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Palabras iniciales

“Educar es el impacto de una vida sobre otra vida”

—Horacio Sosa Carb6

Existe una clase de preguntas que se hacen en esos momentos claves de la histo-
ria personal que se llaman “hitos”. Momentos de cambio, criticos, de angustia, que
marcan un “antes y un después” y en los cuales convergen, se concentran grandes
periodos de tiempo, como si el cambio que se efectia hubiera demorado para for-
malizarse hasta que no podia “aguantar mds” y sobreviene como una consecuencia
logica, superadora y tranquilizante, el hito.

Como un noviazgo que culmina en la union o la ruptura, esos momentos tienen
una resonancia social. Resonancia que fisicamente significa vibrar cuando otro me
toca con su vibracion. Vibrar juntos y vibrar en armonia.

Este es un hito. Hoy se cierra un periodo, si se quiere de cierta adolescencia, de
cierto sufrimiento. Hoy es la ceremonia de iniciacion. Hoy el joven americano que
fue a cazar el jabali a la selva, y se rapté una mujer vuelve a la tribu luego de pasar
mil vicisitudes, con algo de piel y de alma curtida pero definitivamente convertido
en adulto.

Vuelve pues a la universidad que dejoé como auxiliar docente y becario, ahora
ocupando otro rol. Vuelve y no puede dejar de hacerse esas preguntas:

( Qué sentido tiene este tipo de tareas?
(A quién le sirve esto?

(A quién le afecta, para bien o para mal, algo de lo que aqui se hace?

kock ok

Dicen los que saben, que la alienaciOnes un concepto fundamental en el for-
malismo cldsico marxista. Este concepto caracteriza, en la organizacion del trabajo



pos—revolucion industrial, al trabajador proletariopor oposicion al anterior trabaja-
dor artesano. Veamos una cita de Van der Huck:

Ahora bien, recordemos que para Marx la alienacion del trabajo asala-
riado es fundamentalmente un extrafiamiento del obrero frente al pro-
ducto de su trabajo y frente al proceso de trabajo, y esto lo mismo para
el trabajo manual como para el trabajo intelecttigh burguesia ha
despojado de su halo a toda ocupacién hasta ahora enaltecida y vista
con admiracion reverente. Ha reconvertido al médico, al abogado, al
sacerdote, al poeta, al hombre de ciencia, en sus trabajadores asalaria-
dos”" De hecho, el producto del trabajo asalariado se enfrenta al obrero
(o al trabajador intelectual) como un ser extrafio a él y lo domjng:

La unica forma como la gente puede obtener su libertad para hacer
descubrimientos, o salvar vidas, o iluminar poéticamente el mundo, es
trabajando para el capital... y usando sus habilidades creativas para
ayudar al capital a acumular mas capitdl’ Aqui mas que en ninguna
otra parte podriamos dectnadie sabe para quién trabajd”.

Estamos hablando de una suma de divorcios que se acumulan sobre el trabaja-
dor: el que lo separa de la retribucion justa, el que lo aleja de las decisiones y el que
lo vuelve un desconocido para con el producto final de su trabajo.

Un sistema compartimentado es Util para que algunos tomen las decisiones y
que nadie sea responsable.

En la optica cristiana del trabajo también aparece este concepto de alienacion
asociado a la pérdida de la dignidad del trabajador, citando al anterior Papa de la
Iglesia Catolica, Karol Woytila, en un mensaje del 19 de marzo de 1982, durante su
visita al complejo industrial Solvay (Esta empresa auspiciaba en la década de 1920
los congresos cientificos donde triunfo la llamada interpretacion de Copenhage de
la Mecanica Cuantica):

“Al consolidarse luego la organizacion cientifica del trabajo y las con-
siguientes cadenas de montaje, se ha acentuado aun mas el estado de
alienacion del hombre y su imposibilidad de participar responsable-
mente en el trabajo que realiza.”

fMarshal Berman\elodia desencadena@a El malpensante, No.20, febrero 1 marzo 15 del 2000,
pp.38-46

fMarshal Berman, op.cit.

SFelipe Van der HucKTrabajo y alienacién: el cambio en las formas y la permanencia de un sistema
en “Trabajo XXI”, revista virtual que edita el Grupo de Estudios de Sociologia del Trabajo de la
Universidad del Valle en Cali (Colombia) ht{fwww.galeon.congrupogestrticulogart0008.htm



Este concepto desarrollado para analizar problemas de trabajadores obreros, o
manuales, fue luego aplicado a los llamados “oficinistas” y posteriormente también
a los “trabajadores cientificos”, no obstante su resistencia a ser considerados como

tales.

Escuchemos, desde el ahora Iejano afio de la ‘imaginacion al poder’ de 1968, a
Oscar Varsavsky, polifacético cientifico argentino, tallecido en 1976, en su confe-
rencia “Facultad de Ciencias en un pais Sudamericano”, dada en Venezuela:

“Lo que obtuvimos, pues, fue uradienacion un extrafiamiento de to-

dos esos jovenes que habiamos preparado con tanto cuidado, luchando
durante afios para conseguirles fondos, para crear el Consejo de investi-
gaciones Cientificas y Técnicas que dio y da becas, subsidios, comple-
mentos de sueldo... con un criterio alin mas cientificista que el nuestro.
Toda esa gente, aun quedandose en el pais, cortaba sus lazos con él y
[...] se ocupaban sélo de temas que interesaban a los Estados Unidos
0 a Europa. Cuestiones de ciencia aplicada que interesaran al pais no
se investigaban. Problemas de ciencia pura que pudieran tener alguna
ramificacion beneficiosa para el pais, no se veian. [...]"

(No es cierto que estos conceptos aplican a
diario a las situaciones que uno ve en nuestro
pais? ;No vemos comunmente becarios, investi-
gadores, que a pesar de sus serias dudas, y hasta
convicciones acerca de la inutilidad de su labor,
persisten (por obvia necesidad de supervivencia)
olvidados (a juzgar por las apariencias) del impul-
so original que los Illevé a iniciar la carrera cienti-
fica? ;No compartimos la mesa en los congresos
cientificos, con Profesores y Doctores... que opi-
nan de sobremesa que la funcion fundamental del
Sistema Cientifico Argentino es mantener vivo al
“Sistema Cientifico Argentino”. (Esto no es privi-
legio de los cientificos, como ejemplo, la Direc-
cion de Vialidad de una provincia argentina llego
a consumir su presupuesto en sueldos y por tanto
no podia cumplir tareas especificas de la misma®)

* k%

2L

4 g beffeza de esto consiste en que es séio
deimportancia tecrica y no hay modo de
encontrarile aplicacion prdctica algunal®

#Duros conceptos del Consejo Empresario sobre Vialidad Provincial. . Publicado en el sitio web:
httpy/www.valorlocal.com.ardespachos.asp? cod_€860, fecha 27 de julio de 2005.



Cuando una pareja ejecuta el acto sencillo de colocar un ladrillo sobre la mezcla
himeda atin de concreto de una pared a medio hacer, piensa con ansiedad, con
esperanza y con alegria en la casa terminada: asi colocan su accion en un lugar
trascendente.

Conoci algunas personas capaces de “parar la pelota”, detenerse y reflexionar
sobre su trabajo cientifico. Son personas que pueden colocar su tarea en un marco
mads amplio de significacion, donde cada pieza del accionar cotidiano adquiere su
sentido ultimo. Por ello son personas capaces de entusiasmarse una y otra vez con
el esfuerzo, a veces dificil, a veces frustrante, no lineal, retorcido y paradojal de la
tarea. Se trata del unico lugar desde el cual el trabajo tiene sentido. El lugar que le
corresponde por derecho propio también al trabajo cientifico.

Hombres enamorados de su tarea, de su proyecto, y en su “monogamia laboral”
(tinica y gran diferencia con los otros hombres) subordinan a ella el resto de su vida,
y son capaces de entusiasmar a los demds.

‘Comentando el Codigo (
Genoma Integro...

iPara, escucha
esta parte: 'AGG

CCGCTAACTGY ﬁtg)
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“[...] mis cantos son, para los unos, sonidos, para los otros, intencion.”

—José Hernandez. El gaucho Martin Fierro

Neutra no es nuestra vida, neutra no es nuestra tarea, neutro no es el producto
de nuestro trabajo. Hace ya muchos afios que se han abandonado las ideas sobre la
supuesta neutralidad de la ciencia, de las actividades cientificas y de los objetos por
ella manipulados.

A cada paso que damos la realidad incomoda nos salta al encuentro. Un objeto
tan inocuo como un dcido palmitico colocado en un buscador de internet nos infor-
ma que fue parte del proceso de fabricacion de napalm durante la Segunda Guerra
Mundial.

* * %

Asi como un funcionario famosamente dijo en el afio 1976 que ‘el mercado
decidiria si debiamos producir acero o caramelos” parece que en el mundo de los
cientificistas, el mercado decidird si investigamos en tal o cual tema académico.

* k%

Ha llegado el dia. Adiés a las torres de marfil. El momento estd ya definido.
No debemos, ni queremos, ni podemos excusarnos mirando para el costado. Es
el momento de comenzar la construccién de un nuevo proyecto. Algo que tiene
impacto, que es relevante. Nosotros mismos. Algo que sirva. El impacto de una
vida sobre otra vida.

La Plata, 11 de octubre de 2005,
en el 120 aniversario del Nacimiento de la Dra Alicia Moreau de Justo,
luchadora incansable por los Derechos Humanos.

Diego Vallejo.



Resumen

Se presenta el estudio de dos sistemas de interés biofisico a nivel molecular
mediante técnicas computacionales. Se pone de manifiesto la relevancia de las in-
teracciones eléctricas. Se proponen mecanismos de interaccion molecular relevantes
para la funcion bioldgica de una proteina.

En el capitulo | se describe la motivacion por este tipo de estudios en las aplica-
ciones de disefio de firmacos y se menciona la teoria relacionada.

El capitulo Il refiere la técnica de resolucion numérica de la Ecuacion de Poisson—
Boltzmann también llamada Modelo Macroscopico—microscopico Electrosta-
tico.

En el lll  se describe la técnica de simulacion por Dinamica Molecular (DM), con
un apéndice sobre la técnica de Dindmica Browniana (DB).

En el IV se presentan los resultados de simulacion por DB de un sistema de Clo-
ruro de Sodio en Agua.

En el V se presenta el estudio de la interaccion de la proteina transportadora de
Acil Coenzima A (ACBP) con una membrana biolégica. Y por tltimo,

en el VI se presentan los resultados de la simulacién por DM de la ACBP en su
interaccion con un ligando: el Palmitoil unido a una Coenzima A.
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capiTuLo |

Introduccion

“Recuerde: Las simulaciones son ficciones que aspiran a emular la rea-
lidad. Los graficos atractivos y las cifras alentadoras no garantizan
buena ciencia.”

—Peter Steinbach [Steinbach, 2004]

.1 INTERES APLICADO: LA OBTENCION DE NUEVOS MEDICAMENTOS

Encontrar medicinas efectivas y aptas para uso humano es un proceso complejo, la-
borioso y costoso. Durante gran parte del siglo XX, la industria farmacéutica mun-
dial obtuvo medicamentos consistentes en drogas sintétaescubiertas en pro-
ductos naturales, en su mayoria vegetales [Paladini 1996]. Mencionaremos algunos
ejemplos que ilustren la magnitud del esfuerzo invertido en estos desdtrollos

8 l.1.1 Sintesis Quimica. Una opcion consiste en la busqueda sistematica en fa-
milias de compuestos obtenidos dntesis quimica Segun datos de la compafia
Merck (farmacéutica norteamericana), para lograr un medicamento apto para uso
humano, necesita, en promedio, examinar mas de 10.000 compuestos sintéticos, lo
gue equivale a doce afios de trabajo a un costo de 300 millones de ddlares [Paladini
1996].

TDenominaremosedicamentafarmacoo drogaa una substancia utilizada con objetivos terapéu-
ticos, es decir, con propiedades Utiles para tratar enfermedades, y no a un producto adictivo tomado
con fines intoxicantes

fInteresa notar que la industria farmacéutica movilizé 364.000 millones de doélares en el 2001
(http//www.imshealth.com) mientras que atiende sélo al 36 % de la poblacion mundial [Paladini
1996]
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8§ I.1.2 Productos Naturales. Otro procedimiento usual consiste en la busqueda
sistematica deroductos naturales Como ejemplo, el Instituto Nacional del Can-

cer de los Estados Unidos encontro, luego de treinta y dos afios de trabajo (de 1950
a 1982) y de examinar mas de 35.000 compuestos vegetalesnsddoistancia el

taxol, aislada de la corteza del arf@xus brevifoliaapta para consumo humano

y con propiedades anticancerosas [Paladini 1996]. Este método se acelera mediante
indicios obtenidos por medio del estudio de la llamada “medicina popular” o me-
dicina “folklérica”, recientemente reivindicada por la Organizacién Mundial de la
Salud [OMS, 2002], y que han dado lugar a nuevas disciplinas de estudionla
botanicay la etnofarmacologia

En sintesis, hasta 1950 los procedimientos accesibles a los quimicos para bus-
car drogas estaban limitados por el escaso conocimiento de los mecanismos mole-
culares de accion de los farmacos. Se utilizaban reacciones quimicas para producir
compuestos poco explorados con la esperanza de que algunos tuvieran propiedades
interesantes.

En la actualidad la busqueda de nuevas drogas se caracteriza por planificar en
detalle las estructuras a sintetizar. Entre los procedimentos novedosos se menciona-
ran laquimica combinatoriy el disefio racional

8 1.1.3 Procedimiento Combinatorio. Es un conjunto de procedimientos que per-
miten sintetizar rapida, eficiente y simultaneamente una gran cantidad de compues-
tos organicos diferentes entre si llamados colecciones o bibliotecas. No se trata
propiamente de una nueva técnica, sino de un modo de sistematizar métodos cono-
cidos.

Mientras que la sintesis quimica tradicional da lugar a un Unico producto, la qui-
mica combinatoria genera una gran cantidad de substancias, que luego seran eva-
luadas para encontrar agentes con potencial efecto biolégico. Esto podria justificar
su ulterior estudio en orden a desarrollar de un nuevo farmaco [Mata 1997].

8 l.1.4 Disefio Racional de Drogas. En este procedimiento se intenta optimizar el
proceso de identificacion o sintesis de farmacos—candidatos a medicamentos, utili-
zando la informacion estructural-dinamica del ligando y del receptor. Se emplean
herramientas computacionales que implementan algoritmos basados en conceptos
bioquimicos y biofisicos descriptivos de las interacciones moleculares. Algunos de
estos procedimientos y tecnologias se presentan en esta tesis.

8 |.1.5 Utilizacion de la informacién estructural. Muchas drogas estan constitui-

das a nivel molecular por pequefias moléculas llamadas “ligandos” que interactdan
con las superficies de los complejos macromoleculares. La afinidad y la especifici-
dad de este tipo de uniones estan determinadas en gran medida por los patrones de
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las superficies involucradas, su semejanza quimica y su complementaridad estructu-
ral. Asimismo estan caracterizadas por uniones no covalentes que son de naturaleza
electrostética. La comprension de los sistemas bioldgicos ligando—-receptor nos per-
mite avanzar hacia aplicaciones del disefio eficiente de estas pequefias moléculas—
farmacos, altamente especificas y de baja o nula toxicidad [Bueler, 2005]

Estos farmacos ejercen su efecto al interactuar con las moléculas receptoras
dentro de nuestros cuerpos y asi alterar su actividad en un modo beneficioso para
nuestra salud. En algunos casos,dgenistasestimulan la actividad de su receptor,
mientras que en el caso de lastagonistagrabajan bloqueando la actividad de la
molécula—destino [Wellcome, 2002].

Una fuente de informacion estructural la proveen experiencias de Cristalografia
de Rayos X o experimentos de Resonancia Nuclear Magnética (ver capitulos V y
VI).

Esta informacion es procesada mediante herramientas computacionales (entre
ellas mencionamos las técnicas basadas en Modelos Electrostaticos del continuo
con detalle atémico (capitulo 1) y las técnicas temporales como Dindmica Molecu-
lar (capitulo I1).

En caso de no poseer esta informacion inicial, una alternativa es invertir el pro-
ceso: se genera la informacion de estructura directanrestkco, es decir, compu-
tacionalmente, debiendo validarse el modelo posteriormente contra datos obtenidos
por métodos experimentales (ver seccion V.3.1).

Estas herramientas permiten basicamente extraer informacién til mediante la
aplicacion de las leyes fisicas y quimicas a dichos datos de entrada.

Se dispone asimismo de grandes bases de datos que contienen estructuras de
compuestos quimicos. Mediante la computadora se seleccionan compuestos por afi-
nidad con el receptor. Si no se encuentra un compuesto de este modo, se utiliza otro
conjunto de herramientas que permitamstruir al estilo mecanico moléculas de
gran probabilidad de interaccion con el receptor. La idea es estrechar lo maximo el
foco de busqueda para minimizar el costoso tiempo de laboratorio.

Como ejemplos podemos mencionar el farmaco Zanah{ivimbre comercial
en Argentina ‘Relenza’), primer farmaco desarrollado para tratar la gripe por el
procedimiento de disefio racional. Este fue desarrollado eligiendo moléculas que
interactien con la neuroamidasa, una enzima producida por el virus de la gripe
como paso del proceso que ocurre en la célula infectada.

Muchas de las drogas recientes que tratan las infecciones por VIH (por ej. Ri-
tonivir, Indinavir) fueron disefladas para interactuar con la proteasa viral, la enzima
gue divide las proteinas virales y les permite ensamblarse adecuadamente.

Shttpy/www.fda.goycdeyconsumerinfgdruginfgrelenza.htm
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Otra droga bien conocida producida por disefio basado en el ligando es el Viagra.
Se intentd producir una molécula semejante al cGMP, un ligando que se une a una
enzima llamada fosfodiesterasa. Por medio del bloqueo de su actividad, se esperaba
gue este farmaco relaje el musculo cadiaco suave vascular y por lo tanto disminuya
los sintomas de la angina. En las pruebas clinicas el efecto de la droga sobre la
angina no fue alentador. Sin embargo algunos pacientes masculinos desarrollaron
erecciones. El resto es historia conocida.

.2 INTERES BAsico: LA COMPRENSION DE LOS MECANISMOS MACROMOLE-
CULARES

“No hay nada mas practico que una buena teoria”

—Kurt Lewin, 1940

Para investigar los procesos biomoleculares se necesita entender con claridad
el rol de las interacciones moleculares y en particular el rol de las interacciones
eléctricas y sus propiedades en el nivel macro y microscépico [Baker, 2004].

Actualmente vivimos un proceso de muchisima rapidez de determinacion de es-
tructuras de proteinas y biopolimeros en general, via diferentes tipos de métodos
gendmicos. Asimismo los roles especificos de estas macromoléculas en el concier-
to de las rutas metabdlicas celulares y los conjuntos supramoleculares se obtienen
mediante diferentes técnicas experimentales.

Un gran desafio es la integracion de esta informacion en modelos fisicos para el
disefio de farmacos. Esto requiere poner en juego la capacidad de evaluar las dife-
rentes contribuciones energéticas tanto intra e inter moleculares. Entre los distintos
tipos de interacciones moleculares, las fuerzas eléctricas son de importancia central
debido a suargo alcancey la relevancia que posee la carga de los aminoacidos y
los &cidos nucleicos.

Dada la naturaleza ubicua de las interacciones electrostaticas en los sistemas
biomacromoleculares, se ha trabajado fuertemente en el desarrollo de métodos com-
putacionales para el esclarecimiento de los mecanismos y procesos en los cuales
subyace una componente electrostatica.

Los métodos computacionales para esto pueden ser clasificados basicamente en
dos categorias:

1. aquellos que modelan al sistema ¢ealvente explicito” que tratan al siste-
ma con completo detalle molecular, (capitulo Ill, y



I.2 Interés Béasico: La comprension de los mecanismos macromoleculares 18

2. y los de“solvente implicito”, que incorporan las influencias del solvente en
un tratamiento promedio o continuo (capitulo I1)

En la presente tesis se utilizardn ambos tipos de métodos. Esto implica una deci-
sion cuidadosa basandose en el tipo de informacion que se desea obtenery el tipo de
sistema que se desea representar computacionalmente. Se debera para ello hacer un
balance entre la necesidad de informacién detallada que puede proveer el método
explicito, contra el costo computacional que un método implicito permite ahorrar,
(obviamente a expensas de la calidad de la informacion) al integrar sobre los nu-
merosos grados de libertad del solvente, y asi obtener datos de interés del sistema
biolégico.



capituLo |l

Técnica 1: Electrostatica de
Macromoléculas

[I.1 PORQUE PREOCUPARSE POR LA ELECTROSTATICA

En los ultimos afios ha habido un interés renovado por la Electrostatica en la bio-
logia [Honig, 1995] [Uhbdman, 1999] [ffer, 1991], debido a tres factores basica-
mente:

1. el rol muy importante que juegan dichas interacciones en la caracterizacion
de las propiedades estructurales y funcionales de las macromoléculas,

2. los avances en la resolucién numérica de las ecuaciones basicas que gobiernan
estos fenbmenos, y

3. elincremento del poder de calculo que hizo factible crear herramientas compu-
tacionales que implementen los algoritmos numéricos en tiempos de calculo
razonables.

La relevancia de estas interacciones es particularmente notable para las molé-
culas con carga neta no nula, como es el caso del ADN y otros polielectrolitos.
Asimismo, en el caso de las proteinas han sido reconocidos efectos funcionales de
importancia producidos por los dipolos correlacionados de las hélices alfa [Hol,
1978] [Berendsen, 1986]. La interaccion electrostéatica entre particulas coloidales
y macromoléculas a menudo desempefia un rol crucial est&bilidadde estos
sistemas [Harries, 1998] [Israelachvili, 1992].

En problemas que involucran la presencia de una membrana biol6gica también
ocurre este fendmeno. Muchas de las propiedades estructurales de las membranas
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(rigidez, estabilidad, transicién lateral de fase y dinamica) depeswdstancialmen-
te de las interacciones electrostaticas [Andelman, 1995] [Verwey, 1948] [Israelach-
vili, 1992].

8 1l.1.1 Dificultad de los célculos. La presencia del solvente acuoso, con una gran
diferencia en polarizabilidad respecto de la de una macromolécula, o dicho macros-
copicamente, la diferencia de valores de permitividad en los dominios biolégicos
de interés a nivel molecular, aparta considerablemente el comportamiento de las
interacciones del Coulombiano puro, basicamente debido a la presenceaarged

de reacciéndel medio. Esta influencia sobre una carga en solucion es el término
determinante de sus propiedades de solubilidad como fue tempranamente advertido
por Born [Born, 1920].

Asimismo, la presencia de sal en el medio, 0 sea, de iones moviles en agua,
introduce también otros efectos que no pueden ser tenidos en cuenta mediante in-
teracciones Coulombianas puras.

