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RESUMEN

Las simulaciones de Dinamica Molecular (DM) permiten estudiar procesos bioldgicos a nivel
atomico, pero su aplicacion al andlisis de transiciones conformacionales esta limitada por el
problema de muestreo, especialmente en proteinas transportadoras con barreras energéticas
elevadas. Aunque los métodos fuera del equilibrio y de equilibrio sesgado permiten
caracterizar rutas conformacionales, requieren potenciales externos y limitan la

interpretacion de la dindmica en equilibrio.

En este trabajo se estudiaron las transiciones conformacionales del modelo de acceso
alternante del transportador GLUTS de Rattus norvegicus (rGLUTS) mediante simulaciones
no sesgadas de Dinamica Molecular de Grano Grueso (DM-GGQG). Las trayectorias se
analizaron mediante variables colectivas basadas en aperturas extracelular e intracelular, y se

construyeron modelos de estados de Markov para cuantificar probabilidades de transicion.

Las simulaciones permitieron observar transiciones espontaneas entre estados adyacentes del
ciclo conformacional. EIl analisis identificO seis microestados, con transiciones
predominantes entre conformaciones exofaciales, ocluidas y endofaciales, pero sin
conectividad completa entre los estados extremos. La extension de las simulaciones y
cambios en el integrador no mejoraron la exploracion conformacional, indicando que la
limitacion es energética mas que temporal en ausencia de sustrato. Ademads, la metodologia
desarrollada es transferible a otros transportadores y constituye una base para estudios futuros

con sustrato explicito.
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ABSTRACT

Molecular Dynamics (MD) simulations enable the study of biological processes at the atomic
level; however, their application to conformational transitions is limited by sampling issues,
particularly in transporter proteins with high energy barriers. Although non-equilibrium and
biased equilibrium methods can characterize conformational pathways, they require external

potentials and limit the interpretation of equilibrium dynamics.

In this work, conformational transitions of the alternating access model of the GLUTS5
transporter from Rattus norvegicus (rGLUTS) were studied using unbiased Coarse-Grained
Molecular Dynamics (MD-CG) simulations. The trajectories were analyzed using collective
variables based on extracellular and intracellular gate openings, and Markov State Models

were constructed to quantify transition probabilities.

The simulations allowed the observation of spontaneous transitions between adjacent states
of the conformational cycle. The analysis identified six microstates, with predominant
transitions between outward-facing, occluded, and inward-facing conformations, but without
full connectivity between the extreme states. Extending the simulation time and modifying
the integrator did not improve conformational sampling, indicating that the limitation is
energetic rather than temporal in the absence of substrate. Furthermore, the methodology
developed is transferable to other transporters and provides a foundation for future studies

incorporating explicit substrate.
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INTRODUCCION

1. Superfamilia de Facilitadores Principales

El transportador de fructosa (GLUTS5) pertenece a la Superfamilia de Facilitadores
Principales, en inglés Major Facilitator Superfamily (MFS), una de las superfamilias de
transportadores de membrana mas antiguas y diversas que se conocen. Con un origen
evolutivo estimado en mas de 3.000 millones de afios inferido a partir de andlisis
filogenéticos. MFS estd presente en bacterias, arqueas y eucariotas, y transporta azucares,
polioles, farmacos, neurotransmisores, aminoacidos, péptidos, lipidos, iones organicos e
inorgénicos, vitaminas, nucledsidos y nucledtidos (Figura 1) (Drew et al., 2021; Henderson
etal., 2019; Law et al., 2008; Wang et al., 2020).

Los transportadores MFS operan mediante tres mecanismos: uniporte, en el que un soluto se
desplaza a favor de su gradiente electroquimico; simporte, en el que el ingreso del sustrato
se acopla al de un ion, generalmente un proton; y antiporte, en el que dos solutos se
intercambian en direcciones opuestas (Deng et al., 2014; Huang et al., 2003; L. Sun et al.,
2012). Como consecuencia, transportadores MFS se involucran en procesos fisiologicos
diversos y al mismo tiempo, la disfunciéon de alguno de ellos se asocia a trastornos
metabolicos, enfermedades hereditarias y progresion oncoldgica, siendo principales dianas
farmacologicas. La Tabla 1 resume los principales transportadores MFS humanos con

relevancia clinica descrita (Marger & Saier, 1993; Zhang et al., 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?HYpOz0
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Figura 1. Filogenia de las proteinas pertenecientes a la superfamilia MFS.

Los transportadores se identifican mediante sus acronimos, y aquellos cuya estructura ha sido caracterizada con
mayor profundidad se indican con recuadros rojos. Entre flechas se muestra el sustrato transportado. Los puntos
de colores representan los organismos en los que se han identificado los distintos transportadores: verde
azulado, bacterias; naranja, hongos; verde, plantas; azul, protozoos; y morado, humanos. Imagen extraida de

(Henderson & Baldwin, 2013).

Tabla 1. Los transportadores MFS humanos y sus funciones.

*Se indican ambas clasificaciones (SLC; Comité de Nomenclatura Génica HUGO) y (entre paréntesis) la utilizada por Base
de Datos de Clasificacion de Transportadores (TCDB).

Funciones principales

Enfermedades asociadas

Mantener la homeostasis de
la glucosa, fructosa y otros
azucares.

Diversos trastornos mendelianos
(mutaciones en SLC2A1,
SLC2A2 y SLC2A10),
hiperuricemia y gota (SLC2A9) y
diabetes tipo 2 (desregulacion de
SLC2A2 /GLUT2 y SLC2A4
/GLUT#4). Implicado en el cancer
(especialmente SLC2A1).

Familia * Nombre
Familia de
(Zsk(;zl) transportadores de
o azucares (SP).
Familia de
SLC15 transportadores de
(2.A.17) péptidos (PepT o

PTR) o familia de

Absorcion dietética de
péptidos (di- y tripéptidos),
reabsorcion renal de péptidos
y posiblemente

Enfermedades inflamatorias
intestinales (SLC15A1 y
SLCI15A4).




transportadores de

mantenimiento de la

oligopéptidos homeostasis de los
acoplados a protones neuropéptidos cerebrales.
(POT).
Mantener la homeostasis del Defecto.del t’rgnsportador de
Familia de lactato y de los cuerpos lgcta.to eritrocitico (SL.C16A1) ’
SLC16 transportadores de cetonicos, regular el pH hlperu.ls.uhnemla inducida por el
(2.A.1.13) monocarboxilato celular y la captacion de la cjereicio (S.L CI6AID) y retraso
(MCT). hormona tiroidea en el psicomotor ligado al cromosoma
cerebro. X (SLC16A8?. Implicado en el
cancer.
Secrecion de urato, carga de Hiperuricemia (SLC17A1y
SLC17 .Familia de glutgmat(? y ATP en ves.iculas SLC17A3), qnferrn@dades de
Q.A.1.14) simportadores sinapticas y exportacion almacenamiento lisosomal
o aniones/cationes. lisosomal de acidos de (SLC17A5) y sordera no
azucar. sindromica (SLC17AS8).
Transportadores Carga de neurotransmisores %?s inhibidores tdeISLlC 1C8A2 sg
SLC18 vesiculares de monoaminas (por ejemplo, b 1lea1t1.p atra coSnLr((:) 1a8r Aal ogee,l ©
(2.A.1.2) monoamina y serotonina) y acetilcolina en os t;?rlertiic(i)(l)lr.la do con traIs):)orrIigs
acetilcolina. vesiculas sinapticas. L
psicologicos.
Resistencia al metotrexato
Familia de Entrega de folatos y tiamina (SLC1,9A1)’ anetnia
SLC19 transportadores de (vitaminas B) a los tejidos megaloblastica sensible a la
(2.A.48) folato/tiamina sistémicos tiamina (SLC19A2) y enfermedad
’ ' de los ganglios basales sensible a
la biotina (SLC19A3).
Familia de
transportadores de
aniones organicos Captacion en muchos tejidos
SLC21 portadores de §91ut0 diferentes de z.miones Sindrome de Ro‘For (SL(.IOIB.I y
(2.A.60) (SLCO) o familia de organicos anfipaticos, como SLCO1B3) y miopatia inducida
o polipéptidos acidos biliares, ciertas por estatinas (SLCO1B1).
transportadores de hormonas y xenobidticos.
aniones organicos
(OATP).
Transporte a través de (SL(?;Zer;I;ed?d corgnari?
Transportadores de epitelios de barrera de ; cancer de prostata
aniones organicos numerosos sustratos, Eiﬁgiiﬁ)?;:giﬁzﬁss
SLC22 (OAT), cationes incluyendo urato, hormonas, (SLC22A4 y SLC22A5), artritis
(2.A.1.19) organicos (OCT) y neurotransmisores, carnitina y ;
zwitteriones/cationes y xenobioticos. Funciones r.eum.ato.1de’ (S.LCZZA4)’. .
organicos (OCTN). importantes en la depuracion deficiencia sistemica de.cam}tlna
. ’ (SLC22A5) e hiperuricemia
pero también otras. (SLC22A11 y SLC22A12).
Importacion de acetil-CoA en
SLC33 Transportador de el reticulo endoplasmatico Papel putativo en la esclerosis
(2.A.1.25) acetil-CoA. para la modificacion de lateral amiotrofica (SLC33A1).
diversas moléculas.
Transporte de fosfatos de
Familia de azucar al reticulo Enfermedades por
SLC37 intercambiadores de endoplasmatico. Participa en almacenamiento de glucégeno
2.A.14) azucar-fosfato/fosfato el mantenimiento de la

(SPX).

homeostasis de la glucosa en
sangre y neutrdfilos.

tipo Ia y Ic (SLC37A4).




Hemocromatosis tipo 4

(ZS I;(i‘:)%) Ferroportina. Exp(;{t;f;g;;izggﬁzgglular (SLC40A1) y enfermedad de la
o ) ferroportina (SLC40A1).
i AT AT oy NSl vl
aminodacidos neutros, L
Skes, el i docsdo | SLORA] ot e
e ramificada. Su funcién in post .
LAT3 y LATA4. Vivo no est4 clara cancer dependientes de
) androgenos.
Los transportadores de azlicar
SLC45 Mas cominmente putativos, SLC45A1, pueden Albinismo 6culo cutaneo tipo 4
2.A2) conocida como la llevar a cabo el transporte de (SLC45A2), implicado en el
o familia SLC45. azucar/H + en el bulbo cancer de prostata (SLC45A3).
raquideo.
Familia de Absorcion de folato en la ., .
(28224560) transportadores de dieta y transporte de folato a Mal ?Ef;[i)ctosri}éfgilﬁna de
T folato. través del plexo coroideo. )

A pesar de su relevancia, caracterizar a sus miembros, no es una tarea sencilla: la diversidad
estructural, funcional y evolutiva de los transportadores MFS admite multiples criterios de
clasificacion, cada uno con su propia logica. Bases de datos como Pfam (Protein Families
Database) agrupan proteinas segun dominios estructurales conservados, mientras que
sistemas de nomenclatura como el HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) los
organizan de acuerdo con su funciéon y contexto fisioldgico. Ambos criterios son validos,
pero no siempre coinciden. GLUT1 y GLUTS ilustran bien esta tension: comparten
arquitectura, doce hélices transmembrana, difusion facilitada y dominio MFS I, pero se
clasifican en familias distintas porque transportan sustratos distintos, glucosa y fructosa
respectivamente (Deng et al., 2014; Nomura et al., 2015). Un tercer esquema, llamado TCDB
(Transporter Classification Database), respaldado por la IUBMB (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), integra criterios funcionales, mecanisticos,
topologicos y filogenéticos en una jerarquia de cinco niveles (V.W.X.Y.Z) comparable a la
clasificacion EC (Enzyme Commission) de las enzimas, en este sistema, cada transportador

recibe un identificador numérico (TC#, Transporter Classification number) cuyos niveles

describen, en orden, la clase de mecanismo general, la subclase mecanistica, la familia



evolutiva, la subfamilia y el sistema especifico definido por el sustrato (Saier et al., 2021).
GLUTS se clasifica como TC 2.A.1.1.13: Transportadores impulsados por potencial
electroquimico (2), uniportador (A), superfamilia MFS (1), subfamilia de los transportadores

de aztcares [Sugar Porter, SP (1)] y posicion 13 dentro de ella.

Dentro de MFS, los SP (TC 2.A.1.1) son la familia con mds miembros e incluyen
transportadores centrales para la homeostasis energética, entre ellos los miembros de la
familia GLUT (Glucose Transporter) (Khakpour et al., 2025; Koepsell, 2020; McComas et
al., 2022; Mueckler & Thorens, 2013). La proteina de estudio de este trabajo GLUTS, es un
miembro de la familia de los SP y estudios la han vinculado a obesidad, diabetes tipo 2 y
sobreexpresion en tumores asociada a la reprogramacion metabodlica de células cancerosas

(Barone et al., 2009; Groenendyk et al., 2022; Wang et al., 2020).

2. Caracteristicas estructurales de los MFS y SP
El conocimiento estructural de los transportadores MFS se construy6 por etapas. Las
primeras inferencias, desarrolladas en las décadas de 1980 y 1990, se basaron en perfiles de
hidrofobicidad y patrones de distribucion aminoacidica, y permitieron proponer una
topologia de multiples hélices transmembrana (Transmembrane Segment, TM) sin validacion
experimental directa (Doege et al., 1998). Esa validacion llegd en 2003 con la resolucion
cristalografica del simportador lactosa permeasa LacY y del antiportador de glicerol-3-
fosfato GIpT, que establecieron la arquitectura de doce hélices TM como rasgo general de la
superfamilia (Abramson et al., 2003; Huang et al., 2003). Desde entonces el nimero de
estructuras disponibles crecid hasta aproximadamente 250 (Figura 2A). Es importante
sefialar que este numero no refleja proteinas distintas en igual proporcion, ya que para un

mismo transportador se han resuelto multiples conformaciones a lo largo del ciclo de


https://www.zotero.org/google-docs/?DXUW8K
https://www.zotero.org/google-docs/?DXUW8K
https://www.zotero.org/google-docs/?p9KWyF

transporte y, en algunos casos, estructuras del mismo estado conformacional en complejo
con distintos ligandos. El simportador bacteriano XylE es el ejemplo mas representativo de

este acervo estructural (Quistgaard et al., 2013; L. Sun et al., 2012).

El analisis de ese conjunto de estructuras reveld un plegamiento conservado. Los
transportadores MFS presentan doce TM caracterizado por un plegamiento tipo hélices a.
Estos segmentos ademas estan organizados en dos dominios pseudosimétricos de seis hélices
cada uno: el dominio N-terminal (TM1-TM6) y el C-terminal (TM7-TM12) (Drew et al.,
2021; Drew & Boudker, 2016; Radestock & Forrest, 2011). Cada dominio contiene dos
repeticiones de tres TM relacionadas por una rotaciéon de ~180° paralela al plano de la

membrana (Figura 2C).

Desde un punto de vista funcional, las hélices TM1, TM4, TM7 y TM10, llamadas hélices
de cavidad, contribuyen a la formacion del sitio de union al sustrato. Las hélices TM2, TMS,
TM8 y TM11, hélices basculantes, conforman las paredes laterales de la cavidad con una
geometria curva caracteristica tipo "platano" y son el elemento movil central durante los
cambios conformacionales. Finalmente, las hélices TM3, TM6, TM9 y TM12, hélices de
soporte, se localizan en los extremos del nucleo TM y median las interacciones con la bicapa
lipidica circundante (Deng et al., 2015; Drew et al., 2021; Quistgaard et al., 2013; Wang et

al., 2020).

Una caracteristica relevante involucra a TM7 y TM10. Estas son hélices discontinuas del tipo
hélice-péptido-hélice, una disposicion energéticamente desfavorable pero funcionalmente
relevante, presente también en NhaA, LeuT, GIltPh, LacY y los transportadores GLUT
(Abramson etal., 2003; Alleva et al., 2022; Deng et al., 2014; Latorraca et al., 2017; Screpanti

& Hunte, 2007; Winkelmann et al., 2022).



Como ultima caracteristica estructural conservada en proteinas MFS se identifica el motivo
A (Gx3[D/E][R/K]xGx[R/K][R/K]), una secuencia conservada, abundante en aminoacidos
acidos y basicos, que estabiliza la estructura durante el ciclo de transporte mediante

interacciones de tipo puente salino que conectan TM2-TM3 y TM8-TM9 (Drew et al.,
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Figura 2. Caracteristicas estructurales de los transportadores MFS.

(A) Linea temporal de hitos en la caracterizacion estructural de transportadores MFS. El grafico inicia con las
primeras estructuras cristalograficas de miembros de la superfamilia, el transportador de glicerol-3-fosfato GlpT
y la permeasa de lactosa LacY en 2003. El nimero acumulado de estructuras incluye distintas conformaciones
o complejos de un mismo transportador. (B) Mecanismos de transporte propuestos para proteinas MFS. (C)
Izquierda: esquema del plegamiento candnico de un transportador MFS. El dominio N-terminal (azul) y el
dominio C-terminal (naranjo) contienen seis segmentos transmembrana cada uno, organizados como
repeticiones estructurales invertidas (~180°, triangulos). Se muestra el dominio intracelular (ICH, gris), el
motivo conservado A (rojo) y los segmentos TM1, TM4, TM7 y TM10 asociados al reconocimiento y transporte
de sustrato. Derecha: estructura del simportador de protones y D-xilosa XylE (PDB: 4GBY) como ejemplo de
transportador MFS (Sun et al., 2012), vista desde el lado citoplasmatico. Se destacan tres regiones estructurales:
cavidad central (TM1-4-7-10, amarillo), hélices basculantes (TM2-5-8-11, azul) y hélices de soporte (TM3-6-
9-12, violeta).



A pesar de esta topologia conservada, existen diferencias estructurales relevantes entre las
distintas familias de los MFS. Los transportadores SP se distinguen del resto de la
superfamilia por la presencia de un haz de hélices intracelulares (ICH, Intracellular Helices)
que forman el motivo SP en el espacio citoplasmatico entre los dominios N- y C-terminal
(Figura 3A) (Nomura et al., 2015). Este motivo se estabiliza mediante una red altamente
conservada de puentes salinos con los segmentos TM adyacentes (Figura 3B), y se ha
demostrado que mutaciones en residuos de las ICH alteran significativamente la cinética del
ciclo de transporte (Deng et al., 2014; Drew et al., 2021; Leturque et al., 2009; Mueckler &

Thorens, 2013; L. Sun et al., 2012).

