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Prefacio

El problema del plegamiento de proteinas, esto es, descubrir el mecanismo
por el cual la secuencia de aminoacidos determina su estructura plegada (estado
nativo), y por lo tanto, su funcién biolégica, constituye uno de los principales
desafios pendientes para la Biologia Molecular y la Biofisica de este siglo.

Entender el principio que lleva a una proteina a su plegamiento nativo en
condiciones fisiolégicas normales, posee muchisimo interés para ramas del
conocimiento tales como: la Biologia, la Medicina o la Farmacologia. Sus
consecuencias sobre los diversos aspectos de la vida del hombre en nuestro
planeta, algunas inimaginables a esta altura de nuestro saber, pueden ser
verdaderamente muy significativas.

Por la importancia e interés que presenta este problema, en los ultimos
afios, se han utilizado las mas diversas herramientas para abordarlo, tanto
experimentales como tedricas. Desde el punto de vista tedrico, el arsenal de
enfoques, técnicas y métodos utilizados con ese fin es vastisimo. Por la
complejidad que presenta, la mayoria se basa en célculos numéricos mas que
analiticos y hacen un intensivo uso de computadoras, cuyas velocidades y
memorias son cada vez mayores.

Algunas de las dificultades encontradas, se ponen de manifiesto en las
“paradojas” que el plegamiento de las proteinas presenta. La mas conocida es la
planteada por Levinthal, segun la cual, si la proteina hiciera una busqueda
exhaustiva por el espacio de configuraciones hasta encontrar la correspondiente
al minimo absoluto de energia libre, el tiempo que le requeriria alcanzar su
estructura nativa desde el momento en que se sintetiza, seria enorme (del orden
de la edad del Universo).

Para resolver esta paradoja, se ha propuesto que la proteina, al plegarse,
sigua un “camino” que la conduzca a la estructura nativa; y este camino, habria
guedado definido por una apropiada seleccion de secuencias de aminoacidos
ocurrida a lo largo de la evolucién.

Sin embargo, esto lleva a una segunda paradoja: ¢Como fueron

seleccionadas a lo largo de la evolucion las secuencias de proteinas cuyas



estructuras nativas cumplen con la funcion biolégica necesaria? El nimero de

secuencias posibles para una proteina de longitud 100 es 20'®

, esto significa que
no todas las proteinas pudieron formarse. Nuevamente resulta imposible pensar
gue se haya recorrido el espacio de secuencias completo antes de encontrar a
aquellas apropiadamente plegadas.

En general, en los estudios tedrico—computacionales se han usado dos tipos
de modelos: los llamados fenomenoldgicos, que contemplan el paisaje energético
globalmente sin tener en cuenta los detalles atdmicos, y los atdbmicos que
consideran el conjunto completo de atomos que constituyen a la molécula de
proteina. Dentro de este Ultimo tipo de estudio podemos distinguir al menos dos
lineas: (a) modelado por comparacion, y (b) predicciones ab-initio.

En el primer caso, para una dada secuencia de estructura desconocida se
buscan patrones en un banco de estructuras de proteinas (Protein Data Bank).
Luego se confeccionan listas de la tendencia de los diferentes aminoacidos a
formar parte de las distintas estructuras secundarias en las conformaciones
nativas de esas proteinas, y se intenta ensamblar las estructuras secundarias
predichas en estructuras terciarias, de manera que sea consistente con ciertos
requisitos, tales como: una alta densidad de empaquetamiento, un centro no
polar, y algunas otras restricciones caracteristicas de las proteinas.

En los métodos de prediccion ab-initio se procura alcanzar la estructura de
una secuencia dada a partir del conocimiento de las funciones de energia entre
diversos atomos o grupos de atomos, es decir, de los campos de fuerzas. En
algunos estudios, este conocimiento se complementa con la suposicion
simplificadora de que los grupos de atomos pueden ocupar solamente los sitios
de una red. EI caso mas general en el cual los atomos pueden, en principio,
ocupar en forma continua las distintas regiones del espacio, requiere de mayor
potencia de célculo.

Los cédigos computacionales conocidos como GROMOS vy el mas reciente
GROMACS, son ejemplos de programas disefiados para seguir este enfoque. En
ambos casos pueden simularse moléculas de interés biolégico en general, y

polipéptidos en particular, definiendo sus atomos o grupos de atomos, uniones y



angulos. Las simulaciones pueden realizarse suponiendo a las moléculas en el
“vacio” o disueltas en algun solvente de interés, como pude ser el agua.

La dindmica, de alguna manera, soslaya a la paradoja de Levinthal por
cuanto ésta deberia conducir al sistema deterministicamente por un camino
adecuado que recorra una region limitada del espacio de configuraciones, sin
necesidad de tener que visitarlo integramente para analizar la energia de todas
las configuraciones posibles. Sin embargo, para resolver completamente el
problema existen todavia serios inconvenientes con: el conocimiento de los
campos de fuerza reales que entran en juego, y la velocidad de las computadoras.

Cualquiera sea el enfoque utilizado, tanto experimental como teérico, hay
algo universalmente aceptado: el solvente cumple un rol fundamental en el
proceso de plegamiento y en la estabilidad de la estructura plegada, aun cuando
los detalles de esta contribucion no se conozcan completamente.

Considerando el predominio que el agua tiene en el medio celular, es facil
comprender los esfuerzos realizados para desentrafiar su influencia,
particularmente en relacion con los aminoacidos apolares y el denominado efecto
hidrofébico.

Si bien el problema del plegamiento requiere de tratamientos que abarquen
al sistema completo en forma simultdnea, estudiar el efecto del solvente sobre los
aminoacidos individuales, contribuiria a entender mejor el rol de éste, tanto en el
proceso de plegamiento como en la estabilidad de la estructura nativa. Mas aun,
estos estudios podrian utilizarse también en otros problemas de interés biolégico,
como por ejemplo ciertos mecanismos de reconocimiento entre moléculas.

En esta Tesis estudiamos soluciones diluidas de aminoacidos desde un
punto de vista tedrico y con simulacion mediante Dinamica Molecular utilizando el
paquete de programas GROMOS96.

La estructura del trabajo es la siguiente. En el primer capitulo hacemos una
breve presentacién de nuestros objetos principales de estudio, los aminoacidos y
el agua. Repasamos el papel de los aminoacidos en relaciéon a las proteinas y
discutimos brevemente algunos aspectos del efecto hidrofébico, referidos tanto a
la hidratacién hidrofébica como a la interaccién hidrofébica.



En el capitulo 2 consideramos las principales herramientas que usaremos a
lo largo de la Tesis: Dinamica Molecular mediante GROMOS96 y ecuaciones
integrales para las correlaciones residuo—agua y residuo—residuo.

En el capitulo siguiente utilizamos estas herramientas para estudiar la
hidratacion hidrofébica que experimenta un aminoacido apolar en un medio
acuoso. Obtenemos las correlaciones entre los atomos del residuo y el agua a
partir de las simulaciones y de la solucibn de las ecuaciones integrales
correspondientes.

Ademas establecemos una nueva escala de hidrofobicidad mediante
simulacién con Dinamica Molecular, calculando la variacién de energia libre que
se obtiene al transferir un residuo de aminoacido apolar desde un solvente
organico a agua.

El capitulo 4 esta dedicado al estudio de la interaccion hidrofébica. El
sistema ahora esta formado por dos residuos apolares disueltos en agua. En
esencia, usamos una teoria mecanico—estadistica para calcular las funciones de
distribucion residuo—residuo y a partir de ellas los potenciales de fuerza media.

En el capitulo 5 extendemos la teoria desarrollada en los dos capitulos
anteriores para incluir a los residuos de aminoacidos polares y cargados. Luego,
comparamos los valores al contacto de nuestros potenciales de fuerza media con
los obtenidos por otros métodos que usualmente son utilizados en calculos de
reconocimiento de estructuras u otras aplicaciones.

Finalizamos este trabajo discutiendo los resultados obtenidos en relacion a
su potenciales aplicaciones y las futuras lineas de investigacion que

procuraremos desarrollar a partir de aqui.

Casilda, septiembre de 2004 Danilo German Renzi



1. PROTEINAS, AMINOACIDOS Y AGUA: “UN LENGUAJE
BIOLOGICO".

Hay un problema que, desde hace décadas, ha merecido y merece la
atencion de muchos de los investigadores que trabajamos en areas como la
Fisica Bioldgica o la Biologia Molecular. Este problema es el llamado problema
del plegamiento de proteinas, y consiste en descubrir el cddigo por el cual la
secuencia de aminoacidos de una proteina determina su estructura plegada
(estado nativo) y por tanto, su funcién biolégica.

Conocer dicha relacion nos permitiria saber como un estado tan particular de
la materia surge de las leyes subyacentes de la Quimica y la Fisica. Ademas, esta
informacion podria utilizarse para identificar las estructuras de miles de
secuencias de proteinas que son descubiertas todos los dias en laboratorios de
biotecnologia, ya que experimentalmente resulta mas facil determinar la
secuencia de aminoacidos que la forman, que la estructura tridimensional de su
estado nativo. Esto ayudaria a saber cudles son las secuencias Utiles para
determinados propdsitos y cuéles no lo son.

Un problema relacionado con éste y de sumo interés es el de disefio de
secuencias de proteinas, también llamado el problema inverso al de plegamiento.
En un algoritmo de plegamiento ingresariamos una secuencia de aminoacidos, y
obtendriamos la estructura nativa correspondiente. En cambio, un algoritmo para
el problema inverso usaria como entrada una estructura nativa deseada y daria a
la salida una lista de secuencias que se pliegan a ella.

Desde luego, el problema del plegamiento y el inverso, son dos
formulaciones distintas del mismo problema y ambos requieren el entendimiento
de la relacion existente entre secuencia de aminoacidos y estructura nativa.

Entre las diversas maneras en las que se ha abordado este problema, se
encuentran las simulaciones numéricas con computadoras. Si se contara con un
programa de computacion capaz de simular el proceso que ocurre en la célula, se
podria intentar reproducir el plegamiento de una proteina a su estado nativo
tridimensional, a partir de la definicién de su secuencia y del campo de fuerzas

con el cual interactan cada uno de los &tomos que forman parte del sistema.



Lamentablemente, existen varias limitaciones para poder realizar esta tarea,
algunas relacionadas con el tamafio del sistema (varios miles de atomos), otras
con el tiempo de simulacion necesario para representar el proceso de
plegamiento (de milésimas a decenas de segundos) y otras con el conocimiento
(o desconocimiento) de las interacciones entre los &tomos involucrados.

Un sistema como éste requiere de una enorme potencia de calculo, superior
aun al de las computadoras mas poderosas con las que se cuenta hoy en dia. Por
esta razon, aun cuando fuésemos capaces de representar con precision la
estructura de las moléculas y las interacciones presentes, seria imprescindible
realizar algunas aproximaciones tendientes a simplificar ambos aspectos.

En el marco de este problema tan interesante y complejo, nos planteamos
dar un pequefo paso hacia un mejor entendimiento de ciertas propiedades fisicas
de las moléculas que forman a las proteinas (aminoacidos), y sus interacciones
efectivas cuando se hallan disueltas en agua.

En esta Tesis, consideramos algunos modelos aproximados de las
moléculas de aminoacidos y del agua como solvente para estudiar ciertas
propiedades estructurales y termodindmicas del sistema. Utilizamos dos
herramientas de calculo diferentes: la simulacién mediante Dinamica Molecular, y
una teoria mecdanico-estadistica de liquidos clasicos.

Para poner a nuestro trabajo en un contexto adecuado, a continuacion
exponemos brevemente algunos aspectos de interés de las proteinas, los
aminoacidos y el agua. Podemos imaginar a estos tres elementos como
integrantes de un “lenguaje biolégico” que permite relacionar la informacion
codificada en el ADN con las estructuras que las proteinas adquieren en el medio

celular, y por ende, con su funcién vital.

1.1 PROTEINAS: “El discurso”.

Las proteinas son macromoléculas biolégicas muy abundantes e importantes
(su nombre proviene del griego protos, “primero” o “mas importante”), ya que
participan de casi todos los procesos que tienen lugar en las células, ademas de

formar parte de las mismas [1]. Cumplen con diversas funciones, como catalizar



reacciones celulares, transportar moléculas o formar estructuras béasicas (piel,
pelo, plumas o tendones).

Una proteina es una cadena polimérica lineal (que en una analogia
linglistica podemos asimilar con el “discurso”) de decenas a miles de una clase
especial de unidades monomeéricas llamadas aminoacidos (las “palabras”). Todas
las proteinas en todas las especies, independientemente de su funcién o actividad
biol6gica, estan constituidas por el mismo conjunto de 20 aminoéacidos (el “léxico
o vocabulario”) todos en la forma isomérica L.

Una proteina se distingue de otra por el tipo, nimero y orden (secuencia)
gue presentan sus aminoacidos en la cadena. Esto se conoce como la estructura
primaria de la proteina.

Ahora bien, estas cadenas poliméricas no son libres de adoptar cualquier
estructura tridimensional al azar. Los impedimentos estéricos y una gran variedad
de interacciones débiles hacen que unos plegamientos sean mas estables que
otros. Aparecen asi, algunas disposiciones regulares como las hélices a y las
conformaciones S, que se denominan estructuras secundarias de las proteinas.

A su vez, estas estructuras secundarias se organizan, bajo condiciones
fisioldgicas normales (un medio acuoso con pH aproximadamente neutro, presion
normal y temperaturas entre 20-40 °C), en una Unica estructura tridimensional
compacta llamada estructura terciaria o estado nativo (en la analogia linguistica
corresponderia al “discurso coherente u oracion”), que permite poner de
manifiesto la funcion biologica de la proteina (la “semantica o significado”).
Algunas proteinas poseen varias cadenas polipeptidicas y tienen un nivel
adicional de estructura: la estructura cuaternaria.

Bajo condiciones especiales, como pueden ser altas temperaturas,
variaciones de pH, o solvente no acuoso, la proteina se desnaturaliza o despliega
y adquiere una conformacién extendida.

En el afio 1973 Anfinsen [2] llevd a cabo un experimento en el cual demostré
gue algunas proteinas desnaturalizadas eran capaces de recuperar su funcién
biolégica con solo devolverle al medio las condiciones adecuadas, sin ninguna

ayuda de otros elementos u organismos celulares. El experimento de Anfinsen



sugiri6 que (al menos para algunas proteinas) la secuencia de aminoacidos

contiene toda la informacién necesaria para determinar el plegamiento nativo.

1.2 AMINOACIDOS: “Las palabras”.

Segun dijimos, las secuencias de todas las proteinas conocidas se forman a
partir de s6lo 20 aminoacidos, cuya Unica diferencia se encuentra en el conjunto

de atomos que forman su cadena lateral o residuo (recuadrado en la figura 1.1).
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El atomo clave en un aminoéacido es el &tomo de carbono llamado alfa (Cy).
Ligados a él por uniones covalentes simples se encuentran otros cuatro atomos,
uno de hidrégeno (H), uno de nitrégeno (N), un carbono carboxilo (C’), y el primer
atomo del residuo.

El atomo de carbono carboxilo (C’) esta conectado a un grupo hidroxilo (OH)
por una unién covalente simple y a un atomo de oxigeno (O) por una unién
covalente doble. El nitrdgeno esta unido a dos &tomos de hidrégeno, formando un
grupo amino NH,. La cadena principal de una proteina esta formada por el triplete

de atomos N, Cq, C’ de cada aminoacido que la compone [3].

Tabla 1.1: Denominacién y clasificacion de los aminoacidos [3].

" CODIGO DE 3 CODIGO DE 1
AMINOACIDOS NOMBRE LETRAS LETRA
alanina ala A
valina val \Y
No polares o fenilalanina phe F
Apolares leucina leu L

(hidrofébicos)

isoleucina ile I
metionina met M
prolina pro P
acido aspértico asp D
Cargados acido glutamico glu E
(hidrofilicos) lisina lys K
arginina arg R
serina ser S
treonina thr T
tirosina tyr Y
Polares histidina his H
(hidrofilicos) cisteina cys C
asparagina asn N
glutamina gln Q
triptéfano trp w
Ninguno de los glicina gly G

anteriores




Como detallamos en la Tabla 1.1, podemos clasificar a los aminoacidos de
acuerdo a su polaridad en: apolares, polares y cargados. La mayoria de los
investigadores consideran a la glicina carente de residuo, y por eso la dejan fuera
de los conjuntos anteriores. Otros prefieren incluirla entre los aminoacidos
apolares.

Dos moléculas de aminoacidos pueden unirse covalentemente a través de
un enlace llamado peptidico, formando un dipéptido. Este enlace se forma por
eliminacién de los elementos del agua del grupo a-carboxilo de un aminoacido y
del grupo a-amino del otro (figura 1.2).

De igual manera pueden unirse muchos aminoacidos para formar un
polipéptido. Las cadenas de aminoacidos se denominan habitualmente péptidos.
Los péptidos que se encuentran en la naturaleza varian en tamafio desde
pequefias moléculas que sbélo contienen dos o tres aminoacidos, hasta

macromoléculas que contienen decenas o cientos de ellos, como las proteinas.
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1.3 AGUA: “El contexto”

Si bien las proteinas son solubles en varios solventes organicos, el agua es
el solvente mas importante en Biologia. El agua, como componente fundamental
del medio celular, participa de todos los procesos que ocurren dentro de la célula
viva. En particular, tiene una influencia decisiva en el plegamiento de las
proteinas, en la estabilidad del estado nativo y en la union que éstas tienen con

otras moléculas o &tomos, relacionadas a su funcion biolégica.



A pesar del rol fundamental que cumple como solvente fisioldgico, y de ser el
liguido mas abundante sobre la Tierra, no existe todavia una teoria microscopica
de agua en estado liquido y de soluciones acuosas que sea completamente
satisfactoria. Después de muchos siglos de trabajo e investigacion, y de miles de
paginas escritas sobre ella, el agua sigue siendo un liquido que no deja de
sorprendernos por sus propiedades unicas [4, 5].

La pregunta que naturalmente nos hacemos es, ¢por qué el agua tiene esas
propiedades tan particulares que la distinguen de todos los demas solventes?
Para intentar responderla, conviene observar algunos aspectos que caracterizan a
los llamados liquidos simples, como por ejemplo argbn en estado liquido, y
compararlos con el correspondiente comportamiento mostrado por el agua.

En particular, el aspecto que nos interesa sefialar aqui, es la estructura
general del liguido tal cual es descripta en el espacio real por la funcién de
correlacion de pares, que es la transformada de Fourier del factor de estructura
definido en el espacio de los momentos. El factor de estructura se puede obtener
a partir de la intensidad total resultante de experimentos de difraccién de rayos X
0 de neutrones, separandolo del factor de forma atémico.

Es bien conocido que los sélidos cristalinos tienen funciones de correlacion
gue se extienden periédicamente con maximos bien determinados, que definen un
orden estructural caracteristico de largo alcance. En cambio, en los liquidos
atomicos simples las funciones de correlacion muestran tipicamente oscilaciones
Cuyos maximos se atenldan rapidamente en unos pocos diametros atomicos,
definiendo un orden de corto alcance.

Podemos entender facilmente este comportamiento si consideramos las
interacciones entre los atomos (0 mas generalmente las moléculas) que forman a
estos liguidos. Estas interacciones dependientes sélo de la distancia entre
particulas, pueden ser modeladas a nivel de Born—Oppenheimer mediante
potenciales del tipo de Lennard—Jones. Para pequefas distancias de separacion,
el potencial es fuertemente repulsivo y de muy corto alcance, indicando la
imposibilidad que tienen las particulas de penetrarse a medida que se acercan.
Esta repulsién tiene su origen en el principio de exclusién de Pauli que impide el

solapamiento de las nubes electrénicas de los atomos. A distancias mayores,



tenemos atracciones de largo alcance del tipo van der Waals, cuyo origen debe
buscarse en las interacciones entre dipolos inducidos por fluctuaciones. En la
zona intermedia los dos tipos de fuerzas compiten, determinando un minimo de
energia potencial.

Ahora bien, a diferencia del estado gaseoso, el estado liquido de un sistema
se caracteriza por su gran densidad. Por ende, las particulas constituyentes estan
muy proximas entre si. En éstas condiciones, la parte dominante del potencial
interparticulas es la repulsiva, y consecuentemente, la que determina la estructura
de corto alcance en los liquidos simples [6]. Es decir, la forma en que se ordenan
los atomos o moléculas alrededor de uno cualquiera de ellos. Este
comportamiento explica el éxito de las teorias perturbativas para describir a los
liguidos simples. La parte repulsiva representa la parte principal o de referencia, y
las interacciones atractivas desempefnan un rol secundario o perturbativo en el
célculo de la estructura, aun cuando su contribucion pueda ser importante al
considerar la termodinamica del sistema.

Estos comentarios nos permiten entender por qué el liquido de esferas
rigidas ocupa un lugar estratégico en la teoria de liquidos simples. En éste
modelo, los atomos se representan por esferas impenetrables que interactdan a
través de un potencial que constituye el caso extremo de una fuerza infinitamente
repulsiva y cuyo alcance es justamente el diAmetro de las esferas. Este sencillo
modelo da lugar a un orden de corto alcance muy préximo al que se observa en
los liquidos simples. Alrededor de una particula dada se pueden acomodar
(dependiendo de la densidad) aproximadamente una decena de particulas
vecinas en la primera capa que se extiende hasta una distancia cercana al
minimo de energia potencial. Este niUmero esta muy préximo a doce, que es el
namero maximo de esferas rigidas que pueden acomodarse alrededor de una
dada. En consecuencia, el liquido de esferas rigidas es capaz de describir las
caracteristicas basicas del orden de corto alcance observado en los liquidos
simples. Por esto y por su simplicidad, constituye el sistema de referencia casi
universalmente usado en las teorias perturbativas de liquidos simples. En este
sentido el liquido de esferas rigidas ocupa un lugar equivalente al que tienen el

gas ideal para los gases o el oscilador armonico para los sélidos.



Estas ideas sobre la estructura de los liquidos simples dejan de ser validas
para el agua. Esto se debe a que la interacciébn entre moléculas de agua es
mucho mas compleja que la existente entre dos atomos de argén. Para comenzar,
la molécula de agua no tiene un centro de simetria como los a4tomos de gases
raros. Esto hace que las fuerzas dependan fuertemente de las orientaciones
relativas, ademas de la distancia entre moléculas. Por otra parte, los nucleos y
electrones que forman la molécula dan lugar a distribuciones de carga con
momentos multipolares permanentes, donde el dipolar y el cuadrupolar son
responsables de interacciones atractivas importantes que se suman a las de van
der Waals y a las repulsivas. Por ultimo, y quizas la diferencia esencial con los
liquidos simples, un hidrogeno de una molécula de agua y uno de los orbitales
aislados del oxigeno de otra, tienen la posibilidad de formar puentes de hidrégeno
debido al caracter i6nico de ambos. Este tipo de enlace, que es en cierto modo
intermedio entre un enlace covalente y una interaccién electrostatica, puede
pensarse como una interaccion atractiva que depende especificamente de la
orientacion relativa de las moléculas involucradas y de su distancia.

Es muy probable que alrededor de una molécula de agua se acomoden otras
cuatro formando puentes de hidrégeno con ella. Esto se debe a que la molécula
de agua central tiene los dos orbitales aislados de su oxigeno dispuestos a unirse
a los hidrégenos de otras dos moléculas vecinas, y ademas sus dos hidrégenos
pueden formar uniones con los orbitales no comprometidos en el enlace covalente
de otras dos moléculas. Esto, sumado a que los angulos caracteristicos de la
molécula de agua tienen los valores adecuados, hace que en el agua liquida
predomine una estructura tetraédrica tipo hielo, aunque con tiempos de vida mas
cortos.

Vemos entonces que los puentes de hidrégeno dan lugar a fuerzas
atractivas muy intensas y de muy corto alcance que compiten con las fuerzas
repulsivas en establecer la estructura del agua. De esta forma, la vision
perturbativa de los liquidos simples deja de tener validez para el agua y otros
liguidos “asociados”, cuyas moléculas son capaces de formar puentes de

hidrogeno.



La complejidad de las interacciones entre moléculas de agua, en particular la
formacion de puentes de hidrégeno, ademas de invalidar el uso de teorias
perturbativas, dificulta la definicion de potenciales de tipo analitico al nivel de
Born—Oppenheimer como se hizo con tanto éxito con el potencial de Lennard—
Jones en el caso de liquidos atdmicos simples. El mayor obstaculo para esto, es
encontrar una expresion que describa adecuadamente los puentes de hidrogeno.

Recientemente [7, 8] se ha propuesto un potencial molecular que a las
repulsiones y términos de interaccion electrostatica entre dipolos y cuadrupolos, le
incorpora un término de tipo octupolar con el cual se intenta modelar la interaccion
“tetraédrica” debida a los puentes de hidrégeno. El modelo bautizado “Yukagua”
permite algun tipo de tratamiento analitico y ha sido utilizado en simulaciones
Monte Carlo, dando funciones de correlacion atomo—atomo (O-0O, O-H, H-H) que
acuerdan razonablemente bien con las obtenidas mediante experimentos de
difraccion. Sin embargo, éste y otros pocos intentos que procuran modelar las
interacciones entre moléculas de agua, mediante expresiones analiticas basadas
en desarrollos multipolares con la finalidad de utilizarlos en teorias mecanico—
estadisticas, se encuentran todavia en etapas preliminares.

La mayoria de los potenciales que han demostrado ser adecuados para
describir las interacciones entre moléculas de agua, fueron disefiados para ser
usados en simulaciones numéricas (Monte Carlo y Dinamica Molecular). Todos
ellos modelan a las moléculas mediante sitios cargados que representan a
atomos o grupos de atomos. Estos sitios interactiian con los de otra molécula, a
través de potenciales radiales, adecuadamente parametrizados para reproducir
propiedades estructurales y termodinamicas de algun estado particular
(normalmente el hielo en ciertas condiciones) del que haya abundante datos
experimentales. Dentro de este tipo de potenciales encontramos una gran
cantidad de modelos que han sido intensivamente utilizados en las mas diversas
simulaciones. En particular, uno de los mas populares es el modelo SPC/E
(Extended Simple Point Charge) [9] desarrollado por Berendsen y colaboradores,
al cual elegimos para realizar las simulaciones que presentaremos en esta tesis.

Mas alla de los aspectos instrumentales, lo cierto es que las caracteristicas

tan particulares que presenta la interaccién entre moléculas de agua, en especial
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los puentes de hidrogeno, son causantes de que el agua liquida posea una
estructura de tipo tetraédrica con aproximadamente cuatro vecinos. Esto la
diferencia esencialmente de los liquidos simples que presentan, en general, un
ndamero de vecinos mayor, proximo al maximo de empaquetamiento de esferas
rigidas. Esta diferencia en la estructura del agua con respecto a otros potenciales
solventes, es la responsable de las propiedades especiales del agua con sus
multiples consecuencias.

Segun esta vision, el agua liquida tiene una estructura tetraédrica tan
definida, que la pone en un lugar especial frente a todos los demas liquidos que
actian como solvente. Esto es asi, aun en comparacién con otros liquidos que
también tienen la capacidad de agregarse a través de sus puentes de hidrogeno
como los alcoholes, y por supuesto mucho mas, frente a los liquidos simples.

