio de giro. La Figura 24 muestra la comparación 

por pares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 Radio de giro de las mutantes T19A. Se muestra el radio de giro de la mutante 

T19A en todas sus variantes respecto a la triple mutante. A) Fosforilada vs Fosforilada-T19A, 

B) Silvestre vs Silvestre-T19A, C) Aspartato vs Aspartato-T19A, D) Glutamato vs Glutamato-

T19A. 

El radio de giro muestra que eliminar la fosfotreonina 19 tiene un efecto sobre la 

compactación del péptido, haciéndolo más extendido que la triple fosforilada. En el caso de 

las demás variantes, no se muestra una diferencia considerable ya que al mutar a posición 

19 el comportamiento es similar al original. 

Debido a que la fosfotreonina 19 era el residuo que realizaba el mayor número de 

interacciones con la arginina 9, graficamos los mapas de calor de cada variante y 

comparamos los resultados con las mutantes originales (Figura 25). 

A B 

C D 
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Figura 25 Mapas de calor de las diferentes variantes T19A. Se muestran los mapas de calor 

de las interacciones por residuo para cada variante. En el panel superior se muestran los 

puentes de hidrógeno de las variantes originales. El panel inferior muestra las mutantes con 

el residuo 19 mutado a alanina. A) Silvestre (SSA), B) Fosforilada (pSpSA), C) Aspartato 

(DDA) y D) Glutamato (EEA). En cajas rojas se muestran las interacciones que realiza la 

arginina 9. 

Las interacciones muestran que en todos los casos, cuando hay ausencia de la treonina 19, 

la arginina 9 empieza a establecer más interacciones con los demás residuos negativos. 

Estas interacciones podrían estar compensando aquellas que se perdieron al mutar dicha 

A B 

C D 
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treonina. En el caso de pSpSA, se pierde la interacción R9-pT19, y esto podría explicar la 

pérdida de compactación vista en el radio de giro.  

Basados en los resultados anteriores de estructura secundaria, en los que se mostraba que 

la versión fosforilada tendía a formar más alfa hélice en comparación con los demás 

(especialmente la posición 19), graficamos la estructura secundaría de los ensambles y los 

comparamos con los originales (Figura 26).  

 

Figura 26 Estructura secundaria T19A. Se muestra el porcentaje de estructura secundaria 

por residuo en todo el ensamble. A) mutantes T19A, B) variantes originales. 

La formación de estructura tipo alfa hélice en todo el ensamble muestra que la región 

comprendida entre los residuos 14 a 18 tienen un incremento en la formación de dicha 

estructura, sin embargo en la posición 19 en donde se encuentra la mutación  T19A se pierde 

la capacidad de hacer hélice. Estos resultados sugieren que la ausencia de la treonina 19 en 

la versión fosforilada favorece la formación de estructura residual, la cuál podría estar 

relacionada con un aumento o decremento en su capacidad de establecer interacciones con 

otras proteínas. 

A 
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Debido a que notamos este aumento, decidimos ver, al igual que en la triple fosforilada, 

cuales son las interacciones que pudieran estar estabilizando la hélice. La figura 27 muestra 

dicho análisis. 

 

 

 

 

Figura 27 Interacciones hélice alfa C-terminal fosforilada T19A. Se muestra el mapa de calor 

de las interacciones presentes en el extremo C-terminal de la mutante T19A en su versión 

fosforilada. A la izquierda se muestran las estructuras de las interacciones más frecuentes. 

Este análisis muestra que el número de interacciones que estabilizan a la hélice incrementan 

y hay más participación de los dos residuos fosforilados restantes. Además, es de especial 

interés que la alanina 19 está formando una de las interacciones más frecuentes con la 

fosfoserina 15. La arginina 9 también se muestra como un residuo presente en dichas 

interacciones. La aparición de nuevas interacciones o el aumento de las ya existentes al 

momento de eliminar la posición 19, podría sugerir que la interacción de estos dos residuos 

es importante en la dinámica de la proteína. En el caso de las mutantes fosfomiméticas, 
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existen diferencias en la formación de las interacciones formadas por la versión fosforilada. 