El reconocimiento del sustrato en los SP esta determinado por la conservacion estructural del
sitio de union, no por identidad de secuencia, que en esta familia es inferior al 20%. Estudios
de GLUT3 en complejo con D-glucosa a 1,5 A mostraron que los elementos clave del sitio
de unién se concentran en TM7 y TM10, donde residuos polares establecen una red de
puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo del monosacéarido (Sun et al., 2012). Este
microambiente polar se conserva en GLUTS, XylE, PfHT1 y STP10, lo que refuerza la idea
de que la conservacion estructural de la cavidad, mas que la similitud de secuencia gobierna
el reconocimiento de sustratos (Nomura et al., 2015; Paulsen et al., 2019; Qureshi et al.,
2020). Sin embargo, la conservacion del sitio de union no garantiza el transporte. En el 2012
se demostro que el transportador XylE tiene afinidades tanto para D-xilosa como D-glucosa,
pero solo transporta al primer soluto (Sun et al., 2012). Este hecho demuestra que la
selectividad funcional no puede reducirse a la geometria del bolsillo de unién, sino que
involucra elementos estructurales adicionales asociados al movimiento coordinado de los TM

durante el ciclo de transporte.
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Figura 3. Caracteristicas estructurales de transportadores SP.
(A) Representacion esquematica del plegamiento de la permeasa de lactosa LacY (PDB: 1PV6) y del

transportador de glucosa GLUT3 (PDB: 4ZW9). LacY (izquierda) no presenta hélices intracelulares definidas
en la region citoplasmatica, mientras que GLUT3 (derecha) muestra un conjunto de hélices intracelulares
organizadas, caracteristica distintiva de las proteinas SP. El motivo estructural conservado de los MFS se indica
en rojo y el motivo caracteristico de los SP en violeta. (B) Estructura de GLUT3 (PDB: 4ZW9) mostrando
residuos que participan en la formacion de puentes salinos en la region intracelular. Las cadenas laterales se
muestran como palos (amarillo) y los residuos que interactian con segmentos transmembrana en cian. (C)
Comparacion del sitio de union al azicar en transportadores unidos a D-glucosa: GLUT3 humano, STP10
vegetal (PDB: 6H7D), XylE de E. coli (PDB: 4GBZ) y PfHT1 de P. falciparum (PDB: 6RW3). Los residuos
que establecen enlaces de hidrogeno con la D-glucosa estan conservados, con la excepcion del residuo en TM 10,
que corresponde a alanina en las estructuras comparadas y a glutamato en GLUT3.



3. Modelo de Acceso Alternante (MAA)

Durante gran parte del siglo XX, el estudio de los transportadores de membrana estuvo
dominado por una vision estructural esencialmente estatica, consecuencia directa del
predominio de la cristalografia de rayos X como principal técnica para la resolucion
estructural (Cheng, 2018). Si bien esta metodologia permitié definir con precision atomica el
plegamiento caracteristico de los transportadores SP, cada estructura cristalografica
representa unicamente una fotografia instantanea correspondiente a un minimo energético
local (Costa et al., 2015; Patodia, 2014). Esta aproximacion resulta insuficiente para describir
procesos que dependen de diversos arreglos tridimensionales que caracterizan a los diferentes
estados conformacionales durante el ciclo de transporte. Por lo tanto, la funcion de un
transportador no se limita a la descripcion de una tnica conformaciéon (Kandt et al., 2007).
En ausencia de informacion dinamica directa, los modelos mecanisticos debieron inferirse

indirectamente a partir de un conjunto limitado de estados conformacionales.

Este escenario comenzo6 a modificarse con la acumulacion progresiva de estructuras resueltas
en distintos estados conformacionales. Transportadores como XylE y GLUTI, cristalizados
en mas de una conformacion, permitieron precisar la relacion entre estructura, dindmica y
funcion, revelando que estas proteinas no pueden describirse como entidades estaticas, sino
como sistemas dindmicos cuya actividad depende de transiciones estructurales definidas que
modulan las propiedades cinéticas y termodinamicas del transporte (Iglesias-Fernandez et

al., 2017; Jia et al., 2020; Ke et al., 2017).

En este contexto, importante fue el aporte pionero de Jardetzky, quien describi6 por primera
vez el Modelo de Acceso Alternante (MAA) (Jardetzky, 1966). Este modelo se basa en las

siguientes proposiciones: (i) en transportadores debe existir una cavidad capaz de alojar al
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sustrato, (ii) el transportador se pliega en al menos dos conformaciones diferentes, de forma
que la cavidad central se exponga alternativamente hacia uno u otro lado de la membrana y
(ii1) la afinidad del transportador al sustrato difiere entre las conformaciones que exhibe el
transportador. De este modo, el MAA plantea que el transporte ocurre mediante una
secuencia ordenada de cambios estructurales que alternan la accesibilidad del sitio de union,
evitando una exposicion simultdnea hacia ambos lados de la bicapa lipidica (Figura 4A)

(Drew et al., 2021; Kazmier et al., 2017; Latorraca et al., 2017).

Actualmente se establece que el MAA se describe mediante tres movimientos estructurales
o mecanismos: (i) el mecanismo de balancin o rocker-switch; (ii) el mecanismo de haz
oscilante o rocking-bundle; y (iii) el mecanismo tipo ascensor o elevator (Drew et al., 2021;
Drew & Boudker, 2016) (Figura 4B). Estos representan estrategias estructurales distintas

para lograr la alternancia de accesibilidad del sitio de union.

En el mecanismo rocker-switch, caracteristico de los transportadores como GLUT y XylE,
el acceso alternante se logra mediante el balanceo coordinado de los dominios N- y C-
terminal alrededor de un eje que atraviesa el sitio central de unién al sustrato (Wisedchaisri
et al., 2014). En contraste, en el rocking-bundle, tipico de transportadores acoplados a sodio
con pliegue tipo LeuT, el dominio C-terminal experimenta cambios conformacionales de
gran amplitud, mientras que el dominio N-terminal actia como un andamiaje relativamente
rigido (Kazmier et al., 2017; Loland, 2015). Finalmente, en el mecanismo elevator,
observado en transportadores de glutamato con pliegue tipo GItPh, un dominio completo se
desplaza verticalmente a través de la membrana transportando el sustrato, mientras el

dominio complementario permanece esencialmente fijo (Moradi et al., 2015).
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Independiente del mecanismo utilizado, el MAA involucra tanto reordenamientos
estructurales globales como cambios locales altamente coordinados. Los cambios globales
corresponden al desplazamiento concertado de los dominios N- y C-terminal, que permite la
transicion entre un estado exofacial (V), en el cual el sitio de union se orienta hacia el exterior,
y un estado endofacial (A), orientado hacia el citosol. Durante estas transiciones, ambos
dominios se comportan como cuerpos rigidos que se desplazan de forma sincronizada (Xiao

etal., 2021) (Figura 4A).

Paralelamente, ocurren cambios locales en regiones especificas que estabilizan estados
intermedios ocluidos y reorganizan las interacciones que definen el bolsillo de union
(Qureshi et al., 2020). Estas conformaciones metaestables son criticas para asegurar que el
sitio de unién no quede simultaneamente accesible desde ambos lados de la membrana y, en
la mayoria de los SP, regulan la dinamica del transportador limitando la amplitud de apertura
de la cavidad central (Wisedchaisri et al., 2014) (Figura 4C). Dentro de estos cambios locales
destacan los denominados residuos compuerta (gating residues), que establecen contactos
transitorios entre los dominios N y C en estados conformacionales especificos. En los SP,
existe consenso en que en la conformacion exofacial los segmentos TM4 y TM10b restringen
el acceso citoplasmatico a la cavidad central, mientras que en la conformacién endofacial son
TM1 y TM7b los que limitan la apertura hacia el exterior (McComas et al., 2022). Estos
cuatro segmentos conforman las hélices compuerta, un elemento estructural central para

definir el estado conformacional del transportador (Figura 4D).
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Figura 4. Modelo de Acceso Alternante y mecanismos en transportadores SP.
(A) Representacion esquematica de las conformaciones descritas para transportadores SP dentro del modelo de

acceso alternante. Se destacan las estructuras resueltas en conformacion ocluida (verde) y endofacial ocluida
(magenta). (B) Mecanismos conformacionales propuestos para transportadores de la superfamilia MFS:
balancin (rocker-switch), haz oscilante (rocking-bundle) y elevador (elevator). Los transportadores de azlicares
(SP) operan mediante el mecanismo de balancin. Las flechas indican la direccién predominante del movimiento
de los dominios. (C) Diagrama de King—Altman del ciclo de transporte de glucosa mediado por GLUT1. Se
muestran los estados exofacial, ocluido y endofacial, con y sin sustrato. La ruta cinéticamente dominante se
indica con lineas continuas. El paso limitante corresponde a la transicion del estado apo desde la conformacion
endofacial hacia la orientacion exofacial tras la liberacion de glucosa. El recuadro muestra el paisaje de energia
libre asociado al ciclo, basado en datos experimentales de Lowe y Walmsley. (D) Esquema de los
reordenamientos locales de las hélices TM7b y TM10b durante la transicion entre estados exofacial y
endofacial, destacando su papel como compuertas conformacionales en transportadores SP.

La discontinuidad de las hélices TM7 y TM10 confiere flexibilidad adicional a estos
segmentos, facilitando el reordenamiento de la red de interacciones salinas que acompana las
transiciones conformacionales. De este modo, estas hélices no solo forman parte del nacleo
del bolsillo de unidn, sino que actian como elementos modviles que acoplan la union del

sustrato a los cambios estructurales globales (Screpanti & Hunte, 2007). Se ha demostrado
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que la union del monosacarido desde el lado extracelular induce un desplazamiento hacia el
interior de TM7b, promoviendo el cierre exofacial y la formacion de un estado ocluido que
asegura la coordinacién de una sola molécula de sustrato por ciclo. Posteriormente, la
disociacion de TM10b respecto a TM4 permite la ruptura de la red de puentes salinos
citoplasmaticos, favoreciendo la transicion hacia el estado endofacial y la liberacion del
sustrato al citosol (Drew et al., 2021; McComas et al., 2022). El retorno del transportador al
estado abierto exofacial ocurre a través de un estado vacio-ocluido, que constituye el paso
cinéticamente limitante del ciclo y es significativamente mdas lento que la transicion

equivalente en presencia de sustrato (Figura 4C) (Mueckler & Thorens, 2013).

A pesar de su valor funcional, el estudio mecanistico del MAA presenta limitaciones
importantes. La mayor parte de la evidencia disponible proviene de analisis comparativos
entre estructuras cristalograficas que representan minimos energéticos locales (Andersson et
al., 2012; Sonoda et al., 2011). Ademas, la baja afinidad por el sustrato, la dependencia del
entorno lipidico y la naturaleza vectorial del transporte dificultan el abordaje experimental
directo de la dindmica conformacional (Drew et al., 2021; Kaback & Guan, 2019). En este
contexto, las simulaciones de Dinamica Molecular (DM) emergen como una herramienta
fundamental para explorar el paisaje conformacional, permitiendo acceder a informacion

inaccesible mediante técnicas estructurales convencionales.

4. Simulaciones de Dinamica Molecular

Las simulaciones de Dindmica Molecular (DM) se fundamentan en la segunda ley de
Newton, de forma que conocida la masa de cada atomo y las fuerzas que actuan sobre ¢l en
un instante dado, es posible calcular su aceleracion y actualizar su posicion y velocidad. Este

proceso se repite de forma iterativa: el intervalo de tiempo entre dos actualizaciones
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consecutivas se denomina paso de tiempo o time step, y representa el avance minimo del reloj

de la simulacién en cada iteracion (Karplus & McCammon, 2002).

Para actualizar la posicion y velocidad de cada atomo en cada paso, el sistema necesita
conocer las fuerzas que actuan sobre €. Estas fuerzas se derivan de la energia potencial del
sistema, que depende de las posiciones relativas de todos los atomos, de forma que, a mayor
energia potencial en una direccion, mayor es la fuerza que empuja al 4tomo en sentido
contrario. La energia potencial se calcula mediante campos de fuerza moleculares, que son
funciones matematicas parametrizadas disefiadas para reproducir el comportamiento de
sistemas quimicos reales (Gonzalez, 2011). Estas funciones incluyen términos que describen
interacciones entre atomos enlazados, como estiramientos de enlace, cambios de angulo y
rotaciones de torsion, asi como interacciones entre atomos no enlazados, como las fuerzas de
Van der Waals y las interacciones electrostaticas. Dependiendo de la naturaleza quimica del
sistema de interés, se han desarrollado distintos campos de fuerza con diferentes filosofias
de parametrizacion (Tabla 2) (Case et al., 2023; Phillips et al., 2005; Van Der Spoel et al.,
2005).

Tabla 2. Campos de fuerzas aplicados a DM.
AMBER = 4ssisted Model Building and Energy Refinement. GROMACS = Groningen Machine for Chemical Simulations.
NAMD = Nanoscale Molecular Dynamics

Campo de Fuerza Software
Proteinas

ff14SB AMBER

CHARMM36 GROMACS
OPLS-AA NAMD
GROMOS 54A7 GROMACS
Lipidos

Lipid21 AMBER

CHARMM36 GROMACS
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Acidos nucleicos

AMBER OL15 AMBER
CHARMM36 GROMACS
BSC1 NAMD
Carbohidratos
GLYCAM 06j AMBER
GROMOS 53A6 GLYC GROMACS

Con las fuerzas conocidas, las ecuaciones de movimiento se integran numéricamente
mediante algoritmos como Verlet, Leapfrog o Velocity-Verlet, que actualizan posiciones y
velocidades en cada paso de tiempo (Fincham, 1992; Grenbech-Jensen & Farago, 2013). El
tamafio del paso de tiempo no es arbitrario. Este debe ser suficientemente pequeiio para
capturar con precision los movimientos mas rapidos del sistema, que corresponden a las
vibraciones de enlaces C-H y ocurren en escalas de los femtosegundos. Si el paso fuera
demasiado grande, estas vibraciones se integrarian incorrectamente y la simulacion se
volveria numéricamente inestable. Por esta razon, el time step tipico en DM atomistica

convencional se sitia entre 1 y 2 femtosegundos.

En la practica, llevar a cabo una simulacion de DM consiste en un procedimiento secuencial
en el que se construye de manera explicita el sistema a estudiar, tanto en su geometria como
en su descripcion fisicoquimica (Figura 5). El proceso comienza con una estructura
tridimensional de referencia, a partir de la cual se determinan los estados de protonacion de
los residuos ionizables considerando el contexto estructural y las condiciones del medio. Para
proteinas de membrana como GLUTS, esta etapa incluye ademas la insercion en una bicapa
lipidica, solvatacion con moléculas de agua y la adicién de iones para neutralizar la carga
total y reproducir condiciones idnicas fisiolégicas. Una vez asignado el campo de fuerza, el

sistema se relaja en tres etapas consecutivas: minimizacion de energia, para eliminar
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solapamientos estéricos y tensiones geométricas; calentamiento controlado hasta la
temperatura objetivo; y equilibracion de las variables termodinamicas relevantes antes de la
fase de produccion, durante la cual el sistema evoluciona libremente de acuerdo con las

ecuaciones clasicas del movimiento (Leach, 1997).

o
Forces on atoms Motions of atoms /
Preparacion del sistema Relajar y produccion Analisis
N N AN
( Al | Minimizar | | Calentar| | Equilibrar | 0 )
pdb4amber | Coordenadas | | Trayectoria | MDAnalysis
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Figura 5. Flujo de trabajo en una simulaciéon de Dinimica Molecular.
La figura resume las etapas principales de una simulacion de dindmica molecular (DM): preparacion del

sistema, simulacion y analisis de trayectorias. Durante la preparacion, una estructura inicial en formato PDB se
parametriza para generar la topologia molecular de acuerdo con el campo de fuerza seleccionado e incorporar
los componentes del sistema (proteina, bicapa lipidica, agua e iones). Posteriormente, el sistema se somete a
minimizacion de energia, calentamiento y equilibracion, seguido de la simulacién de produccion, en la que se
integran las ecuaciones de movimiento para generar la trayectoria temporal. Finalmente, las trayectorias se
analizan mediante herramientas especializadas. Los programas utilizados en esta tesis se indican en negro.

El resultado es una trayectoria que describe la posicion y velocidad de cada atomo a lo largo
del tiempo, muestreando el espacio de configuraciones accesibles al sistema. Cuando se
aplica al estudio de cambios conformacionales, esta trayectoria representa la exploracion del
paisaje conformacional (Clarage et al., 1995; Patodia, 2014). Para un transportador SP, el
valor de la simulacién depende directamente de cuanto de ese paisaje logra explorar la

trayectoria, lo que introduce el problema de muestreo que se describe en la seccion siguiente.
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5. El problema de muestreo

El problema de muestreo surge porque las escalas temporales accesibles a una simulacion
convencional son insuficientes para observar los fendémenos quimicos de interés. El paso de
integracion de una simulacion atomistica se sittia en el orden de los femtosegundos, impuesto
por las vibraciones mas rapidas del sistema, como las oscilaciones de enlaces C-H y los
movimientos de dngulos de enlace. Estos movimientos describen bien la dinamica local, pero
son irrelevantes para las transiciones conformacionales, ya que los desplazamientos de
dominio que gobiernan el mecanismo de acceso alternativo son del orden de ~100 A y
ocurren en escalas de microsegundos a milisegundos, entre siete y doce 6rdenes de magnitud
mas lentos que el paso de integracion. Esto significa que la trayectoria cubre una fraccion
infima del espacio de configuraciones relevante, y los estados conformacionales de interés

funcional simplemente no se visitan. (Orellana, 2019; McComas et al., 2022).

Que la trayectoria no cubra ese espacio tiene consecuencias desde la perspectiva de la
termodindmica estadistica. Caracterizar un sistema requiere que los promedios calculados a
lo largo del tiempo de simulacion, los promedios temporales, sean equivalentes a los
promedios obtenidos considerando simultdneamente todos los estados accesibles ponderados
por su probabilidad, los promedios del ensamble. Esta equivalencia, conocida como
ergodicidad, exige que la trayectoria explore de forma representativa todo el espacio
conformacional relevante. El resultado es que la distribucion de Boltzmann, que asigna
probabilidades exponencialmente menores a los estados de mayor energia, no se muestrea de
forma representativa, y los estados funcionalmente esenciales permanecen inaccesibles no
por ausencia de tiempo de computo, sino por la naturaleza estocastica e improbable de las

transiciones que los conectan (Orellana, 2019; Marzinek et al., 2014; Clarage et al., 1995).
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El cambio conformacional entre los estados exofacial, ocluido y endofacial del MAA
ejemplifica este desafio con claridad. Alcanzar el estado ocluido requiere el reordenamiento
cooperativo de TM7b y TM10b, y la conversion hacia ese estado en ausencia de sustrato es
aproximadamente cien veces mas lenta que en su presencia (Latorraca et al., 2017; McComas
etal., 2022). Esta brecha no se resuelve extendiendo la simulacion, sino adoptando estrategias

de muestreo especificas, descritas en la seccion siguiente.

6. Técnicas de mejoramiento de muestreo

Abordar el problema de muestreo exige estrategias que permitan al sistema explorar regiones
del paisaje conformacional inaccesibles por DM convencionales o atomisticas. Las
soluciones disponibles se dividen en dos grandes categorias, segun si introducen o no una
fuerza externa dependiente del tiempo (Marzinek et al., 2014).