En presencia de solutos apolares, el agua pone de manifiesto algunas de
esas peculiaridades. Por ejemplo, la baja solubilidad de este tipo de soluto en
agua, y el hecho observado experimentalmente, de que esa solubilidad disminuye
al aumentar la temperatura. Podemos hacernos una idea aproximada de lo que
ocurre en este caso si recordamos que la variacion de energia libre al considerar
el sistema soluto—agua con respecto al agua pura, puede escribirse
AG = AH -TAS. Puesto que la variacion de entalpia practicamente no cambia con
la temperatura (a temperatura ambiente), el aumento de AG con la temperatura
es atribuido al segundo término de la relacion anterior. Esto es posible si la
variacion entrépica AS es negativa, lo que implica que el agregado del soluto
vuelve mas ordenado al sistema.

El aumento del orden al agregar una molécula apolar en agua se manifiesta
en las proximidades de ésta y puede explicarse si aceptamos con Nemethy y
Scheraga [10] que la formacion de puentes de hidrégeno entre moléculas de agua
permite dividir al conjunto total en 5 subconjuntos, de acuerdo al numero de
puentes de hidrégeno que forman: 0 (molécula libre), 1, 2, 3 6 4. Si indicamos con

E. (i =0,223,4) a la energia de una molécula que forma i puentes de hidrégeno,
se verifica que E, <E, <E, <E, <E,. En presencia de la molécula apolar, ésta

puede interactuar a través de fuerzas de van der Waals con las moléculas de

agua y, en ese caso, su interaccion con las moléculas que forman 0, 1, 2y 3
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enlaces equivale a reemplazar la interaccién dipolo—dipolo que ésta ejerce con
otra molécula de agua vecina y, en consecuencia, las correspondientes energias
aumentan. Pero debido a que la estructura tetraédrica del agua da lugar a
agregados formados de moléculas con 4 puentes de hidrogeno con una estructura
tipo clatratos, es posible que la molécula apolar interactie con este tipo de
moléculas de agua y la interaccién de van der Waals contribuya, como un “quinto
enlace”, a disminuir la energia de éstas, favoreciendo asi la estructuracién del
agua a su alrededor. En esta situacion, generalmente se habla de solvatacion y
en el caso especifico de agua de hidratacion.

En vez de pensar lo que le ocurriria a una molécula de soluto apolar y
analizar, como hicimos, qué pasa cuando ésta es obligada a sumergirse en agua,
puede interesarnos considerar cudl es el comportamiento espontaneo relativo de
algunas pocas de tales moléculas introducidas en agua. De acuerdo a lo
sefalado, al sumergirlas en agua éstas se hidratan aumentando la contribucion a
la entropia de las moléculas de agua alrededor de cada particula apolar. Si
consideramos, por ejemplo, dos de esas moléculas, entre ellas se ejerceran, por
un lado, la interaccion atractiva de van der Waals que se observaria en fase
gaseosa, pero ademas aparecera una fuerza atractiva extra debida al agua. Esta
fuerza es tal que, cuando las dos moléculas estén a distancias relativamente
cortas, tendera a aproximarlas mas. La razon es que de esa manera se tendera a
disminuir el area expuesta de cada molécula al agua con lo cual se dificultara la
formacion de la capa ordenada que las hidrata. En esa situacion la variacion
entropica entre el estado en que las dos moléculas tienden a juntarse y el estado
en que las dos moléculas estan suficientemente separadas, como para permitir
gue se formen sendas capas de hidratacién, es positiva. Como resultado, la
variacion de energia libre AG =AH —-TAS disminuye determinando la direccion en
gue el sistema evolucionara espontaneamente hacia el equilibrio. Esto es, el
efecto del agua se manifiesta en una interaccion que favorece la atraccion entre
solutos apolares. Teniendo en cuenta la naturaleza de esta fuerza, se la
denomina interaccién hidrofébica.

Ambos efectos, la hidratacion y la interaccion hidrofébica, constituyen dos

manifestaciones notables del agua frente a la presencia de solutos apolares que,
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dada la naturaleza apolar de muchos de los residuos de aminoacidos que forman
la secuencia de las proteinas, es de esperar sean de gran importancia en relacion

al plegamiento y estabilidad de las mismas.

1.4 EFECTO HIDROFOBICO: ¢*La sintaxis”?

La informacion contenida en el ADN determina, en principio, la estructura
primaria (“discurso impreciso”) de cada proteina, o sea, el nimero de aminoécidos
(“palabras”) y su secuencia.

Sin embargo, la estructura primaria por si sola no es suficiente para expresar
la funcidn biolégica que la proteina debe cumplir (en nuestra analogia linguistica
la “semantica o significado”). Se requiere de una estructura mas elaborada para
eso. La funcién biol6gica se manifiesta si la proteina se expresa mediante un
“discurso” mas refinado y coherente que sélo lo da la estructura plegada nativa
(linguisticamente la “oracion o discurso coherente”) que la proteina adquiere en el
“contexto” adecuado (solucién acuosa en condiciones fisioldgicas).

Si quisiéramos reproducir el proceso de plegamiento de las proteinas en el
medio celular, deberiamos considerar al sistema completo formado por todos los
atomos (de la proteina y del medio acuoso) con sus respectivas interacciones.

Como dijimos, actualmente es imposible intentar realizar esta tarea en forma
exacta, tanto desde un punto de vista tedrico como computacional. Por eso, para
poder estudiar algunas propiedades, necesitamos considerar modelos
simplificados de las moléculas que forman el sistema y de sus interacciones.

Entre las interacciones mas importantes que participan del proceso de
plegado y determinan la estabilidad de las proteinas, estan las fuerzas repulsivas
de exclusién, las fuerzas atractivas entre dipolos inducidos del tipo de van der
Waals, entre multipolos de distintos 6rdenes (cargas, dipolos, cuadrupolos, etc),
los puentes de hidrégeno y los puentes disulfuro. Pero ademas de éstas fuerzas,
gue son el resultado de la interaccién directa entre los atomos o grupos atémicos,
debemos considerar aquella que, segin mencionamos, tiene su origen en la
accioén indirecta del agua sobre los solutos, particularmente los solutos apolares:

la interaccién hidrofébica.
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En 1936, Alfred Mirsky y Linus Pauling [11] propusieron a la formacion de
puentes de hidrégeno como “la” fuerza dominante en el plegamiento, y lograron
predecir correctamente la existencia de estructuras secundarias como hélices a o
conformaciones 3, pero no tuvieron éxito con las estructuras terciarias.

Si consideramos que aquellos residuos capaces de formar puentes de
hidrégeno en el interior de la proteina, también pueden hacerlo con el agua
cuando se encuentran expuestos al medio, y que ambas interacciones son
energéticamente del mismo orden, concluimos que la formacion de puentes de
hidrogeno no puede ser la principal fuerza responsable del plegamiento y
estabilidad de las proteinas en solucion.

Ademas, como la formacion de puentes disulfuro y las interacciones entre
residuos cargados son poco frecuentes, es razonable pensar que estas
contribuciones tampoco pueden ser las determinantes de la estructura terciaria de
las proteinas.

Usando estos argumentos, W. Kauzmann [12] propuso a la interaccién
hidrofébica como la fuerza que determina el colapso de la proteina durante el
proceso de plegamiento y su estabilidad en solucién.

Esta propuesta de Kauzmann instalé a la interaccién hidrofébica, y en
general al efecto hidrofébico, en el centro de la escena. Si bien este efecto era
conocido y estudiado en otros sistemas, a partir de aqui tomé gran relevancia e
interés en el campo de los fendmenos bioldgicos.

Luego de su trabajo, surgieron diversos modelos simplificados pensados
para estudiar las distintas facetas del plegamiento de proteinas [13, 14], donde en
casi todos los casos, se definen interacciones que contienen implicitamente al
efecto hidrofébico como la causa principal del plegamiento de las proteinas en su
estructura compacta.

En general, estos modelos son usados (con relativo éxito) para explicar
diferentes aspectos del problema, como la dinamica de plegamiento, mutaciones
de aminoacidos, dependencia con la temperatura, presion, etc.

Actualmente, el problema del plegamiento y estabilidad de las proteinas en
condiciones fisioldgicas normales sigue abierto, y desde luego, su resolucién
supera largamente las pretensiones de este trabajo de Tesis.
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La valoracion exacta de la incidencia que el efecto hidrofébico tiene en el
plegamiento y estabilidad de la estructura nativa, también sigue siendo una
cuestion en discusién ya que no se cuenta con evidencia experimental que sea
concluyente y definitiva al respecto, si bien existe un consenso generalizado sobre
el rol protagdnico que desempefia la accién del agua en los procesos bioldgicos.

Por este motivo, teniendo en cuenta la vigencia y el interés que todavia
despierta estudiar el efecto hidrofébico desde un punto de vista molecular para los
sistemas bioldégicos en general, y para aminoacidos en particular, es que
tomamos al efecto hidrofébico en sus dos aspectos, la hidratacion y la interaccion
hidrofébica, como el eje alrededor del cual desplegamos el estudio de los

aminoacidos disueltos en agua.
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2. HERRAMIENTAS TEORICAS.

A continuacidon exponemos algunos conceptos basicos relacionados con
diversas técnicas teodricas, que utilizaremos en los proximos capitulos:
simulaciones mediante Dinamica Molecular y una teoria mecéanico—estadistica
desarrollada inicialmente para describir soluciones acuosas de solutos apolares.

Comenzamos introduciendo el concepto de Simulacién Molecular (SM) con
el que designamos en forma genérica a los dos métodos de célculo mas
comunes, Monte Carlo (MC) y Dindmica Molecular (DM). Ambos permiten
describir a los sistemas de muchas particulas desde los dos puntos de vista
ergodicamente equivalentes: el probabilistico y el dinamico.

La primera parte de este capitulo esta dedicada a dar una muy breve
descripcién de las caracteristicas de la simulacion mediante DM en términos
generales. Muchos de los calculos presentados en los capitulos siguientes fueron
realizados utilizando el paquete de programas Gromos96 (GROningen MOlecular
Simulations) [1]. Algunos datos especificos de este software pueden encontrarse
en el Apéndice A de esta Tesis.

La segunda parte introduce las ideas mas importantes que subyacen en la
teoria de los liquidos clasicos en general, y en el formalismo de Pratt y Chandler

[2] en particular, basadas en el concepto de las funciones de correlacién de pares.

2.1 SIMULACIONES MOLECULARES.

La historia y el desarrollo de la Simulacién Molecular, estan intimamente
ligados a la historia y el desarrollo de las computadoras digitales. Después de la
segunda guerra mundial, las computadoras estuvieron disponibles (por primera
vez) para un espectro mas amplio de investigadores, y uno de los primeros
problemas en ser abordados por éstos fue la simulacién numérica de liquidos
densos.

La primera simulacion de un liquido fue llevada a cabo por Metrépolis,
Rosenbluth, Rosenbluth, Teller y Teller [3] sobre la computadora MANIAC en Los

Alamos, introduciendo el método Monte Carlo. El nombre simulacién Monte Carlo
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fue dado por Metrépolis y Ulam, debido al intensivo uso que el método hace de
los niumeros al azar generados con la computadora.

La primera simulacion con Dinamica Molecular fue realizada en 1957 por
Alder y Wainwright [4], quienes estudiaron la dinamica de un sistema formado por
esferas duras.

Si bien desde entonces se han realizado refinamientos y extensiones que
permiten abordar problemas muy diversos usando simulaciones moleculares, los
algoritmos basicos para MC y DM no han cambiado sustancialmente desde los
afnos 50 [5, 6].

Para un modelo cuyo potencial entre particulas esté determinado a nivel de
Born—Oppenheimer, las simulaciones moleculares permiten obtener un resultado
gue puede tomarse como exacto para problemas de Mecanica Estadistica,
respecto de las soluciones aproximadas a las que hay que recurrir cuando se los
estudia desde el punto de vista tedrico analitico, debido a la complejidad de la
mayoria de los sistemas de interés. Esto es particularmente significativo cuando el
sistema en estudio es una proteina inmersa en un medio acuoso. Ya comentamos
sobre las dificultades que existen para desarrollar una teoria adecuada que
describa al agua liquida, ya sea pura o en presencia de solutos simples. Es facil
imaginar cdmo se multiplica el grado de dificultad si se consideran solutos mas
complejos como moléculas de aminoacidos o una proteina completa.

Las SM son técnicas esencialmente numéricas donde en cada paso
podemos monitorear las posiciones (y velocidades en DM) de las distintas
particulas o sitios que interactlan a través de cierto campo de fuerza. En este
sentido las SM actian como un “experimento” para el modelo, determinado por
las interacciones presentes. La comparacion de estos resultados de simulacion
con datos experimentales constituye una prueba (sin ambigliedades) de la
bondad del modelo propuesto. Si surgieran discrepancias entre las medidas
experimentales y los datos obtenidos a partir de SM, éstas se deberian, sin
dudas, a fallas en el modelo utilizado para representar al sistema real en estudio.

Antes de que las computadoras se utilizaran para realizar simulaciones, la
Gnica manera de predecir las propiedades de un sistema molecular, era a partir de

una teoria. Sin embargo, hay muy pocos sistemas en los que se pueden calcular
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las propiedades de equilibrio en forma exacta. Para el resto, es inevitable tener
que introducir aproximaciones. Como consecuencia de esto, muchas de las
propiedades de sistemas reales debieron obtenerse sobre la base de teorias no
exactas.

El conocimiento de las interacciones intermoleculares, aun cuando se
consideren moléculas simples, es en general muy incompleto. Y aunque
contaramos con suficiente informacion sobre las interacciones intermoleculares,
esas teorias sOlo permitirian una estimacion mas o menos buena de las
propiedades de interés.

Esto plantea un dificil problema si pretendemos chequear la validez de una
teoria particular a partir de la comparacion directa con los datos experimentales.
Si la teoria y los experimentos estuvieran en desacuerdo, podria ser porque la
teoria es incorrecta o porque se tiene una estimacion errénea de las interacciones
intermoleculares, o por ambos motivos. Por lo tanto, seria muy bueno poder
obtener resultados exactos para un dado modelo de sistema, sin tener que caer
en teorias aproximadas. Las simulaciones numéricas hacen que esto sea posible.

Como dijimos, si comparamos las propiedades obtenidas en forma
experimental con las calculadas a partir de simulacion numérica, y observamos
que no coinciden, entonces podemos decir que el modelo es inadecuado, y por lo
tanto, debemos mejorar la estimacion de las interacciones intermoleculares.
Ahora bien, si al comparar los resultados de simulacion surgidos de cierto modelo
del sistema con las predicciones de una teoria aplicada a ese mismo modelo,
encontrdramos que la teoria y la simulacion estan en desacuerdo, concluiriamos
gue las aproximaciones usadas en la teoria no son validas. En este caso, la
simulacién juega el rol de “experimento” disefiado para chequear la teoria.

Esta aplicacion de la simulacion es de una enorme utilidad e importancia.
Tanto es asi, que puede decirse que ha cambiado la manera en que se
construyen nuevas teorias. En la actualidad, es raro que una teoria se utilice sin
antes ser chequeada por una simulacion.

En la figura 2.1 representamos este doble rol desempefiado por la

simulaciobn. En un caso como test del modelo frente a los resultados
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experimentales, y en el otro, de las teorias frente al “experimento simulado” para
un determinado modelo.

En los siguientes capitulos tratamos de aprovechar estas dos funciones de
las SM y las usamos tanto para estudiar algunos aspectos estructurales de los
aminoacidos disueltos en agua, como para verificar la bondad de los resultados

obtenidos a partir de una teoria mecanico—estadisticas de liquidos clasicos.

SISTEMA REAL

Y

MODELO DEL
SISTEMA REAL

AR

EXPERIMENTOS SIMULACIONES LEeleS
APROXIMADAS
RESULTADOS EEEELT’EEEE: . PREDICCIONES
EXPERIMENTALES e onEL G TEGRICAS

[ COMPARACION ][ COMPARACION ]

TEST DEL TEST DE
MODELO LA TEORIA

figura 2.1

Las SM permiten relacionar en forma directa los detalles microscépicos de
un sistema con las propiedades macroscopicas de interés experimental. Por esta
razén, resulta conveniente usar esta técnica para estudiar muchas propiedades
fisicoquimicas de aminoacidos y proteinas en solucién, no sélo por el indudable
interés académico de este tipo de informacion, sino también por su potencial
aplicacién tecnoldgica.

En ciertos casos, se quieren conocer algunos aspectos del sistema en
condiciones experimentalmente dificiles de alcanzar, como por ejemplo muy altas
presiones; o de dificil acceso experimental, como el comportamiento de una
molécula en un poro o0 en una membrana; o determinados detalles muy sutiles de

la estructura o movimiento molecular que son muy dificiles de medir. En todos
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estos casos las SM han demostrado ser una poderosa herramienta, que permite

estudiar fendmenos, que de otra manera, seria imposible o0 muy costoso observar.

2.1.1 DINAMICA MOLECULAR.

Como mencionamos anteriormente, bajo la denominacién Simulaciones
Moleculares incluimos a las dos técnicas principales: Monte Carlo y Dinamica
Molecular.

En el método de Monte Carlo se generan aleatoriamente una serie de
configuraciones de todas las moléculas que constituyen el sistema en estudio.
Estas configuraciones se eligen de manera que estén pesadas por el factor de
Boltzmann y se calculan los promedios correspondientes de las magnitudes de
interés que son funciones de esas configuraciones. En este sentido se trata de
una versibn numérica del enfoque de Gibbs basado en los “ensambles”
estadisticos.

En cambio, en la Dinamica Molecular se obtienen las configuraciones y
momentos (lineales y angulares) resolviendo las correspondientes ecuaciones de
movimiento clasicas a partir de condiciones iniciales elegidas generalmente al
azar. Es decir, se estudia la evolucion temporal del sistema y luego se calculan
los promedios temporales de las magnitudes de interés. Se trata, por lo tanto, de
un enfoque dinamico mas préximo al proyecto inicial de Boltzmann.

En principio, las ecuaciones diferenciales de movimiento con condiciones
iniciales que plantea la DM, se pueden resolver usando cualquier algoritmo
estandar de diferencias finitas. Sin embargo, en la practica, muchos de los
algoritmos comunmente usados como el Runge-Kutta convencional, son
computacionalmente muy costosos porque requieren multiples evaluaciones de
fuerzas.

La evaluacién de las fuerzas es el paso que mas tiempo consume en una
simulacion y cualquier algoritmo que requiera mas de una evaluacion de las
fuerzas por paso temporal es inviable. Por este motivo, los algoritmos posibles
forman un pequefio subconjunto, algunos de los cuales fueron desarrollados

especificamente para ser usados en DM.
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Un buen algoritmo deberia cumplir con un conjunto de pautas como las
siguientes:
(a) ser rapido y requerir poca memoria,
(b) permitir el uso de un paso temporal largo,
(c) reproducir la trayectoria clasica en forma tan precisa como sea posible,
(d) satisfacer las leyes de conservacion para la energia y momentos,
(e) ser reversible en el tiempo.

No todos los puntos anteriores son igualmente importantes para una DM.
Aunque a primera vista la velocidad parece importante, en realidad no lo es, ya
gue el tiempo necesario para integrar las ecuaciones de movimiento en la mayoria
de los sistemas, es pequefio comparado con el tiempo requerido en el calculo de
las interacciones.

Por eso, es mas importante mantener la precisiébn para pasos temporales
grandes, ya que cuanto mayores sean €stos, menos evaluaciones de fuerzas
seran necesarias hasta alcanzar el tiempo total de simulacién.

El problema es que cuando aumentamos el paso temporal Jt, la trayectoria
gue siguen las moléculas se aleja de la correcta. En cualquier caso, es poco
razonable pensar que un algoritmo pueda seguir indefinidamente la trayectoria
clasica exacta. Cualquier perturbacion por pequefia que parezca, aun el pequefio
error asociado con la precision aritmética finita, causara que la trayectoria surgida
de la simulacién, se aparte de la trayectoria clasica con la que inicialmente
coincidia.

Afortunadamente esto no es critico, ya que buscamos soluciones de las
ecuaciones de movimiento que sean esencialmente exactas para tiempos
comparables con el tiempo de correlacién de interés, de modo que podamos
calcular a la funcién de correlacion temporal en forma precisa. Por tanto, no
necesitamos trayectorias exactas, sino mas bien, cuidar de que la energia se
conserve.

Si incrementamos el paso temporal Jt, resulta mas dificil cumplir con la
conservacion de la energia total, y tendremos que encontrar una solucion de

compromiso entre velocidad y precision para la simulacién. El algoritmo ideal
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seria aquel que permite un paso de tiempo grande, mientras conserva la energia
en forma aceptable.

Por otra parte, las ecuaciones de Newton son reversibles en el tiempo y
también deberian serlo los algoritmos. Sin embargo, si invirtieramos los
momentos de todas las particulas en un dado instante, el sistema no regresaria
hacia atrds sobre sus pasos en el espacio de las fases repitiendo su trayectoria,
aun cuando llevemos a cabo la simulacion con una precision numérica infinita.
Estos algoritmos seria reversibles sélo en el limite de un paso temporal ¢
infinitamente pequerio.

Un esquema simplificado de los pasos que sigue una DM, seria el siguiente:

(a) se leen los parametros que especifican las condiciones de la corrida
(temperatura inicial, nUmero de particulas, densidad, paso temporal, etc.),

(b) se inicializa el sistema (posiciones y velocidades para todas las
particulas),

(c) se realiza el calculo de las fuerzas sobre todas las particulas,

(d) se integran las ecuaciones de movimiento de Newton. Este paso vy el
anterior constituyen el corazén de la simulacién, y se repiten hasta que se haya
calculado la evolucion temporal del sistema durante la longitud total de tiempo
deseado,

(e) finalmente, se calculan e imprimen los promedios de las cantidades
medidas y se detiene la simulacion.

Cuando este esquema se aplica a ciertos sistemas, como los liquidos
simples formados por atomos, éstos actian como entidades individuales que
interactdan entre si a través de potenciales centrales del tipo Lennard—-Jones.

En el caso de moléculas, como el agua y los aminoacidos, existen dos
enfoques posibles. Uno trata a cada molécula como una unidad. En este caso
debemos caracterizar a sus configuraciones mediante la posicién (por ejemplo
dando las coordenadas de su centro de masa) y su orientacion (definiendo
angulos adecuados, por ejemplo los angulo de Euler). En esta descripciéon a nivel
molecular debemos resolver el sistema de ecuaciones de movimiento para la
posicién del centro de masa y los angulos de Euler dando como condiciones

iniciales las posiciones, angulos y velocidades de los centros de masas y los
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momentos angulares. Este camino implica integrar numéricamente un sistema
muy grande de ecuaciones que acopla posiciones y angulos. Ademas, requiere el
conocimiento de complicados potenciales de interaccibn a nivel de Born—
Oppenheimer que dependen tanto de las posiciones como de las orientaciones.

El segundo enfoque es, por lejos, el que ha sido mas utilizado para simular
sistemas constituidos por moléculas complejas. Se trata de un enfoque atémico
donde las unidades dindmicas individuales son los atomos que forman a las
moléculas. Estos, se mueven interactuando entre si via fuerzas puramente
centrales que requieren solo de sus posiciones, como en los liquidos atémicos.
Pero ahora, hay que simular los enlaces covalentes de manera que en cada etapa
del calculo, las moléculas se reconstituyan con los atomos que corresponde, a las
distancias y angulos adecuados para conservar la identidad molecular.

En algunos casos, los enlaces covalentes se simulan agregando a los
potenciales de interaccién atdbmicos (entre los pares que forman parte del enlace)
potenciales del tipo oscilador arménico con constantes suficientemente grandes.
En general, en moléculas poliatdmicas no lineales, es necesario considerar no
sélo los efectos de estiramiento y compresion que pueden simularse con resortes,
sino también movimientos de deformacion que cambian los angulos entre los
enlaces y modifican los angulos de torsion.

Las restricciones holonémicas implicitas en los enlaces covalentes pueden
ser tratadas construyendo un sistema de coordenadas generalizadas que
obedecen ecuaciones de movimiento libre en las cuales las restricciones
aparecen en forma no explicita. Una subrutina numérica que realiza en forma muy
eficiente esta dinamica con restricciones es la conocida con el nombre SHAKE [7].

En el proximo capitulo, utilizamos DM para estudiar un sistema compuesto
por 1 amino&cido y 511 moléculas de agua dentro de una caja rectangular con las
dimensiones adecuadas para que la solucion esté a la presion deseada. La
herramienta que utilizamos para esto es el programa GROMOS96 que maneja las
restricciones holonémicas usando la subrutina SHAKE.
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2.2 TEORIAS MECANICO-ESTADISTICAS.

Ademéas de las simulaciones mediante DM, utilizamos ciertas técnicas
mecanico—estadisticas desarrolladas para estudiar sistemas continuos de muchas
particulas. Cuando decimos sistemas continuos nos referimos a una descripcion
en donde las particulas pueden ocupar todas las configuraciones posibles de un
espacio compacto, a diferencia de los estudios de sistemas en redes (donde
ocupan solo sitios discretos).

La mecanica estadistica intenta describir el comportamiento macroscoépico
de un sistema constituido por muchas particulas a partir de sus interacciones
microscépicas mediante un enfoque probabilistico. EI comportamiento
macroscopico a que nos referimos se resume en las magnitudes termodindmicas
del sistema de interés.

En la mecanica estadistica clasica las interacciones entre atomos vy
moléculas vienen dadas por potenciales al nivel de Born—Oppenheimer, es decir,
a un nivel donde se supone que los electrones acompafnan instantineamente a
los nacleos perdiendo su individualidad.

Consideremos un sistema compuesto de m especies de moléculas de las
cuales N; son del tipo i con (i 212,...,m) de manera que el ndmero total de

m
moléculases N =)"N, .
i=1

Indicamos genéricamente con X, E(Faiiéai) a la configuracion de la

molécula a del tipo i. Aqui r,

, denota la posicion del centro de masa y
f)ai E(a,,i,ﬂ,,i,y,,i) los &ngulos de Euler que determinan su orientacion. Para el

caso de sistemas formados por atomos o moléculas esféricas, es suficiente

establecer solo la posicion r, del centro de masa.

La configuracion del sistema queda especificada dando las configuraciones
de todas las moléculas: X" = ()2 NeoX N2 XNm) donde indicamos con
XN = (f(L , )Zzi )ZNi) la configuracion de todas las moléculas de la especie i.

Para que el modelo quede completamente determinado, tenemos que dar su

energia potencial de interaccion U()ZN). Para moléculas rigidas (no polarizables)
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al nivel de Born—Oppenheimer (como las consideraremos en esta Tesis), es valida

la siguiente aditividad de potenciales de pares:
. 1 N; N; . .
U(XN)=§Z S, (%,.%, ) (2.1)
i azB

donde U, (xa_,xﬂ) denota el potencial de interaccion entre las moléculas a de
i i

tipoiy 8 detipoj.
Si consideramos que el sistema esta en contacto con un reservorio de calor

a temperatura T y se encuentra en un volumen V (densidades p =N./V), la

medida de probabilidad basica es la medida de Gibbs candnica [8, 9]:

ap(x") =& = dx" (2.2)
Z(V,T,N,N,,....N_ )

donde k; es la constante de Boltzmann y la funcion de particion configuracional

canénica de la mezcla Z(v,T,N,,N,.....N,,) es la constante de normalizacion:

Z(/ T.NLN,, N )= fe T dX™ (2.3)
VN

La relacién con la termodinamica viene dada por el potencial termodinamico
en funcion de sus variables caracteristicas. Para el conjunto canonico es la

energia libre de Helmholtz:

AV T NN, N, ) = kT In| 2T NN N

[ (Ni!/\i3Ni)

1=1

(2.4)

27Th?
m.kgT

1/2
donde A, :( ] es la longitud de onda térmica de de Broglie para

particulas de la especie i. Aqui m, indica la masa de cada una de las particulas

de tipo i,y h=h/2n esta definida en términos de la constante de Planck h.