8 Il.1.2 Tratamientos con completo detalle atdbmico. Los tratamientos “puramen-

te microscopicos”, tales como Dinamica Molecular (DM) (técnica expuesta en el
capitulo 111) o Monte Carlo (MC), representan el sistema detalle atdmicoEsto

quiere decir que no existen fronteras dieléctricas definidas, ni tampoco las funciones
espaciales—dato que caracterizan el sistema, tales como la permitividad, la presion,
la temperatura. En este marco dichas funcionesakailana partir de parametros
atomicos, entre otros: distribuciones moleculares de carga, polarizabilidades, masas
atomicas y fluctuaciones. Estas técnicas computacionales de simulacion con detalle
atoémico han tenido en los ultimos afios un importantisimo progreso (tanto algorit-
mico como en potencia de calculo) en orden a simular macromoléculas y liquidos.

Sin embargo, aun subsisten dificultades al momento de representar adecuada-
mente el solvente salino-acuoso. Como ejemplo, para simular un sistema molecular
a concentracion fisiolégica de CINa en agua (0.1—0.15 Molar), necesitamos del or-
den de 16 moléculas de agua, para contar con apenas 100 moléculas de Cloruro de
Sodio. Vale decir que estaremos invirtiend®®8Pode la capacidad computacional
instalada en representar al solvente, en vez de ocuparnos en nuestra molécula y la
nube idnica de interés.

Esto impone importantes limitaciones al tipo de experimentos computacionales
gue se pueden llevar a cabo mediante estos modelos.

8 Il.1.3 Descripciones Alternativas. Frente a esta dificultad se han propuesto di-
versas simplificaciones

Dinamica Browniana (BD, también llamada dinamica de Langevin, ver seccion
I11.9 en la pagina 45). Este tipo de técnica elimina los grados de lib&ntad
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interesantes’reteniendo un formalismo temporal, es decir que nos devuelve
trayectorias del sistema de interés al estilo de la DM, aunque la ley que rige la
evolucion temporal del sistema ya no es newtoniana determinista, sino que se
trata de una evolucion estocastica (un mismo estado inicial puede conducir a
diferentes configuraciones finales). En esta tesis hemos utilizado esta técnica
en el capitulo V.

Modelo Mixto Macroscépico-microscopico ElectrostaticoEste modelao con-
templa el tiempaomo variable del problema ya que trata Gnicamente con
promedios estadisticode las funciones espaciales—dato del problema. Se
comienza desde una descripcigontinuadel sistema: este tipicamente con-
siste en una o0 mas macromoléculas rodeadas de solvente (usualmente agua y
sal). La region del espacio que ocupa la macromolécula se supone una cavi-
dad de baja permitividad. El solvente se representa como un medio de elevada
permitividad, que puede contener un electrolito. A esta descripcién se le agre-
ga algundetalle atbmicocargas y posiciones de los atomos que se suponen
fijas en sus posiciones dadas experimentalmente (por cristalografia de rayos
X 0 NMR) o dadas por modelos computacionales (provenientes de DM o
MC). Finalmente se resuelve el problemlactrostaticopor medios compu-
tacionales. Describiremos en mayor detalle a continuacién esta técnica.

1.2 La EcuacioN pe PoissoN

La Electrostatica Clasica, en su aproximacion del continuo, esta regida por la Ecua-
cion de Poisson [Ten Eyck, 2005]:

—VIe(r)Vo(r)] = p(r) (1)

donded(r) es el potencial electrostatice(r) la permitividad relativa del medio (o
constante dieléctricap(r) es la densidad de carga en el punto dado por el vector

0 0
iCiG \Y I d torial dif ® = —i+—j+ =k L
posicionr y V es el operador vectorial diferenci T ayj + ook Las

funciones(r) y p(r) son datos del problema.

Estas magnitudes en genemal son constantes en (nétese esto especialmente
para la “constante” dieléctrica). Dado que el operatles basicamente una deriva-
da con respecto a la posicion, la ecuacion (1) expresa la manera en que el potencial
¢ variaen el espacio. Solamente al encontrar una solucion, (o sea, una funcién es-
calar¢ que reemplazada en la ecuacion (1), la satisfaga), se podra conocer el valor
del potencial.
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8 Il.2.1 Ley de Coulomb. Para los casos particulares en los cuales podemos supo-
ner que la permitividad vale constante e igual a une 1, la ecuacion (1) tiene por
solucién a la Ley de Coulomb:

o(r) = f o(t)——dr’ 2)

Ir—r’|

8 1l.2.2 La permitividad. En el caso de un sistema compuesto por una macromo-
lécula y agua, la utilizacion de la ley de Coulomb resulta en una descripcion poco
adecuada, debido a que la funcifn) toma valores muy diferentes en la molécula 'y

en el agua. Esto se debe a que esta funcidn es la que tiene en cuenta (en este contexto
clasico) los efectos de [aolarizabilidadde un medio. Dicha polarizabilidad es una
medida de laespuestale un sistema a la aplicacion de un campo eléctrico [Gilson,
2000].

Si pensamos a nuestro sistema almieroscopicamenteuando existe un cam-
po eléctrico no nulo en un sistema, las moléculas que constituyen el mismo sufren
un leve reordenamiento de modo tal de contrarrestar el campo eléctrico neto. Este
reordenamiento ocurre a nivellectronicoy también a nivel de laonformaciérde
la molécula. No todas las moléculas pueden reordenarse en la misma medida: en el
caso del agua (y de muchos solventes polares) la redistribucién incluye su habilidad
para reorientar la molécula entera, que posee un momento dipolar permanente. Esto
resulta en una mayor efectividad para contrarrestar el campo, que macroscopica-
mente corresponde a una permitividad alta (en nuestro caso de alrededor de 80). Por
otro lado en el caso del interior de una macromolécula biolégica como una protei-
na, existe una contribucion mayoritaria de la polarizaciéon electrénica, con algunas
porciones particulares de reordenamiento de cadenas laterales. Estudios de DM son
compatibles con una constante dieléctrica en el rango 2—4 [Simonson, 1994] [Roux,
1999].

81l.2.3 Solucién. La notacién vectorial compacta de la ecuacion (1) puede inducir
errbneamente a una aparente simplicidad. S6lo se conocen muy pocos casos en que
esta ecuacion tiene solucién analitica exacta, por ejemplo, cuando la geometria y
distribuciones de carga del problema tienen simetria esférica o cilindrica.

La funcidn solucion se puede escribir como

¢ = P[r; p(r), €(r)] 3
donde la notacién quiere indicar qgedepende de las funciones espaciales—dato
p(r) y «(r).

Esta solucion debe cumplir en toda frontera dieléctrica las condiciones de a)

continuidad del potencigl(r) y b) continuidad de la componente normal del vector
Desplazamiento eléctricad¢(r)/on (n es el vector normal).
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Sin embargo, en el caso de las macromoléculas, que tienen forma arbitraria, el
problema analitico es insoluble, y se debe recurrir a métodos numéricos.

8 1l.2.4 Diferencias Finitas. En este método se transforma una porcion del espacio
continuo en una matridiscreta compuesta de puntos que estan espaciados una
determinada cantidddentre primeros vecinos.

Las derivadas se aproximan por cocientes de diferencias:

op 1

Ix H[q)i,j,k — di—1jkl (4)

donded; j representa al potencial evaluado en el punjok. Las funciones
dato €(r) y p(r)) son asignadas sobre redes cubicas convenientes. Este proceso
realizado sobre la ecuacion (1) conduce a una ecuacidifeaencias finitas

h2pi ik = €i_1/2.ik(Di.ik — Piotjk) + €12, ik(Pijk — Divsjk) +
€ j-1/2k(Pi jk — Pij—1k) + € j+1/2k(Pi jx — Pijik) +
€ jk-1/2(Pijk = Pijk-1) + € jke1/2(Pi ik — Pijks1) (5)

8§ Il.2.5 Distribucion de Carga. Como fue discutido en la seccién 11.1.3, tomare-
mos un conjunto de coordenadas atomicas obtenidas mediante cristalografiay cons-
truimos la densidad de carga, correspondiente a un conjunto de N cargas puntuales,
en los sitios atomicos:

N
p(r) = > as(r - n) (6)
1=1

Esta distribucién de cargas puntuales, se descompone en suma de cargas frac-
cionales y se asignan a los 8 sitios mas cercanos del reticulado de acuerdo con alguin
criterio. Uno de los més sencillos es el llamadiineal:

pik =a(l-a)(1-b)(1-0) (7)

dondeq es la carga que esta en la vecindad del siighy c son las coordenadas
fraccionales (en unidades Hedel punto donde esta la carga, con respecto al sitio
ijk. Si se suman las 8 cargas asignadas se recupera el valor de la carga original (ver
en la figura 1 un esquema bidimensional).
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Figura 1: Método de distribucion lineal de cargas atomicas en 2D

§ 11.2.6 Asignacion de la funcion e(r) al reticulado. Los valoresei.iz j.1/2ks1/2

se obtienen mediante la evaluacion de la funei@hen los puntosntermediosde

la red. Segun lo dicho en la seccién 11.2.2 tomamos un valor de 2 para los puntos
internosal espacio ocupado por la proteina o la bicapa lipidica, y de 78.54 a los
puntos ubicados en la zona del solvente.

En este punto es importante notar que la paléitarno” remite a la defini-
cion de lafronteradieléctrica entre soluto y solvente, que requiere algo de cuidado.
Existen en general dos posibilidades que se ilustran en la figura 2:

Molecular: Eldominio del problema se divide en dos regiones. El volumen asigna-
do al solvente se define como la union de los volumenes accesibles a esferas
del tamafio de una molécula de agua (radio 0.14 nm) que no ingresen al es-
pacio reservado a atomos explicitos (de la o las macromoléculas), o sea, que
lo mas cerca que se puede estar es cuando la esfera rodante es tangente a las
esferas de Van der Waals de los 4tomos de proteina. A este volumen se le asig-
Na€sovente= 78,54. Al complemento de este volumen se le asiggao = 2
(figura 2 caso A).

Van der Waals: Es similar al anterior, haciendo tender el radio de la esfera rodante
a cero. El lugar geométrico de la frontera se “aplasta” sobre las superficies de
Van der Waals externas de los atomos de la macromolécula (figura 2 caso B)

8 Il.2.7 Condiciones de Frontera. Aqui tenemos varias posibilidades:
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Figura 2: Definicion de superficid: Molecular,B: Van der Waals [Baker, 2004].

Cero: Esta es la condicion tradicional de potencial nulo a distancias muy alejadas
del sistema de interés. Traducido esto al lenguaje de diferencias, significa

hacer cero el potencial en las caras de la caja. Esta condicién es en general
inaceptable e induce a errores importantes.

Debye-Huckel: Se representa a la macromolécula como una esfera. La carga y
el radio se toman respectivamente iguales a la carga total y el radio medio
de la proteina. Esta condicion es buena si el borde de la molécula esta lo

suficientemente alejado de las caras de la caja. En el capitulo V se utiliz6 esta
condicién de borde.

Il.3 LA ECUACION DE PoissoN-Borrzmann

El comportamiento de las macromoléculas en solucion, depende fuertemente no
so6lo de la presencia del agua, sino del hecho de estar inmersas en solucion salina.

Este aspecto no despreciable, debido al caracter de largo alcance de las fuerzas
electrostaticas, hace que tengamos que tener en cuenta la manera en que las cargas
de los iones de sal s#istribuyenen la solucion. Esto puede describirse mediante
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la Ecuacién de Poisson-Boltzmann, la que puede derivarse mediante una aproxima-
cion de campo medio al problema mecéanico estadistico completo del gas Coulom-
biano via el formalismo de la funcion de Green [Coalson, 1997] [Coalson, 1992].

Veamos una justificaciomas intuitivade esto. Utilizamos la teoria dgebye-
Huckel[Debye, 1923] suponiendo qug densidad de iones de tipoi por unidad
de volumen en una dada region del espacio es

n = nioe_qiq)(r)/kT (8)

donden? es la densidad de iones en el seno de la solucjées la carga del ion
i, ¢(r) es el potencial electrostatico en esa region del espleis la constante de
Boltzmann yT es la temperatura.

Esta es una distribucion de Boltzmann que representa la existencia de una nube
de carga opuesta alrededor de un ién cualquiera dado.

Por lo tanto la densidad de carga debida a esta densidad numégegép; =
g.ni, y la suma sobresera lap neta debida a la presencia de sal en el agua.

Incluyendo este efecto en la ecuacién (1), obtenemos la ecuacidaiskon-
Boltzmann:

—VIe(r)Vo(r)] = pm(r) + ps(r) (9)

dondepn(r) es la densidad de carga debida a las posiciones fijas de todas las cargas
dentro de la macromoléculay

ps(r) — Z qi nioe_Qiq)(r)/kT (10)
i
es la debida a la presencia de sal en el agua, y tiene en cuenta la redistribucion
estadistica ya mencionada.

Supondremos que estamos en presencia de una sal CINa de concertracion
Molar. Los cationes tienen cargdey los aniones;-1e. Esto se conoce como una
sal uni—univalente.

ep(r)

ps(r) = pnas + Pci- = exexp[——_l_] exexp[eq)( )] —2exsmh[e¢( )]

KT

Por lo tanto, la ecuacion (9) se convierte en este caso en la ecuacion conocida como
Ecuacion No lineal de Poisson-Boltzmann:

=V[e(r)Vo(r)] = pm(r) — 2exsmh[e¢( )] (11)

En el caso de que el camposea lo suficientemente pequeiio (la densidad de carga
de lamoléculay la intensidad i6nica de la solucion suficientemente bajas), podemos
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Figura 3: Macromolécula y membrana en una representacion en 2D

aproximar el seno hiperbdlico por el valor de su argumento, y mediante algunas
manipulaciones sencillas queda:

—VIe(r)p(r)] = pm(r) — e(r)xop(r) (12)
dondex es la longitud de apantallamiento inversa de Debye, definida como

,  2l€?
T (NKT

con |I= %Z ni(Gi/€)>? (13)

aquil es laintensidad o fuerza idnica

En la figura 3, podemos ver un esquema simplificado de los elementos que cons-
tituyen este modelo de Modelo de Poisson—Boltzmann.

Il.4 SoLucCION DEL PROBLEMA ELECTROSTATICO

Una vez especificados los parametros que definen el problema, se emplea, para
la obtencién de la solucién, un algoritmo iterativo el€focadd. Este consiste en

ffocusingen inglés
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Figura 4: El sistema se coloca en una red gruégay( luego se utilizan los datos
para especificar condiciones de borde para la redBha (

partir de una aproximacion inicial en una red de resolucidon gruesa, de mayores
dimensiones que el reticulado que comprende el dominio de interés. Luego se refina
el calculo, utilizando la anterior solucion como un punto de partida para reiniciar
el proceso. Esto acelera el proceso iterativo que supone resolver la ecuacion (5)
(véase la figura 4). La salida de esta etapa consiste en los valores del potencial en
los puntos discretos de la red.

II.5 CALCULO DE LAS ENERGIAS ELECTROSTATICAS

8 Il.5.1 El Potencial. Veamos los factores que contribuyen al potencial electrosta-
tico. Consideremos dos cargas en una cavidad de baja constante dieléctrica, rodeada
por un solvente de alta constante dieléctrica [Accelrys, 2003].

Las moléculas de solvente y los iones responderan al campo generado por cada
carga en el soluto. Esta respuesta (basicamente reorientacion dipolar y polarizacion
electrénica) creard un campo que actla en la posicion de las cargas originales: el
campo de reaccion [Bottcher, 1973] que ya hemos mencionado en la seccion 11.1.1.
La intensidad de este campo esta determinada por la magnitud de la carga, su dis-
tancia a la frontera dieléctrica, la forma de tal frontera y las constantes dieléctricas
del interior y exterior. Todas las cargas del sistema estan expuestas a este campo de
reaccion incluyendo a la carga fuente original. Por lo tanto, el campo exp&tho
en la posicidn de una carga puntual sera la suma de la interaccién de cada carga con
su propio campo de reacci@i®® mas el campo de reaccion de las otras cargas
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2, mas el campo directo (coulombiano) de interaccion con las otras epfitfas
q)ext — q)coul + ¢reacc+ q)cruz (14)

A esto se le debe sumar el campo generado por la caga@opia posicioryProre
gue es infinito.

q)total — q)ext+ q)propio (15)

Este es el potencial que devuelve la solucién numérica de la ecuacion 11 o0 12. La
técnica de distribuir las cargas en un reticulatiminalas singularidades pervea
“artefactos” numeéricos que dependen en la posicion de la red y el lugar especifico
gue ocupa la macromolécula. Veremos en la préxima seccion como eliminarlos.

§ Il.5.2 Energia Electrostatica Total. La Energia Electrostatiédotal del sistema
viene dada por:

1 1 ropi
Ge =5 Z G = > Z Gi(01* — o) (16)

Lamentablemente esta no es una cantidad que se obtenga mediante la resolucion
numérica ya mencionada en la seccion 11.5.1. Lo que se puede obtener es

1
Ge* =3 Z G (17)

donde los superindices +e”, quieren decir que en esta energia la contribucion
coulémbica propia aun no fue eliminada.

En las aplicaciones donde interesa calcular variaciones de energia, esta energia
propia se cancela naturalmente. Un ejemplo es cuando se computa la energia de
solvatacion de un sistema mediante dos céalculosidé@nticasasignaciones en el
reticulado y la misma constante dieléctrica de la cavidad interna. En un calculo se
utiliza la cte dieléctrica del solvente (78.54 para el agua) y en el otro se iguala a 1.0
(vacio). Al restar

solv

AGE(€s, €solvente: 1 — 80) = Gg(es, 80) — Ge(es, 1) (18)

obtenemos el cambio en la Energia Electrostatica al transferir el sistema del vacio
al solvente, o sea obtenemos la componetgetrostatica de la energia de solvata-
cion. en esta ecuacioGe(es, €) es la energia electrostatica total de un soluto de cte
€ en un solvente de constarte

*Es usual denominar Energia Libre Electrostatica a esta cantidad. Sin embargo no resulta claro que la
misma contenga las contribuciones entropicas, por lo que esta denominacion puede ser cuestionable.



I1.6 Limite de validez de Poisson—Boltzmann 30

Al utilizar la mismaasignacion, todas las cargas se distribuyen de la misma ma-
nera en los puntos del reticulado, y el poten¢@PP° sera idéntico, y se cancelara
al restar. Por tanto podemos calcular la diferencia del siguiente modo:

solv

AGg(€esovente: 1 — 80) = G?C(es, 80) - G?C(E& 1) (19)

[1.6 LIMITE DE VALIDEZ DE PoissoN—BorrzMANN

8 I1.6.1 Aproximaciones que subyacen a la Teoria de PB. En sintesis, son las
siguientes [Andelman, 1995]:

e Las cargas ionicas estdistribuidasen una “nube”, y pueden ser representa-
das por funciones deariacion suave

e No se tiene en cuenta lmario del idn

¢ No se tiene en cuentada otra interacciorentre los iones y las moléculas de
agua (entre otras, ni las fuerzas de Van der Waals ni las de hidratacion)

e Se ignoran lagorrelaciones carga-cargaSe reemplazan los observables fi-
sicos tales como la distribucion de carga, por promedios térmicos, y en este
sentido, se acercan a una teoria de campo medio.

O sea, esta aproximacién dejara de valer para densidades de carga superficiales
suficientemente altas, para distancias cercanas a los iones explicitos o para parti-
culas que tienen tamafios comparables con la longitud de apantallamiento de Deb-
ye [Debye, 1923] [Harries, 1998]

8 I11.6.2 Fuerza dieléctrica de frontera. Asimismo el modelo no incluye fuerzas

de frontera dieléctricAs que se han revelado importantes para el estudio de los
comportamientos difusivos en algunos sistemas biologicos [Nadler, 2003]. Tales
efectos son importantes en la difusién de especies cargadas en espacios confinados
tales como canales idnicos pero no tiene un impacto significativo para interaccion
proteina ligando, a relativamente bajas concentraciones donde en gran parte estos
efectos se cancelan [Songyuhua, 2004].

Sen inglés: dielectric boundary forces



capituLo I

Técnica 2: Dinamica Molecular

Describiremos la técnica de la Dinamica Molecular, mediante la cual obtuvimos
los resultados del capitulo VI, utilizando el paguete de simulacion GROMACS [van
der Spoel, 2004] [Berendsen, 1995] [Lindahl, 2001]. Agregaremos una somera des-
cripcion de la técnica de Dindmica Browniana que fue utilizada en el capitulo
IV, en su implementacion del paquete de simulacion GROMOS [Van Gunsteren,
1987] [Van Gunsteren, 1996].

[1l.1  Fisica CLASICA APLICADA A LA BioLocia

8 1ll.1.1 Validez de la aproximacion clasica. Una pregunta central previa a todo
tratamiento de este tipo es:

Supuesto que la Mecanica Cuantica es el mejor formalismo para
la descripcion de un sistema biolégico a nivel molecular, ¢,cuando es
razonable aplicarle las leyes de la Mecanica Clasica?

Esbozamos un argumento simplificado [Steinbach, 2004]: En Mecénica Clasica
una particula puede poseer cualquier energia de entre un continuo de valores, pero,
en el Dominio Cuantico, la energia estdantificadaes decir, que el sistema sélo
puede aceptar determinados valores de la energia separados por “saltos” discretos. A
temperaturas muy bajas estos saltos son mayores que la energia térmica disponible
y el sistema estadonfinadca uno o varios de los estadosrdenorenergia. En este
caso esperamos que el caracter Cuantico del paisaje de energia se haga evidente en
el comportamiento del sistema. Si, en cambio, incrementamos la temperatura, mas
y mas estados se vuelven térmicamente accesibles, y el sistema tiende a parecerse a
uno que se comporte clasicamente.
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Consideremos un oscilador armonico (este sistema ideal puede razonablemen-
te ser un modelo de una porcién de un sistema biol6gico). Los niveles cuanticos
de energia estan separados por la cantttlad= hf dondeh es la constante de
Planck, yf es la frecuencia de oscilacion. El comportamiento tendera al clasico si
ksT > hf, dondekg es la constante de BoltzmannkyT = 0,6 kcajmol a 300
K. En el limite resultaf ~ 6,25/ps ot ~ 1 ps. Por lo tanto el tratamiento clasico
resulta valido para tiempos caracteristicos del orden de 1 ps o mas a temperaturas
fisiolégicas.

[1l.2 DEgscripciON BREVE

La DinAmica Molecular genera la posicién y la velocidad de cada particula del sis-
tema en cada instante de tiempo. Mediante la Mecanica Estadistica podemos pasar
de esta informacion microscopica a la obtencion de magnitudes macroscoépicas ob-
servables [Allen, 1987] [Gutierrez, 2001].