Las simulaciones fuera del equilibrio aplican fuerzas o potenciales que varian en el tiempo
para forzar al sistema a recorrer regiones del paisaje que no visitaria espontaneamente
(Kalyaanamoorthy & Chen, 2014; Yang et al., 2019). La dinamica molecular dirigida (SMD,
Steered Molecular Dynamics) es el ejemplo mas utilizado, en donde un potencial arménico
movil empuja al sistema a lo largo de una coordenada de reaccion definida a priori,
permitiendo inducir transiciones conformacionales (Jensen et al., 2007). La dindmica
molecular dirigida hacia un objetivo estructural (TMD, Targeted Molecular Dynamics) opera
de manera analoga, pero usando como referencia la desviacion global respecto a una
conformacion final conocida, lo que la hace especialmente Util cuando se dispone de
estructuras exofacial y endofacial bien caracterizadas (McComas et al., 2022; Schlitter et al.,

1994).
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Las técnicas de equilibrio sesgado resuelven el problema de otra manera. En lugar de empujar
al sistema, modifican el paisaje energético para que las transiciones ocurran espontineamente
con mayor probabilidad (Késtner, 2011; Miao et al.,, 2015). El sistema evoluciona en
equilibrio con un Hamiltoniano modificado, y las propiedades termodinédmicas del sistema
original se recuperan posteriormente mediante reponderacion estadistica. La dindmica
molecular acelerada (aMD) aplica este principio, elevando los minimos del paisaje para
reducir el atrapamiento conformacional (Do et al., 2022). La metadinamica lo aplica de forma
adaptativa sobre coordenadas colectivas predefinidas, acumulando un sesgo en las regiones
ya exploradas para forzar la exploracion de nuevos estados; su ventaja es que permite
reconstruir perfiles de energia libre, aunque su resultado depende criticamente de que las
coordenadas colectivas describan bien el proceso (Ibrahim & Clark, 2019; Ray & Parrinello,
2023). El muestreo umbrella aplica potenciales armonicos estaticos en distintos valores de
una coordenada de reaccion, permitiendo reconstruir perfiles de energia libre con alta
resolucion; su limitacion es que requiere definir esa coordenada a priori y no puede descubrir

rutas no contempladas en el disefio (Govind Kumar et al., 2023; Kulshrestha et al., 2022).

Independientemente de la estrategia de muestreo utilizada, las trayectorias obtenidas
requieren herramientas de reconstruccion que permitan extraer informacion sobre el paisaje
conformacional, las rutas de transicion y las poblaciones relativas de los estados. Estas
herramientas utilizan el espacio conformacional ya explorado sin generar trayectorias
adicionales, y son compatibles tanto con simulaciones fuera del equilibrio como con técnicas
sesgadas. Su aplicacion enfrenta sin embargo un problema de dimensionalidad. Un sistema
de N atomos posee 3N grados de libertad, de modo que describir su dinamica completa es

computacionalmente intratable y conceptualmente opaco. La solucién es proyectar esa
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dindmica sobre un conjunto reducido de coordenadas colectivas (CVs, collective variables),
variables de baja dimensionalidad que capturan los grados de libertad lentos y
funcionalmente relevantes del sistema, como distancias entre compuertas, angulos de hélices
TM o radios de giro, descartando las fluctuaciones rapidas que no contribuyen a la transicion
de interés (Mitrovic et al., 2023; Qureshi et al., 2020).

Sobre ese espacio reducido se construyen los métodos de reconstruccion propiamente dichos.
El string method identifica la ruta de transicion mas probable entre dos estados como una
trayectoria continua en el espacio de CVs, optimizada iterativamente; su variante SMwST
(string method with swarms of trajectories) evita el calculo explicito de gradientes usando la
evolucion promedio de multiples trayectorias cortas no sesgadas, preservando la dindmica
microscopica del sistema (Maragliano et al., 2006; Roux, 2021). Los modelos de estados de
Markov (MSM) discretizan el espacio conformacional en estados metaestables mediante
clustering en el espacio de CVs y describen la dindmica mediante probabilidades de
transicion entre ellos, permitiendo estimar poblaciones relativas, escalas temporales y rutas
dominantes incluso cuando las trayectorias individuales no capturan transiciones completas
(Malmstrom et al., 2014; Nagel & Stock, 2023). Ambos métodos maximizan la informacion
extraible del muestreo disponible, razén por la cual se combinan frecuentemente con las

estrategias descritas anteriormente.

7. Simulaciones de Dinamica Molecular de Grano Grueso

Las simulaciones de Dindmica Molecular de Grano Grueso (DM-GC) constituyen una
alternativa a la DM atomistica convencional orientada a reducir la complejidad
computacional de sistemas biomoleculares de gran tamaifo (Garay et al., 2024) (Figura 6A).

En este enfoque, multiples atomos se agrupan en particulas efectivas denominadas beads,
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cada una representando un conjunto de 4&tomos con propiedades fisicoquimicas colectivas
similares, lo que reduce drasticamente el nimero de grados de libertad del sistema (Barrera

etal, 2019).

Al eliminar las fluctuaciones rapidas de naturaleza atomistica y conservar Unicamente los
movimientos colectivos relevantes, el potencial efectivo resultante es mas suave, permitiendo
integrar la dindmica con pasos de tiempo de 20 a 40 fs, entre 10 y 20 veces mayores que en
DM atomistica. Dado que el potencial suavizado acelera la dinamica, cada nanosegundo
simulado en grano grueso equivale entre 4 y 10 nanosegundos de DM atomistica, lo que
permite acceder a escalas de cientos de nanosegundos a microsegundos inaccesibles para la
DM atomistica convencional (Dans et al., 2010) (Figura 6B). Es importante aclarar que las
simulaciones DM-GG no constituyen simulaciones fuera del equilibrio ni métodos de
equilibrio sesgado: son una aproximacion multiescala que genera dindmica emergente dentro

de un potencial efectivo de menor resolucion y sin perturbaciones externas.
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Figura 6. Representacion topologica Grano Grueso.
(A) Rangos de aplicacion de distintas aproximaciones de simulacion segun su nivel de resolucion y escala

temporal. Al disminuir el detalle molecular, aumenta la escala espacial y temporal accesible
computacionalmente. (B) Comparacion conceptual del paisaje energético en modelos atomisticos y de grano
grueso. Los modelos atomisticos presentan multiples minimos locales separados por barreras energéticas
elevadas, mientras que los modelos de grano grueso suavizan el paisaje energético efectivo, reduciendo dichas
barreras y facilitando la exploracion del espacio conformacional. (C) Esquema de mapeo desde una
representacion atomistica a una representacion grano grueso. Cada aminoacido se describe mediante un
conjunto reducido de beads GG posicionados sobre atomos estructuralmente representativos. Imagenes
adaptadas de Barrera et al. (2019) y Kmiecik et al. (2016).

Un aspecto central en las simulaciones DM-GG es el nivel de resolucion con que se describe
el sistema, lo que depende directamente del numero de beads utilizados en el esquema de

mapeo. Este nivel de resolucion se denomina granularidad: a mayor granularidad, mas
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atomos se agrupan en cada bead y menor es el detalle estructural conservado; a menor
granularidad, la representacion se acerca mds a la descripcion atomistica. No existe un
esquema de mapeo universal, ya que la granularidad 6ptima depende tanto de la naturaleza
de la macromolécula como del campo de fuerza empleado y de la pregunta biologica a
responder (Kmiecik et al., 2016; Riniker et al., 2012). Un ejemplo ilustrativo es el agua, ya
que puede ser modelada como un unico bead o mediante dos beads diferenciados que
distingan el oxigeno de los hidrogenos, segun el balance deseado entre eficiencia

computacional y fidelidad estructural (Hadley & McCabe, 2012).

Esta ganancia en escala temporal tiene sin embargo un costo: la reduccion de grados de
libertad compromete la precision de propiedades que dependen del detalle atomistico, como
energias de interaccion especificas, puentes de hidrogeno o la dindmica de cadenas laterales.
Por esta razon, los modelos de grano grueso requieren validacion contra datos experimentales
o simulaciones atomisticas de referencia antes de poder interpretarse con confianza, lo que
define el marco de uso responsable de esta aproximacion (Kmiecik et al., 2016; Dans et al.,

2010).

Independientemente del nivel de granularidad adoptado, todas las simulaciones MD-GC
permiten estudiar procesos biomoleculares colectivos inaccesibles para la DM atomistica,
como grandes cambios conformacionales, reorganizacion de dominios proteicos o ciclos
funcionales completos en proteinas de membrana (Kmiecik et al., 2016). En el contexto del
estudio de transportadores MFS, el paisaje energético suavizado facilita la exploracion
espontanea de estados conformacionales globales que raramente se visitan en simulaciones
atomisticas dentro de ventanas temporales razonables, abordando directamente el problema

de muestreo.
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8. Campo de fuerza SIRAH

Los campos de fuerza atomisticos describen cada atomo del sistema de forma explicita,
incluyendo sus cargas parciales, radios de van der Waals y términos de enlace, lo que permite
una representacion quimica de alta fidelidad, pero a un costo computacional proporcional al
nimero de atomos del sistema. Sin embargo, debido a la filosofia de las DM-GG los campos
de fuerza no deben especificar interacciones atomisticas y mas bien redefinen el nivel de

descripcion del sistema mediante los beads (Maisuradze et al., 2010; Marrink et al., 2007).

Los campos de fuerza de grano grueso no constituyen una familia homogénea, sino un
espectro de aproximaciones que difieren en como se agrupa la informacién atomica y como
se calibran las interacciones resultantes. El primer criterio de distincion es la granularidad,
es decir, cuantos atomos se agrupan en cada bead: a mayor granularidad, mayor ganancia
computacional pero menor detalle estructural conservado. El segundo es la estrategia de
parametrizacion, que define con qué datos de referencia se calibran las interacciones entre
beads, ya sean datos termodindmicos experimentales, simulaciones atomisticas de referencia,
o ambos. De esta eleccion depende en gran medida la transferibilidad del campo de fuerza,
es decir, su capacidad de describir sistemas distintos a aquellos con los que fue parametrizado

sin necesidad de recalibracion.

MARTINI ilustra un extremo de este espectro: agrupa en promedio cuatro d&tomos pesados
por bead y calibra sus interacciones reproduciendo energias libres de particion entre fases
polar y apolar, lo que le otorga amplia transferibilidad para simular membranas y proteinas
de membrana (Marrink et al., 2007). Sin embargo, esta estrategia implica que las estructuras
secundarias deben mantenerse mediante restricciones externas, lo que limita su aplicabilidad

en estudios donde la dindmica conformacional de la proteina es el objeto central de analisis.
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SIRAH surge precisamente como una alternativa diseiada para preservar esa informacion

estructural desde el propio esquema de mapeo, sin depender de restricciones adicionales.

SIRAH (Southamerican [Initiative for a Rapid and Accurate Hamiltonian) es un campo de
fuerza de grano grueso disefiado para simulaciones de dinamica molecular de sistemas
biomoleculares (Darré et al., 2015). A diferencia de MARTINI, busca preservar la
informacion estructural esencial del sistema manteniendo al mismo tiempo las ventajas

computacionales del grano grueso (Barrera et al., 2019; Souza et al., 2021).

El esquema de mapeo de SIRAH no es uniforme, sino que se adapta a la naturaleza
fisicoquimica de cada residuo, colocando beads en posiciones estructural o funcionalmente
relevantes (Klein et al., 2023). En las proteinas, la cadena principal se representa con tres
beads por residuo correspondientes al nitrogeno del enlace peptidico, el carbono Ca y el
oxigeno carboxilico, lo que permite una traduccidon directa entre las representaciones
atomistica y CG y preserva las restricciones geométricas necesarias para la estabilidad de
estructuras secundarias (Darré et al., 2015). Las cadenas laterales se modelan con distintos
niveles de simplificacion segun sus propiedades quimicas: los residuos hidrofobicos
alifaticos se representan mediante beads neutros cuyo tamafio reproduce el volumen excluido
real; los aromaticos, con beads de menor didmetro para capturar interacciones de
apilamiento; los polares conservan explicitamente los grupos funcionales relevantes para
puentes de hidrégeno; y los cargados se representan mediante distribuciones de carga parcial

equivalentes a los modelos atémicos (Figura 6C).

Una caracteristica distintiva de SIRAH es su cobertura molecular: incluye parametrizacion
para proteinas, acidos nucleicos, lipidos, agua e iones, lo que lo convierte en un campo de

fuerza autosuficiente para simular sistemas de membrana completos (Garay et al., 2024;
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Machado et al., 2019). Esta cobertura es relevante para el presente trabajo, ya que simular
GLUTS en condiciones fisiologicamente representativas requiere describir simultdneamente
la proteina, la bicapa lipidica y el entorno acuoso idnico. Adicionalmente, SIRAH incorpora
aceleracion por GPU en los principales paquetes de simulacion, GROMACS y AMBER, y
dispone de un conjunto de herramientas de analisis, SIRAH Tools, que facilitan la
preparacion del sistema, la visualizacidn de trayectorias GG y la reconstruccion de
coordenadas atomisticas a partir de la representacion de grano grueso (Machado & Pantano,

2016).

9. Planteamiento

GLUTS es un uniportador de la superfamilia MFS, perteneciente a la familia SP, y constituye
el principal transportador especifico de fructosa en humanos (Nomura et al., 2015). Se
expresa predominantemente en el intestino delgado, aunque también estd presente en cerebro,
tejido adiposo, rifion, testiculos y musculo esquelético (Barone et al., 2009; Mueckler &
Thorens, 2013). Alteraciones en su expresion se han asociado a obesidad, diabetes tipo 2 y
reprogramacion metabodlica en tumores (Groenendyk et al., 2022), lo que posiciona a GLUTS

como un modelo relevante para el estudio mecanistico del transporte de fructosa.

El plegamiento de GLUTS5 consiste en 12 TM organizadas en dos dominios pseudosimétricos
que alternan la exposicion del sitio de uniéon mediante un mecanismo rocker-switch, con
transiciones entre estados exofacial, ocluido y endofacial gobernadas por movimientos
globales de dominio y reorganizaciones locales en TM7 y TM10 (Drew et al., 2021). Estas
transiciones ocurren sobre un paisaje de energia libre con multiples minimos separados por
barreras elevadas, donde los estados ocluidos actiian como cuellos de botella cinéticos

inaccesibles para simulaciones atomisticas convencionales (McComas et al., 2022).
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Estudios previos han recurrido a simulaciones fuera del equilibrio para inducir estas
transiciones, caracterizar rutas conformacionales e identificar el rol modulador del sustrato
sobre el paisaje energético (Figura 7) (McComas et al., 2022; Mitrovic et al., 2023; Xu et al.,
2025). Sin embargo, estas aproximaciones introducen fuerzas externas que limitan la
interpretacion termodinamica directa, y el ciclo conformacional completo de GLUTS no ha
sido explorado de manera espontdnea bajo un Hamiltoniano no modificado.

Las simulaciones DM-GG constituyen una estrategia complementaria para abordar esta
limitacion: al reducir los grados de libertad y suavizar el paisaje energético, permiten explorar
espontaneamente transiciones globales sin introducir fuerzas externas (Borges-Aragjo et al.,
2023; Klein et al., 2023; Kmiecik et al., 2016). Un mayor muestreo conformacional no
implica por si mismo comprension mecanistica; por ello, este trabajo integra MD-GC con
modelos de estados de Markov para describir cuantitativamente las transiciones entre estados

metaestables y sus escalas temporales asociadas.
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Figura 7. Linea temporal DM aplicadas a MFS.
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Linea de tiempo de estudios representativos de DM aplicados a transportadores de azticares MFS. DM en
equilibrio (naranja), fuera del equilibrio (azul) y muestreo sesgado (verde). Los trabajos que contribuyen a la
formulacion o validacion de MAA se indican con una estrella purpura. Referencias visitadas (Andersson et al.,
2012; Domene et al., 2025; Dwyer, 2001; Ebert et al., 2018; Fu et al., 2016; Galochkina et al., 2019; Iglesias-
Fernandez et al., 2017; Jensen et al., 2007; Jia et al., 2020; Ke et al., 2017; Khakpour et al., 2025; Kimanius et
al., 2018; Liu et al., 2024; Martens et al., 2018; McComas et al., 2022; Mitrovic et al., 2023; Mohan et al., 2010;
Park, 2015; Qureshi et al., 2020; Rana et al., 2022; Salas-Burgos et al., 2004; Stelzl et al., 2014; Wisedchaisri
et al., 2014; Xu et al., 2025).
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HIPOTESIS

La hipotesis planteada es:

Simulaciones de Dinamica Molecular de Grano Grueso (DM-GG) no sesgadas permitiran
capturar transiciones conformacionales del modelo de acceso alternante en el uniportador de

fructosa de Rattus norvegicus (rGLUTS).

OBJETIVOS

Objetivo general: Muestrear las transiciones conformacionales asociadas al modelo de

acceso alternante del transportador GLUTS de Rattus norvegicus mediante DM-GG.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Construir ensambles termodinamicos (NPT) de grano grueso para
rGLUTS embebida en membrana de todas las conformaciones iniciales del modelo de acceso
alternante.

Objetivo especifico 2: Explorar el espacio conformacional del modelo de acceso alternante
en rGLUTS mediante DM-GG.

Objetivo especifico 3: Determinar probabilidades de transicion en el espacio conformacional

explorado mediante métodos estocasticos.
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MATERIALES Y METODOS

Para observar transiciones conformacionales en rGLUTS, se empled una estrategia que
combina simulaciones DM-GG con herramientas estocasticas basadas en modelos de estados
de Markov (MSM). La metodologia a continuacion detallada involucra la construccion de
modelos en sus conformaciones iniciales (exofacial, exofacial ocluida, ocluida, endofacial
ocluida y endofacial), el ensemble de dichas conformaciones en topologia de grano grueso,
la generacion de datos para el muestreo conformacional, identificacion de microestados a
partir de clustering y construccion de MSM para analizar las transiciones entre microestados

para evaluar probabilidades de transicion en el espacio conformacional explorado (Figura 8)
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Figura 8. Esquema metodologico propuesto.
(1) Modelado estructural: Se generaron estructuras iniciales completas con Modeller en las conformaciones

exofacial (4YBQ), exofacial ocluida (4ZW9), ocluida (6RW3), endofacial ocluida (4JA3) y endofacial (4YB9)
(Tabla 4). (2) Ensamble coarse-grained (CG): Las estructuras se orientaron en membrana y se parametrizaron
con SIRAH y PACKMOL-Memgen. (3) Simulaciones DM-GG: Cada conformacion inicial se simul6 durante
3y 5 us en Amber. (4) Variables colectivas: Se emplearon descriptores de apertura extracelular e intracelular
para monitorear los estados exofacial y endofacial, respectivamente. (5) Agrupamiento: El espacio
conformacional se discretizd mediante un algoritmo basado en densidad, donde cada clister representa un
microestado del modelo de acceso alternante. (6) Modelo de Markov: Se construy6 un modelo de Markov
oculto con MSMhelper para analizar transiciones entre microestados y reconstruir el ciclo de transporte.
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1. Modelamiento de conformaciones

El MAA involucra el cambio conformacional del transportador GLUTS en cinco
conformaciones: exofacial, exofacial ocluida, ocluida, endofacial ocluida y endofacial. No
obstante, para ninguna isoforma del transportador GLUTS5 existe informacion de
coordenadas tridimensionales de sus d&tomos en los estados conformacionales, por lo que fue

necesario el modelamiento comparativo de cada conformacion.

Todos los modelos empleados en este estudio se construyeron a partir de la secuencia del
transportador GLUTS de Rattus norvegicus (UniProt: P43427), considerando los
aminoacidos E7 al V480 y la informacion estructural correspondiente a los estados iniciales
del modelo acceso alternante en miembros de los transportadores de azicares (SP) (Tabla 3).

Tabla 3. Estructuras utilizadas para modelamiento comparativo.

*CD = i6n de cadmio, LU = i6n de lutecio, GLC = Alfa-D-glucopiranosa, BGC = Beta-D-glucopiranosa, XYP = Beta-D-
xilopiranosa, BNG = Nonil beta-D-glucopirandsido, Fv anticuerpo = Fragmento variable, OLC = (2R)-2,3-dihidroxipropilo
(9Z)-octadec-9-enoato. ** NA = No Aplica.