Para sistema aditivos como los que consideramos aqui, una forma
alternativa de relacionar la termodinamica con el comportamiento a nivel
microscoépico del sistema, es a través de la funcion de distribucién de pares que,

en el sistema canonico, se define:
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(%, %)= [pl) | Z3ol%, - XK, - ) e

vN

La relacion de las funciones de distribucion de pares ,052)(%1,22) con la

termodindmica se materializa en las siguientes expresiones para la energia

interna E , la presion P y la compresibilidad isotérmica x; :

E=E.+ 128;\/ Eir:jjvju” (>Zl, >22) i1(2)(>21, >22)o|>21.o|>22 (2.6)

i=1

P=kTY 0 -ﬁz jj[(r; E)B 0, (%0 X,)] 02 (%, X, Jax,d%,  @7)
] Vv

1
keT D0

i
i=1

Xr =

\Y

64n*‘k TV ™~ 0.0, ”['O'J (%, X, )- (%, ) (X, JluX 0%, (2.8)

En la ec. (2.6), E. denota la parte cinética de energia interna, mientras que en

(2.8) usamos la funcién de distribucién de una particula:
N; . - .
A(%,)= J’P(XN){Za(xm _xl)}dxw 2.9
A ai

gue para un sistema homogéneo e isotropico es constante: ,oi(l)(il) = p 181 .

2.2.1 ECUACIONES INTEGRALES Y TEORIAS PERTURBATIVAS PARA
LAS FUNCIONES DE CORRELACION.

Las funciones de distribucién de pares pi§2>(>21,>22) ocupan un lugar especial

en la mecéanica estadistica de sistemas continuos. Por un lado, miden la densidad

de probabilidad de encontrar a dos moléculas, una de tipo i y otra de tipo j en

—

las configuraciones X, vy )?2, respectivamente. De esta forma, brindan
informacion a nivel microscépico sobre como se disponen las moléculas entre si.
Por otro lado, permiten obtener las funciones termodinamicas del sistema de
manera relativamente sencilla.

Como comentamos anteriormente, estas funciones pueden obtenerse a

partir de experiencias de difraccion de rayos X o de neutrones, ya que se
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relacionan con los factores de estructura parciales de la intensidad de difraccion,
mediante una transformada de Fourier.

Ademas, las funciones pu(z)(xl,xz) se pueden calcular a partir de los
potenciales de interaccion U; (Xl,Xz) (i,j=42,...,m). Esto puede hacerse
mediante SM o dentro de la misma teoria mecanico—estadistica, que es lo que
MAs nos interesa aqui.

Las teorias mecéanico—estadisticas que apuntan a obtener las funciones de
distribucién a partir de los potenciales de pares pueden clasificarse, en general,

en dos grupos: ecuaciones integrales y teorias perturbativas.

2.2.1.1Ecuaciones integrales.

Muchas de las ecuaciones integrales se basan en el sistema de relaciones

de Ornstein—Zernike (OZ), que vinculan a las funciones de correlacion directa
C; (Xl,XZ) y total h; (Xl,XZ):

—

hy (X0 X, )= €, (Ko X ) 255 3 1 [ (K Ko 1 (X, X, )X,
\Y

(,j=12..,m) (2.10)
Las funciones de correlacion total se definen como:
h; (21’ Xz): 9i (Xl’ Xz)_l (2.11)

donde g; ()?1, )ZZ) es la funcion de correlacion entre pares ij definida por,

— —

,052)(%1, )22) = p! (Xl)pj(l) (Xz)gij (Xl' Xz) (2.12)
En la relacion de Ornstein—Zernike se interpreta que la correlacion total h; ()Zl, )22)
entre dos particulas 1y 2 (de tipo i y j), puede descomponerse en un término
C; (>Zl,>22) qgue da la correlacion directa entre las ellas y otro término que da la

correlacion indirecta entre ambas, a través de terceras particulas del sistema que

actian como intermediarias.
Puede demostrarse [10] que c, (X, X,) y h, (X, X,) verifican la siguiente

relacion exacta:

28



¢, (X, %,)= -éu” (%, %, )+h, (%, X, )~y (%, %, )+ 1)+ B, (%, %, ) @.13)

donde B, ()21,%2) es la suma de una serie de integrales que dependen de los

potenciales interparticulas, que si bien resultan generalmente dificiles de calcular,
estan bien identificadas.
Reemplazando estas Ultimas expresiones en las relaciones de Ornstein—

Zernike, se obtiene un sistema de ecuaciones integrales exacto para las
h, (X, X,) (1,5 =12....m).
Si en la relacion exacta (2.13) ignoramos el término Bij(il,iz), al

reemplazar en las relaciones de OZ, obtenemos un sistema de ecuaciones

integrales aproximado para las h; (>Zl,>22) conocido como hipercadena (HNC). Si

en cambio nos quedamos con el primer sumando solamente, es decir, si tomamos

C; ()_('1,)22): —ﬁuij (>Zl,>22) tenemos la aproximacion de Debye—Hickel. Puesto
B

gue para grandes separaciones entre las moléculas, las funciones de correlacion

directa van asintéticamente como los potenciales de pares:

k:T U, (>21,>22) (2.14)

rlimocij ()ZI,XZ): -

podemos decir que la aproximaciéon de Debye—Huckel consiste en tomar como
valido el valor asintético para todo el rango de r .

Otra aproximacion (relacionada con esta) es la conocida como aproximacion
esférica media (MSA) [11], que se aplica a potenciales con una parte repulsiva del
tipo esferas duras, es decir, a potenciales de pares de la forma:

00 r < 0'”.

U,(%,.%,)= (2.15)

Ui}(il’XZ) r >Uij

donde o; = (ai +0']-)/2 siendo o; el diametro de las esferas de tipo i. En este
caso la impenetrabilidad de las esferas a distancias menores que o; implica,

dado su significado, que

h, (X, X,)=-1 r<o, (2.16)
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La MSA aproxima c; ()Zl, )ZZ) a toda distancia mayor que o; segun:

-~ = 1 -~ -
c”.(Xl,XZ):—— Uij(Xl’XZ) r=>0; (2.17)
KgT
Las relaciones (2.16) y (2.17) conjuntamente con las relaciones de OZ (2.10),

definen un sistema de ecuaciones integrales mixtas, en el sentido de que las

— —

incognitas son c; (Xl,XZ) parar<o; y h, (Xl,xz) parar >0;.

—

Otra relacién aproximada para cerrar a las relaciones de OZ, es la propuesta

por Percus y Yevick [12]:
c, (>21, >22): {1— eéu” (MZ)} [hij (>21, >22)+ 1] (2.18)

Podemos notar que para un sistema de esferas duras (sin ningun tipo de
atraccion o repulsion adicional), es decir para un sistema cuyos potenciales de

pares son:
- - 00 r., <ag.
U, (X, xz):{ e (2.19)
las aproximaciones MSA y Percus-Yevick coinciden.

2.2.1.2Teorias perturbativas.

Las teorias perturbativas se basan esencialmente en la divisién del potencial
de pares en una parte de referencia que denotaremos con el superindice “(0)", y

la perturbacién que indicaremos con el superindice “(1)":
U, (X, X,)=U,0(X,, X, )+ U, 9 (X, X, ) (2.20)
donde y puede ser un parametro de interaccion (carga, momento dipolar, etc.) o
un simple pardmetro de orden que se hace 1 al final de los célculos. Indicaremos
con hO®(X,X,)=g®(X,X,)-1 a las funciones de correlacion de referencia
correspondientes a los potenciales u”(o)(il, )22).
De acuerdo a la eleccion que se haga del potencial de referencia y del
pardmetro de orden, se tienen diferentes teorias perturbativas. Como ejemplo,
consideremos brevemente la teoria conocida como ORPA+B; (optimized random

phase approximation + B,) debida a Andersen y Chandler [13]. Partiendo de la
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expresion (2.4) para la energia libre de Helmholtz y reemplazando en la expresiéon
(2.3) para la funcion de particién configuracional, el potencial total por su forma

aditiva (2.1) puede escribirse:

_ A - _ AO + A,i Aanlllos +B +. (221)
keTV  kgTV  kTV "X TV

donde A, (la parte ideal de la energia libre), A, (llamada aproximacion de altas

temperaturas), A

anillos

y B, vienen dados por:

k?rov =\%In|j[Ni!/\i3N] (2.22)
NN
v = ey 2AP 00 R %o (R, % Jaxax, (2.23)
w 4 NN, B
ﬁZT”v =- 64ﬂ‘4k ZZ: Z P, jVJ'C“‘1>(xl,x JuO(%, X, )%, 0%,  (2.24)
N;N; . . . .
B, :ﬁl”‘lz,ol 00X, X, ), (%, %, ) [ dX,d%,
] \Y
Lo N S SR S (2.25)
+Wzij:pipjj\‘/jg (Xl,XZ)nZ:;ﬁ[C”(Xl,XZ)] dXx,dX,
En la ecuacion (2.24) consideramos:
pipjcgﬂ(xl,xz):(—ﬁ] S [ f RO (R0 %, U (%o, % RO (R, %)
B kl..s v (226)
LUK 0 Ko JEO(R,, X, )X 0, .. X,
donde Fi].(o)(f(l, )22) son los llamados hipervértices de referencia definidos por:
FOX, X,)= polX.. X, )+ 0.000(X,, X,) (2.27)
y 0 simboliza a la delta de Dirac. En la ec. (2.25) consideramos la suma:
c, (X, %,)= 3¢, "X, %,) (2.28)

denominada potencial renormalizado o cadena de enlaces.

A continuacién consideramos la correspondiente expresion perturbativa de

las funciones de correlacion g; ()21,)22): h; ()21,22)+1. Para eso, debemos tener
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presente que la funciébn de distribucion de pares puede escribirse como la

derivada funcional:

pi(z)(il, >22): 2 slanv] (2.29)

J sUP(X,, X, )

Luego, de las ecs. (2.21), (2.25) y (2.28) y efectuando la derivacion funcional

indicada en (2.29), obtenemos:

g,(X0, X, )= g (X, X, )+ C, (X, X, )+ hO(X,, X, JC, (Xp, X, )+ (2.30)

j
que puede ponerse:

g,(X., %, )= g0(%,, X, ) et (2.31)

ij

2.2.2 TEORIA DE PRATT Y CHANDLER.

Finalizamos este capitulo, describiendo brevemente la teoria que
desarrollaron Pratt y Chandler [2] para estudiar soluciones diluidas de solutos
apolares en agua.

En su versién mas simple, todas las moléculas que forman al sistema son
consideradas esféricas, y la interaccion entre cada par de moléculas es modelada
por potenciales centrales que dependen sélo de la distancia entre ellas.

La teoria trabaja con las funciones de correlacion de pares soluto—agua

h,,(r), soluto—soluto h_(r) y agua—agua h,,(r), dependientes sélo de la distancia
r=|r-r"| entre moléculas.
Las correlaciones h,(r) y h.(r) se obtienen de las relaciones mecanico—

estadisticas del tipo OZ, mientras que la funcién h_,(r) es extraida directamente

de experimentos de difraccibn con agua pura. De ésta forma se evitan las
complicaciones que aparecen al introducir una descripcion teérica de agua
liquida, puesto que hasta el momento, ninguna resulta ser completamente
satisfactoria.

De esta manera, se adopta una estrategia semiempirica en la cual las
interacciones entre moléculas de soluto, y entre éstas y el agua son consideradas
explicitamente. Las correspondientes a agua pura quedan implicitas en la funcién

de distribucioén radial obtenida experimentalmente.
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Luego se elige como modelo de las interacciones dependientes sélo de las
distancias entre las moléculas que componen al sistema formado por la mezcla

binaria (soluto apolar (s) y agua (a)), al potencial de Lennard—Jones (figura 2.2a):

u,,(r)=4e, KUEM J —[UEM J } (2.32)

donde M representa a una molécula de agua o de soluto (M =ao M =s).

Uggy(") (@) (b)
u(o)sM(r)
0)
p s s
O : sM 0 . -
GSM r r
\/ﬂ "0
e T “Eom
figura 2.2

Estos potenciales son separados (figura 2.2b) en una parte exclusivamente

repulsiva Us(ﬁﬂ)(r) y otra puramente atractiva U(ﬂ (r) de modo tal que el potencial

S

total sea igual a la suma de ambos,

e + U, (r) r<rl®
ul(r) _{ oM y N r;E’ (2.33a)
- (0)
Ul ()= ~ F= o 2.33b
sM (r) {USM (r) r> rs(lsl) ( )

En esta teoria, se utilizan ecuaciones integrales basadas en relaciones del

tipo Ornstein—Zernike para mezclas, con el objeto de calcular las funciones de

correlacion de referencia. Las funciones de correlacion radial de referencia gg’ﬂ) (r)

corresponden al sistema en el cual se desprecia el término atractivo, esto es, las
moléculas de soluto y de agua interactian a través de los potenciales

U, (r)= Us(f,,) (r) definidos en la ec. (2.33a).
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Una vez determinada la funcion de referencia, de la ec. (2.31) tenemos:
Jou (1) = 9§} (r)e " (2.34)
donde C,,, (r) es el potencial renormalizado dependiente de UY (r).

Las funciones g{%(r)=h©(r)+1 pueden calcularse en forma aproximada

utilizando un sistema de ecuaciones integrales determinado por las relaciones del

tipo de OZ (2.10). Para el caso de sistemas infinitamente diluidos (p, =0):

h (r)=c8 (r)+ o, [c (|7 -7 |)hge (r)dr (2.35a)
h (r)=cf (r)+ . [cQ (|7 -7 (r)dr (2.35b)

Este sistema se cierra mediante las condiciones aproximadas:

hO(r)=-1, <o, (2.36a)

hO(r)=-1, <o, (2.36b)
y

c(r)=0, r>a, (2.37a)

c(r)=0, >0, (2.37h)

Para la funcién de correlacion h®®(r) en la ec. (2.35a) se usa la

transformada de Fourier del factor de estructura parcial oxigeno—oxigeno obtenido
a partir de experimentos de difraccién con agua pura.

En consecuencia, se obtiene un sistema de ecuaciones integrales cuyas

incognitas son c(r) y c(r) dentro de la region de impenetrabilidad, y h9(r) y

Ss

h(o)(r) afuera. Una vez determinadas, podemos introducir las funciones de

Ss

correlacion de pares g@(r)=hQ(r)+1 y g@()=h(r)+1 en las expresiones

sa S SS

perturbativas (2.34) o alguna otra equivalente, para obtener g, (r) y g..(r).

En los préximos capitulos aplicaremos este esquema (con algunas
variantes) a aminoacidos en agua, resolviendo el sistema de ecuaciones

integrales involucrado.
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3. UN RESIDUO DE AMINOACIDO APOLAR EN AGUA:
HIDRATACION HIDROFOBICA.

Como sabemos, las condiciones del medio cumplen un rol fundamental en la
estabilidad de la estructura nativa. Cuando se modifican las condiciones
fisiolégicas normales, las proteinas sencillamente adquieren conformaciones
diferentes. Esto se observa, muy claramente, en los experimentos donde se
induce la desnaturalizacion de una proteina y su posterior renaturalizacion,
justamente a través de cambios introducidos al medio [1].

Considerando que los aminoéacidos son los eslabones fundamentales con los
gue se construyen todas las cadenas poliméricas que conocemos como
proteinas, estudiar sus propiedades termodindmicas en solucidon acuosa, Yy
determinar cdmo se estructura el solvente alrededor de los atomos de los
diferentes residuos, puede aportar informacion importante para comprender mejor
algunos aspectos del problema del plegamiento y estabilidad del estado nativo.

En este capitulo abordamos estos topicos en relacién con los aminoacidos
apolares. En la primera parte, presentamos algunos resultados obtenidos
mediante simulacion con Dinamica Molecular. Luego, introducimos un modelo

tedrico con el cual estudiamos las correlaciones residuo—agua.

3.1 SIMULACION MEDIANTE DINAMICA MOLECULAR.

El sistema en estudio estard compuesto, en todos los casos, por una
molécula de soluto (el aminoacido completo o solamente la cadena lateral del
mismo) y 511 moléculas de solvente (agua o metanol). Algunos detalles de las
simulaciones, y los valores asignados a los parametros de entrada, son

recopilados en el Apéndice B.

3.1.1 ENERGIA LIBRE DE TRANSFERENCIA.

Los aminoacidos pueden clasificarse de acuerdo a su polaridad en tres
grupos: apolares, polares y cargados (Tabla 1.1). Aqui estudiaremos a los

aminoacidos apolares o no polares. Dentro de este grupo, incluimos a siete de los
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veinte aminoacidos que existen en la naturaleza: alanina (A), valina (V), prolina
(P), isoleucina (1), metionina (M), leucina (L) y fenilalanina (F) [2].

De las observaciones realizadas sobre proteinas reales se encuentra que los
aminoacidos apolares muestran una tendencia a situarse en el interior de las
mismas, mientras que los pertenecientes a los otros dos grupos se hallan
generalmente expuestos al solvente (agua).

Este hecho condujo a W. Kauzmann [3] a proponer a la interaccion
hidrofébica como “la” fuerza responsable del colapso hacia la estructura compacta
gue las proteinas adquieren en el estado nativo. Si bien el origen preciso de la
energia libre asociada con la interaccion hidrofébica sigue siendo controversial [4,
5, 6], a bajas temperaturas, y a temperaturas fisioldgicas, se observa que la
variacion de energia libre es fundamentalmente de origen entrépico [7].

Luego del trabajo de Kauzmann, muchos investigadores intentaron describir
aspectos del plegamiento de proteinas cuantitativamente en términos de la
hidrofobicidad relativa, o del caracter hidrofébico de los distintos residuos de
aminoacidos. Esto despert6 un gran interés por construir una escala de
hidrofobicidad para los aminoacidos, que permitiera relacionar algunos aspectos
de la estructura o funcién de las proteinas [8].

Si la interaccién entre los aminoacidos apolares y cierto solvente fuera
favorable con respecto al agua, esperariamos que en dicho solvente la proteina
se despliegue y adopte una conformacion mas abierta que la nativa. Por esta
razén, es interesante estudiar la capacidad que poseen los distintos solventes
para inducir la desnaturalizacion de proteinas [9], y determinar la preferencia que
cada aminoécido tiene a interactuar con estos solventes en relacion al agua.

Aparecieron asi, muchas escalas de hidrofobicidad [10, 11], algunas de las
cuales reproducimos en la Tabla 3.1. En general, observamos una dispersién muy
grande en los valores obtenidos por los distintos autores. Entre ellas existe una
diferencia tan importante, que en algunos casos, llegan a presentar signos
opuestos para la variacién de energia libre, lo que conduce a interpretaciones
antagodnicas con respecto a la hidrofobicidad de los residuos.

David Eisenberg y colaboradores [11], proponen una escala de consenso

construida a partir de un promedio ponderado de escalas experimentales
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existentes en la literatura. En la Tabla 3.1, la escala de Nozaki y Tanford (NT)

modificada por Segrest y Feldman (SF) [8, 9], esta basada sobre la AG, que se

obtiene al transferir los residuos desde etanol a agua. Janin [12] y Chothia [13]

obtienen sus escalas, calculando AG, al transferir el residuo desde el interior de la

proteina a la superficie de la misma. La escala de Wolfenden [14] y
colaboradores, considera la transferencia de las cadenas laterales de los
aminoacidos desde el vapor de agua al agua en estado liquido.

En la Tabla 3.1, mostramos también la escala semiempirica de von Heijne y
Blomberg [15]. Estos autores consideran el cambio de energia libre producido al
transferir los residuos desde un medio no acuoso a uno acuoso.

Una revision sobre el debate acerca de qué valores resultarian mas (o
menos) convenientes utilizar en el problema del plegamiento de proteinas, puede

encontrarse en el trabajo de Lazaridis y colaboradores [16].

Tabla 3.1 : Escala de Hidrofobicidad.

AG,, [Kcal mol'1]

Nozaki-  von Heijne—
Residuo oo s Janin®  Chothia®™® Wolfenden™ Consenso!!
Tanford®?  Blomberg™®

ala 1.0 2.9 0.3 -0.29 1.94 0.25
pro 15 1.1 -0.3 -0.90 - -0.07
met 2.5 2.1 0.4 -0.24 -1.48 0.26
val 3.0 3.9 0.6 0.09 1.99 0.54
leu 3.5 4.2 0.5 -0.12 2.28 0.53
ile 5.0 4.4 0.7 0.24 2.15 0.73
phe 5.0 5.2 0.5 0.00 -0.76 0.61

Considerando el interés que sin dudas tiene contar con una escala de
hidrofobicidad “confiable”, calculamos la diferencia de energia libre (AG,) que se
obtiene al transferir el residuo de un aminoacido desde un solvente no polar

(metanol) a agua, haciendo una simulacién mediante Dinamica Molecular (DM) de

este sistema.
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Cuando decimos confiable nos referimos a la posibilidad que ofrece la
simulacién de controlar las variables del sistema en estudio, puesto que, en
general, las diferencias encontradas entre las escalas experimentales puede
atribuirse a las condiciones en las cuales se realizaron esas mediciones, los
solventes utilizados en cada caso, etc.

Estos célculos son muy importantes en el estudio de la estabilidad de la
estructura nativa, ya que se ha sugerido que el etanol puede utilizarse como

modelo para representar el interior de una proteina. Por lo tanto, AG, entre etanol

y agua representaria una medida de lo desfavorable que resulta para un residuo
de aminoacido apolar, la interaccion con el agua.

Experimentalmente se observa que la variacion de energia libre entre la
cadena lateral de un aminoacido apolar y el solvente, difiere muy poco cuando se
usa metanol, etanol, butanol o acetona [9].

De acuerdo con la propuesta de Tanford [9, 17], la AG, de un aminoacido

desde solvente organico a agua, permite establecer una escala de hidrofobicidad,
y a partir de ella, estudiar las contribuciones que los residuos encerrados en el
interior de la proteina hacen a la estabilidad de la misma. Ahora bien, para que

esta equivalencia sea valida (AG, = hidrofobicidad) se deben verificar dos
condiciones: (1) AG, debe favorecer al medio no acuoso, y (2) debe ser

independiente del solvente no polar utilizado [9]. Si bien estas condiciones sélo se
cumplen con los aminoacidos apolares [5], en muchos de los trabajos que
siguieron a NT, se considerd valida esta equivalencia (equivocadamente) para
todos los aminoacidos, incluyendo a los de tipo polar. A pesar de que NT dicen
claramente que una escala de hidrofobicidad puede construirse, basada en el

calculo de la AG,, solo para aminoacidos apolares, desafortunadamente en una

tabla de su trabajo (tabla IX de [9]) incluyen también aminoéacidos polares, lo que
pudo ser el origen de la confusion posterior.

A continuacién presentamos la escala de hidrofobicidad que obtuvimos
mediante simulacién para los siete aminoacidos apolares (alanina, valina, prolina,
isoleucina, metionina, leucina, fenilalanina), y sefialamos algunas de sus

implicancias.
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Luego mostramos un grafico donde se observa la relacion lineal encontrada
originalmente por Cyrus Chothia, conjuntamente con la surgida de simulacién, y

discutimos sobre el valor de pendiente obtenido.

3.1.1.1Escala de hidrofobicidad.

Para ser soluble en agua, una molécula debe ocupar un cierto volumen, y
por tanto debe romper la estructura del agua al menos dentro de ese volumen. El
volumen que ocupa dicha molécula en solucion, refleja no sélo su volumen
atomico, sino también, cualquier cambio que se produzca al reacomodar las
moléculas de agua alrededor de ella.

La solubilidad de una molécula apolar en agua, depende de lo desfavorable
gue resulte crear una cavidad en relacion con lo favorable de las interacciones
gue posea con las moléculas de agua que la rodean. Una medida de esta
propiedad esta dada por la hidrofobicidad que presenta cada molécula.
R0y

AGW—»V

AGy. AG,.,=0

AGM—»W + AGW—»V + A(';V—bv + A(';V—>M= 0
figura 3.1

Para establecer nuestra escala, llevamos a cabo el célculo de la variacion de
energia libre que se produce al transferir a cada uno de los residuos de
aminoacidos apolares, desde el solvente no polar (metanol) al agua (AG,,_,,)-

Para esto utilizamos el paquete de programas Gromos96 [18], y consideramos un
ciclo termodinamico como el de la figura 3.1.
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En este esquema, AG,, , representa la diferencia de energia libre que se

produce al transferir el residuo que inicialmente esta disuelto en agua (W)

formando parte del aminoacido, al vacio (V). Luego, AG,, ,, = -AG,, ., —AG, -
Para calcular la diferencia de energia libre AG,, , (AG, _,,), hay dos técnicas

que son las comunmente mas usadas: integracion termodindmica (IT) y
crecimiento lento (CL) [19, 20] (ver Apéndice A).

En la técnica de IT, la interaccién soluto—solvente es controlada por un
pardmetro A que toma valores entre O (interaccion completa) y 1 (sin interaccion).
Se realizan simulaciones para valores fijjos de A, y se calcula la variaciéon de
energia libre integrando en A, mediante algun algoritmo de integracién estandar.

Por otro lado, en el método de CL, el sistema es cuasiestaticamente

transformado desde un estado en el cual la interaccién es completa (A =0), a otro
en el cual los atomos del residuo y del solvente no interactian (/] = 1) [20, 21].
Evaluamos AG,, ,, para el residuo de alanina usando ambos metodos. En el

caso de la IT, fue necesario previamente determinar la ineficiencia estadistica, de
modo de asegurar que los puntos tomados para los calculos fueran
independientes [22]. Encontramos que para garantizar la independencia
estadistica de los datos, es suficiente tomar una muestra cada 0.2 ps (100 pasos
de simulacion).

Para la integracion numérica sobre A utilizamos el método de Gauss—
Lobatto [23]. Consideramos 3, 5, 7 y 9 puntos de integracion (valores de A D[O,l])
y observamos que para 7 o0 mas puntos, el resultado estaba dentro del error
estadistico. Mediante IT con 9 puntos de integracion, obtuvimos para el residuo de
alanina un valor de energia AG,, ,, =0.55Kcal mol*. En este método los errores
no pueden ser determinados con precision, y sélo puede darse una cota superior
indicativa [19, 24]. En nuestro caso son del mismo orden de magnitud que los
valores medidos.

En cuanto a CL, realizamos simulaciones en ambos sentidos, esto es,
partimos de una configuracién inicial de equilibrio con todas las interacciones

presentes (1 =0), y hacemos evolucionar al sistema lentamente hasta un estado

final donde los atomos pertenecientes al residuo del aminoacido en estudio, cesan
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por completo su interaccion con los demas atomos del sistema (/1 :1). Luego,
tomamos ésta Ultima configuracion correspondiente al estado sin interaccion
(/1 :1) como la inicial, y vamos “encendiéndolas” lentamente hasta un estado en
el cual todas las interacciones estan nuevamente presentes (/] = O).