Sea un sistema compuesto poparticulas, dentro de un volum#hy con una
energia fijaE. Las posiciones y velocidades definen un espacio de fasedlde 6
dimensiones. Obtener la posicion y la velocidad de cada una de las particulas, en
cada instante, significa obtener la trayectoria de un puetoel espacio de las fases
en funcion del tiempo.

LlamemosO al valor instantaneo de un cierto observable. El promedio de esta
cantidad, denominad@),,s esta dado por

1+
(O)ops = <O>temporal = ; Z Oo(I'(v)) (1)
=1

donder representa utiempo(un indice que sefiala cada paso de dinamica mo-
lecular) yt; es el tiempo total total de la corrida. Suponiendo que el sistema es
ergddico, podemos igualar directamente este prontediporalcon el promedio
usual sobre un conjunto de la Mecénica Estadistica.

<O>observable: <O>temporal = <O>conjunto (2)

Por medio del formalismo de la simulacién lo que se hace es generar una sucesion
de diferentes estados (puntos) del espacio de fases, compatibles con las condicio-
nes externas macroscopica$ V, E) en este caso), sobre los cuales se toman los
promedios.

La eleccion del conjunto bajo el cual llevar a cabo la simulacién esta dictada
fundamentalmente por el tipo de problema a tratar. Los promedios estadisticos pue-
den llevar a pequefas diferencias en los diferentes conjuntos, pero éstas desaparecen
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en el limite termodinamico, que se alcanza incluso con unos pocos cientos de par-
ticulas [Allen, 1987]. Sin embargo la eleccion del conjunto si influye al momento
de calcular las fluctuaciones cuadraticas medias de las magnitudes termodinami-
cas. Estas permiten calcular, por ejemplo, la capacidad calorifica o el modulo de
elasticidad [Allen, 1987].

Los experimentos tipicos de Dinamica Molecular se realizan el conjunto micro-
canodnico W, V, E). Mediante algoritmos que acoplan adecuadamente el sistema a
un bafio térmico o a un “bafo” de presion [Berendsen, 1984] [Nose, 1984] [Hoo-
ver, 1985] [Nose, 1983], se pueden realizar simulaciones en el can®higoT()

0 en el conjunto isotérmico-isobarictl,(P, T) a presion y temperatura constante,
respectivamente.

lll.3 EL POTENCIAL INTERATOMICO

Un punto de importancia central es la eleccion del potencial interatomico del siste-
ma a simular. De la fidelidad con que éste represente las interacciones reales entre
las particulas dependeré la calidad de los resultados: un proceso de refinamiento
del potencial, que le incorpore mayor detalle en la representacion de la interaccion
deberia por tanto mejorar la calidad de la simulacién. Sin embargo, hay que ser cui-
dadoso en este punto ya que la adicion de un término realista puede no mejorar los
resultados. Esto se debe a que el potencial es aln incompleto y el proceso de ajuste
realiza una ‘compensacion’ de errores debidos a la carencia de ciertos términos.

Por otro lado mientras mayor sea la complejidad funcional del potencial, mayor
también sera el tiempo de computacién requerido. Silo que se busca es solo investi-
gar ciertos aspectos de un modelo tedrico, lo mejor serd emplear un potencial lo mas
simple posible que reproduzca la esencia de ese modelo. Diferente es la situacion
si lo que se desea es acercar el mundo ideal de la simulacion al mundo real de un
sistema bioldgico: entonces el potencial debera contener el maximo de informacién
posible de modo de reproducir los resultados no sélo cualitativamente, sino también
cuantitativamente.

Cuando se desea resolver la ecuacion de Schrodinger para un sistema de N par-
ticulas interactuantes, se deben utilizar métodos desarrollados especificamente para
esta tarea: por ejemplo led-initio o primeros principios, como el Método de Car—
Parrinello [Car, 1985], que combina DM con teoria del funcional de la densidad.
Sin embargo, el costo computacional de esto es alto, limitando las posibilidades a
sistemas cuyo tamafio maximo sea del orden de cientos de particulas. En esos casos
(sistemas del orden d&(10Y)—O(1(P) de particulas), por el contrario, se recurre ti-
picamente a las simulaciones clasicas con potenciales empiricos y semi—empiricos.
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En esta tesis se trabajara con este ultimo tipo de simulaciones.

§11l.3.1 El Potencial — Campos de Fuerza. La definicién de un campo de fuerzas
comporta la eleccion de una forma funcional y un conjunto de parametros. Los
campos de fuerzas se parametrizan para reproducir propiedades estructurales. A
pesar de ser utilizados para predecir otras propiedades, como por ejemplo, energias
relativas, o propiedades espectroscopicas, ho necesariamente estas propiedades no
incluidas en la parametrizacion seran descriptas correctamente. Se debe tener en
cuenta que los diferentes parametros se ajustatoejuntq o sea que no pueden

ser modificados independientemente.

Las funcionedJ(r) pueden ser subdivididas en tres tipos de interacciones:

u(r)

S &G-Sy %
riz. r6 er
pares pares

————— ———
Dispersion-Repulsion ~ Coulomb

Y= T N Y= A

ligados ligados
enlace angular
2 2
+ ) k(=67 + ) K1+ cost o)) 3)
dih.imp dih.prop.
dihedros impropios dihedros propios

No ligadas Utilizaremos aqui un término Coulombiano, mas un término 6-12 de
Lennard Jones. Se calculan basados en listas de vecinos que se actualizan
generalmente a intervalos regulares (ver seccion I11.7.3).

Ligadas Aqui estan los términos que dan ‘forma’ a la molécula. Se fijarigitud
del enlace covalente, I@ngulosentre tres atomos ligados, Idéhedros im-
propiosque logran dar la forma “plana” a grupos de atomos ydibedros
propiosque regulan las torsiones de sucesion de 4 atomos ligados. Se calculan
basados en listas fijas.

EspecialesAqui entran los términos que restringen posiciones, distancias, o angu-
los entre atomos. Se calculan basados en listas fijas.

Estos términos se ilustran en la figura 1 (en pag. 35)
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Figura 1:TERMINOS DE UNA FUNCION ENERGIA POTENCIAL [STEINBACH, 2004]
lll.4 ProGrRAMA DE DiNAMICA MOLECULAR

Tipicamente el estudio mediante DM tiene tres fases:

FASE I: Inicializacion: Se especifican las condiciones
iniciales. Se describe el sistema a simular.

FASE II: Ejecucion de la Dinamica Molecular: Se inte-
gran numéricamente las ecuaciones de movimiento
gue gobiernan el sistema.

FASE IlI: Analisis de los resultados Se evaltan las pro-
piedades fisicas tomando como dato la informagion
de la trayectoria del sistema, que essiida de la
etapa anterior.

lll.5 FASE I: INICIALIZACION

8 1ll.5.1 Topologia. Una vez definido el modelo, es decir, el conjunto estadistico y
el potencial de interaccion entre otros, se describe el sistema en cuestién. Se especi-
fica sobre cuales atomos y combinaciones de atomos se deben aplicar las diferentes
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contribuciones a la funcién de energia potencial. Debe conocer cuales son los va-
lores de los parametros de las formas funcionales, (por ejemplo: cargas parciales,
radios atémicos, longitudes de enlaces, angulos dihedros, y demas parametros liga-
dos del potencial). En lo que respecta a parametros de estado, se prescriben segun
corresponda la temperatura, el volumen, la presion, la densidad, etc. La topologia
propiamente dicha no comprende la especificacion de los atributos dindmicos (posi-
cion, velocidad, ...). Por lo tanto, salvo excepciones (como experiencias realizadas
en la Universidad de La Plata [Marafién, 1998]) se puede decir que la DM realiza
simulaciones topologia constante

8§ lll.5.2 Condiciones iniciales y condiciones de borde. La especificacion de las
condiciones iniciales para la posicion y la velocidad de cada particula puede reali-
zarse en una variedad de formas, dependiendo de las caracteristicas del sistema a
simular. En el caso de una proteina se suelen tomar las posiciones iniciales como
sus posiciones cristalogréficas. Para el caso de estructuras no resueltas experimen-
talmente (sea por difraccién de Rayos X o por Resonancia Magnética Nuclear), se
pueden generar las coordenadas iniciales por medios computacionales (un ejem-
plo en esta tesis es el caso de las membranas biologicas [Tieleman, 1996] [Pandit,
2002)). Estos datos pueden ser propios, o pueden obtenerse de bases de datos tales
como elProtein Data BankBerman, 2000].

Las velocidades iniciales se especifican generalmente asignandoles a cada par-
ticula una velocidad escogida al azar de una distribucién de Maxwell-Boltzmann a
la temperatura deseada:

2
PO) = e %P~ | @

dondek es la constante de Boltzmarinla temperaturay; la velocidad ym la masa
de la particula-ésima.

En la figura 2 vemos el grafico de una distribucion maxwelliana del modulo de
las velocidades.

Para obtener esto se generan los numeros distribuidos normalmente sumando
doce numeros al azar distribuidos uniformemente en el intervalo [0;1], y restando
el nimero 6.0 de su suma. El resultado se multiplica por la desviacion estandar de
la distribuciéon: VkT/m. La correcta eleccion de las condiciones de borde es otro
aspecto que debe considerarse en la simulacién.

8 lll.5.3 Condiciones Periddicas de Contorno. Una manera usual de minimizar

los efectos de la frontera en una simulacién finita de una porcién de un sistema
extenso es utilizar las Condiciones Periddicas de Contorno (PBC). Los atomos del
sistema a simular son colocados en una caja poliédrica que “llena el espacio” (0 sea
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Figura 2:UNA DISTRIBUCION M AXWELLIANA GENERADA MEDIANTE NUMEROS ALEATORIOS

gue el espacio normal de tres dimensiones puede ser particionado en estas cajas,
todas copias trasladadas de una original). En la figura 3 vemos una representacion
bidimensional. De este modo se eliminan las fronteras del sistema simulado al pre-
cio de reemplazarlas por una periodicidad inexistente en el sistema original. Esta
dificultad no aparece en el estudio de sistemas cristalinos, por ejemplo sélidos, don-
de dicha periodicidad existe naturalmente.

Por el contrario, si se desea simular sistemas no periédicos tales como liquidos
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Figura 3:CoNDICIONES PERIODICAS DE CONTORNO EN 2D
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o0 soluciones, se debera tener en cuenta la aparicion de errores debido a la imposi-
cion de una periodicidad extrafia. Una manera de evaluar estos errores es estudiar el
efecto de la variacion del tamafio del sistema (generalmente caracterizado por el nu-
mero de particulabl). Usualmente estos efectos son menores que las simulaciones
sin PBC.

Hay varias opciones para la forma de la caja, tales que llenen el espacio. A lo
largo de esta tesis utilizaremos las cajas cubicas, que son las de mayor sencillez
aungue no las de menor costo computacional.

1.6 FASE Il: EyecucioN pE DiNnAMIcA M OLECULAR

8 1l.6.1 Algoritmo. Una parte central de todo programa de DM lo constituye el
algoritmo de integracion. Dadas las posiciones y velocidades iniciales a un tiempo
inicial to, la tarea del algoritmo es entregar las posiciones y velocidades al tiempo
fo + AL

En lo que sigue revisaremos el formalismo béasico de la DM en el conjunto mi-
crocanonico. En este caso las variables termodinamicas que se mantienen constantes
son el nimero de particuldg el volumenV y la energia intern&.

La dinamica de este sistema esta gobernada por las ecuaciones de Newton

m&T_ ov 12N 5)

dt2 - ’ - e ]
con la convencion usual de simbolos. Estas son un conjunto de ecuaciones diferen-
ciales ordinarias acopladas, no lineales, de segundo orden. Ellas deben ser resueltas
numéricamente.

Cuando las fuerzas entre las particulas son conservativas el Hamiltgtiano
una constante de movimiento y la energia total se conserva:

E=K+V (6)

Notemos que generalmente en Dindmica Molecular el impulso también es una can-
tidad conservada cuando las paredes del recipiente son reemplazadas por condicio-
nes de borde periddicas (PBC). Esto significa que existe una ligadura adicional, que
se reflejara en las propiedades termodinamicas calculadas en la simulacion. Sin em-
bargo, tales efectos son despreciables para sistemas de mas de cien particulas [Lado,
1981] [Wallace, 1983].

Existen numerosos algoritmos para integrar las ecuaciones de Newton. Todos
ellos convierten las ecuaciones diferenciales en ecuaciones en diferencias finitas.



I1l. 6 FASE II: Ejecucién de Dindmica Molecular 39

\
\
\
/
y 3
\
\
\
»
v —+

Figura 4:ALcorrrmo LEAP-FROG

En DM la eleccién del algoritmo es (nuevamente) un compromiso entre el grado
de precision requerido y el costo computacional. Utilizamos aqui el algoletzape

frog [Hockney, 1974] (ver la figura 4) que es equivalente al algoritmo de Verlet.
Para deducirlo, partimos del desarrollo en serie de Taylo(tjle

r(t+ At) = r(t) + V(DAL + %a(t)(At)z +... (7)
donde la aceleracion agt) = F(t)/m. Del mismo modo,

r(t— At) = r(t) - v(t)At + %a(t)(At)z +... (8)
Sumando ambos desarrollos, obtenemos

r(t+ At) + r(t — At) = 2r(t) + a(t)(At)* + O((At)*) (9)
Asi, la nueva posicion r buscada, en el tiempoAt, viene dada por

r(t+ At) = 2r(t) — r(t — At)a(t)(At)? (10)

El error estimado que contiene la nueva posici@s del orden dat*, dondeAt es

el paso de tiempo (o paso de integracion) en la simulacion de DM. Nétese que para
evaluar la nueva posicidrft + At) solo necesitamos conocer la posicion anterior (en

t — At) y la aceleracién en el tiemppno se necesita la velocidad.

Sin embargo, ésta la podemos calcular a partir de

r(t+ At) — r(t — At) = 2v(t)At + O((A1)*) (11)
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de donde

r(t+ At) —r(t — At)
2At

v() = +0((A0)?) (12)

Como se ve, el error en la velocidad es del ordéen

Veamos en el siguiente cuadro la forma general de un algoritmo de Dinamica
Molecular:

1. Se leen los parametros que especifican las condicio-
nes de la corrida: Temperatura inicial, el nimero| de
particulas, la densidad, el intervalo de integradién
tiempo total de simulacion, . ..

2. Se inicializa el sistema, esto es, se asignan las posi-
ciones y las velocidades iniciales de todas las particu-
las del sistema. Se leen los pardmetros del potencial
V(r).
Deben repetirse los siguientes pasos, hasta llegar al
altimo paso:

3. Se calculan las fuerzas sobre todas los atomos no|liga-
dos,Fi = aV/or;, Fi = 3 Fij mas las fuerzas debidas
a todas las interacciones ligadas, que pueden depen-
der de 1, 2, 3 0 4 atomos. Se calculan las restriccio-
nes, o fuerzas externas si las hubiera. Se calculan las
energias cinéticas y el tensor de presiones.

4. El movimiento en el instante de cada atomo se obtiene
resolviendo numéricamente las ecuaciones de New-
ton.

5. Si corresponde se imprimen las posiciones, velocida-
des, fuerzas, energias, presiones.

[II.7 EVALUACION DE LA ENERGIA POTENCIAL

La evaluacién de la energia potencial y las fuerzas es la parte mas costosa, en térmi-
nos de tiempo de computacion en una simulacién. De hecho, el tiempo que se ocupa
en integrar las ecuaciones es casi despreciable al lado de éste. Para un sistema de
N particulas, evaluar en forma directa la interaccion de dos cuerpos re@(iéie
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de operaciones, mientras que evaluar la parte de tres cuerpos requiere en princi-
pio O(N®) de operaciones. De alli la necesidad de elaborar técnicas que permitan
ahorrar tiempo en esta tarea.

8 11l.7.1 Radio de Corte para el potencial. Supongamos que tenemos un sistema

de N particulas interactuando a través de un potencial de pares con PBC y necesi-
tamos evaluar la energia potencial y la fuerza sobre una cierta paiti®egare-
sentemos esta situacién por medio de una “supercelda” consistente en la caja de
simulacién rodeada por sus imagenes, como se muestra en la Figura 3 de la pagina
37. La fuerza sobre la particuiaorresponde a la suma sobre $lis- 1 vecinos

de la caja. Pero, debido a las PBC, deberiamos también sumar sobre sus imagenes.
Una manera de hacer esto es mediante la convencién de minima imagen: a partir de
la particulai se construye una caja imaginaria de igual dimension y forma que la
caja de simulacion, y se suma s6lo sobre las particulas dentro de ella. En todo caso
el alcance del potencial debe ser menor que la mitad de la longitud de la caja (ya
gue de lo contrario una particula interactuaria mas de una vez con el resto). Esto
ultimo permite dar una idea de las dimensiones minimas de la caja de simulacion
(y por tanto del niumero de particulas) a emplear en relaciéon al potencial usado.
La contribucion principal a la energia y a las fuerzas sobre una particula provienen
de sus vecinos mas cercanos. Una aproximacién consiste en utilizar potenciales de
corto alcance, introduciendo un cortai{gf), R., mas alla del cual el potencial es

nulo. Para asegurar que las fuerzas y la energia potencial tiendan suavemente a cero
enr = R, se puede usar una funcién de “encendido” que elimine la discontinuidad
en la derivada del potencial (o sea la fuerza).

De este modo, la suma ya no se realiza sobr&lesl vecinos, sino que queda
restringida a los que estan dentro de la “esfera de influencia del potencial” de radio
R., como se muestra en la Figura 3.

El programa GROMACS utiliza la convencion de la ‘imagen mas cercana’:

e al calcular las interacciones derto alcancese tendrd en cuentolamente
la imagen mas cercana de todas las correspondientes a una particula.

e En el caso de las interacciones electrostaticdarge alcance esto no siem-
pre es lo suficientemente exacto, y por tanto se utilizan otros métodos de
calculo como Campo de Reaccion, Sumas de Ewald o PME (ver seccion
111.7.2)

81ll.7.2 Problema del potencial Coulombiano. La solucién anterior introduce se-

rios artificios en las simulaciones que posean particulas con carga no nula. Esto es
debido a que el potencial coulombiano es de largo alcance y no puede representarse
adecuadamente pamgunpotencial truncado.
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Se debe evaluar la contribucion a la energia del potencial coulombiano:

VZKZZ ZZQiqj/rij,n (13)

nx ny nz i j

donde (x ny,n2 = n es el indice del vector de la caja, y en la suma deben omitirse
los términos = j cuando (x ny,n2 = (0,0,0). r;;, es la distancia real entre las
particulas y no la de minima imagen. Esta suma es condicionalmente convergente y
de modo muy lento.

Se han propuesto varias alternativas para este céalculo:

Sumas de Ewald: Fue introducida primero en sdlidos cristalinos [Ewald, 1921].
Basicamente la idea es convertir la suma lentamente convergente de la ecua-
cion (13) en combinaciones de sumas en el espacio reciproco y en el espa-
cio real. Lamentablemente el costo computacional de la suma en el espacio
reciproco se incrementa con@(N?), lo cual es inaceptable para sistemas
grandes.

Campo de Reaccioén: [Schreiber, 1992] En este método se asume que cualquier
molécula esta rodeada por ucavidadesférica de radio finito. Dentro de la
cavidad las interacciones electrostaticas se calculan explicitamente. Fuera de
la cavidad el sistema @semplazadgor un dieléctrico continuo. Cualquier
dipolo neto que ocurra dentro de la cavidad induce una polarizacion en el die-
léctrico, la cual a su vez interactla con la particula dada. El modelo permite
reemplazar la suma infinita de Coulomb por una suma finita mas un término
de Campo de Reacciéon. Una gran ventaja es que no impone ninguna periodi-
cidad extrafa al sistema.

PME: (particle mesh ewaldAparecié en la década del 90. Es mas eficiente que
el tradicional algoritmo de Ewald. Fue propuesto por Darden para mejorar la
eficiencia de la suma en el espacio reciproco. En vez de directamente sumar
sobre vectores de onda, las cargas se asignan a un reticulado mediante una
interpolacién. Se le aplica una transformacion rapida de Fourier, y la energia
reciproca es obtenida mediante una suma Unica en el egpdgipotencial
en los puntos del reticulado se calcula mediante la transformada inversa y
mediante los factores de interpolacion obtenemos las fuerzas en cada atomo
[Darden, 1993]. Este algoritmo €N log(N)) lo cual es mucho mejor que el
Ewald. Se debe hacer notar que este tipo de técnicas introduce (al igual que
las PBC) una periodicidad inexistente en el sistema original (para liquidos o
soluciones). No se ha evaluado aun propiamente el impacto que pueda tener
esta forma de sumar el campo sobre el sistema simulado, especificamente el
efecto que pueda tener el caracterpe@eiodicidadque introduce (problema
gue también posee el método original de Ewald).
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§11l.7.3 Lista de vecinos . Eltiempo de computacién que hemos ahorrado provie-

ne de que la evaluacién de la energia y la fuerza no se hac&lpadaparticulas,

sino para un numero mucho menor. Sin embargo, para saber cuales particulas son
las que estan a distancia mayor del corte, y por tanto no contribuyen ni a la energia
ni a la fuerza, debemos examinar, en cada paso de computacion, la distancia entre
todos los pares de particulas. El tiempo de esta operacion es proporcdihal a

Para reducir este tiempo, Verlet ided un sistema de lista de vecinos de cada
particula, que se renueva cada cierto numero de pasos. El método supone gue los
vecinos con los cuales interactla la particutasea aquellos que estan dentro de la
esfera de radi®. (ver Figura 3) no varian mucho entre paso y paso de integracion.

A lo sumo cada cierto nimero de pasos, digamos 30 por ejemplo, algunas particulas

entran y otras salen, quedando a distancias menorel.que que propuso Verlet

fue hacer una lista, para cada particula, de todos los vecinos que estan dentro de su
esfera de radi®., y asi en vez de examinar la distancia de la particatan todas

lasN — 1 restantes, se examinan esas distancias soélo con las particulas de su lista.
Esta lista se contruye cada cierto nimero de pasos. El ahorro con este método es
significativo para sistemas de entre 500 a 5000 particulas, para los cuales el tiempo

por paso de simulacion baja practicamente a la mitad [Verlet, 1967].

1.8 FASE IIl: ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Este se realiza comunmente tomando promedios temporales sobre las diferentes
configuraciones. Los valores medios asi obtenidos, considerados durante un tiempo
suficientemente largo, representan promedios termodindmicos suponiendo un com-
portamiento ergddico del sistema.

En el caso de la presente tesis se estudian propiedades microscopicas de interés
tales como: distancia entre atomos, superficie expuesta al solvente, desvios cuadra-
ticos medios.