Regiones
PDB Nombre Conformaciéon  Organismo  Resolucion HETATM
faltantes
*Fv giro
4YBQ GLUTS exofacial H. sapiens 327A
anticuerpo TM1-TM2
*OLC
exofacial
4ZW9 GLUT3 ) H. sapiens 1.50 A *GLC **NA
ocluida
*BGC
hexose ) *GLC
6RW3 ocluida P.falciparum 3.6 A ICH 4
transporter *BGC
symporter endofacial *CD ICH 4
4JA3 b E. coli 38A
XylE ocluida *LU ICHS
4YB9 GLUTS endofacial B.taurus 320A *INA ICH S5
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Para los modelos generados se utilizaron alineamientos estructurales entre rGLUTS5 (4YBQ)
y la estructura objetivo con TM-align y luego, el alineamiento resultante se formated segin
las especificaciones de la extension PIR y se generaron 50 modelos mediante refinamiento
rapido utilizando MODELLER para cada conformacion (Webb & Sali, 2016; Zhang &

Skolnick, 2005).

Se prefiri6 la alineacion estructural por sobre el alineamiento de secuencias, ya que garantiza
la conservacion de caracteristicas estructurales. Ademas, la alineacion estructural resulto tutil
cuando era necesario modelar determinadas partes de una regién, como en la regién
TM1b/bucle TM1-TM2 en estado abierto hacia el exterior (descrito con mas detalle abajo),
o cuando se necesitaban varias plantillas para una cobertura completa, como en los estados
ocluido, ocluido hacia el interior o abierto hacia el interior, ya que la mayoria de la

informacion estructural carente en los transportadores corresponde al plegamiento

intracelular (ICH) (Tabla 3).

Finalmente, la seleccion de los mejores modelos se realizo en funcion de la cuantificacion de
la energia DOPE (Discrete Optimized Protein Energy), un criterio estadistico que permite
evaluar la calidad estructural de modelos tridimensionales al estimar su energia potencial.
Los modelos con menor puntuacion DOPE fueron seleccionados como candidatos para cada
conformacion y sometidos a una validacion estructural mediante MolProbity (Davis et al.,
2018), herramienta que evalta la calidad geométrica del modelo a través de pardmetros como
la distribucion de angulos @/y en el grafico de Ramachandran, la conformacion de rotdmeros
de cadenas laterales, desviaciones de enlaces covalentes y &ngulos de valencia, y la geometria

del backbone mediante el analisis CaBLAM. Adicionalmente, se llevo a cabo una revision
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visual detallada con ChimeraX de las caracteristicas topoldgicas de los modelos

comparativos (Meng et al., 2023).

Dicho lo anterior, los modelos comparativos para cada conformacion se modelaron de la

siguiente manera:

e Conformacion exofacial:
Para modelar rGLUTS5 en conformacion exofacial, se utilizo la estructura cristalografica
4YBQ (Nomura et al., 2015). En primer lugar, se elimind el fragmento Fv del anticuerpo
estabilizador presente en el cristal, dado que no forma parte del transportador nativo y su

presencia interfiere con posteriores simulaciones de dinamica molecular.

La estructura rtGLUTS (4YBQ) presenta una region no resuelta en la cadena A que abarca el
extremo C-terminal de la hélice TM1b y el bucle TM1-TM2 (residuos N39-N60). Para
modelar esta region faltante, se empled como plantilla el segmento equivalente de GLUT3
(PDB: 4ZWC), cuya region TM1-TM2 (residuos Y26—P53) se encuentra completamente

resuelta (Quistgaard et al., 2013).

Durante la alineacion estructural, fue necesario incorporar cinco residuos adicionales de la
plantilla de GLUT3 (P54-L58) para garantizar la continuidad geométrica entre el loop

modelado y el inicio de la hélice TM2 resuelta en GLUTS (residuos [33—T37 de 4YBQ).

e Conformacion exofacial ocluida:
Para el modelamiento de la conformacion exofacial ocluida se utilizd la informacion
estructural de GLUT3 humano como plantilla (4ZW9). Afortunadamente hGLUT3 presenta
gran resolucion (1.50 A), por lo que todos los plegamientos estructurales estaban presentes

en la estructura.
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e Conformacion ocluida:
Para el modelamiento de la conformacion completamente ocluida se utilizé la informacion
estructural de PfHT1 como plantilla (6RW3), ya que era la tinica estructura disponible en
esta conformacion (Qureshi et al., 2020). Para modelar la hélice intracelular ICHS, que falta
parcialmente en la estructura PfHT 6RW3, se model6 utilizando residuos de F467-V480 de

rGLUTS 4YBQ.

e Conformacion endofacial ocluida:
Para el modelamiento de la conformacion endofacial parcialmente ocluida se utilizd la
informacion estructural del simportador XylE (4JA3) como plantilla, ya que era la tnica
estructura disponible en esta conformacion (Quistgaard et al., 2013). Para modelar las hélices
intracelulares faltantes (ICH4 e ICHS) se utilizaron los residuos A258-R274 y F467-V480
de rGLUTS 4YBQ, respectivamente. Ademas, se incluyeron en el alineamiento los residuos
D253-K257 y M457-T466 para facilitar la continuidad de ICH4 entre ICH3 y TM7, asi como

la continuidad de ICHS desde TM 12, respectivamente.

e Conformacion endofacial:
Para el modelamiento de la conformacion completamente endofacial se utilizo la informacion
estructural de GLUTS bovino (4YB9) como plantilla (Nomura et al., 2015). Para modelar la
hélice intracelular ICHS, que falta parcialmente en la estructura, se utilizo la informacion de
los residuos F467-V480 de rGLUTS 4YBQ. Ademas, los residuos M457-T466 (rGLUTS,
4YBQ) también se incluyeron en la alineacion para ayudar a la continuidad de ICHS desde

T™12.
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2. Construccion de ensambles solvatados en topologia DM-GG

Cada modelo se proton6 utilizando el software pdb2pqr a pH fisioldgico (pH =7.4) y el
método de PROPKA para predecir los estados de protonacion de los residuos ionizables
(Olsson et al., 2011). Ademas, se incluy6 la opcion --keep-chain para mantener en correcta
orientacion elementos de estructura secundaria y se configuré el campo de fuerza AMBER
mediante la opcion --ff AMBER, esto para prevenir futuras incompatibilidades con las
simulaciones de dindmica molecular, relacionados a la nomenclatura de residuos protonados
en AMBER (Case et al., 2023).

Los modelos protonados de rGLUTS se orientaron e insertaron en una bicapa lipidica
simétrica compuesta por fosfatidilcolina (POPC) utilizando la herramienta PACKMOL-
Memgen para la generacion del entorno membranal (Schott-Verdugo & Gohlke, 2019).
Posteriormente, el sistema se solvatd con solvente explicito, empleando moléculas de agua
de tipo WT4, y se embebid en una caja ctbica de 160 x 160 x 160 A a una concentraciéon

final de 0,15 M de NaCl.

Para evitar solapamientos entre los 4&tomos se establecié una distancia minima de 10 A entre
la proteina y los limites de la caja en las direcciones X, y € z, asi como una distancia minima
de 17,5 A entre las moléculas de agua y cualquier otra entidad del sistema durante la etapa

de construccion.

La representacion topoldgica de grano grueso se realizo empleando las parametrizaciones del
campo de fuerza South American Initiative for a Rapid and Accurate Hamiltonian (SIRAH)
(Klein et al., 2023). Con el fin de prevenir inestabilidades estructurales durante las
simulaciones, asociadas a la presencia no deseada de moléculas de agua en regiones

hidrofébicas de la bicapa lipidica, se incorpord un parche adicional de solvente de 27 A de
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espesor a lo largo del eje z del sistema, ubicado a una distancia de 0,7 A respecto a la
superficie de la membrana. Esta etapa se realiz6 utilizando la herramienta #leap del paquete
AMBER, permitiendo una correcta delimitacion de las regiones acuosas y membranales

(Case et al., 2023).

Dado que PACKMOL no considera explicitamente la periodicidad del sistema durante la
construccion inicial, se implement6 un procedimiento posterior de depuracion para evitar
solapamientos entre moléculas pertenecientes a imdagenes periddicas adyacentes. En
particular, se eliminaron moléculas de agua cuya distancia a otras moléculas de agua fuera
inferior a 10 A, empleando la herramienta CPPTRAJ, asegurando asi la consistencia

geométrica del sistema bajo condiciones periddicas (Roe & Cheatham, 2013).

3. Relajacion de ensambles termodinamicos en condiciones NPT

Antes de iniciar las simulaciones de dindmica molecular, se llevo a cabo un protocolo de
relajacion del sistema con el fin de garantizar su estabilidad termodindmica y estructural
(Greonbech-Jensen & Farago, 2013). Este protocolo, sugerido por los creadores de SIRAH,
incluyé una minimizacion de energia para eliminar choques estéricos, seguida de un
calentamiento gradual hasta la temperatura objetivo (310 K), y una etapa de liberacion

progresiva de las restricciones aplicadas al sistema (Figura 9).
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Figura 9. Protocolo para la relajacion de los sistemas.
Las etapas de relajacion del sistema, incluyendo las fases de minimizacion energética, calentamiento progresivo

y equilibracion, asi como la posterior fase de produccion, se llevaron a cabo siguiendo estrictamente los
lineamientos metodologicos recomendados por los desarrolladores del campo de fuerza SIRAH.

Para esto primero se ejecutaron dos minimizaciones, a una de ellas se aplicé un potencial
armonico de 2.4 kcal-mol!- A2 durante 5000 ciclos, con un cambio de método de descenso
mas pronunciado a gradiente conjugado tras los primeros 100 ciclos. Este potencial se aplicd
exclusivamente al backbone, minimizando cadenas laterales, solvente y lipidos. Esto evita
alteraciones en la estructura principal, alcanzando minimos locales en cadenas laterales. El
sistema se mantuvo en volumen constante sin ajuste de presion, registrando la evolucion cada
50 pasos y empleando un radio de corte (cutoff) de 12 A para las interacciones no enlazadas.

La segunda minimizacion se realizé utilizando los mismos parametros que la primera, pero

omitiendo la aplicacion del potencial armonico para minimizar todo el sistema.

Para el calentamiento o heating, se ejecutd una simulacion dindmica de molecular de
ensamble NPT usando termostato de Langevin hasta alcanzar los 310 K, aplicando un
potencial armonico de 2.4 kcal-mol - A2 en el backbone (Darden et al., 1993). Se ejecutaron
25,000 pasos de DM con un tiempo de paso de 0.02 ps, registrando la salida cada 100 pasos,

guardando reinicios cada 10,000 pasos y escribiendo coordenadas atomicas en cada 100
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pasos. El acoplamiento de presion semi isotropico se combind con una tension superficial
nula en el plano XY en un tiempo de relajacion de presion de 8 ps. Al no imponer fuerzas
uniformes que modifiquen la topologia de la membrana en los tres ejes, esta puede expandirse

o contraerse libremente en su plano, evitando membranas llamadas “aplanadas”.

Dado que en sistemas proteina—membrana la presion no se distribuye de manera isotropica,
a diferencia de lo que ocurre en simulaciones de proteinas solvatadas, resulta fundamental
controlar cuidadosamente la evolucion del volumen de la caja periddica durante la etapa de

equilibracion.

Con el objetivo de prevenir cambios abruptos en el volumen y garantizar una relajacion
progresiva de la bicapa y de la proteina embebida, se implementd un protocolo de
equilibracion compuesto por nueve etapas secuenciales, cada una de 25.000 pasos de
integracion, utilizando un paso de tiempo de 0.02 ps. Todas las etapas se ejecutaron en
ensamble NPT a 310 K, reanudando cada simulacion a partir de la configuracion final de la
etapa previa. Para mejorar la estabilidad numérica durante esta fase, se empled un valor
elevado del pardmetro skinnb (5), reduciendo la frecuencia de actualizacion de la lista de

vecinos no enlazados.

En cada etapa de equilibracion se aplicoé un acoplamiento de presion semi isotropico,
manteniendo tension superficial nula en el plano de la membrana (xy) y permitiendo la
relajacion independiente del sistema en la direccion z, con un tiempo de relajacion de presion
de 8 ps. Este esquema de acoplamiento permite preservar el area lateral de la bicapa mientras
se ajusta de manera controlada su espesor, evitando artefactos estructurales como colapsos,
expansiones artificiales o inestabilidades en la interfaz proteina—membrana. Durante cada

bloque de equilibracion, el sistema evolucion6 libremente bajo las ecuaciones de
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movimiento, registrando energias y observables cada 100 pasos, escribiendo coordenadas
con la misma frecuencia y generando archivos de reinicio binarios cada 10.000 pasos. Este
procedimiento permitid monitorear la convergencia progresiva del sistema y asegurar

condiciones estructurales y termodindmicas estables antes del inicio de la fase de produccion.

Finalmente se establecio un radio de corte de 12 A para las interacciones no enlazadas,
mientras que el control de temperatura se mantuvo mediante un termostato de Langevin a
310 K con una frecuencia de colision de 5 ps™. Con el fin de prevenir despliegues no
deseados del esqueleto proteico, se aplicaron restricciones armonicas suaves con una

constante de fuerza de 0.24 kcal-mol!-A2 sobre los atomos del backbone.

4. Muestrear el espacio conformacional de cada ensamble

La etapa de produccion consistié en la ejecucion de dindmica molecular para los sistemas
relajados durante 3 pus a 310 K (NPT), utilizando las posiciones cartesianas de los atomos
provenientes de la Gltima simulacion de relajacion. Esta simulacion empled 150 millones de
pasos de integracion con un paso temporal de 0.02 ps, lo que corresponde a un total de 3 us

de trayectoria.

Durante esta etapa, se mantuvo el acoplamiento de presion semi isotrdépico con tension
superficial nula en el plano xy, y se utilizé un radio de corte de 12 A para las interacciones
no enlazadas. La temperatura se controld6 mediante un termostato de Langevin con una
frecuencia de colision de 5 ps™' para garantizar una temperatura constante de 310 K.
Finalmente las coordenadas se guardan cada 100 ps, resultando en una frecuencia de

muestreo de 0.01 frames/ps.
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Para las simulaciones extendidas de hasta 5 ps, se empleo el esquema de integracion middle,
un integrador simpléctico recientemente incorporado en AMBER (Case et al., 2023; Z. Sun
et al., 2021). En los esquemas de Langevin convencionales, el termostato se aplica al inicio
o al final del paso de integracion, lo que introduce una asimetria entre las fuerzas
deterministas y el ruido estocastico y genera un sesgo en las distribuciones de posicion y
momento muestreadas. El integrador middle resuelve esto dividiendo el paso de integracion
en tres etapas: primero se actualizan las velocidades con las fuerzas deterministas durante
medio paso; luego se aplica el termostato de Langevin sobre esas velocidades ya actualizadas,
en el centro del paso; y finalmente se actualizan las posiciones y se completa el medio paso
de velocidades restante. Este esquema, denominado V-O-V, garantiza que el termostato actie
sobre velocidades que ya incorporan las fuerzas fisicas del sistema, preservando la simetria
temporal del integrador y produciendo distribuciones estadisticas mas cercanas al ensamble

canonico correcto.

5. Seleccion de Variables Colectivas (CV)

La simulacién de un sistema molecular genera una gran cantidad de informacion debido al
elevado nimero de grados de libertad asociados a los movimientos atdmicos. Por ello, uno
de los objetivos principales de esta tesis es reducir la complejidad de la dinamica de las
proteinas a unos pocos parametros claves, permitiendo descartar los movimientos

irrelevantes de GLUTS y centrarse en aquellos estructuralmente significativos.

No obstante, elegir un sistema de baja dimension es una tarea compleja, cuyo éxito depende
en gran medida de la eleccion adecuada de la caracteristica estructural. Esta caracteristica
debe capturar los movimientos lentos que son fundamentales para describir los cambios

conformacionales, a lo que se determinarad como variable colectiva (CV) (Nagel & Stock,
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2023). La eleccion de esta CV no es una propuesta promovida de este trabajo y mas bien, es
una corroboracion a las variables utilizadas en el trabajo de Sarah E McComas en el que
reconstruyeron el ciclo de transporte en GLUTS utilizando métodos de no equilibrio
(McComas et al., 2022). En particular, se utilizaron la distancia entre el centro de masa
(COM) de los segmentos extracelulares de las hélices transmembrana TM1 (residuos 36—43)
y TM7 (residuos 295-301) como medida de la apertura de la puerta extracelular. De forma
analoga, la apertura de la puerta intracelular se evalu6 mediante la distancia entre el COM de
los segmentos intracelulares de las hélices transmembrana TM4 (residuos 142—-151) y TM10

(residuos 392—400).

6. Analisis de convergencia estadistica

En dinamica molecular, una pregunta recurrente es si el tiempo de simulacion es suficiente
para capturar el fendmeno biologico de interés, es decir, si la exploracién conformacional ha
convergido (Ormefio & General, 2024). Para evaluar la convergencia de los sistemas
simulados se empled el método de promediado por bloques (block averaging), que permite

estimar la independencia estadistica de los datos generados por la simulaciéon (Romo &

Grossfield, 2011).

Las definiciones formales del método se encuentran en (Vehtari etal., 2021), pero
conceptualmente el procedimiento consiste en dividir la serie temporal de un observable en
bloques contiguos de tamafio creciente y calcular la media de cada bloque. La desviacion
estandar de estas medias se analiza en funcion del tamafio del bloque. Cuando esta desviacion
se estabiliza formando una meseta, indica que el tamafio del bloque supera el tiempo de
correlacion del sistema y que cada bloque puede considerarse estadisticamente

independiente. Este punto define la convergencia estadistica del observable.
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De manera complementaria, se evalud la funcion de autocorrelacion temporal Cyr) de las
distancias intracelulares (Cicr) y extracelulares (Ceer)) para estimar el tiempo de
autocorrelacion integrado, el cual permite calcular el nimero efectivo de muestras
independientes Nefr. Este valor cuantifica cuantas veces la simulacion ha explorado de forma

estadisticamente independiente el espacio conformacional de interés.

Valores bajos de numero de muestras independientes, ausencia de meseta en el andlisis por
bloques o tiempos de autocorrelacion elevados se interpretan como evidencia de muestreo
insuficiente, indicando que la simulacion permanece atrapada en un subconjunto limitado del

espacio conformacional.

Para aplicar este anélisis de convergencia estadistica, se adaptaron los codigos originalmente
desarrollados en Julia, tomando como referencia MolSimToolkit

(https://github.com/m3g/MolSimToolkit.jl), implementandolos en Python para su

integracion con el flujo de trabajo de esta tesis.

7. Discretizacion del espacio conformacional

Para discretizar el espacio conformacional continuo en una trayectoria de estados discretos,
se empled un algoritmo de clustering geométrico basado en densidades. Se optd por esta
metodologia ya que no requiere de un nlimero inicial de grupos, como lo hace kmeans, si no
que utiliza regiones de alta densidad del espacio conformacional como puntos de semilla o
seeds de los diferentes estados, a los que se asignan sucesivamente puntos de regiones con
menor densidad (Sittel & Stock, 2016). De esta manera, se aprovecha la naturaleza jerarquica
de la energia libre del espacio conformacional para identificar estados separados por barreras

energéticas.
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Las

definiciones  formales  del  algoritmo  estdn  disponibles en

https://github.com/moldyn/Clustering, pero brevemente la arquitectura del algoritmo

consiste:

Calculo de energia libre (FEL): La energia libre de cada punto del espacio
conformacional accesible se estimé en funcion de la distribucion de
probabilidades en la coordenada de reaccion P(x), de acuerdo con la
distribucion de Boltzmann AG(x)=-KsTInP(x), por lo tanto, regiones con
mayor densidad de puntos se encuentran separadas por una barrera de aquellas
con poca densidad. Dado que la energia libre estd definida hasta una constante
aditiva, los perfiles se desplazaron de modo que el minimo global fuese cero.
Barrido iterativo del paisaje de energia libre: se ejecut6 un barrido iterativo
del paisaje de energia libre, desde valores minimos hacia maximos del espacio
conformacional, con incrementos de AG=0.1%kT en cada iteracién. En cada
umbral de energia G se identificaron todos los puntos con energia libre
inferior GG y se agrupan en clusters si cumplian el criterio de proximidad
geométrica (0.5 A). De esta forma, dos puntos con energia inferior al umbral
y geométricamente proéximos en el espacio reducido se asignaron al mismo
cluster.