Esto, que podriamos interpretar como una “histéresis” definida por el
“apagado” y posterior “encendido” de las interacciones de los &tomos del residuo,
puede tomarse como una medida aproximada de la incerteza en la variacion de

energia libre calculada.

Para el residuo de alanina, obtenemos AG, _,, :(—0.6810.01)Kcal mol™ en
metanol, y AG,, , = (0.0710.02)Kca| mol™ en agua. Finalmente, expresamos la
energia libre de transferencia (AGMﬁW =-AG,, —AG\,*M) para el residuo de

alanina como: AG,,_,, =(0.61+0.03)Kcal mol™.

El método de CL resulté ser mas eficiente en cuanto a tiempo y memoria
para calcular AG,, ,,, Yy ademas nos permitid una mejor estimacion del error que
el de IT. Teniendo en cuenta que ambos métodos dan resultados muy similares
(al menos para la alanina), para los demas residuos apolares decidimos utilizar el
método de CL.

Tabla 3.2: Escala de hidrofobicidad obtenida mediante simulacion.

aminoécido apolar AG,,_,, [ Kcal mol*] E(%)
ala (0.61 £ 0.03) 5 %
val (1.7+£0.2) 12 %
pro (2.0+0.2) 10 %
ile (3.3+05) 17 %
met (3.5+£0.2) 6 %
leu (3.5+£0.6) 18 %
phe (4.4+0.1) 2%

En todos los casos las corridas se hicieron con crecimiento lento, tanto para agua como para metanol. El
factor A se hace variar de 0 a 1 en 500 ps de simulacion. Esto significa que, para el calculo de AG; en cada
uno de los solventes, se necesitan 1000 ps (500 ps para el apagado, y 500 ps mas para el posterior
encendido de las interacciones). Por tanto, el valor final para cada aminoacido, se obtiene luego de 2000 ps
(2 ns) de simulacion.
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Desde luego, cuanto mayor es AG mayor es la hidrofobicidad. En la

M-W 1
Tabla 3.2, presentamos la escala que obtenemos mediante simulacion, en orden
de hidrofobicidad creciente para los siete aminoacidos no polares considerados.

De acuerdo a NT [9], en el caso de los aminoacidos apolares, la AG, no

varia sustancialmente si se utiliza metanol, etanol o cualquier otro solvente
organico. Por el solvente organico utilizado, podria esperarse que nuestros
resultados de la Tabla 3.2 muestren un mejor acuerdo con los datos de NT
(columna 2 de Tabla 3.1) que con el resto. Sin embargo, mas alla de algunas
coincidencias como en el caso de leucina, ni los valores propiamente dichos, ni el
orden que guardan los residuos en relacion con su energia, acuerdan como se
esperaba que lo hicieran.

No obstante, el orden mostrado por los residuos en la Tabla 3.2 resulta
razonable si consideramos el nUmero de atomos que integra cada una de las
cadenas laterales de los diferentes aminoacidos, y el area expuesta al agua por
cada uno de ellos (ver apartado siguiente 3.1.1.2).

Ademas, tengamos en cuenta que el calculo de las energias presentadas en
la Tabla 3.2, se llevé a cabo en condiciones diferentes a las descriptas por NT. En
nuestros céalculos (ver Apéndice B), consideramos un sistema compuesto por 1
aminoacido mas 511 moléculas de solvente, y determinamos la variacion en la
energia libre que se produce al apagar o encender las interacciones de los
atomos de la cadena lateral con los demas atomos del sistema. Mientras que las
energias libres de transferencias obtenidas por NT resultan de restar a los valores
medidos para cada aminoacido completo, el correspondiente a la glicina (gly).

Seria interesante quizas, contar con medias experimentales mas recientes y,
teniendo en cuenta el control de los diferentes parametros que la DM permite,

repetir la simulacién en iguales condiciones para una comparacion mas directa.

3.1.1.2Relacion lineal de Chothia.

En un conocido articulo, C. Chothia [25] encontré una relacion lineal entre la
variacion de energia libre de transferencia (hidrofobicidad), y el area superficial

accesible a la molécula de agua para algunos residuos de aminoéacidos.
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El area superficial accesible de un grupo atomico se puede definir como: el
area descripta por el centro de una molécula de agua que rueda sobre la
superficie de van der Waals que envuelve al grupo, sin penetrar ningn atomo de
la molécula. Este concepto fue introducido por Lee y Richards (LR) [26] para

describir cuantitativamente la relacién entre la proteina y el solvente.

55~

A 1G, Chothia™ F .o
®07 m  AG, Chothia modificado "
45 por Segrest y Feldman ™ . ABF

40 © Simulacion con DM

AG [ Kcal/mol ]

0.0 —

T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140

Area superficial accesible [ A”]

figura 3.2

Chothia [25] tom0 los valores de energia libre del trabajo de NT [9], y los
grafic6 en funcién del area accesible calculada segun la definicion de LR.
Considerando cuatro aminoacidos apolares (A, V, L, F) obtuvo una recta cuya
pendiente es igual a 22 cal mol™* A y coeficiente de correlacién lineal 0.998. En
su trabajo, el residuo metionina (M) cae (conjuntamente con otros residuos
polares) sobre otra recta de mayor pendiente.

Si tenemos en cuenta la modificacion que SF hicieron a los valores de
hidrofobicidad de NT para el mismo conjunto de residuos, obtenemos una recta
con un valor de pendiente igual a 42.7 cal mol™ A= y coeficiente de correlacién
lineal 0.998.

Ahora bien, podemos utilizar la existencia de una relacion lineal entre
hidrofobicidad y area superficial accesible como test de los valores presentados
en la Tabla 3.2, independientemente del valor que obtengamos para la pendiente
de la recta. Con este objetivo, calculamos el area superficial accesible al agua
utilizando una versién mejorada de lo hecho por LR, como es el algoritmo de
Connolly [27].
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En la figura 3.2 mostramos con linea llena a la recta que mejor ajusta
nuestros datos de simulacion. El valor de la pendiente es 48.6 cal mol™ A, y su
coeficiente de correlacion lineal 0.967.

Si tenemos en cuenta que Sharp y colaboradores [28], comparando las
rectas obtenidas con diferentes métodos de medicion, concluyen que un valor
apropiado para la pendiente deberia estar entre 46 y 47 cal mol™ A=, vemos que
nuestro resultado se encuentra muy proximo a su propuesta. Mas aun, si en
nuestros calculos consideramos a la recta que mejor ajusta a los mismos cuatro
residuos que utilizé Chothia (A, V, L, F), obtenemos una pendiente igual a 47 cal
mol™ A=y coeficiente 0.974.

Por otra parte, observamos que al agregar tres aminoacidos mas (P, I, M), el
valor de la pendiente practicamente no muestra un cambio significativo. Al mismo
tiempo, graficos semejantes publicados por otros autores [5, 25], no contienen a
todos estos aminoacidos, por lo cual creemos que éste resultado puede ser un

interesante aporte.

3.1.2 SOLVATACION.

Las condiciones del medio, y en particular, la interaccion de cada
aminoacido con las moléculas de su entorno, tienen una participacion decisiva en
la estabilidad de la estructura nativa de las proteinas en solucion. Por esta razon,
es interesante estudiar como se organizan las moléculas de agua alrededor de
cada residuo de aminoécido.

En este apartado, nos ocuparemos de algunos aspectos de la estructura que
adquiere el agua al estar en contacto con los aminoacidos apolares, bajo

condiciones normales de presion y temperatura.

3.1.2.1Correlacion soluto-solvente.

La funcién de distribucion radial g(r) soluto—solvente brinda informacién
sobre la densidad (angularmente promediada) de moléculas de solvente alrededor
de un atomo de la molécula de soluto, en funcion de la distancia al mismo, y
relativa a la densidad media del solvente en el seno del liquido. Por eso, para el

estudio de propiedades estructurales es muy importante conocerla.
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La simulacion numérica nos da la posibilidad de controlar las variables del
sistema y obtener medidas de propiedades que experimentalmente son muy
complicadas. Un ejemplo de esto lo constituye justamente, el calculo de la funcién
de distribucion radial de las moléculas de solvente alrededor de cada uno de los
atomos de los aminoéacidos, en estado liquido.

Mediante cristalografia de alta resolucién, se obtiene informacion respecto
de cémo se ordena el solvente alrededor de un determinado aminoécido [29]. Sin
embargo, el estado del solvente en esos experimentos difiere considerablemente

del observado en el interior de la célula.
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figura 3.3

A continuacién, estudiamos la solvatacion de los aminoacidos en agua
(metanol), analizando las funciones de distribucion radial de los atomos de
oxigeno del agua (metanol), alrededor de los grupos de atomos de los residuos de
cada uno de los siete aminoacidos apolares [30].

En la figura 3.3 mostramos a todos los aminoacidos apolares, a fin de
facilitar el andlisis y la visualizacion de la ubicacibn de cada atomo en los
diferentes residuos. En la figura 3.4 graficamos las funciones de distribucién radial
en agua y metanol superpuestas, para favorecer la comparacion de la estructura

de solvatacién en ambos solventes.
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Realizando una observacion global de las curvas de la figura 3.4, podemos
sefalar que, en general, las funciones de distribuciébn son mas estructuradas, con
picos y valles méas pronunciados para metanol que para agua, lo que indicaria una
mayor solvatacion en el primer solvente.

Ademas, en algunos casos, nuevos picos corresponden a nuevas capas de
solvatacién, y éstas aparecen cuando el solvente es metanol. Esto indicaria que,
la presencia del grupo CH3 en la molécula de metanol (en lugar de uno de los H
en la molécula de agua), promueve una estructura “mas rica”.

Las formas de las funciones de distribucion radial, son el resultado de una
competencia entre diversas fuerzas (atractivas y repulsivas) y de efectos
estéricos. Un estudio detallado de las causas del comportamiento particular de
cada curva requiere de informacién complementaria.

Sin embargo, es importante mencionar que las curvas contienen informaciéon
muy interesante y nada facil de obtener a partir de métodos experimentales. Por
ejemplo, mirando al residuo de leucina en la figura 3.3, podria suponerse que las
moléculas de ambos solventes estudiados se estructurarian de la misma forma
alrededor de los atomos CD1 y CD2 (ambos grupos metilo) de la cadena lateral.

Sin embargo, las funciones de distribucién radial de estos atomos, no
muestran la equivalencia o simetria estructural esperada. Algo semejante ocurre
para el residuo de valina, con los dos &tomos CG1 y CG2 de la cadena lateral. Es
evidente que depende de la conformacion tridimensional de la molécula, y del
entorno (los demas atomos del aminoacido) que cada atomo tiene en solucién.

En todas estas simulaciones utilizamos el criterio del zwitterion por ser el que
predomina en solucién acuosa. Esto significa que el aminoéacido tiene una carga
positiva en su “cabeza” (grupo amino NHz") y una carga negativa en la “cola”
(grupo carboxilo COQO"). Sin embrago, la utilizacion de este criterio no produce
una gran perturbaciéon sobre los resultados, ya que cuando realizamos
simulaciones con la forma no iénica (cabeza NH, y cola COOH), en iguales
condiciones, ni las funciones de correlacion radial, ni las energias libre de
transferencia presentaron variaciones significativas.

Por otro lado, nos preguntamos qué incidencia tendran los atomos de la

cadena principal (CP) sobre la estructura del agua. En la figura 3.5 mostramos
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s6lo dos ejemplos, los que consideramos mas interesantes de analizar. Con
lineas de puntos representamos a las curvas correspondientes al centro
geométrico de la cadena lateral cuando los demas atomos del aminoacido estan
presentes en la simulacién. Las curvas llenas corresponden a la funcién que se
obtiene cuando soOlo se simula a la molécula que representa al residuo, y
nuevamente tomamos como posicion del atomo del residuo al centro geométrico

del mismo.
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figura 3.5

Para alanina, comparamos la funcién de distribucion radial correspondiente
al residuo CB (CHj3) con los atomos de la CP presentes (linea de puntos) y sin
ellos (linea llena). Observamos que la posicion del pico principal y del primer
minimo es aproximadamente la misma, si bien ambos son mas pronunciados para
el residuo solo que en presencia de los atomos de la CP.

Debido al espacio que ocupan los atomos de la CP y que impiden que alli
puedan ubicarse moléculas de agua, es razonable que en la grafica aparezca una
diferencia de altura del pico. Esto estaria indicando una mayor hidratacion del
residuo de alanina cuando la CP no esta presente, y una distancia a la primer
capa de hidratacion similar.

Para fenilalanina, notemos la desviacién que sufren las curvas alrededor de
los (3—4) A, que podemos relacionar con la forma que presenta el residuo, mas
cercana a un “disco” que a una “esfera”. En este caso observamos una mayor
probabilidad de encontrar moléculas de agua ubicadas a distancias cercanas al

centro del anillo cuando la CP esta presente, respecto de cuando no lo esta.
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El pico méas importante que muestran las curvas se encuentra a unos 5 A,
este es aproximadamente el valor del “didmetro” del anillo bencénico. Como
sucede con alanina, el pico principal es mas importante cuando simulamos al

residuo sin los atomos de la CP presentes.
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figura 3.6

Otro resultado también muy interesante surge de comparar los datos de
simulacion, con los obtenidos a partir de mediciones experimentales. Si
observamos las posiciones de los maximos y minimos, éstas estan en buen
acuerdo con la correspondiente distribucion de las moléculas de agua alrededor
de las cadenas laterales apolares de estructuras de proteinas bien refinadas
obtenidas de datos cristalograficos por Walshaw y Goodfellow [29]. Quizés el
ejemplo mas claro de esto corresponda a alanina (figura 3.6).

3.1.2.2Puentes de hidrdgeno.

Informacién complementaria muy Gtil para el andlisis de la estructura que
presenta el agua alrededor de un residuo de aminoacido apolar, surge del célculo
del numero medio de puentes de hidrogeno que forman las moléculas de agua
entre si, cuando el amino&cido esta presente respecto de cuando no lo esta.

En primer lugar, calculamos mediante DM, el nimero de moléculas de agua
gue estan formando 1, 2, 3, 4 y 5 puentes de hidrégeno n,, en relaciéon al nimero
total de moléculas de agua en el sistema N,, (figura 3.7). Este calculo, ademas de

servirnos como control de los resultados que arroja el algoritmo [31], nos permite
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graficar la variaciéon relativa que ocurre cuando introducimos en el agua a cada
uno de los aminoacidos apolares (figura 3.8).

0.5+

[ Agua Pura
0.4

1 2 3 4 5
N° de puentes de hidrégeno

figura 3.7

En la figura 3.8, mostramos dos graficos. El primero de ellos corresponde a
la variacion relativa que hay con respecto al agua pura en el nimero de moléculas
de agua que forman 1, 2, 3, 4 y 5 puentes de hidrégeno, cuando introducimos en

el sistema un aminoéacido apolar completo, esto es, el residuo con la CP.
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figura 3.8

En el segundo de los graficos (figura 3.8b), mostramos los resultados que

obtenemos cuando introducimos a la molécula correspondiente al residuo sin los
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atomos de la CP. Ordenamos a los aminoacidos en forma creciente con la
hidrofobicidad, segun lo obtenido y presentado en la Tabla 3.2.

Observando ambos gréficos, podemos decir que en ningln caso esa
variacion supera al 10%. Ademas, si bien es dificil analizar lo que ocurre a partir
del estudio de cada aminoacido en particular, surge a simple vista que el
comportamiento de los puentes de hidrogeno que forma el agua, cuando los
atomos de la CP estan presentes respecto de cuando no lo estan, es el opuesto.

En el primer caso, con la CP presente, se produce un cambio en la
estructura de puentes de hidrégeno, ya que aumenta el nimero de moléculas que
forman 1 y 2 puentes, y disminuye el nimero de moléculas que forman 4 y 5.
Podria decirse que la presencia del aminoacido completo, esto es, residuo mas
CP, “destruye” o “rompe” en parte la estructura del agua pura.

Por otra parte, en el segundo de los graficos vemos que la tendencia es
exactamente la opuesta. Pareciera ser que el hecho de que la CP no esté
presente, ocasiona en el agua una desviacion de la estructura de puentes de
hidrégeno donde se favorecen la formacion de 4 y 5 en detrimento de 1 y 2. En
ambos casos, el numero de moléculas de agua que forman 3 puentes de
hidrogeno se mantiene aproximadamente constante (variacion < 1%).

Este resultado, conjuntamente con lo observado para la funcion de
distribucién radial (figura 3.5), nos indicaria que el pequefio aumento que ocurre
en la formacion de 4 y 5 puentes de hidrégeno cuando la CP no esta presente,
debe estar sucediendo en la capa de agua en contacto con el residuo. Esto
parece apoyar la idea clasica sobre la hidratacion hidrofébica (en éstas
condiciones de temperatura y presion) donde se estaria formando una estructura
de “clatrato” alrededor del residuo apolar cuando lo simulamos solo. Sin embargo,
cuando consideramos a todo el aminoacido en la simulacion, pareciera que los
atomo de la CP no permiten que se forme dicha estructura, quizads porque al
utilizar el criterio del zwitterion se pierde (al menos en parte) el caracter apolar de

la molécula de soluto.
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3.2 TEORIA MECANICO-ESTADISTICA.

3.2.1 APLICACION DE LA TEORIA DE PRATT Y CHANDLER.

El estudio de soluciones muy diluidas de solutos no polares en agua tiene
gran interés por varias razones. En primer lugar, estas soluciones presentan
algunas propiedades “andémalas” en relacién con otros solventes no acuosos, lo
gue constituye un desafio muy atractivo.

Por otra parte, el estudio de soluciones acuosas muy diluidas, visto como un
sistema que se desvia levemente de agua pura, brinda informacion respecto del
agua en si misma.

Si observamos el desarrollo tedrico del estudio de soluciones acuosas
diluidas, vemos que estuvo siempre muy ligado al avance conseguido en las
teorias de agua pura. Los progresos en este campo casi siempre estuvieron
acompafiados de los progresos en las teorias de agua pura. Como sefialamos
antes, no contamos aun con una teoria de agua pura lo suficientemente precisa
como para dar cuenta de todas sus peculiaridades. Por eso en este capitulo,
tomamos la teoria semiempirica propuesta por Pratt y Chandler para el
tratamiento del efecto hidrofébico [32] que comentamos en el final del capitulo
anterior, y la aplicamos a sistemas formados por residuos apolares de

aminoacidos disueltos en agua, a dilucion infinita.

3.2.1.1Definiciones y ecuaciones del modelo.

El sistema que vamos a estudiar estd compuesto por una molécula de
residuo apolar disuelta en agua a dilucién infinita, 300 °K de temperatura y presion
de 1 atm. En este modelo, tanto las moléculas de residuo de aminoacido como las

de agua, son consideradas esferas que interactian entre si a través de un

potencial u(| r—r' |) gue depende solamente de la distancia entre ellas.

En adelante, usaremos a la letra “g’ para designar a la molécula de residuo
apolar y “a” para la de agua. Expresamos a la funcién de distribucion radial

residuo—agua (paq) por,

gpa(r):ypa(r)exp[_upa(r)/kBT] (31)
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donde y(r) es la funcion de distribucion radial de cavidad [33].

Como vimos en el apartado (2.2.2) del capitulo anterior, en esta teoria no
utilizamos ningun modelo para representar a la interaccién de las moléculas de
agua pura entre si. Las interacciones entre moléculas de agua (aa) son tratadas

en forma exacta, esto es, utilizamos la funcién de distribucion radial g,,(r)

oxigeno—oxigeno obtenida en forma experimental.
Teniendo en cuenta que trabajamos en el limite de dilucién infinita y que la
solubilidad de moléculas apolares en agua es muy baja, es razonable considerar

a la funcion g,,(r) practicamente igual a la de agua pura. Sin embargo, para

estudiar las propiedades asociadas con los residuos apolares disueltos en agua,
debemos introducir un potencial que represente a las interacciones entre una
molécula de residuo y una molécula de agua.

En la figura 3.9a repetimos (ver figura 2.2a) la gréfica del potencial de pares

desnudo del tipo Lennard—Jones (LJ) elegido para la interaccién residuo—agua. En

la gréfica indicamos con r{)(r) a la posicion del minimo de u ,(r) y con -¢,, al

valor que toma el potencial u,,(r) en el punto rf,g)(r). Tomamos como valor de

referencia para la energia u ,, (r — ) =0.
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figura 3.9

Descomponemos al potencial desnudo u ,,(r) en dos partes (ecs. 2.33): una

repulsiva de corto alcance u'”)(r) y otra atractiva de largo alcance u')(r) (figura

3.9b).
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Si tenemos en cuenta que la parte repulsiva del potencial es de corto
alcance y varia abruptamente como funcion de la distancia de separacion entre
particulas, entonces podemos suponer que tiene una gran incidencia en el

ordenamiento de las moléculas. Matematicamente esto significa que,
9, (1) =g2(r) (3.2)

donde gﬁ,‘;’(r) es la funcién de distribucion radial para el sistema de referencia,
esto es, la funcion de distribucion radial para el hipotético fluido en el cual

ut)(r) =0. Entonces escribimos,

9 (13U (1) = 9, (U (1)) = gy (1) (3.3)

Con el superindice “(0)” designamos al sistema de referencia, esto es, al fluido en
el cual las moleculas apolares interactian con el agua a través de u ,,(r) = ugf,)(r).
Estamos interesados en describir las propiedades estructurales asociadas

con el sistema de referencia, esto es, una molécula esférica apolar disuelta en
agua liquida, e interactuando con ésta segun (2.33a). Este problema esta
intimamente relacionado con la Mecanica Estadistica de esferas duras (ED)

disueltas en agua. En este caso, la molécula de soluto es representada por una

esfera impenetrable, y el potencial u ,(r) = uif,’(r) estara expresado por

r<d,

(1) = {"g (3.4)

rzd,

donde d,, simboliza al diametro de la esfera dura (figura 3.9b), y cumple con la
siguiente condicion,

jdr*yf,g(r){ exp| ~u$)(r)/keT | —exp[—uifj(r)/ksﬂ} =0 (3.5)

Luego, con buena aproximacién, podemos calcular a la funcién de

distribucion radial gﬁfj}(r) para dos moléculas que interactian con el potencial

repulsivo (2.33a) mediante,
9i2(r) =y 5o (r)exp| ~ul)(r)/k,T | (3.6)

donde yif,’(r)es la funcion de distribucién de cavidad para esferas duras [32].
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3.2.1.2Calculo de la funcién de correlacion radial.

A continuacién, presentamos los elementos tedricos béasicos para la
determinacién de la funcion de distribucién radial. Primero, calculamos a la

funcion de cavidad radial para esferas duras apolares en agua a dilucion infinita.

Luego, utilizamos la ecuacion (3.6) para determinar a la funcion ggj,)(r) para el

potencial de referencia.
Para comenzar, restamos la contribucién del gas ideal a la funcion de

distribucién y definimos a la funcién de correlacion radial de pares,
h,(r)=9g,()-1 (3.7)
Luego (ver aparatado 2.2.2) introducimos a la funcion c ,(r) a través de una
ecuacion del tipo Ornstein—Zernike (OZ) [33],
N (1) =C (1) + 2, [T 'C . ([T =F PhP(r) (3.8)

donde hX(r)=g_?(r)-1 es la funcién de correlacion radial para el agua liquida

aa
pura, determinada en forma experimental [34, 35, 36].

Es importante sefialar que las funciones que aparecen en la ecuacion (3.8),
dependen sélo de la distancia de separacion entre moléculas, pero no de las
orientaciones. Por esta razén, la ecuacion (3.8) es diferente de la expresiéon usual
de OZ (ec. 2.10).

Mas alla de esto, el significado fisico de esas funciones de correlacion radial
coincide con las ideas que OZ emplearon para escribir su expresion. Una
molécula de soluto y una molécula de agua estan correlacionadas en forma
directa (el primer término del segundo miembro de (3.8)), o en forma indirecta a
través de las otras moléculas de agua que actian como intermediarias (la integral
del segundo miembro). La interpretacion literal de estas ideas para el sistema de

esferas duras sugiere,
coa(r)=0 r>d (3.9)

pa
gue se combina con la condicién de borde siguiente,

95 (r)=h2(r)+1=0  r<d (3.10)

pa
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A continuacién, determinamos a la funcién C/E,f,’(r) gue satisface la condicién

(3.9). Una vez hecho esto, reemplazamos en la ecuacién (3.8), e integramos para

obtener h7(r) cuando r >d ,

Para determinar a la funcién de correlacién directa c>.(r), usamos un

procedimiento variacional. Definimos un funcional I[ci?(r)] del modo siguiente:

I[eso(n)] =jdrc§§(r)+jdr[c§5(r)]2

K[E20o] R (311)
donde indicamos con el simbolo “*" a la funcién transformada,
hee (k) = [dF exp[—. kr] he®(r) (3.12)

Luego, la derivada funcional de I[c52(r) ] es:

ol
octo(r)

=g, (1) (3.13)

De la ecuacion anterior y (3.10), obtenemos

ol
JcED(r) =0 redy (3.14)

Resolver esta ecuacion variacional es equivalente a resolver las ecuaciones (3.8,

3.9y 3.10). Proponemos para la funcién C;[:(I‘) el siguiente desarrollo,

} r<d, (3.15)

(r)—ffc[

Luego, la ecuacion (3.14) se reduce a un conjunto de ecuaciones algebraicas
lineales acopladas,

l—O n=12,...... ,n

3.16
ac. max (3.16)

Una vez determinados los coeficientes de la ecuacion (3.15), queda

determinada la funcién c;'f(r). Reemplazamos esta funcién en la ecuacién (3.8) y

calculamos h>7(r) parar >d

La funcién de cavidad radial puede aproximarse por,
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ED
—C,, (1) r<d,

90 () r>d,

Finalmente reemplazamos la expresidn anterior en la ecuacion (3.6), y obtenemos

Yoo (r)= (3.17)

la funcion de distribucion radial residuo—agua para el potencial repulsivo de
in 110
referencia u,,,(r).
En la figura 3.10 comparamos las gréaficas de tres funciones de distribucién
radial residuo-agua para el caso de alanina (A). Representamos con lineas de

trazos a la funcion de distribucién radial para el potencial uﬁfj(r) y con linea llena

a la funcién calculada mediante la ecuacion (3.6), a partir de la funcion de
distribucion de cavidad determinada segun (3.17).

Los circulos vacios corresponden a la funcién de distribucion radial residuo
de alanina—agua (Aa) obtenida de simulacion mediante DM, sin los &tomos de la
CP presentes, a presion de 1 atm y 300 °K de temperatura. Para representar al
agua en la simulacion utilizamos el modelo SPC/E [37].

2.5+

" alanina
DM

2.0 " o g o BU)

.= 97,0,

—g”,.0

0.5

0.0 ¥

Al
figura 3.10

Como vemos en la figura 3.10, el acuerdo exhibido por las funciones de

distribucién obtenidas en forma tedrica y mediante simulacion para el residuo de
alanina es muy bueno. Sin embargo, no encontramos un acuerdo tan bueno como
éste para todos los residuos apolares.