8 IIl.8.1 Area Expuesta al Solvente. La herramientas_sas (parte del paquete
GROMACS), calcula el area expuesta al solvente mediante el procedimiento de
permitir “rodar” una esfera de 0.14nm sobre la superficie generada por las esferas
de van der Waals del conjunto de atomos del sistema. Esta herramienta asimismo
permite discriminar entre las areas por residuo, o entre las expuestas hidrofilicas e
hidrofébicas. Mediante un trabajo de programacién adicional se extrae la informa-
cion en “ventanas” moviles de determinado numero de pasos de simulacion a fin de
seguir su evolucion temporal.
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§111.8.2 Radio de Giro. Se define tradicionalmente en Fisica para un objeto sélido
de masavl con respecto a un efé como la distancia a la cual hay que colocar una
particula de la misma mad$4 respecto del mismo ef@ para que tenga el mismo
momento de Inercia que el objeto original. Mide el grado de dispersion promedio
gue tiene la distribucion de masa respecto del eje.

Aqui semodificalevemente la definicion reemplazando la distancia al eje por
la distancia al Centro de Masa. Asi, resulta una medida de la compacidad de una
estructura macromolecular. A mayor radio de giro, menos compacta la estructura
es. Esta magnitud es utilizada en la ciencia de polimeros, y esta dada por

SN —renlm
= 14
% \/ Zi’\ilm (14)

dondem es la masa de la particula@sima,r; es la posicion de la mismargy es
la posicion del centro de masa del sistema.

Interesa notar que esta cantidad se puede obtener por métodos experimentales
tales como Cristalografia de Rayos X, Dispersion a pequefios angulos (SAS) [Ca-
sadio, 1999].

8 11.8.3 Distancias Interatomicas. Para analizar las distancias entre atomos se
utilizé la herramienta_pist del gromacs, combinada con scripts realizados local-
mente, para estudiar la evolucion temporal de las mismas y compararlos con la
estructura de NMR de referencia.

8 111.8.4 Desplazamiento Cuadratico Medio. Se utilizo la herramienta rms para
calcular esta caracteristica. Esta compara dos estructuras mediante el cémputo de
la RMSD. La RMSD de un grupo de atomos en una molécula en el tierapo
respecto a una estructura de referencia (tipicamente en un tigsgobtiene ajus-

tando mediante cuadrados minimos la estructurb@ta misma erty. Luego se
calcula la cantidad:

N
RMSD(, to) = J % 2., mIn® - rito)? (15)
i=1

dondeM = Y, m es la masa total, §(t) es la posicion de la misma en el tiempo
Generalmente se elije un subconjunto conveniente de los grados de libertad de una
estructura para su ajuste. Si se trata de una proteina se pueden elegir los caybonos-
o el “esqueleto” de la misma.

8§ II.8.5 Estudio de Puentes de Hidrogeno. Se utilizd la herramienta_rsonD
gue devuelve el nimero de puentes en funcion del tiempo, las distribuciones de
longitudes y angulos de los puentes, y las autocorrelaciones.
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Figura 5:CRITERIO PARA DETERMINAR LA EXISTENCIA DE UN PUENTE DE HIDROGENO (VER CAPITULO
8 peL MmaNuAL DE GROMACS 3.2 yaN DER SpoeL, 2004] )

El criterio utilizado para determinar si una terna de atomos del tipo X(donor)—
H-Y (aceptor) es efectivamente un puente de hidrégege@sétricqver figura 5).
Conviene notar que esta definicion equivale para agua liquida normaP@8K y
p=.1 MPa) al criterio denominadenergéticdKalinichev 1994 pag. 305].

1. Distancia X-Y<3.5A y
2. Angulo H-X-Y <60 grados.

Funcion pe AutoCorreLacion Cyg(t): Esta funcion es independiente de la his-
toria del sistema ya que opera mediante un mecanismo de calculo de “ventanas
temporales moviles” y expresa la probabilidad de que un par de moléculas elegidas
al azar estén unidas en el tientge t supuesto que estan unidastgr-ormalmente
se obtiene por la ecuacion:
Coalt) = <Ah(0A)$h(t)>
dondeAh(t) = h(t) — (h), los signog...) indican promedio sobre todos los posibles
pares y la funcior;(t) vale 1 si el pai — j de atomos estan unidos en el tiempo
t, y 0 si no lo estdn. Como todas las funciones de autocorrelacion, se cumple que
CHB(O) =1 yCHB(t) — 0sit — oo.

(16)

lll.g ExposicioN SINTETICA DE LA TEcNIcA DE DINAMICA BROWNIANA O
LancGeviN (BD)

Describiremos esta técnica segun las referencias [Van Gunsteren, 1978] [Shin Yun
Yu, 1988] [Van Gunsteren, 1988]. Se recomienda sobre el tema ver el capitulo 9
de [Allen, 1987].
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8 lll.g.1 Introducciéon. La dindmica estocastica (BD o SD) constituye un método
computacional para obtener un conjunto canénico [Hess, 2002]. En la BD, se in-
corpora una fuerza de roce proporcional a la velocidad a la fuerza conservativa. La
friccion remueve energia cinética del sistema. Mientras tanto aparece una fuerza es-
tocastica que aporta energia cinética al sistema. Para generar un conjunto canonico,
ambas fuerzas deben obedecer el teorema fluctuacién—disipacion [Allen, 1987].

En general una dinamica de Langevin aparece a partir de un sistema clasico,
al remover grados de libertad.os grados de libertad que son eliminados ejercen,
fuerzas conservativas y de roce sobre el resto del sistema. Todas las demas fuerzas
se consideraran que contribuyen como una fuerza al azar. El ejemplo clasico es una
particula coloidal en un solvente, cuando consideramos sélo los grados de libertad
de la particula coloidal, estaremos haciendo un modelo de Langevin. Las fuerzas
de roce y la fuerza al azar seran causadas pacdbsionesde las moléculas del
solvente contra la particula coloidal.

Nota sobre la nomenclatura: En muchos trabajos de la literatura se denomina
Dinamica de Langevio estocastica a la formulacién general que describiremos a
continuacion, y se reserva el nombre Dinamica Browniana para el limite de fric-
cion suficientemente grande, cuando las correlaciones en la velocidad decaen en un
periodo en el cual los cambios en la fuerza son despreciables. Tal sistema se deno-
minasobreamortiguadoEn este caso el sistema se regira por un conjunto acoplado
de ecuaciones diferenciales de primer orden. En esta tesis, la denominaremos
distintamenteDindmica Browniana (DB), Estocéastica (SD) o de Langevin [Turq,
1977].

§1ll.9.2 Motivacion. Al modelar sistemas macromoleculares mediante DM, se pre-
sentan limitaciones préacticas debidas a la capacidad computacional disponible. Esto
impulsa la busqueda de métodos que permitan reducir al maximo el numero de gra-
dos de libertad, reteniendo no obstante la descripcion significativa del fendbmeno de
interés. Dos modos usuales de hacer esto son:

La Dindmica restringida: Consiste en restringir los grados de libertad de alta fre-
cuencia de movimiento, y asi eliminarlos directamente de la dinamica. De
este modo se puede incrementar el paso de simulacion.

Dinamica Estocastica (SD):Se ignoran los grados de libertad menos relevantes
y su influencia en el resto del sistema se aproxima por una combinacion de
interacciones de fuerza media, fuerzas estocasticas y fuerzas de roce.

Cuando se simula una macromolécula en solucion el foco de interés no esta en
los detalles de movimiento de las moléculas de solvente. Sin embargo el nimero de
atomos del solvente suele ser un orden de magnitud mayor que el de atomos de so-
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luto. Se desea por tanto eliminar esos grados de libertad no interesantes, reteniendo
su efecto sobre el soluto. Esta influencia se puede dividir en tres tipos:

1. Lainteraccion promedio entre &tomos de soluto esta afectada por la presencia
del solvente.

2. Los atomos de soluto experimentan una fuerza de friccién debida al solvente.

3. Aparece una fuerza aleatoria sobre los atomos de soluto debida a las colisio-
nes de ellos con los atomos de solvente.

Seaa el indice que corre sobre los atomos de solventelyindice que corre
sobre los atomos de soluto. Séa({x;}) la funcion energia potencial media entre
atomos de soluto o potencial de fuerza media (doqdepresenta las coordenadas
X,y 0 zde los &tomos del sistema). Esta incorpora los efectos del solvente mediante
un promedio sobre las coordenada®or tanto:

Vim({%i}) = (VX5 (X)) (17)

Los otros efectos se tienen en cuemiadificanddas ecuaciones del movimien-
to de Newton (5) de la pagina 38. Esto resulta en una dinamica diferente, regida
por la ecuacion deangevinque regula la evolucion del sistema cuyos resultados se
reportan en el capitulo 1V de esta tesis:
d’ri(t) dri(t)

Go = Fl) —myi— m + R =120 LN, (18)

dondey; es elcoeficiente de roce atomich; es la fuerzasistematicajue se deriva

del potencial-VVi({x}), N, €s el nimero de atomos de solutoRyes la fuerza
aleatorig, que se supone una variable aleatoria distribuida normalmente con media
cero, sin correlacion con con las velocidades previas, ni con la fuerza sistematica. El
ancho de la distribucion gausiana esté relacionado con el coefigjepter medio

de:

(RIO)R; (1)) = 2myiKTie18;;d(1) (19)

donde k es la constante de Boltzmaihg; es la temperatura de referencia del bafio
de solvente;; es la delta de Kroeneckerdyt) es la delta de Dirac.

La eleccidén de los coeficientgsmas apropiados dependeré en general del tipo
de sistema considerado. Para pequefios solutos tales como butano o-gguairé,
ser tomado igual para todos los atomos de soluto, y puede ser determinado a partir
de la constante de difusion moleculy,, mediante las relaciones:

kTref
MYmol

DmoI = (20)
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dondeM es la masa molecular y tomanmgs= ymo. LOS valores par®n,o pueden
ser obtenidos a partir de tres fuentes:

1. experimentalmente,
2. por medio de una simulacion mediante DM del liquido apropiado,

3. o suponiendo vélida la ley de Stokes:

Y = 6nRen/m (21)

dondeRs denota el radio de Stokes para un atompeas la viscosidad del solvente.

En una macromolécula, como una proteina, no todos los atomos del soluto es-
tardn en contacto con el solvente. En este castebera depender del grado de
interaccion atomo de soluto con el solvente. Una opcidn es suponergas pro-
porcional al area expuesta al solvente del atoi@simo.

Al igual que las ecuaciones de Newton en la DM, la ecuacién (18) se integra
mediante un algoritmo numeérico tipo leap—frog. Utilizamos el esquema de tercer
orden de Van Gunsteren y Berendsen [Van Gunsteren, 1988]. En el limite de friccion
despreciable, este esquema converge al algoritmo de integracion tipo leap—frog para
DM.

La utilizaciéon de una técnica de Dinamica Estocastica como una aproximacion
a la DM integra de un soluto en presencia de un solvente, resulta en una reduccién
del tiempo de calculo en un factor 2—30 [Shin Yun Yu, 1988].



capituLo 1V

Sal y Agua

IV.1 INTRODUCCION

8 IV.1.1 Teoria de Debye—Hiickel. En el tratamiento de la interaccién eléctrica

en soluciones electroliticas se observé un hito en el modelo pionero de Debye—
Huckel [Debye, 1923]. No obstante sus limitaciones (se cumple estrictamente solo
en el caso de bajas concentraciones), ha tenido un éxito considerable. Avances pos-
teriores en este campo [Blum, 1975] [Grigera, 1976] han conducido a mejoras que
sin embargo, preservan las principales predicciones de la teoria ofiginal.

De acuerdo con esta teoria las interacciones eléctricas sufren una modificacion
de acuerdo con la concentracion y composicion salina del medio circundante a un
sistema bioldgico, contribuyendo fuertemente a su estabilidad [Mahler, 1969] [Tan-
ford, 1961]. Esta predice que existe una distancia critica mas alla de lacaatia
interaccion eléctricaLos tratamientos mas elaborados, por ejemplo la Aproxima-
cion Esférica Media (MSA) [Blum, 1975], muestran la relacion de esta distancia
caracteristica con el tamario finito de los iones, en mayor acuerdo con la evidencia
experimental [Triolo, 1976].

Otro aspecto de importancia al analizar las fuerzas eléctricas en soluciones elec-
troliticas es etomportamiento dinamicde las cargas. Este aspentopuedebte-
nerse mediante la aplicacion de la teoria de Debye—Hiickel, ni tampoco de ningun
método de equilibrio, ni de ningin método que incorpore los efectos dinamicos en
un “promedio estadistico” tal como el método descripto en el capitulo I1.

TPUBLICADO COMO TRABAJO ORIGINAL BAJO LA REFERENCIA: “VaLLEJO D. F. Yy Grigera J. R.Frequency
gffect on the charge screening in electrolyte solutions. Charge fluctuation and spatial oscillations
studied by Brownian Dynamics simulatiah.Giem. Pays. 101, 9049(1994)".
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8 1V.1.2 Efectos dinamicos. Ya en el siglo XIX, Maxwell predijo que cuando apa-
recen en escena campos que oscilan en funcioén del tiempo, existird una frecuencia
caracteristica por debajo de la cual el sistema se comporta basicamente segun la
teoria de Debye, pero por sobre la cual el sistema cambiara del régimen dieléctrico
hacia uno conductor [Maxwell, 1954], como veremos. Esto equivale a considerar a
la solucidn electrolitica como un “filtro pasaaltos” de la electrénica convencional.

Al analizar las fuerzas intermoleculares en soluciones de macromoléculas —para
las cuales los co-solutos son limmes-, vemos que una macromolécula puede te-
ner grupos cargados que se muevan a diferentes frecuencias, algunas de las cuales
pueden superar las frecuencias caracteristicas de la solucion. La posibilidad que el
apantallamiento de carga sea eliminado a altas frecuencias, produciefiitto de
las interacciones, tendria por tanto, importantisimas consecuencias en la cinética de
una gran variedad de procesos.

Dado que los tratamientos dinamicos generalmente consideran un campo ex-
terno oscilante o cargas fluctuantes, debemos considerar la validez de tales resulta-
dos a un sistema en el cual las cargas vibran en lugar de fluctuar en magnitud.

En este capitulo se presentan varias simulaciones por Dinamica Browniana (ver
seccion 111.9) que estudian el apantallamiento del campo eléctrico en casos de fluc-
tuaciones de posicion y de magnitud de carga.

V.2 TrATAMIENTO TEORICO

Consideremos una solucién de permitividddy conductividado™ en la cual hay
una cargay. La divergencia del desplazamiento eléctrico es

VD = 4xr[qd(r) + p(r, t)], (1)

donded(r) es la delta de Dirac, y es la densidad de carga de la solucion. El primer
término representa la contribucion de la caggael segundo, la de la nube idnica,
tratada como un continuo.

Sabemos que la densidad de corriehtsta relacionada al campo eléctrieo
por la ley de Ohm:

J=0E )

y aplicando la ecuacién de continuidad obtenemos

—NWE:% (3)
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Suponiendo un campo oscilariér, t) = Eq(r). exp (wt)

‘Z_‘t’ = —V[6"Eo(r). exp (wt)] 4)
obtenemos
p=—(0"/iw)VE (5)

Aplicando la ecuacion 1, y la relacidn = €'E obtenemos,
VD = 4x[qd(r) — (0" /iw)VE], (6)
pero por otro lado

VD = ¢'VE (7)

Definamos etlesplazamiento eléctrico generalizadacomo el desplazamiento
debidosobloa las cargas puntuales explicitas

V2 = 47qd(r) (8)
Dela6yla7,tenemos

Antqd(r) = [€" — (4no™ /iw)VE] (9)
De donde tenemos

V2 =n'VE (10)

aqui definimog)* = € — (4no*/imw) como lapermitividad dieléctrica generalizada
[Bottcher, 1978].

El campo eléctrico generado por una cagf@a) en un medio conductor como
una solucion electrolitica, sera

E- %{ni}% (11)

El rol den* es el de una permitividadfectivaque muestra la dependencia de la
frecuenciaalin en ausencia de relajacion de la permitividad y la conductividad
En tal caso (en el que la permitividad y la conductividad son constantes en todo el
dominio de las frecuencias tenemos:

" = € + 140/ ) (12)
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Vemos que In* — 1/ sio — 0 (caso dieléctrico puro). Tenderdasi o # 0
y w — 0 (régimen conductor). Finalmente ¢i —» oo nuevamente ocurrira que
1/m* — 1/€ régimen dieléctrico atn en un medio conductor.

Estateoria, consecuentemente, predice (y los experimentos lo confirman [Grige-
ra, 1976]) que para una carga fluctuante o un campo externo fluctdeségarece-
ra el apantallamiento de las interacciones coulombianas, siempre que la frecuencia
sea lo suficientemente alta.

Si el efecto de las cargas fluctuantes, es reproducidogmilaciones espaciales
esto tendria importantes consecuencias para el analisis de las interacciones eléctri-
cas en macromoléculas. Las interacciones de las cargas seran filtradas de acuerdo
con las frecuencias de sus movimientos.

Cabe notar que no solo la teoria predice este fendbmeno sino que también se ha
encontrado en el IFLYSIB, evidencia experimental de este efecto [Grigera, 1989].
En la citada referencia aparecen las ecuaciones (11) y (12).

IV.3 SIMULACIONES

Se optd por el método de dinamica browniana para evitar el costo computacional
de simular explicitamente el solvente acuoso (se encontrara la descripcidén en la
seccion 1.9 de la pagina 45).

La interaccion directa i6n—ion fue tomada de la utilizada en [Wood, 1987] y
[Turqg, 1977] para el NaCl:

ap
qqf , G
€r riz’

uh(r) = (13)
donde los indices y § corren sobre las especies ionicas NagCks la carga ionica
€ es la permitividad del solvente que fue tomadeiSZlES/C‘i"z5 = (e2/12)(r;rg), cone
la carga electronica, i, el radio ionico de Pauling de la especie

8 1V.3.1 Configuracion Inicial de la Simulacion. Se incluyeron 216 iones en una
celda cubica del tamafio apropiado para obtener la concentracion requerida. El radio
de corte fue siempre elegido como la mitad de la longitud de un lado de la caja. Para
0.5 mo}l, por ejemplo el lado de la caja fue de 7.05 nm.

8 IV.3.2 Criterio de Equilibrio. Se utilizaron los dos criterios clasicos: a) la cons-
tancia de la energia potencial, y b) la regularidad de la funcion de distribucion radial
de a pareg™. De acuerdo con estos criterios el equilibrio se alcanza luego de los
40 ps de simulacién.
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IV.4 Copico FORTRAN

Se utiliz6 basicamente el paquete de simulacion GROMOS87 [Van Gunsteren, 1987].
En el mismo se realizaron varias modificaciones del programa PROSD.F, agregan-
dole las condiciones de contorno periddicas,

8 IV.4.1 Célculo del Campo Eléctrico. Se desarrolldé un programa de analisis del
campo eléctrico PROER.F cuyos datos de entrada son basicamente las trayectorias
de dindmica molecular producidas por PROSD.F y recalcula el campo eléctrico.
Para realizar esto se disefi6 un algoritmo basado en la idea del Teorema de Gauss.

1. Se selecciona un ion central arbitrario de referencia
2. Se construye una sucesion de esferas concéntricas cen-
tradas en el mismo, de radios equiespaciados.
3. Para cada esfera se seleccionaron 200 puntos regularmen-
te distribuidos en la superficie.
4. Para cada punto se calcula el campo eléctrico debido a
losiones internos la esfera.

5. Se promedia sobre los 200 puntos.
6. Se tabula asi funciog,(r) que muestra la componente
radial del campo eléctrico en funcién de la distancia.
7. Luego de todo esto se promedia sobre todas las configu-
raciones disponibles en la trayectoria.

8 1V.4.2 Calculo de las Fuerzas. Para las cargas oscilantes espacialmente, se cal-
cularon las fuerzas seleccionando un par de iones. A uno de ellos se le aplicd una
restriccién en la posiciéon y el otro fue lentamente “arrastrado” hacia afuera. La fuer-
za sobre el par fue obtenida como la suma de todas las contribuciones de los iones
dentro de la esfera centrada en el i6n fijo con un radio igual a la distancia i6Gn—ion.
Las posiciones de los iones fueron controladas mediante un potencial arménico.

V.5 REesuLtapos: CAMPO ELECTRICO

La figura 1 muestra el campo eléctrico (en adelante nos referiremos asirapa-

nente radia) la otra desaparece practicamente en el promedio.) Vemos que el campo
esta fuertemente apantallado paraip = 1/xp dondexp es la reciproca de la lon-

gitud de Debye, para la dada concentracion. Para este caso tenemos un valor teérico
de aproximadamentg, = 0,4nm
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Figura 1:CaMPO ELECTRICO EN FUNCION DE LA DISTANCIA. LA LINEA GRUESA MUESTRA EL CAMPO
PRODUCIDO POR UN ION EN SOLUCION, EN EQUILIBRIO. Ap DENOTA LA LONGITUD DE DEBYE CORRESPON-
DIENTE A LA SOLUCION SIMULADA. LA LINEA FINA MUESTRA EL VALOR TEORICO DEL CAMPO ELECTRICO
PRODUCIDO POR UN ION AISLADO EN UN MEDIO DE €3 = 7854

8 IV.5.1 Fluctuacion de Carga. Se reemplazo la carga de uno de los iones en la
solucién por la expresion

q(t) = go cos(wt) (14)

dondeqp es la carga original del i6n. La frecuenciafue elegida igual a /110At,
dondeAt es el paso temporal de simulacion. Esto equivale a una frecuencia de 314
THz. La frecuencia experimental de Maxwell para una solucion acuosa aid}|

de NaCl es aproximadamente 76 MHz. Esto implica que la simulacion fue llevada
a cabo en el régimen dieléctrico.

La configuracion obtenida para la solucion regular fue utilizada como configu-
racion inicial para las simulaciones con carga fluctuante. Se le aplico un “golpe
térmico” al sistema (una elevacion de temperatura destinada a la decorrelacion del
estado del sistema) y se realiz6 una corrida de equilibraciéon de 50 ps que fue luego
descartada. Luego se corrieron las simulaciones de produccion. De estas Ultimas
trayectorias se volvio a calcular el campo eléctrico. En la figura 2 se ve el campo
eléctrico alrededor de un i6n de carga fluctuante. La curva del campo calculado se
acerca a la curva= y el apantallamiento disminuye. Ya no existe la separacion
alrededor del punto = \p. Este “desapantallamiento” que esta en acuerdo con la
prediccién tedrica, es sin embargo un caso artificial dado que la carghia en
valor y en signpcomportamiento lejano a la realidad.
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Figura 2:CaMpo ELECTRICO DE UNA CARGA OSCILANTE ((t) = (o COS(nt) (LINEA GRUESA) EN LA
MISMA SOLUCION QUE LA FIGURA 1 COMPARADA CON LA CARGA AISLADA (LINEA FINA).