Identificacion semillas de microestados (seeds):

Conceptualmente, los clisteres representan agrupaciones geométricas
similares, pero no necesariamente corresponden a estados de minima energia
libre. En otras palabras, un mismo clister puede contener varios minimos
locales del paisaje de energia libre. Para identificar estos estados, se utiliza la

jerarquia energética inherente al espacio conformacional, donde los minimos
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locales son representados como nodos (seeds) separados por regiones de
mayor energia.
Para la eleccion estos seeds se utilizaron los siguientes criterios:
- Desconexion geométrica de otros clusters a su nivel de energia de
aparicion
- No est4 en su maxima energia libre
- Poblacion superior a un valor minimo (500 frames)

e Asignacion de microestados: Una vez identificados los seeds, se asignaron todos los
frames restantes mediante un proceso de "llenado de cuencas". Los seeds identificados
en el paso anterior representan solo los puntos de minima energia en cada cuenca, pero
la mayoria de los frames de la trayectoria se encuentran en regiones de mayor energia
(laderas de las cuencas y barreras energéticas). Para este llenado cada frame se asoci6 al

seed mas cercano geométricamente hasta que todos los frames fueron asignados.

8. Transiciones conformacionales mediante modelos de Markov.

Para caracterizar la cinética de los cambios conformacionales de GLUTS se emplearon
Modelos de Estados de Markov (MSM), que describen la dinamica molecular mediante
transiciones probabilisticas entre un conjunto finito de estados metaestables discretizados en

el espacio conformacional (Malmstrom et al., 2014).

Los MSM se construyen sobre la aproximacion markoviana, que establece que el futuro del
sistema depende exclusivamente de su estado presente. Esto implica que, una vez
transcurrido un intervalo de tiempo suficiente, denominado lag time, el sistema ha "olvidado"
su historia conformacional previa. Bajo esta condicion, la dindmica completa puede

resumirse en una matriz de transicion: una tabla de probabilidades que indica, para cada
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estado posible, con qué probabilidad el sistema se encontrara en cada otro estado tras un
intervalo de tiempo 1. La eleccion adecuada del lag time es por tanto esencial, ya que debe
ser lo suficientemente largo para que la propiedad markoviana se cumpla, pero no tan largo

que se pierda resolucion temporal en la descripcion de los procesos conformacionales.

En este trabajo, los MSM se construyeron y analizaron utilizando msmhelper, un paquete de
libre acceso implementado en Python, ampliamente empleado en el anélisis, validacion y
visualizacion de modelos markovianos aplicados a trayectorias de dindmica molecular

(Nagel & Stock, 2023).

La validez de la aproximacion markoviana se evalué mediante dos analisis complementarios.
Primero, se analizaron las implied timescales, escalas temporales asociadas a los modos
dinamicos mas lentos del sistema: su convergencia al aumentar el lag time (t) verifica que la
discretizacion del espacio conformacional satisface la hipdtesis markoviana (Chang et al.,
2003). Segundo, se realizaron pruebas de Chapman-Kolmogorov, que evaltan la consistencia
interna del modelo comparando las probabilidades de transicion observadas a tiempos largos
con las predichas por composicion sucesiva de matrices de transicion a tiempos mas cortos;
su concordancia confirma que el MSM reproduce fielmente la dindmica efectiva del sistema

(Motahari et al., 2025).
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RESULTADOS

1. Validacion del descriptor y modelos

Dado que la exploracion del espacio conformacional asociado al modelo de acceso alternante
en rGLUTS5 depende del descriptor utilizado para discriminar estados conformacionales, se
realizo una validacion de dicho descriptor (Figura 10). Antes de aplicarlo al analisis de las
trayectorias de dindmica molecular, se evalud su capacidad para clasificar distintos estados
conformacionales utilizando como referencia las estructuras experimentales disponibles de
transportadores pertenecientes a la familia SP. Para este analisis se consideraron un total de

30 estructuras resueltas hasta la fecha.

Dado que los transportadores de la familia SP presentan baja identidad de secuencia, pero
arquitectura conservada, se realizd6 un alineamiento estructural para identificar residuos
estructuralmente homoélogos entre ellos. Estos residuos fueron utilizados para definir el
descriptor (Tabla 4). A partir del alineamiento estructural se identificaron dos grupos
conformacionales bien diferenciados. El primero agrupa estructuras con una apertura
intracelular que oscila entre 9 y 10 A y una apertura extracelular de entre 10y 15 A, lo que
corresponde a conformaciones exofaciales. El segundo grupo reune estructuras que presentan
aperturas intracelulares mayores, entre 12 y 17 A, mientras que la apertura extracelular es
menos variable, con valores entre 8 y 9 A. Este patron es consistente con conformaciones

endofaciales (Figura 10C).

Para validar esta clasificacion se compararon los resultados del analisis con la informacion
estructural reportada en la literatura. En todos los casos, las orientaciones identificadas
mediante el descriptor coinciden con las conformaciones asignadas por los autores originales

de las estructuras. La unica excepcidon corresponde al transportador de hexosas de
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Plasmodium falciparum (PDB: 6RW3), descrito como una conformacion completamente
ocluida. En conjunto, estos resultados indican que el descriptor discrimina correctamente los

principales estados conformacionales observados en transportadores de la familia SP.
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Figura 10. Evaluacion del descriptor estructural.

(A) Representacion de las conformaciones asociadas al modelo de acceso alternante. (B) Descriptores
estructurales utilizados para caracterizar la apertura de las compuertas extracelular e intracelular. La compuerta
extracelular se define mediante la distancia entre residuos representativos de TM1 y TM7, mientras que la
compuerta intracelular se define entre residuos de TM4 y TM10. Las distancias corresponden a medidas
euclidianas entre los residuos indicados (mostrados como esferas). Como referencia estructural se ilustran las
conformaciones exofacial ocluida (PDB: 4ZW9) y endofacial (PDB: 4YB9). (C) Validacion del descriptor
estructural mediante el analisis de 30 estructuras cristalograficas disponibles para la familia SP. Cada punto
corresponde a una estructura proyectada en el espacio conformacional definido por ambos descriptores. El
agrupamiento jerarquico mediante HDBSCAN permiti6 identificar orientaciones conformacionales
diferenciadas. Se destacan las estructuras utilizadas como templates en el modelamiento comparativo. La
estructura PDB: 4YBQ no se agrupa con los demas estados debido a la ausencia de la region TM1-TM2 en el
cristal, lo que impide cuantificar la apertura extracelular mediante el descriptor definido. (D) Aplicacion del
descriptor para evaluar el grado de apertura en los modelos estructurales utilizados como conformaciones
iniciales en el modelo de acceso alternante de rGLUTS. Cada punto en la grafica representa los modelos
generados para cada estado conformacional. Las estrellas negras indican el modelo seleccionado como
representacion estructural mas adecuada para los analisis posteriores.
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Tabla 4. Miembros de la familia SP con estructura definida.
HT1 = hexose transporter 1, SPT6= Sugar transport protein 6, SPT10= Sugar transport protein 10, NA = No Aplica,
particularmente en 4YBQ ya que no esta resuelto ese TM. * Puerta extracelular. **Puerta intracelular

PDB Proteina Organismo T™1* T™7* TM4** TM10**
4YB9 GLUTS B.taurus 3643 295-301 142-151 392400
4YBQ GLUTS R. norvegicus NA 295-301 142-151 392-400
4GBY XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
4GBZ XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
4JA3 XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
4JA4 XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
4QIQ XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
6N31 XylE E.coli 27-35 294-301 144-153 383-392
6M20 HT1 P.falciparum 43-51 311-318 145-154 409-418
6M2L HT1 P.falciparum 43-51 311-318 145-154 409-418
6RW3 HT1 P falciparum 43-51 311-318 145-154 409-418
4PYP GLUTI H.sapiens 29-37 288-295 137-146 385-394
SEQG GLUT1 H.sapiens 29-37 288-295 137-146 385-394
SEQH GLUT1 H.sapiens 29-37 288-295 137-146 385-394
SEQI GLUTI1 H.sapiens 29-37 288-295 137-146 385-394
6THA GLUT1 H.sapiens 29-37 288-295 137-146 385-394
9J2N GLUT7 H.sapiens 41-49 300-307 149-158 399-308
9G11 SPT6 A.thaliana 38-49 296-303 148-157 400-409
8Y65 GLUT9 H.sapiens 74-82 333-340 182-191 432-441
8Y66 GLUT9 H.sapiens 74-82 333-340 182-191 432-441
TWSM GLUT4 H.sapiens 41-49 304-311 153-162 401-410
4ZW9 GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
4ZWB GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
4ZWC GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
7CRZ GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
7SPS GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
5C65 GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392
7SPT GLUT3 H.sapiens 27-35 286-293 135-144 383-392

6H7D SPT10 A.thaliana 42-53 301-308 153-162 407-416



TAAQ SPT10 A.thaliana 42-53 301-308 153-162 407-416
TAAR SPT10 A.thaliana 42-53 301-308 153-162 407-416

Una vez validado, el descriptor se aplicé a los modelos estructurales generados mediante
modelamiento comparativo para representar los estados iniciales del ciclo de acceso
alternante en rGLUTS. El analisis permitié discriminar de manera consistente las distintas
conformaciones modeladas, lo que confirma que el descriptor también es adecuado para
caracterizar los estados estructurales del transportador en estudio (Figura 10D). En
consecuencia, la seleccion de las estructuras utilizadas como plantillas para el modelamiento
comparativo resulta apropiada para representar los distintos estados conformacionales del

ciclo de transporte.

Posteriormente se evaluo la calidad estructural de los modelos generados. Para ello se empled
el potencial estadistico DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) (Webb & Sali, 2016).
Esta evaluacion fue necesaria debido a que el modelamiento comparativo se realizo
utilizando el protocolo de refinamiento rapido de MODELLER, el cual se basa en un proceso
de optimizacion estocastica que genera multiples modelos con la misma topologia global,

pero con diferencias en detalles estructurales locales.

El potencial DOPE se basa en distribuciones estadisticas de distancias interatdmicas
derivadas de estructuras cristalograficas. Este potencial permite estimar una pseudoenergia
asociada a cada modelo y evaluar su compatibilidad estructural con conformaciones proteicas
conocidas. En este contexto, valores mas bajos de DOPE indican una mayor coherencia
energética y una mayor probabilidad de que el modelo sea estructuralmente fiable (Leach,

1997).
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Sobre esta base, se seleccionaron como representativos de cada estado conformacional
aquellos modelos que presentaron los valores globales de DOPE mas bajos. Como se resume
en la Tabla 5, los modelos seleccionados presentan puntuaciones DOPE de —62452.02 para
la conformacién exofacial, —70385.64 para la exofacial ocluida, —61467.34 para la ocluida,
—66044.57 para la endofacial ocluida y —64545.64 para la endofacial.

Tabla 5. Modelos comparativos para el mecanismo alternante.
*RMSD = Raiz de la Desviacion Cuadratica Media respecto a carbonos alfa del cristal

PDB Nombre Conformaciéon  Organismo RMSD DOPE N °Modelo
4YBQ GLUTS exofacial H.sapiens 1.20A -62452.02 2
exofacial
4ZW9 GLUT3 ) H.sapiens 0.502 A -70385.64 10
ocluida
hexose
6RW3 ocluida P.falciparum 0.805 A -61467.34 25
transporter
symporter endofacial
4JA3 ) E.coli 0.959 A -66044.57 3
XylE ocluida
4YB9 GLUTS endofacial B.taurus 0.154 A -64545.64 38

Sin embargo, una evaluacion global no permite estimar la calidad estructural de regiones
especificas, particularmente aquellas ausentes o pobremente resueltas en las estructuras
experimentales utilizadas como plantillas. Por esta razén, el andlisis se complemento
mediante el célculo del perfil DOPE por residuo, evaluado sobre los carbonos alfa del

backbone (Figura 11).

Este analisis local mostré que todas las conformaciones presentan valores DOPE negativos
a lo largo de la estructura completa, incluyendo regiones que no estan representadas en las
estructuras cristalograficas originales, principalmente segmentos del dominio citoplasmatico.
En conjunto, los resultados del analisis global y local indican que los modelos generados

presentan una calidad estructural consistente.
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Sin embargo, el criterio DOPE no es suficiente para evaluar la calidad estructural de los
modelos generados, ya que corresponde a un potencial estadistico de escala arbitraria util
para comparar modelos de una misma proteina, pero que no proporciona informacion sobre
la correccion geométrica del modelo a nivel atdbmico. Para abordar esta limitacion, se realizo
una validacidn estructural complementaria mediante MolProbity (Davis et al., 2007), una
plataforma de validacion ampliamente adoptada en biologia estructural que integra multiples
criterios geométricos para evaluar la calidad de estructuras proteicas. MolProbity analiza
parametros como la distribucion de angulos ¢/y en el grafico de Ramachandran, la
conformacion de rotameros de cadenas laterales, las desviaciones en longitudes y angulos de
enlaces covalentes, la geometria de carbonos beta y el analisis CaBLAM del backbone,

permitiendo identificar regiones del modelo con potenciales errores estructurales.

Los resultados MolProbity indican que la calidad estructural de los modelos generados varia
segin la conformacion analizada. La conformacion exofacial presentd los mejores
indicadores globales, con un 97.84% de residuos en regiones favorecidas del grafico de
Ramachandran, ausencia total de desviaciones en CB (0.00%) y en CA Geometry (0.00%), y
el valor més bajo de CaBLAM outliers (0.60%), tinico modelo que cumple este criterio. En
el extremo opuesto, la conformacion ocluida y endofacial ocluida presentaron los indicadores
mas deficientes, con outliers de Ramachandran de 1.51% y 1.54% respectivamente, valores
de CaBLAM de 3.6% y 3.2%, y porcentajes de Ramachandran favored por debajo del 94%,
todos alejados de los valores ideales. Las conformaciones exofacial ocluida y endofacial
mostraron valores intermedios. En todos los modelos se observaron valores elevados de bad

angles (entre 1.14% y 1.59%) y poor rotamers (entre 1.51% y 4.53%). Cabe destacar que en
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la totalidad de los modelos no se detectaron errores de quiralidad ni presencia de prolinas cis,

indicando que la arquitectura global de la cadena principal fue correctamente modelada.

Estos resultados respaldan que la topologia completa del transportador, incluyendo los
dominios N-terminal, C-terminal y las regiones citoplasmaticas, fue modelada de manera
coherente con el plegamiento caracteristico de los transportadores de la familia SP, a pesar
de que ninguna de las conformaciones presentd estandares ideales establecidos para

estructuras cristalograficas de alta resolucion.
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Figura 11. Evaluacion estructural de los modelos.
Puntaje DOPE por residuo para los mejores modelos evaluados; 2,10,25,3 y 38 que corresponden a exofacial,

exofacial ocluida, ocluida, endofacial ocluida y ocluida respectivamente. En azul, gris y naranjo se destacan los
aminodcidos pertenecientes a los dominios N-terminal, dominio citoplasmatico y C-terminal respectivamente.
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2. Estabilidad termodinamica de los sistemas GG en ensamble NPT

Los modelos seleccionados tras la evaluacion de calidad fueron ensamblados en sistemas de
simulacion y parametrizados utilizando el campo de fuerza GG SIRAH. La construccion de
cada sistema se verifico mediante inspeccion visual, asegurando una solvatacién adecuada,
la ausencia de agua o iones en la region hidrofobica de la bicapa y la correcta insercion y
orientacion de la proteina en la membrana. Los sistemas construidos no presentaron
solapamientos estéricos ni interacciones no deseadas, indicando una topologia adecuada y el

cumplimiento de las distancias minimas definidas por los radios de van der Waals.

La representacion GG redujo el nimero de particulas del sistema de 391,191 atomos en la
descripcion atomistica a 51,186 particulas en el modelo GG, lo que corresponde a una
disminucion del 86,9%. Esta reduccion permitié mejorar la eficiencia computacional y
extender las escalas temporales accesibles (Figura 12). Respecto a la relajacion de los
sistemas, la temperatura se mantuvo controlada alrededor de 310 K en todas las
conformaciones, con valores promedio de 310K. De manera consistente, la presion mostré
fluctuaciones caracteristicas del ensamble NPT, con promedios cercanos a 1 atm (Figura 13),

indicando un control termodindmico adecuado durante la fase de equilibracion.
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Figura 12. Representaciones atomistica y CG de rGLUTS.
El panel izquierdo muestra el esquema de la membrana asimétrica utilizada. Se presentan las diferentes

conformaciones del transportador rtGLUTS: abierto hacia el exterior, ocluido hacia el exterior, ocluido hacia el
interior y abierto hacia el interior. El sistema completo (160 A x 160 A) se muestra en el centro de la imagen
con rotacion de 90°. Las tablas comparativas detallan los campos de fuerza empleados (ff14SB para proteina,
LIPID21 para membrana, TIP3P para solvente en el sistema atdomico; SIRAH para todos los componentes en
grano grueso y el nimero de atomos en cada representacion. La reduccion significativa en el niimero de
particulas (de 391,151 a 51,186) demuestra la eficiencia computacional del modelo grano grueso manteniendo

las caracteristicas estructurales esenciales del sistema membrana-proteina.
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Figura 13. Condiciones termodindmicas en simulaciones GG bajo ensamble NPT.
(A) Esquema de los estados conformacionales analizados, mostrando el ensamble termodinamico utilizado. (B)

y (C) monitoreo de temperatura y presion durante las simulaciones de equilibracion respectivamente. Linea azul
continua indica las fluctuaciones, linea negra punteada indica el promedio de la medicion respectiva y los
histogramas laterales representan la distribucion KDE de los valores. Se utilizé un termostato de Langevin y un
barostato de Berendsen. Los datos representan a la ultima simulacion de equilibracion.