Seria muy tedioso mostrar a todas las graficas correspondientes a todos los

residuos apolares. En lugar de hacer esto, vamos a presentar s6lo dos casos mas

58



a modo de ejemplo (figura 3.11). Ya vimos al residuo que presenta el “mejor”
acuerdo, ahora procedemos a mostrar un caso “intermedio” (leucina), y al “peor”
de todos (fenilalanina).

Para leucina (L), las curvas surgidas de DM y del modelo tedrico, presentan
un acuerdo aceptable en cuanto a la posicién del pico y del primer minimo, aln
cuando no coincidan totalmente.

En cambio, para fenilalanina (F), encontramos la mayor diferencia entre las
curvas de DM y del modelo. Si bien las posiciones del pico principal y del primer
minimo son razonables, en la grafica de la funcion de distribucién surgida de
simulacion observamos una primera “meseta” pequefia alrededor de 3—4 A.

Como comentamos anteriormente, el residuo de fenilalanina posee un anillo
bencénico que le confiere una forma mas parecida a un “disco” que a una “esfera”
(figura 3.3). Esta primera “meseta” entonces, seria una medida de la probabilidad
de que las moléculas de agua se sitlen cercanas a la superficie plana del disco,

mientras que la posicion del pico méas alto estaria relacionada con el diametro del
mismo.

25+ 25+

(@ N : (b)

2.0+

leucina

o ¢™ .
©

REE b« RN ()

0)
Q& — I
) — ; g”,0

0.5 -

T —T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10

figura 3.11

Puesto que en nuestro modelo consideramos a los residuos como esferas,
es légico que la curva llena que corresponde a la teoria sea incapaz de reproducir

este hecho, y que su pico esté ubicado en la posicion determinada por el diametro
del anillo.
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Las curvas de circulos abiertos, fueron obtenidas simulando a la molécula
del residuo sola, esto es, sin los &tomos de la CP presente. Luego, calculamos a
la funcién de distribucién radial tomando las distancias entre el punto que ocupa el
centro de geometria de la molécula de residuo y los oxigenos de las moléculas de
agua.

Hasta aqui, despreciamos el término atractivo de u,(r) y obtuvimos la

funcién de distribucion radial para el potencial de referencia. Ahora, podemos dar

un paso mas y considerar en forma perturbativa la incidencia del término atractivo

uﬁ}g(r) del potencial. De este modo determinamos una nueva g ,,(r) a partir del

resultado anterior.

Los detalles de éste célculo seran presentados en el proximo capitulo, aqui
s6lo adelantamos que en él hacemos uso de la teoria de Andersen, Chandler y
Weeks [38], conocida como la aproximacion “EXP”.

Una vez mas, presentamos soélo una grafica a modo de ejemplo (alanina),
aunque debemos aclarar que el comportamiento de los demas residuos es
semejante en cuanto a la variacion relativa que sufre la funcién de distribuciéon
radial (= 10% ) respecto de su valor de referencia (grafica con circulos abiertos
pequefios en la figura 3.12).

25+

—d%,.0
2.0 4 (A -_-_gAu(r)

o 89, /g7,

figura 3.12
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Para finalizar este apartado, hacemos algunos comentarios acerca de la

funcion de distribucién radial utilizada para el agua pura y los parametros {ea,aa}

empleados para caracterizarla en los célculos.

Disponemos de tres funciones de distribucion radial para agua pura
obtenidas en forma experimental. Una del afio 1971 determinada por Narten y
Levy [34], otra de 1986 por Soper y Phillips [35] y la mas reciente por Soper en
1994 [36].

Ademas de estas funciones, contamos con una cuarta que fue obtenida por
nosotros mediante una Dindmica Molecular con 512 moléculas de agua, en las
mismas condiciones de presion y temperatura que los sistemas anteriores,
utilizando el modelo SPC/E ya mencionado.

De las cuatro alternativas posibles, decidimos utilizar una de las funciones
de distribucion radial oxigeno—oxigeno obtenida en forma experimental, en lugar
de aquella surgida de una simulacién cuyo modelo fue ajustado para coincidir con
ésta. Luego, de las funciones experimentales posibles, optamos por la mas
reciente de las tres, esto es, la funcion de distribucién radial oxigeno—oxigeno
obtenida por Soper en 1994.

En cuanto a la eleccion de los parametros asociados al agua pura, creimos

conveniente elegir {aa :3.166A,£a/k8 =78.2°K} [37], correspondientes al

modelo SPC/E que utilizamos en la DM.

3.2.2 NUMERO DE COORDINACION.

En nuestros calculos tedricos, supusimos a los residuos apolares
interactuando con el agua a través de un potencial del tipo Lennard—Jones (2.33).
Para determinar a las funciones de distribucion radial presentadas en los

apartados anteriores, necesitamos introducir cuatro parametros de entrada

{ga,aa,gp,ap} gue caractericen al residuo apolar y al agua.

Luego, utilizamos las relaciones:

0, =(0, +0'a)/2

3.18
Epn TAELE, (3.18)
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para determinar los parametros que intervienen en el potencial.
Para reducir al minimo el numero de pardmetros a ajustar en forma
arbitraria, decidimos tomar los valores que surgen del modelo SPC/E para el agua

pura, y el g, surgido de mediciones experimentales realizadas por otros autores

[6] (Tabla 3.3).

Por dltimo, asignamos un valor al parametro £, con el siguiente criterio:
primero obtenemos la funcion de distribucion g, (r) a partir de simulacion

mediante DM para un dado residuo apolar. A continuacion, calculamos la g ,(r)

gue surge del modelo tedrico expuesto en el apartado anterior y ajustamos el

valor del parametro &£, hasta que el numero de coordinacién (N.) obtenido de

esta Ultima funcion difiere en menos de un 1% del valor encontrado para la

anterior. Para calcular el nimero de coordinacion N, usamos la expresion usual,

rmin
— 2
N =47, [ drr?g,,(r) (3.19)
El calculo de N, no solo brinda un criterio con el cual determinar un valor
razonable para el parametro ¢,, también provee informacion acerca de la

hidratacién de cada residuo. En la Tabla 3.3 detallamos los valores obtenidos en

cada caso.

Tabla 3.3 Pardmetros y niumero de coordinacién para los residuos apolares.

Residuos o,[A] £,/ks[°K] N,
ala (A) 3.794 148 18-19
pro (P) 4.932 120 24-25
val (V) 5.324 120 2526
met (M) 5.818 110 27-28

ile (1) 5.887 90 28-29
leu (L) 5.887 80 29-30
phe (F) 6.277 70 31-32

Observemos que a medida que aumenta el diametro del residuo disminuye

el valor del parametro ¢,. Por otro lado, vemos que N, aumenta cuando aumenta
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el tamafio del residuo, lo cual resulta razonable si tenemos presente que N. es
una medida del nUmero de moléculas de agua que se hallan en contacto con cada
residuo.

Los valores de N. encontrados para los residuos apolares son bastante mas
grandes que el correspondiente a agua pura (N, =4 -5), donde la estructura es
aproximadamente tetraédrica.

Dejamos por un momento de lado a las funciones de distribucion radial

g, (r) que arroja el modelo teorico, y nos concentramos en las funciones

obtenidas mediante DM para los residuos apolares. Vemos que todas presentan

un pico principal bastante ancho, le sigue un minimo algo menor que uno, y

finalmente, la funcién g, (r) se hace practicamente constante e igual a uno.

Entonces, podemos decir que existe una capa de hidratacién que cuenta con un

numero N. de moléculas, a parir de la cual tenemos agua pura en estado liquido.
De esta forma, el valor de N. nos brinda una medida aproximada del nimero de

moléculas de agua que estarian involucradas en la variacion de la estructura de

puentes de hidrégeno que veiamos en el apartado 3.1.2.2.
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4. DOS RESIDUOS APOLARES DISUELTOS EN AGUA:
INTERACCION HIDROFOBICA.

Comenzamos extendiendo el modelo mecanico—estadistico presentado en
los capitulos anteriores (apartados 2.2.2 y 3.2), y lo aplicamos a un sistema
formado por dos residuos de aminoacidos apolares disueltos en agua.

En primer lugar, calculamos las funciones de correlacion correspondientes al
sistema de referencia, esto es, cuando consideramos a las moléculas de residuo
interactuando entre si y con el agua, a través de un potencial repulsivo.

A continuacién, determinamos en forma perturbativa el efecto producido por
la accion de interacciones atractivas sobre las funciones de distribucion radial
residuo—residuo, y obtenemos los correspondientes potenciales efectivos de
interaccion de pares de aminoacidos en agua como funcion de la distancia.

Finalmente, cotejamos algunos de los resultados surgidos de este modelo

con los calculados por otros autores mediante simulacion.

4.1 TEORIA MECANICO-ESTADISTICA.

Retomamos los calculos realizados en el capitulo anterior para tratar a la
hidratacién hidrofébica, y extendemos la teoria para calcular la funcion de
distribucion radial residuo—residuo [1], y el potencial de fuerza media asociado a

ella. El potencial de fuerza media W ,(r) representa una medida de la

interaccidon inducida por el agua sobre las dos moléculas de residuo, y lo

calculamos mediante:
W,.(r) = kgT Ing ()] (4.1)
donde g,,(r) es la funcion de distribucion radial de dos solutos esféricos (o y

p') disueltos en agua.

En nuestro esquema, necesitaremos conocer también a la funcion de
distribucién radial de agua liquida pura. Como antes, para determinar las
correlaciones que involucran residuos de aminoacidos apolares, elegimos un

procedimiento semiempirico que introduce el comportamiento del agua real a
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través de la funcion de distribucion radial oxigeno—oxigeno obtenida en forma
experimental [2]. La idea de trabajar con un método semiempirico para soluciones

acuosas, es bien conocida y ha sido usada por muchos otros investigadores[3].

4.1.1 TEORIA DEL EFECTO HIDROFOBICO.

El sistema que consideramos, estd compuesto por dos moléculas de residuo

apolar esféricas disueltas en agua, que interactian entre si a través de un

potencial u(| r-r' |) dependiente de la distancia entre los centros de cada residuo,

o entre el centro de un residuo y el oxigeno de la molécula de agua.

En el capitulo anterior, presentamos muchas de las ecuaciones que siguen.
Sin embargo, preferimos repetir a algunas de ellas para mostrar el acoplamiento
gue existe entre las interacciones residuo—agua y residuo—residuo. Escribimos a

las funciones de distribucion radial mediante [4]:
90 (1) =Y (1) XD [0 () 1K, T (42)

donde designamos con la letra M tanto a una molécula de residuo como a una
molécula de agua (M =p' 0 M =a).

El potencial de interaccion directa entre pares de moléculas elegido, es del
tipo Lennard—Jones (ec. 2.32). Al igual que en el capitulo 3, descomponemos al
potencial completo u,,(r) en dos partes [4, 5]: una repulsiva de corto alcance

ufy(r), y otra atractiva de largo alcance uf),(r), o sea, u,, (r) =ul (r)+u%,(r)

oM oM oM
donde,
£, +u () r<r®
ugn(ry=q o o (4.3a)
0 r>r,y
—c r<r©
@ - oM oM
us(r)= (4.3b)
oM {upM(r) r> r/(ycl)\/)l

Definimos al sistema de referencia como aquel en el cual se desprecia la

contribucion del término atractivo u% (r) en el potencial total u ,,,(r),

9, (U U U ) = g, (HuS ul® u® )y =g i) (4.4a)
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9,0(iU,q) = 9, (riug) = 9o (r) (4.4b)
Mas adelante, determinaremos en forma perturbativa las contribuciones que los
términos atractivos uﬁ}ﬁ,,(r) hacen al potencial de fuerza media W ,(r). En
principio, tomamos u,,, (r) =u'} (r) y definimos a o, y £,,, a través de las

relaciones usuales entre los parametros,
O =(0,+0y)/2

Eq = AE)En

(4.5)
oM

Para estudiar las propiedades estructurales asociadas al sistema de
referencia formado por moléculas apolares disueltas en agua, primero

representamos a la molécula de soluto por una esfera dura (ED), cuyo potencial

de interaccion uSy(r) viene dado por,

00 r<d
ou (1) {o r=d,, (4.6)

El parametro d,, representa al diametro de la esfera impenetrable, y se

determina a partir de la condicién:
jdr*yf,g(r){ exp| —ul(r)/keT | —exp[—uﬁg(r)/ksﬂ} =0 (4.7)

Luego, calculamos a la funcién de distribucién radial g(o’ (r) para dos esferas que

interactdan con el potencial repulsivo (4.3a) mediante,
gl (r) =y mm(r)exp| -u (r) /KT | (4.8)

donde y;[,,’(r) es la funcién de distribucion de cavidad para esferas duras [4].

4.1.1.1 Correlaciones para el sistema de referencia.

Como lo hicimos en el capitulo 3, restamos la contribucion del gas ideal a las
funciones de distribucién y definimos las funciones de correlacién radial de pares,

h (1) =g (1) =1 (4.9)
Luego introducimos las funciones c;‘;},(r) conjuntamente con las ecuaciones del

tipo Ornstein—Zernike [4],
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hQ(r) =cQ(r)+ o, [dr (| F =7 JhaP(r) (4.10a)
hO(r) =c(r)+ p, [dT D7 =7 P, (r) (4.10b)

donde h;°(r)=g."(r)—1 es la funcién de correlacién de pares para el agua

liquida pura, obtenida en forma experimental [2].

A diferencia de lo que ocurre en las expresiones originales de Ornstein—
Zernike (OZ) (ver apartado 2.2.1.1), las funciones de correlacién que aparecen en
las ecuaciones (4.10a) y (4.10b) no dependen de las orientaciones. Estas
funciones representarian el “analogo” esférico de las definidas por OZ (ec. (2.10)).

Las ecuaciones (4.10) conjuntamente con las relaciones,

ce(r)=0 r>d, (4.11a)
co(r)=0 r>d,, (4.11b)
y las condiciones de borde,
g5 () =h(r)+1=0 r<d, (4.11c)
9, () =h (r)+1=0  r<d, (4.11d)

forman un sistema de ecuaciones que debemos resolver para determinar a la

funcién CES(I‘). Para esto, utilizamos el procedimiento variacional descripto en el

capitulo 3 (apartado 3.2.1.2).

Luego, insertamos C/E,f,’(r) en la ecuacion (4.10a) de modo que satisfaga la

condicién (4.11c), e integramos para obtener hlfff(r) cuando r >d . Finalmente,

de las ecuaciones (4.10b), (4.11b), y (4.11d) obtenemos,

0
r<dpp.

g (r) pa i K. "ED "ED exp (412)
v +(27T)3 Idke (k) (k)|:1+ p"’h aa (k):| r >dpp
donde usamos al simbolo “*” para indicar a la funcion transformada segun Fourier
(ec. (3.12)).
Si aproximamos a la funcién de cavidad radial por,

—o0(r) r<d
ym()og 2 o (4.13)
gpM (r) r >dpM
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y la introducimos en la ecuacion (4.8), obtendremos a las funciones de

distribucion g (r) y g2(r) para el sistema de referencia, esto es, cuando las

moléculas interactian a través de un potencial del tipo (4.3a).

Antes de continuar, debemos hacer un comentario respecto de la

aproximacion hecha en la ecuacion (4.13). Cuando r <d ,, , la aproximacion es
razonablemente buena para M =a, pero no tanto para M = p'. En realidad, la

aproximacion es aceptable para valores de r cercanos a d pero deja de serlo

o'
a medida que r tiende a cero [1].

Sin embargo, esto no afecta a los resultados, ya que sélo usamos a la

., . . ED . (0) s .,
funcién de cavidad radial y,(r) para determinar g,,(r) a través de la ecuacion

(4.8). Si miramos ésta ecuacion, vemos que en la region donde la aproximacion

de la funcién y;?.(r) es mala (r pequefio), el factor exponencial es practicamente

. (O) .
igual a cero (u,,(r) toma valores muy grandes). Mientras que, para aquellos

valores de r en los que el factor exponencial toma valores finitos y “pequefios”, la

aproximacion y:=>.(r) O-c_..(r) es aceptable [1].

) (b)

9,4

figura 4.1

En la figura 4.1 presentamos las graficas de las funciones de distribucién
radial correspondientes al residuo de alanina. Las curvas hechas con lineas de
trazo corresponden a las funciones que obtenemos para el potencial de esferas

duras (4.6), mientras que las curvas con lineas llenas corresponden a las
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funciones de referencia calculadas mediante (4.8), donde los residuos apolares
interactdan a través del potencial repulsivo (4.3a).

Como resultado de combinar las ecuaciones (4.8) y (4.13), ambas funciones
de distribucién radial exhiben un “ablandamiento” del pico principal
cualitativamente semejante, aunque cuantitativamente mas significativo para la

correlacion residuo—residuo que residuo—agua.

4.1.1.2 Efecto de las interacciones atractivas.

En la estructura de los liquidos simples, las interacciones atractivas que
varian lentamente desempefian un papel secundario con respecto a las
repulsivas. Por esta razon, una estrategia muy comun en el estudio de éstos
sistemas consiste en despreciar el efecto de las interacciones atractivas, y si el
modelo resultara “exitoso” considerando solo fuerzas repulsivas, incluirlas luego
en forma perturbativa.

Estamos interesados en la distribucion radial (a dilucidn infinita) de residuos

apolares p' alrededor de uno p central, con todas las interacciones presentes,
W, (r)=-kgT Ing,,(r;0,,T) (4.14)
donde kg es la constante de Boltzmann, p, la densidad del aguay W ,.(r) es el

potencial de fuerza media de pares. Definimos:
0 — 0
W O(r) =—kgT Ing(r) (4.15)
al potencial de fuerza media cuando despreciamos a las fuerzas atractivas. Si
suponemos que la estructura del agua pura contiene todos los efectos de la
interaccion entre sus moléculas, la contribucion de las interacciones atractivas
asociadas con los residuos estaraen dW ,(r) =W ,.(r)-W ,’(r).

Teniendo en cuenta que trabajamos en el limite de dilucién infinita, el medio

gue rodea a las moléculas de residuo es basicamente agua pura. Luego, en este

limite, la gﬁ,‘;’(r) deberia ser practicamente insensible a la inclusion de fuerzas

atractivas. Por lo tanto, si nuestra representacion fisica es correcta, esperamos
que la funciéon de correlacion residuo—agua cambie muy poco al incluir a las

fuerzas atractivas.
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Ahora bien, para determinar la energia de solvatacibn de un par po,
necesitaremos conocer la probabilidad de encontrar una molécula de agua en una
region particular alrededor de las dos moléculas de residuo. Por consiguiente,
para el calculo del potencial efectivo de pares deberemos contar con informacion

explicita sobre las correlaciones de tres cuerpos pp’a.

Indicaremos con g72(r,) (9;-,(r,)) a la funcién de distribucion de moléculas
de agua en una capa de radio r, alrededor del residuo p (0'); y con gig(ra [r)

(g/E).Da(ra | r)) a la distribucion radial de moléculas de agua alrededor de un residuo

esférico p ('), cuando una segunda molécula de residuo p' () se encuentra a

una distancia fija r de la primera. Asi, esta funcién de distribucion representa la
correlacion entre dos moléculas de residuo apolar cuando estan fijas formando un
dimero de longitud r .

La estructura del agua alrededor de un dimero en solucibn acuosa
dependera, en principio, de las interacciones entre las moléculas de residuo que
lo forman, y del agua. Para determinar las correlaciones intermoleculares,
debemos introducir funciones de distribucion intramoleculares que describan la
estructura molecular del soluto. Alteramos la forma de las ecuaciones (4.10) para
permitir la presencia de correlaciones intramoleculares, y obtenemos un conjunto

de ecuaciones como las siguientes:

h)(((’;(r) =w,, Dc(yf,) + 0,0, Dc(yf,’ Oh&®(r) (4.16a)

hj(oy)(r) =W, O0c$) Da,, (1) + p,0,, Oc® Dhﬁ,’(r) (4.16Db)

En estas ecuaciones, los subindices denotados con letras griegas estan
asociados con las moléculas de residuo (menos a que corresponde al agua) y se
encuentra implicita la sumatoria sobre subindices griegos repetidos. El simbolo

a L b(r) indica una integral de convolucion:
alb(r) = j d *a(r Yo(| - 7)) (4.17)
La funcién w,, (r) es la correlacion intramolecular para el soluto:

@, (1)=6,,60)+(1-8,,) (5(7 -7 +7)) (4.18)
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donde r* denota la posicién del sitio y en la molécula de residuo “1" y los
corchetes angulares indican el promedio sobre el ensamble, en el equilibrio.
Nuevamente usamos las relaciones de clausura

ED w(r)=0 r>d,,

(4.19)
gpM(r) 0 r< dpM
donde M representa a una molécula de residuo (p') o de agua (a).

Las ecuaciones (4.16) y (4.19) se resuelven numéricamente. EI método
empleado esta basado en la serie diagramatica que es equivalente a la solucién

de esas ecuaciones integrales [6]. Resumimos el algoritmo usado para determinar

alas funciones g, (r, |r) y g5.,(r, |r) en las ecuaciones siguientes,

£0(k) = @, (KD ()] 1+ p,hee (<) | =17 (k) (4.20a)
£0(r,) =709 (r, ) FO(r,) (4.20b)
(2 -1 ra < d)(a

fralr,)= { 0 L >d, (4.20c)
T(O)(I‘ )=1 (4.20d)
gro(r,Ir)= [1+f(1) ] lim Zr(”’ (4.20e)

(n)
Calculamos secuencialmente r,,;, empezando por (4.20c) y (4.20d). Luego

empleamos la técnica de transformadas rapidas de Fourier para las relaciones

recursivas (4.20b) y (4.20a). La funcién gfj(ra |r) converge monotonamente en

menos de 107° de su funcién limite para N < 70.

Luego de calcular a las funciones g (r,|r) y g;.(r,|r) con el algoritmo

anterior, determinamos a la funcion de distribucion radial g,,(r) cuando hay

fuerzas atractivas presentes a partir de,
MW () =ug§.(r)+pa‘[dr*a[g55 (r,Ir)=-gso(r, )] u(r,) +
+p, [di, [ 952, (1, 17) =950 () ] u,(r,) (4.21)
gpp (r) g(O) (r)exp[_Mpp'(r)/kBT]
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que es exacta en el limite de p, pequefia [7].

Por otra parte, utilizamos la teoria de Andersen, Chandler y Weeks [8]
conocida como la aproximacién “EXP” con un doble propdsito, calcular el efecto
del término atractivo del potencial (4.3b) sobre la funcién de distribucion radial

residuo—agua de referencia, y chequear a la funcion de distribucion residuo—

residuo g,(r) que arroja nuestro modelo. En el limite de dilucion infinita
(comparar con ec. (2.31)),

9, (1) =9 (1) exp[C,., ()] (4.22)
donde el potencial renormalizado C,, (r) se determina resolviendo las siguientes
ecuaciones integrales,

Coa(r)=®,,(r)+p,®,, Ch;7(r)

C,(N=o,_ @) +p,®,, D[Cp.a(r) + 2h;f?3,(r)]
@\ (1) ==ul, (r) /KT r>d,,
C,u(r)=0 r<d,

(4.23)

nuevamente, los asteriscos indican integrales de convolucion.

2.5

—d?,
2.0 A ____gAq(r)

o 89, (N/g”,

Al
figura 4.2

Antes de entrar directamente en el calculo y andlisis de las funciones de
distribucién radial residuo-residuo y de los potenciales de fuerza media,

verificamos mediante la ecuacion (4.22), que efectivamente la funciéon de
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distribucion radial residuo—agua cambia muy poco al considerar los efectos que
introduce el término atractivo del potencial.
En la figura 4.2 repetimos el grafico mostrado en el capitulo 3 para el residuo

de alanina, como un ejemplo de los resultados que obtenemos cuando

(r). En realidad,

@
pa

introducimos el efecto del término atractivo del potencial u
encontramos que la diferencia relativa entre las funciones de distribucion es
menor al 10%, para todos los residuos apolares (circulos abiertos pequefos).

En la seccién siguiente presentamos las graficas de las funciones de
distribucién radial residuo—residuo calculadas segun (4.21) y las comparamos con
las obtenidas segun (4.22) a partir de las ecuaciones (4.23), para tres de los siete

residuos apolares.

4.1.2 APLICACION DE LA TEORIA A RESIDUOS APOLARES.

Recordemos gque el conjunto de residuos apolares esta integrado por siete
aminoécidos: alanina (A), valina (V), prolina (P), isoleucina (I), metionina (M),
leucina (L) y fenilalanina (F) [9].

Si bien aplicamos la teoria anteriormente expuesta a todo el grupo de
residuos de aminoacidos apolares, por razones de espacio decidimos no mostrar
las gréaficas correspondientes a todos los pares de residuos. Unicamente

presentaremos aquellos casos que consideramos interesantes analizar.

4.1.2.1 Funcion de distribuciéon de pares.

Comenzamos analizando los resultados correspondientes al par alanina—
alanina, y luego exponemos dos casos mas: alanina—valina y valina—valina.

En la figura 4.3, mostramos las gréaficas de las funciones oW ,, (r) y g,.(r)
calculadas con las ecuaciones (4.21).

En la figura 4.3a observamos la contribucién que las interacciones atractivas
hacen a la distribucion radial de residuos de alanina alrededor de otro residuo

idéntico en el origen. Como vemos, la funcién AW ,,(r)/ksT toma un valor

cercano a uno para r = g, y a partir de alli, disminuye monotonamente a cero.
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La linea llena y gruesa de la figura 4.3b corresponde a la funcién de

distribucion radial obtenida cuando los residuos interactlian a través de un

potencial repulsivo ug’} (r). Obtenemos la curva llena y fina, cuando introducimos

en forma perturbativa (4.21) la contribucion que hacen las interacciones
atractivas. La curva con linea de trazos muestra el efecto neto del término

atractivo.

-34.0 4

-34.5
-35.0
A 1
=z -35.5
w ]
L

3 -36.0
— <( ]
7 365
-37.0
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figura 4.4

La energia de solvatacion del par AA definida como:

u® g2 U (r
Aa — ZpO,J‘dra gAa( a | ) Aa( g)
£

gA Aa

(4.24)

a [
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es el término que da la prediccion de campo medio en el calculo de dW ,, (r) de

la ecuacion (4.21). En la figura 4.4 graficamos a la energia de solvatacion en
funcién de la distancia r entre moléculas de residuo de alanina que forman el
dimero.

Como dijimos en el apartado anterior, si trabajamos a dilucién infinita y

(0

consecuentemente la funcion gpg(r) cambia muy poco al incluir fuerzas atractivas

(figura 4.2), entonces podemos esperar que la aproximacion EXP prediga

resultados comparables a los de nuestra aproximacioén de campo medio.

—q”.,M
(ec. 4.21)
(

ec. 4.22)

34 — 9"
----g,,

L

Al
figura 4.5

En la figura 4.5 mostramos a las funciones de distribucién radial obtenidas
con ambas aproximaciones, graficadas junto a la funcién de referencia g{Q(r).