Estas diferencias pueden estar asociadas a que las estructuras del aspartato y glutamato no 

son exactamente iguales a las de fosfoserina/fosfotreonina; otro aspecto a considerar es la 

carga neta de cada uno de ellos. La carga neta de los residuos fosforilados es -2, mientras 

que la de glutamato/aspartato es -1. 

Tomando en cuenta de que el único residuo positivo en la secuencia del péptido es la 

arginina 9, y que además, ha mostrado ser importante en la formación de puentes de 

hidrógeno con los fosfatos, investigamos cuál qué efecto tiene  eliminar estar carga positiva 

en presencia de los fosfoserina/fosfotreonina y serina/treonina. Generamos las mutantes R9A 

en sus variantes fosforiladas y silvestre. 

7.8 Mutante R9A 
 

En las simulaciones previas, notamos que la versión fosforilada visitaba conformaciones más 

compactas. Creemos que estas conformaciones están siendo favorecidas por la interacción 

de los fosfatos con la arginina 9. Para evaluar de forma global el incremento o disminución de 

compactación se graficó la distribución de radio de giro de la mutante R9A con los residuos 

14, 15 y 19 fosforilados y sin fosforilar (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 Radio de giro de la mutante R9A en sus dos variantes. A) R9A sin fosforilar vs 

péptido silvestre, B) R9A fosforilada vs péptido fosforilado. 

El radio de giro muestra que la mutante R9A, en presencia de los residuos fosforilados lleva 

a estados más extendidos del péptido, lo que sugiere que la arginina 9 promueve 

compactación, esto probablemente mediante la interacción con los fosfatos. El histograma 
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del panel A de la figura 28, muestra que cuando no hay fosforilación, el cambio en la 

compactación es menor.  

Para analizar el cambio en las interacciones realizadas por los fosfatos en ausencia de la 

arginina, graficamos los puentes de hidrógeno en ambas variantes (Figura 29). 

 

Figura 29 Puentes de hidrógeno R9A. En el panel superior se muestran los puentes de 

hidrógeno realizados por las variantes con arginina en su versión silvestre y fosforilado. En el 

panel inferior las mutantes R9A. A) R9A silvestre vs péptido silvestre, B) R9A fosforilada vs 

péptido fosforilado. Los óvalos rojos muestran las interacciones realizadas por Arg/Ala. 

Como se puede observar en los mapas de calor, las interacciones de puente de hidrógeno 

formadas por las versión fosforilada con la arginina 9 se pierden casi por completo, lo que 

explica la obtención de estados más extendidos. En el caso de la versión silvestre se puede 

ver que hay una redistribución de las interacciones, lo cual puede estar asociado con los 

pocos cambios que se notaron en el radio de giro. A pesar de lo antes mencionado, las 

demás interacciones parecen mantenerse. Ya que la eliminación de la carga positiva generó 

cambios en el ensamble, evaluamos cómo fue el cambio en la estructura secundaria dada 

esta eliminación. Para eso se graficó el porcentaje de estructura secundaria en el ensamble 

(Figura 30). 

A B 
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Figura 30 Estructura secundaria R9A. Se muestra el porcentaje de estructura secundaria por 

residuo a lo largo del ensamble. 

El gráfico muestra que la ausencia de la arginina 9 en la versión fosforilada (línea verde) lleva 

a un aumento de estructura tipo alfa hélice en los extremos N- y C- terminal, mientras que en 

la versión silvestre (línea azul) el aumento se ve más pronunciado en la mitad del péptido. El 

aumento de alfa hélice en el extremo N-terminal es de esperarse debido a que la alanina es 

un residuo que promueve la formación de hélices, mientras que en el extremo C-terminal se 

ve nuevamente que hay un leve incremento de hélice alfa respecto a la versión fosforilada, lo 

que puede estar nuevamente relacionado con la interacción con el agua. En las variantes sin 

fosforilar (línea azul y negra) el comportamiento en el extremo C-terminal es similar entre las 

dos, lo que indica que la ausencia de fosforilación no forma hélice. 