§1V.5.2 Oscilaciones en la Posicién. En la siguiente fase consideramos el caso de
las fluctuaciones espaciales, para modelar un caso mas cercano al fisico. Se aplico
una restriccion de la forma

r(t) = ro + racosgt) (15)

donde la frecuencia fue elegida igual al caso anteriges la posicion del i6n

en la configuracioén inicial, y la amplitud del movimiento esta dada por el vector
ra=(0,0,1). El resultado se muestra en la figura 3. Nuevamente el apantallamien-

to desaparece en este caso, obteniéndose una situacion similar al caso de la carga
fluctuante.

IV.6 ResuLtapos: FUErRzA ELECTRICA

Las caracteristicas del campo eléctrico obtenidas por simulacion estan de acuerdo
con las predicciones teoricas [Maxwell, 1954]. Sin embargo aparecen interrogan-

tes relacionados con las fuerzas. Una carga movil (o fluctuante) perdera su nube
i6nica de carga opuesta (predicha por Debye), eliminando asi el efecto de apantalla-
miento (siempre que la frecuencia del movimiento sea mayor que la caracteristica
de Debye). Por otro lado, las otras cargas también tendran su propia nube i6nica
gue conservaran o no de acuerdo con el criterio ya mencionado. Surge entonces
la pregunta acerca de cudl sera la interaccion entre una carga movil muy rapida,
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Figura 3:IpEM FIGURA 2 PARA UNA CARGA MOVIENDOSE CON LA LEY I (t) = I + I'a COS{ot) coN
LA MISMA FRECUENCIA.

desapantallada con un ién libre que difunde en la solucién. Cuando dos cargas fluc-
tlan o se mueven rapido, tendran ambas su propia frecuencia. Esto puede presentar
efectos de resonancia cuando las frecuencias son iguales.

Hemos explorado tres casos:

a) Dos cargas libres.
b) Una carga vibrante y la otra fija.

c) Dos cargas vibrantes a la misma frecuencia.

8 1V.6.1 Dos cargas libres. Los resultados se ilustran en la figura 4 Aqui vemos
que la fuerza es cero si< 0,7nm Esto se debe a que no existen iones a menos de
esa distancia para el calculo de las fuerzas.

8 1V.6.2 Una carga fija y otra oscilante. En este caso, donde una de las dos car-
gas vibra a una frecuencia superior a la frecuencia de Maxwell, obtenemos el
resultado que se muestra en la figura 5.

8 IV.6.3 Distancias. Estupio DE LAs DISTANCIAS. En este caso, comenzamos de la
misma configuraciohemos corrido en paralelo dos simulaciones.

a) con un ion oscilante y otrgj en difusion libre.

b) la otra con los mismos ionéy |, pero ambos en difusion libre. Esta corrida
fue denominada “de referencia” o ref.
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Figura 4:Fuerza ELECTRICA ENTRE DOS IONES EN FUNCION DE LA DISTANCIA. LA LINEA LLENA
MUESTRA LA FUERZA ENTRE IONES Y LA LINEA GUIONADA LA CORRESPONDIENTE FUERZA COULOMBIANA
PURA. A DISTANCIAS MENORES QUE 0,7 NM NO HUBO IONES PARA CALCULAR LA FUERZA.
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Figura 5:FuErzA ELECTRICA EFECTIVA ENTRE DOS IONES EN FUNCION DE LA DISTANCIA PARA UNA
soLUCION 0.5MOL/L, PROVENIENTE DE LA SIMULACION (LINEA LLENA) COMPARADA CON LA LA CORRES-
PONDIENTE FUERZA COULOMBIANA PURA (LINEA PUNTEADA). NOTESE LA DIFERENCIA EN LA ESCALA
COMPARADA CON LA FIGURA 4
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Figura 6:DIFERENCIA DE DISTANCIA ION—ION PARA UN SISTEMA CON DIFUSION LIBRE Y UNA CARGA
OSCILANTE, VS. UN SISTEMA DE REFERENCIA. LAS CONFIGURACIONES INICIALES SON IDENTICAS.

Extrajimos las posiciones relativas de ambas trayectorias, y calculamos las dis-
tanciagd;;. Obtuvimos la funcion diferencia de distanctis- dirjef. No es esperable
gue esta funcidén sea nula ya que las trayectorias fueron obtenidas en condiciones
diferentes (aunque iguales configuraciones iniciales).

Un resultado tipico de tales experimentos se puede observar en la figura 6. A
medida que pasa el tiempo, se observa que la fundi¢r) decrece comparada
con di’jef(t). Esto es compatible con el argumento fundamental de este capitulo: El
apantallamiento ‘blinda’ las interacciones electrostéaticas, pero el proceso de des-
apantallamiento hace que se recupere la interaccion: en el caso de los dos iones de

cargas opuestas, reaparece una atraccion neta.

81V.6.4 Dos iones ala misma frecuencia. Este caso no present6 diferencias cua-
litativas con la situacién previa, es decir, que la fuerza entre los iones se comporta
basicamente como el caso de interaccion coulombiana pura en un medio de permi-
tividad dieléctrica dada.

IV.7 CONCLUSIONES

Las simulaciones realizadas nos dan informacién detallada del campo eléctrico
y reproducen datos obtenidos experimentalmente en nuestro laboratorio [Grigera,
1989].
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Resulta de interés el hecho de que una carga fluctuante en magnitud y en signo,
produzca una situacion similar que el caso de la oscilacion en posicion. Esto nos
permitiria utilizar una herramienta adicional para el estudio computacional de estos
sistemas.

Hemos visto argumentos favorables a las suposiciones de que este efecto di-
namico tendria gran importancia en variados tipos de sistemas particularmente en
aguellos en los cuales la cinética depende de las interacciones eléctricas. Para gran-
des moléculas tales como anticuerpos, enzimas u otras macromoléculas activas, po-
dria actuar estéltro de las interacciones de largo alcance de acuerdo con la fre-
cuencia.



capituLo V

La Proteina Transportadora de Acil
Coenzima Ay la Bicapa Lipidica

V.1 INTRODUCCION

§ V.1.1 Descripcion. Las Proteinas transportadoras de Acil CoenziméMCBP,

por sus siglas en inglés: “Acyl CoA Binding Proteins”) constituyen una familia de
proteinas de 86 a 103 residuos con secuencias altamente conservadas [van Aalten,
2001] [Faergeman, 1997]. Se conocen mas de 30 secuencias de un amplio rango
de especies y datos gendmicos de secuencia, tales Cagmmorhabditis elegans

Estos datos sugieren la existencia de otras proteinas que puedan contener dominios
tipo ACBP [Kragelund, 1999]. Los ésteres de cadena larga de Acil CoA constitu-
yen importantes intermediarios en la sintesis de lipidos y la degradacion de acidos
grasos. Ademas de esta funcion de limpieza, se ha acumulado un gran cuerpo de evi-
dencia indicando que los ésteres de cadena larga de Acil CoA también tienen una
funcion importante en la regulacién del metabolismo intermedio y la regulacion
genética [Faergeman, 1997] [van Aalten, 2002]. Emrgpanosoma Brucgse ha
observado que el ACBP es un importante componente de la biosintesis del glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) [Milne, 2000] donante de miristoil-CoA para las reacciones

de remodelado de acidos grasos [Masterson, 1990]. Las ACBPs tipicamente ligan
esteres de Acil CoA saturados e insaturadgs-G, con estequeometria 1:1 y un

alto grado de afinidadky = 2 — 10nM) [Faergeman, 1997]. Los ésteres de Acil

CoA de cadena larga son moléculas anfipaticas que se pueden encontrar tanto en
solucién como en en las bicapas lipidicas e inhibir un gran niamero de funciones

TTRABAJO A SER ENVIADO A PUBLICAR BAJO EL TITULO: “ELECTROSTATIC ENERGY L ANDSCAPE STUDY FOR AN
AcyL CoA BinpING ProTEIN-MEMBRANE CoMmPLEX”, A JOURNAL OF MoLEcULAR GRrAPHICS AND MODE-
LLING.
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Figura 1:ACBP. EstrRucTurA TRIDIMENSIONAL DE ACBP PROVENIENTE DE GLANDULA HARDE-
RIANA DE ARMADILLO OBTENIDA POR Rayos X [CostaBeL, 2005].

celulares y enzimas a bajas concentraciones [Faergeman, 1997]. La funcién de las
enzimas de Acil CoA de cadena larga como intermediarios en el metabolismo de los
lipidos y como reguladores de las sefiales en la célula requiere mantener un reser-
vorio de Acil CoA ligado a una proteina transportadora para rapida disponibilidad.
La principal molécula que cumple este rol en la célula eucariota es el ACBP [van
Aalten, 2002].

8§ V.1.2 Estructura. Los estudios de NMR han determinado la estructura de ACBP
bovino recombinante (bovACBP) y de ACBP de higado bovino ligado con Palmitato-
Coenzima A (codigo acceso pdb: 1ACA), ACBP-Ply—CoA) [Andersen, 1992] [Kra-
gelund, 1993]. Consiste en cuatro hélicesn forma de cuenco (ver figura 1) con

un sitio (donde se liga el Ply—CoA) altamente expuesto. El ligando se une por me-
dio de interacciones especificas con residuos en la proteina. Interesa notar que esta
union se verifica a través de un considerable nUmero de cargas positivas conserva-
das (fundamentalmente las Lys32 y la Lys54, ver figura 2) que interactian con el
grupo fosfato en la porcién de la adenosina—3'—fosfato. Asimismo es notable que la
cadena Acil esta entre las superficies hidrofébickes CoA y la proteina.

*el término “efecto hidrofébico”, acufiado por Walter Kauzmann [Kauzmann 1959], se refiere al

hecho de la existencia de una repulsién entre moléculas no polares, o ‘tipo aceite’ (hidrocarburos
por ejemplo) y las moléculas de agua. Esto promueve la formacién de agregados intermoleculares
en presencia del agua, y favorece energéticamente ciertos modos de plegamiento de las proteinas.



V.2 Introduccién 62

Figura 2:Carcas positivas pE LAs Lys32 vy Lys54 QUE SE CONSERVAN EN LAS SECUENCIAS PRO-
TEICAS [VAN AALTEN, 2001]
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Figura 3:RoL pe. ACBP EN LA FORMACION DEL REPOSITORIO DE ESTERES DE AciLCoA [FAERGE-
MAN, 1997].

Y

V.2 ¢ Prout EL ACBP?

Se ha acumulado considerable evidencia que muestra que, ademas del componente
difusional, el intestino, el corazén, el tejido adiposo y el higado expresan un sistema
de transporte especifico y saturable para los Acidos grasos de Cadena larga (LCFAS,
por sus siglas en inglés), de entre los cuales, el ACBP juega un rol preponderante
especificamente en el caso del Palmitato Coenzima A (ver seccion VI.1.2).

Construir y validar los modelos moleculares de los portadores de los acidos
grasos es de suma importancia: estos modelos pueden ayudarnos a entender los
mecanismos de recepcion de los LCFAs. Tanto la recepcidon celular aumentada o
disminuida mas alla de ciertos umbrales han resultado estar relacionadas con en-
fermedades tales como la diabetes tipo Il [Hjelte, 1990] o sindromes de hepatitis
fulminantes [Odaib, 1998] [Stahl, 2002].

8 V.2.1 Objetivos. A la fecha, solo se ha determinado la estructura de dos dife-
rentes ACBPs, junto con la posicidén de sus Sitios Activos [van Aalten, 2001]. No
obstante, no se han entendido completamente las funciones fisiol6gicas ni los me-
canismos de accion del ACBP. Estudiasvitro indican que la ACBP afecta las
actividades de las proteinas tanto en estado soluble, como aquellas que estan unidas
a membranas. Mas aun, muchas observaciones establecen claramente que la ACBP
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interactlacon las membranas, sin develar aimelcanismo de interaccigfhao,
2002].

El trabajo presentado en el presente capitulo intenta estudiar el modo en que la
proteina ACBP se une con la membrana lipidica, cuales son los residuos involucra-
dos en la interaccién, cual el rol de la interaccién electrostatica, tanto cualitativa-
mente como cuantitativamente.

Se pospone para el capitulo VI el estudio de la interaccién del ACBP con su
ligando, el Palmitoil-Coenzima A.

Se hizo uso de la experiencia de nuestro grupo en la realizacion de este tipo de
célculos para estudiar sistemas biomacromoleculares [Costabel, 1998] [Costabel,
2001].

V.3 PROCEDIMIENTO

8 V.3.1 Coordenadas Atomicas. Utilizamos el método descripto en el Capitulo

Il. Las coordenadas atdmicas de la proteina ACBP fueron obtenidas mediante la
cristalografia de Rayos X realizada en colaboracion entre grupos de investigadores
argentinos [Costabel, 2005]. Los modelos de Membranas biolégicas provienen de
simulaciones de Dinamica Molecular en equilibrio. En dichos modelos constan los
tipos de atomos, las posiciones y las cajas que las contienen. Las tomamos de dos
fuentes:

0%PS: una membranaeutra(carga eléctric&, = 0): Dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) obtenida en el grupo de Tieleman [Tieleman, 1996].

100 %PS: una membrana anionica: Dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) disefiada
en el laboratorio de Berkowitz [Pandit, 2002]. Su carga eléctrica total es
Q100 = —128 (dondee es la carga del electron). Se procedi6 a alterar esta
altima membrana anulando parcialmente la carga. Con este proceso modela-
mos tres casos de membramaigtas

50 %PS: Una bicapa 1:1 P®S, cargds, = —64e
33%PS: una 2:1 P@PS,Q33 = —42e, y por ultimo
25%PS: una 3:1 P@PS,Q,5 = —32e.

Esto fue realizado con el objeto de representar el efecto de variacién de carga en
nuestro sistema.
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8 V.3.2 Parametros. Se le asignd un radio y una carga parcial a cada atomo en
su centro geométrico mediante la aplicacion yweb2pqgr [Dolinsky, 2004]. Esta
convierte archivos estandar PDB [Berman, 2000] al formato PQR (los archivos PQR
son idénticos a los PDB salvo que los campos “occupancy” y B-factor han sido
reemplazados por los datos dargay radio atdmicos). Asimismo, el programa
implementa un algoritmo para 1) resolver conflioks$éricosy 2) optimizar la red

de puentes de hidrégeno que circunda la proteina [Nielsen, 1999] [Hooft, 1996]. Se
le asigno el conjunto de cargas PARSE [Sftk®994].

Se coloco el conjunto de atomos del sistema ACBP—membrana en un reticula-
do tridimensional de mayores dimensiones, de tal modo que cualquier atomo del
sistema estéd a una distancia mayor qiB.glde la frontera del reticulado, donde
Ao = 10A es la longitud de Debye a concentracion fisiologica de sal (150 mM).

Se tuvo cuidado eno desplazata posicion del sistema en los calculos. Esto
hace que se cancelen exactamente los términos de autoenergia electrostatica que
aparecen necesariamente al distribuir una carga puntual en 8 vértices discretos de
un reticulado (ver seccion 11.5.2).

Se utilizaron condiciones de frontera de Debye—Hiickel. Esto es, en la frontera
del reticulado se impone el valor del potencial previsto por el modelo de Debye—
Huckel para una@inica esferacon una cargauntual El radio de la esfera se iguala
al radio promedio de la biomolécula, y la carga se toma igual a la targjiadel
sistema.

Se represento la presencia de iones M&I- a 150 mM, mediante la inclusion
de dos especies iGnicas de carday -1.

Este trabajo se realiz6 mediante el paquete APBS [Baker, 2001] que implementa
el algoritmo PMG [Holst, 1993] [Holst, 1995] para resolver la Ecuacién de Poisson—
Boltzmann (12) (ver pag. 27).

8 V.3.3 Diferencia de Energia Libre Electrostatica. Como fue descripto en la sec-
cion I1.5 el potencial electrostatico, solucion de la Ecuacion de Poisson—Boltzmann
se puede utilizar para determinar la Energia Electrostatica Total de un siBtefina.
nimosla Energia Libre Electrostéatica de Interaccid@ abmo la diferencia entre la
Energia del sistema cuando la membrana y la proteina estéacon respecto a la
situacion en la cual estan a distanitifinita una de otra. Por lo tanto, para hallarla

se deben realizarescalculos:

1. EnergiaE(pm) de la proteina y la membrana, ambas dentro del reticulado
2. EnergiakE(p) de la proteina aislada, en la misma posicion que antes.

3. EnergiaE(m) de la membrana, idem.



V.3 Procedimiento 66

C ,//4/‘/7/ \

A

Figura 4:VARIABLES RELEVANTES QUE CARACTERIZAN LA POSICION RELATIVA PROTEINA—MEMBRANA

Por lo tanto,
dE = E(pm) — E(p) — E(M) 1)

Esta Energia obviamente cambia con la posicion relativa del ACBP y la Membrana.
Por lo tanto

dE = dE(X, Y, 1, 9, 0, ) (2)

donder es la distancia minima ACBP—Membrana (medida entre superficies de Van
der Waals)p, 6, y son losAngulos de Euleque utilizamos para describir cualquier
rotaciéon de la proteina respecto de una posicion inicial. Veamos esto en la figura
4. Suponemos que eonfiguracion preferidgor el sistema se hallara cuande d
tenga un minimo. Esto implicdescartartoda otra contribucion a la Energia de
Ligadura.

8 V.3.4 Muestreo del Paisaje de Energia Libre Electrostatica. Para determinar

el minimo global de energia, desarrollamos un programa denominado ESUP.f en
estandar ansi fortran 77. Este automatiza la generacion de los archivos PQR conte-
niendo configuraciones del sistema membrana—proteina que muestrean a intervalos
regulares las cuatro variables de interés. Estos archivos son los datos de entrada para
el programa APBS [Baker, 2001].
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Este proceso combinado se completé mediante la elaboracién de programas rea-
lizados en lenguaje de script de la BAS{Hen el lenguaje de script del programa
Gnuplot [Williams, 2004] que en su conjunto controlan el proceso computacional.

V.4 REesuLtaDOS

Mediante el método ya descripto buscamos caracterizar las interacciones no espe-
cificas para la asociacion ACBP—membrana.

8 V.4.1 Exploracion inicial de dE. Para determinar si la ACBP tiene una posicion
preferencial relativa en su interaccion con una membrana biologica, se analizé un
espectro extenso de posiciones, con el método ERPBS (descrito en la seccion
V.3.4). Para valores de distancia fijos se estudio la cantidadn funcién de los
angulos de Euler.

Para todas las curvas analizadas se encontré que la variaciyrygny, no
correspondian a regiones relevantes del dominio de la fun&drednodo tal que
aproximadamente

dE(X.Y.T. ¢, 6,y) ~ dE(r, ¢, 0) 3)

Parar fijo, obtenemos una funcion de dos variables. Los angulos se muestrearon a
intervalos de 45 A fin de representarla del modo mas sencillo decidimos llevar los
dos angulos sobnen mismo eje horizontddel mismo modo que una matriz bidi-
mensional puede escribirse ordenadamente como un vector). En la figura 5 vemos
una curva tipica.

Encontramos que padiferentes distanciase hallaba un minimo d&k en la
region central de dicho gréafico (~ 180).

8 V.4.2 Variacion de la Carga de la Membrana. Estudiamos diferentes tipos de
membrana mediante los modelos descriptos en la seccién V.3.1.

Para la posicion del minimo de la seccion anterior obtuvimos la curva que mues-
tra cdmo varia la Energia de Interaccidi don el porcentaje molar de PS en un
sistema a 0.1M NaCl. (ver figura 6). Encontramos que la interaccion es mas efectiva
con las membranas anionicas.

Es interesante ver que ésta ajusta con una funcién cuadratica silpte d
dE(100 %PS).x?> dondex es la fraccion PS:PC (0.25, 0.33, 0.50, 1.00). Esto equi-
vale, por ejemplo, a que la asociacion ACBP—membrana es 1.7 veces mas intensa
en el caso 33 %PS, que en el caso 25 %PS.

Yuna excelentshelldel sistema operativo Linux
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dE calculado , —_—
dE = dE (x/100)* ====--
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Figura 6: VARIACION DE OE CON EL PORCENTAJE DE FOSFATIDILSERINA (PS)EN LA MEMBRANA.
Ajuste CUADRATICO.



V.5 Resultados 69

dE(r)/kJ.moal

0 1 2 3 4 5 6 7
Distanciar/A

Figura 7:Variacion pe dE coN I, PARA EL MINIMO HALLADO PARA LA CONFIGURACION DE ANGULOS
pE EuLer (¢, 0, ¢)=(315,135,135)

8 V.4.3 Variacion con la distancia. Con los datos precedentes y para la configura-
cion angular de minimo, calculamos el valor deeh funcién de la distancia medi-

da entre superficies de van der Waals del ACBP y de la membrana. El resultado en
conjunto muestra que las interacciones son lo suficientemente fuertes para inducir
una preferencia del ACBP hacia membranas intracelulares (PS:PE3B30PS)

gue contienen fosfolipidos acidos, con un minimo definido.dfn la figura 7 se
muestra el citado caso de asociacién con la PS:PC 1:3 anionica. La interaccion ex-
perimenta una posicion preferencial para 3A.

Estos resultados en conjunto sugieren que las interacciones electrostaticas jue-
gan un rolsignificativoen la asociacién preferencial del ACBP con membranas de
carga global negativa.

Al inspeccionar la configuracion de minim& @&ncontramos que los residuos
hidrofébicos en las porciones entre las hélie2y a3 interactian directamente con
la membrana (ver figura 8).
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Figura 8:Mmmmo peL Sistema ACBP-MEMBRANA, cALCULADO POR ESUPF+APBS

V.5 RoL DE Los RESIDUOS BAsicos EN LA ORIENTACION DEL COMPLEJO
ACBP—-Bicara

Como ya fue descripto en la seccion V.1.2, la forma global de la proteina revela una
estructura tipa@wuencoque contiene una regién hidrofébica de ligadura en el fondo
del cuenco, y una regién hidrofilica en el borde del mismo. No obstante que las
cuatro hélices: estan involucradas en la uniéon con el ligando sélo las hétites

a2 y a4 son importantes para la estabilidad global de la proteina [Chao, 2002].

Se inspeccionaron las posiciones preferenciales para cada distancia (ver seccién
V.4.3), de modo visual mediante los programas RASMOL [Sayle, 1998] y VMD
[Humphrey, 1996].

Se encontré que los residulogs 18y Lys50podrian jugar un rol critico a la hora
de determinar la energia de interaccién. Este efecto favoreceria la posicion estraté-
gica de los residuoMet46 y Leud7 (ver propiedades de los veinte aminoacidos
naturales en la pagina 122 del Apéndice). que, dada la evidgmomgnemogjue
se “hunden” en la membrana pagstabilizar el complejo.

Los célculos previos soportan las siguientes conclusiones:
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1. La energia electrostatica promueve la union entre el ACBP y la Menibrana
2. No todas las orientaciones del ACBP estan permitidas energéticamente.

3. Las posiciones permitidas adoptadas por el ACBP, son tales que los residuos
hidrofébicos es decir, aquellos que estan en la porcion entre la hefigen3
apuntan a la membrana, en la “aproximacion” a la unién.