Las simulaciones de equilibrio también fueron exitosas (Figura 14). El andlisis del RMSD
del backbone demostrd un aumento inicial asociado a la relajacion estructural temprana,
seguido de una estabilizacion en el ultimo ciclo de equilibrio. En esta fase, las trayectorias

oscilaron alrededor de valores constantes sin tendencias sistematicas de deriva, lo que sugiere

un comportamiento estacionario compatible con un estado equilibrado bajo las restricciones
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aplicadas. En conjunto, estos resultados indican que los sistemas en representacion CG
presentan estabilidad estructural y termodinamica, constituyendo condiciones iniciales
adecuadas para el inicio de las simulaciones de produccion orientadas a la exploracion del

paisaje conformacional de rGLUTS.
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Figura 14. Equilibracién de simulaciones MD-GC.
(A) Evolucion temporal del RMSD del backbone para las cinco conformaciones del MAA (exofacial, exofacial
ocluida, ocluida, endofacial ocluida y endofacial), calculado sobre las nueve etapas de equilibracion
consecutivas bajo restriccion armoénica. La linea vertical discontinua indica el inicio de la novena etapa. (B)
RMSD del backbone durante la novena equilibracion, mostrando la estabilizacion de las trayectorias al alcanzar

el comportamiento estacionario.
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3. Exploracion conformacional mediante DM-GG

La exploracion conformacional se refiere a la capacidad de un sistema de muestrear distintas
configuraciones estructurales dentro de su paisaje energético durante una simulacion. Esta
exploracion no depende Unicamente de la duracion de la trayectoria, sino también de la
posibilidad del sistema de transitar entre diferentes estados conformacionales separados por
barreras energéticas. En sistemas con paisajes energéticos con multiples minimos locales
separados por barreras energéticas grandes, una simulacion extensa puede explorar alrededor
de un Unico minimo local, sin acceder a otras regiones del espacio conformacional. Para
identificar las regiones exploradas por cada simulacion, se analizo la distribucion de las
configuraciones en el plano definido por las distancias de las compuertas intracelular en las

trayectorias (IC [142:151-392:400]) y extracelular (EC [36:43-295:301]).

Como se observa en la Figura 15 y Tablas S1-S2, la conformacion exofacial presentd una
distancia EC promedio de 18.70 + 0.51 A, inferior al valor cristalografico inicial (20.30 A),
con un rango de variaciéon amplio (13.89-24.88 A) que contrasta con el rango mas estrecho
de IC (11.27-17.00 A), indicando que el movimiento dominante corresponde al cierre de la
compuerta extracelular. En la conformacion exofacial ocluida, ambas compuertas
aumentaron respecto al control: EC de 12.34 a 14.89 £ 0.12 A e IC de 10.48 a 14.17 £ 0.32
A. Los rangos de variacion similares en ambas compuertas (EC: 11.75-17.35 A; IC: 10.16—
16.39 A) sugieren un comportamiento simétrico durante la simulacion. La conformacion
ocluida mantuvo valores cercanos al control en ambas compuertas (EC: 10.98 £ 0.14 A; IC:
11.01 £0.17 A), con rangos mas estrechos que los estados exofaciales (EC: 8.65-13.38 A;

IC: 7.82-12.78 A), indicando una exploracién conformacional mas acotada.
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Figura 15. Exploracion del espacio conformacional mediante MD-GC 3 ps.
(A) Evolucion temporal de la distancia de la compuerta extracelular (EC) en cada conformacion simulada. (B)

Evolucion temporal de la compuerta intracelular (IC) en cada conformacion simulada. Las lineas punteadas
representan valores obtenidos desde estructuras cristalograficas usadas para el modelamiento de cada
conformacion. (C) Distribuciones de las distancias IC (azul) y EC (naranja) para cada conformacion. Las lineas
punteadas indican los valores correspondientes a las estructuras cristalograficas iniciales. (D) Proyeccion del
espacio conformacional explorado en funcion de las distancias intracelular (IC) y extracelular (EC). Los puntos
estan coloreados segun el tiempo de simulacion, indicando la progresion temporal del muestreo. Los marcadores

rojos seflalan la posicion inicial de cada estructura cristalografica.

En la conformacion endofacial ocluida, la mayor amplitud de variacién en IC (10.93-16.27
A) respecto a EC (9.18-14.24 A), junto con los promedios de 11.36 £0.19 A y 13.60 £ 0.27
A respectivamente, indica que las principales fluctuaciones ocurren en la compuerta

intracelular, con tendencia al cierre extracelular y apertura hacia el citoplasma.
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Finalmente, la conformacion endofacial presentd rangos similares en ambas compuertas (EC:
8.69—14.38 A; IC: 9.59-15.77 A) y promedios comparables (EC: 11.15 £ 0.22 A; IC: 11.97
+0.23 A), indicando una dindmica equilibrada entre ambas compuertas. En conjunto, estos
resultados muestran que las simulaciones iniciadas desde distintas conformaciones exploran
regiones diferenciadas del espacio definido por las distancias IC y EC. Las conformaciones
exofaciales presentan variaciones mas amplias dominadas por cambios en la compuerta
extracelular, mientras que los estados ocluidos exhiben rangos de fluctuaciéon mas
restringidos. Por su parte, las conformaciones endofaciales muestran una mayor contribucion

de las fluctuaciones en la compuerta intracelular.

Si bien la proyeccion en el plano IC-EC permite identificar las regiones del espacio
conformacional exploradas por cada simulacidn, esta representacion no revela informacién
sobre la evolucion temporal del muestreo. En particular, no permite determinar si las
distribuciones observadas corresponden a configuraciones que se estabilizan durante la
simulacion o si continian modificandose a medida que se incorporan nuevas estructuras a la
trayectoria, es decir, ¢Las distribuciones del descriptor (EC, IC) cambian si extendemos la
simulacion?. Con el objetivo de evaluar el grado de muestreo efectivo de las trayectorias de
dindmica molecular, se aplico el anélisis de promediado por bloques (block averaging) a los
descriptores estructurales EC e IC para cada una de las conformaciones analizadas. A partir
de este analisis se estimo el tiempo de autocorrelacion integrado Tinty el nimero efectivo de

muestras estadisticamente independientes Nerr (Romo & Grossfield, 2011).

En la conformacion exofacial, el descriptor EC presentd6 un tiempo de autocorrelacion
integrado de tint=4804.68, correspondiente a un numero efectivo de muestras Neff=6.24. En

contraste, el descriptor [C mostrd un menor tiempo de correlacion Tint=634.65, lo que resulta
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en mayor nimero efectivo de muestras Ne=47.27. Los resultados del analisis se encuentran
en la Tabla 6 y Anexos.
Tabla 6. Analisis de convergencia mediante analisis de bloques.

IC= Distancia intracelular, EC= Distancia extracelular. t representa el tiempo de correlacion, de forma que g representa el
namero de frames independiente (Neg), para N=30000

Tiempo (us) Descriptor Media (A) (frafnes) g SEM (A)
Exofacial
3 IC 12.99 2343 47 0.07
3 EC 18.88 2599.8 6 0.50
5 IC 13.44 1123.26 7 0.24
5 EC 19.59 1770.91 4 1.06
Exofacial ocluida
3 IC 14.17 2616.97 7 0.32
3 EC 14.89 547.89 28 0.12
Ocluida
3 IC 11.01 1192.02 14 0.17
3 EC 10.98 10135.81 17 0.13
5 IC 11.29 1510.00 11 0.20
5 EC 11.28 2721.52 6 0.32
Endofacial ocluida
3 IC 13.6 2103.15 10 0.26
3 EC 11.36 1883.85 10 0.18
Endofacial
3 IC 11.97 1689.78 10 0.23
3 EC 11.15 1244.4 10 0.21
5 IC 12.51 556.13 12 0.15
5 EC 10.24 594.48 11 0.16

En la conformacion exofacial ocluida, el descriptor EC present6 un tiempo de autocorrelacion

integrado de Tint=1088.84, correspondiente a un nimero efectivo de muestras Ner=27.55. En
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contraste, el descriptor IC mostré un mayor tiempo de correlacion tint=4024.49, lo que
resulta en un menor numero efectivo de muestras Nef=7.45.

En la conformacién ocluida, el descriptor EC presentd un tiempo de autocorrelacion
integrado de tint=1788.15, correspondiente a un numero efectivo de muestras Ner=16.78.
De manera similar, el descriptor IC presentd un tiempo de correlacion de TINT=2108.68, lo

que corresponde a un nimero efectivo de muestras Neff=14.23.

En la conformacion endofacial ocluida, el descriptor EC presentdé un tiempo de
autocorrelacion integrado de tint=2909.37, correspondiente a un numero efectivo de
muestras Ne=10.31. Por su parte, el descriptor IC mostrd un tiempo de correlacion de

tnt=3151.58, lo que corresponde a un nimero efectivo de muestras Ne=9.52.

Finalmente, en la conformaciéon endofacial, el descriptor EC presentdé un tiempo de
autocorrelacion integrado de tint=3105.55, correspondiente a un numero efectivo de
muestras Ne=9.66. De manera similar, el descriptor IC mostr6 un tiempo de correlacion de

tnt=3018.46, lo que corresponde a un numero efectivo de muestras Ne=9.94.

En conjunto, los valores estimados de tinty Nefr y evidencian la presencia de correlacion
temporal en los descriptores EC e IC a lo largo de todas las conformaciones analizadas. Como
consecuencia, el numero efectivo de muestras independientes es considerablemente menor
que el numero total de configuraciones presentes en las trayectorias, variando entre
aproximadamente 6 y 47 segtin el descriptor y la conformacion considerada. Estas diferencias
reflejan variaciones en las escalas temporales de las fluctuaciones capturadas por cada
descriptor y sugieren que el muestreo del espacio conformacional asociado aun es limitado

dentro de la escala temporal de las simulaciones analizadas.
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En funcion de estos resultados, se extendieron las trayectorias iniciadas desde las
conformaciones exofacial, ocluida y endofacial hasta 5 ps, incorporando ademas el
termostato middle recientemente implementado en Amber (Figura 16A y Anexos) (Case et
al., 2025). Sin embargo, la extension de las simulaciones a 5 ps no significd una mejora en
la exploracion conformacional respecto a las trayectorias de 3 ps, observandose Gnicamente
variaciones moderadas en los rangos de apertura analizados (Figura 16C). En la
conformacion exofacial, la distancia EC aumenta desde 18.70 + 1.27 A hasta 19.59 + 2.18
A, acompafiado de un incremento en la desviacion estindar, lo que sugiere una mayor
amplitud en la exploracion de la compuerta extracelular. En la conformacion ocluida, ambas
distancias permanecen practicamente constantes, con valores de EC entre 10.98 y 11.28 Ay
de IC entre 11.01 y 11.29 A, indicando una alta estabilidad estructural. En contraste, la
conformacion endofacial muestra una disminucién moderada en EC (de 11.15a10.24 A) y
un aumento en IC (de 11.97 a 12.51 A), consistente con una mayor apertura hacia el lado

intracelular.

Al aplicar el método de convergencia, las simulaciones de 5 ps tampoco demostraron
aumentar el numero efectivo de muestras independientes en comparacion con simulaciones
de 3 ps (Tabla 6). Esto sugiere que el muestreo permanece restringido a cuencas especificas
del paisaje energético, lo que sugiere que las barreras cinéticas entre los estados del modelo

de acceso alternante no son superadas en las escalas temporales exploradas.
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Figura 16. Exploracion conformacional con simulaciones extendidas.
(A) Esquema general de las simulaciones realizadas para el muestreo del ciclo conformacional, indicando los

estados iniciales considerados (exofacial, exofacial ocluida, ocluida, endofacial ocluida y endofacial), la
duracion de las trayectorias (3 pus y 5 ps) y el tipo de termostato empleado. Con el objetivo de evaluar la
ocurrencia de transiciones entre los estados exofacial y ocluido, las simulaciones iniciadas desde las
conformaciones exofacial, ocluida y endofacial fueron extendidas hasta 5 s, incorporando el esquema de
termostatizacion middle. (B) Representacion esquematica de las diferencias entre el termostato clasico y el
termostato middle, destacando la aplicacion del acoplamiento térmico en relaciéon con los pasos de
integracion.(C) Distribuciones de densidad en el espacio reducido definido por las distancias intracelulares (IC)
y extracelulares (EC) para simulaciones de 3 ps y 5 ps, mostrando el efecto de la extension temporal y del
esquema de termostatizacion sobre el muestreo conformacional en los estados exofacial, ocluido y endofacial.

4. Transiciones conformacionales en el espacio explorado

Con el objetivo de cuantificar las probabilidades de transicion entre estados
conformacionales, se construyeron Modelos de Estados de Markov (MSM). Dado que la
propiedad markoviana se define en espacios discretos, el espacio continio proyectado en las
coordenadas IC—EC fue discretizado mediante un algoritmo de clustering geométrico basado
en densidad (ver metodologia). Esto permitié estimar el paisaje de energia libre a partir de
las densidades de puntos proyectados en el plano IC-EC, de modo que las regiones de alta

densidad son minimos locales de energia libre (Figura 17C).
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Como lo muestra la Figura 17D se identificaron seis microestados en el espacio
conformacional accesible, en donde cada uno representa una conformacion diferente
caracterizada por valores IC y EC diferenciales. El microestado 1 corresponde al estado mas
poblado del sistema, con 69769 frames, lo que equivale al 46.5 % del total de las trayectorias
concatenadas. Este estado representa una conformacion ocluida. El segundo microestado més
poblado corresponde al estado 2, asociado a una conformacion abierta hacia el lado
extracelular, con 42 904 frames (28.6 %). El estado 3 presenta 13 022 frames (11.3 %) y
corresponde a una conformacion extracelular mas abierta que la observada en el estado 2.
Por su parte, el estado 4, asociado a una conformacién abierta hacia el lado intracelular,

contiene 16 162 frames (10.8 %).

Los microestados menos poblados corresponden a los estados 5 y 6. El estado 5 presenta 2
356 frames (1.6 %) y describe una conformacion intracelular abierta, aunque con una apertura
extracelular ligeramente mas restringida. Finalmente, el estado 6 corresponde a un estado
ocluido con una apertura intracelular mas estrecha en comparacion con el estado ocluido

predominante (estado 1).

A partir de la discretizacion del espacio conformacional se estimo la matriz de probabilidad
de transicion entre microestados utilizando un modelo de estados de Markov. En este marco,
la dindmica del sistema se describe mediante una matriz de transicion dependiente del tiempo
de retardo (t). La eleccion de 1 es critica para la construccion del modelo, ya que la propiedad
markoviana implica que la evolucion futura del sistema depende tnicamente del estado
presente y no de la historia previa del sistema. Es decir, dado que el sistema estd en el

microestado A, ;cual es la probabilidad de que en t pasos esté en B?.

65



L3
- el
Exofacial - ‘-\ “ . <
i Exofacial h 2 ° 9
ocluido ocluido ocluido o1 A t
2
Sl s 5 4 s
Endofacial Endofacial
\ ocluido / .
i B i ¢
(L) PRSP
e 3 : ¢ $ ~e ° 2
? 4 e5 H 6

o
O

25 20 “
4.0 EOP 12

<2 35 g 18 o
r—_; 30e s 1.1%
g " “g é 16 E
E 0 20% g EOP , 1 oé
‘g 155 9 - s
.g s 10 g " 0.9@

. O:D 0 ) I0P 08-S

’ 5Distancil: intracleslular ()lz)o “ @
% SB occ 1oP “0 7
9 10 11 12 13 14

E F Distancia intracelular (A)

Microestado Poblacién (% Total) EC (A) IC (A) 10/

1 OOCC 69769 (% 46.5) 11.2 117 6

2 QFEOP 42904 (%286) 157 1338 =

3 @EOP  17022(%11.3) 194 123 3 o

4 .IOP 16162 (% 10.8) 11.1 14.4 §

5 O 0P 2356 (% 1.6) 12.3 144 a 4

6 O EOP 1787 (% 1.2) 104 8.88

EOP = Abierta extracelular “1

IOP = Abierta intracelular

0OCC = ocluida 0

@0 0 60 6

Figura 17. Discretizacién del espacio conformacional accesible.

(A) Diagrama esquematico del ciclo conformacional de GLUTS5. (B) Metodologia de agrupamiento aplicada a
discretizar el espacio conformacional (C) Paisaje de energia libre (FEL) del espacio conformacional accesible.
(D-F) Mapeo conformacional del modelo de acceso alternante. Cada esfera corresponde al frame representativo
del agrupamiento. EC e IC corresponden a la apertura extracelular e intracelular respectivamente.

Para determinar un t adecuado se calcularon las escalas de tiempo implicitas (implied
timescales) en funcion del tiempo de retardo T (Anexo). A medida que t aumenta, las escalas
de tiempo mas lentas tienden a estabilizarse, lo que indica una aproximacion al régimen

markoviano. En este caso, se observa que las escalas de tiempo principales comienzan a
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mostrar un comportamiento aproximadamente estacionario a partir de valores de t cercanos

a 1500 frames.

Con base en este comportamiento, se selecciond un tiempo de retardo de 1=1500 frames para
la construccion del modelo de estados de Markov. La validez de esta eleccion fue
posteriormente evaluada mediante la prueba de Chapman—Kolmogorov (Anexo), que
compara las probabilidades de permanencia predichas por el modelo con aquellas obtenidas

directamente de las trayectorias de dindmica molecular.

Como se observa, las probabilidades estimadas por el modelo reproducen de manera
consistente la evolucién temporal observada en las simulaciones para los seis estados
metastables identificados (S1-S6), lo que respalda la consistencia interna del modelo y su

capacidad para describir la dindmica lenta del sistema en la escala temporal considerada.

Habiendo definido el lag time adecuado, las probabilidades de transicion entre microestados
fueron estimadas utilizando un lag time de 1500 pasos que se representa en la Figura 18A.
Entre las transiciones observadas, destaca la transicion desde el estado 3 hacia el estado 2
con una probabilidad de 0.32, mientras que la transicion inversa (2—3) presenta una

probabilidad menor de 0.09.

En el caso de los estados ocluidos, se observa una alta probabilidad de transicion desde el
estado 6 hacia el estado 1 (Ps—1=0.83), lo que indica una fuerte conexidn cinética entre ambos
estados. Por otra parte, se identificaron transiciones entre estados con apertura intracelular,
incluyendo la transicion desde el estado 5 hacia el estado 4 con una probabilidad de 0.54.
Asimismo, se observaron transiciones desde el estado 5 hacia el estado 1 (P5—1=0.07) y desde

el estado 4 hacia el estado 1 (P4—1=0.25).
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En conjunto, los resultados confirman una exploracion ineficiente del espacio
conformacional explorado, sin embargo, en las escalas utilizadas en este trabajo fue posible
determinar transiciones conformacionales entre conformaciones adyacentes del mecanismo
de acceso alternante. En particular, las conformaciones exofaciales y exofaciales ocluidas
presentan conectividad reducida y aparecen practicamente desacopladas de la red principal
de transiciones. En contraste, las conformaciones ocluidas y endofaciales muestran mayor
interconectividad y mayores probabilidades de transicion entre si, indicando que dominan la
dindmica observable en las escalas temporales exploradas (Figura 18B). El analisis de las
probabilidades de transicion revela ademas una asimetria cinética. En los estados exofaciales,
la transicion desde una conformacion abierta hacia una parcialmente ocluida es més probable
que el proceso inverso, lo que sugiere una tendencia hacia la oclusion parcial sin progresar
hacia estados completamente cerrados. En cambio, las conformaciones endofaciales
muestran mayor propension a transitar hacia estados ocluidos, evidenciando una preferencia

cinética por la oclusion desde configuraciones endofaciales.
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Figura 18. Red de probabilidades de transicion en la exploracion accesible.
(A) Red de transiciones del MSM proyectada sobre el plano IC/EC. Cada nodo corresponde a un microestado

de la discretizacion conformacional y el color refleja el cociente IC/EC como descriptor estructural. Las flechas
indican transiciones cinéticamente relevantes a lag time t = 1500, con sus probabilidades asociadas. E1 MSM
fue validado mediante implied timescales y test de Chapman-Kolmogorov (Anexo). La figura derecha
esquematiza la conformacion de cada microestado. (B) Aporte de esta tesis al modelo de acceso alternante. Las
simulaciones DM-GG no sesgadas caracterizan transiciones entre conformaciones exofaciales, endofaciales y
ocluidas en estado apo. El estado ocluido post-translocacion (T0) no fue accesible dentro de las escalas
temporales simuladas, consistente con la elevada barrera energética descrita en la literatura. (C) Proyeccion
metodologica. El marco cinético obtenido orienta el disefio de simulaciones futuras: el intercambio puede
abordarse con sustrato en ambos compartimentos, favoreciendo transiciones holo locales sin requerir el estado
ocluido apo, mientras que el transporte neto requiere gradientes de concentracion y unién secuencial del
sustrato. La ubicacion del sustrato emerge, asi como variable clave para determinar qué componentes del MAA
son explorables computacionalmente.
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DISCUSION

Nuestras células contienen miles de proteinas que realizan diversas funciones. El paradigma
central de la biologia estructural establecia que el plegamiento tridimensional de una proteina
esta codificado en la secuencia (Wright & Dyson, 2015). Sin embargo, con el avance de
diversas técnicas experimentales, tales como: la cristalografia de rayos X de resolucion
temporal de alto rendimiento, la criomicroscopia electronica (cryo-EM) y la resonancia
magnética nuclear (RMN), junto con técnicas complementarias como la dispersion de rayos
X de angulo pequefio (SAXS) y la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET),
fue posible resolver y obtener informacion de sistemas cada vez mas complejos, muchos de
ellos en mas de una configuracion espacial o conformacion, lo que permitié expandir esta
vision clasica hacia un cambio paradigmatico que centra el dinamismo estructural de las
proteinas en la actividad bioldgica (Jiang & Kalodimos, 2017; Kimanius et al., 2015;
Okamoto & Sako, 2017; Ourmazd, 2019). Por lo tanto, lejos de ser estructuras estaticas, ahora
estd claro que las proteinas se comportan més bien como entidades dindmicas (Henzler-
Wildman & Kern, 2007). Comprender estos cambios conformacionales es util para el disefo
de farmacos, la ingenieria de proteinas y la caracterizacion de deficiencias mecanisticas en

proteinas mutantes dada una condicion fisiopatoldgica (Orellana, 2019).