Podemos observar que, si bien existe una diferencia cuantitativa,
cualitativamente ambas funciones de distribucibn muestran el mismo

comportamiento. En los dos casos, la inclusion de fuerzas atractivas produce una

disminucién en la altura del pico principal casi a la mitad de su valor, luego

presentan un segundo pico menos pronunciado alrededor de los 7.5A
(= (o, +0,)) y ambas se hacen practicamente iguales a uno, para distancias algo

mayores.
Es interesante destacar la presencia de un segundo pico, separado del

primero por un valor correspondiente al didmetro de una molécula de agua, y la
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ausencia de mas picos en la funcion de distribucion de pares de residuos, ya que
éste es el comportamiento que se requiere experimentalmente [10].

Finalizamos esta seccién presentando a las funciones de distribucion radial
correspondientes a los pares alanina—valina y valina—valina calculadas segun
(4.8), (4.21) y (4.22). Para los restantes residuos apolares, las funciones se
comportan de un modo semejante al exhibido por éstos.

(@) (b)

— "0
— — 9,,(n (421)
= --=0 g, (4.22)
(=)}

g0

L PR S

figura 4.6

Como sefialamos anteriormente, la funcion de distribucion radial g,,(r)

brinda informacién sobre la densidad relativa de moléculas de agua a una cierta

distancia r de la molécula de residuo p.

En la figura 4.2, observamos que al incluir en los calculos el término atractivo

del potencial, la funcién de distribucién radial aumenta levemente respecto de su

valor de referencia g¥)(r). Fundamentalmente, vemos un aumento en la altura

del pico principal, y podriamos decir que, como era de esperar, al incluir fuerzas
atractivas soluto—solvente se produce una mayor hidratacién del residuo.
Por otra parte, en el sistema formado por dos residuos de aminoacidos

apolares disueltos en agua a dilucién infinita, consideramos a la funcion de

distribucion radial residuo—residuo g, (r) como una medida de la probabilidad de

encontrar un segundo residuo a cierta distancia r del primero. En este caso, la
accion de fuerzas atractivas entre las moléculas que forman el sistema (4.21),

provoca una disminucién considerable de la funcion de distribucién radial residuo—
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residuo para todo valor de r, principalmente para distancias cercanas al contacto
(figura 4.5).

Si restamos a los potenciales de campo medio la interaccién directa entre
residuos,

W (1) =W, (1) =U,,.(r)

W, O(0) =W () ~u(r)

(4.25)

donde el superindice (0) indica ausencia de fuerzas atractivas, encontramos que,

1 I gpp‘(r)
_ n 5
B | gp(r)

De acuerdo con este resultado, la interaccion hidrofébica seria muy fuerte en

W, (n-wP(r)yddaw ,(r)=- >0 (4.26)

ausencia de fuerzas atractivas entre los residuos, y se debilita notablemente al
incluirlas. En una primera mirada, este hecho es contrario a lo que intuitivamente
esperariamos obtener: ¢por qué al incluir fuerzas atractivas entre los residuos, la
probabilidad de encontrarlos en contacto disminuye? Procuraremos dar una
interpretacion de este resultado.

Al formular la pregunta del péarrafo anterior, cuestionabamos el cambio

observado en la g,,(r) en relacion con la interaccion atractiva directa residuo—

residuo utilizada en el calculo. A continuacion, daremos un argumento que nos
permite entender de otro modo, el comportamiento de las funciones de correlacion
de pares.

Hasta aqui, en nuestro razonamiento omitimos considerar la influencia que
tiene la funcion de distribucion radial agua—agua. Esta funcion, obtenida en forma
experimental, contiene implicitamente todas las contribuciones de la interaccion

solvente—solvente. Si recordamos ademas que los célculos se llevan a cabo en el

limite de dilucidn infinita, concluimos que la incidencia de la g&¥(r) sera muy

aa
importante, mucho mas que la interaccion directa residuo—residuo. Es por esto
gue, para analizar las graficas 2 y 5, nos concentraremos en la influencia que
presentan las dos interacciones mas importantes: residuo—agua y agua—agua.
Desde este punto de vista, podemos pensar que la gran “atraccion
hidrofébica” que muestran las moléculas de residuo apolar para el potencial de

referencia, es producto de la “preferencia” a pasar al seno del liquido que exhiben
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las moléculas de agua, en lugar de permanecer en la superficie de contacto con el
residuo. Esta preferencia estaria gobernada por la competencia que se establece
entre las interacciones residuo—agua versus agua—agua, en la que se impondria
claramente ésta ultima.

Al introducir fuerzas atractivas residuo—agua, la curva correspondiente a la
hidratacion hidrofébica muestra s6lo un pequefio cambio cuantitativo, como cabe
esperar, si recordamos que el sistema en este caso esta formado por una Unica
molécula de residuo disuelta en agua (dilucién infinita).

En cambio, cuando el sistema esta integrado por mas de un residuo, la
interaccion hidrofobica entre ellos se ve fuertemente afectada. Esto sucederia
porque al incluir fuerzas atractivas en la interaccion residuo—agua, las moléculas
de solvente estarian menos “interesadas” en abandonar la superficie de contacto
con el residuo y pasar al seno del liquido, respecto de cuando considerdbamos
sélo interacciones repulsivas. Por esta razon, observamos que al introducir
fuerzas atractivas entre las moléculas del sistema, la “atraccion hidrofébica” entre
los residuos apolares disminuye.

Segun este razonamiento, la interaccion hidrofébica entre residuos apolares,
estaria gobernada, esencialmente, por la “preferencia relativa” que presentan las
moléculas de agua a permanecer en contacto con el residuo o pasar al seno del
liquido, mas que por la interaccion directa entre los dos residuos apolares.

Para la explicacion anterior, nos apoyamos en las graficas correspondientes
al residuo de alanina. Los mismos argumentos podrian utilizarse con cualquiera

de los siete aminoacidos apolares.

4.1.2.2 Potenciales efectivos de pares.

Los potenciales efectivos de interaccion entre pares de residuos de
aminoacidos en funcidon de la distancia, calculados a partir de (4.14) y (4.21),
constituyen uno de los resultados mas importantes de esta tesis, por sus posibles
aplicaciones en el estudio del plegamiento y estabilidad de proteinas.

Como antes, no mostraremos a todas las graficas posibles (28 en total), sino
mas bien las de aquellos residuos que permiten tener una vision general de los

resultados obtenidos. Elegimos ilustrar lo que ocurre con todo el grupo a través de
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tres residuos: alanina, valina y fenilalanina. El de menor tamafo, uno intermedio y
el mayor de todo este grupo.

Nuevamente comenzamos con el residuo de alanina. En la figura 4.7

incluimos las gréficas del potencial de interaccion entre dos residuos de alanina

en el vacio (linea de trazos), y del potencial de fuerza media que contiene los
efectos inducidos por el solvente (agua).

En este ultimo caso, observamos la presencia de dos minimos separados
por una barrera, el primero alrededor de los 4A correspondiente al par de
residuos en contacto, y un segundo minimo (menos profundo) alrededor de los
7.5A, donde los dos residuos de alanina se encontrarian separados por una

molécula de agua. Ademdas, vemos que para distancias mayores a 12A la

interaccidn entre ambos practicamente desaparece.
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figura 4.7

En la figura 4.8 mostramos a los potenciales efectivos de pares entre: (a)
dos residuos iguales, y (b) dos residuos distintos. Estos potenciales presentan
caracteristicas similares para todos los residuos apolares, al menos en términos
cualitativos. A distancias menores que el contacto se hacen fuertemente
repulsivos, le siguen dos pozos y dos barreras bien definidas y a partir de alli
tienden rapidamente a cero.

El primer pozo es el mas profundo y se encuentra a una distancia cercana al

valor de contacto para los residuos involucrados. El segundo es menos profundo y
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se encuentra separado del primero por una distancia del orden del tamafio de una
molécula de agua (o, =3.2A).

Elegimos a estos tres residuos (del conjunto de siete), con el propdsito de

estudiar la relacién (si existiera alguna) entre el potencial de fuerza media y el
tamafo de los residuos.

1.0 4 H
@ : (b)
0.5+ ':
0.5 4 '
— - :
v s :
= . B A%
Y /XN i 4 ,’M
\ S\ Y4 —Av
—_—l 054 —A-F
—FF T e V-F
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4 6 8 10 12 14 4 6 8 10 12 14 16
MA] Al
figura 4.8

En estas condiciones, si consideramos la profundidad de los pozos y la
altura relativa de las barreras, observamos una mayor interaccion efectiva entre
dos residuos de alanina (el mas pequefio), que entre dos residuos de fenilalanina
(el méas grande).

Sin embargo, el residuo de valina (también de menor tamafio que el de
fenilalanina), se comporta diferente a la alanina. Vemos que, de éstos resultados,

no puede afirmarse que exista una relacién directa entre la intensidad de la
interaccion efectiva y el tamafio de los residuos.

4.2 COMPARACION CON SIMULACION.

Cerramos este capitulo procurando brindar una referencia mas cercana, una
prueba de la “racionalidad” de éstos resultados. Con este propdsito, buscamos un
potencial de interaccion entre pares de solutos apolares disueltos en agua, que

haya sido determinado como funcién de la distancia, y por un camino diferente al
transitado por nosotros.
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Concretamente, el potencial de fuerza media que utilizaremos en la
comparacién, es el que calcularon W. Young y col. [11] mediante simulacion con
Dindmica Molecular entre dos moléculas de metano.

Si bien ellos estaban interesados en estudiar la influencia del solvente sobre
la interaccibn metano—metano, y utilizaron tres modelos diferentes para
representar al agua liquida, nosotros estableceremos nuestra comparacién con

uno solo de sus resultados (TIP4P). Elegimos a la curva correspondiente a este

modelo de agua porque es el que tiene los parametros o, y &, mas parecidos a

los del SPC/E, utilizado en nuestros calculos.

En la figura 4.9a mostramos a las funciones de distribucion radial soluto—
agua obtenidas mediante: Dinamica Molecular con Gromos96 (circulos huecos),
el modelo mecanico-estadistico desarrollado en este capitulo (linea entera), y
Dindmica Molecular determinada por W. Young y col. [11] (linea de trazos).

Si bien el soluto apolar considerado en las dos primeras curvas es el residuo

de alanina y en la ultima metano, los valores asignados a los parametros o, y &,

son muy similares y permiten establecer una comparacion directa entre estos
resultados.
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figura 4.9

En la figura 4.9a observamos un muy buen acuerdo entre las tres funciones
de distribucion radial soluto—agua. En la figura 4.9b graficamos los potenciales de
fuerza media correspondientes a alanina—alanina (linea llena) y metano—metano

(linea de trazos). El primero de estos resultados es obtenido con la teoria
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mecanico—estadistica presentada en este capitulo, mientras que el otro surge de
una simulacion mediante Dinamica Molecular.
Como vemos, ambos potenciales muestran un buen acuerdo respecto de la

profundidad y posicion de los pozos, y practicamente se anulan para distancias

mayores a los 10A. Ademés, observamos que en ambos casos el minimo

correspondiente al contacto resulta 0.2 -0.3Kcal mol* menor que el minimo a

solvente separado, coincidiendo con lo calculado por muchos otros autores [11].
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5. EXTENSION DE LA TEORIA MECANICO-ESTADISTICA.

A continuacién, presentamos una extension de la teoria utilizada en los dos
capitulos anteriores para residuos de aminoacidos apolares, y la aplicamos a los
residuos polares y cargados.

Comenzamos proponiendo potenciales de interaccion directa de pares
dependientes solamente de la distancia entre moléculas. Luego los separamos en
dos términos, uno repulsivo de corto alcance, y otro atractivo de largo alcance con
el que calculamos el efecto producido sobre las funciones de distribucion radial
residuo—-residuo de referencia. Finalmente, obtenemos los correspondientes
potenciales efectivos de interaccion entre pares de residuos en funcion de la
distancia.

Por ultimo, tomamos los valores de potencial al contacto surgidos de nuestro
modelo tedrico y los comparamos con la energia efectiva de pares de residuos

publicados por otros autores.

5.1 AMINOACIDOS POLARES Y CARGADOS.

Sabemos que el efecto hidrofébico tiene un gran protagonismo en el
plegamiento y estabilidad de las proteinas en condiciones fisiol6gicas normales.
Sin embargo, no es la Unica interaccion presente.

Kauzmann [1] consideré que las otras interacciones (coulombiana, puente de
hidr6geno, etc.) poseian una incidencia menor, practicamente despreciable.
Actualmente, se cree que el plegamiento de proteinas globulares es el resultado
de un delicado balance entre un conjunto de fuerzas, algunas de las cuales
favorecen el estado colapsado y otras se oponen a él.

Para determinar experimentalmente con precision la incidencia de cada una
de las contribuciones (en el hipotético caso que las conociéramos a todas),
necesitariamos de mediciones termodinAmicas muy precisas durante el proceso
de plegado y desplegado de proteinas en solucion acuosa diluida, algo que
resulta verdaderamente dificil de conseguir.

En este capitulo, nos planteamos obtener alguna informacién sobre las

“fuerzas efectivas” entre pares de residuos, cualquiera sea su polaridad. Para
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esto, proponemos potenciales de interaccion directa apropiados para cada caso, y
los introducimos en la teoria desarrollada anteriormente para estudiar al efecto
hidrofobico.

No tenemos una justificacién rigurosa de la validez del modelo utilizado en
los capitulos anteriores para el caso de particulas con carga, 0 momento dipolar.
Sin embargo, decidimos avanzar en la determinacién de los potenciales de campo
medio, y juzgar luego si los resultados obtenidos son razonables o no, a partir del
acuerdo (o desacuerdo) que muestren respecto de los valores publicados por

otros autores sobre la base de otras ideas y métodos de calculo.

5.1.1 POTENCIALES DE INTERACCION DIRECTA.

Como adelantamos, la idea es aplicar la teoria desarrollada en los capitulos
anteriores a los aminoacidos cargados y polares. Para esto, debemos proponer
potenciales de interaccion directa que sean independientes de las orientaciones

de las moléculas. Sin entrar en detalles, digamos que la grafica para u,, (r) sera

siempre de la forma mostrada en la figura 5.1a, y en todos los casos podremos
separar al potencial en dos términos como hicimos con el potencial de Lennard—
Jones (figura 5.1b).

Si los residuos involucrados en la interaccion son apolares, utilizamos un
potencial del tipo Lennard—Jones (12-6) para representar ambas interacciones,

residuo—residuo y residuo—agua (ec. 2.32).

uﬂM(r) (a) (b)
’! 0),,/\/1
0 t 0
o
oM r T2 0 r
M
&1 €

figura 5.1
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Para el resto de las interacciones consideraremos un potencial formado por
un término repulsivo idéntico al utilizado hasta ahora para residuos apolares, mas
un término atractivo que elegimos en cada caso y que no depende de las
orientaciones sino solo de la distancia entre moléculas. Asi, cuando el sistema se
encuentre formado por dos residuos de aminoacidos polares disueltos en agua,
consideraremos a los residuos como esferas blandas con momento dipolar.

Para representar a la interaccion entre las moléculas de residuos y el agua,

proponemos un potencial de la forma:

12
g
u55(r)=4gpM( ;’M] ~k.TIn %j_lldzio LM\/uszz} (5.1)

kT 47, r°

donde io(x) =senh(x)/x es la funcion de Bessel modificada esférica de orden

cero. La forma funcional para el término atractivo del potencial uZﬁ(r) surge de

promediar angularmente la interaccion usual dipolo—dipolo (DD) [2].
Los parametros involucrados en el potencial, son detallados en el Apéndice

C de esta tesis. El valor x4, asignado a los residuos polares fue ajustado para

conseguir el mejor acuerdo posible entre las funciones de distribucién radial
residuo—agua obtenida con este modelo y la encontrada con simulacién mediante
Dinamica Molecular.

La interaccion utilizada en el caso de dos residuos cargados es del tipo i6n—
ion (I) entre ellos, y del tipo i6n-dipolo (ID) entre cada uno de los residuos y el
agua. El potencial propuesto para la interaccion entre estos residuos es de la

forma,

12
o,, q.q,
ull(ry=4¢, | 2| --22 5.2

o (1) p”[ r ] ATE,r -2)
donde q,(q,) denota a la carga efectiva asociada a cada residuo y ¢, es la

permitividad dieléctrica del vacio.
Para caracterizar la interaccion entre un residuo cargado y otro polar o entre

un residuo cargado y el agua, necesitamos introducir una funcién potencial mas.

Empleamos el mismo procedimiento usado para ufjfﬂ(r), y promediamos
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angularmente al término atractivo para que el potencial resultante dependa sélo

de la distancia entre moléculas,
g ) 1 q,u
u'(ry=4e M Kk T Inli g 5.3
o (0) [ : ] ; HKBT ph (5.3)

la funcion i, (x) es nuevamente la de Bessel modificada esférica de orden cero.

En el siguiente apartado presentaremos las graficas de las funciones de
distribucién radial residuo—agua y residuo-residuo determinadas utilizando las
funciones descriptas matematicamente por las ecuaciones: 2.32 (LJ), 5.1 (DD),
5.2 (I) y 5.3 (ID). Para mayor claridad, resumimos en la Tabla 5.1 a las seis

interacciones posibles entre pares de residuos.

Tabla 5.1: Potenciales de interaccion directa residuo-residuo y residuo-agua.

RESIDUOS U (1) U (1) U, q(r)
1 apolar-apolar LJ LJ LJ
2 apolar—cargado LJ LJ ID
3 apolar—polar LJ LJ DD
4 cargado—cargado I ID ID
5 cargado—polar ID ID DD
6 polar—polar DD DD DD

5.1.2 FUNCION DE CORRELACION DE PARES.

Como en el capitulo anterior, determinamos primero las funciones de

distribucién radial para el potencial de referencia uﬁ,oh’,,(r), y luego calculamos la

correccion introducida por el término atractivo uﬁ,lg,,(r).

En las graficas siguientes (figura 5.2) mostramos las funciones de
distribucién residuo—agua obtenidas para dos aminodacidos polares: serina (S) y
triptéfano (W). Si bien observamos un muy buen acuerdo entre las funciones

correspondientes a la simulacion y al modelo tedrico para el residuo de serina,
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debemos sefialar que la funcion obtenida mediante Dinamica Molecular esta

tomada con respecto a la posicion que ocupa el C, del residuo, y no con respecto

al centro geométrico de la molécula como lo habiamos hecho con los residuos
apolares.

Esto se debe a que las moléculas de agua pueden ocupar posiciones muy
cercanas a los atomos de los residuos polares (y cargados) durante la simulacién.
Considerando ademas que el centro geométrico de los residuos se encuentra
fuera del volumen excluido por los &tomos que forman la cadena lateral, la funcion
de distribucién radial que obtenemos respecto de ese punto, toma valores
significativos para r =0. Por esta razon, elegimos calcular a la funcién de
distribucion radial de simulacién con respecto a uno de los atomos que forman el

residuo. Para el residuo serina elegimos al C, y para el triptéfano al C; .

204 2, (a) 204 - (b)

0.5+ 0.5

© Dindmica Molecular
©

© Dinamica Molecular
— g% — g%,
R gs‘,(r) AP ng(r)

/T 7T 1T T 1 T 1 T T T 1T * 1 /T 7T 1 T 1 T 1 T T T 1T * 1
2 3 4 5 6 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

7
Al Al

figura 5.2
En el triptéfano, como en la fenilalanina, observamos que la funcion de
distribucion radial obtenida mediante simulacion da cuenta de la forma plana de la
cadena lateral, presentando un primer pico alrededor de los 3.5A y otro mas
importante entre los 5y 6A . Desde luego, si suponemos esférico al residuo, con
la teoria s6lo podemos aspirar a reproducir el pico mas alto asociado con el valor
de g, .

Procederemos en forma analoga para determinar a las funciones de
distribucién radial residuo—agua correspondientes a los residuos cargados. Para

el acido aspartico (D) y el acido glutamico (E) consideramos al C,, para lisina (K)
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al C,; y para arginina (R) al C, . Elegimos a estos atomos como referencia porque

ocupan posiciones intermedias en la cadena lateral de cada uno de los
aminoacidos cargados.

Como ejemplo de las funciones de distribucion radial residuo—agua que
obtenemos mediante simulaciéon, mostramos dos curvas: una correspondiente a
un residuo con carga positiva (figura 5.3a) y otra a uno con carga negativa
(figura 5.3b).

2.0+ 2.0+

(@) (b)

1.04

O Dinamica Molecular

—d”.m

--==- 5.0

O Dinamica Molecular
—g".0
-TC gK(/.(r) 0.0 e

(Al (Al
figura 5.3

Las curvas graficadas con lineas llenas y lineas de trazo surgen de la teoria

y fueron obtenidas ajustando los parametros de modo tal que el N. de cada una

coincida (dentro de un 1%) con la alcanzada mediante simulacion.

Observamos que en los residuos con carga negativa el acuerdo es algo
mejor, quizas esto se deba al tamafio mas pequefio de los mismos. En cambio,
los aminodcidos con carga positiva tienen una cadena lateral lineal con una
conformacién mas “alargada”, y por lo tanto, mas alejada de lo que consideramos
en nuestro modelo como una esfera.

Finalizamos esta seccion mostrando las graficas correspondientes a las
correlaciones residuo—residuo para los cuatro aminoacidos anteriores.

Observamos en la figura 5.4a que las curvas correspondientes a los residuos

polares se comportan todas cualitativamente del mismo modo. Todas muestran
un pequefio pico y luego tienden a uno a partir de los 14 A, aproximadamente.

En la figura 5.4b graficamos a las funciones correspondientes a los residuos

cargados. En este caso las curvas correspondientes a residuos con carga de igual
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signo se comportan de un modo semejante independientemente de que sean
positivas 0 negativas. Pero, como era de esperar, vemos una gran diferencia para
la funcion de distribucion radial de residuos con cargas opuestas. Si bien en todos

los casos estas funciones tienden a uno, ninguna de las tres alcanza ese valor

aun para distancias tan grandes como 50A .

1.50 225 -
2.00 - s (b)

1.25

1.00

0.75 4

g,
g,

0.50

0.25 4

figura 5.4

5.1.3 POTENCIALES EFECTIVOS DE PARES.

Como detallamos en el capitulo 1 (Tabla 1.1), podemos clasificar a los veinte
aminoacidos encontrados en la naturaleza segin su polaridad en: apolares,
polares y cargados [3]. A estos Ultimos a su vez, los subdividimos en cargados
positivos y negativos.

El mas simple de los 20 aminoacidos es la glicina (gly). Su molécula de
residuo estd compuesta por un Unico atomo de hidrogeno. Por este motivo, en
muchos trabajos de investigacién sobre proteinas, utilizan a este aminoacido para
estimar propiedades relacionadas con los demas residuos, tomandolo como
representativo de los atomos de la cadena principal.

En nuestro modelo, despreciamos el tamafio del residuo de glicina y
consideramos nula su interaccién con los demas residuos. Luego, con los 19

aminoacidos restantes obtenemos un conjunto de 190 potenciales de pares.
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5.1.3.1 Aminoécidos polares.

En este grupo incluimos a ocho aminoacidos: serina (S), treonina (T),
cisteina (C), asparagina (N), glutamina (Q), histidina (H), tirosina (Y) y triptéfano
(W) [3].

No mostraremos a todos los potenciales de pares que obtenemos para este
grupo (36 en total), sino sdlo algunos de ellos. En particular, nos concentraremos
sobre los dos residuos seleccionados anteriormente, serina y triptofano.

Elegimos a la serina por ser el aminoacido polar de mas frecuente aparicion
en proteinas [4], y al tript6fano por ser el aminoacido polar donde el modelo
tedrico presenta su peor resultado.

A continuacion, presentamos a los potenciales efectivos de interaccion de

pares para los dos residuos polares mencionados.

1.00

0.75 o

0.50

PP

w Nk T

0.25

0.00

-0.25 —

Al
figura 5.5

En la figura 5.5 comparamos a los potenciales efectivos de pares de SS,
WW y SW. Estos potenciales exhiben caracteristicas similares para todos los
residuos polares, al menos en términos cualitativos. A distancias menores que el
contacto se hacen fuertemente repulsivos, poseen un minimo (negativo) a una

distancia aproximada de (app. +0'0,), y le sigue una barrera a partir de la cual

tienden a cero desde valores negativos.

Las tres curvas anteriores presentan un primer “pozo” (r =d ,.) que toma en

todos los casos un valor positivo. Sin embargo, esto mismo no se repite para
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todos los residuos polares. Por ejemplo, para asparagina (figura 5.6) vemos

apenas una inflexion de la curva de potencial en r =d,,.

Para todos los pares de residuos, este primer “pozo” (positivo) y el segundo
(negativo), se encuentran separados por una distancia algo menor que el tamafio
de una molécula de agua. A este segundo minimo de valor negativo le sigue una

barrera de (0.23-0.33) k,T , y luego vuelve a hacerse negativo a una distancia
aproximada a 20, del minimo anterior. A partir de alli el potencial efectivo tiende

a cero tomando valores (en todos los casos) mayores a —0.1 kT .

1004

0.75 —

0.50 ~
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w, (N 7k, T

0.25 +

0.00

-0.25
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figura 5.6

5.1.3.2 Aminoé&cidos cargados.

Este grupo cuenta con un total de cuatro aminoacidos, dos con carga
positiva: lisina (K) y arginina (R), y dos con carga negativa: acido aspartico (D) y
acido glutamico (E).

En este conjunto, los cuatro aminoacidos cargados tienen un valor similar de

frecuencia de aparicion en proteinas (5-6%). Por lo tanto, no podemos usar el

criterio que tomamos anteriormente para seleccionar los residuos a mostrar.
Considerando que los potenciales efectivos de pares no son tantos en este
conjunto (10 en total), aprovechamos para mostrarlos a todos y asi dar una idea

del grado de diferencias que obtenemos entre potenciales de aminoacidos
pertenecientes a un mismo grupo.
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En las dos primeras gréficas de la figura 5.7 mostramos las curvas
correspondientes a las interacciones efectivas entre residuos con cargas de igual
signo. En las graficas (c) y (d) presentamos a los potenciales efectivos entre
residuos con cargas de signos opuestos.
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figura 5.7

Las curvas de los potenciales mostrados en la figura 5.7 exhiben un
razonable acuerdo cualitativo con lo obtenido por otros autores para sistemas
formados por iones disueltos en agua [5, 6]. Algunas de las diferencias con las
curvas encontradas por estos autores, se deben a que los valores de carga
efectiva que nosotros asignamos a los residuos ajustando el numero de
coordinacion, son un orden de magnitud mas pequefio que el utilizado en esos
calculos (Apéndice C).

Si bien no hay hasta el momento un total entendimiento de las interacciones
mediadas por agua entre iones disueltos [6], las graficas de la figura 5.7 muestran

un comportamiento con caracteristicas aceptables. Aunque no resulte muy notorio
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(observar que las cargas efectivas son menores a 0.2e, y que suponemos una

solucién infinitamente diluida), las curvas asociadas a residuos con carga negativa
(b), exhiben mas estructura que las correspondientes a residuos con carga neta
positiva (a).

Este efecto estaria relacionado con la distribucion de cargas presente en la
molécula de agua. Puesto que la molécula de agua posee dos sitios
positivamente cargados (los hidrégenos) ubicados en posiciones casi opuestas al
anico sitio con carga negativa (el oxigeno), es posible que se encuentre formando
un puente entre dos residuos de carga negativa, algo que no puede suceder entre
dos residuos con cargas positivas.