V.6 RoOL DE LOS RESIDUOS HIDROFOBICOS EN LA INTERACCION ACBP—
Bicara

Es sabido que los residuos hidrofébicos pueden jugar un rol destacado en la inter-
accion proteina—proteina o proteina—membrana.

Basados en nuestros datos, proponemos que las interacciones hidrofébicas estan
intermediadas por los residuos expuestos en la porcion interactuante ya descripta
del ACBP, particularment&letionina 46 y Leucina 47, los cuales son, asimis-
mo, esenciales para la union fuerte con los fosfolipidos. De este modo la afinidad
del ACBP por las membranas biologicas estaria determinada no sélo por las in-
teracciones electrostaticas como fue supuesto inicialmente, sino que también por
interacciones hidrofobicas.

En su conjunto, los resultados indican que la union ACBP—fosfolipido, no obs-
tante sedisparadao iniciada por un mecanismo tlave electrostaticaesestabili-
zadapor un mecanismo hidrofébico. Este tipo de mecanismos combinados fueron
propuestos en la literatura para algunos otros sistemas biolégicos en trabajos de mo-
delado computacional [Diraviyam, 2003], y en estudios experimentales como el de
la insercion en membrana de dominio T de la toxina de la difteria via Fluorescencia
y CD [Chenal, 2002].

8 V.6.1 El sitio Activo. Hemos encontrado que el sitio activo de la proteina, per-
manecebiertoal solvente mientras se esta uniendo con la membrana. Esto sugiere
que el ACBP podria utilizar esta geometria particular para favorecer la union con
el ligando (que estéontenidoen la membrana), ain encontrandose unido electro—
hidrofobicamente a la bicapa lipidica.

Proponemos asi que la interaccion electrostaientantedel ACBP podria
dar cuenta de la alta eficiencia que posee para unirse con el ligando Palmitoil-CoA.

#Este tipo de resultado permite conjeturar la existencia de puentes de hidrogeno que estabilicen la
unién. Sin embargo se requiere una técnica con completo detalle atdmico para poder evaluar esto ya
gue, por ejemplo, este modelo no considera la presencia de agua explicita.
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V.7 Discusion

No obstante que muchas células de mamiferos contienen al menos tres familias de
proteinas solubles intracelulares que ligan LCFA—CoAs (ver la seccion VI.1.1) sélo
la ACBP se un@specificamente con los LCFA-CdRaergeman, 1997].

La bicapa lipidica es una componente estructesainciala nivel celular. Para
los estudios biofisicos, se utilizan membranas soportadas o libres comodeio
controladode una membrania vivo. Una clase importante de fenbmenos la cons-
tituye la interaccion de membranas con surfactdmiessentes en fase acuosa. Los
tioésteres de cadena larga de Acil CoA grasos (LCFA—CoA) representan una clase
biogquimicamente importante de surfactante.

Los LCFA—CoA son derivados activados de los acidos grasos que sirven como
intermediarios en el metabolismo y la biosintesis de los lipidos. Son moléulas
fifilicas con un acido graso de cadena larga de caracter hidrofébico, y una cabeza
constituida por una Coenzima A, hidrofébica.

Estudiamos el posible mecanismo estructural paracginocimientq la union
del ACBP a un Acil-CoA inserto en la membrana bioldgica.

El trabajo expuesto en este capitulo se basa en la resolucion cristalografica de la
estructura del HQACBP (ACBP proveniente de Glandula Harderiana de Armadillo)
realizada en nuestro pais por Costabel y colaboradores [Costabel, 2005] que mues-
tra que la estructura de HQACBP es muy similar a la bovACBP, atendiendo a su
estructura tridimensional. Por otro lado, sus patrones electrostaticos resultan muy
diferentes [Vallejo, 2003].

Asimismo, hemos mostrado que la asociacion ACBP—-membrana esta mediati-
zada, al menos en parte, por interacciones electrostaticas. El método FPDB nos per-
mite calcular las interacciones proteina—fosfolipido basados en un modelo continuo
con detalle atomico. Las fuerzas electrostaticas pugddncir estas interacciones
no especificas en términogantitativos mensurables y asi proveer un método efec-
tivo para evaluar su importancia dentro del cuadro general de una interaccion entre
proteina y membrana.

No se pretende aqui describir toda la complejidad de una unién entre una protei-
na y una membrana reales. El modelo FPDB no incluye términos energéticos tales

ILos surfactantes tensoactivoson sustancias que influyen por medio de la tensién superficial en

la superficie de contacto entre dos fases, (p.ej. dos liquidos insolubles uno en otro), debido a su
estructura atémica. Son moléculas anfifilicas. Al contacto con el agua las moléculas individuales
se orientan de tal modo que la parte hidrofobica sobresale del nivel del agua encarandose al aire
0 bien se juntan con las partes hidroéfugas de otras moléculas formando burbujas en que las partes
hidréfugas quedan en el centro, y los restos solubles en agua quedan entonces en la periferia disueltos
en el agua. Estas estructuras se denominan micelas [Wikipedia, 2005a].



V.7 Discusion 73

como la Energia de desolvatacién de la superficie de unidon de proteinay membrana.
Sin embargo existe una vasta experiencia en el ambito académico en el sentido de
que la electrostatica del continuo puede realizar predicciones de interés en el nivel
molecular [Honig, 1986].

Este modelo predice una orientacion comanlas favorablgyara el complejo
ACBP—-membrana. Es de interés notar que esto ocurre para una meméeudrsa
tanto como para urenioénicg resultando un efecto magnificado en este ultimo caso.

Basados en los calculos hemos propuesto mecanismos por los cuales las inter-
acciones electrostaticas contribuyen a la asociacion. El procedimiento de minimizar
la diferencia de Energia nos permite predecir modelos plausibles para los estados
del Complejo. Estos calculos muestran que en los tipos de membranas considerados
aqui, para la posicién mas favorable, este proceso de union se lleva a cabo, expo-
niendo los residuollet46 y Leu47y apuntandolos a la superficie de la membrana.

Nuestra evidencia computacional nos permite predecir que la interaccion ACBP—
membrana guarda un notalgaralelismocon la que se da entre la Proteina trans-
portadora de acidos grasos (FABP) de higado.

Dado nuestro desconocimiento experimental para decidir (si existiese) cuél se-
ria la posicion preferencial de aproximacién del ACBP a la membrana, encontramos
interesante que las interacciones electrostaticas permitan predecir dicha configura-
cion.

La unién entre proteinas y péptidos a interfaces anidnicas de membranas es un
area de considerable interés. Esta puede involuenarbios conformacionalesn
relacion estrecha con el procesoidgercionen la membrana.

Es de sumo interés, asimismo, poner este tipo de técnica de relativgpoeate
costo computacionakentre lasherramientasde uso corriente de los experimenta-
listas en este area. Esto puede conducir a un disgéientede los experimentos
relevantes.



capituLo VI

La Proteina Transportadora de Acil
CoA y el Palmitato—CoA

VI.1 INTRODUCCION

8 VI.1.1 Larutade los acidos grasos. Los acidos gra-
sos de cadena larga (LCFAs por sus siglas en inglés) ey
no son sélo importantes metabolitos sino que contribu- i)
yen a un sinnimero de funciones celulares que incluyen

la activacion de las isoformas de la proteina kinasa C NG
(PKC en inglés) y los factores de transcripcion nuclear%@, ;

tales como los receptores activados por el proliferadors
de la peroxisoma (PPAPSs, por sus siglas en inglés) Pa
cumplir estas funciones los LCFA tienen que atravesa
primero la membrana plasmatica, un proceso que puede
ocurrir via difusién simple o ser mediado por protefnas

. . . . =8 CoA

El mecanismo se ilustra en la figura 1. Los Acidos “4¢® & ?
grasos pueden unirse directamente a los FATP (proteinas
portadoras de Acidos Grasos) y ser transportadas direc-
tamente dentro de la células. Alternativamente los LCFA
pueden unirse primero al CD36 (Translocasa de Acidos
Grasos) que los orienta hacia los dimeros FATP. Los Lidgura 1:Ruta MerasoLica b Los Acios
FA intracelulares se unen por medio de una union é$ERfSOS DE CADENA LARGA [Stant, 2002].
con la CoA por medio de la Acil CoA Sintetasa de cade-

na larga (sigla en inglés: LACS), previniendo su pérdida, mientras que las FABPs 'y

TTRABAJO A SER ENVIADO A PUBLICAR BAJO EL TITULO: “M OLECULAR DYNAMICS STUDY OF THE INTERACTION
BETWEEN AcYL CoA BINDING PROTEIN AND PaLMITOYL—COENZYME A.”



VI. 1 Introduccion 75

hooocse

H HHHHHHHHHHHHH
S [ A N (R A A A R U N~
AR EREERE
HHHHHHHHHHHHHAH O

Figura 2:EsTRUCTURA DE PALMITATO, FORMA IONIZADA DEL ACIDO PaLmitico [L opisH, 2003].

ACBPs actuan como un Her en el citoplasma para contener los LCFAs incorpo-
rados.

Se ha acumulado considerable evidencia que muestra que, ademas del compo-
nente difusional, el intestino, el corazon, el tejido adiposo y el higado expresan un
sistema de transporte especifico y saturable para los LCFAs.

8 VI.1.2 El acido palmitico. Se trata de uno de los acidos grasos saturados mas
comunes tanto en el reino animal como en el vegetal. Es un sélido blanco que funde
a 63.2C. Su férmula quimica es GKCH,)14,COOH. También se lo suele llamar
acido hexadecanoico. En la figura 2 vemos su estructura. Es el primer acido graso
producido durante la lipogénesis y del mismo se derivan acidos de cadenas mas
largas [Wikipedia, 2005b].

8 VI.1.3 Coenzima A. La Coenzima A (CoA, CoASH, o HSCoA) es un derivado
de lap—mercaptoetilamina, pantotenato y adenosin-trifosfato. Desempefia un rol
importante en el metabolismo de la oxidacion de los acidos grasos y el ciclo del
acido citrico. Su funcién principal es ghnsportede gruposAcilo tales como el

Acil o los tioésteres. Se denomina Acil-CoA a una molécula de Coenzima A que
lleva unido un grupo Acil. A menudo se la denomi@aASHor HSCoAa causa

de estar unida a un grupo SH (sulfidrilo) cuando no esta en unién con un Acilo
[Wikipedia, 2005b].

El Acil-CoA es una molécula de gran importancia en si misma. Es el precursor
del HMG—CoA, componente vital en la sintesis del Colesterol y la sintesis de Ce-
tonas. Asimismo contribuye el grupo acetilo a la acetilcolina: la adicion del grupo
acetilo a la colina, una reaccion catalizada por la Colina acetiltransferasa. Su tarea

*Este 4cido tiene historia: sus derivados se utilizaron durante la Segunda Guerra Mundial para pro-
ducir napalm
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principal es el transporte de los &tomos de carbono dentro del grupo acetil al ciclo
del acido citrico para ser oxidados en orden a la produccién de energia.

La Coenzima A desempefa un rol central en el balance entre el metabolismo de
los carbohidratosy el de loslipidos El primero necesita la presencia de CoA para
gue el ciclo del Acido Citrico continte, y el segundo necesita una gran cantidad de
CoA para romper las cadenas de acidos grasos durante la oxifaéiSta oxida-
cion solo puede tener lugar en la mitocondria. Para entrar en ella se requiere que los
acidos grasos est@ctivados es decir que tengan una CoA unida.

Los lipidos solo pueden proveer energia mediante la ruptura de sus enlaces, en
unidades de menor tamano, y nuestras células tieneusdtnodode hacer esto:
romper los lipidos en una inmensa multitud de moléculas de Acil-CoA, cada una
de las cuales necesita propia molécula de CoA.

Por otro lado el CoA sélo puede provenir de ciertos procesos: el metabolismo
de los carbohidratos obtiene el CoA de su propio ciclo del Acido Citrico donde
es constantemente reciclado. Sin embargo, durante el metabolismo de los lipidos,
dado que el ciclo del Acido Citrico esté detenido (como ocurre por ejemplo durante
los periodos de hambre), todo el CoA esta atrapado en ese grupo de moléculas de
Acil-CoA. La unica manera de liberar suficiente CoA es combinar moléculas de
Acil-CoA de a pares, creando cetonas y liberando un CoA. Esta es la razén por la
cual los compuestos cetonicos se producen en periodos de hambre o en dietas bajas
en carbohidratos.

8 VI.1.4 ElI ACBP. La ACBP (ver introduccion en el capitulo V) liga preferente-
mente ésteres de Acil-CoA de cadena media y larga con una muy alta afinidad, en
particular, con preferencia por los éstergg~C,, de Acil CoA. Por otro lado, el
ACBP muestra baja afinidad por los acidos grasos, las Acilcarnitinas, el coleste-
rol y los nucleétidos. Mediante microcalorimetria isotérmica se determinaron los
valores de Kd para la union Acido Palmitico-CoA con ACBPs bovinas y de levadu-
ras. 06x1071° M y 0,5x1071% M por titulacion microcalorimétrica directa e indirec-

ta [Rasmussen, 1994] [Knudsen, 1994]. Existe un importante cuerpo de evidencia
acerca de la capacidad de la ACBP para unir con alta afinidad estos ésteres, y por
lo tanto desempefiar el rol de partador intracelularde tal modo de mantenerlos
disponibles para su liberacion rapida en caso de ser necesario [Faergeman, 1997].

V1.2 EstrucTURA DE REsoNaNciA M AGNETICA NUCLEAR

En 2003, Lerche y colaboradores [Lerche, 2003] publicaron una estructura refina-
da del complejo ACBP-Acido palmitico—-Coenzima A (féormulgzeN;O16PsS,
sigla ACBP-PlyCoA), obtenida mediante Resonancia Magnética Nuclar (RMN),
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disponible bajo el codigonkL en el Protein Data Bank [Berman, 2000]. Este archi-

vo contiene 20 diferentes estructuras compatibles con los datos de RMN. Es notable
la similitud que presentan todas las estructuras de la proteina. En la figura 3 vemos
una estructura del palmitato esterificado con Coenzima A, extractada de los mismos
datos de RMN.

8 VI.2.1 Valor de las estructuras de RMN. Los resultados de RMN proveen in-
formacion sobre distancias interatdbmicas para una molécula en solucion. A partir
de dicha informacion se pued#erir (mediante algoritmos computacionales apro-
piados) la estructura tridimensional de la macromolécolapatiblecon las res-
tricciones experimentales (y también con ciertos criteriosatidad de estructuras
proteicas). La solucién de este problema en gemerak UnicaPor lo tanto tendre-

MOsS un conjunto de estructuras que suelen interpretarse ieprEsentativase la
molécula.

Al provenir los datos de RMN de una solucién “dinAmicamente viva” del siste-
ma de interés resultan un dato crucial a la hora de contrastar la bondad de un mode-
lo. Analizaremos por tanto los resultados de la simulacién por Dinamica Molecular
comparandolos con estos datos experimentales. Veamos un grafico plano donde se
representa la estructura numero 20 de RMN, donde se destacan las interacciones
ligando-proteina, en la figura 4 y en la figura 5 vemos un diagrama de estructura
secundaria donde en puntos grises figuran las interacciones con el ligando. En la
figura 6 vemos una imagen tridimensional.

VI.3 SIMULACIONES

8 VI.3.1 Muestra en Equilibrio de ACBP. Se parti6 de la estructura cristalografica
obtenida por Costabel y colaboradores [Costabel, 2005]. De ella se selecciond un
mondmero (86 residuos). Se seleccion6 el campo de fuenzaso&®6 431 [Van
Gunsteren, 1996]. Se conservo la protonacion idéntica a la realizada por el ser-
ver de PDB2PQR, en particular, la Histidina 30, se protono el Nitrégdnd.a

carga total del ACBP es nula. Se realizaron 19 pasos de minimizacion en energia
en vacio con cut® simple, donde la Energia potencial descendi6-8&x10° a
-8,03x10° kJmol. Se colocé la proteina en una caja rectangular de dimensiones
4.958x5.426x5.190 nm. Se hidrato la estructura en esa caja con 4184 moléculas de
agua SPC [Berendsen, 1981]. No se agregaron contraiones. Se minimizo nuevamen-
te en energia (ahora con agua) donde ahora la energia potencial baj@xE0’
a-2,4x10°. Se cambié el modelo de agua SPC al @P[Berendsen, 1987]. No se
realizd Dinamica con restriccién de posiciones. Finalmente, se realizo una corrida
de 400 ps reasignando velocidades al inicio. La estructura final se deposité en el
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CoA [L askowski, 2005].

Figura 6:Daros pE RMN: ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL MODELO NRO 20 DEL COMPLEJO
ACBP-paLMITATO-COENZIMA A [L ERCHE, 2003] GENERADO MEDIANTE PDBsum [L ASKOWSKI,
2005], MoLScrret [KrauLts, 1991]y Raster3D [MEerriT, 1997]).
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archivomp_aceplM_2 Gro.

8 VI.3.2 Muestra en Equilibrio de Ply—CoA. Se parti6 de la estructura del Palmitato-
Coenzima A de datos de RMN depositaods en el pdb bajo el codigollerche,

2003] del protein data bank [Berman, 2000]. Del mismo se obtuvo el arehivo
coA.PDB, por edicion manual. Se seleccioné el primer modelo. Para construir la to-
pologia se procedio a estudiar el campo de fuerzas buscando estructuras similares.
En una modificacion del campeG43s1 original [Van Gunsteren, 1996], que con-

dujo al rrRG432x®%, se identificd una estructura tipo lipido que contenia cadenas
hidrocarbonadas semejantes a las del palmitato. Se realizé el modelo de bloques de
la figura 7. Este trabajo se hizo manualmente, por comparacién visual con estruc-
turas pertenecientes al campo de fuerza elegido. Asi se asignaron cargas parciales,
parametros de enlaces, angulos, diedros propios e impropios. Esto garantiza la com-
patibilidad del modelo de ligando con los parametros estandar del resto del sistema
(la proteina).

Se gener6 un archivo de coordenadas inicialesoa.Gro, para los atomos del
ligando, extractados manualmente de los datos de RMN. Se realizaron 15 pasos de
minimizacion en energia en vacio. Se gener6 una caja de dimensiones 2.92 x 2.96 x
3.08 nm. Se la solvato, adicionando en el espacio vacio en la caja, 843 moléculas de
agua SPC [Berendsen, 1981]. Debido a la carga negativa de la CoA, se reemplazaron
cuatro moléculas de agua por contraiones- lpara lograr electroneutralidad. Se
volvié a minimizar mediante 2000 pasos, el sistema combinado de ply—CoA, agua
y contraiones. Se cambi6 el agua al modelo &P[Berendsen, 1987]. Se realizo
una corrida de Dinamica de este sistema, durante 1.25 ns. La estructura final se
almaceno en el archivap_prycoa_3GRro.

8§ VI.3.3 DM de ACBP+PlyCoA. Una vez generadas las muestras en equilibrio de
ACBP, y de PlyCoA, se procedi6 a “ensamblar” el sistema combinado. Se utilizd
para ello la herramienta grafica VMD [Humphrey, 1996].

Se cargaron en ella los archivas_acep1lM_2Gro Yy Mp_pLYcoa_3Gro. Se pro-
cedi6 a transladar y rotar convenientemente la molécula de Ply—Coa. Luego se sal-
varon los archivos iniciales en un archivo de formato PDB, apto para iniciar la
simulacioén (ver figura 8). La distancia PlyCoa—ACBP es de 1.0 nm, medida de
atomo a 4tomo mas cercano.

Se coloco el ligand@n el lugar que el mismo ocuparia en la membrage
acuerdo con los resultados del Capitulo V (ver figura 8).

La topologia fue simplemente concatenada entre las topologias que describen el
ACBP en agua, y al plycaagua-Na+ manualmente con algun cuidado. Se le retird

Sver http7/www.gromacs.orgopologiegforce_fields.php



V1.3 Simulaciones

82

%
N Beta
i Alanina
’/S NH
O
0= Acido
‘ Loy |Pantoico
Palmitato
Q
O-P=0
(i) Pirofostato
O=E*O
0 Adenosina
NH,

Ribosa
3-fosfato 0 OH

Figura 7:Mopo DE ELABORACION DEL MODELO DE PaLMITOIL—COENZIMA A SE ASIMILO EL CONTE-
NIDO DE CADA BLOQUE A UNA ESTRUCTURA EXISTENTE DENTRO DEL CAMPO DE FUERZAS GROMOs4341.



V1.3 Simulaciones 83

Figura 8:Estructura mNiciaL bE LA ACBP—RyCoA—NA+ PaRA LA EJECUCION DE DM. La
ACBP PROVIENE DE LA ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE LA PROTEINA EN LA GLANDULA HAR-
DERIANA DE ARMADILLO [CoSTABEL, 2005], MIENTRAS QUE EL PLy—COA PROVIENE DE DATOS DE

RMN [LErcHE, 2003].
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Figura O:ENERGIA POTENCIAL COMO CRITERIO DE EQUILIBRIO EN FUNCION DEL TIEMPO.

todo el solvente al sistema, conservando sin embargo los contraiones. Se minimizo
la estructura combinada sin agua, en vacio, con 101 pasos del método estandar de
“descenso rapido”. Se coloco el sistema en una caja rectangular de dimensiones
4.57 x 6.64 x 7.23 nm. Se solvato el sistema agregandole 6830 moléculas de agua.
Se minimizé nuevamente con 2000 pasos de descenso rapido. Se realiz6 una corrida
de equilibracion final de DM de 200 ps que fue descartada. Se logro asi la estructura
mp_ACP_26ro que fue la inicial para las corridas de produccion.

8 VI.3.4 Equilibrio. Se monitoreé la energia potencial como criterio de equilibrio.
Esta energia se estacion6-€813x10° kJmol con variaciones de,@1x10° kjmol,
o sea de 0,3 %. En la figura 9 vemos una curva tipica.

V1.4 VALIDACION DEL MODELO Y RESULTADOS

Se utilizé VMD para inspeccionar las trayectorias visualmente. Esto permitio apre-
ciar visualmente que el ligando se aproxima a la proteina dentro del primer ns
(= 10%seg) de simulacion.

8 VI.4.1 Distancias ACBP-PlyCoA entre centros de Masa.. Para investigar con

mas detalle este acercamiento se utilizé la herramiemiar de GROMACS [Lin-

dahl, 2001] para analizar las distancias ACBP—PIlyCoA entre Centros de Masa de
ambas moléculas en funcion del tiempo. En la figura 10 vemos una curva tipica. Asi
se pudo constatar cuantitativamente la aproximacion de ambas moléculas.
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Figura 10:Distancia ACBP—R.yCoA, ENTRE LOS CENTROS DE MASA

8 VI.4.2 Primera Validacion: Distancias interatomicas de RMN. A los efectos

de la comparacion se debe recordar que el origen del ACBP no es el mismo en el
experimento de RMN y en la DM: en el primer caso es el ACBP de origen Bovino,
mientras que en las simulaciones reemplazamos el ACBP Bovino de RMN por el
ACBP de glandula harderiana de armadillabtenido por cristalografia de rayos X

en nuestro pais [Costabel, 2005].