Si bien los enfoques experimentales existentes son eficientes en captar algunas de estas
conformaciones, no permiten capturar la totalidad del paisaje conformacional. Es por esto
por lo que uno de los deberes de la quimica computacional es desarrollar nuevas
metodologias que permitan dilucidar estos fendmenos conformacionales. Una de las
herramientas mas utiles es la DM, en la cual se cuantifica la disposicion espacial de los

atomos en el tiempo a partir de la integracion de las leyes de Newton; es por esto por lo que
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algunos la denominan "microscopio computacional" (Dror et al., 2012; Karplus &

McCammon, 2002).

A pesar de las positivas contribuciones de esta técnica al entendimiento de numerosos
fenomenos bioquimicos asociados a proteinas, aplicarla a la comprension de cambios
conformacionales es una tarea que requiere explorar o muestrear dichas conformaciones.
Esto parece obvio, pero ;como podemos determinar algo que no observamos? Dependiendo
del grado de reorganizacion, que puede ir desde el movimiento de unos pocos aminodcidos
hasta dominios completos, el tiempo requerido para observar dichas transiciones involucra
simulaciones en escalas entre pus - ms, e incluso segundos, lo que representa un costo

computacional elevado (Shaw et al., 2009; Sweet et al., 2013).

Aparte de estos aspectos técnicos, existe un problema de muestreo (sampling problem) que
limita la exploracion de todas las conformaciones (Orellana, 2019; Yang et al., 2019). Esto
se debe a que, en procesos biologicos mediados por proteinas, cada conformacidon ocupa un
minimo local, de forma que el paisaje energético (FEL) de un transportador de membrana,
por ejemplo, contiene multiples minimos locales separados por barreras energéticas (Costa
etal.,2015; McComas et al., 2022; Mitrovic et al., 2023). La exploracion del espacio de fases
en cada minimo local supondria entonces una perturbacion que otorgue la energia necesaria

para superar dichas barreras y asi explorar todo el paisaje conformacional.

Afortunadamente, existen variantes de la dindmica molecular que permiten explorar de forma
mas exhaustiva el espacio conformacional. Estas técnicas de mejoramiento (Enhanced
Molecular Dynamics) integran potenciales adicionales a la integraciéon numérica; ejemplos
de ellas son umbrella sampling, targeted molecular dynamics y accelerated molecular

dynamics (Govind Kumar et al., 2023; Miao et al., 2015; Schlitter et al., 1994). Sin embargo,
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al introducir un potencial externo en la exploracion, no queda claro si las conformaciones
determinadas existen en el equilibrio quimico. Por otro lado, otra estrategia para la
exploracion conformacional consiste en disminuir los grados de libertad del sistema,
reduciendo asi el costo computacional de las simulaciones. En el presente trabajo se utilizd
simulaciones de Dinamica Molecular de Grano Grueso (DM-GG) para responder a la
pregunta: /es posible muestrear transiciones conformacionales en el transportador de fructosa
de Rattus norvegicus (rGLUTY) a partir del monitoreo de los reordenamientos globales? La
eleccion de esta técnica, por sobre otras de mejoramiento del muestreo, radica en el interés
por observar el fendmeno de acceso alternante en condiciones de equilibrio, evitando
introducir sesgos. Ademas, la accesibilidad computacional de la técnica permite reducir los
grados de libertad del sistema y, con ello, el costo computacional asociado (Klein et al.,

2023).

La eleccion de rGLUTS no fue arbitraria, y se justifica por los siguientes argumentos. El
primero es su relevancia fisioldgica: su asociacion con trastornos metabolicos como
obesidad, diabetes tipo 2 y cancer lo posiciona como un modelo adecuado para estudios
conformacionales (Barone et al., 2009; Groenendyk et al., 2022; Wang et al., 2020). El
segundo se debe a la disponibilidad de informacion estructural. La superfamilia de
facilitadores principales (MFS), en particular los miembros de la familia Sugar Porter (SP),
se caracteriza por agrupar transportadores en multiples conformaciones, lo que facilito el
modelamiento comparativo de las conformaciones que explican el modelo de acceso
alternante: exofacial, exofacial ocluida, ocluida, endofacial ocluida y endofacial (Drew et al.,
2021). En tercer lugar, se eligio rGLUTS por sobre otros transportadores porque una pregunta

similar a la de este trabajo fue planteada por el equipo de Sarah E. McComas, quienes la
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respondieron desde otra aproximacién metodologica, acoplando el string method with
swarms of trajectories al muestreo conformacional con targeted molecular dynamics en

rGLUTS (McComas et al., 2022).

Es importante mencionar que, a pesar de ser una pregunta similar, existen matices diferentes.
Para el equipo de McComas, la pregunta especifica fue: ;como podria ocurrir la transicion
entre dos estados conocidos?, mientras que este trabajo plantea: ;como es la exploracion
conformacional de cada conformacion en simulaciones que no introducen sesgos? Una
segunda aclaracion metodologica corresponde a la justificacion del uso de modelos de estado
de Markov como método estocastico para observar transiciones conformacionales (Nagel &
Stock, 2023). A diferencia de otras técnicas de reconstruccion, como el string method with
swarms of trajectories, los modelos de estados de Markov no identifican caminos de
transicion de minima energia dados dos estados; su aplicacion es mas modesta: dadas dos
conformaciones (i, j), (cudl es la probabilidad de llegar a j estando previamente en la
conformacion i? Esto se ajusta a la metodologia de grano grueso, ya que la precision con que
se calcula la energia libre en este nivel de representacion no es la adecuada: al agrupar varios
grados de libertad en un solo sitio de interaccion, calcular energia libre en esta topologia seria

formalmente incorrecto.

Respecto a los resultados, el presente trabajo corrobord la utilidad de las aperturas
intracelulares y extracelulares como descriptores globales capaces de discriminar
conformaciones en el modelo de acceso alternante para todos los transportadores de la familia
SP. Si bien esta aproximacion es ttil para la clasificacion de conformaciones en topologia de
grano grueso, podria resultar una limitante por si sola para cuantificar energias libres en

sistemas atomisticos. Esta limitacion se debe a que la caracterizacion de las barreras
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energéticas entre estados metaestables requiere coordenadas colectivas adicionales, capaces
de distinguir con mayor resolucion entre conformaciones estructuralmente similares, pero

cinéticamente distintas.

En este contexto, estudios recientes han abordado este desafio de manera mas explicita. Un
trabajo publicado en 2023 combiné anélisis de coevolucion con herramientas de aprendizaje
automatico para identificar contactos estructurales especificos de estado que median los
cambios conformacionales en GLUTS, demostrando que la topologia del paisaje energético
esta determinada en gran medida por redes de interacciones locales dependientes del estado
conformacional. En particular, este estudio identificd contactos estructurales criticos que no
pueden capturarse mediante descriptores geométricos globales. Entre los mas relevantes se
encuentran: (1) la red de puentes salinos entre las hélices TM4-TMI10b, cuya ruptura
progresiva es determinante para la transicion desde el estado ocluido al estado de cara interna;
(2) las interacciones entre TM7b y TM1, que coevolucionaron para estabilizar el estado
ocluido mediante el contacto entre Tyr297-Asn40, residuos que modulan el cierre
extracelular; y (3) los contactos entre TM5-TMS, que estabilizan las conformaciones de cara
externa a través de interacciones especificas como Asnl57-Glu337. Estas interacciones
representan eventos moleculares discretos cuya presencia o ausencia define la identidad
funcional de cada estado conformacional, y que permanecen invisibles para coordenadas

colectivas basadas tinicamente en distancias de apertura global.

En linea con el trabajo de Mitrovic et al. (2023), en esta tesis se evalud la incorporacion de
dichos contactos estructurales con el fin de mejorar la discriminacion del paisaje
conformacional; sin embargo, su implementacion se vio limitada por la falta de

disponibilidad publica de los algoritmos y modelos utilizados en el estudio original. La
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aplicacion de este enfoque habria requerido el desarrollo y entrenamiento de modelos
supervisados adicionales, como redes neuronales convolucionales para clasificacion de
estados conformacionales y maquinas de soporte vectorial (SVM) para la extraccion de
contactos especificos de estado (Mitrovic et al., 2023), lo que excedia los objetivos y el

alcance metodoldgico de esta tesis.

No obstante, esta limitacion abre una linea concreta de trabajo futuro. Una propuesta
metodologicamente viable consistiria en incorporar como variables colectivas adicionales las
distancias minimas entre los pares de residuos identificados por Mitrovic et al. (2023) como
criticos para cada transicion conformacional, especificamente los contactos TM4—-TM10b
para la transicion ocluida—endofacial ocluida, los contactos TM7b—TM1 para la
estabilizacion del estado ocluido, y los contactos TM5—-TMS para la discriminacion de la
conformacion exofacial. Estas variables colectivas basadas en contactos locales podrian
combinarse con los descriptores geométricos globales ya empleados en esta tesis,
permitiendo una caracterizacion mas precisa de las barreras energéticas entre estados y una

estimacion mas robusta del paisaje de energia libre a lo largo del ciclo de transporte completo.

Un segundo resultado relacionado con la exploracion conformacional mediante grano grueso
es la ausencia de la transicion completa del modelo de acceso alternante. En particular,
utilizando simulaciones de 3 us fue posible observar transiciones conformacionales
espontaneas entre estados adyacentes del ciclo: los modelos de estados de Markov
identificaron seis microestados, con transiciones predominantes entre conformaciones
exofaciales y exofaciales ocluidas, y entre conformaciones ocluidas y endofaciales, con
probabilidades de hasta 0.83 entre subestados ocluidos y 0.32 entre estados exofaciales. A

pesar de haberse extendido la duracion de las simulaciones, acoplando un termostato middle
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para capturar con mayor precision las energias cinéticas y, por tanto, las posiciones
cartesianas de los atomos en el sistema, no fue posible observar transiciones entre
conformaciones ubicadas en los extremos del modelo de acceso alternante, de forma que las
conformaciones exofaciales quedan 'desconectadas' de las conformaciones ocluidas y, ain
mas, de las endofaciales. Esta observacion es consistente con estudios de energia libre que
muestran que, en ausencia de sustrato, el estado exofacial de GLUTS se ubica en un pozo
energético menos profundo, separado por barreras energéticas elevadas de los estados
ocluidos y endofaciales (McComas et al., 2022). Este comportamiento difiere del observado
en presencia de fructosa, donde las barreras energéticas disminuyen y los estados exofaciales
se conectan, facilitando el cambio conformacional de acuerdo con el modelo de acceso
alternante (Ebert et al., 2018; McComas et al., 2022; Mitrovic et al., 2023; Rana et al., 2022).
Lo anterior pareciera ser propio de los facilitadores, ya que se han observado
comportamientos similares en otros miembros de la familia SP, reportados para XylE y
GLUT1 mediante técnicas que introducen sesgo (Jia et al., 2020; Liu et al., 2024; Martens
etal., 2018). Desde esta perspectiva, la ausencia de conectividad contintia observada en este

trabajo no contradice el mecanismo funcional de GLUTS, sino que es consistente con la

dinamica conformacional esperada para el estado apo del transportador.

Afortunadamente, durante la ejecucion de este trabajo se disefid una metodologia
automatizada que involucra el modelamiento de conformaciones, el ensamble en topologia
de grano grueso y la ejecucion de simulaciones para el muestreo conformacional. Esto
permite que el disefio y la ejecucion de simulaciones futuras sea rapida y accesible. Una de
estas podria ser la simulacion considerando sustratos; sin embargo, esto depende de las

preguntas que se intenten responder. Incorporar el sustrato no debe ser un esfuerzo orientado
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a forzar transiciones superando la barrera energética, sino una oportunidad para cuestionar el
mecanismo de transporte: ;coOmo cambia la estabilidad de los estados?, ;como se acopla la
union del sustrato con el cambio conformacional?, ;la selectividad al sustrato depende de la
conformacion?, ;el mecanismo de transporte difiere cuando existe diferencia de potencial
quimico respecto a cuando el sistema se encuentra en equilibrio? En la préctica, esto podria
significar estudiar el transporte neto, en donde el mecanismo de acceso alternante involucra
al menos cinco conformaciones. En cambio, en el intercambio acelerado, que ocurre cuando
los potenciales quimicos se encuentran en equilibrio, se trataria de determinar si la presencia
simultdnea de sustrato favorece transiciones conformacionales que no requieran el retorno
del transportador vacio (Domene et al., 2025; Iglesias-Fernandez et al., 2017; Naftalin, 2018).
Es importante aclarar que el intercambio acelerado no indica incompatibilidad con el modelo
de acceso alternante, sino que cuestiona el mecanismo secuencial de las transiciones

conformacionales (exofacial — ocluida — endofacial — ocluida — exofacial).

Otra proyeccion relevante de este trabajo se relaciona con la composicion lipidica de la
membrana. Los sistemas simulados consideran una bicapa simplificada compuesta
exclusivamente por fosfatidilcolina (POPC), un fosfolipido de carga neta neutra, lo cual
constituye una aproximacion ampliamente utilizada en estudios computacionales de
proteinas de membrana (Martens et al., 2018). Sin embargo, la membrana intestinal donde se
expresan los transportadores GLUTS presenta una composicion significativamente mas
compleja, incluyendo glucolipidos, colesterol, esfingomielina y fosfatidilserina. La evidencia
experimental sugiere que esta complejidad lipidica no es meramente estructural, sino que
cumple un rol funcional clave. En particular, estudios en liposomas reconstituidos han

demostrado que GLUTS es activo inicamente dentro de un rango especifico de fluidez de
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membrana, y que altas concentraciones de fosfolipidos cargados negativamente, como la
fosfatidilserina, pueden inducir un “arresto” del transportador en una conformacion

endofacial (Suades et al., 2023).

En este contexto, resulta relevante proyectar la incorporacién de modelos de membrana mas
complejos en futuras simulaciones, que incluyan componentes como colesterol,
esfingomielina, fosfatidilserina y glucolipidos en proporciones representativas del entorno
intestinal. Este enfoque permitiria evaluar de manera mas precisa el impacto de la
composicion lipidica sobre la estabilidad conformacional y la dindmica del transportador,

avanzando hacia una descripcion mas fisiologicamente realista del mecanismo de transporte.

Finalmente, si bien la DM-GG permiti6 reducir significativamente el costo computacional y
explorar transiciones globales entre conformaciones adyacentes, esta aproximacion implica
limitaciones inherentes respecto dindmicas moleculares atomisticas. La reduccion de los
grados de libertad mediante la agrupacion de 4&tomos en sitios de interaccion (beads) conlleva
una pérdida de resolucion quimica que dificulta la caracterizacion precisa de las interacciones
locales que definen los cambios conformacionales, tales como puentes de hidrogeno e
interacciones electrostaticas. Para superar estas limitaciones, una estrategia metodoldgica
seria el uso de simulaciones de retromapeado (backmapping), en las que se recupera la
informacion atdmica a partir de la geometria de los beads, permitiendo refinar la descripcion
de las interacciones locales y calcular energias libres con mayor precision (Machado et al.,

2016).
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CONCLUSION

El principal aporte de este trabajo es el desarrollo de una metodologia automatizada y
reproducible para ensamblar, parametrizar y simular conformaciones del modelo de acceso
alternante en transportadores de la familia SP, aplicada aqui a rGLUTS. Este marco integra
modelamiento comparativo, ensamble en topologia de grano grueso y simulaciones de DM-
GG con modelos de estados de Markov, y estd disefiado para ser transferible a otros

miembros de la familia sin modificaciones sustanciales al protocolo.

La representacion en topologia CG redujo el nimero de particulas del sistema en un 86.9%,
extendiendo las escalas temporales accesibles sin modificar el Hamiltoniano del sistema ni
introducir fuerzas externas. En simulaciones de 3 ps fue posible observar transiciones
conformacionales espontaneas entre estados adyacentes del ciclo: los modelos de estados de
Markov identificaron seis microestados, con transiciones predominantes entre
conformaciones exofaciales y exofaciales ocluidas, y entre conformaciones ocluidas y
endofaciales, con probabilidades de hasta 0.83 entre subestados ocluidos y 0.32 entre estados
exofaciales. Las conformaciones exofaciales y endofaciales, sin embargo, aparecieron

desacopladas entre si, sin conectividad cinética continua a lo largo del ciclo completo.

La extension de las simulaciones a 5 ps y la incorporacion del integrador middle no
produjeron mejoras observables en la exploracion conformacional: los rangos de apertura de
las compuertas variaron menos de 0.3 A respecto a las simulaciones de 3 us y el niimero
efectivo de muestras independientes no aumentd. Esto indica que la restriccidn no es
temporal sino energética: en ausencia de sustrato, las barreras cinéticas entre los estados

extremos del ciclo no son superadas bajo dinamica no sesgada, comportamiento consistente
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con el paisaje energético reportado para el estado apo de rGLUTS y otros miembros de la

familia SP.

En conjunto, la hipotesis se acepta de manera parcial: las simulaciones de grano grueso
capturan transiciones globales entre conformaciones adyacentes, pero no logran reconstruir
el ciclo conformacional completo en ausencia de sustrato. El marco metodologico
desarrollado sienta las bases para incorporar sustrato explicito y descriptores
conformacionales de mayor resolucion en trabajos futuros, avanzando hacia una descripcion

completa del mecanismo de transporte de rGLUTS.
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GLOSARIO

Acceso alternante, modelo de (MAA): modelo conceptual que describe el mecanismo de
transporte de solutos a través de la membrana mediante transiciones secuenciales entre
conformaciones que exponen el sitio de union alternativamente hacia el exterior celular
o el citoplasma, sin acceso simultaneo desde ambos lados.