Respecto de las figuras (c) y (d) s6lo cabe sefalar que fue necesario
graficarlas por separado para que pueda apreciarse a cada una de ellas, ya que

practicamente se superponen en un amplio rango de distancias de separacion.

5.1.3.3 Aminoéacidos pertenecientes a grupos diferentes.

Para finalizar este apartado, mostramos algunos potenciales efectivos de
interaccion entre pares de residuos de aminoacidos pertenecientes a grupos con
polaridades diferentes. Para esto seleccionamos tres residuos. Uno apolar (A),
uno polar (S) y uno cargado (E).

Por supuesto no mostraremos a los 116 potenciales efectivos de pares que
corresponderian a este caso. Ni siquiera podemos afirmar que estos que hemos
elegido sean representativos del conjunto. Sélo lo hacemos a modo de ejemplo, y
para mostrar que la teoria presentada permite calcular a todos los potenciales
efectivos de pares.

En la gréfica de la figura 5.8 incluimos tres curvas correspondientes a las
interacciones entre residuos de tipo apolar—cargado (AE), apolar—polar (AS) y
cargado—polar (ES).

Es interesante notar que la curva correspondiente al potencial de pares
alanina—serina es muy similar a la obtenida para alanina—alanina (figura 4.7).
Teniendo en cuenta que interactian en forma directa segun un potencial del tipo

LJ y la similitud que existe entre los valores de los parametros o, y £,, podemos
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decir que en este caso, el efecto del agua no introduce diferencias sustanciales en
la interaccion efectiva apolar—polar (comparar las filas 1y 3 de la Tabla 5.1).

Sin embargo, la curva correspondiente a la interaccion apolar—cargado (AE)
presenta un comportamiento cualitativamente semejante a la anterior, pero no
cuantitativamente. Esta variacion, que excede a la pequefa diferencia entre los

valores de o, y €,, pone en evidencia el efecto del solvente sobre la interaccion

efectiva, aln cuando el potencial de interaccion directa en este caso vuelva a ser
del tipo LJ (comparar las filas 1 y 2 de la Tabla 5.1).

204
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0.0
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figura 5.8

El potencial efectivo entre un residuo cargado y uno polar (ES) representado
por la curva de trazo y punto en la figura 5.8, es un ejemplo del efecto del agua
sobre esta interaccion (fila 5 de la Tabla 5.1), algo que no habiamos mostrado en
ninguna de las graficas anteriores. Una vez mas observamos la presencia de
minimos locales, seguidos por pequefias barreras y un valor practicamente nulo

para distancias superiores a (3-4)g,.

5.2 POTENCIALES AL CONTACTO.

La hipétesis termodindmica establece que el estado nativo de una proteina
es el de mas baja energia libre bajo condiciones fisioldgicas [7].
Los estudios de plegamiento de proteinas (prediccion de estructura,

reconocimiento de la conformacion nativa, disefio, etc.) generalmente hacen uso
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de alguna funcién de “energia efectiva”. Hay dos tipos diferentes de funciones de
“energia efectiva” usadas para éstas aplicaciones. La primera se obtiene de un
analisis fundamental de las fuerzas entre las particulas [8]. La segunda, es una
funcion energia derivada de una base de datos de estructuras de proteinas
conocidas, mediante algun procedimiento de tipo estadistico [9].

Para muchas aplicaciones, como el reconocimiento de la conformacién
nativa entre un conjunto de conformaciones posibles, no es necesario que los
potenciales estadisticos reproduzcan el verdadero perfil de energias.
Simplemente se impone como condicion que el estado nativo sea el de mas baja
energia efectiva en términos relativos, mas alla del valor absoluto que se obtenga
para la proteina en estudio.

Existen opiniones encontradas acerca del significado fisico de estos
potenciales estadisticos obtenidos a partir de estructuras de proteinas conocidas
[10]. No profundizaremos sobre estas controversias. Mas all4 de las discusiones,
no puede negarse el éxito que muchas de estas “funciones energia” han tenido en
la identificacion de estructuras nativas [9, 11].

Ahora bien, si estas funciones tuvieran el significado fisico que algunos
autores les atribuyen, podriamos intentar compararlas con los potenciales
efectivos obtenidos mediante la teoria mecénico—estadistica desarrollada en esta

tesis, y eso es lo que procuraremos hacer a continuacion.

5.2.1 CORRELACION DE LOS VALORES AL CONTACTO.

Muchos algoritmos utilizados para reconocimiento de la conformacién nativa
trabajan sobre un modelo de red, esto es, las particulas que representan a los
residuos estan unidas formando una cadena y soélo pueden ubicarse en
posiciones bien definidas del espacio. Luego, la energia de una dada
conformacién se calcula sumando las contribuciones entre primeros vecinos no
ligados covalentemente. Por esta razon, muchos autores solo se interesan por los
valores de energia al contacto entre residuos.

Por otra parte, los potenciales efectivos que nosotros obtenemos son funcién
de la distancia entre residuos. Por lo tanto, para poder comparar nuestros

resultados con los de origen estadistico obtenidos por otros autores, debemos fijar
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un criterio para determinar el valor al contacto. Elegimos el valor correspondiente

al primer minimo del potencial efectivo de pares (=d,, ), y en aquellos casos

donde no hay un minimo (figura 5.7a y b), consideramos los puntos donde la
derivada se hace cero o muy proxima a cero.

Comparamos los valores de energia efectiva al contacto para los 210 pares
de residuos con las tablas establecidas por Thomas y Dill (TD), y por Miyazawa y
Jeringan (MJ) [11]. Como dijimos mas arriba, los potenciales estadisticos son
optimizados para cumplir con alguna aplicacion como el reconocimiento del
plegamiento nativo. Por lo tanto, en lugar de comparar los valores de energia uno
a uno en términos absolutos, creemos mas apropiado buscar alguna correlacién
del ordenamiento relativo de los diferentes valores de energia.

Con este fin, consideramos el coeficiente de correlacion dependiente de la
posicion de Spearman (rg) [12]. Este parametro, presenta varias ventajas con
respecto al coeficiente de correlacion lineal, el cual se calcula usando los valores
propiamente dicho de cada una de las tablas, que desde luego, no coinciden.

El coeficiente de correlacién de Spearman compara las posiciones relativas
de las energias, reemplazando a cada valor de la tabla por su posicion con
respecto a los demas.

Llamamos con V, a la posicion que ocupan los valores de energia E, en

nuestra tabla (RV), y con D, a las posiciones de los valores de energia & en una

de las otras tablas (MJ o TD). Luego, el coeficiente de correlacion se define como
[12],

. ZN _\7)(Di _5)
©EbvTzb-of

Este coeficiente de correlacion resulta ser mas robusto que el coeficiente de

(5.4)

correlacion lineal, y menos dependiente de “anomalias” en los datos.
En la Tabla 5.2, resumimos los resultados de la comparacion entre energias
efectivas determinadas por métodos estadisticos [11] y los valores al contacto que

obtenemos con nuestro modelo.
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Tabla 5.2: Resultados de la comparacién de energias efectivas.

RV vs. MJ RV vs. TD
Iy 0.484 0.349
NS 1.05x107% 2.07x107’

Para calcular el parametro rg y nivel de significancia (NS) de su desviacion

de cero, utilizamos la rutina “spear.f” en fortran de Numerical Recipes [12]. De

acuerdo con la teoria rg D[—ll]. Si el valor obtenido es igual a 1 (-1), se dice que

hay una correlacion (anticorrelacién) completa. Un valor del parametro igual a
cero significa que no existe ninguna correlacion entre las tablas.

Cuando el valor de rg difiere de los anteriores, debemos recurrir a la

informacion que nos brinda el nivel de significancia. En un caso como este (Tabla
5.2), un valor muy pequefio de NS (0 0.01) implica que existe una correlacion

(rs >0) significativa entre los valores de energia de las dos tablas comparadas.
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6. COMENTARIOS FINALES.

Concluimos este trabajo de tesis haciendo una breve resefia de los
resultados obtenidos, y comentando acerca de las posibles lineas de
investigacion que intentaremos desarrollar a partir de aqui.

Como sefialamos en la introduccién, el problema que motivo este trabajo, y
seguramente ocupara nuestro esfuerzo futuro, esté relacionado con el proceso de
plegamiento de proteinas globulares y la estabilidad de su estado nativo, en
condiciones fisiol6gicas normales.

Por la complejidad y diversidad de factores que intervienen en este
problema, decidimos (como primera aproximacion) concentrarnos sobre algunos
aspectos termodinamicos y estructurales de las unidades monoméricas que
forman a una proteina, es decir, de los amino&cidos. Consideramos entonces, un
sistema compuesto por un aminoacido disuelto en agua, y lo abordamos con dos
técnicas diferentes. Por un lado, realizamos simulaciones mediante Dinamica
Molecular, y por otro, aplicamos una teoria mecénico—estadistica de liquidos
clasicos.

Las simulaciones mediante Dindmica Molecular nos permitieron cumplir con
varios objetivos.

En primer lugar, utilizando los métodos de crecimiento lento e integracién
termodinamica, determinamos la energia libre de transferencia de los
aminodcidos apolares. A partir de este calculo, establecimos una nueva escala de
hidrofobicidad. Notemos que hasta el momento no hay una escala que haya sido
universalmente aceptada, mas aun, observamos una gran dispersion entre los
valores publicados. Esto se debe, fundamentalmente, a las condiciones fisicas en
las que se llevaron a cabo las distintas mediciones. En este sentido, la simulacion
brinda la posibilidad de definir claramente al sistema, y ejercer un mayor control
sobre sus variables, por lo que consideramos que la escala que obtuvimos
constituye una muy buena referencia.

Adicionalmente, calculamos el area superficial accesible a la molécula de
agua para cada uno de los residuos de aminoacidos apolares, y las graficamos

como funcién de su hidrofobicidad. Esta grafica, nos provee un doble test de los
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resultados. Por un lado, de acuerdo a lo mostrado por Chothia y corroborado
después por otros autores, existe una relacion lineal entre hidrofobicidad y area
superficial accesible. Por el otro, aunque discutible, el valor de la pendiente que
dicha recta debe tener. En ambos aspectos, los resultados obtenidos con
Dinamica Molecular exhiben un comportamiento aceptable, tanto cualitativa como
cuantitativamente.

En segundo lugar, realizamos simulaciones del sistema en equilibrio, y
recolectamos sus configuraciones a fin de estudiar aspectos estructurales del
solvente alrededor de cada atomo de la molécula de soluto.

Basicamente trabajamos con tres sistemas diferentes: (a) un aminoacido
disuelto en agua, (b) un aminoacido disuelto en metanol, y (¢) un residuo de
aminoacido disuelto en agua. En todos los casos calculamos la funciéon de
correlacion radial soluto—solvente y, en (a) y (c), el cambio en la distribucion del
namero de puentes de hidrégeno que forman las moléculas de agua en presencia
de una molécula de soluto.

Observamos en general, una estructura mas rica (con picos y valles mas
definidos) en las funciones de distribucion radial correspondientes a un
aminoacido disuelto en metanol, que en agua. Vemos también como cambian las
funciones de distribucién soluto-agua cuando simulamos soélo al residuo, en lugar
del aminoacido completo. En particular, encontramos que para alanina la grafica
conserva la posicion de los maximos y minimos, pero se acentdan
cuantitativamente sus valores. Finalmente, notamos un buen acuerdo, al menos
cualitativo, con la distribucion radial de moléculas de agua alrededor de alanina
medida experimentalmente.

Respecto del nimero medio de puentes de hidrégeno que las moléculas de
agua forman en presencia o ausencia de una molécula apolar, encontramos un
resultado interesante. Cuando consideramos a los aminoacidos apolares disueltos
en agua, obtuvimos un aumento en el numero de moléculas que formaban 1y 2
puentes y una disminuciéon de 4 y 5. Repetimos los mismos calculos en idénticas
condiciones para los residuos, y el resultado fue justamente el opuesto. Si bien las
variaciones observadas son pequefias (recordemos que el sistema esta

constituido por 1 molécula de soluto y 511 de agua), éstas graficas muestran
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claramente cémo los atomos que forman la cadena principal del aminoécido,
afectan a la estructura del agua que rodea al soluto.

El resto del trabajo esta dedicado al estudio de la hidratacion hidrofébica y
de las interacciones que los residuos de aminoacidos presentan en agua. A partir
de aqui, las simulaciones son utilizadas s6lo como referencia de las correlaciones
residuo—agua que determinamos en forma tedrica.

Cuando hablamos de la hidratacion hidrofébica de los aminoacidos,
concretamente nos referimos al estudio de la distribucion de moléculas de agua
alrededor de cada residuo apolar. Dentro de este grupo de residuos, el que mejor
se ve representado por el modelo es el de alanina. Observando las curvas de las
figuras 3.10 y 3.12, podemos ver que existe un muy buen acuerdo entre las
funciones de distribucion radial obtenidas mediante Dinamica Molecular y teoria.

Ahora bien, considerando el muy buen acuerdo encontrado para alanina, y lo
comentado en el apartado 2.1 (figura 2.1) acerca del rol de test de una teoria que
las simulaciones desempefian, surge naturalmente la idea de aplicar esta teoria
mecanico—estadistica a los demas residuos apolares. Mas aln si tenemos en
cuenta que los parametros utilizados para caracterizar a la molécula de agua en la

teoria son los del modelo SPC/E (los mismos de la simulacion), y que el o,

tomado de mediciones experimentales casi coincide con el parametro de
Gromos96.

Efectivamente hacemos esto, y en general conseguimos acuerdos
aceptables, aunque podemos observar en la figura 3.11b (para fenilalanina) que el
modelo muestra una de sus limitaciones mas notorias, relacionada con la forma
esférica que se supuso para los residuos.

El calculo del numero de coordinacién de cada residuo de aminoacido apolar

fue realizado al solo efecto de determinar un valor para el parametro &,. Sin

embargo, podria utilizarse como informacion complementaria en la interpretacion
de otros resultados.

En el capitulo 4, ampliamos la teoria y estudiamos el otro aspecto del efecto
hidrofébico, es decir, la interaccion hidrofébica. En este caso, calculamos las
funciones de distribucion radial residuo-residuo, y a partir de ella, el potencial de

fuerza media de pares. Con este propésito, consideramos primero un sistema de
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referencia en el que solamente actlen fuerzas repulsivas, y luego corregimos
perturbativamente los resultados incluyendo el efecto de interacciones atractivas.
En la figura 4.5, podemos ver el cambio experimentado por la correlacion alanina—
alanina al introducir la accion de fuerzas atractivas entre las moléculas. Como test
de la teoria mecanico—estadistica desarrollada, incluimos en la gréafica la curva
gue surge de la aproximacion “EXP” de Andersen, Chandler y Weeks. Mas alla de
una pequefia diferencia cuantitativa, observamos que ambas teorias entregan
funciones que se comportan en forma semejante.

En la figura 4.7, podemos ver la interaccion entre dos residuos de alanina
gue se encuentran en el vacio, y el cambio notable que ocurre en presencia de
agua. Tanto para alanina, como para los demas residuos apolares, los potenciales
de fuerza media exhiben el mismo comportamiento. Son fuertemente repulsivos a
distancias menores que el contacto, presentan dos pozos y dos barreras bien
definidas, y se anulan para grandes distancias.

Por ultimo, extendemos la teoria utilizada para los residuos apolares, a los
restantes aminoécidos. Para concretar esta idea, necesitamos proponer
potenciales de interaccion directa entre residuos (cualquiera sea su polaridad) que
dependan de la distancia entre las moléculas pero no de sus orientaciones. Para
el ajuste de los pardmetros de la teoria, nuevamente nos apoyamos en las
funciones de distribucion radial residuo—agua surgidas de simulacién. Los
resultados obtenidos y mostrados en el capitulo 5 de esta tesis muestran un
comportamiento aceptable, aunque no contamos con resultados experimentales ni
de simulacion, que nos permitan establecer una comparacion mas rigurosa.

Precisamente, nuestro objetivo inmediato estard dedicado a examinar con
profundidad éstos potenciales efectivos de pares. En este sentido, pensamos
utilizarlos en situaciones relacionadas con ciertos problemas de interés bioldgico,
e implementar simulaciones numéricas que nos permitan estudiar propiedades
estructurales de proteinas pequefas o cadenas cortas de aminoacidos.

Ademas, proyectamos mejorar su determinacion desde el punto de vista
tedrico, considerando las posiciones de los atomos que forman a cada molécula

de residuo, y sus interacciones.
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APENDICES



A. RESUMEN DE GROMOS96.

A continuacion describimos en forma abreviada, aquellos elementos del
paquete de programas Gromos96, que utilizamos en los célculos presentados en
esta tesis.

La intencion de este apéndice, es ubicar a dichos célculos en un contexto
mas preciso. Desde luego, los detalles sobre los elementos que aqui se exponen
pueden encontrarse en las referencias bibliograficas, y en particular en el manual
de Gromos96 [1].

A.1 ECUACIONES DE MOVIMIENTO.

En un esquema clasico, como el usado en Gromos96, el estado de un
sistema queda definido por las posiciones y momentos del conjunto de particulas
que lo constituyen. Dentro de la aproximacién de Born—Oppenheimer, es posible
promediar el movimiento rapido de los electrones, y expresar al Hamiltoniano de
un sistema como una funcion de las variables nucleares.

El Hamiltoniano H de un sistema de N particulas es una funcion de las

coordenadas y momentos generalizados g, y p;:

G = (G Gyreenenn Gy )
P =Py, Byreeeves Py ) (A.1)
H(d,p) =K(p)+V(q)

La energia cinética K(p), toma la forma:

E) = X o

i=1 a

(A.2)

donde m. es la masa molecular, y el indice a varia sobre las componentes (x, v,
z) de la particula i-ésima.

La energia potencial V(G) contiene informacién sobre las interacciones.
Generalmente es H(g,p) (o V(q)) el que se establece a la entrada de cualquier

programa. Una aproximaciéon muy usada en Simulacién Molecular (SM), consiste

en dividir a la energia potencial en términos que involucran pares, tripletes, etc. de
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moléculas. Para un sistema simple que contiene N moléculas, la energia potencial

toma la forma siguiente:

V(F)=Zvl(ﬁ)+ZZv2(ﬁ,ﬁ)+zz Y v (R )+ (A.3)

ij>i i j>ik>j>i
El primer término en la ecuacion anterior Vl(ﬁ), representa el efecto de un

campo externo sobre el sistema. Los restantes términos representan las

interacciones entre moléculas.

El segundo término vz(ﬁ,ﬂ), es el potencial de pares y el mas importante.

Este potencial depende, en general, sélo de la separacion entre las moléculas
r, =| 7 =T, |, y puede escribirse v, (r, ).

—

El término v, (rlﬂﬁ() involucra tripletes de moléculas, y resulta significativo

a densidades de liquidos. En general, los términos correspondientes a cuatro y

Mas cuerpos, son sustancialmente menos significativos que V, (1, ) y V, (.77 ).

El término de tres cuerpos en el potencial rara vez se incluye en la
simulacién debido a que los calculos de cualquier cantidad que involucre una
suma sobre tripletes de moléculas consumirian mucho tiempo.

Afortunadamente, la aproximacion de pares da una buena descripcién de las
propiedades de los liquidos, debido a que el efecto promedio de tres cuerpos
puede ser parcialmente incluido definiendo un potencial de pares efectivos.

Luego, la ecuacion (A.3) toma la forma:

V()= Zvl(ﬁ) £33 v (r) (A.4)

[
Normalmente, el potencial que aparece en las simulaciones, es un potencial
efectivo de pares de este tipo. Debido a que este potencial efectivo de pares
necesita reproducir datos experimentales, podria depender de la densidad,

temperatura, etc., mientras que el verdadero potencial de dos cuerpos Vz(rij) no
lo hace.

En Gromos96, se usan las ecuaciones de movimiento de Newton, para los

atomos o nucleos:

=V, (t) (A.5)
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dv; (t) _f(t) (A6)
dt m,
con
= 0., (- = .
f (t) =_6_Fiv(rl’ Gy s Ty) (A7)

donde las velocidades atémicas se indican por V., las fuerzas sobre los atomos

por f y el tiempo por t. En estas ecuaciones de movimiento, r son las

coordenadas cartesianas de la particula i con masa m, .

Deberia incluirse en el modelo, la descripcion no sélo de la fuerza:

~in avir‘lt
() =-2 (A8)

debido a las particulas explicitamente simuladas, sino también a las fuerzas
externas f® provenientes del medio. Esas fuerzas externas pueden ser

representadas en forma aproximada por su efecto promedio ﬁmed‘a. Para la

correspondiente funcion de energia potencial de fuerza media V™, se tiene:

6V media
or,

.'?i’media (t) - _ (A9)

la cual representa el efecto promedio de los grados de libertad que no son
explicitamente tratados en la simulacion. En la practica, los parametros y la forma

de V'™ son convenientemente elegidos para dar cuenta de los efectos del medio

en forma promediada.

A.2 ALGORITMOS PARA LA RESOLUCION DE LAS
ECUACIONES DE MOVIMIENTO.

La parte que mas tiempo consume en casi toda simulacion con Dinamica
Molecular (DM), es el céalculo de las fuerzas que actian sobre cada una de las

particulas.
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Si consideramos un modelo de sistema con interaccion de pares, debemos
calcular la fuerza resultante que actla sobre la particula i debido a todas las
demas particulas vecinas.

Entonces, para un sistema de N particulas, necesitamos evaluar N(N —1)/2
distancias, lo cual implica que el tiempo necesario para el calculo de las fuerzas

depende del nimero de particulas como N?. Para acelerar la evaluacion de las
fuerzas, se han desarrollado algunas técnicas muy eficientes que hacen que este
célculo sea funcién de N en lugar de N2.

En el algoritmo de Verlet [2] y sus modificaciones, las coordenadas
moleculares se actualizan a partir de cantidades que se calculan en el mismo
paso o0 en el paso previo. En lo que sigue nos concentramos en uno de los
algoritmos de Verlet, denominado “salto de rana”, pues éste es el algoritmo que

usa Gromos96.

A.2.1 ALGORITMO SALTO DE RANA.

En 1967, Verlet demostré6 que un método simple desarrollado por Stérmer,
podia usarse con éxito en DM. Luego surgieron muchas modificaciones y mejoras
que dieron lugar a una familia de algoritmos de Verlet, que los convirtieron en los
mas utilizados en simulaciones mediante DM.

En 1970 Hockney [3] propuso uno, denominado salto de rana (leap—frog)
gue hace uso de la velocidad a intervalos de tiempos medios:

V(t+t/2)=v(t-dt/2)+a(t)ot
F(t+0t)=r(t)+V(t+3t/2)dt (A.10)
v (t) =[\7(t +0t/2) +V (t —5t/2)]/2

La implementacion del algoritmo de salto de rana sigue el mismo
procedimiento general que el de Verlet, sus trayectorias coinciden, pero el célculo
de velocidades ahora es una parte integral del algoritmo. Las aceleraciones
calculadas se usan para determinar las velocidades en el tiempo medio, y éstas a
Su vez, se usan para actualizar las posiciones y velocidades.

En este algoritmo, en cada paso temporal debemos almacenar los valores

actuales de las posiciones y las velocidades en el tiempo medio anterior. Esos
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valores se actualizan a partir del cambio de cada una de las coordenadas. Este

proceso se esquematiza en la figura A.1.

r \' f r \' f r \' f r \' f

w ] ] ]
" E-0 EJE B B B B
w ] 0 um ]

«-0 O O O O O m->0

figura A.1

La principal ventaja del algoritmo de salto de rana, es la reduccién de la
imprecision numérica por el uso de diferencias entre cantidades mas pequefas.
Una pequenia dificultad del algoritmo, es que inicialmente necesitamos conocer la

velocidad en el tiempo t =-Jt/2, aunque esto se resuelve definiendo:

vV (-dt/2) =V (0)-a(0)(dt/2) (A.11)

A.3 CAMPOS DE FUERZAS.

El calculo del promedio termodinamico de cualquier propiedad, requiere
determinar las energias potencial y cinética del sistema. En simulacion, la energia
potencial del sistema o fuerzas que actian entre moléculas se calcula
comunmente a partir del potencial intermolecular aditivo de a pares.

El desarrollo de potenciales intermoleculares tiene una larga historia que
antecede al advenimiento de los métodos de simulacion molecular. Sin embargo,
excepto para los casos mas simples, el valor predictivo de los diferentes
potenciales intermoleculares sé6lo puede ser evaluado rigurosamente a través de
una simulacién molecular. A pesar de esto, muy pocos potenciales fueron
extensivamente chequeados usando simulacion molecular, a excepcion de los
potenciales de esferas duras (ED) y Lennard-Jones (LJ).

Si bien existen muchos potenciales de pares del tipo “repulsion +
dispersion”, en simulacibn molecular se usan relativamente pocos potenciales

diferentes. Ademas de los potenciales de “esferas duras + término atractivo”, una
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representacion mas apropiada de la interaccion intermolecular esta dada por el

potencial de LJ. Este potencial es de la forma:

Vz(rij):e((nrj]m}x”‘” —(nfm)x”‘m] (A.12)

donde n y m son constantes, x, =r,/r, y I, es la correspondiente distancia de

separacion para el minimo de energia. ElI diametro esta relacionado con la

separacion de minima energia por:

Ha-m
o=r (EJ (A.13)
n
La forma mas comun del potencial de LJ se obtiene cuando n =12 y m=6:
12 6
v,(r)=4el| 2| |2 (A.14)

El potencial de LJ es quizéds el mas usado en simulaciones moleculares. La
virtud méas importante de este potencial es que combina una descripcidén bastante
realista de las interacciones moleculares con simplicidad computacional.

Construir un potencial de pares para una molécula es bastante mas
complicado que un potencial atémico. Para una molécula dada, podemos
distinguir entre contribuciones al potencial provenientes de interacciones intra e
intermoleculares.

Las interacciones intermoleculares ocurren entre los diferentes atomos de
moléculas diferentes. Una molécula experimenta los efectos de interacciones
intramoleculares, como consecuencia de las interacciones entre los atomos que la
forman, y se las clasifican a su vez como ligadas o no ligadas.

Las interacciones ligadas estan restringidas a atomos que estan unidos
covalentemente en forma directa (interaccionesl-2), atomos que estan unidos a
un atomo en comun (interacciones1-3), y &tomos con una topologia que involucra
tres uniones intermedias (interaccionesl1-4).

Las interacciones no ligadas en general, pueden ser de largo o de corto
alcance. Los efectos de induccién, dispersion y electrostaticos representan

algunos ejemplos de interacciones de largo alcance. En estos casos, la energia
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de interaccion es proporcional a alguna potencia de la inversa de la distancia
entre atomos.

La interaccion electrostatica depende de la distribucién de cargas en las
moléculas, y puede ser tanto atractiva como repulsiva. El efecto de induccion es
siempre atractivo y resulta de la distorsion causada por los campos de atomos
vecinos. Sin embargo, la contribuciébn mas importante es la influencia atractiva de
la dispersion proveniente de las fluctuaciones instantaneas, causadas por el
movimiento de los electrones.

Las interacciones de corto alcance estan caracterizadas por un decaimiento
exponencial en la energia de interaccidbn con respecto a la separacion
intermolecular. A pequefias separaciones, hay un solapamiento significativo de la
funcién de onda atomica responsable de la repulsion.