Notemos que en la figura 4 de la pagina 79 se aprecian los puentes de hidré-
geno (linea punteada) que constituyen la unién entre ACBP y el Ply-CoA. Resultd
entonces natural comparar la unién que se forma en la simulacion entre el ACBP y
el PlyCoA con la informacién sobre la unidon que se obtiene de los datos de RMN
(que como dijimos en la seccion VI.2.1, son compatibles con multiples estructuras).

Para realizar esto se analizdiatribuciénde las distancias entre los 7 pares de
atomos que forman puentes de hidrégeno en la estructura de RMN. Por ejemplo,
se calculo la distancia PCOA.AN6-Tyr73.0H (esta notacion representa la distancia
entre el nitrégeno ANG6 del Ply-CoA, al OH de la Tyr73 del ACBP). En la figura 4
gue representa el modelo nro. 20 de RMN constatamos que esa distancia es 0.281
nm, siendo distinta en otros modelos.

Dado que (como puede comprobarse por inspeccion directa de la figura 4) esto



VI. 5 Andlisis “Historico” 86

no nos informa de la posicion de la cola hidrocarbonada del acido palmitico, se
decidié incluir un par atébmico adicional para tal registro. Se realiz6 una busqueda de
distancias entre pares de atomos de NMR sobre los 20 modelos, para detectar cuales
de ellas se mantenian aproximadamente constantes. Se detectd que el carbono CG
del PlyCoA (el extremo del Acido Palmitico) esta coordinado con el Oxigeno de la
Phe49. Se procedid a agregar este par a la lista de pares provenientes de puentes de
hidrégeno.

Se calcul6 asi para los veinte modelos de RMN la estadistica sencilla de las
distancias interatomicas. En la tabla 1 se puede observar el resultado. Un analisis

Par de 4tomos DISTANCIA nm
ACBP-PlyCoA Media (A) Méax (B) Min(C) Rango (C)-(B)
1. Tyr73.0H—PCo0A.ANG6 0.30 0.36 0.27 0.09
2. Tyr73.0H—PCoA.AN1 0.30 0.31 0.28 0.03
3. Lys32.NZ—PCoA.AO7 0.43 0.78 0.23 0.55
4. Lys54.NZ—PCoA.AO7 0.41 0.72 0.23 0.49
5. Lys13.NZ—PCoA.AO5 0.28 0.44 0.24 0.20
6. Lys13.0—PCoA.PS1 0.61 0.80 0.27 0.54
7. Leul5.0—PCoA.PS1 0.60 0.86 0.30 0.55
8. Phe49.0—PCo0A.CG 0.41 0.73 0.28 0.44

Cuadro 1: Datos de RMN: Distancias interatomid@g: Promedio,(B): Maxima,
(C): Minima, (C)-(B): Rango. (Estadistica sobre las 20 estructuras).

somero de los datos anteriores muestra que hay porciones del ligando que perma-
necen a distancia relativameriiia con respecto al ACBP. Por ejemplo los &tomos
Nitrégeno AN6 y AN1 del doble anillo de la Coenzima A, permanecen a 0.3 nm
de distancia del Oxigeno de la Tirosina. Por otro lado el resto del ligando presenta
variaciones de distancia grandes, de aproximadamente 0.5 nm.

Estas distancias aparecen en linea punteada cefi@@nciaen las figuras 11,
12, 13 y 14 que muestran los datos de simulaciérdptamica molecularEn esas
figuras se representan las evoluciones temporales de las distancias correspondientes
en el modelo computacional, a lo largo de 45 ns de tiempo (esto representa aproxi-
madamente dos meses de tiempo de CPU en gromacs).

VI.5 AnALsis “HisTORICO”
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Figura 15:Distancia ACBP—RyCoA. A Los 557 ps Y A Los 965 SE APRECIA LA INSERCION
DEL CARBONO CG EN EL siTio DE RMN

8 VI.5.1 Descripcion de lo observado. El sistema parte de una distancia de 3

nm entre centros de masa y rapidamente (esto es en tiempos de simulacion y para
objetos como una proteina y su ligando) en 600 ps llega el carbono CG (ver figura 3
en la pagina 77), a la zona “compatible” con los datos de RMN (aproximadamente
0.7nm ) Esto es, recorre 2.1 nm en ese tiempo lo que equivale a una velocidad de
2,1x10°°nm/600x101?s = 3,5m/s.

La primera impresion al estudiar las 8 distancias interatbmicas es que todas
convergen en promedaosus respectivos valores de RMN. Pasemos ahora a estudiar
el caso de cada par de atomos.

8 VI.5.2 Ingreso del Carbono CG. El primer hito notable es la introduccion del
carbono CG (ver la pagina 77) en la zona de compatibilidad RMN a=l57 ps,
llegando al promedio de los valores RMN a los 965 ps (ver figura 15). Esto es
compatible con la evidencia experimental acerca dealdicion del Acil-CoA en

las membranas queomienzgpor la introduccién de la zonao polar (la cadena

de carbonos del acido palmitico en la membrana pagina 1 de [Faergeman, 1997]).
Veamos un gréafico del complejo a los 965 ps, en la figura 16. En ella se representa
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la interaccion de los residudys50, Leu47, y Phe49con la cola de carbonos del
ligando. Notablemente estos residuos son los que orientan fuertemente al ACBP en
la direccion de la membrana (ver el estudio realizado por el método electrostéatico
en el capitulo V).

8 VI.5.3 Posicion del Azufre PS1. Entre los £3 a los 5 ns ingresa el azufre (ver
pagina 77) en la zona de compatibilidad RMN (ver figuraA)4 13 B). Este azufre

se posiciona de tal modo que va formando y rompiendo puentes de hidrégeno con
el oxigeno de ldys13, y el oxigeno de ldeul5. Por ejemplo, veamos el momento

de la simulacién+3926 ps. Un detalle de las distancias se ve en las figurasyl7

B). Se observo que durante los 45 ns de simulacién el aP#igermanecio en el

lugar dado por los datos de RMN.

8 VI.5.4 Posicion del Oxigeno AO5. A los t=8800ps de evolucion del sistema,

se posiciona el Oxigeno AO5 del CoA (ver figura de la pagina 77), cerca del Ni-
trogeno Zeta de la Lisina 13 (en la figura 18 vemos la evolucion de la distancia
entre dichos atomos). Veamos el esquema Ligplot [Wallace, 1995] de esta fase del
sistema en la figura 19. El algoritmo LIGPLOT detecta en esta fase de la simula-
cion los puentes de hidrégeno entre los pares: Lys18.NZ—CoA.AO3*, Lys18.NZ—
CoA.AO2*, Lys50.NZ—CoA.AO5*. Notemos que el gréafico reconoce la importan-
cia de laLys13 como parte de la interaccion. En lo que sigue se encontraran mas
argumentos en favor de la importancia de estos residuos en la interaccion.

8 VI.5.5 Divergencias del Modelo. En el tiempo de simulacion no se reproduce la
situacion que nos muestran los datos de RMN en los siguientes aspectos:

1. Allos t=11 ns, el carbono CG se aleja de su posicién esperada, quedando a
una distancia de 1.5-2.0 nm del Oxigeno dete49(ver figura 14).

2. Los atomos AN6, AN1 parecen acercarse pero no llegan a la distancia expe-
rimental (figura 11).

3. Elatomo AO7 se acercay luego diverge de la distancia con el &tomo Lys32.NZ.
Sin embargo la distancia con respecto a la Lys54.NZ se logra satisfactoria-
mente (figura 12). Cabe mencionar que llgs32 y Lys54 se conservaren
las secuencias de 16 especies de ACBP.

AUn asi, esto es compatible con la idea de que no se ha alcanzado aun el “equilibrio”
en la unién de la proteina con el ligando.
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V1.6 AREA EXPUESTA AL SOLVENTE

Se estudio la variacion del area expuesta al solvente del sistema. Aqui se conside-
ra al conjuntodel ACBP mas el ligando. Esta claro que si ambos se aproximan,
deberan sufrir una deshidratacién en las zonas de sus superficies que terminen en
contacto. Por lo tanto el area expuesta debera naturalmente descender. Para el calcu-
lo se utilizo la herramienta_sas estandar del paquete Gromacs (ver pagina 43).

En la figura 20 vemos un gréfico tipico. Se constatan diferentes aspectos de la
union:

1. El &rea hidrofébica y el area hidrofilica disminuyen como era esperable para
dos moléculas que se unen (ver en el apéndice, en la pagina 122 una tabla
bésica de hidrofobicidad de aminoacidos). El efecto es inicialnmeay@ren
el caso del area de residuos hidrofébicos. En la figura 21 se observa la dismi-
nucion del area hidrofobica en relacion con la hidrofilica. A fin de cuantificar
se decidié comparar el momento inicial de simulacién coe 8000 ps. Nu-
méricamente el area Hidrofébica expuesta al solvente paso6 de 38 a?31 nm
resultando en una disminucién absoluta/der?, mientras que su contrapar-
tida hidrofilica paso de 30,51 a 26,64, resultando en una disminuci8rdde
nn?. Inicialmente el area hidrofobica era un 25 % mayor que la hidrofilica
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Figura 21:RELACION AREA HIDROFOBICA/AREA HIDROFILICA VS TIEMPO.

mientras que a7 ns, esa relacion bajo al 17 %.

2. La disminucion del area total sin embargo, continta hasta los 10 ns aproxi-
madamente como puede verse en la figura 22.

Esto sugiere que la unidn proteina—ligando resulta favoreeiddos momentos
inicialesal menos) por lanteraccion hidrofobicalLa combinacion de areas hidro-
fébicas ayuda fuertemente a la aproximacion en los primeros momentos del recono-
cimiento. Sin embargo este efecto deja posteriormente de tener un rol protagonico
para compartirlo con otros fenébmenos que tienen que ver con cambios de la confor-
macion de la macromolécula.

8 VI.6.1 Segunda Validacion del Modelo: Estudio del area por Residuo. Para

medir la evolucidn del area expuesta en funcion del tiempo discriminada por re-
siduo, se procedio a utilizar ventanas temporales de 100 ps, y promediar el area
expuesta para los tiempos de 1 a 100 ps, asignando el promedims; para la
ventana 1000-1100 ps se asigno el promedielns, y asi sucesivamente hasta
llegar a la ventana temporal 9000-9100 ps (9ns). Luego se utilizé un algoritmo de
filtrado semiautomatico para detectar los residuos que tienen una tendencia signifi-
cativa de variacion del area expuesta en funcién del tiempo.

Con este criterio se clasificaron los residuos del ACBP, junto con la molécula
del ligando, en grupos:



V1.6 Area expuesta al solvente 98

12
70
68
66 |
64 +
62
60
58 |
56 |
54

A/nm2

t/ns
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Grupo 0: P.y—=CoA. Se observa una brusca disminucion de 5.7 dorante los
primeros 7 ns (ver figura 23).

Grupro |: Resipuos QUE AUMENTAN SU AREA. Se estudio luego edumento del

0
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Figura 23:DisMINUCION DEL AREA EXPUESTA DEL PrLy—CoA
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Figura 24:AuMENTO DEL AREA EXPUESTA AL SOLVENTE DE LOS RESIDUOS 61, 64, 68y 83 EN EL
PROCESO DE UNION CON EL LIGANDO.

areade los 4 residuos 61, 64, 68, 83. Los valores iniciales de areas expuestas son
consistentes con el caracter Hidréfébico dédm61 (As; ~ 0,4nn7) y el caracter
Hidrofilico de laLys83y la Asp68(Ag; ~ 1nm? y Ags ~ 0,6nn?t de tal modo que

As1 < Ags, Agg ). Este hecho (que ocurre, como era esperable para otros residuos,
ver Grupo Il en la pagina 100) constituye otra corroboracion acerca de la bondad
del modelo implementado en la simulacion.

Su comportamiento es muy similar, ajustandoseles una recta mediante el algorit-
mo de ajuste no lineal Marquardt-Levenberg implementado en Gnuplot [Williams,
2004]. Vemos los resultados de la pendiente de la recta de ajuste en el cuadro 2. Se

Residuo Pendiente Recta de Ajuste
Leu6l 0.053+ 0.005 (10 %)
Thr64 0.054+ 0.008 (15 %)
Asp68 0.021+ 0.008 (39 %)
Lys83 0.034+ 0.008 (23 %)

Cuadro 2: Residuos que Aumentan el area expuesta al Solvente

observa que las pendientes son muy similares. La figura 24 da la evolucién tempo-
ral. Estos aminodacidos estan ubicados en la hélicey en el loop entre la tercera
y la cuarta [eu6l). Es destacable que todos estos residuosagueentansu area
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Figura 25:DisMINUCION DEL AREA EXPUESTA DEL PLy—CoA

expuesta estan en el ladpuesto a la zona de uniorcon el ligando. Esto sugiere
un cambio de conformacién que sera discutido en las conclusiones (en la pagina
113).

Grupo |l: REsIDUOS DE AREA VARIABLE. LOS residuogl6, 47 y 4%tienen un com-
portamiento notable: su area expuesta baja=@mg, y luego vuelve a subir a su
valor anterior, como se observa en la figura 25. Estos aminoaciddsdrofobi-
cos estando sin embardaertemente expuestos al solvenistamente en laona
donde se liga inicialmentel Ply—CoA. Asimismo laMet49 fue implicada en el me-
canismo de union del ACBP con la Membrana, donde los célculos electrostéaticos
indican que deben estos residuos estar apuntando a la membrana a una distancia de
0.3nm (ver en el capitulo anterior seccién V.5 en la pagina 70). Es también notable
gue baje inicialmente laeu47y luego lo hagan laVet46 y la Phe49 Esto nos
lleva a sugerir que los tres residuos actian como‘canada hidrofobica” para
atraer al ligando

Luego de la unidn inicial el ligando deberd moverse por la superficie del ACBP
hasta llegar a su lugar definitivo en la posicion que muestra la experiencia de RMN.
Se propondra una hipétesis sobre este tema en la seccién VI.7.

Gruro lI: Resibuos Que DismiNnuYEN su AREA. Mediante el método de ajuste de
una recta se pueden clasificar en grupos de importaaicuanto a la unién con

#Notese que esta clasificacion en residuos de “media”, o “alta” impotancia surge simplemente debi-
do a la tendencia numérica de la pendiente de la recta de regresion y deben ser validados con criterios
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el ligando) segun la pendiente tomada como medida del grado en que disminuye su
area expuesta. Vedmoslo en la tabla 3. Este primer grupo (Imporfste)ale resi-

Importancia Residuo Pendiente Recta de Ajuste

Alta Lys18 -0.091+ 0.034 (37 %)
Alta Met24 -0.089: 0.016 (16 %)
Alta Lys50 -0.079 0.019 (24 %)
Media Gly63  -0.047 0.0085 (18 %)
Media GIn60  -0.04% 0.0085 (19 %)
Media Lys81  -0.035 0.0058 (17 %)
Media Tyr28  -0.03% 0.0083 (27 %)
Media Ala53 -0.030x 0.011 (37 %)
Media Ala57 -0.030x 0.007 (23 %)
Baja Tyral -0.013: 0.002 (19 %)
Baja Val12 -0.019: 0.008 (42 %)
Baja Glu42 -0.014= 0.008 (56 %)
Baja Lys62 -0.01% 0.010 (57 %)

Cuadro 3: Residuos que Disminuyen el area expuesta al Solvente

duos esta constituido por lys18y Lys50 (hidrofilicas) y laMet24 (hidrofébica).
Sus areas somsg ~ 1,5nn? y Asp ~ 1,3nn?, mayores quéy, ~ 0,7nn¥.

Estos residuos estan implicados en la union con el ligando: en la estructura de
RMN (1InvL) estos tres residuos son los que estan coordinados con el Ply—CoA. Eso
se observa asimismo en la simulacion por DM. Se puede ver la evolucion del area
de estos tres residuos en la figura 26.

El grupo de importancidledia, lo constituyen residuos mas alejados (salvo el
Tyr28) o involucrados en la unién de modo menos claro.

Como es esperable observamos que los residuos hidrofilicos (GIn y Lys) pre-
sentan areas al solvente mayores que los respectivos hidrofobicos (Ala).

Notese la disminucion del area de los residBog53 y GIn60 (esto en la estruc-
tura HJACBP, la utilizada en DM). Estos estan alejados del ligando (1.1nm entre
atomos mas cercanos en la estructura de RMN, notar que en la misma el aminoaci-
do de la posicion 60 es UBlutamato). Sin embargo la disminucién que se observa
en la figura 27 es notable en los primeros 5 ns. Bstoorresponde también con el
gréafico 26 de los residuos de importancia alta

Por ultimo, el grupo de importancia baja, presenta una disminucion del area de

biofisicos antes de ser tomados como definitivos.
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Figura 28:Rapio pE Giro, PaRA EL ACBP EN PROCESO DE UNION CON EL PLy—CoA, Y PARA EL
LIGANDO CONSIDERADO AISLADO.

menor cuantia y mas dificil interpretacion.

VI.7 TeRcERA VALIDACION DEL MoDELO: RADIO DE GIRO Y RaADIO Hi-
DRODINAMICO.

Se calculo6 el Radio de GirBy (ver pagina 43) para el ligando y el complejo. Su
resultado puede verse en la figura 28. Se observa que el complejo dismirfgye su

en dos oportunidades: en los primeros 5 ns de simulacion y luego a los 25ns. Mien-
tras eso ocurre con el complejo, el ligando considerado aisladamente experimenta
una fuerte variacion de sy, a los 2.6 ns de simulacion, pasando de 0.55 a 0.74nm,
para luego caer a su valor histérico. Esto muestra que el ligando debe “estirarse”
durante el proceso de union con la proteina.

8 VI.7.1 Distancia entre extremos del Ligando. Para observar en mayor deta-

lle el movimiento del Palmitoil-Coenzima A, se decidi6 realizar un grafico de la
distancia entre los extremos de la cadena principal del ligando: Carbono(CG)—
Nitrogeno(ANG6) (ver notacion en la figura 3 de la pagina 77).
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Figura 29:EVOLUCION DE LA DISTANCIA ENTRE LOS EXTREMOS DEL LIGANDO.

Se obtuvo el comportamiento graficado en la figura 29. Se observa que dicha
cantidad varia entre 0.4 nmy 1.4 nm. Este grafico indica que el ligando esta contra-
yéndose y extendiéndosajentrasse desplaza hacia su zona de unién dada por los
datos de RMN.

El carbono CG del ligando llega rapidamente (tiersdons) a tomar contacto
con la superficie del ACBP. Sin embargo el Ply—CoA dista bastante de estar en “su
sitio”. La idea es que realiza un movimiento similar al “reptar” que hace un animal
sin pies para avanzar. El ligando invierte mucho tiempo (comparado con el que le
toma hacer contacto inicial) en “acomodarse” mediante este movimiento repetitivo.

8 VI.7.2 Radio de Giro del ACBP. Para las trayectorias de Dinamica Molecular,
calculamodRy solo para la ACBP (ignorando la existencia del plyCoA). El resultado

se observa en la figura 30. Esta disminuciorrgleonstituye una nueva validacion

del modelo computacional: es cualitativamente compatible con la disminucion de
0.2nm del diametro hidrodinamico observado por Frolov [Frolov, 1998] mediante
experimentos de fluorescencia del Triptofano resuelta en el dominio temporal (con
sensibilidad de hasta 1 ns). Este trabajo experimental no se refiere al mismo sistema:
la ACBP proviene de higado de rata mientras que el ligando lo constituyen cis- y
trans-parinaroil-CoAs. Sin embargo la gran similitud de las proteinas y los ligandos
hacen que sea pertinente la comparacion.
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Figura 30:EvoLuciON peL RADIO DE GIRo DEL ACBP

Suponiendo a la proteina una esfera rigida y suponiendo la validez de la ley
de Stokes, puede derivarse la férmula aproximada para la relacion entre el radio
hidrodinamico y el de giro:

Ry = v/5/3Ry ~ 1,29R,.

La disminucion medida por DM del radio de giro es aproximadameQ#30m (ver
figura 30) resultando eRypy = 0,043x1,29 ~ 0,055 nm. Esto resultdel orden
del valor experimentaR, = 0,1nm. Aqui suponemos que estamos observando el
cambio conformacional (referido experimentalmente) a4@6hs de simulacion.

Para precisar aun mas esto estudiamos la evolucion temporal del Radio Hidro-
dindmico mediante la herramienta HYDROPRO [Garcia de la Torre, 2000]. Esta
implementa un algoritmo para el calculo de las propiedades hidrodinamicas (que
incluyen el radio efectivo hidrodinamico) mediante un modelo de esferas con roce.

Se le aplico este algoritmo a las configuraciones obtenidas mediante nuestra
simulacién de Dinamica. El resultado se observa en la figura 31. Efectivamente,
el modelo reproduce cualitativamente (y cuantitativamente devuelve un resultado
dentro del orden de magnitud correcto) los datos experimentales de Frolov y cola-
boradores.



VI.8 Cuarta Validacion: Estudio de los Puentes de Hidrégeno 106

1.94
192

1.9
1.88

Rh/nm

1.86
1.84 |
182

1.8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
t/ns

Figura 31:EvoLucion peL RaDIO HiDRODINAMICO DEL ACBP—RyCoA
VI.8 Cuarta VALIDACION: ESTUDIO DE LOS PUENTES DE HIDROGENO

8 VI.8.1 No equilibrio.. Se evalu6 la formacion de puentes de Hidrégeno en fun-
cion del tiempo de simulacion. Esto se ve en la figura 32. Al efecto del calculo se
tomaron todos los pares que se puedan formar entre el ligando y el ACBP. Fueron
considerados los &tomos Oxigeno y Nitrégeno del Ligando como posibles aceptores
de puentes de hidrogeno. Se ignoraron los posibles dadores del ligando. En cuanto
al ACBP, se utilizo el criterio estandar para donores y aceptores (ver pagina 44).

La primera informacion que se obtiene de este grafico es que a los 45 ns de si-
mulacionno se puede asegurgue el sistema esén equilibriodado que el nimero
de puentes de hidrogeno no se muestra estable.

8 VI.8.2 Funcién de AutoCorrelacion Cyp(t):. Para obtener mayor informacion
estudiamos la Autocorrelacion de Puentes de Hidrégeno, Esta provee informacion
sobre la dindmica de un puente de hidrogeno, por ejemplo, permite obtener su vida
media (ver pagina 106) mediante su integral o un ajuste de una funcion exponencial
extendida.

En estas funciones se ve que los puentes de hidrégeno en la superficie proteica
tienen un comportamiento distinto al que tienen en el seno del agua, por contraste
con la literatura [Starr, 2000].