Antiportador: proteina transportadora que media el intercambio acoplado de dos solutos
en direcciones opuestas a través de la membrana.

Bead: particula efectiva utilizada en simulaciones de grano grueso que representa un
conjunto de atomos con propiedades fisicoquimicas colectivas similares.

Block averaging (promediado por bloques): método estadistico que evalua la
convergencia de una simulacion dividiendo la trayectoria en bloques de tamafio creciente
y analizando la estabilidad de la desviacion estdndar entre bloques. Permite estimar el
tiempo de autocorrelacion integrado y el nimero efectivo de muestras independientes.
Campo de fuerza (force field): conjunto de funciones matematicas y parametros
empiricos que describen las interacciones interatomicas o entre beads en una simulacioén
de dinamica molecular, incluyendo términos enlazantes y no enlazantes.
Chapman-Kolmogorov: Prueba de validacion de los modelos de estados de Markov que
compara las probabilidades de transicion predichas por el modelo con las observadas
directamente en las trayectorias de simulacion a distintas escalas temporales.

Clustering geométrico basado en densidad: algoritmo de agrupamiento que identifica
microestados del espacio conformacional utilizando regiones de alta densidad como

semillas, sin requerir un niimero inicial de grupos. Permite aprovechar la naturaleza
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jerarquica del paisaje de energia libre para identificar estados separados por barreras
energéticas.

Conformacién endofacial: estado conformacional de un transportador en el que el sitio
de union al sustrato esta orientado hacia el citoplasma.

Conformacion exofacial: estado conformacional de un transportador en el que el sitio de
union al sustrato estd orientado hacia el espacio extracelular.

Conformacioén ocluida: estado conformacional intermedio del modelo de acceso
alternante en el que el sitio de union queda inaccesible desde ambos lados de la
membrana.

Coordenadas colectivas (CVs, collective variables): variables de baja dimensionalidad
que describen los grados de libertad lentos y funcionalmente relevantes de un sistema
biomolecular, como desplazamientos relativos entre dominios o distancias entre
compuertas. Permiten proyectar la dindmica sobre un espacio reducido e interpretable.
DOPE (Discrete Optimized Protein Energy): potencial estadistico basado en
distribuciones de distancias interatdmicas derivadas de estructuras cristalogréficas,
utilizado para evaluar la calidad estructural de modelos proteicos generados por
modelamiento comparativo. Valores mas negativos indican mayor coherencia estructural.
Dinédmica molecular (DM): técnica computacional que simula el movimiento de los
atomos de un sistema integrando numéricamente las ecuaciones de movimiento de
Newton en funcion del tiempo, permitiendo describir la evolucién microscopica del
sistema.

Dinamica molecular de grano grueso (DM-GG): variante de la dindmica molecular en la

que multiples atomos se agrupan en particulas efectivas denominadas beads, reduciendo
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los grados de libertad del sistema y extendiendo las escalas temporales accesibles sin
modificar el Hamiltoniano ni introducir fuerzas externas.

Dinamica molecular dirigida (SMD, Steered Molecular Dynamics): simulacion fuera del
equilibrio que impone un potencial armoénico movil sobre una coordenada de reaccion
definida a priori, forzando al sistema a recorrer regiones del espacio conformacional que
no visitaria espontaneamente.

Dindmica molecular dirigida (TMD, Targeted Molecular Dynamics): simulacion fuera
del equilibrio que sesga el sistema mediante una métrica global de similitud respecto a
una conformacion final conocida, facilitando la exploracion de reordenamientos de gran
escala.

Ensamble NPT: condiciones de simulacioén en las que el nimero de particulas (N), la
presion (P) y la temperatura (T) se mantienen constantes, correspondiente al ensamble
isotérmico-isobarico.

Espacio conformacional: conjunto de configuraciones estructurales accesibles a una
proteina, determinado por su paisaje de energia libre.

Espacio de fases: espacio matematico de dimension 6N definido por las posiciones y
momentos de todos los 4&tomos de un sistema, cuya exploracion describe la evolucion
microscopica del sistema durante una simulacion.

Estado apo: estado de una proteina en ausencia de sustrato.

Familia de los trasportadores de azucares (SP, Sugar Porter): familia de transportadores
de la superfamilia MFS clasificada como TC 2.A.1.1, que incluye los transportadores de
hexosas GLUT. Se distingue del resto de MFS por la presencia del motivo SP formado

por hélices intracelulares conservadas.
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GLUTS (SLC2AS): transportador facilitador de fructosa perteneciente a la familia SP,
expresado predominantemente en intestino delgado. Clasificado como TC 2.A.1.1.13 en
TCDB. Ha sido vinculado a obesidad, diabetes tipo 2 y sobreexpresion tumoral.
Granularidad: grado de agrupamiento atdémico en un modelo de grano grueso. A mayor
granularidad, més atomos se agrupan en cada bead y menor es el detalle estructural
conservado; a menor granularidad, la representacion se acerca mas a la descripcion
atomistica.

Hamiltoniano: funcion matematica que describe la energia total de un sistema como la
suma de la energia cinética y la energia potencial.

HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee): organismo que organiza las proteinas
del genoma humano segun criterios de nomenclatura e interpretacion fisioldgica.
HMMs (Hidden Markov Models, modelos ocultos de Markov): modelos estadisticos
utilizados por Pfam para identificar dominios proteicos conservados mediante
alineamientos multiples de secuencias.

Implied timescales (escalas de tiempo implicitas): escalas temporales caracteristicas
asociadas a los modos dindmicos mas lentos de un sistema, utilizadas para determinar el
lag time adecuado en la construcciéon de modelos de estados de Markov.

Integrador middle: integrador en el que el termostato de Langevin se aplica en el centro
del paso de integracion, sobre velocidades que ya incorporan las fuerzas fisicas del
sistema, produciendo distribuciones estadisticas mas cercanas al ensamble canonico
correcto.

Lag time (tiempo de retardo, t): intervalo temporal utilizado en la construccion de
modelos de estados de Markov para estimar las probabilidades de transicion entre

estados, seleccionado cuando las escalas de tiempo implicitas del sistema se estabilizan.
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Microestado: agrupacion discreta de configuraciones estructurales similares identificada
mediante clustering en el espacio de coordenadas colectivas, utilizada como unidad
basica en la construccion de modelos de estados de Markov.

Modelamiento comparativo: método de prediccion de estructura proteica que construye
un modelo tridimensional a partir de la homologia con estructuras experimentales
conocidas utilizadas como plantillas.

MODELLER: programa de modelamiento comparativo utilizado para generar modelos
estructurales tridimensionales de proteinas a partir de alineamientos con plantillas
experimentales.

Modelos de estados de Markov (MSM, Markov State Models): marco estadistico que
describe la dindmica conformacional de un sistema mediante probabilidades de transicion
entre estados metaestables discretizados, asumiendo que la evolucion futura del sistema
depende unicamente del estado presente.

Ner (numero efectivo de muestras independientes): estimacion del numero de
configuraciones estadisticamente independientes en una trayectoria de dindmica
molecular, calculado a partir del tiempo de autocorrelacion integrado. Un Negr mayor
indica un muestreo mas eficiente del espacio conformacional.

Paisaje de energia libre (FEL, Free Energy Landscape): representacion de la energia libre
del sistema en funcién de coordenadas colectivas, en la que los minimos locales
corresponden a estados conformacionales estables y las barreras entre ellos determinan
las tasas de transicion.

PACKMOL-Memgen: herramienta utilizada para ensamblar proteinas en bicapas

lipidicas y construir sistemas de simulacion proteina-membrana.
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Pfam (Protein Families Database): base de datos que agrupa proteinas por dominios
estructurales conservados, identificados mediante alineamientos multiples y modelos
ocultos de Markov.

POPC (palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina): fosfolipido utilizado para construir la bicapa
lipidica en los sistemas de simulacion de esta tesis.

Problema de muestreo (sampling problem): limitacion de las simulaciones de dindmica
molecular para explorar todo el espacio conformacional relevante, consecuencia de las
barreras cinéticas que separan los estados metaestables y de la brecha entre las escalas
temporales del sistema y las accesibles computacionalmente.

PROPKA: método utilizado para predecir los estados de protonacion de los residuos
ionizables de una proteina a pH fisiolégico.

rGLUTS: isoforma del transportador GLUTS5 de Rattus norvegicus, utilizada en este
trabajo como modelo de estudio del mecanismo de acceso alternante en transportadores
de azucares.

Rocker-switch: mecanismo de acceso alternante en el que los dominios N- y C-terminal
del transportador se balancean coordinadamente alrededor de un eje que atraviesa el sitio
de unién, exponiendo la cavidad alternativamente hacia el exterior o el citoplasma. Es el
mecanismo caracteristico de los transportadores SP.

SIRAH (Southamerican Initiative for a Rapid and Accurate Hamiltonian): campo de
fuerza de grano grueso que adapta el esquema de mapeo a la naturaleza fisicoquimica de
cada residuo, priorizando la conservacion de la topologia molecular y la geometria
estructural. Incluye parametrizacién para proteinas, lipidos, acidos nucleicos, agua e

10nes.
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Simportador: proteina transportadora en la que el ingreso del sustrato se acopla al de un
ion, generalmente un protdn, en la misma direccion.

Superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily, Superfamilia de Facilitadores
Principales): superfamilia de transportadores de membrana con origen evolutivo
estimado en mas de 3.000 millones de afios, presente en bacterias, arqueas y eucariotas,
que opera mediante uniporte, simporte y antiporte y transporta una amplia variedad de
sustratos.

TCDB (Transporter Classification Database): base de datos respaldada por la [UBMB
que clasifica transportadores de membrana integrando criterios funcionales,
mecanisticos, topologicos y filogenéticos en una jerarquia de cinco niveles comparable a
la clasificacion EC de las enzimas.

TM-align: herramienta de alineamiento estructural de proteinas basada en la puntuacion
TM-score, utilizada en esta tesis para alinear rGLUTS con las plantillas estructurales de
cada conformacion.

TNt (tiempo de autocorrelacion integrado): medida de la correlacion temporal en una
trayectoria de dindmica molecular que indica cuantos pasos deben transcurrir para
obtener una muestra estadisticamente independiente. Valores elevados de Tt indican
que el sistema explora lentamente el espacio conformacional, reduciendo la eficiencia
estadistica del muestreo.

Uniportador: proteina transportadora que facilita el desplazamiento pasivo de un soluto

a favor de su gradiente electroquimico sin acoplamiento a otras especies.
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte estructural MolProbity para conformacion exofacial

Obtenido (%) Ideal (%)
Poor rotamers 1.51 <0.3
Favored rotamers 92.95 <98
Ramachandran outliers 0.43 <0.05
Ramachandran favored 97.84 >98
CB deviations >0.25A 0.00 0
Bad bonds 0.05 0
Bad angles 1.14 <0.1
Cis Prolines 0.00 <5
CaBLAM outliers 0.60 <1.0
CA Geometry outliers 0.00 <0.5

Anexo 2. Reporte estructural MolProbity para conformacion exofacial ocluida

Obtenido (%) Ideal (%)
Poor rotamers 1.76 <0.3
Favored rotamers 91.18 <98
Ramachandran outliers 0.86 <0.05
Ramachandran favored 97.62 >98
CB deviations >0.25A 2.06 0
Bad bonds 0.08 0
Bad angles 1.59 <0.1
Cis Prolines 0.00 <5
CaBLAM outliers 1.5 <1.0
CA Geometry outliers 0.64 <0.5
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Anexo 3. Reporte estructural MolProbity para conformacion ocluida

Obtenido (%) Ideal (%)
Poor rotamers 4.53 <0.3
Favored rotamers 87.91 <98
Ramachandran outliers 1.51 <0.05
Ramachandran favored 92.44 >98
CB deviations >0.25A 3.67 0
Bad bonds 0.00 0
Bad angles 1.49 <0.1
Cis Prolines 0.00 <5
CaBLAM outliers 3.6 <1.0
CA Geometry outliers 1.06 <0.5

Anexo 4. Reporte estructural MolProbity para conformacion endofacial ocluida

Obtenido (%) Ideal (%)
Poor rotamers 2.54 <0.3
Favored rotamers 87.31 <98
Ramachandran outliers 1.54 <0.05
Ramachandran favored 93.83 >98
CB deviations >0.25A 2.06 0
Bad bonds 0.00 0
Bad angles 1.33 <0.1
Cis Prolines 0.00 <5
CaBLAM outliers 3.2 <1.0
CA Geometry outliers 1.91 <0.5

Anexo 5. Reporte estructural MolProbity para conformacion endofacial

Obtenido (%) Ideal (%)
Poor rotamers 4.04 <0.3
Favored rotamers 90.40 <98
Ramachandran outliers 0.87 <0.05
Ramachandran favored 95.01 >98
CB deviations >0.25A 0.23 0
Bad bonds 0.03 0
Bad angles 1.36 <0.1
Cis Prolines 0.00 <5
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CaBLAM outliers 3.0 <1.0
CA Geometry outliers 1.70 <0.5

Anexo 6. Estadisticos descriptivos de las aperturas intracelular (IC) y extracelular (EC)
por conformacion DM-GG 3 ps

EC= Distancia Extracelular. IC = Distancia Intracelular. *representa la media y su desviacion estandar calculadas por el
método del bloque

Conformacion *promedio EC EC rango (A) *promedio IC IC rango
(A) (A) (A)
Exofacial 18.70 £ 0.51 13.89-24.88 12.99 £ 0.07 11.27-17.00
Exofacial 14.89 £0.12 11.75-17.35 14.17 £0.32 10.16-16.39
Ocluida
Ocluida 10.98 + 0.14 8.65-13.38 11.01 £0.17 7.82-12.78
Endofacial 11.36 £0.19 9.18-14.24 13.60 £ 0.27 10.93-16.27
Ocluida
Endofacial 11.15+£0.22 8.69-14.38 11.97 £0.23 9.59-15.77

Anexo 7. Comparacion de aperturas entre promediados de simulaciones (3p) y sus

respectivas plantillas estructurales (controles).
*Corresponden a las medias de los controles AEC = Diferencia entre la media de la simulacion y controles

Conformacion ~ EC (A)*  ECsim (A) AEC (A) 1IC(A)* ICsim(A) AIC(A)
Exofacial 20.30 18.70 —1.60 10.93 12.99 +2.06
Exofacial 12.34 14.89 +2.55 10.48 14.17 +3.69

Ocluida
Ocluida 9.78 10.98 +1.20 10.98 11.01 ~0
Endofacial 9.31 11.36 +2.05 12.68 13.60 +0.92
Ocluida
Endofacial 9.95 11.15 +1.20 12.51 11.97 -0.54
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Anexo 8. Comparacion de rangos de aperturas entre simulaciones 3us y Sps
*Corresponden a simulaciones 3ps. **Corresponden a simulaciones Sus

Conformacion  EC rango (A)*  IC rango (A)*  EC rango (A)** IC rango (A)**

Exofacial 13.89-24.88 11.27-17.00 14.83-23.95 11.02-15.97
Ocluida 8.65-13.38 7.82—-12.78 8.10-13.94 9.61-14.28
Endofacial 8.69-14.38 9.59-15.77 8.40-12.42 10.83-15.09
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Anexo 9. Analisis de convergencia en conformacion exofacial. Se muestran los resultados del analisis de
block averaging y autocorrelacién para las distancias exofacial (EC, naranja) e intracelular (IC, azul).
(A) Serie temporal de las distancias EC e IC. Las lineas punteadas representan al valor de cada variable del
cristal (B) Valor del peor bloque para distintos tamafios de bloque, mostrando la maxima desviacion respecto
al promedio. (C) Error estdndar de la media calculado como funcion del tamafio de bloque. (D) Funcion de

102



autocorrelacion para EC ¢ IC. La leyenda incluye el tiempo de autocorrelacion estimado (1) y el nimero efectivo
de observaciones Ner.
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Anexo 10. Analisis de convergencia en conformacion exofacial ocluida. Se muestran los resultados del
analisis de block averaging y autocorrelacion para las distancias exofacial (EC, naranja) e intracelular
(IC, azul). (A) Serie temporal de las distancias EC e IC. Las lineas punteadas representan al valor de cada
variable del cristal (B) Valor del peor bloque para distintos tamafios de bloque, mostrando la maxima desviacion
respecto al promedio. (C) Error estandar de la media calculado como funcién del tamafio de bloque. (D) Funcion
de autocorrelacion para EC e IC. La leyenda incluye el tiempo de autocorrelacion estimado (t) y el nimero
efectivo de observaciones Neff.

103



A: Serie temporal B: Peor bloque
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Anexo 11. Analisis de convergencia en conformacion ocluida. Se muestran los resultados del analisis de
block averaging y autocorrelacion para las distancias exofacial (EC, naranja) e intracelular (IC, azul).
(A) Serie temporal de las distancias EC e IC. Las lineas punteadas representan al valor de cada variable del
cristal (B) Valor del peor bloque para distintos tamafios de bloque, mostrando la méxima desviacion respecto
al promedio. (C) Error estdndar de la media calculado como funcion del tamaifio de bloque. (D) Funcion de
autocorrelacion para EC e IC. La leyenda incluye el tiempo de autocorrelacion estimado (1) y el nimero efectivo
de observaciones Neff.
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A: Serie temporal B: Peor bloque
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Anexo 12. Analisis de convergencia en conformacion endofacial ocluida. Se muestran los resultados del
analisis de block averaging y autocorrelacion para las distancias exofacial (EC, naranja) e intracelular
(IC, azul). (A) Serie temporal de las distancias EC e IC. Las lineas punteadas representan al valor de cada
variable del cristal (B) Valor del peor bloque para distintos tamafios de bloque, mostrando la maxima desviacion
respecto al promedio. (C) Error estandar de la media calculado como funcién del tamaiio de bloque. (D) Funcion
de autocorrelacion para EC e IC. La leyenda incluye el tiempo de autocorrelacion estimado (1) y el nimero
efectivo de observaciones Neff.
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Anexo 13. Analisis de convergencia en conformacion endofacial. Se muestran los resultados del analisis
de block averaging y autocorrelacion para las distancias exofacial (EC, naranja) e intracelular (IC, azul).
(A) Serie temporal de las distancias EC e IC. Las lineas punteadas representan al valor de cada variable del
cristal (B) Valor del peor bloque para distintos tamafios de bloque, mostrando la maxima desviacion respecto
al promedio. (C) Error estdndar de la media calculado como funciéon del tamaifio de bloque. (D) Funcién de
autocorrelacion para EC e IC. La leyenda incluye el tiempo de autocorrelacion estimado (t) y el nimero efectivo
de observaciones Neff.
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Anexo 14. Validacion del modelo de estados de Markov (MSM). (A) Escalas de tiempo implicitas (implied
timescales) calculadas en funcién del tiempo de retardo 1. La convergencia progresiva de las escalas de tiempo
mas lentas al aumentar t indica la aproximacion al régimen markoviano y permite identificar un rango adecuado
de tiempos de retardo para la construccion del MSM. (B) Prueba de Chapman—Kolmogorov para los seis estados
metastables identificados (S1-S6). Se muestra la comparacién entre las probabilidades de permanencia
obtenidas directamente de las trayectorias de dindmica molecular (MD, azul) y las predichas por el modelo de
Markov construido con T = 1500frames (naranja). La concordancia entre ambas curvas respalda la consistencia
interna del modelo y su capacidad para reproducir la dinamica lenta del sistema en la escala temporal

considerad

a.
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