 

Con los resultados previos, podemos notar que la arginina 9 es importante para realizar 

interacciones intracadena con los demás residuos del péptido. Estas interacciones se pierden 

en la mutante R9A en su versión fosforilada, mientras que en la silvestre estas interacciones 

se distribuyen.  

Otro residuo clave en la formación de interacciones es la fosfotreonina 19, ya que en los 

resultados anteriores dicho residuo fue el que presentaba un enriquecimiento mayor cuando 

interactuaba con la arginina. El efecto de la ausencia de este residuo muestra que hay un 

incremento en la formación de hélice en el extremo C-terminal, la cual está siendo 

estabilizada por interacciones que involucran a la fosfoserina 14 y 15 así como a la arginina 

9. 
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8. Conclusiones 
 
El análisis de las primeras simulaciones mostró que la arginina 9 es un contraión importante 

para el establecimiento de interacciones y que lleva al péptido a visitar estados compactos. 

Las interacciones que realiza la arginina 9 con los fosfatos es más frecuente que con las 

demás variantes, siendo el residuo 19 el que más veces lo hace.  

Las mutantes fosfomiméticas parecen tener un comportamiento similar en el establecimiento 

de interacciones, sin embargo, el análisis de estructura secundaria mostró que cuando la 

interacción entre el residuo 19 y arginina 9 se da, las conformaciones que adopta cada 

variante es distinta. 

La versión fosforilada no adquiere ningún tipo de estructura secundaria durante la interacción 

antes mencionada. Esto sugiere que la interacción de este segmento puede estar dada por 

formación de complejos difusos (fuzzy).  

Las fosfomiméticas y silvestre de la mutante T19A no muestran cambios en la compactación, 

sin embargo, la variante fosforilada parece ir hacia estados extendidos. Además, notamos 

que la arginina 9 al estar en un ambiente negativo es capaz de formar un gran número de 

interacciones pero teniendo preferencia hacia los fosfatos. 

Debido a que la treonina 19 (495 en la proteína completa) parece ser importante para 

establecer un orden de fosforilación. El comportamiento obtenido debido a su mutación 

puede tener un efecto sobre las funciones de E1B55kDa. 

La mutante R9A tiene un efecto sobre el estado de compactación del péptido, ya que al 

eliminar la única carga positiva de la secuencia los fosfatos tienden a hacer más 

interacciones con el agua.  

Las mutantes fosfomiméticas no están recreando los resultados obtenidos con las versiones 

fosforiladas, por lo que podemos concluir que no son 100% equivalentes. 
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10. Anexos 

10.1 Anexo I 
 
Al incio del proyecto se simularon 100 modelos para cada variante (silvestre, fosforilada, 

fosfomiméticas (aspartato, glutamato) y nula (alanina)), las cuales tenían en extremo N-

terminal cargado. Dichas simulaciones arrojaron los siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 Radio de giro, N-terminal cargado. Se muestra la distribución para las cinco 

variantes con el extremo N-terminar cargado (carga positiva). 

La distribución muestra estados compactos, los cuales se creen son inducidos por la carga 

positiva extra presente en el N-terminal. Esta compactación es más notoria en la versión 

fosforilada, lo cual sugiere que dicho extremo está interactuando con los fosfatos. 

Se graficaron los puentes de hidrógeno de dichas variantes para encontrar aquellas 

interacciones realizadas por el extremo N-terminal (Figura 31). De igual forma obtuvimos el 

promedio de cada interacción y lo dividimos entre el valor obtenido para la versión silvestre 

(fold-change) 
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Figura 32 Puentes de hidrógeno N-terminal cargado. Se muestran los mapas de calor del 

enriquecimiento de los puentes de hidrógeno formados en las variantes cargadas. Los óvalos 

rojos muestran las interacciones realizadas por el residuo 1. 

Las interacciones encerradas en rojo en la figura 31 no están presentes en los péptidos con 

el extremo N-terminal acetilado, lo que sugiere que dicha carga extra podría afectar los 

resultados obtenidos. Debido a esto decidimos repetir las simulaciones pero esta vez 

acetilando dicho extremo y son los resultados que se mostraron. 