Se calcul6 entonces la funci@yg(t) con el agua del seno del liquido, es decir
mas alejada que 5 capas de hidratacion de la superficie de la macromolécula. Se
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Figura 32:EvoLuciON DEL NUMERO TOTAL DE PUENTES DE HIDROGENO EN FUNCION DEL TIEMPO,
VER PAGINA 106

seleccionaron 400 moléculas de aguardemosistema simulado y se les calcu-

16 la funcion de autocorrelacion. La curva obtenida fue ajustada con una funcion
aoexp[—(t/rR)B] (ver en [Starr, 2000] el origen de esta forma funcional) mediante
el procedimiento NLLS implementado en Gnuplot [Williams, 2004]. Esto repro-
duce el resultado obtenido por Starr y Stanley (ver pag.584 de [Starr, 2000]) con
un tiempo de relajacidn, = 1,0055+ 0,0017(Q2 %), § = 0,58 + 0,002(Q3 %),

R = 4,233ps+ 0,02p90,5 %) también se reproduce el buen ajuste dentro de los
5 tiempos de relajaciori apartandose luego de la funcion tedrica como la misma
referencia lo menciona. En la figura 33 se ve la funcién log(C(t)) con su ajuste.
Esto lleva a decir que los grados de libertad del seno del solvente acuoso estan (des-
de este aspect@n equilibriomientras que no podemos afirmar lo mismo para la
macromolécula y su zona de influencia (ver pagina 371 de [Lazaridis, 2003]).

VI.9 Estupio pEL DespLAZAMIENTO CuaDRATICO MEDIO (RMSD)

En la figura 34 se observa la evolucidn del desplazamiento cuadréatico medio de los
carbonose de la estructura de la proteina (ver pagina 44). Nuevamente aparece
la idea de la existencia de un cambio conformacional. Se observa un aumento del
RMSD en la curva, aproximadamente a los 25 ns de simulacion.

Para ver este cambio, comparamos varias estructuras del sistema mediante el
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Figura 33:LoGARITMO DE LA FUNCION DE AUTOCORRELACION DE EXISTENCIA DE PUENTES DE HI-
DROGENO, PARA EL AGUA SPCEALEJADA DEL siSTEMA ACBP-RYCo0A, CALCULADA A PARTIR DE LA
SIMULACION
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Figura 34 Desvio Cuaprarico Mepio (RMSD) DE LA CADENA DE CARBONOS—0, TOMANDO COMO
REFERENCIA LA CONFIGURACION INICIAL DEL MISMO SISTEMA.
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programa Swiss-PDBViewer [Guex, 1997]. Se realiz6 un alineamiento estructural
de los carbonos alfa y se inspeccioné visualmente.

Hallamos que, entre las estructuras previas y las posteriores a los 25 ns, hay un
cambiovisible de laconformacionconsistente en alesplazamiento laterale la
héliceal en una distancia de aproximadamente 2 — 3 A. Este efecto hace que dicha
hélice se posicione a 4A en promedio de distancia de la cadena hidrocarbonada del
acido palmitico. Asimismo, la hélice3 se cierra también sobre el ligando. Este
mecanismo de “llave” podria estabilizar al Ply—CoA en el bolsillo hidrofébico del
ACBP.

Veamos en las figuras siguientes el efecto de “llave” sobre el ligando. En la figu-
ra 35 vemos el desplazamiento lateral de la hélice alfa3 aproximandose al ligando.

t=965ps

Figura 35:CoMPARACION ENTRE LAS ESTRUCTURAS A T=96%s v T=30.7 Ns. St OBSERVA EL
DESPLAZAMIENTO LATERAL DE LA HELICE ALFA3 Y EL MOVIMIENTO DE CIERRE, SIMIL AL DE UN “DEDO”
DE LA Lys50.

Asimismo se ve el Nitrégeno NZ del extremo de la cadena lateral dgsiB0 que
interactda formando un puente de hidrégeno con el oxigeno AO3* de la CoA, con
una distancia Lys50.NZ—CoA.AO3* de 2.88 nm (visible de manera esquematica en
el angulo superior izquierdo de la figura 36) y un angulo de 28.8 grados (lo que
satisface nuestro criterio geomeétrico ver seccion 111.8.5). En la figura 36 vemos la
segunda parte del sistema de “pinzas” quéyal8y la Lys13 realizan sobre el
ligando. LaLys18especificamente se une el Oxigeno OP del Ply-Coa, con el Nitr6-
geno de ld.ys18a través de un puente de hidrégeno. La distancia O-N es de 2.8 A.
ElI NZ de laLys50 esta coordinado con el Oxigeno AO4* de la CoA (3.14A) y con

el Oxigeno AO3* a (2.88A). Estas cantidades estan dentro del criterio de longitud
de un puente de hidrogeno. Lgs13se cierra abrazando la estructura del Palmitoil.
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=30772ps

Figura 36:CoMPARACION ENTRE LAS ESTRUCTURAS A t=965s v t=30.7~s. DETALLE DE LA Lys13
Y LA Lys18.

El mecanismo semeja el sistema de tres dientes colocados en que se suele ver en
dispositivos que deben elevar cuerpos de forma irregular.

Para precisar mas esta imagen, se analizaron las posiciones de las Lisinas para
configuraciones previas y posteriores al momento estimado del cambio conforma-
cional. En la figura 37 se ilustra el mecanisaimertoy en la figura 38 se muestra
la misma posicion pero luego del cambio. La pinza triple estéada

Esto mismo se puede ver cuantitativamente graficando la evolucién temporal de
la distanciaLys18.Nz-Lys50.Nz en la figura 39, y la distancigs13.Nz-Lys50.Nz
en la figura 40.

Se observa que la distancia entre los Nitrogenos de448 y la Lys50 per-
manece mucho mas constante que la respectiva ertys18y las otras dos. Esto
sugiere que este mecanismo de tres pinzas es mas similar al modo en que se come
la comida con tres dedos (tradicional en la cultura arabe) dondesk8 juega el
rol del pulgar oponible, y los otros dos dedos actian “en conjunto”.
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0.9 nm

Figura 37:MEcANISMO DE PINZA DE TRES BRAZOS: PINZA “ABIERTA” A LOs t = 17nS

Lys13

Figura 38:MEecaNIsMO DE PINZA DE TRES BRAZOS: PiNza “CERRADA” A LOS t = 27nS
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Figura 39:DisTaNCIA ENTRE LOS NITROGENOS DE LAS Lys18—Lys50
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Figura 40:DisTaNcIA ENTRE LOS NITROGENOS DE LAS Lys13—Lvs50
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VI.10 CONCLUSIONES

8 Vl.10.1 Validacién del Modelo. Veamos una sintesis de las validaciones realiza-
das en la siguiente tabla:

Dato de Simulacién corroborado Evidencia

1) Distancias interatébmicas Estructura de RMN [Lerche, 2003]

2) Area expuesta al solvente Cualidad Hidrofébica de los residuos

3) Radio Hidrodinamico Fluorescencia resuelta en el tiempo [Frolov, 1998]
4) Puentes de hidrégeno Simulaciones de Starr y Stanley [Starr, 2000]

8 Vl.10.2 Interaccién Hidrofébica como ayuda inicial. Se propone que el con-
junto de residuos hidrofébicos expueskdst46—Leud7—Phe4Yepresentan una
especie décarnada hidrofébica” que sirve para capturar inicialmente el ligando.

Lamentablemente, al alinear las secuencias de aminoacidos de ACBP de 16 es-
pecies [Knudsen, 1994], constatamos que estos resituss conservarNo obs-
tante se decidié atender a la conservacion no ya del residuo sino del caracter de
hidrofobicidad del sitio de la secuencia. Entonces notamos que en la posicion 46
y 49 todas las mutaciones alojan en esos sitios residuos hidrofobicos. En el caso
del sitio 47, en 15 de las 16 especies se conserva la hidrofobicidad mientras que
en la dltima, este es reemplazado por un aminoacido sin preferencia hidrofilica o
hidrofébico (Thr). Esto puede observarse en la figura 41. En el esquema ligplot del
sistema parat965ps (ver figura en la pagina 93) se representa la misma interaccién
con los aa. 47 y 49. Notemos que esta figura se obtiene mediante Dinamica Mole-
cular del sistema. El alogoritmo Ligplot la representa convenientemente en forma
plana.. Esto nos lleva a proponer que el sitio donde se consemd@rddobicidad
tiene una razén funcional importante para la proteina, tanto para la captura del Ply-
CoA como para la insercion en las membranas (ver capitulo V). Hay referencias en
la literatura sobre la conservacion de la hidrofobicidad y su relevancia funcional,
como por ejemplo, el estudio experimental de la actividad Catalitica de la Quinasa
Src C-Terminal [Mikkola, 2003].

8 VI.10.3 Modo de Introduccion del ligando en el ACBP. Una vez llegado el
ligando a la superficie de la proteina, se introduce en la misma inicialmente la cola
hidrocarbonada en acuerdo con la interaccion hidrofobica. Asi secuencialmente se
desarrolla la introduccién del ligando, llegando a la posicion de datos de RMN. Alli
es retenido mediante puentes de hidrégeno. En particular resulta muy fuertemente
ligado el azufre PS1 a laeul5y laLys13.
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4
9
Hombre-1 %[‘G KAKWDAWNE LKGT SKEDAMKAYINKVEELKKKYGI -
Hombre-2 FTGKAKWDAWNE LKGTSKEDAMKAY INKVEELKKKYGI -
Rata LKGKAKWDSWNKLKGT SKENAMKTYVEKVEELKKKYGI -
Ratén LKGKARWDSWNKLKGTSKESAMKTYVEKVDELKKKYGI -
Buey FKGKAKWDAWNELKGTSKEDAMKAY I DKVDELKKKYGI -
Cerdo LEGKAKWDAWNGLKGTSKEDAMKAY INKVDELKKKYGI ~
Perro LRGKAKWDAWNQLKGTSKE DAMKAYVNKVDELKKKYGI -
Tortuga FKGKAKWDAWDALKGMAKEEAMKAY IAKVEELKGKYGI -
Pato FKGKAKWDAWNALKGMSKEDAMKAYVAKVEELKGKYGT -
Pollo FKGKAKWDAWNALKGMSKE DAMKAYVAKVEELKGKYGI -
Rana LKGKAKWDAWN LKKGLSKEDAMSAYVSKAHELIEKYGL-
M. Secta LKGKAKFDAWHKKAGLSKEDAQKAY IAKVESLIASLGLO
Drosoph. JLKGKAKWEAWNKQKGKSSEAAQOEYITEVEGLVAKYA--
levadura 1]* MKDRYKWEAWENLKGKSQOEDAEKEYTIALVDOLIAKYSS-
levadura 2|- MKDRYKWEAWENLKGKSQEDAEKEYIAYVDNLIAKY SS—
B. napus TAMKERAKWDAWKAVEGKSTDEAMSDY ITKVKQLLEAEASSA
A.thal. MKERAKWDAWKAVEGKSSEEAMNDY I TKVKOLLEVAASKA
Algoddén MREKYKWDAWKAVEGH SKEEAMGDY ITKVKQLFEAAGSS
ELP \VRAKAKY EAWMVNHGMSKMDAMR TY TAKVEELKK KEPC-

Figura 41:PorciON DE SECUENCIAS DE 16 EspeciEs DE ACBP. EN Las posicloNEs 46, 47y
49 NO SE CONSERVA LA SECUENCIA PERO SI LA HIDROFOBICIDAD (EXCEPTO EN LA POSICION 47 DEL
ULTIMO CASO, SENALADO CON LA FLECHA. ALLI HAY UNA TREONINA, SIN PREFERENCIAS HIDROFOBI-
CAS/HIDROFILICAS) [FAERGEMAN, 1997]. (G\DA LETRA REPRESENTA UN AMINOACIDO, VER CODIGO EN
LA TABLA DE AMINOACIDOS DEL APENDICE, EN LA PAGINA 122.
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Resulta notable que la Leucina 15 sea un resauservade@n las 16 especies
ya mencionadas (ver [Knudsen, 1994], pag. 6). Este acuerdo entre datos de estruc-
tura de RMN, la conservacion de la secuencia y resultados de Dinamica Molecular,
nos mueve a conjeturar que el rol funcional dééail5 esta intimamente ligado a
su capacidad para estabilizar el Ply-CoA, en estrecha relacion con el Azufre, que
justamente es el atomo que participa de la union de la Coenzima A con el Acido Pal-
mitico. Recordemos que esto ocurre intracelularmente, y se realiza a fin de impedir
la liberacién al espacio extracelular del Acido.

8 VI.10.4 Aumento de area expuesta de los residuos del “lomo”: 61, 64, 68,
83.. Este efecto es notable. Es posible que provenga de la necesidad que tiene la
estructura de “cerrarse” sobre el ligando para retenerlo.

8 Vl.10.5 Distancia entre extremos del Ply-CoA: Reptar. La imagen que emerge

de la DM: El ligando luego del contacto inicial con la proteina, debe realizar movi-
mientos de contraccion—extension similares a los que realiza un animal que “repta”.
Son estos movimientos los que le permiten encontrar el bolsillo hidrofébico donde
debera quedar retenido.

8 VI.10.6 Corrimiento de las hélices aly a3. Mientras el ligando ejecuta estos
movimientos, la proteina prepara un cambio conformacional. Este tiene varios as-
pectos. Uno de ellos consiste en que las hélideg a.3 se cierran sobre el ligando.

En particular la hélice1 traslada su eje paralelamente en alrededor 2 a 3 A. Esto
favorecera el paso siguiente.

8 Vl.10.7 Pinza Triple de las Lisinas. Posiblemente sea el aspecto mas novedoso
gue surge de la simulacion: una vez que el ligando se encuentra “reptando” y que las
hélices se han desplazado, las cadenas laterales de las lisinas 18 (en telhgbte
(enlaa3) “abrazan” al ligando y la Lys13 se vuelca hacia el mismo. Esto convierte

a las cadenas laterales de las lisinas en una especie de “pinza” de tres brazos, que
funciona como los dedos indice (Lys18), mayor (Lys50), y pulgar (Lys13) de la
mano humana.

VI.11 Pasos FUTUROS

Hay algunos proyectos interesantes para el estudio de estos sistemas macromolecu-
lares:

e Realizar una DM del ACBP con otras posiciones iniciales. Esto permitiria
verificar que estos mecanismos operan en distintos contextos.



VI 11

Pasos futuros 116

Realizar la Dindmica de un ACBP mutado. Se propone reemplazar los tres
residuos de la “carnada hidrofobica” por otros residuos hidrofilicos. Se con-
jetura que esa mutacion haria perder la funcién biolégica al ACBP.

Dinamica del sistema ACBP mas bicapa lipidica. Resultaria muy interesante
poder lograr una simulacién del proceso de particion del ACBP en la mem-
branay obtener asi informacion sobre la evolucion temporal de la interaccion.

De obtenerse una buena configuracion con la membrana, en el paso anterior,
habria que reemplazar algun(os) fosfolipido(s) con un Ply—CoA, y ver como
se comporta el ACBP en esa situacion nueva. La conjetura es que si estan lo
suficientemente cerca el ACBP rescatara al ply—CoA de la membrana, pri-
mero mediante la unién electrostatica con la membrana, luego colocando al
Ply—CoA en su bolsillo y por ultimo, retirandose de la bicapa.

Asimismo resultaria de interés simular un ply—CoA en la vecindad de una
membrana, sin ACBP. La conjetura es que el Ply—CoA particionaria en la
misma.



caprituLo VI

Conclusiones

Las interacciones a nivel molecular determinan fundamentalmente la funcién
de las macromoléculas bioldgicas. Este trabajo recorre un camino que comenz6 en
la fisicoquimica de las soluciones de sal en agua. Alli se estudié el efecto dinami-
co de la aparicion del fendmeno dgdantallamientcsingular hecho predicho por
maxwell con un modelo del continuo en el siglo XIX.

Es notable este efecto debido a que introduce una distancia caracteristica de la
solucién salina en particular: langitud de DebyeEsto tiene la virtud de convertir
una interaccion de largo alcance (la eléctrica), en una de corto alcance, modulada
en promedio por una exponencial decreciente. Asimismo este efecto presenta una
dependencia importante con la frecuencia del movimiento de las cargas: Existe la
llamadafrecuencia de Maxwellvalor por encima del cual, las interacciones eléc-
tricasrecuperansu caracter di&argo alcance debido a la dinamica de los iones en
movimiento, y la peculiar caracteristica de la existencia de dos tipos distintos de
carga, fendbmeno que no se presenta en la interaccion gravitatoria. Sin duda que la
biologia no seria la que se conoce, de no ser por este hecho.

Las simulaciones por Dinamica Browniana del capitulo IV permitieron reprodu-

cir el resultado experimental de la existencia de la longitud de Debye. Se reconocio
el efecto de una frecuencia mayor que la frecuencia de Maxwell. Se estudio la es-
tructura de la nube que circunda a los iones en solucion. Asimismo, se asimilo el
efecto de la frecuencia en la posicion, contra el efecto (imaginario, o alquimico si se
quiere) de la frecuencia afectando al valor de la carga. Esta equivalencia, sin utilidad
a primera vista, puede muy bien rendir frutos cuando se necesite modelar sistemas
complejos, en los cuales se requiera evaluar efectos de la dinamica de las cargas en
solucion, a menor costo computacional que el de efectivamente moverlas.

Una conjetura interesante, para evaluar la validez de esta transformacion, con-
siste en oscilaciones al valor de la carga, de frecuencia superior a la de Maxwell a
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cargadijasen el espacio, e intentar modelar con ello sistemas no accesibles a la si-
mulacién por DM hoy en dia, tales como una unidad de un ribosoma, o una porcién
importante de un microtubulo.

Luego de ello, en el capitulo V se estudié (mediante los métodos “del conti-
nuo con detalle atbmico” descriptos en el capitulo 1), un problema que es tipico
de la biofisica: la interaccion entre una proteina y una membrana biolégica. El mé-
todo de Poisson—-Boltzmann, ya convertido en una técnica computacional clasica
(ha llegado en algunas universidades a las materias de grado) permitié estudiar con
relativamente bajo costo computacional, dicha interaccion.

Se obtiene una imagen razonable del lamBdisaje de Energia Electrostatica
del Complejo ACBP—Membrana Biol6gidaentro del mismo se aprecia claramente
la posicién energéticamente favorable para la interaccion del ACBP con la membra-
na.

Este tipo de técnicas so6lo puede devolvernos energias y campos eléctricos. Toda
otra contribucién a la unién debera ser obtenida aparte. Sin embargo la importancia
de la interaccidn eléctrica hace que este tipo de calculos nos devuelva una visiéon de
lo que ocurre en la interacciébn macromolecular con la suficiente bondad del modelo
como para retener una interesante capacidad predictiva.

Los calculos electrostaticos por si solos sugieren que hay un mecanismo de
intermediacion de las interacciones hidrofobicas via los residuos expuestos en la
porcion interactuante del ACBP, en particulaMeat46 y Leu 47, esenciales tam-
bién para la union con los fosfolipidos. Asi, la afinidad del ACBP por las bicapas
lipidicas estaria dada no sélo por las interacciones electrostaticas sino que también
por interacciones hidrofébicas.

El capitulo VI presentd los resultados del estudio desde el otro extremo del
espectro de la modelizacion de sistemas macromoleculares de mas de 1000 atomos
esto es, incluir el detalle atbmico completo con energias potenciales ad-hoc.

Es notable que, en coincidencia con los resultados electrostaticos, la dinamica
molecularapuntafuertemente al rol de los residuos hidrofébicos 46, 47, 49. Y los
estudios de conservacion de la hidrofobicidad en la secuencia, también sefialan en
esa direccion.

Para la unién con el ligando, geopone por tanto un mecanismo dm&ptura
hidrofébica, seguido por la dinamicaeptantedel movimiento del ligando y final-
mente un mecanismo deple pinza de las cadenas laterales de las lisinas que
ayudan a fijar el ligando en el sitio activo.

* k%

Estos trabajos aqui expuestos, constituyen una ilustracion del poder de los méto-
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dos computacionales en orden a colaborar para hacer mas eficiente la obtencién de
farmacos de mayores prestaciones.



Lista de Abreviaturas

ACBP Proteina transportadora de Acil CoA. A lo largo de esta tesis a menos que
se diga explicitamente, se refiere a HJACBP, es decir el ACBP proveniente
de Glandula Harderiana de Armadillo. Ver capitulos V y VI.

APBS Programadaptative Poisson-Boltzmann Solveer seccion [Baker, 2001].

bovACBP Proteina transportadora de Acil CoA, obtenida de bos taurus. \Ver capi-
tulos Vy VL.

BD Dinamica Browniana. Ver seccion I11.9

CoA Coenzima A. Ver seccion: VI.1.

dE Energia Electrostatica de Interaccién. Ver seccion: V.3.3.
DM Dinamica Molecular. Ver capitulo Ill.

FABP Proteina transportadora de acidos grasos (FABP). En esta tesis se menciona
la obtenida de higado. Ver seccion V.7.

FDPB Ecuacion de Poisson-Boltzmann, escrita en diferencias finitas. (En inglés:
Finite Difference Poisson-Boltzmaner seccion 11.3

HgACBP ACBP (proteina transportadora de Acil CoA) proveniente de Glandula
de Armadillo.

LCFA Acidos grasos de Cadena larga. Ver seccion V.7

LCFA—CoAs Acidos grasos de Cadena larga ligados con Coenzima A. Ver seccion
V.7

LD Dinamica de Langevin. Ver seccion I11.9
LPB Ecuacion de Poisson-Boltzmann linealizada. Ver pagina 27

NLPB Ecuacién de Poisson-Boltzmann no lineal. Ver pagina 26
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PBC Condiciones Periddicas de Contorno. (En ingEeriodic Boundary Condi-
tions). Ver seccién 111.5.3

PLY Palmitato.

PME Método para calcular las interacciones electrostaticas de largo alcance (En
inglés:Particle Mesh Ewaldrer seccion 111.7.2).

RMSD Siglas en inglés de Desplazamiento Cuadratico Medio (Root Mean Square
Deviation). Ver seccion 111.8.4.

SD Dinamica Estocastica. Ver seccion 111.9



Tabla Basica de Aminoacidos

Nombre del Cdédigo Cdbdigo Carga Hidro-
Aminoacido 1lletra 3 Letras Eléctrica fbébico Polar

Alanina A Ala 0 X

Cisteina C Cys 0 X
Aspartato D Asp - X
Glutamato E Glu - X
Fenilalanina F Phe 0 X
Glicina G Gly 0 X

Histidina H His + X
Isoleucina I lle 0 X

Lisina K Lys + X
Leucina L Leu 0 X
Metionina M Met 0 X
Asparagina N Asn 0 X
Prolina P Pro 0

Glutamina Q GIn 0 X
Arginina R Arg + X
Serina S Ser 0 X
Treonina T Thr 0 X X
Valina \Y Val 0 X
Triptofano W Trp 0 X X
Tirosina Y Tyr 0 X X
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