El campo de fuerzas o funcion interaccion Gromos96, tiene la forma
siguiente:

V(F) =V (r)+vmer () (A.15)

con
Vlig (I:') :Vcoval (F) +V ang (I:') +Vdied (F) +Vtors (F) (A.lG)
El término en la funcion de interaccidon que representa a las interacciones no

ligadas, se escribe como

\/ "olig — z {VLJ (rij’C12(i’ j)’CG (i’j)’RCP’RC')+

pares no

ligados (i,j) (A.17)
VCCR (rij1qi’qj1ch’RcI’Rcr’£l’£2’K)}
con
C.(1,] N
v (rij):[%_ce ('J)]r_e (A.18)
ij 1)
y
\/ CCR (r ) — qiqj E_CCfriJZ _ 1_Ccr/2 (A 19)
: 47E051 r‘ij ZRSr Rcr .

La sumatoria corre sobre todos los pares de atomos iy |.
Sin embargo, hay pares de atomos como los vecinos excluidos, y los no

incluidos en la lista de grupos de carga (radio de corte R_,) o en interacciones de
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largo alcance no ligadas (radio de corte R,), que no son considerados en la

sumatoria.

Los atomos i y j que estan covalentemente unidos, son llamados atomos
primeros vecinos y si ellos estan covalentemente unidos a un atomo vecino en
comun, son llamados segundos vecinos.

Debido a la corta distancia r; entre primeros o segundos vecinos, la

interaccién no ligada (A.17) entre estos atomos sera muy grande. Entonces, los
primeros y segundos vecinos son excluidos de la sumatoria en la formula (A.17).
Terceros vecinos son excluidos sOlo en casos especiales entre atomos que
pertenecen o estan unidos a anillos aromaticos.

La interaccion Coulombiana en (A.17) es de largo alcance, ya que depende

inversamente de la distancia r; . El tamafio de la interaccién Coulombiana a una
distancia de corte tipica de (8—10)A no es despreciable, aun para cargas

atomicas parciales de (0.1—0.4)e. Esto significa que la interaccion Coulombiana
sb6lo puede ser despreciada o aproximada usando un campo de reaccion

continuo, mas all4 de distancias largas (R, =20-30A).

Puesto que el nimero de atomos vecinos no ligados crece con la distancia
proporcionalmente a la tercera potencia del radio de corte, la aplicacion de un
radio de corte grande sobre las interacciones no ligadas aumenta draméaticamente
el tiempo de calculo requerido.

Esta situacién puede aliviarse definiendo grupos de carga que convierten a
las interacciones electrostaticas en dipolares (]/ rif). Cuando las cargas atémicas
parciales de un grupo de &tomos suman exactamente cero, el primer término de la
interaccién electrostatica entre dos grupos de atomos es de caracter dipolar

(:I/rif). La suma de las contribuciones de monopolos de los distintos pares de

atomos (a la interaccion grupo—grupo) sera igual a cero.

El campo de fuerzas de Gromos96, hace uso de este concepto de grupos de
carga. Siempre que sea posible, los atomos que pertenecen a un grupo de carga
se eligen de manera que su carga atomica parcial sume cero. En ciertos casos

(residuos cargados como los de Arg o Asp), las cargas atomicas parciales de los
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grupos de carga suman +e 0 -e. En las subrutinas de Gromos96, las
interacciones no ligadas solo se calculan entre grupos de carga.

Cuando se usa un radio de corte, debe definirse la distancia entre grupos de
carga. La posicién de un grupo de carga, se define de modo diferente para grupos
de carga que pertenecen al “soluto” de las que pertenecen al “solvente”. La
posicion de un grupo de carga para el “soluto” se define por su centro geométrico:
R = —— (A.20)

i=1 gc
donde N, denota al numero de atomos que pertenecen al grupo de carga.

La posicion de un grupo de carga para el “solvente” se toma como la
posicion del primer a&tomo de la molécula de solvente. En Gromos96, una
molécula de solvente contiene siempre un solo grupo de carga.

Para evaluar las interacciones no ligadas con suficiente precision, se usa un

radio de corte “largo” R, . Un valor razonable para este parametro seria de 15A o

mayor. Pero resulta que un rango como este es computacionalmente muy costoso

si se evallan todas las interacciones de pares. El nimero de a&tomos vecinos
dentro de un radio de 15A sera mayor a 300. Por esta razén, las interacciones se

evalian usando un método de doble rango, y las interacciones electrostéaticas

mas alla de R_ , se aproximan por medio de un campo de reaccion.

cl?
La interaccién no ligada en (A.17) se evalla en cada paso de simulacion
usando una lista de pares de grupos de carga que se genera con un radio de
corte “pequefo” R, .
Las interacciones no ligadas de largo alcance, esto es, aquellas entre grupos

de carga a una distancia mayor que R y menores que R, se evalian menos

cl?
frecuentemente, s6lo cada n pasos de simulaciébn, momento en el cual también
se actualiza la lista de pares. Esta lista se mantiene inalterada entre esas
actualizaciones. De esta manera, las fuerzas no ligadas de largo alcance pueden
ser tenidas en cuenta de un modo aproximado, sin aumentar significativamente el
esfuerzo de calculo.

Las interacciones de van der Waals en la férmula (A.18) y las interacciones

electrostéticas entre cargas de igual signo en la férmula (A.19), se hacen
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infinitamente grandes cuando r; tiende a cero. Si se usa una interaccion llamada
de “carozo blando” de la forma:

Clz(i’j) -C (i j) 1
a, (13)(4° + 4 )Cuas (11) + 17 07 Jay (11) (A% + 47 )Coge (i13) 1

(A.21)

VLJ -

se evita la singularidad en r; =0. En Gromos96 esto se usa cuando se trabaja en

un célculo de energia libre, algo que nosotros utilizamos en el capitulo 3 para

determinar una escala de hidrofobicidad de residuos de aminoacidos apolares.

Los pardmetros de la interacciéon no ligada de van der Waals Clz(i,j) y

Cq(i,j) en las formulas (A.18) y (A.21) dependen del tipo de atomos i y j.

Basicamente, los parametros Gromos96 de van der Waals para un par de atomos
con caédigos enteros i y j, son derivados de los parametros de atomo simple

usando las relaciones:
Ce(i i) =C&*(i,i).C¥*(i,i)
C,(i,j)=C(i.i)Ci? (i i) (A.22)
Coe (i,1) =Co2 (1,1)/Cs (111)
El campo de fuerzas Gromos96 no contiene términos especiales en la funciéon de
interacciéon (A.15) que imiten a los puentes de hidrogeno. La capacidad para
formar puentes de hidrégeno de las moléculas, es el resultado de un balance

entre las interacciones repulsivas y atractivas.

A.4 CONDICIONES PERIODICAS DE CONTORNO.

Cuando simulamos a un sistema de tamafio finito, debemos decidir como
tratar a los bordes. Para un liquido o una solucién, usualmente minimizamos los
efectos de borde o superficie aplicando condiciones periddicas de contorno.

Pese al enorme desarrollo de los equipos de computacion, el nimero de
particulas que podemos manejar es pequefio respecto de cualquier sistema real.
En una muestra macroscopica, cuyo nimero de particulas es del orden de 10*,
la mayoria de las moléculas estan en el “interior” de la muestra. Sin embargo, no

ocurre lo mismo en una muestra de tamaro reducido.
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Habitualmente, el nUmero de particulas de los sistemas mas grandes con los
gue trabajamos en simulacién, es de miles o algunas decenas de miles de ellas.
El tamafio del sistema estara limitado por la cantidad de memoria para almacenar
datos y, mas importante aun, por la velocidad de ejecucion del programa.

Lo que hacemos entonces, es poner a los atomos del sistema en una caja
cubica, o en cualquier caja que llene periddicamente el espacio, y la rodeamos
con imagenes idénticas de si misma.

Durante la simulacion, cuando las moléculas se mueven en la caja original,
sus imagenes periddicas en cada una de las cajas vecinas lo hacen exactamente
de la misma manera. Cuando un atomo abandona la caja central por un lado,
ingresa a ella con idéntica velocidad por el lado opuesto. No hay paredes en el
borde de la caja central, y tampoco moléculas sobre la superficie.

Esta caja simplemente forma un sistema de ejes convenientes para medir
las coordenadas de las N moléculas. Cuando una particula atraviesa algun
borde, sus imagenes lo hacen también a través de los correspondientes bordes,
de manera que el nimero de particulas en la caja central se conserve.

Es importante preguntarse si las propiedades de un sistema periddico
infinitamente pequefio, y el sistema macroscopico al cual representa, coinciden.
En general, esto dependera del rango del potencial de interaccion intermolecular y
del fenémeno bajo estudio.

La experiencia en simulacion dice que las condiciones periddicas de
contorno tienen un efecto pequefio sobre las propiedades termodinamicas en
equilibrio y estructuras de fluidos en la region lejana a una transiciéon de fase,
mientras las interacciones sean de corto alcance. Posibles distorsiones por efecto
de las condiciones periédicas de contorno se pueden detectar simulando sistemas
de tamarios diferente.

El corazon de un programa de DM involucra el calculo de la energia
potencial de una configuracion particular, y las fuerzas que actian sobre las
moléculas. Calcular la fuerza resultante sobre una molécula y sus contribuciones
a la energia potencial, supone aditividad de pares e incluir todas las interacciones

entre ésta y las demas moléculas en la caja de simulacion.
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En principio, tenemos N -1 términos en la suma. Consideramos a la
molécula 1 en el centro de una regién que tiene el mismo tamafio y forma que la
caja basica de simulacion. La molécula 1 interactia con todas las moléculas cuyo
centro cae dentro de esta region, esto es, con las imagenes mas cercanas de las
otras N —1 moléculas. Esta es la llamada “convencion de imagen minima”.

En la convencién de imagen minima tenemos N(N -1)/2 términos en el

calculo de la energia potencial, debido a la aditividad de pares de las
interacciones. Este es un calculo muy pesado para sistemas de miles de
particulas.

Dado que la mayor contribucién al potencial y a las fuerzas, proviene de los
vecinos cercanos a la molécula de interés, para fuerzas de corto alcance
normalmente se aplica un radio de corte esférico. Esto sugiere una distancia de

corte R., de modo tal que el potencial de pares V(r) se anule para r >R..

A.5 ACOPLAMIENTO A BANOS TERMICOS Y DE PRESION.

Existen varios métodos para hacer una DM a temperatura constante. Uno
muy simple es el llamado acoplamiento débil, en el cual las ecuaciones de
movimiento atdmicas son modificadas de manera que el resultado neto sobre el
sistema sea una relajacion de la temperatura hacia el valor T, prefijado:

dT(t) _T,-T(t)
dt I,

(A.23)

Considerando un pardmetro A como factor de escala para las velocidades

de los atomos en el sistema, obtenemos la expresion:

At) = (1+f_:(TT(Ot) —1]]% (A.24)

donde el cambio de escala de las velocidades V. (t) por el factor A(t) en cada

paso de DM, hace que la temperatura T(t) relajea T,.

El valor de 7; debe elegirse lo bastante chico (acoplamiento fuerte) como

para alcanzar la temperatura requerida, pero suficientemente grande

(acoplamiento débil) como para evitar disturbios en las propiedades del sistema
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por el acoplamiento al bafio de temperatura. Un valor razonable para 7; es de

aproximadamente 0.1 ps.
Para llevar a cabo una DM a presién constante, se procede en forma similar

y el resultado neto sobre el sistema es una relajacién de la presién P(t) hacia el

valor de referencia P,:

dP(t) _ P, -P(t)
dt Tp

(A.25)

Multiplicando el volumen y las coordenadas atomicas por un factor de escala

M,y resolviendo para el caso isotropico, obtenemos:
ot %

u(t) = [1—Z(P0 -P (t))] (A.26)
donde el cambio de escala de las coordenadas atémicas r.(t) y los lados de la
caja, conjuntamente con el factor ,u(t) en cada uno de los pasos de DM, haran
que la presion P(t) relaje hacia el valor P,.

La velocidad de relajacion esta controlada por el tiempo de relajacion 7,

elegido. Nuevamente, el valor de 7, debe elegirse suficientemente pequefio

(acoplamiento fuerte) como para alcanzar la presion promedio deseada, pero
suficientemente grande (acoplamiento débil) como para evitar perturbaciones de
las propiedades del sistema por el acoplamiento al bafio de presion.

Puesto que la definicion de la presion depende de la energia cinética, el
acoplamiento de presion no debe ser mas fuerte que el acoplamiento de
temperatura:

(A.27)

Valores tipicos para 7, son (0.4-0.5) ps.

A.6 CONFIGURACION Y VELOCIDADES INICIALES.

Una simulacion mediante DM comienza con posiciones y velocidades

atomicas iniciales. Aunque el resultado debe ser independiente de esto, es
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conveniente elegir a la configuracién inicial tan representativa como sea posible
del sistema molecular en equilibrio.

Para evitar conversiones de la energia de deformacién en energia cinética,
guitamos las distorsiones en la configuracién inicial a través de una corrida corta
de minimizacion de la energia (100 pasos).

Si las velocidades no estan disponibles, entonces las tomamos a partir de

una distribucion de Maxwell de la temperatura:

p(v,)= exp(-myv? /(2k,T,))
' (27T, /m )

(A.28)

donde P (vj) es la probabilidad de ocurrencia de la velocidad v, para el atomo j.

Para comenzar la simulacién de manera suave, tomamos las velocidades

iniciales de una distribucion de Maxwell a baja temperatura (50°K) y luego vamos

aumentando la temperatura de referencia después de unos cortos periodos de
simulacién (unos pocos ps) hasta alcanzar la temperatura de referencia, que en

nuestros calculos es 300°K .

Al comienzo de una simulacién es conveniente hacer fuerte el acoplamiento
a los bafos de temperatura y presion para permitir una transferencia rapida del
calor y presion en exceso.

Debemos tener en cuenta ademas, que el periodo de equilibracién de una
simulacion debera ser mas largo que los tiempos de relajacion del sistema, que a

su vez, dependen de los tiempos de relajacion de las propiedades de interés.

A.7 CALCULO DE ENERGIAS LIBRES.

En el estudio de la hidratacion hidrofébica que presentamos en el capitulo 3,
calculamos las variaciones de energia libre (hidrofobicidad) que se producen al
transferir un residuo apolar desde un solvente polar (agua) a otro no polar
(metanol).

La variacion de energia libre entre dos estados de un sistema molecular (A'y
B) definido sobre un intervalo [)IA =0,4, :l] sigue simplemente de la definicion

del calculo integral elemental:
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aG=| ai—y)da (A.29)

Podemos expresar esta integral como un promedio sobre el ensamble:
9E (X";4)
0A

A

AG = | 01 (A.30)

donde E(XN) representa la energia configuracional para un sistema de N

particulas. La evaluacion numérica directa de la ecuacion anterior en una
simulacion, integrando entre el estado inicial y final usando alguna relacién

termodinamica, se llama integracion termodinamica [4, 5].

En el caso especial, pero comiunmente encontrado en que E(XN;A) es

lineal en A:

E(XM;A)=(1-2)E, (X") + AE, (X"

EEXN;A;:(EO(X)N)Jr(/]AI)E(XN)( ) A3Y
donde

AE(XM)=E,(X")-E,(X") (A.32)
entonces (A.30) toma la forma:

AG = j: <AE(XN)>Ad/1 (A.33)

La metodologia para llevar a cabo la integracion termodindmica en una
simulacion molecular es muy directa. Primero realizamos una serie de

simulaciones correspondientes a una sucesion de valores de A en el intervalo

[0,1], y obtenemos valores discretos para los distintos <AE(XN)>A. Luego,

realizamos la integracion auxiliar sobre A en forma numérica.

En casos favorables, podemos acelerar el proceso permitiendo a A variar
continuamente en la simulacién a través de un proceso introducido por Berendsen
y colaboradores llamado crecimiento lento [4, 5]. Sin embargo, estrictamente
hablando, durante la simulacién el sistema nunca se encuentra en equilibrio, a
menos que los cambios en A sean infinitesimalmente pequefios.

Ademas, los cambios estructurales que ocurren en el sistema al ir desde el

estado inicial al final deben ser alcanzados en la escala de tiempos de

120



picosegundos. Grandes cambios conformacionales, no tendrian tiempo de
suceder y podrian, en casos desfavorables, ocasionar problemas con un
crecimiento lento en contraposicién a un método discreto donde se realiza una

equilibracion en cada paso.

A.8 CICLO TERMODINAMICO.

Para muchos célculos de energia libre conviene hacer uso de un ciclo
termodinamico [5, 6]. Puesto que la energia libre es una funcién de estados, un
cambio en la energia libre seréa independiente del camino que conecte los estados
inicial y final, mientras que el sistema esté en equilibrio y sufra cambios
reversibles.

Como a lo largo de un camino cerrado o ciclo, la variacién de energia libre
es igual a cero, para calcularla podemos elegir entre muchas opciones posibles.
Una manera de realizar este calculo en forma directa, es seguir un camino que
conecte dos estados de interés A y B. Alternativamente, podemos disefiar un ciclo
en el cual el camino de A a B sea solo una parte, y determinamos su valor
calculando la variacion de energia libre de los restantes caminos que forman el
ciclo. El poder de ésta técnica reside en que podemos definir a los caminos de
modo de optimizar la precisibn de los calculos, aun cuando correspondan a
procesos que no son validos para la quimica.

Elegimos a los estados inicial y final, y al camino que los conecta, de modo
tal que el tiempo de relajacion del sistema con respecto al cambio en el
Hamiltoniano, y el tiempo requerido para muestrear los ensambles, sean ambos
minimos. Esto implica que el camino mas directo o quimicamente valido no
necesariamente sera el mas eficiente.

En nuestros calculos con Gromos96, evitamos introducir o remover grados
de libertad. Generalmente, cuando cambiamos un atomo real por uno “fantasma”
0 viceversa, modificamos so6lo las interacciones no ligadas. Los términos como la

longitud de unién, angulos de union y diedros permanecen inalterados.
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B. VALORES DE LOS PARAMETROS USADOS EN LAS
SIMULACIONES CON GROMOS96.

Todas las simulaciones de Dinamica Molecular fueron hechas usando el
paquete de programas Gromos96 (G96) [1]. El sistema estuvo compuesto, en
todos los casos, por 1 molécula de soluto (aminoéacido, o residuo de aminoacido)
y 511 moléculas de solvente (agua o metanol).

En el campo de fuerzas de G96, los atomos de hidrogeno alifaticos y los
atomos de carbono a los cuales estan unidos, son tratados como una sola
entidad. Los hidrégenos aromaticos y polares estan explicitamente considerados.
Los primeros experimentan interacciones electrostaticas y van der Waals,
mientras que los hidrégenos polares experimentan solamente interacciones
electrostaticas.

Toda la informacion relacionada con el modelo y parametros usados para los
solventes (agua y metanol), se encuentra en el manual de G96 [1]. Para el agua
elegimos el modelo SPC/E [2].

En todos los casos, los parametros utilizados fueron los siguientes:

* el paso de integracion At =2 fs,

» para equilibrar termodinamicamente al sistema realizamos una Dinamica

Molecular de 100 ps (5x10* pasos),

* las longitudes de union fueron restringidas por medio del algoritmo
SHAKE, con una tolerancia geométrica de 10™,

» todas las simulaciones se hicieron en el ensamble isotérmico—isobérico a
300 °K de temperatura y presion atmosférica normal (101325 Pa),

» tanto la temperatura como la presion se mantuvieron constantes a través
de un acoplamiento débil del sistema a un bafio externo, con tiempos de
relajacion de r; =0.01 psy 7, =0.05 ps,

» el sistema estuvo ubicado dentro de una caja rectangular, y se utilizaron
condiciones periodicas de contorno para evitar efectos de superficie,

» elegimos un radio de corte aproximadamente igual a la mitad del lado

mas corto de la caja (=10A), el cual define el rango de las interacciones no
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ligadas. Fuera de la esfera de corte, el solvente es tratado como un
continuo, y se calcula un término extra de energia por campo de reaccion,

» la permitividad dieléctrica considerada para el modelo SPC/E de agua es

£=70.70, y para el metanol £ =32.63.

Para determinar a las funciones de distribucién radial y el nimero de
puentes de hidrogeno que forman las moléculas de agua, realizamos corridas de
100 ps y recolectamos configuraciones del sistema cada 20 fs (10 pasos de
simulacién).

El criterio que utilizamos para determinar la formacion de un puente de
hidrogeno es geométrico. Consideramos que un atomo de oxigeno aceptor y otro
donor forman un puente de hidrégeno cuando:

» la distancia entre el primero y un hidréogeno del segundo es menor que

24A .y
* el angulo O-H---O es mayor de 145°y menor de 180°.

Para calcular la variacion de energia libre de transferencia (AG,) de los

residuos, usamos dos técnicas: integracion termodinamica (IT) y crecimiento lento
(CL) 3, 4].

En la técnica de IT, la interaccién soluto—solvente es controlada por un
parAmetro A que toma valores entre O (interaccion completa) y 1 (sin
interaccién). Se realizan simulaciones para valores fijos de A, y se calcula la
variacion de energia libre integrando en A, mediante algun algoritmo de
integracion estandar. Previamente es necesario determinar la ineficiencia
estadistica, de modo de asegurar que los puntos tomados para los calculos sean
independientes [5]. Encontramos que para 300 ps, una muestra cada 0.2 ps
(100 pasos de simulacion) es suficiente para garantizar la independencia
estadistica de los datos.

Para realizar la integracion numérica sobre A utilizamos el método de
Gauss—Lobatto [6]. Hacemos este célculo considerando 3, 5, 7 y 9 valores de
A D[O,l] (puntos de integracion). Para este calculo, llevamos al sistema hasta el
valor de A correspondiente mediante CL, y luego de 50 ps de equilibracion,

corrimos una DM de 200 ps.
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Por otro lado, con el método de CL, el sistema es cuasiestaticamente
transformado desde un estado en el cual la interaccién es completa (A =0), a otro
en el cual los atomos del residuo y el solvente no interactian (A =1) [7].

Realizamos simulaciones en ambos sentidos, esto es, partiendo de una
configuracion inicial de equilibrio con todas las interacciones presentes (A =0),
hacemos evolucionar al sistema lentamente hasta un estado final donde los
atomos pertenecientes al residuo del aminoacido en estudio, carecen
completamente de toda interaccion con los demas atomos del sistema (A =1).
Luego, tomamos esta Ultima configuracion correspondiente al estado sin
interaccion de los atomos del residuo (A=1) como la inicial, y vamos
encendiendo lentamente las interacciones hasta alcanzar un estado en el cual,
vuelven a estar presentes (A =0).

En las corridas con CL, tanto para agua como para metanol, el factor A se
hace variar de 0 a 1 en 500 ps de simulacion. Esto significa que en el calculo de

AG, , en cada uno de los solventes, se simulan 1000 ps (500 ps para el apagado,

y 500 ps mas para el posterior encendido de las interacciones). Por tanto, el valor

final para cada aminoéacido, se obtiene luego de 2000 ps (2 ns) de simulacion.
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C. VALORES DE LOS PARAMETROS UTILIZADOS EN
EL CALCULO DE LAS FUNCIONES DE DISTRIBUCION,
MEDIANTE LA TEORIA MECANICO-ESTADISTICA.

Todos los célculos realizados con la teoria mecanico—estadistica
desarrollada en los capitulos 3, 4 y 5 fueron efectuados considerando al sistema
formado por 1 o 2 moléculas de residuo disueltas en agua. En la Tabla C.1

detallamos a los parametros que caracterizan a las moléculas mencionadas.

Tabla C.1: pardmetros que caracterizan a los residuos y al agua.

molécula olA] £/kg [°K] 4[Dy] q/e
alanina (A) 3.794 148

prolina (P) 4.932 120

valina (V) 5.324 120

metionina (M) 5.818 110

isoleucina (1) 5.887 90

leucina (L) 5.887 80

fenilalanina (F) 6.277 70

acido aspartico (D) 3.595 160 -0.110
acido glutamico (E) 4.200 120 -0.120
lisina (K) 5.500 100 0.185
arginina (R) 5.436 100 0.165
serina (S) 3.785 148 1.350

cisteina (C) 4.574 120 1.850

treonina (T) 4.741 120 1.900

asparagina (N) 4.797 120 2.150

glutamina (Q) 5.438 100 2.450

histidina (H) 5.607 90 2.550

tirosina (Y) 6.328 60 2.800

triptéfano (W) 6.835 50 3.100

agua (a) 3.166 78.2 2.351
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Al final de la Tabla C.1 agregamos los parametros que caracterizan al agua.
Estos parametros son los correspondientes al modelo SPC/E, utilizado en todas
las simulaciones de Dinamica Molecular con Gromos96.

En la teoria mecanico—estadistica presentada, debemos considerar un valor
para la densidad del agua. En este caso, el criterio que utilizamos esta
relacionado nuevamente con las simulaciones. Consideramos la densidad que se
obtiene al dividir el nimero total de moléculas por el volumen promedio de la caja
gue ocupan, durante 100 ps de simulacion, a presion normal (1 atm) y 300°K de
temperatura. Encontramos un valor o, =0.0326 A~

Para los parametros que caracterizan a las esferas que representan a los
residuos de aminoacidos, procedemos del siguiente modo. La segunda columna

de la Tabla C.1 correspondiente al diametro de van der Waals (o,), deriva de

medidas experimentales realizadas por otros autores.

En los aminoacidos apolares, donde necesitamos determinar ¢,, hacemos
simulaciones mediante Dindmica Molecular (DM) de cada uno de los residuos en
agua. Luego, obtenemos la funcion ggg”(r), y con ella, el nimero de coordinacion
(N.) a través de la expresion usual (3.19). A continuacion, asignamos un valor a
£,, Yy calculamos lag ,(r) resolviendo las ecuaciones integrales correspondientes.
Finalmente, ajustamos el parametro £, de manera que el N, surgido de la teoria
difiera en menos del 1% del N, proveniente de la simulacion.

Para los aminoacidos cargados necesitamos un parametro mas, la carga

efectiva q,. En estos residuos, asignamos a ¢, un valor cercano al de un
aminoacido apolar de o, semejante. Luego, ajustamos el valor para la carga

efectiva con el mismo procedimiento del nimero de coordinacién descripto en el
parrafo anterior. Finalmente, procuramos optimizar ambos parametros cotejando
no solo el valor numeérico de N., sino también, los rasgos caracteristicos de las
funciones de distribucién radial.

En cuanto a los aminoacidos polares, el criterio utilizado coincide con el

expresado recién para los cargados. Elegimos el £, que mas se asemeje al de un
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residuo apolar de tamafio proximo, y ajustamos el parametro restante x,

buscando conseguir un buen acuerdo entre las funciones de distribucién radial
residuo—agua y los N. que surgen de la teoria con los procedentes de la
simulacion.

Por ultimo, mencionaremos algunos parametros extra que utilizamos en el
algoritmo con el cual resolvemos las ecuaciones integrales de la teoria mecénico—

estadistica.

En el espacio de las configuraciones, el paso de la funcion gZ°(r) es

aa

Ar=0.05A. El nimero total de puntos sobre los cuales evaluamos a las
funciones de distribucién radial y a los potenciales de campo medio es N =1024 ,

lo que da un rango de distancias de 0 a 51.150A..
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